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บทคัดย่อ

บทนำา: การลดลงของ Bone marrow-derived MSCs (BM-MSCs) เป็นปัจจัยหนึ่งที่ส่งเสริมให้เกิดภาวะกระดูกโปร่ง

บางและภาวะกระดกูพรนุในผูส้งูอาย ุBM-MSCs ไดร้บัความสนใจศกึษาอยา่งกวา้งขวางในการฟืน้ฟแูละซอ่มแซม

กระดกู แต่อยา่งไรกต็ามศกัยภาพของ BM-MSCs จะลดลงตามอายขุองผู้บรจิาค อกีทัง้ปรมิาณของ MSCs ทีแ่ยก

ได้แต่ละครั้งได้จำานวนน้อย การหาวิธีเพื่อเพิ่มจำานวนเซลล์ให้มากขึ้นจึงจะเป็นทางเลือกที่น่าสนใจในการรักษา

ทางดา้นเวชศาสตรฟ์ืน้ฟดูา้นกระดกู ดงันัน้ผูว้จิยัจงึมคีวามสนใจท่ีจะหาสารทีม่คีวามปลอดภยัทีส่ามารถชว่ยเพิม่

จำานวน BM-MSCs โดยศึกษาฤทธิ์ของสารแอนโดรกราโฟไลด์ (Andrographolide) จากสมุนไพรฟ้าทะลายโจร 

(Andrographis paniculata (Burm. f) Nees) ต่อการอยู่รอดและการแบ่งตัวของ BM-hMSCs 

วิธีการศึกษา: การวจิยันีใ้ช ้BM-hMSCs ซึง่แยกสกัดจากไขกระดกูจากอาสาสมัครชายและหญงิทีม่สุีขภาพด ีและมกีารตรวจสอบ

คุณลักษณะของ BM-hMSCs ก่อนนำามาใช้ศึกษา โดย BM-hMSCs ถูกเพาะเลี้ยงในอาหารชนิดกระตุ้นการเจริญ

เตบิโต ทดสอบความเปน็พษิของสารแอนโดรกราโฟไลดต์อ่เซลลโ์ดยบม่สารแอนโดรกราโฟไลดก์บั BM-hMSCs ที่

ความเขม้ขน้ ๐.๐๑ - ๕๐ ไมโครโมลาร ์เปน็เวลา ๒๔ - ๗๒ ช่ัวโมง กอ่นนำาไปทดสอบดว้ยวธิ ีMTT assay ทดสอบ

ผลของสารแอนโดรกราโฟไลดต์อ่การแบง่จำานวนของ BM-hMSCs โดยบ่มสารแอนโดรกราโฟไลดก์บั BM-hMSCs 

ที่ความเข้มข้น ๐.๐๑ - ๑๐ ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา ๒๔ - ๗๒ ชั่วโมง ก่อนนำาไปทดสอบด้วยวิธี BrdU assay 

ผลการศึกษา: พบว่า BM-hMSCs ที่คัดแยกได้แสดงคุณสมบัติตรงตามข้อบ่งชี้ที่กำาหนดโดย International Society for  

Cellular Therapy (ISCT) ซึง่สามารถนำาไปใชศึ้กษาตอ่ได ้ซึง่ภายหลังท่ี BM-hMSCs ไดร้บัสารแอนโดรกราโฟไลด์

ทีค่วามเข้มขน้ ๐.๐๑ - ๕๐ ไมโครโมลาร ์เปน็เวลา ๒๔ - ๗๒ ช่ัวโมง พบวา่สารท่ีความเขม้ขน้ ๐.๐๑ - ๑๐ ไมโครโมลาร ์ 

ไม่มีความเป็นพิษต่อ BM-hMSCs ในการทดสอบผลของสารแอนโดรกราโฟไลด์ต่อการแบ่งตัวเพิ่มจำานวนของ 

BM-hMSCs พบว่า สารที่ความเข้มข้น ๐.๐๑ - ๑๐ ไมโครโมลาร์ มีผลเพิ่มการแบ่งตัวของ BM-hMSCs ในช่วง

เวลา ๒๔ - ๗๒ ชั่วโมง

วิจารณ์ และ งานวิจัยชิ้นนี้เป็นการศึกษาแรกที่แสดงผลของสารแอนโดรกราโฟไลด์ต่อการเพิ่มจำานวนเซลล์ของ BM-hMSCs

สรุปผลการศึกษา: จากผลการศึกษานี้ชี้ให้เห็นว่าสารแอนโดรกราโฟไลด์มีศักยภาพที่จะพัฒนาต่อไปเป็นสารทางเลือกใหม่ เพื่อใช้

ในการเพ่ิมจำานวนของเซลลต์น้กำาเนดิชนดิมเีซนไคมท์ีแ่ยกไดจ้ากไขกระดกูหรอืจากแหลง่อืน่ได ้อนัจะนำาไปสูก่าร

ประยุกต์ใช้สำาหรับการรักษาโรคที่เกี่ยวกับกระดูกในทางคลินิกต่อไป 

คำาสำาคัญ:  สารแอนโดรกราโฟไลด์, เซลล์ต้นกำาเนิดมีเซนไคม์จากไขกระดูก, การอยู่รอดของเซลล์, การแบ่งตัวของเซลล์

ชัยรัตน์ ตัณทราวัฒน์พันธ์, ดวงรัตน์ ตันติกัลยาภรณ์
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บทน�ำ
ภาวะกระดูกโปร่งบาง (osteopenia) และภาวะ

กระดูกพรุน (osteoporosis) ในผูส้งูอายเุป็นปัญหาสาธารณสขุ

ที่พบได้ทุกประเทศ รวมถึงประเทศไทย ซ่ึงถือว่าเป็นภาวะที่

เกิดจากความเสื่อม ความรุนแรงของภาวะกระดูกโปร่งบาง

และกระดูกพรุน ก่อให้เกิดความเสี่ยงต่อภาวะกระดูกหัก๑  

ซึ่ งจะเป ็นสาเหตุสำาคัญท่ีนำาไปสู ่ความพิการอื่นตามมา  

เป็นปัญหาและภาระต่อผู้ดูแล อีกท้ังยังส่งผลกระทบต่อภาวะ

เศรษฐกิจของประเทศ ดังน้ันจึงมีความจำาเป็นอย่างย่ิงที่ต้อง

ตระหนักถึงความสำาคัญของโรคกระดูกพรุน โดยเฉพาะหาวิธี

การป้องกันแก้ไข เพื่อลดผลกระทบที่จะเกิดขึ้นดังกล่าว ปัจจัย

สำาคัญที่มีผลต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนคือการลดลงของระดับ

ฮอร์โมนเอสโตรเจน ซึ่งเป็นฮอร์โมนที่มีส่วนร่วมในการควบคุม

การสร้างและการทำางานเซลล์สร้างกระดูก (osteoblast 

cell) และเซลล์สลายกระดูก (osteoclast cell) เม่ือระดับ

ของฮอร์โมนเอสโตรเจนลดลงมีผลทำาให้เกิดความไม่สมดุล

ของกระบวนการสร้างและสลายกระดูก๒ กล่าวคือ มีเซลล์  

osteoblast น้อยลง ทำาให้การสร้างกระดูกลดลง แต่ในทาง

ตรงกนัข้ามจะมเีซลล์ osteoclast จำานวนมากขึน้และทำางานได้ 

เพิม่ขึน้ อนันำาไปสูก่ระบวนการสลายกระดกูทีม่ากกว่าการสร้าง

กระดูก นอกจากนี้ปัจจุบันได้มีรายงานว่า การแบ่งตัวและการ

เจรญิเตบิโตทีล่ดลงของ Human mesenchymal stem cells 

(hMSCs) เป็นอกีปัจจยัสำาคญัทีม่ผีลต่อการเกดิโรคกระดกูพรนุ๓  

เนื่องจากเซลล์ osteoblast พัฒนามาจาก MSCs ที่มีอยู่ใน 

bone marrow ภายใต้การกระตุ้นท่ีเหมาะสม เม่ือ MSCs  

ลดลงย่อมส่งผลโดยตรงให้สร้างเซลล์ osteoblast ลดลง ดงันัน้

การลดลงของ BM-hMSCs จึงเป็นปัจจัยหนึ่งที่ส่งเสริมให้เกิด

ภาวะกระดูกโปร่งบาง (osteopenia) และภาวะกระดูกพรุน 

(osteoporosis) ในผู้สูงอายุ (Age-related osteoporosis)๔ 

การรกัษาโรคพรนุในปัจจบุนัประกอบด้วยสารทีอ่ยูใ่น

กลุ่มยับยั้งการสลายของกระดูก (anti-resorptive) และกลุ่มที่

กระตุ้นการสร้างกระดูก (anabolic) อย่างไรก็ตามการใช้สาร

เหล่าน้ียังมีข้อจำากัด เน่ืองจากผลข้างเคียงที่ไม่พึงประสงค์๕  

ดงันัน้การมองหาทางเลอืกอืน่เพือ่รกัษา เช่น การบำาบดัทดแทน

ด้วยเซลล์ผ่านการใช้ MSCs จึงกลายเป็นหนึ่งกลยุทธ์ที่สำาคัญที่

จะนำาไปสู่การรักษาโรคกระดูกพรุนได้ในอนาคต 

เซลล์ต ้นกำาเนิดมีเซนไคม์ของมนุษย์ (Human  

mesenchymal stem cells หรือ hMSCs) จัดเป็นเซลล์ต้น

กำาเนดิชนดิ adult stem cells ทีพ่บในไขกระดกูร่วมกบั hema-

topoietic stem cells (HSCs) hMSCs มจีำานวนประมาณร้อยละ  

๐.๐๐๑ - ๐.๑ ของจำานวนเซลล์ที่มีนิวเคลียสเดี่ยว (mono-

nuclear cell) ทั้งหมด ในไขกระดูก๖ เซลล์ hMSCs สามารถ

นำามาเพาะเลี้ยงเพ่ิมจำานวนภายนอกร่างกายได้อย่างรวดเร็ว

และคงความสามารถในการเจริญพัฒนาไปเป็นเซลล์ชนิดอื่นได้

หลายชนิด เช่น เซลล์กระดูก เซลล์กระดูกอ่อนและเซลล์ไขมัน๗ 

เซลล์ hMSCs มลีกัษณะรปูร่างเรยีวยาวคล้ายกระสวย (spindle 

shape) มีรูปแบบการแสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล์ที่

จำาเพาะคอื CD73, CD90, และ CD105 แต่ไม่พบการแสดงออก

ของ CD34 และ CD45 ซึง่เป็นโมเลกุลทีพ่บบนผวิเซลล์เฉพาะใน

กลุ่มของเซลล์เม็ดเลือด๘, ๙ ปัจจุบันการทำาวิจัยและการใช้เซลล์

ต้นกำาเนิดจากตัวอ่อนมนุษย์ (embryonic stem cell) ยังม ี

ข้อจำากัดอย่างมาก ทำาให้เซลล์ MSCs ได้รับความสนใจและมี

การศึกษาวิจัยกันอย่างกว้างขวาง ซ่ึงเซลล์เน้ือเยื่อไขกระดูก  

เป็นแหล่งที่มาของเซลล์ MSCs (Bone marrow-derived 

MSCs, BM-MSCs) ทีใ่ช้กนัมากทีสุ่ดในผู้ใหญ่ ดงันัน้ BM-MSCs 

จึงได้รับการศึกษาอย่างกว้างขวางในการฟื้นฟูและซ่อมแซม

กระดูก๑๐ แต่อย่างไรก็ตามข้อจำากัดของการใช้ BM-MSCs 

คือ ศักยภาพของ MSCs จากไขกระดูกจะลดลงตามอายุของ 

ผู้บรจิาค อกีทัง้ปรมิาณของ MSCs ทีไ่ด้แต่ละคร้ังได้จำานวนน้อย๑๑  

ดังนั้นการหาวิธีเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของ BM-MSCs และ 

เพ่ิมจำานวนเซลล์ให้มากขึ้น เพ่ือให้สามารถพัฒนาเป็นเซลล์

กระดกูจงึเป็นทางเลอืกทีน่่าสนใจเพือ่ประโยชน์ในการรกัษาทาง

ด้านเวชศาสตร์ฟ้ืนฟดู้านกระดกู (bone regenerative medicine)  

ดงันัน้ผู้วจิยัจงึให้ความสนใจต่อการเพาะเล้ียง BM-MSCs โดยมี

วตัถปุระสงค์หาสารทีม่คีวามปลอดภยัท่ีช่วยเพิม่การเจริญเตบิโต

และเพิ่มจำานวนเซลล์ BM-MSCs 

สารแอนโดรกราโฟไลด์ (Andrographolide) เป็นสาร

หลักจากสมุนไพรฟ้าทะลายโจร (Andrographis paniculata 

(Burm. f) Nees) เป็นสมุนไพรที่ได้รับความนิยมนำามาใช้อย่าง

แพร่หลายในเอเชีย รวมทั้งประเทศไทย รายงานก่อนหน้านี้ 

พบว่าสารแอนโดรกราโฟไลด์มฤีทธิเ์ด่นในการยบัยัง้การอกัเสบ 

(anti-inflammatory) ต้านสารอนุมูลอิสระ (antioxidant)  

และเปล่ียนแปลงระบบภูมิคุ้มกัน (immune-modulatory 

activity)๑๒ - ๑๔ แต่อย่างไรกต็ามยงัไม่มผู้ีใดได้รายงานเกีย่วกับผล

ของสารแอนโดรกราโฟไลด์ต่อ BM-hMSCs มาก่อน ดังนั้นการ

วจิยันีม้วัีตถปุระสงค์เพือ่ศึกษาผลของสารแอนโดรกราโฟไลด์ต่อ

การอยู่รอดและการแบ่งตัวของ BM-hMSCs 
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วิธีกำรศึกษำ
สารเคมี 

สารแอนโดรกราโฟไลด์ (Andrographolide) ซือ้จาก

บริษัท Sigma-Aldrich, USA อาหารเลี้ยงเพาะเซลล์ (growth 

medium) ประกอบด้วย Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium (DMEM) (low glucose formula), Fetal bovine 

serum (FBS, US origin grade), L-glutamine, Penicillin-

streptomycin ซื้อจากบริษัท Gibco BRL, USA Antibody 

สำาหรับ flow cytometry analysis ประกอบด้วย CD34 

(Biolegend, USA), CD45 (BD Pharmingen, USA), CD73 

(BD Pharmingen, USA), CD90 (AbD Serotec, USA) และ 

CD105 (MiltenyiBiotec, Germany) สารอื่นๆ ได้แก่ MTT 

(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium 

bromide), DMSO, phosphate-buffered saline (PBS),  

Beta-glycerophosphate, L-ascorbic acid, dexamethasone,  

indomethacin, 3-isobutyl-1-methylxantine (IBMX), 

human recombinant insulin, Oil red O, Alizarin red 

staining solution ซื้อจากบริษัท Sigma-Aldrich, USA 

กลุ่มตัวอย่าง

ระเบียบวิธีวิจัยในงานวิจัยน้ีได้ผ่านการพิจารณา

รับรองจากคณะอนุกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยใน

มนุษย์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ชุดที่ ๑ (เลขที่ o๗o/๒๕๖o) 

โดยไขกระดูกได้รับบริจาคจากอาสาสมัครท่ีบริจาคไขกระดูก  

ณ โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ โดยกลุ่มตัวอย่าง

เป็นอาสาสมัครเพศชายหรือหญิงท่ีปราศจากปัญหาหรือโรคที่

มผีลกระทบต่อการศกึษาวจิยั โดยกลุม่ตวัอย่างทัง้หมดจะได้รบั 

คำาอธิบายรายละเอียดของโครงการวิจัยจากผู้วิจัยโดยละเอียด

ก่อนทำาการลงนามในใบยินยอมเข้าร่วมการวิจัย (consent 

form) 

คดัแยกและเพาะเลีย้งเซลล์ต้นกำาเนดิมเีซนไคม์จากไขกระดกู 

(BM-hMSCs)

ในการศกึษานีใ้ช้ตัวอย่างจากอาสาสมคัรจำานวน ๓ ราย  

โดยเนื้อเยื่อไขกระดูกจากอาสาสมัครแต่ละรายจะถูกนำามา 

คัดแยกเซลล์ต้นกำาเนิดมีเซนไคม์ โดยนำาเนื้อเยื่อไขกระดูก

ปริมาณ ๑๐ มิลลิลิตร จากอาสาสมัครมาเจือจางด้วย phos-

phate buffer saline (PBS) ในอัตราส่วน ๑ : ๑ และนำาไป 

ปั่นเหวี่ยงเพื่อแยกส่วนของ mononuclear cells (MNCs) 

ด้วย Ficoll-Hypaque (Scientific Corporation, USA)  

ด้วยแรงหนีศูนย์กลางที่ 100 g ที่อุณหภูมิ ๒๐ องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา ๓๐ นาที หลังจากนั้นนำาส่วนของ MNCs ที่แยกได ้

มาปั่นล้างด้วย PBS ด้วยแรงหนีศูนย์กลางที่ 100 g ที่อุณหภูมิ 

๒๐ องศาเซลเซียส เป็นเวลา ๕ นาที จำานวน ๒ ครั้ง ก่อนนำามา

เพาะเล้ียงในภาชนะเล้ียงเซลล์ชนดิ T25-Flask (Corning, USA) 

ที่ความหนาแน่นของเซลล์ 1 x 105 cells/cm2 ในอาหารเลี้ยง

เซลล์ที่ประกอบด้วย DMEM (low glucose), 10% FBS, 1% 

L-glutamine และ 1% Penicillin-streptomycin และถูกบ่ม

เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ ที่ ๓๗ องศาเซลเซียส ความชื้น 95% air 

และ 5% CO
2
 โดยทำาการเปลีย่นอาหารเล้ียงเซลล์ใหม่ทกุ ๓ วัน 

สังเกตเซลล์และบันทึกภาพด้วยกล้อง inverted microscope 

(Nikon TS100, Japan) จนเซลล์มคีวามหนาแน่นประมาณร้อย

ละ ๙๐ - ๑๐๐ จึงทำาการย่อยเซลล์เพื่อการขยายเพิ่มจำานวน 

หรือเก็บเซลล์ด้วย ๐.๐๕% trypsin-EDTA (Gibco BRL, USA) 

ศึกษาการแสดงออกของโมเลกลุบนผิวเซลล์ ที่จำาเพาะต่อ 

BM-hMSCs ด้วยวิธี flow cytometry

นำา BM-hMSCs (passage ที ่๓ - ๖) จำานวน ๑ x ๑๐๕  

เซลล์ มาติดฉลากด้วย mouse anti-human antibodies  

๕ ชนิด (ชนิดละ ๕ ไมโครลิตร โดยไม่มีการเจือจางในตัวทำา

ละลาย) คือ anti-CD34-PE, anti-CD45-FITC, anti-CD73-PE,  

anti-CD90-FITC และ anti-CD105-PE ท่ีอุณหภมู ิ๔ องศาเซลเซยีส  

เป็นเวลา ๓๐ นาที จากนั้นนำาเซลล์มา ได้มาปั่นล้างด้วย PBS 

ด้วยแรงหนีศูนย์กลางที่ 100 g ท่ีอุณหภูมิ ๔ องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา ๕ นาที และนำาเซลล์มาเติม 1% (w/v) paraformal-

dehyde ใน 1X PBS จำานวน ๕๐๐ ไมโครลิตร เพื่อให้เซลล์

คงสภาพ และนำาเซลล์มาวิเคราะห์ด้วยเครื่อง FACS calibur™ 

flow cytometer flow cytometer (Becton Dickinson, 

USA) โดยใช้โปรแกรม CellQuest™ software 

การศกึษาความสามารถในการเจรญิพัฒนาของ BM-hMSCs 

ไปเป็นเซลล์ไขมัน 

นำา BM-hMSCs (passage ที่ ๓ - ๖) จำานวน  

๑ x ๑๐๕ เซลล์ มาเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล์ (growth  

medium) ประกอบด้วย DMEM (low glucose), 10% 

FBS, 1% L-glutamine และ 1% Penicillin-streptomycin  

ในภาชนะเล้ียงเซลล์ชนิด 6-well plate (Corning Life  

Science, USA) ที่อุณหภูมิ ๓๗ องศาเซลเซียส ความชื้น 

95% air และ 5% CO
2
 เมื่อเซลล์มีความหนาแน่นประมาณ 

ร้อยละ ๗๐ - ๘๐ จะถูกเปล่ียนอาหารเพาะเล้ียงชนิดที่มีสาร

กระตุน้การเปลีย่นแปลงให้เป็นเซลล์ไขมนั (adipogenic differ-

entiation medium) ซึง่ประกอบด้วย DMEM-High glucose, 

10% FBS, 1% L-glutamine และ 1% Penicillin-streptomy-

cin, 10 µg/ml human recombinant insulin, dexametha-

sone (๑ ไมโครโมลาร์), indomethacin (๑ ไมโครโมลาร์)  

และ 3 - isobutyl-1-methylxantine (IBMX, ๕๐๐ ไมโครโมลาร์)  
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ซึ่งเซลล์ได้รับการเปลี่ยนอาหารทุก ๓ วัน ไปจนครบ ๒๑ วัน 

จากนั้นนำาเซลล์มาล้างด้วย PBS และ fix ด้วย 40% formalin 

เป็นเวลา ๑๐ นาทีท่ีอุณหภูมิห้อง จากน้ันล้างด้วยนำ้ากล่ัน 

จำานวน ๒ ครัง้ และนำาไปย้อมด้วย 0.5% oil red O ท่ีละลายใน 

60% isopropanol เป็นเวลา ๒๐ นาท ีทีอ่ณุหภมูห้ิอง ล้างด้วย

นำ้ากลั่นจำานวน ๒ ครั้ง ก่อนนำาเซลล์ที่ย้อมแล้วไปส่องใต้กล้อง 

inverted microscope เพือ่นบัจำานวนเซลล์ไขมนัทีถ่กูย้อมตดิ

เป็นสแีดง โดยผลทีไ่ด้นำาไปเปรยีบเทยีบกบัเซลล์ในกลุม่ควบคุม 

ศึกษาความสามารถในการเจริญพัฒนาของ BM-hMSCs  

ไปเป็นเซลล์กระดูก 

นำา BM-hMSCs (passage ที ่๓ - ๖) จำานวน ๑ x ๑๐๕ 

เซลล์ มาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ (growth medium)  

ในภาชนะเลี้ยงเซลล์ ชนิด 6-well plate ท่ีอุณหภูมิ ๓๗ 

องศาเซลเซียส ความชื้น 95% air และ 5% CO
2
 เมื่อเซลล์มี

ความหนาแน่นประมาณร้อยละ ๙๐ - ๑๐๐ จะเปลี่ยนอาหาร

เพาะเลี้ยงที่มีสารกระตุ้นการเปลี่ยนแปลงให้เป็นเซลล์กระดูก  

(osteogenic differentiation medium) ซึ่งประกอบด้วย 

DMEM (low glucose), 10% FBS, 1% L-glutamine และ 

1% Penicillin-streptomycin, 50 µg/ml ascorbic acid, 

beta-glycerophosphate (๑๐ มิลลิโมลาร์) และ dexa-

methasone (๑๐๐ นาโนโมลาร์) โดยเปลี่ยนอาหารทุก ๓ วัน 

เพาะเลี้ยงติดต่อกันเป็นระยะเวลา ๒๑ วัน จากนั้นนำาเซลล์ไป 

วัดการเกิด matrix mineralization โดยล้างเซลล์ด้วย PBS 

และ fix ด้วย 40% formalin เป็นเวลา ๑๐ นาททีีอ่ณุหภมูห้ิอง 

จากนั้นล้างด้วยนำ้ากลั่น ๒ ครั้ง ก่อนนำาไปย้อมด้วย Alizarin  

red staining solution โดยสีย้อมจะเข้าทำาปฏิกิริยากับ

แคลเซยีมทำาให้เหน็การย้อมติดสเีป็นสีแดง ซ่ึงบ่งบอกได้ว่าเซลล์  

Osteoblast สามารถทำางาน โดยสร้าง matrix เตรียมพร้อม

สำาหรับจบักบัแคลเซยีมเพือ่สร้างกระดูก โดยผลทีไ่ด้นำาไปเปรยีบ

เทียบกับเซลล์ในกลุ่มควบคุมท่ีถูกบ่มเพาะเลี้ยงใน growth 

medium

ผลของสารแอนโดรกราโฟไลด์ต่อการอยูร่อดของ BM-hMSCs  

(cell viability) โดยวิธี MTT assay

ทำาการทดสอบผลของแอนโดรกราโฟไลด์ต่อการ

อยู่รอดของ BM-hMSCs (cell viability) โดยเพาะเล้ียง  

BM-hMSC จำานวน ๕ x ๑๐๓ เซลล์ ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ 

growth medium ในภาชนะเลี้ยงเซลล์ชนิด 96 well plates 

โดยกลุ่มทดลองประกอบด้วย กลุ่มควบคุม (control, 0.05% 

DMSO), กลุม่ทีไ่ด้รบัสารแอนโดรกราโฟไลด์ทีค่วามเข้มข้นต่างๆ 

ตั้งแต่ ๐.๐๑ - ๕๐ ไมโครโมลาร์ โดยเพาะเลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ 

๓๗ องศาเซลเซียส ความชื้น 95% air และ 5% CO
2
 เป็นเวลา 

๒๔, ๔๘ และ ๗๒ ชั่วโมง วัดค่าการอยู่รอด (cell viability 

โดยวิธี MTT colorimetric assay๑๕ จากค่าการดูดกลืนแสง

ที่ความยาวคลื่น ๕๗๐ นาโนเมตร ด้วยเครื่อง Microplate 

reader (Bio-Tek, USA) คำานวณค่าที่ได้เป็นร้อยละของการ

อยู่รอดของเซลล์เทียบกับกลุ่มควบคุม ค่าความเข้มข้นของสาร

แอนโดรกราโฟไลด์ท่ีไม่เป็นพิษต่อเซลล์จะนำาไปทดสอบในการ

ทดลองในลำาดับต่อไป 

ผลของแอนโดรกราโฟไลด์ต่อการแบ่งตัวของ BM-hMSCs 

(cell proliferation) โดยวิธี BrdU assay  

ทำาการทดสอบผลของแอนโดรกราโฟไลด์ต่อการ

แบ่งตัว (proliferation) ของ BM-hMSCs โดยเพาะเลี้ยง BM-

hMSC จำานวน ๑ x ๑๐๔ เซลล์ ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ growth  

medium ในภาชนะเลีย้งเซลล์ชนดิ 96 well plates โดยในกลุม่

ทดลองประกอบด้วย กลุ่มควบคุม (control, 0.05% DMSO),  

กลุ่มที่ได้รับสารแอนโดรกราโฟไลด์ที่ความเข้มข้นต่างๆ ตั้งแต่ 

๐.๐๑ - ๕๐ ไมโครโมลาร์ โดยบ่มเพาะเลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ  

ที ่๓๗ องศาเซลเซยีส ความช้ืน 95% air และ 5% CO
2
 เป็นเวลา 

๒๔, ๔๘ และ ๗๒ ชั่วโมง จากนั้นวัดการแบ่งจำานวนเซลล์หลัง

จากได้รับสารแอนโดรกราโฟไลด์เป็นเวลา ๒๔, ๔๘ และ ๗๒ 

ชั่วโมง ด้วยวิธี BrdU Cell Proliferation Assay (Millipore,  

USA) จากค่าการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ ๔๕๐ นาโนเมตร

ด้วยเครื่อง Microplate reader (Bio-Tek, USA) คำานวณค่า

เป็นร้อยละของการแบ่งเซลล์เทียบกับกลุ่มควบคุม 

วิเคราะห์ผลทางสถิติ และการแปรผล

ทกุการทดลองจะทำาซำา้ ๓ ครัง้ และนำาผลการทดลอง

ที่ได้มาวิเคราะห์ค่าทางสถิติ โดยข้อมูลแต่ละกลุ่มจะทำาการ

วเิคราะห์ค่าความแปรปรวนด้วย One-way ANOVA แล้วทำาการ

ตรวจสอบระดับความแตกต่างระหว่างกลุ่มต่อไปด้วยระดับ

ความเช่ือมัน่ที ่๙๕% ผลการวจิยัจะแสดงด้วยค่า mean ± SEM

ผลกำรศึกษำ
ลักษณะของ BM-hMSCs และการแสดงออกของ 

โมเลกุลบนผิวเซลล์ที่จำาเพาะต่อ BM-hMSCs 

เซลล์ BM-hMSCs ที่คัดแยกได้มีรูปร่างเรียวยาว

คล้ายกระสวย (spindle shape) คล้ายเซลล์ไฟโบรบลาส 

(fibroblast-like cell) สามารถยึดเกาะภาชนะเพาะเลี้ยงและ

สามารถแบ่งตัวเพิ่มจำานวนได้จนเต็มพื้นที่ (รูปที่ ๑B)
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จากการศึกษารูปแบบการแสดงออกของโมเลกุล

บนผิวเซลล์ของ BM-hMSCs ด้วยวิธี flow cytometry พบ

ว่า BM-hMSCs มีการแสดงออกแสดงออกของโมเลกุลบนผิว

เซลล์ที่จำาเพาะต่อ MSCs คือ CD73, CD90 และ CD105 แต่

ไม่พบการแสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล์ท่ีจำาเพาะต่อเซลล์ 

เม็ดเลือด คือ CD34 และ CD45 (รูปที่ ๒) ซึ่งจากผลดังกล่าว 

ชี้ให้เห็นว่าเซลล์ที่แยกมาได้นั้นเป็น mesenchymal stem 

cells ไม่มี hematopoietic stem cells ปนร่วมด้วย 

A B

รูปที่ ๑ A แสดงโครงสร้างของสารแอนโดรกราโฟไลด์ (Andrographolide) B แสดงลักษณะของเซลล์ BM-hMSCs

รูปที่ ๒ รูปแบบการแสดงออกของโมเลกุล CD34, CD45, CD73, CD90, และ CD105 บนผิวเซลล์ ของ BM-hMSCs
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ความสามารถในการเจริญพัฒนาของ BM-hMSCs ไปเป็น

เซลล์ไขมันและเซลล์กระดูก

ในการศึกษาความสามารถในการเจริญพัฒนาของ 

BM-hMSCs ไปเป็นเซลล์ไขมัน พบว่าเม่ือ BM-MSCs ถูก

เพาะเลี้ยงใน adipogenic differentiation medium แล้ว  

BM-hMSCs สามารถเจริญพฒันาไปเป็นเซลล์ทีม่ลีกัษณะคล้าย

เซลล์ไขมนั โดยเซลล์ดงักล่าวมกีารสร้าง lipid droplet ซึง่ย้อม

ติดสีแดงของ Oil Red O (รูปท่ี ๓, ขวา) ส่วน BM-hMSCs  

ในกลุ่มควบคุมที่เพาะเลี้ยงใน growth medium นั้น พบว่า

มีลักษณะเรียวยาวและไม่พบ lipid droplet ภายในเซลล์  

รวมทั้งไม่ติดสีแดงของ Oil Red O (รูปที่ ๓, ซ้าย) ผลการ

ทดลองนี้แสดงให้เห็นว่าเมื่ออยู่ในสภาวะท่ีมีปัจจัยกระตุ้นที่

เหมาะสม BM-hMSCs สามารถถูกเหนี่ยวนำาเพื่อให้เกิดการ

เจรญิพฒันาเป็นเซลล์ไขมนัได้ ซ่ึงเป็นคณุสมบตัทิีส่ำาคญัประการ

หนึ่งของ MSC 

รูปที่ ๓ ภาพถ่ายภายใต้กล้อง inverted microscope (20X) แสดงการติดสีของเซลล์ BM-hMSCs หลังจากย้อมด้วย Oil red O  

 เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มท่ีเพาะเลี้ยงด้วยอาหารที่มีสารกระตุ้นการเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ไขมัน (Adipogenic  

 differentiation medium, ขวา) เป็นเวลา ๒๑ วัน กับกลุ่มที่ไม่ได้รับการกระตุ้น (growth medium, ซ้าย) 

จากการศึกษาคุณสมบัติความสามารถในการ

เจริญพัฒนาของ BM-hMSCs ไปเป็นเซลล์กระดูก พบว่า 

BM-MSCs ที่ถูกเพาะเลี้ยงใน osteogenic differentiation 

medium สามารถเจริญพัฒนาเป็นเซลล์กระดูก (osteoblast 

cells) โดยเซลล์ดังกล่าวย้อมติดสีแดงของ Alizarin red  

Staining solution โดยทีส่ย้ีอมจะเข้าทำาปฏิกริยิากบัแคลเซยีม 

ติดสีย้อมเป็นสีแดง ซ่ึงบ่งบอกได้ว่ามีการทำางานของเซลล์ 

Osteoblast โดยสร้าง matrix เตรียมพร้อมสำาหรับจับกับ

แคลเซียมเพื่อสร้างกระดูก (รูปที่ ๔, ขวา) ส่วน BM-hMSCs ใน

กลุ่มควบคุมที่เพาะเลี้ยงใน growth medium นั้น พบว่าย้อม

ไม่ติดสีแดงของ Alizarin red Staining solution (รูปที่ ๔,  

ซ้าย) ผลการทดลองนีแ้สดงให้เหน็ว่าเมือ่อยูใ่นสภาวะทีม่ปัีจจยั

กระตุ้นที่เหมาะสมแล้ว BM-hMSCs สามารถถูกเหนี่ยวนำาให้

เกิดการเจริญพัฒนาเป็นเซลล์กระดูกได้ ซ่ึงเป็นคุณสมบัติท่ี

สำาคัญประการหนึ่งของ MSC
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จากผลการศึกษาในด้านรูปร่าง ความสามารถใน

การเจริญพัฒนาไปเป็นเซลล์ไขมันและเซลล์กระดูก รวมถึงการ

แสดงออกของโมเลกุลท่ีจำาเพาะบนผิวเซลล์ของ BM-hMSCs  

ชี้ให้เห็นว่าผู้วิจัยประสบผลสำาเร็จในการแยกเซลล์ต้นกำาเนิด

มีเซนไคม์ของมนุษย์จากไขกระดูก (human bone marrow  

derive mesenchymal stem cells หรือ BM-hMSCs) ซึ่ง 

BM-hMSCs ที่คัดแยกได้นี้เหมาะสมที่จะนำาไปศึกษาในลำาดับ

ต่อไป

ผลของแอนโดรกราโฟไลด์ต่อการอยู่รอด (cell viability) 

ของ BM-hMSCs

หลังจากบ่มสารแอนโดรกราโฟไลด์ท่ีความเข้มข้น

ต่างๆ ตั้งแต่ ๐.๐๑ - ๕๐ ไมโครโมลาร์ ใน growth medium 

กับ BM-hMSCs และทดสอบความสามารถในการมีชีวิตของ

เซลล์ (cell viability) ทีช่่วงเวลา ๒๔, ๔๘ และ ๗๒ ชัว่โมง โดย

วธิ ีMTT colorimetric assay พบว่า เมือ่เทยีบกบักลุม่ควบคุม 

(0.05% DMSO) ค่าความเข้มข้นของสารแอนโดรกราโฟไลด์

ตั้งแต่ ๐.๐๑ - ๑๐ ไมโครโมลาร์ ไม่มีผลทำาให้ cell viability  

มค่ีาลดลง ค่าความเข้มข้นของสารแอนโดรกราโฟไลด์ทีม่ากกว่า 

๒๐ ไมโครโมลาร์ มีผลทำาให้ cell viability มีค่าลดลงอย่างม ี

นัยสำาคัญทางสถิติ (P < ๐.๐๕) โดยมีค่าความเข้มข้นของสารที่

ยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเซลล์ได้ร้อยละ ๕๐ (IC
50
) ที ่๒๔, ๔๘ และ 

๗๒ ชัว่โมง คอื > ๕๐ ไมโครโมลาร์, ๓๘.๘๙ ± ๓.๘๘ ไมโครโมลาร์  

และ ๓๕.๙๐ ± ๓.๔๕ ไมโครโมลาร์ ตามลำาดับ (ตารางท่ี 

๑) ดังนั้นผู้วิจัยจึงเลือกความเข้มข้นของแอนโดรกราโฟไลด์ 

ที่ไม่มีผลลดจำานวนเซลล์ คือ ช่วง ๐.๐๑ - ๑๐ ไมโครโมลาร์  

ไปทดสอบในการทดลองลำาดับต่อไป 

รูปที่ ๔ ภาพถ่ายภายใต้กล้อง inverted microscope (10X) แสดงการตดิสขีองเซลล์ BM-hMSCs จากการย้อมด้วย Alizarin red  

 staining solution เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มที่เพาะเลี้ยงด้วยอาหารที่มีสารกระตุ้นการเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดูก  

 (Osteogenic differentiation medium, ขวา) เป็นเวลา ๒๑ วนั กบักลุม่ทีไ่ม่ได้รบัการกระตุน้ (growth medium, ซ้าย)
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ผลของแอนโดรกราโฟไลด์ต่อการแบ่งเซลล์ (proliferation) 

ของ BM-hMSCs 

หลงัจากบ่มเซลล์ BM-hMSCs ด้วยสารแอนโดรกราโฟไลด์ 

ทีค่วามเข้มข้นต่างๆ ตัง้แต่ ๐.๐๑ - ๑๐ ไมโครโมลาร์ ใน growth 

medium และทดสอบผลของสารแอนโดรกราโฟไลด์ต่อการ

แบ่งเซลล์ (proliferation) ทีช่่วงเวลา ๒๔, ๔๘ และ ๗๒ ชัว่โมง 

ด้วยวิธี BrdU assay พบว่า เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (0.05% 

DMSO) ที่ ๒๔ และ ๔๘ ชั่วโมง สารแอนโดรกราโฟไลด์ที่ความ

เข้มข้น ๐.๑ - ๑๐ ไมโครโมลาร์ มีผลเพิ่มจำานวนเซลล์ ของ  

BM-hMSCs อย่างมีนัยสำาคัญทางสถิติ (รูปที่ ๕A และ ๕B) 

และที่ ๗๒ ชั่วโมงพบว่า สารแอนโดรกราโฟไลด์ที่ความเข้มข้น  

๐.๐๑ - ๕ ไมโครโมลาร์ มผีลเพิม่จำานวนเซลล์ ของ BM-hMSCs 

อย่างมีนัยสำาคัญทางสถิติ (รูปที่ ๕C)

 * หมายถึง มีค่าแตกต่างอย่างมีนัยสำาคัญทางสถิติ (P < ๐.๐๕) เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 

 ** หมายถึง มีค่าแตกต่างอย่างมีนัยสำาคัญทางสถิติ (P < ๐.๐๑) เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม

ตารางที่ ๑ แสดงผลของแอนโดรกราโฟไลด์ต่อความสามารถในการมีชีวิตของเซลล์ BM-hMSCs (cell viability) ที่เวลา ๒๔, ๔๘  

 และ ๗๒ ชั่วโมง โดยแสดงร้อยละของการมีชีวิตของเซลล์ (% cell viability) โดยค่าที่แสดงเป็นเฉลี่ย ± SEM จาก ๓  

 การทดลอง เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม

 สารแอนโดรกราโฟไลด์  การอยู่รอดของเซลล์ (% cell viability)

 (ไมโครโมลาร์) ๒๔ ชั่วโมง ๔๘ ชั่วโมง ๗๒ ชั่วโมง

 ๐.๐๑ ๑๑๕.๑๓ ± ๒.๙๗ ๑๑๗.๘๔ ± ๘.๔๑* ๑๑๙.๒๓ ± ๔.๖๐**

 ๐.๑ ๑๓๔.๕๙ ± ๖.๔๑** ๑๒๒.๘๒ ± ๗.๔๑* ๑๒๐.๗๘ ± ๔.๕๙*

 ๑ ๑๒๖.๔๑ ± ๒.๐๘** ๑๓๑.๒๔ ± ๖.๖๒** ๑๒๒.๖๐ ± ๑๑.๕๖**

 ๑๐ ๑๒o.o๒ ± ๖.๖๐** ๑๑๗.๗๗ ± ๖.๖๗* ๙๑.๘๒ ± ๔.๕๓

 ๒๐ ๘๘.๕๓ ± ๒.๕๗* ๘๖.๗๗ ± ๕.๓๗ ๗๔.๐๙ ± ๓.๙๒*

 ๕๐ ๔๔.๑๗ ± ๒.๓๔** ๔๐.๙๓ ± ๔.๐๑** ๒๘.๕๑ ± ๕.๔๙**

 ค่า IC
50
 (ไมโครโมลาร์) > ๕๐ ๓๘.๘๙ ± ๓.๘๘ ๓๕.๙๐ ± ๓.๔๕

รูปที่ ๕ แสดงผลของแอนโดรกราโฟไลด์ต่อการแบ่งเซลล์ (proliferation) ของ BM-hMSCs หลังจากได้รับสารแอนโดรกราโฟไลด์ 

 ทีค่วามเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา ๒๔, ๔๘ และ ๗๒ ชัว่โมง โดยคำานวณเป็นเป็นร้อยละของการแบ่งเซลล์และแสดงค่าเฉลีย่ ± SEM  

 จาก ๓ การทดลอง เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม

 * หมายถึง มีค่าแตกต่างอย่างมีนัยสำาคัญทางสถิติ (P < o.o๕) เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 

 ** หมายถึง มีค่าแตกต่างอย่างมีนัยสำาคัญทางสถิติ (P < o.o๑) เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม
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วิจำรณ์และสรุปผลกำรศึกษำ
เซลล์ต ้นกำาเนิดมีเซนไคม์ของมนุษย์ (Human  

mesenchymal stem cells หรอื hMSCs) เป็นเซลล์ต้นกำาเนดิ

ชนิด adult stem cells ที่มีศักยภาพในการนำาไปใช้รักษาโรค

ที่เกิดจากความเสื่อมหลายชนิด เนื่องจาก hMSCs มีศักยภาพ

ในการเจริญพัฒนาเป็นเซลล์ท่ีทำาหน้าท่ีเฉพาะหลายชนิด เช่น 

เซลล์กระดกู เซลล์กระดกูอ่อน และเซลล์ไขมนั๗ ปัจจบุนัการทำา

วิจัยและการใช้ hMSCs ได้รับความสนใจและมีการศึกษาวิจัย

อย่างกว้างขวาง โดยเฉพาะ BM-hMSCs ได้รบัความสนใจศึกษา

อย่างมากเกี่ยวกับการใช้ในการฟื้นฟูและซ่อมแซมกระดูก๑๐  

แต่อย่างไรกต็ามการใช้ BM-MSCs กย็งัมข้ีอจำากัด คอื ศักยภาพ

ในการเจริญพฒันาไปเป็นเซลล์กระดกูของ MSCs จากไขกระดกู

จะลดลงตามอายุของผู้บริจาค อีกท้ังปริมาณของ MSCs ที่

ได้แต่ละครั้งมีจำานวนน้อย๑๑ ดังน้ันผู ้วิจัยจึงให้ความสนใจ 

ต่อการพัฒนาการเพาะเลี้ยง BM-MSCs โดยมีวัตถุประสงค์ที่

จะหาสารจากธรรมชาติท่ีความปลอดภัยและมีฤทธ์ิช่วยเพิ่ม

การเจริญเติบโตหรือเพิ่มจำานวน BM-MSCs ในการศึกษาน้ี 

มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของสารแอนโดรกราโฟไลด์ต่อการ

อยู่รอดและการแบ่งตัวของ BM-hMSCs จากการศึกษา พบว่า

สารแอนโดรกราโฟไลด์ที่ความเข้มข้น ๐.๑ - ๑๐ ไมโครโมลาร์  

ไม่มีความเป็นพิษต่อ BM-hMSCs และยังสามารถเพิ่มการ 

แบ่งตัวของ BM-hMSCs ในช่วงเวลา ๒๔ - ๗๒ ชั่วโมง 

จากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่า การเติบโตของเซลล์

และจำานวนเซลล์ท่ีลดลดลงของ MSC เก่ียวข้องกับการเกิด

อนมุลูอสิระ (oxidant) และ การเพิม่ขึน้ของ cytokines๑๖ และ

มีความเกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบภายในเซลล์๓, ๑๗ ดังนั้น

ผลของสารแอนโดรกราโฟไลด์ท่ีไม่ทำาให้การอยู่รอดของเซลล์ 

ลดลงและความสามารถในการเพิม่การแบ่งตวัของ BM-hMSCs 

นัน้ อาจสามารถอธบิายด้วยคณุสมบตัเิด่นของสารของสารแอน

โดรกราโฟไลด์ ซ่ึงมีฤทธิ์เด่นในการยับยั้งการอักเสบ (anti-

inflammatory) ต้านสารอนุมูลอิสระ (antioxidant)๑๒ - ๑๔  

รายงานก่อนหน้าพบว่าสารแอนโดรกราโฟไลด์ลดการสร้าง  

pro-inflammatory mediators ได้หลายชนิด เช่น COX-2, 

iNOS and cytokines๑๘ ผ่านการยบัยัง้กลไกกลไกทีส่ำาคัญ เช่น 

NF-KB, AP-1, STAT3, NFAT๑๙, ๒o นอกจากนี้ยังมีรายงานว่า  

สารแอนโดรกราโฟไลด์เพิ่มการแบ่งตัวของเซลล์กระดูกอ่อน 

(chrondocyte) โดยการกระตุ ้นกลไก Wnt/β -catenin  

โดยสารแอนโดรกราโฟไลด์เพิ่มการแสดงออกของยีน Wnt4 

และ β-catenin แต่ลดการแสดงออกของยนี GSK3β, Wnt5a, 

และ Fzd2๒๑ แต่อย่างไรก็ตามงานวิจัยนี้ยังไม่ได้มีการศึกษา

กลไลการออกฤทธ์ิในเชิงลึกของสารแอนโดรกราโฟไลด์ต่อ  

BM-hMSCs การศึกษานี้เป็นข้อมูลแรกเกี่ยวกับฤทธิ์ของ 

สารแอนโดรกราโฟไลด์ต่อการเพิ่มจำานวนของ BM-hMSCs  

ส่วนการศกึษาถงึกลไกในเชิงลกึเพ่ือให้สามารถอธบิายการออกฤทธิ์ 

ของสารแอนโดรกราโฟไลด์ได้จึงจำาเป็นที่ต้องศึกษาต่อไป 

งานวิจัยชิ้นนี้เป็นการศึกษาแรกที่แสดงผลของสาร

แอนโดรกราโฟไลด์ต่อการเพิ่มจำานวนเซลล์ของ BM-hMSCs 

จากผลการศึกษานีช้ี้ให้เหน็ว่าสารแอนโดรกราโฟไลด์มศัีกยภาพ

ทีจ่ะพฒันาไปเป็นสารทางเลอืกใหม่สำาหรบัเพิม่จำานวนของเซลล์

ต้นกำาเนดิชนดิมเีซนไคม์ทีแ่ยกได้จากไขกระดกูหรอืจากแหล่งอืน่

ได้ อันจะนำาไปสู่การประยุกต์ใช้การรักษาโรคที่เกี่ยวกับกระดูก

ในทางคลินิกต่อไป 
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Abstract
Effect of Andrographolide on cell viability and proliferation of bone marrow-derived mesenchymal stem 

cells
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Introduction:  The reduction of Bone marrow-derived MSCs, BM-MSCs, is one factor that promotes osteo-

penia and osteoporosis in the elderly (Age-related osteoporosis). BM-MSCs have been exten-

sively studied in bone reconstruction and rehabilitation. However, the potential of BM-MSCs 

is reduced by the donor's age. In addition, the amount of MSCs received was small. Finding 

ways to increase cell numbers of BM-MSCs to enable bone cell development is an interest-

ing alternative to bone regenerative medicine. Therefore, this study is interested in searching 

safe agents that enhance the BM-MSCs number. We test the effect of Andrographolide, the 

major compound of Andrographis paniculata (Burm. F) Nees, which there was no report of 

its effect on BM-hMSCs.

Method:  BM-hMSCs isolated from bone marrow of healthy male and women volunteers were used 

in this study. Characterizations of BM-hMSCs were examined before using. BM-hMSCs were 

cultured in a growth medium. The effect of Andrographolide on cell viability was performed 

by incubating BM-hMSCs with 0.01 - 50 µM of Andrographolide for 24 - 72 hours. Cell viability 

was examined by MTT assay. The effect of Andrographolide on cell proliferation was further 

tested by incubating BM-hMSCs with 0.01 - 10 µM of Andrographolide for 24 - 72 hours. Cell 

proliferation was determined by BrdU assay.

Result:  The isolated BM-hMSCs demonstrated the characteristics of MSCs that can be used for further 

study. After incubation with Andrigrapholide at concentrations of 0.01 - 50 µM for 24 - 72 hours, 

Andrographolide at 0.01 - 10 µM had no toxic to BM-hMSCs. Therefore, these concentrations 

were used for further experiments. In proliferation study, Andrographolide at 0.01 - 10 µM 

increased the BM-hMSCs after treatment for 24 - 72 h.

Discussion and This study show for the first time on the proliferative effect of Andrographolide on BM-hMSCs.  

conclusion: These results suggest that Andrographolide has the potential for further development as an  

 alternative agent for increasing the number of stem cells that are isolated from bone marrow  

 and/or other sources for using in therapeutic application of bone related diseases. 

Key words: Andrographolide, Bone marrow-derived MSCs, Cell viability, Cell proliferation


