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บทคัดย่อ 
เซลล์ไฟโบรบลาสจากเหงือกมีบทบาทส าคัญต่อการหายของแผลในช่องปาก นอกจากเซลล์ไฟโบรบลาส

จะปิดแผลด้วยคุณสมบัติของเซลล์ เช่น การเคลื่อนที่ (migration) และ การแบ่งตัวเพ่ิมจ านวน (proliferation) 
แล้ว เซลล์ไฟโบรบลาสยังเป็นแหล่งส าคัญในการผลิตเมทริกซ์นอกเซลล์ (Extracellular matrix) โดยเฉพาะอย่าง
ยิ่งคอลลาเจน วิตามินซี (L-ascorbic acid) เป็นสารที่มีหน้าที่หลายอย่างในร่างกายร่างกาย รวมไปถึงมีความส าคัญ
ในกระบวนการ ไฮดรอกซิเลชั่น (hydroxylation) ซึ่งจ าเป็นต่อการสร้างคอลลาเจน เป็นที่น่าสนใจว่าวิตามินซี
อาจจะสามารถ ส่งเสริมการหายของแผลในช่องปากผ่านการกระตุ้นการเ พ่ิมจ านวนของเซลล์ไฟโบรบลาสได้ 
วัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้ เพ่ือศึกษาทดสอบคุณสมบัติของวิตามินซีที่มีต่อพฤติกรรม ของเซลล์ไฟโบรบลาสจาก
เหงือก เพ่ือประเมินการหายของแผลในช่องปากในห้องปฏิบัติการ เซลล์ ไฟโบรบลาสจะถูกแยกจากฟันของ
อาสาสมัคร ที่เข้ารับการผ่าฟันคุดท่ีคณะทันต-แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณม์หาวิทยาลัย เซลล์ไฟโบรบลาสดังกล่าวจะ
ถูกน ามาล้างผ่านด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีวิตามินซีความเข้มข้นต่างๆ 3 ครั้งต่อวัน ผลของการล้างผ่านด้วยวิตามินซี 
ที่มีต่อการหายของแผลในห้องปฏิบัติการจะถูกประเมินด้วย Scratch-test assay การเพ่ิมจ านวน ของเซลล์จะถูก
วิเคราะห์ด้วย MTT assay  

ผลการวิจัยพบว่าการล้างผ่านด้วยวิตามินซีความเข้มข้น 10 และ 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  ไม่มีผลอย่างมี
นัยส าคัญต่อการปิดของแผลในห้องปฏิบัติการ อย่างไรก็ตามวิตามินซีที่ความเข้มข้น 50, 70 และ 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ส่งผลให้แผลปิดช้าลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบ กับกลุ่มควบคุม (ระดับนัยส าคัญที่ 0.05) สอดคล้อง
กับการทดสอบการเพ่ิมจ านวนของ เซลล์โดย MTT assay แสดงให้เห็นว่า ความเข้มข้นของวิตามินซีตั้งแต่ 50 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรขึ้นไปยับยั้งการเพ่ิม จ านวนของเซลล์ไฟโบรบลาสลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

1,2ภาควิชาศัลยศาสตร์ช่องปากและแมกซิโลแฟเชียลคณะทันตแพทยศาตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
3ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะทันตแพทยศาตร์ จุฬาลงกรณม์หาวิทยาลัย 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0ahUKEwjyyePTpMrVAhUJnpQKHTmOC_cQFggkMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.dent.chula.ac.th%2Fgrad%2Findex.php%2Fcomponent%2Ftags%2Ftag%2F153-paksinee-kamolratanakul&usg=AFQjCNHWfZ0WYCBt-EPT2-Z5-_x3cz1uuQ
http://www.dent.chula.ac.th/grad/index.php/committee-members/515-ruchanee-ampornaramveth
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 สรุปได้ว่าวิตามินซีความเข้มข้นสูงกว่า 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท าให้แผลในห้องปฏิบัติการ ปิดช้าลง
อย่างมีนัยส าคัญโดยยับยั้งเพ่ิมจ านวนของเซลล์ไฟโบรบลาสจากเหงือก  ในขณะที่วิตามินซี ความเข้มข้นต่ านั้นมี
ความปลอดภัย และสามารถจ่ายให้ผู้ป่วยหลังได้รับการผ่าตัดในช่องปากได้ แต่ควรเลือกการบริหารยาที่เหมาะสม 
โดยระวังการสัมผัสกันของวิตามินซีและแผลในช่องปากโดยตรง 
 
ค าส าคัญ : วิตามินซี, เซลล์ไฟโบรบลาสจากเหงือก, การหายของแผลในช่องปาก 
 
Abstract 
 Beside closing the wound by intrinsic properties like migration and proliferation, gingival 
fibroblasts produce a major source of extracellular matrix especially collagen and therefore play 
a major role in oral wound healing. Vitamin C or L-ascorbic acid has diverse functions in the 
body, including an essential role in hydroxylation reactions which is necessary for collagen 
formation. Whether L-ascorbic acid can promote gingival wound healing through inducing 
proliferation of fibroblasts is of our interest. The aim of this study is to evaluate the effect of L-
ascorbic acid on gingival fibroblasts behaviors to promote wound healing in vitro. Primary human 
gingival fibroblasts isolated from teeth extracted from healthy volunteers were rinsed 3 times a 
day with medium containing L-ascorbic acid of various concentrations. Effect of L-ascorbic acid 
rinsing on in vitro wound healing was assessed by mean of Scratch-test assay. Cell proliferation 
was analyzed by MTT assay.  

 Rinsing with vitamin C at concentration of 10 and 20  g/ml demonstrated no significant 
effect on in vitro wound closure. However, vitamin C at the concentration of 50, 70 and 100 

 g/ml significantly delayed wound closure comparing with the control group (p value=0.05).  
This data was in accordance with cell proliferation assessed by MTT assay demonstrating that 

Vitamin C at concentration above 50  g/ml significantly reduce fibroblasts viability.  

This study suggests that vitamin C at concertation above 50  g/ml significantly delay in vitro 
gingival wound closure by inhibiting proliferation of gingival fibroblast. Low dose of Vitamin C is 
safe and can be prescribed to patients after oral surgery but suitable drug administration to 
avoid direct contact with oral wound should be concern.  
Keywords : ascorbic acid, vitamin C, gingival fibroblast, wound healing 
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1. บทน า 
 เซลล์ไฟโบรบลาสเป็นเซลล์ที่พบมากในชั้น
เนื้อเยื่อยึดต่อ (connective tissue) ของร่างกาย 
เซลล์ไฟโบรบลาสจากเหงือกมีบทบาทส าคัญต่อการ
หายของแผลในช่องปาก นอกจากเซลล์ไฟโบรบลาส
จะปิดแผลด้วยคุณสมบัติของเซลล์เอง เช่น การ
เคลื่อนที่ (migration) และ การแบ่งตัว เพ่ิมจ านวน 
(proliferation) แล้ว เซลล์ไฟโบรบลาสยังเป็นแหล่ง
ส าคัญ ในการผลิตเมทริกซ์นอกเซลล์ (Extracellular 
matrix) โดยเฉพาะอย่างยิ่งคอลลาเจน (Taiseer al-
Kha teeb ,  Ph i l  S tephens  e t  a l .  1997 , 
HÄKkinen, Uitto et al. 2000) เพ่ือสร้างให้เกิด
เนื้อเยื่อแกรนูเลชัน (granulation tissue) ทดแทน
เนื้อเยื่อที่สูญเสียไปจากการบาดเจ็บ และท าให้เกิด
การหดรั้งของแผล (wound contraction) แผลจะ
ปิด จากนั้นเซลล์ไฟโบรบลาสจะลดจ านวนลงในที่สุด 
 วิตามินซี (L-ascorbic acid) เป็นวิตามินที่
มนุษย์ไม่สามารถสังเคราะห์ขึ้นได้เองในร่างกาย ต้อง
ได้รับจากภายนอก วิตามินซีเป็นสารที่มีหน้าที่หลาย
อย่ าง ในร่ า งกาย รวมไปถึ งมี ความส าคัญ ใน
กระบวนการไฮดรอกซิเลชั่น (hydroxylation) ซึ่ ง
จ าเป็นต่อการสร้างคอลลาเจน ทีสมบูรณ์ และจ าเป็น
ต่อกระบวนการหายของแผล นอกจากนี้ยังเป็นสาร
ต้านอนุมูลอิสระ และเสริมการท างาน ของเซลล์
อักเสบอีกด้วย (A. Bendich 1986, Ryu-Ichiro Hata 
1989) การได้รับวิตามินซีไม่เพียงพอ จะส่งผลให้เกิด
โรคเลือดออกตามไรฟัน (scurvy) รวมไปถึงท าให้แผล 
หายช้าลง (N. Boyera , I. Galey et al. 1998) จึงเป็น
ที่น่าสนใจว่าวิตามินซีอาจจะสามารถส่งเสริมการหาย
ของแผล ในช่องปากผ่านการกระตุ้นการเคลื่อนที่และ

เพ่ิมจ านวนของเซลล์ ไฟโบรบลาสได้  
 
2. วัตถุประสงค์ 
 เพ่ือศึกษาทดสอบคุณสมบัติของวิตามินซีที่
มีต่อการหายของแผลในช่องปากในห้องปฏิบัติการ 
โดยทดสอบการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ไฟโบรบลาส
จากเหงือก  
 
3. แนวคิดทฤษฎีและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
 เมื่อเกิดบาดแผลขึ้น ร่างกายจะมีระบบ
การซ่อมแซมแบ่งเป็น 4 ระยะ ได้แก่ ระยะห้ามเลือด 
(hemostatic phase) ระยะอักเสบ (inflammation 
phase) ระยะเพ่ิมจ านวน (proliferation phase) 
และ ระยะจัดเรียงใหม่ (remodeling phase) 
(Evans 2004, larjava 2012, Bassem M 
Mohammed 2016) ซึ่งจะมีเซลล์ที่มีบทบาทและ
ท าหน้าที่แตกต่างกันออกไปในแต่ละระยะ ในระยะ
เพ่ิมจ านวน เซลล์ที่มีบทบาทส าคัญ คือ เซลล์ไฟโบ
รบลาส (Bassem M Mohammed 2016) ในช่อง
ปากเมื่อเกิดแผล เซลล์ไฟโบรบลาสจากเหงือกจะ
แบ่งตัวเพ่ิมจ านวน และเคลื่อนตัวมาบริเวณที่มีแผล 
เพ่ือหลั่งสารต่างๆ ได้แก่ ไซโตไคน์ (cytokines) และ 
เมทริกซ์ภายนอกเซลล์ (extracellular matrix) เพ่ือ
ช่วยในกระบวนการหายของแผล (Taiseer al-
Khateeb, Phil Stephens et al. 1997)  เมทริกซ์
ภายนอกเซลล์เป็นสิ่งแวดล้อมที่อยู่รอบเซลล์ มีหน้าที่
หล ายอย่ า ง  ได้ แก่  รั บแร งที่ ก ร ะท าต่ อ เ ซลล์ 
(mechanical support) ซึ่งมีอิทธิพลต่อ รูปร่าง การ
เคลื่ อนที่  ก า ร พัฒนา  และการ เปลี่ ย นแปลง 
(differentiation) ของเซลล์ นอกจากนี้ยังช่วยในการ
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ติดต่อสื่อสารระหว่างเซลล์ และยังเป็นแหล่งสะสม
ส าหรับโมเลกุลต่างๆ ให้ เซลล์ อีกด้วย (Potter-
Perigo 2011) คอลลาเจน (Collagen) เป็นเมทริกซ์
ภายนอกเซลล์ ที่เซลล์ไฟโบรบลาสสังเคราะห์และ
สะสมไว้ ส าหรั บ  ซ่ อมแซมเนื้ อ เยื่ อที่ บาด เจ็ บ 
นอกจากนี้คอลลาเจนยังเป็นโปรตีนที่พบมากที่สุดใน
ร่างกายมนุษย์ (Smith 1975) วิตามินซีเป็นวิตามินที่
ละลายในน้ า มีบทบาทส าคัญในการสร้างสายคอลลา
เจน ที่สมบูรณ์ให้กับร่างกายและส่งเสริมการท างาน
ของเมทริกซ์ภายนอกเซลล์  มี งานวิจัยในอดีต
มากมายที่แสดงให้เห็นว่าวิตามินซีมีประโยชน์ต่อการ
หายของแผลในร่างกาย (Hunt 1941, Bourne 
1942, Cheraskin 1982, G.M. Abrahmsohn 
1993) จึงมีความเป็นไปได้ว่าวิตามินซี จะสามารถ
ส่งเสริมการหายของแผลในช่องปากจากจากการ
กระตุ้นการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ไฟโบรบลาส หรือ
ส่งเสริมการการเคลื่อนที่ และการเพ่ิมการสังเคราะห์
เมทริกซ์นอกเซลล์  
 
4. วิธีด าเนินการวิจัย 
 ส่วนที่ 1 การเพาะเลี้ยงเซลล์จากชิ้นเหงือก  
เก็บชิ้นเหงือกจากผู้ป่วยอาสาสมัครอายุ 18-25 ปี ที่
เข้ารับการผ่าตัดฟันคุดที่ คณะทันตแพทยศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย โดยฟันคุดต้องเป็นฟันที่ยัง
ไม่งอกขึ้นสู่ช่องปาก เมื่อได้ชิ้นเหงือกจากผู้ป่วยแล้ว
น าใส่อาหารเลี้ยงเชื้อ DMEM (ผสม 10% FBS, 1% 
L-Gluamine, 1% antibiotics) ทันที เมื่อถึง
ห้องปฏิบัติการน าเชิ้นเหงือกล้างด้วย PBS 2 ครั้ง 
จากนั้นตัดเป็นชิ้นขนาด 2x2 มิลลิเมตร ท าการ

เพาะเลี้ยงที่ อุณหภูมิ 37C ที่ความเข้มข้น
คาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซนต์ หลังจากนั้นท า
การเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุก 3 วัน เพาะเลี้ยงจน
ได้เซลล์ไฟโบรบลาสมากพอ ที่จะน าไป ใช้ในการ
ทดสอบกับวิตามินซีต่อไป  
 ส่วนที่ 2 การทดลองในห้องปฏิบัติการ 
การน าเซลล์ไฟโบรบลาสที่เพราะเลี้ยงจากส่วนที่1 มา
ใช้ในการทดลอง โดยแบ่งเป็น 2 การทดลองย่อย 
ได้แก่ 
  1. การจ าลองแผลบนเซลล์เหงือกใน
ห้องปฏิบัติการ (Scratch-test assay) หยอดเซลล์
จ านวน 100,000 เซลล์/หลุม ลงในจานเลี้ยงเซลล์
ชนิด 12 หลุม (คิดเป็นความหนาแน่นของเซลล์ 
39500 เซลล์ต่อตารางเซนติเมตร ) เพาะเลี้ยงที่

อุณหภูมิ 37 C 5% คาร์บอนไดออกไซด์ เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง  หลังจากนั้นใช้ปลายปิเปตท าการขีดให้
เกิดรอยแผลจ าลองบนเพลตที่มีเซลล์เกาะอยู่เต็ม ท า
การถ่ายภาพภายใต้กล้องจุลทรรศน์  (Ecl ipse 
TS100, Nikon, Japan) จากนั้น ล้างผ่านเซลล์ด้วย
อาหารเลี้ยงเซลล์ที่ผสมวิตามินซีที่ความเข้มข้นต่างๆ 
ได้แก่ 0, 10, 20, 50, 70 และ100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร เป็นเวลา 7 นาที 3 ครั้งต่อวัน เป็นเวลา 2 
วัน โดยท าการบันทึกภาพที่ เวลา 0, 12, 24, 48 
ชั่วโมงหลังได้รับวิตามินซี พ้ืนที่รอยแผลจากภาพถ่าย
จะถูกวิ เคราะห์ด้วยโปรแกรม Image J 1.45S 
(Wayne Rasband, National Institutes of 
Health, Bethesda, MD, USA) โดยใช้วิธีการ
วิเคราะห์ของ Liang และคณะ ปี2007 แผลที่
หลงเหลืออยู่ถูกน ามาวิเคราะห์ เปรียบเทียบกัน 
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  2. MTT assay หยอดเซลล์จ านวน 
40,000 เซลล์/หลุม ลงในจานเลี้ยงเซลล์ชนิด 24 

หลุม ที่อุณหภูมิ 37C 5% คาร์บอนไดออกไซด์ เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง  จากนั้นล้างเซลล์ด้วยอาหารเลี้ยง
เซลล์ที่ผสมวิตามินซีที่ความเข้มข้นต่างๆ  ได้แก่ 0, 
10, 20, 50, 70 และ100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
เป็นเวลา 7 นาที 3 ครั้งต่อวัน เมื่อครบก าหนด 1 วัน 
ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์เดิมออกใส่สาร MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyl 
tetrazolium bromide) จากนั้น บ่มเป็นเวลา 30 
นาที ดูดสารออก ล้างด้วย PBS จากนั้นใส่สารหยุด
ปฏิกิริยา (9:1 DMSO and glycine buffer) จากนั้น
น าไปวัดความเข้มแสงที่ความยาวคลื่น 570 นาโน
เมตร (ELx800, BioTek, Winooski, VT, USA) 
ความเข้มแสงที่ได้จะบ่งบอกถึงปริมาณเซลล์และ
อัตราการเจริญเติบโตเทียบกับกราฟมาตรฐาน และ

น ามาเปรียบเทียบกันในแต่ละกลุ่มทดลอง 
 
5. ผลการวิจัย 
 การล้างด้วยวิตามินซีความเข้มข้น 10 และ 
20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ไม่มีผลอย่างมีนัยส าคัญ
ต่อการปิดของแผลในห้องปฏิบัติการ อย่างไรก็ตาม
วิตามินซี ที่ความเข้มข้น 50, 70 และ 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท าให้แผลปิดช้าลงอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (ระดับ
นัยส าคัญที่  0 .05) ดังแสดงให้ เห็นในภาพที่  1 
สอดคล้องกับการทดสอบการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ 
โดย MTT assay ดังแสดงให้เห็นในภาพที่ 2 ว่า 
ความเข้มข้นของวิตามินซีตั้งแต่ 50 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตรขึ้นไป ลดการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ไฟโบรบ
ลาสลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
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เปอร์เซนต์พื้นที่ของแผล 

 
เวลา (ช่ัวโมง) 

* คือมีนัยส าคัญทางสติติที่ระดับนัยส าคัญ=0.05 เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 
ภาพที่ 1 แสดงเปอร์เซนต์พ้ืนที่แผลที่เวลา 0, 12, 24 และ 48 ชั่วโมง หลังล้างด้วยวิตามินซี ที่ความเข้มข้นต่างๆ 
 
ความเข้มแสง(optical density) 

 
ความเข้มข้นของวิตามินซี(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

* คือมีนัยส าคัญทางสติติที่ระดับนัยส าคัญ=0.05 เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 
ภาพที่2 แสดงผลค่าความเข้มแสง (Optical density) จากการศึกษาไฟโบรบลาสใน MTT Assay เมื่อได้รับวิติมันซี

ที่ความเข้มข้นต่างๆ 
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6. การอภิปรายผล 
 การศึกษาของ G.M. Abrahmsohn และ
คณะ ปี 1993 ได้การทดสอบวิตามินซีต่อ การหาย
ของแผลถอนฟัน พบว่าวิตามินซีช่วยเร่งการหายของ
แ ผ ล  แ ล ะ ส า ม า ร ถ ช่ ว ย ล ด อั ต ร า ก า ร เ กิ ด
ภาวะแทรกซ้อนได้ เช่น การเกิดกระดูกเบ้าฟัน
อักเสบ (dry socket) จึงมีการแนะน า การให้วิตามิน
ซีแก่ผู้ป่วยหลังได้รับ การผ่าตัดในช่องปาก แต่การ
ทดสอบดังกล่าวให้ยาเม็ด รับประทานแก่ผู้ป่วย เมื่อ
เปรียบเทียบผลการวิจัยดังกล่าวกับงานวิจัยนี้ ซึ่งเป็น
การให้เฉพาะที่ โดยตรงให้ผลที่แตกต่างกัน การใช้
วิตามินซีที่เป็นยาเม็ดรับประทานจึงน่าจะเหมาะสม
มากกว่า การอมให้ละลายช้าๆในช่องปาก เพ่ือไม่ให้
เกิดการสัมผัสของวิตามินซีกับแผลโดยตรง สาเหตุ
ของการตายของเซลล์ไฟโบรบลาสที่ความเข้มข้นของ
วิตามินซีเพ่ิมขึ้นนั้น มีความสงสัยว่าอาจเป็นเพราะ
ความเป็นกรดที่เพ่ิมขึ้น ผู้วิจัยจึงท าจึงทดสอบค่า
ความเป็นกรด-ด่าง (PH) ของวิตามินซีในอาหารเลี้ยง
เซลล์ที่ความเข้มข้นต่างๆ ผลที่ ได้คือไม่มีความ
แตกต่างกันของค่า PH ในทุกความเข้มข้น จึงสรุปได้
ว่าผลที่ท าให้ให้เซลล์ตายไม่ได้เป็นผลจากความเป็น
กรด แต่เป็นผลจากคุณสมบัติอ่ืนๆ ของวิตามินซี การ
ศึกษาวิจัยในปัจจุบันเริ่มมีการศึกษาการใช้วิตามินซี
ทดสอบกับเซลล์มะเร็งชนิดต่างๆ ผลที่ได้คือวิตามินซี
สามารถลดการแบ่งตัวเพ่ิมจ านวน (proliferation) 
ของเซลล์มะเร็งได้ (Park 2013) โดยกระบวนนั้นยัง
ไม่ทราบแน่ชัด แต่หนึ่งในสาเหตุการตายคือการเกิด
กระบวนการ การตายของเซลล์  (Apoptosis ) 
(Seung-Woo Hong, Dong-Hoon Jin et al. 
2007) จึงมีความเป็นไปได้ว่าการตายของเซลล์ในการ

ทดลองนี้จะเกิดจาก Apoptosis เช่นกัน  
7. สรุปและข้อเสนอแนะ 
สรุปได้ว่าวิตามินซีความเข้มข้นสูงกว่า 50 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร ท าให้แผลในห้องปฏิบัติการ ปิดช้าลง
อย่างมีนัยส าคัญโดยยับยั้งเพ่ิมจ านวนของ เซลล์ไฟโบ
รบลาสจากเหงือก  ในขณะที่วิตามินซี ความเข้มข้น
ต่ านั้นมีความปลอดภัย และสามารถจ่ายให้ผู้ป่วยหลัง
ได้รับการผ่าตัด ในช่องปากได้ แต่ควรเลือกการ
บริหารยาที่เหมาะสม โดยระวังการสัมผัสกันของ
วิตามินซีและแผลในช่องปากโดยตรง 
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