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บทคดัย่อ 

  แผลบริเวณเท้าในป่วยเบาหวาน (Diabetic foot ulcers; DFUs) เป็นสาเหตุ      
ทีพ่บบ่อยในผูป่้วยเบาหวานอย่างน้อย 1 ใน 10 คน ทีไ่ดร้บัการตดัเทา้  แมว้่าจะมวีธิกีารรกัษา
แผลที่เป็นมาตรฐาน แต่การศกึษาเพิม่เตมิเกี่ยวกบัพชืสมุนไพรและต ารบัยาพื้นบ้านที่มาจาก
ผลิตภัณฑ์ธรรมชาติซึ่งมีผลต่อการหายของแผลเพื่อรกัษาแผลเบาหวานเป็นสิ่งที่น่าสนใจ 
การศึกษานี้ มุ่งเน้นไปที่กลไกการรักษาแผลของต ารับยาแผนไทยที่มีชื่อว่า  ยาสมานแผล                 
(Ya-Samarn-Phlae) ซึ่งเป็นต ารบัยาของ หมอสมพร ชาญวณิชยส์กุล แพทย์แผนไทยในพื้นที่
ภาคใต้ของประเทศไทย โดยมวีตัถุประสงคข์องการศกึษาคอื 1) เพื่อประเมนิลกัษณะทางเภสชั
เวทและองค์ประกอบทางเคมขีองสมุนไพรในต ารบัยาสมานแผล ซึ่งได้แก่ เหงา้ขมิ้นชนั เมล็ด
หมาก เมล็ดขา้วสาร และเปลอืกมงัคุด 2) เพื่อตรวจหาปรมิาณของสารส าคญัที่ออกฤทธิท์าง
ชวีภาพและศกึษาฤทธิท์างชวีภาพทีเ่กี่ยวขอ้งกบัการหายของแผลในหลอดทดลองของสารสกดั
ด้วยเอทานอลจากยาสมานแผล (E-YaSP) ยาสมานแผลในรูปแบบยาน ้ามนั (T-YaSP) และ              
ยาสมานแผลในรูปแบบยาเตรยีมแผ่นปิดแผล (YaSP) 3) เพื่อทดสอบกลไกการออกฤทธิต์้าน
การอกัเสบในสตัวท์ดลองของ T-YaSP และ YaSP และกลไกการออกฤทธิต์่อกระบวนการหาย
ของแผลของ  T-YaSP และ YaSP  ในการศึกษาแบบ excision wound model ในหนูปกติ 
(Wistar rats) และหนูเบาหวานชนิดที ่2 (Goto-Kakizaki (GK) rats)   
  การศึกษาลกัษณะทางเภสชัเวทของขมิ้นชนั หมาก ข้าวสาร และมงัคุด โดย
อ้ า ง อิ ง วิ ธี ก า รทดสอบต าม  Thai herbal pharmacopeia แล ะ / ห รือ  Ayurvedic herbal 
pharmacopoeia พบว่า ปริมาณของสิ่งเจือปน เช่น ปริมาณสิ่งปนเป้ือน ปริมาณเถ้ารวม 
ปรมิาณเถ้าที่ไม่ละลายในกรด และร้อยละของความชื้น เป็นไปตามขอ้ก าหนดของเภสชัต ารบั              
ที่ด ีเช่นเดยีวกบัปรมิาณของสารสกดัด้วยตวัท าละลายต่าง ๆ ที่ใช้ในการประเมนิปรมิาณของ
สารส าคญัซึง่เป็นไปตามขอ้ก าหนดมาตรฐาน จากการประเมนิองคป์ระกอบทางเคมเีชงิคุณภาพ
โดยใช้เครื่อง liquid chromatography mass spectrometry ของ E-YaSP, T-YaSP และ YaSP 
พบว่ามจี านวนของสารองค์ประกอบ เท่ากบั 37, 30 และ 19 ชนิด ตามล าดบั ในจ านวนของ          
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สารเหล่านี้ มสีารส าคญั 2 ชนิด ทีพ่บในยาสมานแผลทัง้สามรูปแบบ คอื alpha-mangostin และ 
curcumin ซึ่งจัดเป็น biological markers การศึกษาองค์ประกอบทางเคมีเชิงปริมาณโดย                 
ใช้ เครื่ อ ง  high performance liquid chromatography พบว่ า  YaSP มีปริมาณของ alpha-
mangostin และ curcumin น้อยกว่าประมาณ 6 เท่า เมื่อเปรยีบเทยีบกบั T-YaSP นอกจากนี้ยงั
พบว่า ปริมาณของ alpha-mangostin และ curcumin ใน YaSP ลดลงมากกว่า T-YaSP                 
เมื่อผ่านการเกบ็รกัษาไวเ้ป็นเวลา 6 เดอืน ในการศกึษาฤทธิท์างชวีภาพในระดบัหลอดทดลอง 
พบว่า E-YaSP, T-YaSP และ YaSP มีคุณสมบัติในยบัยัง้อนุมูลอิสระไนตริกออกไซด์ และ
ปฏกิริยิา lipid peroxidation ได ้นอกจากนี้ E-YaSP ยงัมคีวามสามารถกระตุน้การเคลื่อนทีข่อง 
human dermal fibroblast ได้โดยการทดสอบด้วยวิธี scratch wound closure assay และ
สามารถยบัยับ้การสรา้งไนตรกิออกไซด์จาก RAW 264.7 macrophage cells ทีไ่ดร้บัการกระตุ้น
ด้วย lipopolysaccharide ได้ จากการทดสอบความระคายต่อผิวหนังในกระต่าย พบว่า                       
ทั ้ง  T-YaSP แล ะ  YaSP จัด อ ยู่ ใ น  category IV ข อ ง  Globally Harmonized System of 
Classification Toxicity ซึ่งแสดงใหเ้หน็ว่าต ารบัยาทัง้ 2 รูปแบบ ไม่ก่อใหเ้กดิความระคายเคอืง
ต่อผวิหนงั          
  การศึกษากลไกต้านการอักเสบของยาสมานแผลโดยใช้วิธี carrageenan-
induced paw edema model ในหนูทดลอง Wistar rats จากการทา T-YaSP และ YaSP บรเิวณ
อุง้เทา้หนูทดลอง พบว่า สามารถยบัยัง้การบวมของอุง้เทา้ไดอ้ย่างมนีัยส าคญั (p< 0.05) ตัง้แต่
เวลา 1 ชัว่โมง หลงัการฉีด carrageenan ซึ่งใกล้เคยีงกบัฤทธิย์บัยัง้การบวมของอุ้งเท้าในหนู
ทดลองทีไ่ดร้บัการรกัษาดว้ย phenylbutazone ระดบัของตวัชีว้ดัของการอกัเสบและภาวะเครยีด
ออกซิ เดชัน่ ในเนื้ อ เยื่ ออัก เสบ ได้แก่  malondialdehyde (MDA), nitric oxide (NO) และ 
myeloperoxidase (MPO) ได้รบัการตรวจสอบโดยใช้ enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA) พบว่า กลุ่มทีไ่ดร้บัการรกัษาดว้ย T-YaSP และ YaSP มรีะดบัของตวัชีว้ดัเหล่านี้ลดลง
อย่างมนีัยส าคญั ซึ่งเทยีบเท่าไดก้บักลุ่มทีไ่ดร้บัการรกัษาดว้ย phenylbutazone นอกจากนี้ ผล
ของการศึกษาฤทธิต์้านการอักเสบในครัง้นี้  ยังพบว่า การรักษาด้วย T-YaSP และ YaSP                   
มีระดับของ  pro-inflammatory cytokines ได้แก่ tumor necrosis factor alpha (TNF-alpha), 
Interleukin 1 beta (IL-1beta) และ prostaglandin E2 (PGE2) และระดับของ inflammatory 
enzymes ไ ด้ แ ก่  inducible nitric oxide synthase (iNOS) แล ะ  cyclooxygenase-2 (COX-2) 
ลดลงอย่างมนีัยส าคญัในเนื้อเยื่ออุ้งเท้าอกัเสบ จากการศกึษาสามารถสรุปได้ว่า T-YaSP และ 
YaSP อาจจะส่งเสรมิกระบวนการหายของแผลได้ ซึ่งลดระยะการอกัเสบในกระบวนการหาย
ของแผลโดยยบัยัง้การสร้างไนตรกิออกไซด์จากเซลล์ macrophages หรอืเป็นผลมาจากการ
ลดลงของระดบั inflammatory cytokines และ inflammatory enzymes    
  การประเมนิคุณสมบตัติ่อการหายของแผลและกลไกการออกฤทธิข์องต ารบัยา
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สมานแผล ซึ่งแบ่งหนูเป็น 6 กลุ่ม กลุ่มละ 9-10 ตวั ซึ่งไดร้บัการทาสารทดสอบบรเิวณแผลตาม
กลุ่มการทดลองแบบวนัเวน้วนั โดย 2 กลุ่มแรก ไดร้บัการรกัษาดว้ย vehicle ของ T-YaSP และ 
YaSP ในขณะที่อกี 2 กลุ่ม ได้รบัการรกัษาด้วยยาน ้ามนัทองนพคุณ ซึ่งใช้เป็นยาควบคุมบวก
ของ T-YaSP และยาขี้ผึ้ง Solcoseryl ซึ่งใช้เป็นยาควบคุมบวกของ YaSP และ 2 กลุ่มสุดท้าย
ไดร้บัการรกัษาดว้ย T-YaSP และ YaSP รอ้ยละการหดตวัของแผลประเมนิผลในวนัที ่3, 5, 7, 
9 และ 11 ระดบัของ transforming growth factor beta-1 (TGF-beta1), vascular growth factor 
(VEGF), collagen type I, collagen type III และลักษณะทางจุลพยาธิวิทยาของเนื้อเยื่อแผล 
ประเมนิผลในวนัที ่7 และ 11 หลงัรกัษาในแผลปกต ิและประเมนิผลในวนัที ่11 หลงัการรกัษา
ในแผลเบาหวาน พบว่า รอ้ยละการหดตวัของแผลและการลดลงของพืน้ทีแ่ผลแตกต่างกนัอย่าง
มนีัยส าคญั (p<0.05) ระหว่างหนูเบาหวานและหนูปกติ ในขณะที่กลุ่มที่ได้รบัการรกัษาด้วย              
T-YaSP และ YaSP มกีารลดลงของพื้นทีแ่ผลมากกว่าเมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมที่ได้รบั 
vehicle นอกจากนี้ การเปลี่ยนแปลงของระดบัปัจจยัการเจรญิเตบิโต ได้แก่ TGF-beta1 และ 
VEGF และระดับของ collagen I และ III ในกลุ่มที่ได้รับการรักษาด้วย T-YaSP และ YaSP 
สามารถเทยีบเคยีงไดก้บักลุ่มควบคุมบวก จากผลการศกึษาในครัง้นี้ แสดงให้เหน็ว่า T-YaSP 
และ YaSP เป็นผลติภณัฑ์จากธรรมชาตซิึ่งมคีวามสามารถในการรกัษาไดท้ัง้แผลปกตแิละแผล
เบาหวาน ยาสมานแผลมคีุณสมบตัใินการส่งเสรมิการหายของแผลทีผ่วิหนังได้ อาจจะเป็นผล
มาจากการยบัยัง้ระยะการอกัเสบที่มากและนานเกนิไป อกีทัง้ยงัสามารถส่งเสรมิระยะการแบ่ง
เซลลแ์ละระยะการปรบัรปูร่างในแผลเฉียบพลนัได ้
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ABSTRACT 

  Diabetic foot ulcers (DFUs) has been noted as the most common cause 
of amputations occurring at least one in 10 people with diabetes.  Despite the existence 
of standard wound care protocols, there is a rising interest in testing and exploring the 
possibility of medicinal plants and traditional medicines that can serve as effective natural 
wound healing products for the treatment of DFUs.  This study focuses mainly on the 
wound healing mechanisms of Thai traditional medicine named Ya-Samarn-Phlae which 
has been prescribed by Mr. Somporn Chanwanisakul, a folk healer in the Southern 
Thailand.  This present work aimed to (I) evaluate the pharmacognostic properties and 
phytochemical constituents of Ya-Samarn-Phlae’s herbal ingredients which are Curcuma 
longa L. (Rhizome), Areca catechu L. (Seed), Oryza sativa L. (Seed), and Garcinia 
mangostana L. (Pericarp), (II) determine the contents of biological markers and wound-
related in vitro biological activities of the ethanol extract (E-YaSP), infused oil which is the 
traditional form (T-YaSP), and ointment containing Ya-Samarn-Phlae (YaSP), (III) 
examine in vivo anti-inflammatory mechanisms of YaSP and T-YaSP, and (IV) describe 
wound healing mechanisms of YaSP and T-YaSP toward excision wound model in Wistar 
and non-obese type 2 diabetic Goto-Kakizaki (GK) rats.  

 The pharmacognostic parameters of Curcuma longa, Areca catechu, 
Oryza sativa, and Garcinia mangostana were evaluated in accordance with either Thai 
herbal pharmacopeia or the Ayurvedic herbal pharmacopoeia. The amount of their 
impurities such as foreign matters, total ash content, acid insoluble ash, and percentage 
of loss on drying were found to be within the limit as per the specification in the 
pharmacopeias. Similarly, their solvent-soluble extractive values that use for estimating 
the amount of their active constituents were found to meet the required criteria.  Liquid 
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chromatography mass spectrometry profiling highlights that E-YaSP, T-YaSP, and YaSP 
contains at least 37, 30, and 19 the known constituents, respectively.  Among these, 
alpha-mangostin and curcumin were selected as representative biological markers since 
these compounds has been found in all Ya-Samarn-Phlae preparations. The quantitative 
analysis using high performance liquid chromatography revealed that the contents of 
alpha-mangostin and curcumin in YaSP was found to be approximately 6 times lower 
than that of T-YaSP. Moreover, it should be noted that the contents of alpha-mangostin 
and curcumin in YaSP were more dramatically decreased than that of T-YaSP during the 
storage period of 6 months. In vitro biological assessments have demonstrated that                 
E-YaSP, T-YaSP, and YaSP possessed nitric oxide free radical scavenging ability and 
lipid peroxidation inhibition, moreover, E-YaSP enhanced human dermal fibroblast 
migration a scratch wound closure assay and inhibited the nitric oxide production in RAW 
264.7 cells stimulated by lipopolysaccharide.  Both T-YaSP and YaSP were determined 
for skin irritation using albino rabbits and categorized based on Globally Harmonized 
System of Classification Toxicity as a category IV (non-to slightly irritating).  

 In vivo anti-inflammatory mechanisms were described using a 
carrageenan-induced paw edema model in Wistar rats. Topical administration with YaSP 
and T-YaSP have shown significant (p< 0.05) inhibition of paw oedema on 1st hour after 
injected with carrageenan.  These results were found in a similar pattern with paw edema 
inhibition was seen in phenylbutazone treatment. The levels of inflammatory and oxidative 
stress markers which are malondialdehyde (MDA), nitric oxide (NO), and myeloperoxidase 
(MPO) measured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) were significantly 
decreased in T-YaSP and YaSP treated groups and these levels were found to be 
comparable with phenylbutazone treated group. Furthermore, the results of this study 
have shown that both treatment with both T-YaSP and YaSP dramatically reduced the 
pro-inflammatory cytokines including tumor necrosis factor alpha (TNF-alpha), Interleukin 
1 beta (IL-1beta), and prostaglandin E2 (PGE2) and inflammatory enzymes including 
inducible nitric oxide synthase (iNOS) and cyclooxygenase-2 (COX-2) in inflamed paw 
tissue.  In conclusion, T-YaSP and YaSP may enhance the wound healing process via 
attenuating its inflammatory phase either by inhibition of nitric oxide production in the 
inflammatory mode of the macrophages or by causing reductions in the levels of 
inflammatory cytokines and enzymes.  
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 To further evaluated the wound healing property and described the 
mechanisms of action of Ya-Samarn-Phlae preparations, excision wounds were created 
in six groups consisting of 9-10 rats each. The first two groups received vehicles for YaSP 
and T-YaSP, while there were two groups received a commercially available traditional 
product, Thongnoppakhun® (as a positive control for T-YaSP) or Solcoseryl ointment® 
(as a positive control for YaSP), and the last two groups received YaSP and T-YaSP 
topically every other day. The percentage of wound contraction on days 3, 5, 7, 9 and 11 
as well as the levels of transforming growth factor beta-1 (TGF-beta1), vascular growth 
factor (VEGF), collagen type I, and collagen type III and histopathology parameters of 
healed wounds on 7th and 11th (for non-diabetic wounds) and on 11th (for diabetic wounds) 
were evaluated.  The percentage of wound contraction and the reduction of wound area 
in the excision wounds were significantly different (p<0.05) between diabetic and non-
diabetic rats, whereas notable wound healing effects of both YaSP and T-YaSP elucidated 
by the reduction of wound area were found to be higher than that of the vehicle controls. 
In addition, the changes in growth factors including TGF-beta1 and VEGF and the levels 
of collagen type I and III in YaSP and T-YaSP treated groups were comparable with the 
positive controls. According to our data, YaSP and T-YaSP could be noted as an effective 
natural wound healing preparation for both diabetic and non-diabetic wounds. This 
traditional medicine promotes skin wound healing, possibly by inhibiting the excessive 
and prolonged inflammatory phase and enhancing both proliferation and remodeling 
phases of acute wounds. 
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บทท่ี 1 

บทน า 

บทน าต้นเรื่อง  

 กระบวนการหายของแผล (wound healing process) คือ กระบวนการทางชีววิทยา                
ทีม่คีวามซบัซอ้นซึง่เกีย่วขอ้งกบัการซ่อมแซมเนื้อเยื่อหลงัจากการไดร้บับาดเจบ็ (Velnar et al., 
2009) โดยสามารถแบ่งออกได้เป็น 4 ระยะ คือ ระยะการห้ามเลือด (haemostasis phase)             
ระยะการอกัเสบ (inflammation phase) ระยะการเพิม่จ านวนของเซลล์ (proliferation phase) 
และระยะการปรบัรูปร่าง (remodeling phase) (Shah et al., 2012) กระบวนการหายของแผล
ปกตจิะเกดิขึ้นทนัทเีมื่อร่างกายได้รบับาดเจบ็ โดยเริม่จากระยะการห้ามเลอืด เพื่อป้องกนัการ
สูญเสยีเลือดออกนอกร่างกาย โดยการท างานของเกล็ดเลือด พร้อมทัง้มกีารหลัง่ปัจจัยการ
เจรญิเตบิโต (growth factor) ได้แก่ transforming growth factor (TGF)-beta ท าหน้าที่เป็นตวั
ชกัน าเซลล์เม็ดเลือดขาว (mast cell, neutrophil, macrophage และ T-cell ตามล าดบั) ไปยงั
บรเิวณแผล และเขา้สูร่ะยะการอกัเสบ ซึง่เป็นระยะทีม่คีวามส าคญัของกระบวนการหายของแผล 
โดยเซลล์เม็ดเลือดขาวจะท าหน้าที่ก าจดัและท าลายสิง่แปลกปลอมหรอืเนื้อตายบรเิวณแผล 
ในขณะที่เกดิปฏกิริยิาการอกัเสบเซลล์ macrophage ในระยะ M1 จะมกีารหลัง่สารสื่อกลางใน
การอัก เสบชนิ ดต่ า ง  ๆ ได้แก่  nitric oxide (NO), prostaglandins E2 (PGE2) และ  pro-
inflammatory cytokines (Jung et al., 2009) เพื่อส่งเสรมิกระบวนการอกัเสบ เมื่อบรเิวณแผล
ปราศจากสิง่แปลกปลอม เซลล ์macrophage จะเกดิการเปลีย่นแปลงจากระยะ M1 ไปเป็นระยะ 
M2 โดยจะมกีารหลัง่ interleulin-10 (IL-10) ซึ่งท าหน้าทีเ่ป็น anti-inflammatory cytokines เพื่อ
หยุดกระบวนการอกัเสบ และมกีารหลัง่ TGF-beta ออกมาจ านวนมากซึ่งเป็น growth factor ที่
ส าคญัในการเปลีย่นผ่านจากระยะการอกัเสบเขา้สู่ระยะการเพิม่จ านวนของเซลล์ ซึ่ง TGF-beta 
ที่หลัง่ออกมาจาก macrophage M2 ในช่วงท้ายของระยะการอักเสบ จะมีผลกระตุ้นการ
เจรญิเตบิโตของเซลล ์keratinocyte, fibroblast และกระตุน้การสรา้ง collagen ท าใหเ้กดิการหด
ตวัของแผล และเขา้สู่ระยะการปรบัรูปร่าง โดยจะเกี่ยวขอ้งกบัการสรา้งและสลาย extracellular 
matrix (ECM) บรเิวณแผล จนกระทัง่แผลหายเป็นปกติ แต่หากเกิดความผดิปกติในระยะใด
ระยะหนึ่ง จะท าให้เกิดความบกพร่องและล่าช้าในกระบวนการหายของแผล จะเกิดเป็นแผล
เรือ้รงั (chronic wound) ขึน้        
 โรคเบาหวาน (diabetic mellitus) คอื โรคเรือ้รงัทีเ่ป็นปัญหาส าคญัทางดา้นสาธารณสุข
ทัว่โลก ในปี ค.ศ. 2015 มผีู้ป่วยที่ได้รบัการวนิิจฉัยว่าเป็นโรคเบาหวานประมาณ 415 ล้านคน
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ทัว่โลก และคาดว่าผูป่้วยโรคเบาหวานจะเพิม่ขึ้นเป็น 642 ลา้นคนในปี ค.ศ. 2040 (Zimmet et 
al., 2016) ในประเทศไทย จากรายงานการส ารวจสุขภาพประชากรไทยโดยการตรวจร่างกาย
ครัง้ที ่5 พ.ศ. 2557 พบว่าคนไทยอายุ 15 ปีขึน้ไป มคีวามชุกของโรคเบาหวานเพิม่ขึน้จากรอ้ย
ละ 6.9 ในปี พ.ศ. 2552 เป็นร้อยละ 8.9 ในปี พ.ศ. 2557 การมีระดบัน ้าตาลในเลือดสูงเป็น
เวลานาน จะก่อใหเ้กดิผลเสยีต่อหลอดเลอืดแดงทีไ่ปเลี้ยงอวยัวะต่าง ๆ ท าใหเ้กดิการมองเห็น
ลดลง การกรองทีไ่ตลดลง และการน ากระแสประสาทเสื่อม หรอืทีเ่รยีกว่า diabetic neuropathy 
โดยเฉพาะบรเิวณปลายเทา้ ท าใหเ้กดิอาการชาจากปลายประสาททีเ่ทา้เสือ่ม และก่อใหเ้กดิแผล
เรื้อรงัได้ง่าย โดยแผลที่เท้าของผู้ป่วยเบาหวาน (diabetic foot ulcers; DFUs) สามารถพบได้
ประมาณ 25% ของผูป่้วยเบาหวานทัง้หมด (Boulton, 2013) นอกจากนี้ภาวะน ้าตาลในเลอืดสูง 
(hyperglycemia) ที่พบในผู้ป่วยเบาหวาน จะมผีลต่อการท างานของเซลล์ macrophage ท าให้
คุณสมบตัขิอง macrophage ในการก าจดัเซลล ์neutrophil ทีเ่กดิการ apoptotic ลดลง (Hesketh 
et al., 2017) ซึ่งภาวะแผลเรื้อรงัเนื่องจากโรคเบาหวานจะเกี่ยวข้องกบัระยะการอกัเสบที่ใช้
เวลานาน ซึง่ขาดความสมดุลระหว่าง pro- และ anti-inflammatory cytokines โดย macrophage 
ในแผลเบาหวาน จะมีการสร้าง pro-inflammatory cytokines สูงกว่าเมื่อเทียบกับแผลปกติ 
(Weisberg  et al., 2003; Goren et al., 2007)      
 การท าแผลโดยใช้ยาใส่แผล เป็นวิธีการรกัษาพยาบาลที่ปฏิบัติกันโดยทัว่ไป ทัง้ใน
รปูแบบยาน ้า เจล ครมี ขีผ้ ึง้ หรอืแผ่นปิดแผล ซึง่มคีุณสมบตัติ้านเชือ้แบคทเีรยี ตา้นการอกัเสบ 
และกระตุ้นการสร้างเนื้อเยื่อใหม่บรเิวณแผล เช่น povidone iodine ซึ่งมคีุณสมบตัิที่ดตี่อการ
ตา้นเชือ้แบคทเีรยี รวมทัง้มคีุณสมบตัติา้นการอกัเสบโดยมผีลต่อการยบัยัง้การท างานของเซลล์
ที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบและยับยัง้สารสื่อกลางต่าง  ๆ เช่น tumor necrosis factor-alpha  
(TNF-alpha) และ  NO และยังมีผลยับยั ้งการสร้า ง เอนไซม์  metalloproteinase (MMP) 
(Beukelman et al., 2008; Bigliardi  et al., 2017) และมีการใช้ solcoseryl jelly ในการรักษา
แผล จากงานวจิยัของ Imran และคณะ (2015) ไดศ้กึษาผลของการใช ้10% solcoseryl jelly ต่อ
การรกัษาแผลในหนูทดลอง พบว่าหนูกลุ่มทีไ่ดร้บั 10% solcoseryl jelly มรีะยะเวลาในการหาย
ของแผล (22 วนั) เรว็กว่าอย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทียบกบักลุ่มควบคุม (32 วนั) 
และการใช้ในรูปแบบ solcoseryl ointment พบว่าสามารถเพิม่การแสดงออกของ TGF-beta1 
และ vascular endothelial growth factor A (VEGF-A) ซึง่เกีย่วขอ้งกบัการสง่เสรมิ TGF-beta1 
และ VEGF-a signalling pathway ในเนื้อเยื่อแผล และยงัส่งผลต่อการสงัเคราะห ์collagen และ
สรา้งหลอดเลอืดใหม่บรเิวณเนื้อเยื่อแผลมากขึ้น (Nafiu and Rahman, 2015) นอกจากนี้มกีาร
น า growth factor เช่น epidermal growth factor (EGF) มาประยุกต์ใช้ในรูปแบบเจลทาแผล 
ออกฤทธิโ์ดยการไปจับกับ epidermal growth factor receptor (EGFR) กระตุ้นให้เกิด cell 
proliferation และ เร่งการสรา้ง granulation tissue ซึ่งสามารถรกัษาแผลเรือ้รงัใหห้ายเป็นปกติ
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ได ้(Hardwicke et al., 2008)         
 ในปัจจุบนัมกีารน าสมุนไพรมาใช้ในการรกัษาโรคต่างๆ รวมทัง้การรกัษาแผลเรื้อรงั
อย่างแพร่หลาย ซึง่เป็นอกีทางเลอืกหนึ่งในการรกัษาแผล ในทางการแพทยแ์ผนไทยมกีารใชย้า
สมุนไพรมาเป็นระยะเวลานานเพื่อรกัษาแผล โดยส่วนใหญ่จะนิยมใช้ยาต ารบัซึ่งประกอบดว้ย
สมุนไพรมากกว่าหนึ่งชนิดในการรกัษาโรคมากกว่าสมุนไพรเดีย่ว เพราะสมุนไพรองคป์ระกอบ
ในยาต ารบัจะมคีุณสมบตัใินการเสรมิฤทธิก์นั ช่วยให้การรกัษาโรคต่าง  ๆ มปีระสทิธภิาพมาก
ขึ้น แต่รายงานวจิยัส่วนใหญ่มีการทดสอบผลต่อการหายของแผลของสมุนไพรเดี่ยวเท่านัน้ 
ดังนัน้การศึกษาทางวิทยาศาสตร์ของต ารับยาจึงมีความจ าเป็นเพื่อใช้เป็นหลักฐานทาง
วทิยาศาสตรใ์นการน ามาสนับสนุนการใชง้าน จากการศกึษาก่อนหน้านี้ ไดศ้กึษาต ารบัยารกัษา
แผลในภาคใต้ พบว่าประสทิธิภาพของการใช้ต ารับยาในการทดสอบฤทธิต์่าง ๆ จะดกีว่าพชื
สมุนไพรเดี่ยว ต ารบัยาสมานแผล (Ya-Samarn-Phlae; YaSP) สกดัด้วย 95% เอทานอล ของ
หมอสมพร ชาญวณิชย์สกุล ซึ่งเป็นแพทย์แผนไทย ประจ าโรงพยาบาลการแพทย์แผนไทย 
มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร์ วทิยาเขตหาดใหญ่ ประกอบด้วยพชืสมุนไพร 4 ชนิด คอื เหงา้
ขมิ้นชัน (Curcuma longa L.) เปลือกมังคุด (Garcinia mangostana L.) เมล็ดหมาก (Areca 
catechu L.) และขา้วสาร (Oryza sativa L.) มปีระสทิธภิาพดใีนการต้านเชื้อ Staphylococcus 
aureus สายพนัธุ์ MRSA, MSSA และ ATCC25923 ซึ่งเป็นแบคทเีรยีที่พบบ่อยว่าเป็นสาเหตุ
ของการติดเชื้อทางผวิหนังส่งผลให้แผลหายช้า โดยมคี่าความเข้มข้นต ่าสุดในการยบัยัง้เชื้อ 
(minimal inhibitory concentration; MIC) อยู่ในช่วง 2-4 µg/ml  นอกจากนี้ยงัมฤีทธิต์้านอนุมูล
อสิระและฤทธิต์า้นการอกัเสบอกีดว้ย (Chusri et al., 2013)    
 ดงันัน้การศกึษาในครัง้นี้ผูว้จิยัจงึสนใจทีจ่ะน าต ารบัยาสมานแผลในรปูแบบของยาน ้ามนั
และยาเตรยีมแคลอืบแผ่นปิดแผลมาศกึษาต่อในระดบัสตัวท์ดลองถงึฤทธิต์้านการอกัเสบ ฤทธิ ์
ต่อการหายของแผลในหนูปกต ิ หนูเบาหวาน  และศกึษากลไกการออกฤทธิท์างเภสชัวทิยาที่
เกี่ยวข้องกับกระบวนการหายของแผล ซึ่งผลที่คาดว่าจะได้รับจากการศึกษาในครัง้นี้  คือ 
หลกัฐานทางวทิยาศาสตรท์ีจ่ะช่วยอธบิายการน าต ารบัยามาใชร้กัษาแผลน าไปสูก่ารยอมรบัของ
การใช้ยาสมุนไพรและผลติภัณฑ์ธรรมชาตเิป็นทางเลอืกในการดูแลสุขภาพ และใช้เป็นขอ้มูล
ทางวทิยาศาสตรเ์พิม่เตมิในการพฒันาผลติภณัฑร์กัษาแผลจากต ารบัยาสมุนไพรไทยในอนาคต 
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การตรวจเอกสาร 

1. กลไกของกระบวนการอกัเสบ (inflammation) และบทบาทของกระบวนการอกัเสบท่ี
เก่ียวข้องกบัการหายของแผล         
 กลไกของกระบวนการอกัเสบ (inflammation)       
 การอักเสบ ( inflammation) เป็นส่วนหนึ่ งของกระบวนการตอบสนองของระบบ
ภูมคิุ้มกนัในร่างกายต่อสิง่ที่ท าให้เกิดการบาดเจ็บของเนื้อเยื่อ เช่น การได้รบัหรอืสมัผสักับ
สารเคมี การติดเชื้อไวรัสหรือแบคทีเรีย และการเกิดแผล เป็นต้น (Wu and Chen, 2014) 
หลังจากการเกิดแผล จะท าให้หลอดเลือดฉีกขาด ส่งผลต่ อการหดตัวของหลอดเลือด 
(vasoconstriction) ที่เป็นผลมาจากการท างานของ nerve reflex ซึ่งอยู่บรเิวณเซลล์เยื่อบุผนัง
หลอดเลอืด (endothelial cell) เพื่อชะลอการไหลของเลอืด จากนัน้เกล็ดเลอืด (platelet) ซึ่งอยู่
ในหลอดเลือดจะตอบสนองโดยการยดึเกาะกับชัน้ subendothelial layer ของต าแหน่งหลอด
เลือดที่ฉีกขาด โดยอาศัยตัวรบั (receptor) ที่อยู่บนผิวของเกล็ดเลือด (platelet membrane) 
ได้แก่ glycoprotein (GP) receptor ซึ่งมหีลายชนิด แต่ชนิดที่มคีวามส าคญัในการยดึเกาะ คอื 
GP Ia/IIa และ GP Ib/IX โดย GP Ia/IIa จะเขา้จบักบั subendothelial collagen และ GP Ib/IX 
จะเข้าจับกับโปรตีน von Willebrand factor (vWF) ซึ่ งอยู่ ใน plasma ท าหน้าที่ เ ป็น cell 
adhesion molecule โดย vWF จะเป็นตัวเชื่อมต่อระหว่าง subendothelial collagen กับ GP 
Ib/IX ของ platelet membrane ท าให้ platelet เกิดการยึดกับ subendothelial layer ได้ดีขึ้น 
เรียกกระบวนการนี้ว่า platelet adhesion (Thomas and Storey, 2015) หลังจากนัน้ platelet 
จะหลัง่ chemical mediators เช่น adenosine diphosphate (ADP), thromboxane A2 (TxA2) 
หรอื serotonin จาก granules เพื่อกระตุ้นให้ platelet ตวัอื่นๆ เขา้มารวมตวัและเกาะกลุ่มกัน
ม ากขึ้ น จน เ กิด เ ป็ น  platelet plug หรือ เ รีย กก ร ะบวนก า รนี้ ว่ า  platelet aggregation 
(Golebiewska and Poole, 2015) หลงัจากนัน้จะเกดิกระบวนการสรา้งลิม่เลอืด ซึ่งอาศยัปัจจยั
การแข็งตัวของ เลือด  ( clotting factor) เช่น  FI (fibrinogen), FII (prothrombin) หรือ  FIII 
(thromboplastin) เป็นต้น โดยจะเกดิการเปลีย่นแปลงจาก prothrombin ไปเป็น thrombin ซึ่งมี
คุณสมบตัใินการเปลีย่น fibrinogen ไปเป็น fibrin และเขา้รวมตวักบักลุ่ม platelet ท าหน้าทีเ่ป็น
โครงข่าย (mesh-like matrix) ให้ platelet หลงัจากนัน้จะเกิดการเชื่อมต่อ หรอื cross-linking 
ระหว่าง fibrin ท าให้ลิม่เลอืดแขง็แรงมากขึ้น เรยีกว่า fibrin clot (Palta et al., 2014) เพื่อหยุด
การไหลของเลอืด นอกจากนี้ platelet ยงัท าหน้าทีส่รา้งและหลัง่ cytokines หรอื growth factors 
ไ ด้ แ ก่  thrombin, transforming growth factor (TGF)-beta, platelet derived growth factor 
(PDGF) และ vascular endothelial growth factor (VEGF) ซึ่งท าหน้าที่เป็นตัวชกัน าให้เซลล์
เมด็เลอืดขาวเคลื่อนทีอ่อกจากหลอดเลอืดเขา้สู่บรเิวณแผลอกีดว้ย ในขณะเดยีวกนัเมื่อเกดิแผล 
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เนื้อเยื่อบรเิวณผวิหนังที่ได้รบับาดเจ็บ และ mast cells จะมกีารสร้างและหลัง่สาร histamine 
ส่งผลให้เกิดการขยายตัวของหลอดเลือด (vasodilation) เพิ่มการซึมผ่านของหลอดเลือด 
(vascular permeability) และชักน าเซลล์ neutrophil ให้เคลื่อนที่ออกนอกหลอดเลือดเข้าสู่
บรเิวณแผล จากการศกึษาของ Egozi และคณะ (2003) พบว่าหนูที่มคีวามบกพร่องของ mast 
cells (mast cells-deficient WBB6F1/J-KitW/KitW-v mice) จะท าให้มจี านวนของ neutrophils 
บรเิวณแผลลดลง แต่การแทรกซมึของ macrophage และ T-cell เป็นปกต ินอกจากนี้ พบว่าหนู
ที่มคีวามบกพร่องของ mast cells ไม่มผีลต่อการสร้างเนื้อเยื่อใหม่ การสงัเคราะห์ collagen 
หรอืการสรา้งหลอดเลอืดใหม่ ซึง่ผลการทดลองนี้สามารถชีใ้หเ้หน็ว่า mast cells มผีลต่อการชกั
น า neutrophils ไปยงับริเวณแผลลดลง จากการศึกษาของ Tellechea และคณะ (2016) ได้
ศกึษาผลต่อการหายของแผลในหนูเบาหวานและหนูที่ไม่เป็นเบาหวานที่มคีวามบกพร่องของ 
MC (MC-deficient WBB6F1/J-KitW/KitW-v mice) เปรยีบเทยีบกบัหนูกลุ่มควบคุม (wild type; 
WT) พบว่าทัง้หนูทีเ่ป็นและไม่เป็นโรคเบาหวานซึง่มคีวามบกพร่องของ MC มกีารหายของแผล
ชา้กว่าหนูกลุ่ม WT อย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ินอกจากนี้ไดต้รวจหาการแสดงออกของ VEGF 
mRNA และ MMP-9 mRNA จากเนื้อเยื่อแผลในวนัที่ 10 หลงัการเกิดแผล พบว่า หนูในกลุ่ม 
KitW/KitW-v mice มีการแสดงออก VEGF mRNA ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่ อ
เปรยีบเทียบกับหนูกลุ่มควบคุม แต่มีการแสดงออกของ MMP-9 mRNA เพิม่ขึ้น นอกจากนี้ 
mast cells ยงัมผีลกระตุน้การสรา้ง selectins ซึง่เป็น adhesion molecule ของ endothelial cell 
อีกด้วย (Eming et al., 2007) เมื่อหลอดเลือดขยายตัว และมีการสร้าง selectins บริเวณ 
endothelial cell จะเกดิการจบักนัระหว่าง selectins ligand และ chemokines receptor บนผนัง
เซลล์ของ neutrophil ซึ่งเป็นเม็ดเลือดขาวชนิดแรกที่เข้าสู่บรเิวณแผล หลงัเกิดการบาดเจ็บ
ในช่วง 6-24 ชม. แรก กบั selectins และ chemokines บรเิวณ endothelial cell ท าให้เกดิการ
หมุน (rolling) เคลื่อนตวัไปชา้ๆ บนผนังหลอดเลอืด จากนัน้ neutrophil จะยดึเกาะ (adhesion) 
กบั endothelial cell และเกดิการคบืคลาน เคลื่อนตวัผ่านผนังหลอดเลอืด โดยอาศยั integrins 
ซึ่ ง ไ ด้ แก่  CD11a/CD18 (LFA-1), CD11b/CD18 (MAC-1), CD11c/CD18 (gp150, 95) และ 
CD11d/CD18 (Tan et al., 2000; Sumagin et al., 2010) ทีอ่ยู่บนผนงัเซลลข์อง neutrophil จบั
กบั integrins ligand บน endothelial cell ท าให ้neutrophil แทรกซมึออกนอกหลอดเลอืด และ
เคลื่อนทีไ่ปยงับรเิวณแผล เพือ่จบักนิสิง่แปลกปลอมต่าง ๆ (Soehnlein et al., 2017)  
 Neutrophil ใช้วิธี phagocytosis เพื่อจบักินสิ่งแปลกปลอมบริเวณแผล โดยผ่านการ
ท างาน 3 รูปแบบ คอื 1) การสงัเคราะห์ reactive oxygen species (ROS) ออกมาเป็นจ านวน
มาก หรอืที่เรยีกว่า oxidative bursts 2) การปลดปล่อยเอนไซม์ต่าง ๆ (lytic enzymes) ออก
จากแกรนูล และ 3) การสร้าง neutrophil extracellular traps (NETs) สิ่งเหล่านี้ที่เกิดขึ้นโดย
การท างานของ neutrophil จะมผีลต่อกระบวนการอกัเสบ การชกัน าเซลล์ macrophage เขา้สู่
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บรเิวณแผล เป็นตน้ (Bjornsdottir et al., 2015; Perobelli et al., 2015; Selders et al., 2017) มี
รายงานก่อนนี้ระบุว่าการท างานของ neutrophils มทีัง้ผลดแีละผลเสยีต่อกระบวนการหายของ
แผล ในสภาวะการหายของแผลที่เป็นปกต ิการชกัน าของ neutrophils เขา้สู่บรเิวณที่เกดิการ
อกัเสบจะถูกควบคุมโดยการท างานของเซลล์ macrophages เนื่องจาก neutrophils มอีายุสัน้
และจะเกดิการ apoptosis จากนัน้ macrophages จะจบักนิซากของ neutrophils ทีต่ายแลว้ ซึ่ง
เป็นการเริม่ต้นของกระบวนการควบคุมการอกัเสบ แต่ในแผลทีไ่ม่หาย เซลล์อกัเสบจะถูกชกัน า
และกระตุ้นใหเ้กดิการท างานอย่างต่อเนื่อง น าไปสู่การอกัเสบทีย่าวนาน (Wilgus et al., 2013)
โดยสง่ผลใหม้กีารสรา้ง ROS ออกมาเป็นจ านวนมาก ท าใหเ้กดิความไม่สมดุลระหว่างสารอนุมูล
อสิระกบัสารตา้นอนุมลูอสิระ หรอืทีเ่รยีกกนัว่าภาวะเครยีดออกซเิดชัน่ (oxidative stress) ซึง่จะ
ก่อใหเ้กดิการกระตุน้ปฏกิริยิา lipid peroxidation ท าลายชัน้ไขมนัของเซลลเ์มมเบรนต่างๆ เกดิ
เป็นผลิตภณัฑ์ชนิดหนึ่งที่มีชื่อว่า malondialdehyde หรอื MDA ซึ่งจดัเป็น marker ของภาวะ
เครยีดออกซเิดชัน่ สิง่เหล่านี้ก่อใหเ้กดิความเสยีหายต่อเนื้อเยื่อ นอกจาก ROS  แลว้ การหลัง่
เอนไซม์ proteases จากแกรนูลของ neutrophils ที่มากเกนิไปก็ส่งผลเสยีต่อการท าลาย ECM 
บริเวณแผลซึ่งเพิ่มความเสียหายให้กับเนื้อเยื่อส่งผลให้เกิดการอักเสบต่อเนื่ อง ท าให้
กระบวนการหายของแผลเกดิชา้ลง azurophilic granule เป็น primary granule ของ neutrophils 
ทีม่เีอนไซมต์่าง ๆ บรรจุอยู่ เช่น azurocidin, myeloperoxidase, defensins และ elastase เป็น
ต้น ซึ่งเอนไซม์เหล่านี้ ท าหน้าที่ท าลายเซลล์แบคทเีรยีในบรเิวณแผล โดย myeloperoxidase 
หรอื MPO จดัเป็น marker ที่ใช้ในการตรวจวดัปรมิาณของเซลล์ neutrophils ในบรเิวณที่เกดิ
การอักเสบ (Wang, 2018; Aratani, 2018) ในส่วนของ azurocidin นอกจากจะหลัง่ออกมา
ท าลายเซลล์แบคทเีรยีแลว้ ยงัมผีลในการชกัน าให้เซลล์ monocyte เคลื่อนที่มายงับรเิวณแผล 
โดย granule protein จะสะสมอยู่บริเวณ endothelial glycocalyx และกระตุ้นให้เกิดการ
แสดงออกของ cell adhesion molecules หรือ CAMs (vascular cell adhesion molecule 1; 
VCAM-1 กับ intercellular adhesion molecule 1; ICAM-1) ท าให้เกิดการจับกันกับ beta2-
integrin ที่อยู่บนผวิของ monocyte และเกิดการยดึเกาะบน endothelial cell (Soehnlein and 
Lindbom, 2010) ซึ่ง monocyte จะเคลื่อนทีอ่อกนอกหลอดเลอืดเขา้สู่บรเิวณแผลหลงัจากเวลา
ผ่านไป 24 ชม. และเกดิการเปลีย่นแปลงไปเป็นเซลล ์macrophage  
 Macrophage ท าหน้าทีใ่นการจบักนิเชื้อโรคต่าง ๆ เนื่องจาก neutrophil มอีายุสัน้ และ
จะเกดิการ apoptosis ซึ่งเป็นอกีปัจจยัหนึ่งที่สามารถชกัน าให้เซลล์ monocyte เคลื่อนที่เข้าสู่
แผลมากขึน้ เซลล์ macrophage มสี่วนในการควบคุมปรมิาณของ neutrophil บรเิวณแผล โดย
มีผลยับยัง้การแทรกซึมของ neutrophil จากหลอดเลือด และหลัง่ cytokine เพื่อกระตุ้นให้ 
neutrophil เกิดการ apoptosis ในระยะสุดท้ายเซลล์ macrophage จะก าจัดเศษซากของ 
neutrophil ที่เกิดจากการ apoptosis ซึ่งบรเิวณผวิเซลล์ของ macrophage ม ีreceptor หลาย
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ชนิด ที่สามารถรบัรู้และตอบสนองต่อสภาพแวดล้อมจุลภาคที่เซลล์อาศัยอยู่ เช่น Toll-like 
receptors (TLRs) และ complement receptors (Eming et al., 2007) โดย TLRs เป็นโปรตีน
ตวัรบัจดจ ารูปแบบ (pattern recognition receptors; PRRs) ทีส่ าคญัของระบบภูมคิุ้มกนัที่มมีา
แต่ก า เนิด  ( innate immune system) ในกระบวนการอัก เสบ TLRs ที่ส าคัญของเซลล์  
macrophages คอื TLR2 และ TLR4 (Huang et al., 2007) ซึ่งมบีทบาทส าคญัต่อการป้องกัน
การตดิเชื้อ โดย TLR2 จะจดจ ารูปแบบของ peptidoglycan และ lipopeptide บนผนังเซลล์ของ
แบคทเีรยีแกรมบวก ส่วน TLR4 จะจดจ ารูปแบบของ lipopolysaccharide ซึ่งเป็นส่วนประกอบ
ของ outer membranes ในแบคทีเรียแกรมลบ (Suga et al., 2014) มีรายงานการศึกษา
ความสมัพนัธ์ของ TLRs กบัการอกัเสบทัง้ในกระบวนการหายของแผลปกตแิละแผลเบาหวาน 
ได้แก่ Dasu และ Jialal (2013) ศึกษาผลต่อการหายของแผลในหนูปกติเปรียบเทียบกับหนู
เบาหวาน โดยการตรวจหาการแสดงออกของ mRNA และ protein ของ TLR4 โดยใช้วธิ ีreal-
time PCR และ Western blotting technique จากเนื้ อ เยื่ อของแผลในวันที่  10 พบว่าหนู
เบาหวาน มกีารแสดงออกของ TLR4 mRNA และ TLR4 protein เพิม่ขึ้นอย่างมนีัยส าคญัทาง
สถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบัหนูปกต ิและไดศ้กึษาผลต่อการหายของแผลใน TLR4 knockout (KO) 
mice (TLR4-/-) ร่วมกบัการเหนี่ยวน าให้เกิดโรคเบาหวาน เปรยีบเทียบกบัหนูเบาหวานปกติ 
พบว่าหนูเบาหวานในกลุ่ม TLR4-/- มกีารหายของแผลดกีว่าอย่างมนีัยส าคญัส าคญัทางสถติเิมื่อ
เปรยีบเทยีบกบัหนูเบาหวานในกลุ่ม WT และพบว่าหนูทีไ่ม่เป็นโรคเบาหวาน การหายของแผล
ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติกับหนูเบาหวานในกลุ่ม TLR4-/- นอกจากนี้ได้ตรวจหา
ปริมาณของ interleukin-6 ( IL-6) และ TNF-alpha ซึ่งถือว่าเป็น biomediators ของ TLR4 
signaling โดยใช้วธิ ีELISA พบว่าในวนัที่ 10 หลงัการเกดิแผลหนูเบาหวานในกลุ่ม TLR4-/- มี
ความเขม้ขน้ของ IL-6 และ TNF-alpha ลดลงอย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบัหนู
เบาหวานกลุ่ม WT นอกจากเซลล์ macrophage มีบทบาทต่อระบบภูมิคุ้มกัน และก าจดัสิ่ง
แปลกปลอมระหว่างกระบวนการหายของแผลแล้ว  macrophage ยงัมบีทบาทส าคญัต่อการ
สร้าง growth factor เช่น TGF-beta, TGF-alpha, FGF, PDGF และ VEGF ซึ่งมีส่วนในการ
ส่งเสริมให้เกิดการแบ่งเซลล์เพิ่มจ านวนและการสังเคราะห์สารที่เป็นองค์ประกอบของ 
extracellular matrix (ECM) ในเซลล์ผวิหนัง (Eming et al., 2007) โดยกระบวนการอกัเสบจะ
หยุดลง ก็ต่อเมื่อบริเวณแผลปราศจากสิ่งแปลกปลอมใดๆ ซึ่งการหลัง่ growth factor หรือ 
cytokine จะท าหน้าที่เป็น anti-inflammation เพื่อหยุดกระบวนการอักเสบ และมีผลกระตุ้น
กระบวนการซ่อมแซมเนื้อเยื่อต่อไป (Soehnlein et al., 2014)       
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บทบาทของกระบวนการอกัเสบทีเ่กีย่วขอ้งกบัการหายของแผล      
 กระบวนการหายของแผล เป็นกระบวนการทีเ่กีย่วขอ้งกบัการซ่อมแซมเนื้อเยื่อหลงัจาก
การไดร้บับาดเจบ็หรอืเกดิแผล (Velnar et al., 2009) ซึง่แบ่งออกเป็น 4 ระยะ ดงันี้  
 - ระยะที ่1 เมื่อร่างกายไดร้บับาดเจบ็ และเกดิการฉีกขาดของหลอดเลอืด การหา้มเลอืด
จะเกิดขึ้นทันทีโดยการท างานของ platelet ซึ่งเกิดการรวมตัวกับ fibrin กลายเป็นลิ่มเลือด 
(fibrin clot) (Reinke and Sorg, 2012) และ platelet จะหลัง่โปรตนีต่าง ๆ โดยเฉพาะ thrombin 
ซึ่งท าหน้าทีเ่ป็นสารสื่อกลางตวัแรกที่หลัง่ออกมา โดยมคีวามส าคญัต่อการชกัน าเมด็เลอืดขาว
เขา้มายงับรเิวณแผล (Patel et al., 2016)       
 - ระยะที่ 2 คอื ระยะการอกัเสบ ซึ่งได้กล่าวถงึกลไกไว้ขา้งต้นนัน้ โดยมกีารแทรกซึม
ของ neutrophil ซึ่งเป็นเซลล์เมด็เลอืดขาวชนิดแรกที่แทรกซมึเขา้สู่บรเิวณแผล ท าหน้าทีจ่บักนิ
เชื้อโรคต่างๆ  จากนัน้จะเกิด apoptosis ส่งผลต่อการชกัน าให้เซลล์ monocyte เข้าสู่บรเิวณ
แผลเป็นล าดับถัดไป นอกจากนี้  neutrophil ยังสามารถสร้างและหลัง่ pro-inflammatory 
cytokines ที่มผีลต่อการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ monocyte ไปเป็นเซลล์ macrophage ในระยะ 
M1 ได้แก่ interleukin-1alpha (IL-1 alpha), IL-1beta, IL-6 และ tumor necrosis factor-alpha 
(TNF-alpha)  monocyte เมื่อออกนอกหลอดเลอืดเขา้สูเ่นื้อเยื่อบรเิวณแผลและเปลีย่นเป็นเซลล์ 
macrophage ในระยะ M1 แล้วจะท าหน้าที่จับกินเชื้อโรค หรือเนื้อตายต่างๆ บริเวณแผล 
รวมทัง้จบักนิเซลล์ neutrophil ทีเ่กดิการ apoptosis และสรา้ง TNF-alpha และ IL-1beta ไดอ้กี
ดว้ย (Sindrilaru and Scharffetter-Kochanek, 2013)  
 การสรา้ง TNF-alpha และ IL-1beta จากเซลล์ macrophage ถูกควบคุมโดยกลไกของ 
nuclear factor-kB (NF-kB) signaling pathway โ ด ย  NF-kB เ ป็ น  transcription factors ที่
ประกอบ 5 monomers ได้แก่ RelA/p65, RelB, cRel, NF-kB1 p50 และ NF-kB2 p52 ซึ่ง
สามารถพบไดท้ัว่ไปในไซโตพลาสซมึของเซลล์ทีอ่ยู่ในระยะพกั หรอื inactive โดยการจบัอยู่กบั 
Inhibitor of kB (IkB) อยู่ในรูป p65/p50-IkB complex แต่เมื่อไดร้บัการกระตุ้นผ่านทาง pattern 
recognition receptors (PRRs receptor) และ cytokine receptors จะส่งผลให้เกดิกระบวนการ 
phosphorylation ท าใหเ้กดิการสลายของ IkB จากนัน้เมื่อ NF-kB อยู่อย่างอสิระ จะเคลื่อนทีเ่ขา้
สู่นิวเคลียสและกระตุ้นการแสดงออกของยีน TNF-alpha และ IL-1beta รวมทัง้กระตุ้นยีน 
inducible nitric oxide synthase (iNOS) และ cyclooxygenase-2 (COX-2) ใหม้กีารสรา้ง nitric 
oxide (NO) และ  prostaglandin E2  (PGE2 ) กระตุ้ น ให้ เ กิดการอัก เสบ  (Gasparini and 
Feldmann , 2012; Dorrington and Fraser, 2019) เมื่อบรเิวณแผล ปราศจากสิ่งแปลกปลอม 
เซลล์ macrophage จะเปลี่ยนไปเป็นระยะ M2 โดยจะมกีารหลัง่ TGF-beta และ IL-10 ซึ่งท า
หน้าทีเ่ป็น anti-inflammatory เพื่อหยุดกระบวนการอกัเสบ การเปลีย่นแปลงของ macrophage 
จากระยะ M1 ไปเป็นระยะ M2 เป็นตวับ่งชี้ทีส่ าคญัของการสิน้สุดระยะการอกัเสบ ซึ่งปัจจยัที่มี
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ผลต่อการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์ macrophage M1 ไปเป็นเซลล์ macrophage M2 ได้แก่ การ
กระตุ้นของ IL-4 และ IL-13 ที่หลัง่มาจาก Helper T-cell2 (Th2) และการเกิด apoptosis ของ 
neutrophil (Hesketh et al., 2017) นอกจากนี้ พ บว่ า ใ นสภาว ะที่ มีน ้ า ต า ล ใ น เ ลื อ ดสู ง 
(hyperglycemia) จะมผีลต่อการท างานของเซลล์ macrophage กล่าวคอื ท าให้คุณสมบตัิของ 
macrophage ในการก าจดัเซลล์ neutrophil ทีเ่กดิการ apoptotic ลดลง (Hesketh et al., 2017) 
ซึ่งภาวะแผลเรือ้รงัเนื่องจากโรคเบาหวานจะเกี่ยวขอ้งกบัระยะการอกัเสบทีใ่ชเ้วลานาน ซึ่งขาด
ความสมดุลระหว่าง pro- และ anti-inflammatory cytokines โดย macrophage ในแผลเบาหวาน 
จะมีการสร้าง pro-inflammatory cytokines สูงกว่าเมื่อเทียบกับแผลปกติ (Weisberg et al., 
2003; Goren et al., 2007) Khanna แล ะคณะ  ( 2010) ไ ด้ ศึ กษ าก า รท า ง านขอ ง เซลล์  
macrophage ในระยะการอกัเสบของหนูเบาหวานทีเ่กดิแผล พบว่าแผลในหนูเบาหวานมเีซลล์ 
neutrophil ที่เกิดการ apoptotic เพิม่ขึ้นอย่างมีนัยส าคญัเมื่อเปรียบเทียบกับแผลในหนูปกติ 
และพบว่ามีระดับของ pro-inflammatory cytokines  ได้แก่ TNF-alpha และ IL-6 เพิ่มสูงขึ้น
อย่างมนีัยส าคญัในวนัที่ 1 และ 3 หลงัการเกดิแผลเมื่อเปรยีบเทียบกบัหนูปกต ิแต่ IL-10 ซึ่ง
เป็น anti-inflammatory cytokines ลดลงอย่างมีนัยส าคัญในวันที่ 7 หลังการเกิดแผลเมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มหนูปกติ การตอบสนองต่อการอักเสบ ถือได้ว่าเป็นกระบวนการแรกที่
เกี่ยวข้องกบัการหายของแผล โดยการแทรกซึมของเซลล์เม็ดเลือดขาวเข้าสู่บรเิวณที่ได้รบั
บาดเจบ็หรอืเกดิบาดแผลเป็นตวับ่งชี้ทีส่ าคญัของเซลล์ต่อการตอบสนองของการอกัเสบเพื่อให้
เกดิการซ่อมแซมเนื้อเยื่อบรเิวณผวิหนังต่อไป โดยเซลล์เมด็เลอืดขาวไม่เพยีงแต่ท าหน้าที่ใน
การก าจดัสิง่แปลกปลอมหรอืเชื้อโรคต่างๆ บรเิวณแผล แต่ยงัมผีลต่อการสร้างและการสลาย
เนื้อเยื่ออกีดว้ย (Patel et al., 2016) ซึ่งการเพิม่หรอืลดการแทรกซึมของเซลล์เมด็เลอืดขาวไป
ยังบริเวณที่ เนื้ อ เยื่อ เกิดความเสียหายนั ้น จะมีผลต่อการ migration, proliferation และ 
differentiation ของเซลลท์ีเ่กีย่วขอ้งท าใหก้ระบวนการหายของแผลเกดิชา้ลง จากการศกึษาของ 
Mori และคณะ (2004) ไดศ้กึษาเปรยีบเทยีบระหว่างหนู mice ทีม่คีวามบกพร่องของ beta-1,4-
galactosyltransferase-I (beta4GalT-I) กบัหนู mice สายพนัธุ์ปกตติ่อการหายของแผล พบว่า 
หนูที่มคีวามบกพร่องของ beta4GalT-I มกีารหายของแผลช้าลงอย่างมนีัยส าคญัทางสถิติเมื่อ
เปรียบเทียบกับหนูปกติ โดยมีผลต่อการลดลงของการสร้างเนื้อเยื่อใหม่ การสังเคราะห์ 
collagen และลดการสรา้งหลอดเลอืดใหม่อย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบัหนูปกต ิ
นอกจากนี้ยงัพบว่า มกีารแทรกซมึของเซลล์เมด็เลอืดขาวไปยงับรเิวณแผลลดลง ส่งผลต่อการ
ยบัยัง้ระดบัของ macrophage-derived chemokines, TGF-beta1 และ VEGF จากรายงานจะ
เหน็ไดว้่า หากมกีารแทรกซมึของเซลล์เมด็เลอืดขาวไปยงับรเิวณบาดแผลลดลง จะมผีลต่อการ
สร้างเนื้อเยื่อและหลอดเลือดใหม่ลดลง ท าให้แผลหายช้ากว่าปกติ และจากการศึกษาของ 
Kitano และคณะ (2017) ไดศ้กึษาเปรยีบเทยีบระหว่างหนูที่มคีวามบกพร่อง iNOS กบัหนูสาย
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พนัธุ์ปกตติ่อการหายของแผล พบว่าหนูที่มคีวามบกพร่องของ iNOS มผีลท าให้เกิดการแบ่ง
เซลลแ์ละการสรา้งเนื้อเยื่อใหม่ชา้ลงใน excision wound model และพบว่ามกีารยบัยัง้การแทรก
ซึมของเซลล์ macrophage และลดการแสดงออกของ TGF-beta1 mRNA ซึ่งจากการศึกษา
แสดงใหเ้หน็ว่าหากมกีารยบัยัง้การแทรกซมึของเซลล ์macrophage จะมผีลท าใหก้ารแบ่งเซลล์
และการสรา้งเนื้อเยื่อใหม่ทีช่า้ลง เมื่อกระบวนการอกัเสบสิน้สุดลง จะเขา้สูร่ะยที ่3   
 - ระยะที่ 3 คือ ระยะการแบ่งเซลล์ หรือ proliferation phase โดย TGF-beta ที่หลัง่
ออกมาจาก macrophage M2 ในช่วงหลงัของระยะการอกัเสบนัน้ มคีวามส าคญัเป็นอย่างมาก
ในกระบวนการหายของแผล โดยมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ fibroblast ไปเป็น 
myofibroblast  ซึ่งกระตุ้นการสร้าง collagen ท าให้เกิดการหดตัวของแผล (Bielefeld  et al., 
2013) กระตุ้นการแบ่งเซลล์และการเคลื่อนที่ของเซลล์ keratinocytes จากขอบแผลเข้าสู่ตรง
กลางแผล นอกจากนี้ยงัส่งเสรมิการสงัเคราะห์หลอดเลอืดใหม่อกีด้วย (Sinno and Prakash, 
2013) เมื่อการเคลื่อนที่เข้าหากนัของเซลล์ keratinocytes จากขอบแผลบรรจบกนั ก็จะหยุด
กระบวนการแบ่งเซลล ์และเขา้สูร่ะยะที ่4       
 -ระยะที่ 4 คือ ระยะการปรบัรูปร่าง หรือ remodelling phase ซึ่งในระยะนี้เป็นระยะ
สุดท้ายของกระบวนการหายของแผล โดยใช้เวลานานที่สุด อาจจะเป็นสปัดาห์หรอืเป็นเดือน 
ขึน้อยู่กบัขนาดของแผล ในระยะนี้จะต้องมคีวามสมดุลของการสรา้งและสลาย ECM บรเิวณแผล 
โดยอาศยัการท างานของ T-cell ซึ่งจะถูกชกัน าให้ออกจากหลอดเลือดเข้าสู่เนื้อเยื่อแผลโดย 
cytokine ทีส่รา้งจาก macrophage ซึ่งจะเขา้มาในช่วงท้ายของระยะการอกัเสบ และมามผีลต่อ
ระยะ remodelling phase  โดย T-cell ที่เข้าสู่บริเวณแผลจะเป็นชนิด Helper T-cell1 และ 2 
(Th1 และ Th2) โดยผ่านการเหนี่ยวน าจากเซลล์ macrophage M2 และ M1 ตามล าดบั สาร
ต่างๆ ทีห่ลัง่ออกมาจาก macrophage M1 และ M2 นัน้มคีวามส าคญัต่อการควบคุมสมดุลของ 
ECM (Tredget et al., 2006) โดย M1 จะหลัง่ metalloprotienases หรอื MMPs ท าหน้าทีใ่นการ
สลาย matrix protein ส่วน M2 ท าหน้าที่ในการสร้าง matrix protein และเพื่อการควบคุมไม่ให้
เกิดการสลาย matrix protein มากเกินไป mesenchymal cell จะสร้าง tissue inhibitors of 
metalloprotienase หรือ  TIMPs มายับยัง้การท างานของ MMPs และในระยะหลังของ 
remodelling phase จะพบว่ามจี านวนของเซลล์ macrophage ลดลง ส่งผลให้การสร้าง ECM 
ลดลง ซึ่งการเปลี่ยนแปลงเหล่านี้ เป็นตัวบ่งชี้ถึงการลดขนาดแผล และการหายของแผลที่
สมบูรณ์ (Delavary et al., 2011)        
 เซลล์อักเสบชนิดต่าง ๆ ที่มีส่วนเกี่ยวข้องกับกระบวนการหายของแผล แสดงดัง   
ตารางท่ี 1 โดยมลี าดบัการเคลื่อนที่เขา้สู่บรเิวณแผลดงัรูปท่ี 1 ซึ่งเซลล์ทีม่บีทบาทส าคญัมาก
ที่สุด คือ macrophage โดยจะเริ่มเข้ามามีบทบาทตัง้แต่ระยะการอกัเสบ การด าเนินไปของ
กระบวนการอกัเสบตามปกต ิmacrophage สามารถจบักนิสิง่แปลกปลอมบรเิวณแผลไดห้มด จะ
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ส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ macrophage จาก M1 เป็น M2 ซึ่งส่งผ่าน growth 
factor ได้แก่ TGF-beta ที่มีความส าคัญต่อระยะ proliferation กระบวนการหายของแผลจะ
เกดิขึ้นต่อเนื่องไปจนถงึระยะ remodeling จนกระทัง่แผลหายอย่างสมบูรณ์ แต่หากเกดิความ
ผิดปกติในระยะการอัก เสบ neutrophil และ macrophage หลัง่  cytokine มากขึ้น  และ 
macrophage ไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงไปเป็น M2 จะส่งผลให้เกิดความบกพร่องในการสร้าง 
ECM และมกีารสลาย ECM มากขึน้จากการท างานของเอนไซม ์MMPs จ านวนมาก ซึง่หลัง่จาก 
M1 ลดการแบ่งเซลล์และการเคลื่อนที่ของ fibroblast และ keratinocyte กระบวนการหายของ
แผลไม่สามารถด าเนินการต่อเนื่องไปถงึระยะ proliferation และ remodeling ได ้จงึเกดิเป็นแผล
เรือ้รงั  
 

 



 
 

 12 

ตารางท่ี 1 The inflammatory cells involved the wound healing process. (Koh and DiPietro, 2013)  

Cell type  Mediators      Functions 

 Mast cell  Histamine, Chymase, tryptase    - Control vascular permeability      
          - Control influx of PMN      
          - Regulate tissue remodeling 

PMN   ROS, cationic peptides, eicosanoids, proteases  - Phagocytosis of infectious agents     
          - Macrophages activation through phagocytosis    
   TNF-alpha, IL-1b, IL-6     - Amplify inflammatory response      
   VEGF, IL-8      - Stimulate repair response 

Macrophages  TNF-alpha, IL-1b, and IL-6    - Phagocytosis of PMN and fragments of tissue degradation   
   IL-10, TGF-beta1      - Amplify inflammatory response   
   PDGF, VEGF, bFGF, TGF-alpha, and TGF-beta  - Anti-inflammatory function      
          - Stimulate repair response: angiogenesis 

T cell;    CD40 ligand; IL-2, TNF-alpha/ IL-4, -5,-10   - Regulate tissue remodeling      
   Th1/Th2 

bFGF, basic fibroblast growth factor; FGF, fibroblast growth factor; MC, mast cell; PDGF, platelet derived growth factor; PMN, 
polymorphonuclear leukocyte; ROS, reactive oxygen species; TGF, transforming growth factor; TNF, tumor necrosis factor; VEGF, vascular 
endothelial growth factor 
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รปูท่ี 1 The pattern of white blood cells infiltration into the wound area.
Time after wounding 
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2. กลไกท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนการหายของแผล บทบาทของยีนและสารชีวโมเลกลุแต่
ละชนิดท่ีเก่ียวข้องกบัการหายของแผล      
 หลงัจากการได้รบับาดเจบ็หรอืเกดิแผล จะเกดิการส่งสญัญาณต่าง ๆ จากสิง่แวดล้อม
รอบ ๆ เซลล์ (signaling molecules) เพื่อตอบสนองต่อการบาดเจ็บ ซึ่งจะถูกรบัรู้โดยจับกับ
ตวัรบั (receptor) ของเซลล ์และเกดิการสง่สญัญาณต่อไปภายในเซลล ์(intracellular reactions) 
ท าให้เกิดการตอบสนองของเซลล์ (cell behavior) เช่น การเกิด differentiation, migration, 
proliferation และ apoptosis ของเซลลช์นิดต่าง ๆ เพือ่การสรา้งเนื้อเยื่อใหม่ของผวิหนัง โดยใน
ระหว่างกระบวนการหายของแผล จะมยีนีและสารชวีโมเลกุลต่าง ๆ ทีส่ าคญัเขา้มาเกี่ยวขอ้งใน
ระบบการส่ งและรับรู้ ส ัญญาณ ( signaling pathway) ได้แก่  Wnt/beta-catenin signaling 
pathway, Notch pathway, Hedgehog pathway, Toll-like receptors (TLRs) signaling 
pathway แล ะ  growth factor/cytokine pathways (TGF-beta/Smads, VEGF, PDGF, TNF-
alpha/NF-kB หรอื Interleukin)  

กลไกทีเ่กีย่วขอ้งกบักระบวนการหายของแผล มดีงันี้                                  
1. Wnt signaling pathway         
 Wnt คอื glycoproteins ทีม่คีวามส าคญัต่อกระบวนการพืน้ฐานของเซลล์ในระหว่างการ
พฒันาและการรกัษาสภาวะความสมดุลของเซลล์ใหค้งที ่โดยเฉพาะเซลล์ผวิหนังซึ่งมสี่วนช่วย
ในการสรา้งผวิหนงัชัน้หนงัแท ้(dermis) และการสรา้งของเสน้ขนต่างๆ Wnt signaling pathway 
แบ่งออกเป็น 3 แบบ คือ 1. beta-catenin pathway (canonical Wnt pathway) ซึ่งท าหน้าที่
กระตุ้นยนีเป้าหมายภายในนิวเคลยีส 2. planar cell polarity (PCP) pathway เกี่ยวขอ้งกบัการ
จดัเรยีงโครงสร้างใหม่ของเซลล์ และ 3. Wnt/calcium (Ca2+) pathway ซึ่งมบีทบาทส าคญัต่อ
การสรา้งตวัอ่อน (embryogenesis) และการเกดิเนื้อเยื่อต่างๆ (De, 2011) จากการศกึษาพบว่า
ในร่างกายมนุษยม์ ีWnt protein ทีแ่ตกต่างกนั 19 ชนิด และมตีวัรบั Frizzled (Fz) receptor 10 
ชนิด โดย pathway ที่มีความเกี่ยวข้องกับกระบวนการซ่อมแซมเนื้อเยื่อของผิวหนังคือ 
Wnt/beta-catenin signaling pathway (Archbold et al., 2012; Houschyar et al., 2015) beta-
catenin คือ transcriptional co-activator ที่เกี่ยวข้องกับ transcription cofactors อื่นๆ เช่น T 
cell factors/lymphoid enhancer factors (TCF/LEF) ซึ่งท าหน้าทีค่วบคุมการแสดงออกของยนี
ในเซลล์แต่ละชนิด ในกรณีที่ ไ ม่มี Wnt signaling beta-catenin จะถูกท าลายโดย Axin, 
adenomatosis polyposis coli (APC), glycogen synthase kinase 3 (GSK3), protein 
phosphatase 2A (PP2A) แล ะ  casein kinase 1alpha (CK1 alpha) ซึ่ ง ไ ม่ ก่ อ ใ ห้ เ กิ ด ก า ร
ถอดรหสัทางพนัธุกรรมในนิวเคลยีส ในทางตรงกนัขา้มหากม ีWnt signaling จะเขา้จบักบั Fz 
receptor และ low-density lipoprotein receptor protein 5/6 (LRP 5/6) สง่ผลใหเ้กดิการกระตุ้น 
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Dishevelled (DSH) ซึ่ ง เ ป็ นตัว ยับ ยั ้ง ก า รท า ง านขอ ง เ อน ไซม์  GSK3 ไ ม่ ก่ อ ใ ห้ เ กิด 
APC/Axin/GSK3 complex ป้องกนัไม่ให ้beta-catenin ถูกท าลาย ท าให ้beta-catenin มคีวาม
เสถยีรภาพและเกดิการสะสม ใน cytoplasm มากขึน้ หลงัจากนัน้ beta-catenin จะเคลื่อนทีเ่ขา้
ไปในนิวเคลียส และมีผลต่อการถอดรหัสของยีน โดยการเข้าจับกับ TCF/LEF ซึ่งเป็น 
transcriptional co-activator กระตุ้นการแสดงออกของยีนเป้าหมายต่างๆ ได้แก่ Cyclin D1, 
MT1-MMP (membrane-type 1-matrix metalloproteinase), MMP-7 แ ล ะ  Dkk-1 (dickkopf) 
(รปูท่ี 2) (Houschyar et al., 2015) ซึ่งในกระบวนการหายของแผลจะมเีอนไซมท์ีส่ าคญัในกลุ่ม 
matrix metalloproteinase (MMPs) ซึ่งสรา้งและหลัง่มาจากเซลล์ macrophage และ fibroblast 
โดยมีบทบาทส าคญัในการสงัเคราะห์หลอดเลือดใหม่และในกระบวนการสลาย extracellar 
matrix protein beta-catenin จะมปีรมิาณเพิม่ขึน้ใน mesenchymal cells ในระยะ proliferative 
phase ของกระบวนการหายของแผลซึ่งมสี่วนเกี่ยวขอ้งในการสร้างโครงสร้างของเยื่อบุผวิและ
การซ่อมแซมผวิหนังที่เกิดความเสยีหาย (Bielefeld et al., 2013) โดยมบีทบาทส าคญัต่อการ
ควบคุมอตัราการแบ่งเซลล์ เพิม่จ านวน การเคลื่อนที ่และการแพร่กระจายของเซลล์ fibroblast 
(Zhang et al., 2009) นอกจากนั ้นแล้วยังพบการท างานของ Wnt/beta-catenin signaling 
pathway ในระยะอื่นๆ ของกระบวนการหายของแผล ได้แก่ ระยะการห้ามเลอืดและระยะการ
อกัเสบ โดย Wnt signaling เป็นปัจจยัส าคญัต่อการพฒันาของ megakaryocytes และกระตุ้น
การท าหน้าที่ของ proplatelet (Macaulay et al., 2013) นอกจากนัน้พบว่า canonical Wnt ยงั
ท าหน้าที่ในการยบัยัง้การเกาะกลุ่มกนัของเกล็ดเลือดอีกด้วย (Steele et al., 2009) หลงัจาก
ผ่านระยะการห้ามเลอืด เขา้สู่ระยะการอกัเสบ ซึ่งจะพบอาการ ปวด บวม แดง และรอ้น มกีาร
ขยายตวัและเพิม่การซึมผ่านของหลอดเลอืด และเกดิการชกัน าเซลล์เมด็เลอืดขาว (neutrophil 
และ macrophage) เขา้สู่บรเิวณที่ได้รบับาดเจบ็ ท าหน้าที่ในการก าจดัสิง่แปลกปลอมหรอืเนื้อ
ตายต่างๆ บรเิวณแผล Wnt signaling จะเกี่ยวข้องกบัการควบคุมกระบวนการอกัเสบ โดยม ี
Wnt5a เป็นตัวเหนี่ยวน าเซลล์ macrophage ในการตอบสนองต่อเชื้อแบคทีเรีย และ Fz 
receptor มผีลต่อการควบคุม pro-inflammatory cytokines จะท าให้เกิดการตอบสนองต่อการ
อกัเสบที่เพิ่มขึ้น (Staal et al., 2008) หลงัจากกระบวนการอกัเสบ จะเข้าสู่ระยะ proliferation 
phase ในระยะนี้  fibroblasts, smooth muscle cells และ endothelial cells จะแทรกซึมเข้าสู่
บรเิวณแผล ซึง่ beta-catenin มคีวามส าคญัต่อการควบคุมการท างานของเซลล ์fibroblasts โดย
ระดับของ beta-catenin protein และการถอดรหัสของยีนจะเพิ่มสูงขึ้นในช่วงของระยะ 
proliferation phase และจะกลบัเข้าสู่ระดบัปกติในระยะ remodeling phase ของกระบวนการ
หายของแผล จากการศกึษาพบว่าแผลในคนจะพบการแสดงออกของ beta-catenin เพิม่ขึน้ และ
พบว่ามีการแสดงออกของ fibronectin และ MMP-7 ซึ่งเป็นยีนเป้าหมายของ beta-catenin 
เพิ่มขึ้นในระยะ proliferation phase (Cheon et al., 2005) โดยการเพิ่มขึ้นของ beta-catenin 
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จะบ่งชี้ถงึกระบวนการหายของแผลทีด่ ีแต่หากมีการเพิม่ขึน้ในปรมิาณทีม่ากหรอืนานเกนิไปจะ
ก่อให้เกิด fibrosis และเกิดแผลเป็นที่มากเกินไปได้ จากการศึกษาพบว่า รอยแผลเป็น 
(hypertrophic scars) ในคนจะพบระดับ ขอ ง  beta-catenin สู ง  (Carothers et al., 2012) 
นอกจากนี้ยงัพบว่า beta-catenin ยงัสามารถกระตุ้นการหลัง่ TGF-beta1 ในระยะเริม่ต้นของ
กระบวนการหายของแผลได้อีกด้วย สุดท้ายในระยะ remodeling phase หน้าที่ของ Wnt จะ
เกีย่วขอ้งกบัการเปลีย่นแปลงของเซลล ์ fibroblasts ไปเป็น myofibroblasts ซึง่มคีวามส าคญัต่อ
การหดตวัของแผล และการลดลงของการเกดิแผลเป็น (Sarrazy et al., 2011) นอกจากนี้พบว่า 
Wnt มคีวามส าคญัในกระบวนการสร้างหลอดเลือดใหม่ และสามารถรกัษาความบกพร่องของ
หลอดเลอืดได ้(Birdsey et al., 2015) 
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รูปท่ี 2 The role of Wnt/beta catenin signaling pathway in wound healing process. (APC, 
adenomatous polyposis coli; DSH, dishevelled; GSK3, glycogen synthase kinase 3; 
LRP5/6, low-density lipoprotein receptor related protein 5/6; Tcf/Lef, Tcell-specific 
transcription factor/lymphoid enhancer-binding factor). 
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2. Notch signaling pathway  
 Notch signaling pathway คอื ระบบการรบัส่งสญัญาณที่ควบคุมการการเปลี่ยนแปลง
ของเซลล์ผวิหนัง (epidermal differentiation) ท าหน้าที่ในการคงสภาพ รกัษาความสมดุลของ
ผวิหนัง (Okuyama et al., 2008; Watt et al., 2008) รวมทัง้มผีลควบคุมการสร้างหลอดเลือด
ใหม่และการรกัษาสภาพของหลอดเลอืด (Gridley, 2010) การท างาน ของ Notch signaling จะ
เกิดปฏิกิริยากันระหว่าง transmembrane ligand และ transmembrane Notch receptor บน
เซลล์ขา้งเคยีงซึ่งท าหน้าทีเ่ป็นเซลลส์่งสญัญาณและเซลล์รบัสญัญาณ ในสตัวเ์ลีย้งลูกดว้ยนมจะ
ประกอบด้วย Notch proteins 4 ชนิด (Notch1-4) และ Notch ligand 5 ชนิด คอื Delta-like 1, 
3 และ 4 และ Jagged1-2 เมื่อเกิดการกระตุ้น Notch ligand จะเข้าจับกับ Notch receptor 
บรเิวณผนังเซลล์มผีลท าใหเ้กดิปฏกิริยิา proteolytic กบั Notch receptor ซึ่งท าใหแ้ยกออกจาก
ผนังเซลล์ และมีผลท าให้ cell membrane หลัง่ Notch intracellular domain (NCID) จากนัน้ 
NCID จะเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียส และรวมตัวกับ CSL และ co-activators เพื่อกระตุ้นการ
ถอดรหสัทางพนัธุกรรมและควบคุมการแสดงออกของยนีเป้าหมาย (รปูท่ี 3) (Bielefeld et al., 
2013) มหีลายงานวจิยัได้การศึกษา Notch signaling pathway กบักระบวนการหายของแผล 
ไดแ้ก่ Thelu และคณะ (2002) ไดศ้กึษาการแสดงออกของยนี Notch 1-3, Delta 1 และ Jagged 
1 โดยใชว้ธิ ีRT-PCR ในโมเดลการหายของแผลในหนู mice พบว่า การแสดงออกของยนีเหล่านี้
เพิม่ขึ้นในหนูกลุ่มที่ได้รบัการกระตุ้นให้เกิด cell proliferation เมื่อเปรยีบเทียบกับหนูปกติที่
ไม่ได้รับการกระตุ้น Chigurupati และคณะ (2007) ได้ศึกษาการหายของแผลใน Notch 
antisense transgenic mice (Notch protein ลดลง 50% เมื่อเทยีบกบัหนูปกต)ิ เปรยีบเทยีบกบั
หนูปกต ิ(nontransgenic control mice; wild-type (WT)) พบว่าหนูในกลุ่ม WT มขีนาดของแผล
ลดลง 50% ในวนัที ่5 และแผลหายเป็นปกตใินวนัที ่13 หลงัการท าใหเ้กดิแผล โดยการหายของ
แผลเร็วกว่าหนูในกลุ่ม Notch antisense transgenic mice ซึ่งมขีนาดของแผลลดลง 15% ใน
วนัที ่5 และแผลไม่สามารถหายเป็นปกตใินวนัที ่13 และไดศ้กึษาการหายของแผลในหนู WT ที่
ไดร้บัการรกัษาดว้ยสารดงันี้ 1. กลุ่มทีไ่ดร้บั g-secretase inhibitor (GSI) ซึง่เป็นสารทีย่บัยัง้การ
เกดิ NCID และยบัยัง้การท างานของ Notch protein 2. กลุ่มทีไ่ดร้บั Jagged-1 peptide ซึ่งเป็น
สารทีก่ระตุ้นการท างานของ Notch protein โดยทัง้ 2 กลุ่มเปรยีบเทยีบผลการทดลองกบัหนูใน
กลุ่มควบคุม (vehicle-treated control animals) พบว่า หนูในกลุ่มทีไ่ดร้บัการรกัษาดว้ย GSI มี
การหายของแผลช้ากว่ากลุ่มควบคุมอย่างมนีัยส าคญัทางสถิติ แต่หนูกลุ่มที่ได้รบั Jagged-1 
peptide มกีารหายของแผลเรว็กว่ากลุ่มควบคุมอย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ินอกจากนี้ผู้วจิยัได้
ตรวจหาระดับของ NCID ใน endothelial cells, keratinocytes และ fibroblasts จากเนื้อเยื่อ
บรเิวณแผล โดยใช ้mouse embryonic stem cells ซึ่งมรีะดบัการแสดงออกของ Notch activity 
สูงเป็นกลุ่ม positive control พบว่าหนูปกติที่ได้รับการรักษาด้วย Jagged-1 peptide มีการ
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เพิม่ขึ้นของระดบั NCID ในเซลล์ทัง้ 3 ชนิด อย่างมนีัยส าคญั และพบว่า ระดบัของ NCID ใน
กลุ่ม Notch antisense transgenic mice ในวันที่  13 ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อ
เปรยีบเทยีบกบัหนูกลุ่ม nontransgenic controls และระดบัของ NCID ในกลุ่มทีไ่ดร้บัการรกัษา
ด้วย GSI ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม vehicle-treated control 
animals ภายใน 24 ชม. และมรีะดบัลดลงจนถงึวนัที่ 13 จากผลการทดลองจะเหน็ได้ว่าระดบั
ของ NCID ใน Notch signaling pathway มผีลโดยตรงต่อกระบวนการหายของแผล Outtz และ
คณะ (2010) ได้ศึกษาบทบาทที่ส าคัญของ Notch signaling pathway ในการควบคุมการ
ตอบสนองของเซลล์ macrophage ต่อการอกัเสบในกระบวนการหายแผล โดยใช้หนูที่มคีวาม
บกพร่องของ Notch1 (Notch1+/- mice) เปรยีบเทยีบกบัหนูกลุ่ม WT พบว่าหนูในกลุ่ม Notch1+/- 
มกีารแทรกซมึของเซลล์ macrophage ไปยงับรเิวณแผลลดลง มากกว่า 30% เมื่อเปรยีบเทยีบ
กับกลุ่ม WT เนื่ องจากเซลล์ macrophage เป็นแหล่งส าคัญของ TNF-alpha ซึ่งเป็น pro-
inflammatory cytokine ในระยะการอกัเสบของกระบวนการหายของแผล การศกึษาในครัง้นี้จงึ
ได้ตรวจสอบการแสดงออกของ TNF-alpha ในบริเวณแผลของหนูกลุ่มในกลุ่ม Notch1+/- 
เปรยีบเทยีบกบักลุ่ม WT พบว่า ในวนัที่ 5 หลงัการเกดิแผล หนูกลุ่ม Notch1+/- มปีรมิาณของ 
TNF-alpha ลดลงอย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม WT หลงัจากนัน้ในวนัที ่7 
หลงัการเกดิแผล มกีารศกึษาการสะสมของ collagen  โดยใช้วธิ ีtrichrome staining พบว่าใน
กลุ่ม Notch1+/- มีการสะสมของ collagen หนาแน่นกว่ากลุ่ม WT นอกจากนี้ได้ศึกษาการ
แสดงออกของ VEGF receptor-1 (VEGFR-1), IL-6 และ IL-12 ที่สร้างจาก macrophage ของ
หนูกลุ่ม Notch1+/- เปรียบเทียบกับกลุ่ม wild-type พบว่า กลุ่ม Notch1+/- มี VEGFR-1, IL-6 
และ IL-12 ลดลงอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม WT จากผลการทดลอง
เหล่านี้จะเห็นได้ว่า Notch1 มผีลในการควบคุมการแสดงออกของ VEGFR-1 และ cytokines 
(IL-6, IL-12 และ TNF-alpha) ที่สร้างจากเซลล์ macrophage ซึ่งมีความส าคัญต่อระยะการ
อกัเสบในกระบวนการหายของแผล Caiado และคณะ (2008) ไดศ้กึษาความสมัพนัธข์อง Notch 
signaling pathway กบั Bone marrow derived vascular precursor cells (BM-PC, endothelial 
progenitors) ซึ่งเป็นเซลล์ต้นก าเนิดของหลอดเลอืดในกระบวนการหายของแผล การศกึษาใช้
หนูสายพันธุ์ Balb-SCID mice โดยแบ่งเป็น 3 กลุ่ม กลุ่มแรกได้รับการฉีดด้วย phosphate 
buffered saline (PBS) ใช้เป็นกลุ่มควบคุม กลุ่มที่สองได้รบัการฉีด BM-PC และกลุ่มที่สาม
ไดร้บัการฉีด BM-PC ร่วมกบั GSI พบว่าในกลุ่มทีไ่ดร้บัการฉีด BM-PC มกีารหายของแผลเรว็
กว่ากลุ่มควบคุมอย่างมนีัยส าคญั แต่ในกลุ่มทีไ่ดร้บัการฉีด BM-PC ร่วมกบั GSI มกีารหายของ
แผลไม่แตกต่างกบักลุ่มควบคุม (PBS) ซึง่คุณสมบตัขิอง BM-PC ในการรกัษาแผล จะเกีย่วขอ้ง
กบัการตอบสนองต่อการสร้างหลอดเลอืดใหม่บรเิวณแผล ผู้วจิยัได้ตรวจสอบการสร้างหลอด
เลอืดใหม่บรเิวณแผล พบว่าในกลุ่มไดร้บัการฉีด BM-PC มคีวามหนาแน่นของหลอดเลอืดฝอย



20 

 

ในวนัที่ 7 และ 14 หลงัการเกดิแผล สูงกว่าอย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทียบกบักลุ่ม
ควบคุม แต่กลุ่มที่ได้รับการฉีด BM-PC ร่วมกับ GSI มีความหนาแน่นของหลอดเลือดไม่
แตกต่างกบักลุ่มควบคุม จากผลการศกึษานี้จะเหน็ได้ว่า การยบัยัง้ Notch signaling pathway 
ด้วย GSI จะส่งผลต่อความบกพร่องในการท างานของ BM-PC ที่มีผลในการส่งเสริม
กระบวนการหายของแผล และการสรา้งหลอดเลอืดใหม่ในสตัวท์ดลอง 

 

 

  
 

 

 

 

 

 

รูป ท่ี  3 The role of Notch signaling pathway in wound healing process. NCID, Notch 
intracellular domain; CoA, coactivators; CSL (CBF1, Suppressor of Hairless, Lag-1) 
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3. Hedgehog signaling pathway  
 Hedgehog signaling pathway คือ  ระบบการรับส่งสัญญาณที่ เกี่ ยวข้องกับการ
เจรญิเตบิโตของผวิหนังและการสรา้งหลอดเลอืดใหม่ (Athar et al., 2006) Hedgehog proteins 
ที่พบในสตัว์เลี้ยงลูกด้วยนมม ี3 ชนิดหลกัๆ คอื Sonic Hedgehog (Shh), Desert Hedgehog 
(Dhh) และ Indian Hedgehog (Ihh) แต่ชนิดที่มคีวามส าคญัต่อกระบวนการหายของแผล คอื 
Shh โดย Shh signaling จะเขา้จบักบั Patched (transmembrane protein) และมผีลยบัยัง้การ
ท างานของ Smoothened ส่งผลต่อการกระตุ้น Gli protein ให้เคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียส ซึ่งท า
หน้าทีเ่ป็น transcription และควบคุมการแสดงออกของยนีเป้าหมาย (Le et al., 2008; Bielefeld 
et al., 2013) มรีายงานการศกึษาก่อนหน้านี้ได้ศกึษาความสมัพนัธ์ของ Shh signaling ที่มผีล
ต่อกระบวนการหายของแผล พบว่า Shh signaling มสี่วนช่วยในการซ่อมแซมบาดแผล และ
การสรา้งหลอดเลอืดใหม่บรเิวณแผล (Asai et al., 2006; Le et al., 2008) นอกจากนี้ยงัพบว่าม ี
Shh มีผลต่อการสร้าง hair follicle หลังการเกิดกระบวนการหายของแผล (Ito et al., 2007) 
Asai และคณะ (2006) ได้ศึกษา Shh signaling ต่อการหายของแผลในหนูเบาหวาน (db/db 
mice) โดยการเปรยีบเทียบกนัสามกลุ่ม ได้แก่ กลุ่มควบคุมได้รบั LacZ ซึ่งเป็นตวัยบัยัง้การ
ท างานของ  Shh signaling กลุ่มทีไ่ดร้บัการรกัษาแผลดว้ย phShh  (human Shh plasmid) และ
กลุ่มที่ได้รบัการรกัษาแผลด้วย phShh ร่วมกบัการยบัยัง้การท างานของ VEGF พบว่า กลุ่มที่
ไดร้บั phShh มกีารสรา้งเนื้อเยื่อใหม่มากกว่าครึง่หนึ่งของพืน้ทีแ่ผล ซึง่ขนาดของแผลในวนัที ่5 
ลดลงอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม และในวนัที่ 14 กลุ่มได้รบั 
phShh มเีปอร์เซ็นต์การปิดของขอบแผล (65.3±7.6%) สูงกว่าอย่างมนีัยส าคญัทางสถิติเมื่อ
เปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม (25.0±2.0%) ในสว่นของกลุ่มทีไ่ดร้บั phShh ร่วมกบัการยบัยัง้การ
ท างานของ VEGF พบว่ามผีลยบัยัง้กระบวนการหายของแผล โดยมเีปอรเ์ซน็ต์การปิดของขอบ
แผล (43.7±4.1%) ซึ่งต ่ากว่าอย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรียบเทยีบกบักลุ่มที่ได้รบั phShh 
อย่างเดียว (65.3±7.6%) นอกจากนี้ได้ตรวจหาการสร้างหลอดเลือดใหม่บริเวณแผลโดยใช้ 
fluorescent BS1 lectin ในวนัที ่14 หลงัการเกดิแผล พบว่ากลุ่มไดร้บั phShh มกีารสรา้งหลอด
เลอืดใหม่เพิม่ขึ้นอย่างมนีัยส าคญัเมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม โดยพบว่ามกีารแตกแขนง
ของหลอดเลอืดไปยงับรเิวณกึ่งกลางของแผลมากที่สุด จากนัน้มกีารน าเนื้อเยื่อบรเิวณแผลใน
กลุ่มควบคุมและกลุ่มที่ได้รบั phShh มาวิเคราะห์หา Ptc1 (Patched1), Smoothened (Smo) 
และ VEGF โดยใช้วิธี Immunofluorescence staining พบว่า กลุ่มที่ได้รับ phShh มีจ านวน 
Ptc1-positive cells สูงกว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับกลุ่มควบคุม แต่จ านวนของ Smo-
positive cells ไม่แตกต่างกนัในทัง้สองกลุ่ม โดยพบว่าทัง้ Ptc1- และ Smo-positive cells มผีล
ต่อการสร้าง VEGF หลังจากที่ถูกกระตุ้นด้วย Shh signaling จากรายงานของ Le และคณะ 
(2008) ได้ศึกษาการหายของแผลในหนูทดลอง โดยการให้สาร cyclopamine (Cy) กับหนู
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ทดลองทุกวนัเป็นระยะเวลา 30 วนั หลงัการเกดิแผล ซึ่งเป็นสารที่ท าหน้าที่ยบัยัง้การท างาน
ของ Shh signaling pathway เปรียบเทียบกับหนูในกลุ่มควบคุม พบว่ากลุ่มที่ได้รับ Cy มี
ระยะเวลาในการปิดของแผลนานกว่าอย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ิเมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม 
โดยพบว่าในวนัที ่11 หลงัการเกดิแผล กลุ่มทีไ่ดร้บั Cy มเีปอรเ์ซน็ต์การหายของแผล 67% ซึ่ง
ต ่ากว่ากลุ่มควบคุม (มากกว่า 95%) โดยมคี่าเฉลี่ยของระยะเวลาต่อการปิดของแผลในกลุ่มที่
ไดร้บั Cy เท่ากบั 18±0.72 วนั ซึง่นานกว่ากลุ่มควบคุม (14±0.81 วนั) จากนัน้ไดศ้กึษาการสรา้ง
เยื่อบุผวิใหม่และการสะสมของเนื้อเยื่อ granulation บรเิวณแผล พบว่ากลุ่มที่ได้รบั Cy มกีาร
สรา้งเยื่อบุผวิใหม่และการสะสมของเนื้อเยื่อ granulation ชา้กว่ากลุ่มควบคุมในทุกช่วงเวลา และ
การสร้างหลอดเลือดใหม่ตรวจสอบโดยใช้วธิี CD31 immunohistochemistry พบว่าในกลุ่มที่
ไดร้บั Cy มกีารสรา้งหลอดเลอืดใหม่น้อยกว่ากลุ่มควบคุม ประมาณ 50% รวมทัง้มกีารเกดิ cell 
proliferation ลดลงดว้ย จากผลการศกึษาดงักล่าวขา้งต้น จะเหน็ไดว้่า Shh signaling pathway 
มคีวามส าคญัต่อกระบวนการหายของแผล ซึง่ท าใหเ้พิม่การสรา้งเนื้อเยื่อใหม่ และเพิม่การสร้าง
หลอดเลอืดใหม่โดยมผีลกระตุน้การหลัง่ VEGF เพิม่มากขึน้ และหากมกีารยบัยัง้ Shh signaling 
pathway กส็ง่ผลใหแ้ผลหายชา้ รวมทัง้ลดการสรา้งเนื้อเยื่อใหม่และลดการสรา้งหลอดเลอืดใหม่
อกีดว้ย  

4. Transforming growth factor-beta (TGF-beta)/Smad signaling pathway  
 TGF-beta เป็น growth factor ที่มบีทบาทส าคญัต่อกระบวนการหายของแผล ในการ
ควบคุมการตอบสนองของเซลลห์ลายชนิด ทัง้ในระยะการอกัเสบ ระยะการแบ่งเซลลเ์พิม่จ านวน 
และระยะการปรบัรูปร่าง โดยในระยะการอกัเสบ TGF-beta จะท าหน้าที่เป็น chemoattractant 
หรอืตวัดงึดดูเซลลเ์มด็เลอืดขาว เช่น neutrophils หรอื macrophage เขา้สูบ่รเิวณทีเ่กดิแผลเพือ่
ก าจดัเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอมต่างๆ ควบคุมการท าหน้าที่ของเซลล์ที่เกี่ยวข้องกับระบบ
ภูมคิุ้มกนั และมผีลต่อการรกัษาการอกัเสบ ในระยะการแบ่งเซลล์เพิม่จ านวน TGF-beta ท า
หน้าที่ส่งเสรมิการสร้างเนื้อเยื่อบุผวิ การสร้างหลอดเลอืดใหม่ การแบ่งเซลล์เพิม่จ านวนของ 
fibroblast มผีลท าให้เซลล์ fibroblast เปลี่ยนแปลงไปเป็น myofibroblasts และการสะสมของ 
ECM น าไปสู่การสรา้ง granulation tissue และเกดิการหดตวัของขอบแผล ในระยะสุดทา้ยของ
กระบวนการหายของแผล ระยะการปรบัรูปร่าง TGF-beta มผีลต่อการควบคุมกระบวนการสร้าง
และสลาย collagen บรเิวณแผล (Finnson et al., 2013)   TGF-beta ที่พบในกระบวนการหาย
ของแผล ประกอบด้วย 3 isoforms คอื TGF-beta1, TGF-beta2 และ TGF-beta3 ซึ่งหลงัจาก
ผวิหนังเกดิการบาดเจบ็ platelet จะสร้างและหลัง่ TGF-beta1 ซึ่งท าหน้าที่เป็นตวัดงึดูดเซลล์
เมด็เลอืดขาว เช่น neutrophils และ monocyte เขา้สูบ่รเิวณทีเ่กดิแผล หลงัจาก TGF-beta1 ถูก
ปล่อยออกมาซึ่งไปมผีลกบัเซลล์เป้าหมาย โดยผ่านการจบักบัตวัรบัที่มคีวามจ าเพาะซึ่งอยู่บน
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ผวิเซลล ์(serine/threonine kinase receptors) โดยแบ่งออกเป็น 3 ประเภท คอื TGF-beta type 
I receptor (TGF-betaRI) หรือเรียกอีกชื่อหนึ่งว่า activin-like kinase (ALK), type II receptor 
(TGF-betaRII) และ type III receptor (TGF-betaRIII) โดยเริ่มต้นเมื่อเกิดการกระตุ้นการส่ง
สัญญาณของ TGF-beta ligand จะเข้าจับกับ dimer ของ TGF-betaRI และ TGF-betaRII 
น าไปสู่การกระตุ้นสารสื่อกลางชนิด cytoplasmic proteins ที่มชีื่อว่า Smads (small mothers 
against decapentaplegic) (รูปท่ี 4) ซึ่งในสตัว์มกีระดูกสนัหลงัจะพบ Smads ทัง้หมด 8 ชนิด 
(Smads1-8) โดยแบ่งออกเป็น 3 ประเภทตามโครงสร้างและหน้าที่ คอื ประเภทที่ 1 เรยีกว่า 
receptor-regulated Smads หรอื R-Smads (Smads 1-3,5,8) มผีลกระตุน้การท างานของ TGF-
betaRI ซึ่งโดยส่วนใหญ่การกระตุ้นเป็นผลมาจาก Smad2 และ Smad3 ประเภทที่ 2 เรยีกว่า 
common Smad หรือ Co-Smad ได้แก่ Smad4 และประเภทที่ 3 เรียกว่า inhibitory Smads 
หรอื I-Smads ได่แก่ Smad6 และ Smad7 (Singh et al., 2011) โดยเมื่อ TGF-beta ligand จะ
เข้าจับกับ TGF-betaRI และ TGF-betaRII แล้ว จะกระตุ้นให้เกิด Smad2/3 complex โดยมี 
Smad4 เป็นตวัส่งเสรมิการเคลื่อนที่ของ Smad2/3 ไปยงัภายในนิวเคลยีสซึ่งท าหน้าที่กระตุ้น
การถอดรหสัทางพนัธุกรรมเพื่อควบคุมการแสดงออกของยนีต่างๆ ส่วน Smad7 จะท าหน้าที่
ควบคุมปฏกิริยิาแบบยอ้นกลบั โดยยบัยัง้การจบักนัระหว่าง TGF-beta ligand กบั TGF-betaRI 
และยบัยัง้การท างานของ Smad2/3 จากการศกึษาของ Brown และคณะ (1995) ได้ศกึษาการ
หายของแผลในหนู TGF-beta1 deficient mouse พบว่าในวนัที ่10 หลงัการเกดิแผล หนูในกลุ่ม 
TGF-beta1 deficient mouse มีเปอร์เซ็นต์การปิดของแผลเท่ากับ 54.4±10.1% ซึ่งน้อยกว่า
กลุ่มควบคุม (70.7±5.4%) จากนัน้มกีารตรวจวเิคราะห์ทางเนื้อเยื่อวทิยา พบว่าในกลุ่ม TGF-
beta1 deficient mouse มี granulation tissue บางและมีปริมาณหลอดเลือดน้อย และยังพบ
เซลล์ที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบทัว่บริเวณเนื้อเยื่อ แต่ในกลุ่มควบคุมซึ่งเป็นหนูปกติ มี 
granulation tissue ที่สมบูรณ์ มีหลอดเลือดหนาแน่นและพบเซลล์ที่เกี่ยวข้องกบัการอกัเสบ
เพียงเล็กน้อย จากนัน้ตรวจวิเคราะห์การสะสมของ collagen โดยใช้วิธี Trichrome-stained 
histologicsections พบว่าในกลุ่ม TGF-beta1 deficient mouse มีการสะสมของ collagen ใน
วนัที่ 10 หลงัการเกิดแผล ลดลงอย่างมนีัยส าคญัเมื่อเปรยีบเทียบกบักลุ่มควบคุม  Martinez-
Ferrer และคณะ (2010) ได้รายงานการศึกษาบทบาทของ TGF-beta signaling ในเซลล์ 
fibroblasts โดยใช้ fibroblastic TGF-beta type II receptor knockout (Tgfbr2dermalKO) mouse 
model ต่อการหายของแผลเปรยีบเทยีบกบัหนูกลุ่มปกต ิพบว่ากลุ่ม Tgfbr2dermalKO มกีารหดตวั
ของแผลและการสรา้ง granulation tissue น้อยกว่าเมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม และพบว่า
เปอร์ เ ซ็นต์  re-epithelization ในกลุ่ ม  Tgfbr2dermalKO (58.0±2.9%) สู งกว่ ากลุ่ มค วบคุ ม 
(22.5±2.5%) อย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ิและจากการวเิคราะห์การแทรกซึมของเซลล์เมด็เลอืด
ขาวไปยงับรเิวณแผล พบว่าในกลุ่ม Tgfbr2dermalKO มจี านวนของเซลล ์macrophages (7.3±0.6)  
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ลดลงอย่างมนีัยส าคญัเมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม (21.5±0.5) จากผลการศกึษานี้จะเหน็ได้
ว่ า ก ล ไ กก า รท า ง านขอ ง  TGF-beta signaling มีผ ล ต่ อ  macrophage recruitment, re-
epithelization และ wound contraction จากการศึกษาของ Ashcroft และคณะ (1999) พบว่า
การทดสอบผลต่อการหายของแผลในหนู Smad3 knockout mice มจี านวนเซลล์ fibroblasts 
น้อย มกีารสะสมของ ECM ลดลง และลดการแทรกซึมของเซลล์เมด็เลอืดขาวอย่างมนีัยส าคญั
ทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม Owens และคณะ (2010) ได้ศึกษาบทบาทของ 
Smad4 ต่อกระบวนการหายของแผลโดยใชโ้มเดล Smad4-knockout mice เปรยีบเทยีบกบัหนู
ปกติ พบว่าหนูกลุ่ม Smad4-knockout mice มกีารหายของแผลแตกต่างอย่างมีนัยส าคญักบั
กลุ่มควบคุม โดยในวนัที่ 3 หลงัการเกิดแผล หนูในกลุ่มควบคุมมกีารหายของ 53% แต่กลุ่ม 
Smad4- knockout mice มกีารหายของแผลเพยีง 29% จากผลการศกึษาขา้งต้นจะเหน็ไดว้่าผล
จากการยบัยัง้การท างานของ Smad จะสง่ผลใหก้ระบวนการหายของแผลชา้กว่าปกต ิ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 4 The role of Transforming growth factor-beta (TGF-beta)/Smad signaling pathway 
in wound healing process.  
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นอกจากนี้แลว้ ยงัพบว่าม ีgrowth factors อื่นๆ ทีม่บีทบาทส าคญัต่อกระบวนการหายของแผล 
เช่น                             
1. Platelet-derived growth factors family (PDGFs)      
 PDGFs ประกอบด้วย 5 ชนิด คอื PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-CC และ PDGF-DD 
(homodimers)  และ PDGF-AB (heterodimer) ซึ่ งจะ เข้าจับกับ  transmembrane tyrosine 
kinase receptors (alpha- และ beta-chain) ในคนจะพบเฉพาะ PDGF-AB ซึ่งอยู่ในเกลด็เลอืด
และจะถูกปล่อยออกมาหลงัจากร่างกายได้รบับาดเจ็บ โดยพบที่บรเิวณแผลในระยะแยกของ
กระบวนการหายของแผลเท่านั ้น และเป็น growth factor ตัวแรกท าหน้าที่ดึงดูดเซลล์ 
(neutrophils, monocytes และ fibroblasts) ใหเ้คลื่อนทีเ่ขา้สู่บรเิวณแผล นอกจากนี้ยงัสามารถ
เพิ่มการแบ่งเซลล์ของ fibroblasts และเพิ่มการแสดงออกของ myofibroblast การลดการ
แสดงออกของยีน PDGF และ receptor ที่มีความจ าเพาะกับ PDGF จะส่งผลให้เกิดความ
บกพร่องในกระบวนการหาย (Werner and Grose, 2003; Muller et al., 2012)  

2. Fibroblast growth factors family (FGFs)  
 FGFs พบในคนทัง้หมด 22 ชนิด โดยม ี3 ชนิดหลกั ที่มคีวามส าคญัต่อกระบวนการ
หายของแผล ได้แก่  FGF-2, FGF-7 (keratinocyte growth fator; KGF) และ FGF-10 โดย
ทัง้หมดสร้างมาจากเซลล์ keratinocytes, fibroblasts, endothelial cells, smooth muscle cells 
และ mast cells ซึ่ง FGFs จะเข้าจับกับ transmembrane tyrosine kinase receptors ซึ่งมี 4 
ชนิด ได้แก่ FGF receptors 1-4 (FGFR 1-4) เมื่อจบักบั receptor จะท าหน้าที่ในการควบคุม
การแบ่งเซลล์ การเปลี่ยนแปลงของเซลล์ การเคลื่อนที่ของเซลล์ และการมชีวีติรอดของเซลล์
หลายชนิด (Werner and Grose, 2003; Grose and Werner, 2004) จากการศกึษาของ Werner 
และคณะ (1992) พบว่าระดบัของ FGF-7 mRNA หลงัจากเกดิแผล 24 ชม. เพิม่ขึน้ในเนื้อเยื่อที่
มแีผลประมาณ 160 เท่า เมื่อเปรยีบเทยีบกบัเนื้อเยื่อปกต ิและมรีายงานก่อนหน้านี้ ได้ศกึษา
ระดบั ของ FGF-7 mRNA ในหนูเบาหวาน (db/db mice) ที่ท าให้เกิดแผลโดยใช้วิธี RNase 
protection assay พบว่าระดบัของ FGF-7 mRNA ในหนูเบาหวานทีไ่ม่มแีผลใกลเ้คยีงกบัในหนู
ปกต ิแต่ในหนูเบาหวานที่ท าใหเ้กดิแผลมรีะดบัของ FGF-7 mRNA ลดลงอย่างมนีัยส าคญัเมื่อ
เปรยีบเทยีบกบัหนูปกต ิและพบว่ามรีะดบัของ FGF-7 mRNA สูงสุดในวนัที ่3 และ 5 หลงัการ
เกดิแผล โดยทีใ่นหนูปกตมิรีะดบัของ FGF-7 mRNA สงูสุดในเวลา 24 ชม. หลงัการเกดิแผล ซึง่
การลดลงของ FGF-7 จะส่งผลให้เกดิการแบ่งเซลล์ keratinocyte ช้าลงและท าให้แผลหายช้า 
(Werner et al., 1994) Meyer และคณะ (2012) ไดศ้กึษาผลต่อการหายของแผลในหนู FGFR-
1/2 knockout mice ซึ่งมคีวามบกพร่องของ FGFR-1 และ FGFR-2 พบว่าเปอร์เซ็นต์การปิด
ของแผลในวนัที ่3 และ 5 ของหนูกลุ่ม FGFR-1/2 knockout mice มเีปอรเ์ซน็ต์การปิดของแผล
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น้อยกว่าอย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ิเมื่อเปรยีบเทยีบกบัหนูปกต ินอกจากนี้ในวนัที่ 5 หลงัการ
เกดิแผล ไดเ้กบ็ตวัอย่างเนื้อเยื่อบรเิวณแผล เพื่อศกึษาการแบ่งเซลล์และการเคลื่อนทีข่องเซลล์ 
keratinocyte พบว่าหนูกลุ่ม FGFR-1/2 knockout mice มกีารแบ่งเซลล์และการเคลื่อนที่ของ
เซลล์ keratinocyte ลดลงอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ซึ่ งจากผลการ
ทดลองจะเหน็ไดว้่า ความบกพร่องของ FGFR-1 และ FGFR-2 สง่ผลใหเ้กดิการหายของแผลชา้
ลง เนื่องมาจากมคีวามบกพร่องของการแบ่งเซลล์และการเคลื่อนที่ของเซลล์ keratinocyte ทีม่ี
ความส าคญัต่อการเกดิ re-epithelialization 

3. Vascular endothelial growth factor family (VEGFs)  

 VEGFs พบในสตัว์เลี้ยงลูกด้วยนมทัง้หมด 5 ชนิด ได้แก่ VEGF-A, VEGF-B, VEGF-

C, VEGF-D และ placenta growth factor (PLGF) โดยจะเขา้จบักบั transmembrane tyrosine 

kinase receptors ซึ่ ง มี  3 ชนิ ด  ไ ด้ แ ก่  VEGFR 1-3 (Saharinen et al., 2011) VEGF-A มี

ความส าคญัต่อกระบวนการหายของแผล ซึ่งท าหน้าที่ในการส่งเสรมิกระบวนการสร้างหลอด

เลอืดใหม่ การเคลื่อนทีแ่ละการแบ่งเซลล์เพิม่จ านวนของ endothelial cell โดย VEGF-A สร้าง

มาจาก keratinocytes, fibroblast smooth muscle cells, platelet, neutrophil และ macrophage 

โดย VEGF-A จะเขา้จบักบั VEGFR-1 และ VEGFR-2 ทีอ่ยู่บน endothelial cell ของหนงัหลอด

เลอืด (Barrientos et al., 2008) Okizaki และคณะ (2014) ไดศ้กึษาผลต่อการหายของแผลและ

การสรา้งหลอดเลอืดใหม่ในหนูเบาหวานที่มคีวามบกพร่องของ VEGFR-1 (VEGFR1-tyrosine 

kinase knockout mice) เปรียบเทียบกับหนูปกติ พบว่าหนูกลุ่ม VEGFR1-tyrosine kinase 

knockout mice มกีารหายของแผลและการสรา้งหลอดเลอืดใหม่ลดลงอย่างมนีัยส าคญัทางสถติิ

เมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม และจากการศกึษาก่อนหน้านี้ ไดศ้กึษาผลต่อการหายของแผล

ในหนูเบาหวาน (db/db mice)  โดยการรักษาแบบเฉพาะที่ด้วยการทา VEGF protein 

เปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมซึง่ไดร้บัการรกัษาดว้ย phosphate-buffered saline (PBS) ปรมิาณ 

20 µg ต่อแผล พบว่าแผลที่ได้รบัการรกัษาด้วยการทา VEGF protein มกีารหายของแผลเร็ว

กว่าอย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม และการศกึษาทางเนื้อเยื่อวทิยา

พบว่าแผลที่ได้รบัการรกัษาด้วยการทา VEGF protein มกีารสร้างและสะสมของ granulation 

tissue มากกว่าอย่างมนีัยส าคญัเมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมในทุกช่วงเวลา และพบว่าใน

วนัที ่3 และ 7 หลงัการเกดิแผล หนูกลุ่มทีไ่ดร้บัการรกัษาดว้ย VEGF protein มกีารสงัเคราะห์

หลอดเลอืดใหม่เพิม่ขึน้อย่างมนียัส าคญัเมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม (Galiano  et al., 2004) 
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นอกจากนี้การยบัยัง้การท างานของโมเลกุลทีเ่กี่ยวขอ้งในกระบวนการหายของแผลบางชนิด จะ

ส่งผลให้การหายของแผลเกิดเร็วขึ้นหรือช้าลง ขึ้นอยู่กับการท างานของโมเลกุลนัน้ ๆ ดงั

ตวัอย่างทีแ่สดงใน ตารางท่ี 2 
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ตารางท่ี 2 The factors affecting wound healing in vivo.  

in vivo model    Effects on wound healing       References 

IL-6R alpha knockout mice  - IL-6R alpha เป็น receptor ทีจ่บัแบบจ าเพาะกบั IL-6 ท าหน้าทีใ่นการ  McFarland-Mancini et al.,  
       ตอบสนองต่อการอกัเสบแบบเฉียบพลนัและการเปลีย่นแปลงของ lymphocyte 2010 
     - การหายของแผลใกลเ้คยีงกบัหนูสายพนัธุป์กต ิ
     - พบการสรา้งเยื่อบุผวิ (re-epithelialization) ชา้กว่าหนูสายพนัธุป์กต ิแต่เรว็กว่า 
       หนู IL-6 knockout mice  

IL-6 knockout mice   - IL-6 เป็น proinflammatory cytokine สรา้งจาก neutrophils และ   Lin et al., 2003 
       macrophage มหีน้าทีส่ าคญัในกระบวนการอกัเสบ มผีลต่อการกระบวนการ 
       สรา้งหลอดเลอืดใหม่ (angiogenesis) กระบวนการสรา้งเยื่อบุผวิ 
       (re-epithelialization) และการสะสมของ collagen  
     - การหายของแผลชา้กว่าหนูสายพนัธุป์กต ิ
     - พบการลดลงของ leukocyte infiltration, re-epithelialization และ  
       ลดการสะสมของ collagen 
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ตารางท่ี 2 (Continued)  

in vivo model    Effects on wound healing       References 

IL-17A knockout mice   - IL-17A เป็น proinflammatory cytokine สรา้งจาก helper T-cell มหีน้าที ่ Takagi et al., 2016 
       ในการเพิม่จ านวนและการเคลื่อนทีม่าบรเิวณแผลของ neutrophil มคีวามส าคญั 
       ต่อการป้องกนัและท าลายเชื้อโรค 
     - การหายของแผลเรว็กว่าหนูสายพนัธุป์กต ิ
     - เพิม่การสะสมของ collagen ลดการสะสมของ neutrophil บรเิวณแผล 

IL-10 knockout mice   - IL-10 เป็น cytokine สรา้งจาก macrophage มผีลต่อการตา้น   Eming et al., 2007 
       อกัเสบ และสามารถยบัยัง้ cytokine อื่นๆ เช่น IL-12 และ TNF-alpha 
     - การหายของแผลเรว็กว่าหนูสายพนัธุป์กต ิ
     - พบการสรา้งเยื่อบุผวิและการหดตวัของแผลเพิม่ขึน้ 
     - พบการแสดงออกของ alpha-smooth muscle actin และการแทรกซมึ 
       ของ macrophage เพิม่ขึน้ 
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ตารางท่ี 2 (Continued) 

in vivo model    Effects on wound healing       References 

IL-1ra knockout mice   - IL-1ra อยู่ในกลุ่มของ IL-1 family มโีครงสรา้งคลา้ยกบั IL-1s ซึง่ท าหน้าที ่ Ishida et al., 2006  
       แย่งจบักบั IL-1R และขดัขวางการท างานของ IL-1   
     - การหายของแผลชา้กว่าหนูสายพนัธุป์กต ิ   
     - พบการลดลงในการแสดงออกของยนี VEGF  
     - พบการลดลงของการสะสม collagen และกระบวนการสรา้งหลอดเลอืดใหม่ 

Kinin receptors knockout mice  - Kinin เป็นสารสือ่กลางในกระบวนการอกัเสบ มผีลท าใหห้ลอดเลอืด  Soley et al., 2016 
       ขยายตวั และเพิม่การซมึผ่านของหลอดเลอืด  
     - การหายของแผลชา้กว่าหนูสายพนัธุป์กต ิ
     - มผีลลดการแทรกซมึของ polymorphonuclear cells 
     - ม ีcollagen ในเนื้อเยื่อลดลง ลดกระบวนการสรา้งเยื่อบุผวิ 
       (re-epithelialization) และลดจ านวนของ myofibroblasts 
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ตารางท่ี 2 (Continued) 

in vivo model    Effects on wound healing       References 

iNOS knockout mice   - iNOS เป็นเอนไซมท์ าหน้าทีส่งัเคราะห ์nitric oxide ซึง่มผีลต่อกระบวนการ Kitano et al., 2017 
       หายของแผล ท าใหห้ลอดเลอืดขยาย สง่เสรมิการตอบสนองต่อการอกัเสบและ  
       กระบวนการสรา้งหลอดเลอืดใหม่ (angiogenesis) 
     - การหายของแผลชา้กว่าหนูสายพนัธุป์กต ิ
     - พบการลดลงของกระบวนการสรา้งเยื่อบุผวิ (re-epithelialization) และลดการ 
       แทรกซมึของ macrophage 

ICAM-1 knockout mice   - ICAM-1 อยู่ในกลุ่มของ immunoglobulin super family พบบนเยื่อหุม้เซลล ์ Gay et al., 2011 
       ของเยื่อบุผนงัหลอดเลอืด ซึง่เป็นสิง่จ าเป็นต่อการยดึเกาะและการเคลื่อนทีข่อง 
       เซลลเ์มด็เลอืดขาวในระหว่างกระบวนการอกัเสบ 
     - การหายของแผลชา้กว่าหนูสายพนัธุป์กต ิ
     - พบความยดืหยุ่น (elasticity) ของเนื้อเยื่อลดลง   

 

 

 



 
 

 32 

ตารางท่ี 2 (Continued) 

in vivo model    Effects on wound healing       References 

Lumican knockout mice  - Lumican เป็นโปรตนีทีส่ าคญัใน ECM ท าหน้าทีค่วบคุมการสรา้งเสน้ใย  Yeh et al., 2010 
       collagen ควบคุมการเคลื่อนทีแ่ละการแทรกซมึของเซลลท์ีเ่กีย่วขอ้งกบั  Liu et al., 2013                                                                
       การอกัเสบ 
     - การหายของแผลเกดิขึน้ชา้กว่าหนูสายพนัธุป์กติ 
     - เกดิความผดิปกตขิองโครงสรา้งและการเรยีงตวัของเสน้ใย collagen 
     - พบจ านวนของ macrophages เพิม่ขึน้อย่างต่อเนื่องในบรเิวณแผลเมื่อ 
       เปรยีบเทยีบกบัหนูสายพนัธุป์กต ิ 

PPARy- knockout mice   - PPARy เป็น receptor ทีอ่ยู่ในกลุ่มของ nuclear receptor superfamily   Chen et al., 2015 
       มหีน้าทีค่วบคุมการท างานของ macrophage 
     - การหายของแผลชา้กว่าหนูสายพนัธุป์กต ิ
     - พบการลดลงของการสรา้ง granulation tissue ลดกระบวนการสรา้งหลอด 
       เลอืดใหม่ (angiogenesis) และลดการสะสม collagen 
     - macrophage 
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ตารางท่ี 2 (Continued) 

in vivo model    Effects on wound healing       References 

TLR4 knockout (TLR4-/-) mice  - TLR4 เป็นโปรตนีตวัรบัจดจ ารปูแบบ (pattern recognition receptors,PRRs) Dasu et al., 2013 
       พบบนผนงัเซลลข์อง macrophage ท าหน้าทีจ่บักบั lipopolysaccharide ที ่
       สรา้งจากแบคทเีรยี เพือ่ตอบสนองต่อการก าจดัเชือ้โรค การอกัเสบ และมคีวาม 
       ความส าคญัต่อการเกดิภาวะแทรกซอ้นของโรคเบาหวาน 
     - การหายของแผลในหนูเบาหวาน (TLR4-/-) เรว็กว่าแผลในหนูเบาหวาน (WT) 
     - การหายของแผลในหนูเบาหวาน (TLR4-/-) ไม่แตกต่างกบัหนูสายพนัธุป์กต ิ
     - ระดบัของ IL-6 และ TNF-alpha ลดลงในเนื้อเยื่อแผลของหนูเบาหวาน (TLR4-/-)  

MMP-9 knockout mice   - MMP-9 เป็นเอนไซมท์ีอ่ยู่ในกลุ่มของ MMPs ท าหน้าทีใ่นการย่อยสลาย ECM Kyriakides et al., 2009 
       และมบีทบาทส าคญัในการปรบัเปลีย่นสภาพของหลอดเลอืด   Cho et al., 2016 
     - การหายของแผลชา้กว่าหนูสายพนัธุป์กต ิ
     - พบการลดลงของกระบวนการสรา้งเยื่อบุผวิ (re-epithelialization) และลด 
       การสลาย fibrin clots 
     - พบการลดลงของ endothelial progenitor cells, ลดกระบวนการสรา้ง 
       หลอดเลอืดใหม่ และลดการสะสมของ collagen บรเิวณแผล 
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ตารางท่ี 2 (Continued) 

in vivo model    Effects on wound healing       References 

NOX4 knockout mice   - NOX4 คอืเอนไซมท์ีเ่ร่งการเกดิปฏกิริยิา redox ก่อใหเ้กดิการสรา้ง  Levigne et al., 2016 
       superoxide หรอื hydrogen peroxide ซึง่มผีลต่อการท าลายเชือ้ 
       แบคทเีรยีในระยะการอกัเสบของกระบวนการหายของแผล 
     - การหายของแผลชา้กว่าหนูสายพนัธุป์กต ิ 
     - พบการสะสมของ collagen ลดลง 

Smad3 knockout mice   - Smad3 เป็นโมเลกุลสง่สญัญาณภายในเซลล ์มคีวามส าคญัต่อการท าหน้าที่ Flanders et al., 2002 
       ของ TGF-beta        Liu et al., 2014  
     - การหายของแผลชา้กว่าหนูสายพนัธุป์กต ิ
     - พบการลดลงของการแทรกซมึของ neutrophil และ macrophage ไป 
       ยงับรเิวณแผล และการเกดิ fibrosis ลดลง  
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3. โรคเบาหวานและภาวะแทรกซ้อนตามหลกัสมดุลของธาตุทัง้ 4 ของแพทย์แผนไทย 
 การวเิคราะหโ์รคตามทฤษฎกีารแพทยแ์ผนไทยจะใชห้ลกัการของสมดุลธาตุ เพราะการ
เจบ็ป่วยเกดิจากการขาดสมดุลของธาตุ ซึง่ธาตุ หมายถงึ ธาตุดนิ ธาตุน ้า ธาตุลม และธาตุไฟ ที่
เรยีกว่า ธาตุสมุฏฐาน (อาจ อาสภมาเถร, 2554) หากธาตุทัง้ 4 อยู่ในสภาวะสมดุลร่างกายจะมี
การท างานเป็นปกต ิแต่หากมธีาตุใดธาตุหนึ่งเกดิความผดิปกตกิจ็ะสง่ผลต่อธาตุอื่น ๆ ก่อใหเ้กดิ
อาการของโรคต่าง ๆ ได้ โดยความหนักเบาของอาการเจบ็ป่วยมรีะยะของการขาดสมดุลธาตุ                
ทีเ่รยีกว่า ก าเรบิ (การแสดงออกขององคป์ระกอบธาตุที่มากเกนิไป) หย่อน (การแสดงออกของ
องคป์ระกอบธาตุที่น้อยเกินไป) และพกิาร (การสูญเสยีหน้าที่ของธาตุนัน้ ๆ) (ต าราการแพทย์
ไทยเดมิ: แพทยศ์าสตรส์งเคราะหฉ์บบัอนุรกัษ์, 2550)   
สาเหตุการเจบ็ป่วยตามทฤษฎกีารแพทยแ์ผนไทย มดีงันี้       
 1. มลูเหตุแห่งธาตุทัง้ 4         
 2. อทิธพิลของฤดกูาล         
 3. อายทุีเ่ปลีย่นไปตามวยั       
 4. อทิธพิลของกาลเวลาและสุรยิะจกัรวาล      
 5. ถิน่ทีอ่ยู่อาศยั         
 6. พฤตกิรรมทีเ่ป็นมลูเหตุก่อโรค 

ในรายงานครัง้นี้จะกล่าวถงึสาเหตุการเจบ็ป่วยตามทฤษฎกีารแพทยแ์ผนไทยในหวัขอ้ มูลเหตุ
แห่งธาตุทัง้ 4 และพฤตกิรรมทีเ่ป็นมลูเหตุก่อโรค  (ไกรสหี ์ลิม้ประเสรฐิ, 2554)  
ธาตุทัง้ 4 ประกอบดว้ย                         
1. ธาตุดนิ           
 ธาตุดิน คือ องค์ประกอบของสิ่งมีชีวิตที่มีลักษณะเป็นของแข็ง มีความคงรูป เช่น 
อวยัวะต่าง ๆ ธาตุดนิม ี20 ประการ ไดแ้ก่ ผม ขน เลบ็ ฟัน หนัง เนื้อ เสน้เอน็ กระดูก เยื่อใน
กระดูก ม้าม หวัใจ ตบั พงัผืด ไต ปอด ไส้ใหญ่ ไส้เล็ก อาหารใหม่ อาหารเก่า และมนัสมอง                 
2. ธาตุน ้า          
 ธาตุน ้า คอื องค์ประกอบของสิง่มชีวีติที่มลีกัษณะเป็นของเหลว มคีุณสมบตัไิหลไปมา 
ซมึซบัไปในร่างกาย โดยอาศยัธาตุดนิเพื่อการคงอยู่ อาศยัธาตุลมเพือ่การเคลื่อนไหว ธาตุน ้า ม ี
12 ประการ ไดแ้ก่ น ้าด ีเสมหะ น ้าหนอง น ้าเลอืด น ้าเหงือ่ มนัขน้ น ้าตา มนัเหลว น ้าลาย น ้ามูก 
น ้าไขขอ้ และน ้าปัสสาวะ                      
3. ธาตุลม          
 ธาตุลม คอื องค์ประกอบของสิง่มชีวีติ มลีกัษณะเคลื่อนไหวได้ มคีุณสมบตั ิคอื ความ
เบา เป็นสิง่ที่มพีลงั ท าให้ร่างกายมกีารเคลื่อนไหว เดนิ นัง่ หรอืนอนได้ ธาตุลมอาศยัธาตุดนิ
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และธาตุน ้ าเป็นเครื่องน าพาพลัง และขณะเดียวกันธาตุลมพยุงธาตุดินและท าให้ธาตุน ้ า
เคลื่อนไหวไปมาได ้ธาตุลม ม ี6 ประการ ไดแ้ก่        

 - ลมพดัจากเบือ้งล่างสู่เบือ้งบน  
 - ลมพดัจากเบือ้งบนสูเ่บือ้งล่าง  
 - ลมพดัอยู่ในทอ้งนอกส าไส ้  
 - ลมพดัในกระเพาะอาหาร และล าไส ้  
 - ลมพดัทัว่ร่างกาย  
 - ลมหายใจเขา้ออก                      
4. ธาตุไฟ  
ธาตุไฟ คอื องคป์ระกอบของสิง่มชีวีติ มลีกัษณะทีเ่ป็นความรอ้น คุณสมบตัเิผาผลาญให้แหลก
สลาย ไฟท าใหล้มและน ้าในร่างกายเคลื่อนทีด่ว้ยพลงัแห่งความรอ้นอนัพอเหมาะ ไฟท าใหธ้าตุ
ดนิอุ่น คอื อวยัวะต่าง ๆ ไม่เน่า ธาตุไฟ ม ี4 ประการ ไดแ้ก่     
 - ไฟทีท่ าใหร้่างกายอบอุ่น        
 - ไฟทีท่ าใหร้อ้นระส ่าระสา่ย       
 - ไฟทีท่ าใหร้่างกายเหีย่วแหง้ทรุดโทรม      
 - ไฟย่อยอาหาร  
ธาตุทัง้ 4 ต้องอยู่ในภาวะสมดุล ร่างกายจงึจะเป็นปกต ิไม่เจบ็ป่วย โดยมคีวามสมัพนัธ์กนัดงันี้ 
 - ธาตุดนิต้องอาศยัธาตุน ้า ให้เกดิความชุ่มและเต่งตงึพอเหมาะ อาศยัลมพยุงใหค้งรูป
เคลื่อนไหว อาศยัธาตุไฟใหพ้ลงังานความอบอุ่น ไม่เน่าเป่ือย  
 - ธาตุน ้าต้องอาศยัธาตุดนิเป็นที่ซึมซบัไวไ้ม่ให้ไม่ให้ไหลเหอืดแหง้ อาศยัธาตุลมท าให้
ไหลซมึซบัทัว่ร่างกาย  
 - ธาตุลม ธาตุน ้าและธาตุดนิเป็นทีอ่าศยัและน าพาพลงัไปในทีต่่าง ๆ ธาตุดนิปะทะธาตุ
ลม ใหเ้กดิการเคลื่อนทีท่ีเ่หมาะสม       
 - ธาตุไฟ ท าใหธ้าตุดนิอบอุ่นและอาศยัธาตุดนิเพือ่การเผาผลาญใหเ้กดิพลงังาน ธาตุไฟ
ตอ้งอาศยัธาตุน ้าเพือ่การเผาผลาญทีพ่อเหมาะ ธาตุไฟท าใหธ้าตุลมเคลื่อนทีไ่ปได ้ในขณะทีธ่าตุ
ลมสามารถท าใหธ้าตุไฟเพิม่การเผาผลาญใหม้ากขึน้ได ้     
 จะเหน็ได้ว่าธาตุทัง้ 4 ต่างอาศยัซึ่งกนัและกนั จะขาดสิง่ใด สิง่หนึ่งไม่ได้ หากมคีวาม
แปรปรวน เสยีสมดุลขึน้ จะก่อใหเ้กดิ อาการ ก าเรบิ หย่อน หรอืพกิาร สง่ผลใหร้่างกายไม่สบาย 
เกดิเป็นโรคต่าง ๆ ขึน้ได ้เช่น โรคเบาหวาน (diabetes mellitus)   
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เบาหวานในทางการแพทย์แผนไทย หมายถึง ปัสสาวะที่มีรสหวาน จากการศึกษา            
โรคต่าง ๆ ที่ถูกบันทึกในคัมภีร์ทางด้านแพทย์แผนไทย จะไม่พบว่าเบาหวานนัน้เป็นโรค                  
แต่เบาหวาน เป็นเพียงอาการเจ็บป่วยหนึ่ง ที่มีผลท าให้ร่างกายปัสสาวะออกมามีรสหวาน 
อย่างไรกต็ามไม่ไดม้คีมัภรีร์ะบุโรคหรอือาการนี้ไวอ้ย่างชดัเจน การแพทยแ์ผนไทยจงึวเิคราะห์
โรคนี้ตามหลกัสมดุลธาตุทัง้ 4 ของร่างกาย ดงันี้  
มลูเหตุ/สาเหตุการเกดิโรค        
 1. การรบัประทานอาหาร จดัเป็นปัจจยัหลกัที่ก่อให้เกดิโรค โดยผู้ที่เป็นโรคเบาหวาน
มกัรบัประทานในปรมิาณทีม่ากกว่าก าลงัไฟย่อยหรอืรบัประทานอาหารที่เหนี่ยวน าใหไ้ฟย่อยใน
ร่างกายเพิม่มากขึ้น ซึ่งก าลงัไฟย่อย จะมมีากน้อยขึน้อยู่กบัแต่ละบุคคล โดยอาจขึ้นอยู่กบัธาตุ
เจา้เรอืน ช่วงอายุหรอืปัจจยัแวดลอ้มต่าง ๆ และอาหารส่วนใหญ่ทีเ่ป็นปัจจยัก่อใหเ้กดิโรค คอื 
อาหารทีม่รีสหวานและรสมนั         
 2. เกดิจากชาตสิมัพนัธ์ตระกูล (กรรมพนัธุ)์ คอื การสบืสายโลหติ หาก พอ่ แม่ ปู่  ยา ตา 
หรอืยาย เป็นโรคเบาหวาน ลูกจะมโีอกาสเป็นเบาหวานเช่นกนั    
 3. พฤติกรรมสุขภาพ ตามมูลเหตุการเกิดโรค 8 ประการ คอื การกินอาหาร การฝืน
อริยิาบถ การอยู่ในทีร่อ้นหรอืเยน็เกนิไป การอดอาหาร อดน ้าและอดนอน การกลัน้อุจจาระและ
ปัสสาวะ การท างานเกนิก าลงัและมกีิจกรรมทางเพศมากเกนิไป มคีวามเศรา้โศกเสยีใจและดใีจ
เกินไป มีโทสะมากเกินไป ซึ่งพฤติกรรมแต่ละอย่างจะส่งผลให้เกิดความกระทบกระเทือน               
ต่อระบบต่าง ๆ ของร่างกายท าใหเ้จบ็ป่วย จากการศกึษาของ สมยศ ศรจีารนยัและคณะ (2544) 
ศึกษาโรคเบาหวานในเชิงทฤษฎีการแพทย์แผนไทย พบว่าพฤติกรรมการกิน การนอน               
การดื่มน ้า ขบัถ่าย และสภาวะทางอารมณ์จะมคีวามสมัพนัธ์กบัการเป็นโรคเบาหวานอย่างมี
นัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบัคนทีไ่ม่เป็นโรคเบาหวาน ซึ่งสอดคลอ้งกบัพฤตกิรรมเป็น
มลูเหตุส าคญัทีก่่อใหเ้กดิโรคได ้        
 4. ธาตุเจา้เรอืน คอื ธาตุหลกัประจ าตวัของแต่ละคน โดยธาตุทัง้ 4 จะแตกต่างกนั ซึง่ถอื
ไดว้่าเป็นจุดอ่อนดา้นสุขภาพของแต่ละคน ถา้มสีภาวะแวดลอ้ม และพฤตกิรรมทีไ่ม่เหมาะสมท า
ให้เกิดการเจ็บป่วยได้ สอดคล้องกับการศึกษาของ สมยศ ศรีจารนัยและคณะ (2544) และ
การศึกษาของ รุ้งราศี วิบูลชยั (2539) ที่ศึกษาความสมัพนัธ์ระหว่างธาตุเจ้าเรอืนกบัการเกดิ
โรคเบาหวาน พบว่ากลุ่มผูป่้วยทีม่ธีาตุไฟเป็นธาตุเจ้าเรอืนจะพบว่าเป็นโรคเบาหวานมากกว่า
ธาตุอื่น ๆ ซึ่งธาตุเจา้เรอืนธาตุไฟจะมจุีดอ่อนของร่างกายเกี่ยวกบัระบบย่อยอาหาร น ้าด ีระบบ
ไหลเวยีนเลอืด สง่ผลต่อการเกดิโรค    
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ทฤษฎกีารเกดิโรคเบาหวานตามหลกัสมดุลของธาตุทัง้ 4   
  ในระยะแรกของการเป็นโรคเบาหวาน เริม่จากพฤตกิรรมของผู้ป่วยทีเ่กี่ยวขอ้งกบัการ
รบัประทานอาหารทีม่สี่วนผสมของน ้าตาลและไขมนัเป็นประจ า โดยปกตเิมื่อรบัประทานอาหาร 
ธาตุไฟในร่างกาย (ปรณิามคัค ;ี ไฟย่อยอาหาร) จะท าหน้าทีค่วบคู่กบัน ้าย่อย ในการย่อยอาหาร
เพื่อใหไ้ดพ้ลงังานมาหล่อเลี้ยงส่วนต่าง ๆ ในร่างกาย โดยธาตุไฟนี้จะมมีากหรอืน้อยขึ้นอยู่กบั
ธาตุเจา้เรอืนในแต่ละบุคคล จะส่งผลใหธ้าตุไฟท างานหนักขึ้น ซึ่งในช่วงมจัฉิมวยั  (อายุ 16-32 
ปี) มปิีตตะหรอืธาตุไฟเป็นสมุฏฐาน ร่างกายมพีลงัในการย่อยมาก แต่หากผู้ป่วยมพีฤตกิรรม
การรบัประทานอาหารทีม่สีว่นผสมของน ้าตาลและไขมนัในปรมิาณทีม่ากเป็นประจ า ต่อเนื่องกนั
เป็นระยะเวลานานซึ่งมากเกนิก าลงัในการย่อยของธาตุไฟ เมื่อเขา้สู่ปัจฉิมวยั (อายุมากกว่า 32 
ปี) ธาตุไฟที่ต้องท างานหนักมาตลอดก็จะอ่อนก าลงัลง (ธาตุไฟหย่อน) มผีลท าให้ระบบย่อย
อาหารท างานได้น้อยลง ส่งผลให้อาหารที่กินเข้าไปไม่ถูกย่อย เกิดอาการหวิบ่อย กินอาหาร
เยอะ แต่ร่างกายไม่สามารถย่อยอาหารเพือ่น าพลงังานไปใชห้ล่อเลี้ยงสว่นต่าง ๆ ได ้นอกจากนี้
อาหารทีม่รีสหวาน มคีุณสมบตับิ ารุงธาตุน ้าหรอืระบบเสมหะในร่างกาย และจะซมึซาบไปบ ารุง
ผวิเนื้อ แต่เมื่อธาตุไฟหย่อน การซมึซาบจะไม่สมบูรณ์ท าใหม้กีารคัง่ของน ้าหรอืเสมหะในผวิเนื้อ 
(ธาตุน ้าก าเรบิ) ส่งผลให้ธาตุลมเคลื่อนที่ผ่านเนื้อได้ล าบาก ระบบเลือดและลมในร่างกายจึง
ไหลเวยีนไม่สะดวก (ธาตุลมหย่อน) ท าใหผู้ป่้วยมอีาการเหนื่อยง่าย ปวดเมื่อยตามเนื้อตวั และ
ด้วยคุณสมบตัขิองธาตุน ้าจะเคลื่อนที่จากที่สูงลงสู่ที่ต ่า ท าให้น ้านัน้ไปกองอยู่บริเวณส่วนล่าง
ของร่างกาย คอื บรเิวณคูถเสมหะ จึงท าให้มอีาการปัสสาวะมากและบ่อย เพื่อขบัน ้าที่มาก
เกินไปบรเิวณส่วนล่างของร่างกาย นอกจากนี้ยงัเกดิสภาวะธาตุน ้า (น ้าดี) พทัธปิตตะหย่อน
ส่งผลให้ตบัอ่อนผลติฮอร์โมนอนิซูลนิผดิปกต ิ(ธาตุดนิหย่อน) อาจจะผลติได้น้อย หรอืผลติได้
ปกติแต่ไม่สามารถท างานได้ ส่งผลให้มีระดบัน ้ าตาลในเลือดสูง เลือดมีความหนืดมากขึ้น                
เมื่อเกิดภาวะระดบัน ้าตาลในเลือดสูง ไตซึ่งท าหน้าที่ขบัของเสียออกจากร่างกายในรูปของ
ปัสสาวะ และดูดซมึสารอาหารทีม่ปีระโยชน์กลบัเขา้สู่ร่างกายเกดิการท างานทีผ่ดิปกต ิ(ธาตุดิน
หย่อน) โดยไม่สามารถดูดกลบัน ้าตาลได้หมด ส่งผลให้มนี ้าตาลปนออกมากบัปัสสาวะ เมื่อ
ร่างกายเขา้สู่ระยะนี้แลว้ หากผูป่้วยไม่สามารถรกัษาและควบคุมการด าเนินโรคได ้กจ็ะสง่ผลต่อ
ความเสือ่มของร่างกาย          
  เมื่อผูป่้วยมรีะดบัน ้าตาลในเลอืดสูง ส่งผลใหร้่างกายเร่งการเผาผลาญน ้าตาลที่
ตกค้างมากขึ้น (ธาตุไฟก าเรบิ) เพื่อต้องการปรบัสมดุลให้ร่างกายกลบัมาสู่ภาวะปกติ ท าให้
ความรอ้นภายในร่างกายเพิม่มากขึน้ กระทบต่อธาตุน ้าและธาตุลม (หย่อน) เกดิอาการวงิเวยีน
ศรีษะ ชาบรเิวณปลายมอืปลายเท้า เนื่องจากเลอืดไม่สามารถไปเลี้ยงส่วนต่าง ๆ ได ้ซึ่งอาศยั
ธาตุลมในการไหลเวยีนไปทัว่ร่างกาย เมื่อธาตุลมหย่อนกไ็ม่สามารถพดัธาตุน ้า (เลอืด) ไปเลี้ยง
สว่นต่าง ๆ ได ้รวมทัง้ธาตุลม (องัคมงัคานุสารวีาตา; ลมพดัทัว่ร่างกาย) หย่อน ซึง่เกีย่วขอ้งกบั
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ระบบประสาทไม่สามารถรบัส่งสญัญาณประสาทส่วนปลายได้ ส่งผลให้เกิดอาการชาบรเิวณ
ปลายมอืปลายเทา้ หากผูป่้วยเกดิอุบตัเิหตุหรอืมแีผลบรเิวณเทา้ จะท าใหก้ารรบัรูค้วามรูส้กึหรอื
ความเจบ็ปวดจากการเกดิแผลได้น้อยลง และด้วยเหตุผลที่ว่าระบบไหลเวยีนเลอืดไม่สามารถ
หล่อเลี้ยงอวยัวะส่วนปลายได้ ท าให้แผลที่เกิดขึ้นนัน้หายช้าลงหรือเกิดเป็นแผลเรื้อรงัและ
ลุกลามมากขึ้น เกดิเป็นภาวะแทรกซ้อนซึ่งเป็นแผลเรื้อรงับรเิวณเท้าได้ (diabetic foot ulcer) 
นอกจากนี้การเกิดธาตุน ้าและธาตุลมหย่อน จะเหนี่ยวน าให้หทยัวาตะซึ่งตัง้อยู่ที่หทัยวัตถุ 
(หวัใจ) ต้องท างานหนักขึน้ มกีารพดัแรงหรอืก าเรบิขึ้น ซึ่งเทยีบเคยีงไดก้บัโรคความดนัโลหติ
สูง โดยปกติการพัดของหทัยวาตะจะพัดพาปริทัยหัคคี (ลมที่ท าให้ร้อนระส ่าระส่าย) และ              
โลหติตงัออกจากหวัใจไปตามลมองัคมงัคานุสารวีาตา ดงันัน้เมื่อลมองัคมงัคานุสารวีาตาหย่อน
พดัไดไ้ม่ด ีการส่งออกของโลหติและปรทิยัหคัคเีกดิความผดิปกต ิ(ส่งออกได้ไม่ด)ี ท าใหผู้ป่้วย
เกิดอาการ อ่อนเพลีย อิดโรย และรู้สกึระส ่าระส่าย เมื่อธาตุต่าง  ๆ ที่ตัง้อยู่ที่หทยัวตัถุแสดง
ความผดิปกตเิหล่านี้อย่างต่อเนื่อง จะส่งผลให้ตวัหทยัวตัถุเองนัน้มคีวามผดิปกตหิรอืพกิารได้
เช่นกนั จากกลไกทีก่ล่าวมาขา้งต้นนี้แสดงใหเ้หน็ว่า ผูป่้วยเบาหวานสามารถเกดิโรคความดนั
โลหติสงูและโรคหวัใจแทรกซอ้นได ้(รปูท่ี 5) 
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รปูท่ี 5 กลไกการเกดิโรคเบาหวานตามหลกัสมดุลของธาตุทัง้ 4 

พฤตกิรรมก่อโรค 8 ประการ : การรบัประทานอาหารทีม่ี

สว่นผสมของน ้าตาลและไขมนัทีม่ากเกนิไป 

ธาตุไฟ (ปรณิามคัค)ี ก าเรบิ 
ระยะเวลานาน 

ธาตุไฟ (ปรณิามคัค)ี หย่อน 

ธาตุน ้า (เสมหะ) ก าเรบิ 

ธาตุลม (องัคมงัคานุสารวีาตา) หย่อน 

ธาตุดนิ (ยกนงั, ปิหกงั) หย่อน 

ธาตุไฟ (ปรณิามคัค)ี ก าเรบิ 

ระยะแรกของโรคเบาหวาน 

ธาตุน ้าและธาตุลม หย่อน 

ธาตุดนิ (หทยงั, ยกนงั, ปิหกงั, 

มงัสงั, ตะโจ) พกิาร 

ระยะทีม่ภีาวะแทรกซอ้นของโรคเบาหวาน 

โรคความดนัโลหติสงู 

โรคหวัใจ 

โรคไต 

แผลเรือ้รงั 
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4. สมุนไพรท่ีเก่ียวข้องกับการรกัษาแผล (The roles of plant-derived compounds on 
wound healing: in vitro, in vivo, and clinical studies)  
 พชืสมุนไพรเป็นแหล่งของยารกัษาโรคทัง้ในทางการแพทยแ์ผนไทยและการแพทยแ์ผน
ปัจจุบัน เนื่องจากสารส าคัญหลายชนิดมีฤทธิท์างชีวภาพที่หลากหลาย ในปัจจุบันการใช้                  
พชืสมุนไพรเป็นยารกัษาโรคนัน้เป็นที่นิยมมากขึ้นเพื่อเป็นทางเลอืกในการรกัษา พชืสมุนไพร
และสารสกดัจากพชืหลายชนิด มกีารน ามาใชใ้นการดูแลรกัษาบาดแผล ซึง่ช่วยในการซ่อมแซม
บาดแผลและการสร้างเนื้อเยื่อใหม่โดยผ่านกลไกต่าง  ๆ ซึ่งในอดีตและปัจจุบันมีงานวิจัย
การศกึษามากมายที่ศกึษาเกี่ยวขอ้งกบัการใช้สมุนไพรต่อการหายของแผล ทัง้ในระดบัหลอด
ทดลอง (in vitro) สตัวท์ดลอง (in vivo)  และการวจิยัเชงิคลนิิก (clinical study)   

4.1 การศึกษาสารสกดัจากสมุนไพรที่มคีุณสมบตัิในการรกัษาแผลในระดบัหลอดทดลอง ( in 
vitro)            
 การศกึษาในระดบัหลอดทดลอง เป็นการศกึษาในหอ้งปฏบิตักิารทัว่ไปทีส่ามารถท าได้
ง่าย สะดวก รวดเร็ว และไม่เกี่ยวข้องกับการพิจารณาทางจริยธรรมเมื่อเปรียบเทียบกับ
การศกึษาในระดบัสตัวท์ดลอง การทดสอบสารต่างๆ ต่อฤทธิท์างเภสชัวทิยาสามารถทดสอบได้
หลายความเขม้ขน้ โดยไม่มขีอ้จ ากดัทางด้านความแตกต่างของชุดทดสอบ การฟ้ืนฟูหรอืการ
สร้างผิวหนังใหม่จะเกี่ยวข้องกับ  connective, epithelial tissues, dermal fibroblasts และ 
human fibroblasts (primary cells หรือ cell lines) ซึ่งเซลล์เหล่านี้ เหมาะกับการศึกษาสาร
ทดสอบทีม่ผีลต่อกระบวนการหายของแผล การศกึษากระบวนการหายของแผลในระดบัหลอด
ทดลองจะเกี่ยวข้องกบัปฏิสมัพนัธ์ระหว่าง cell กับ cell และ cell กับ matrix เพื่อจ าลองการ
เคลื่อนที่ของเซลล์ในระหว่างกระบวนการหายของแผล (Gottrup et al., 2000; Wilhelm and 
Bielfeld, 2016) จากการศกึษาของ Demirci และคณะ (2014) ได้ศกึษาสารสกดัเมทานอลจาก
ใบของ Verbascum speciosum ต่อคุณสมบตัติ่างๆ ของเซลล์ที่เกี่ยวขอ้งกบัการหายของแผล 
โดยศกึษาการมชีวีติอยู่ของเซลล ์human dermal fibroblast cells (HF), mouse fibroblast cells 
(L929) และ human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) โดยใชว้ธิ ีcell viability assay 
พบว่าในวันที่ 1, 2 และ 3 หลังจากการทดสอบเซลล์ทัง้ 3 ชนิดด้วยสารสกัดจากใบของ              
V. speciosum ที่ความเข้มข้น 10-200 µg/ml ไม่พบความเป็นพิษต่อเซลล์ HF, L929 และ 
HUVECs และพบว่าในวนัที ่3 หลงัการทดสอบ ทีค่วามเขม้ขน้ 200 µg/ml มผีลต่อเพิม่การแบ่ง
เซลล์ L929 และ HUVECs นอกจากนี้ ได้ศึกษาการแพร่กระจายและเคลื่อนที่ของเซลล์                  
L929-HUVEC cells ด้วยวิธี co-culture scratch assays พบว่า กลุ่มที่ได้รับการทดสอบด้วย
สารสกดัจากใบของ V. speciosum มอีตัราการปิดของแผล (wound closure rate) เรว็กว่ากลุ่ม
ควบคุม และพบว่าเซลล์ L929 สามารถแบ่งเซลล์เพิม่จ านวน และเคลื่อนทีไ่ปยงับรเิวณแผลได้
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เรว็กว่าเซลล์ HUVEC จากการศกึษาของ Taleker และคณะ (2017) ได้ศกึษาผลของสารสกดั
ด้วยน ้ าของต ารับยาที่ประกอบด้วย Vitex negundo L., Emblica officinalis Gaertn และ                
Tridax procumbens L. ต่อการเคลื่อนที่เซลล์ที่เกี่ยวข้องกบักระบวนการหายของแผล ได้แก่ 
fibroblast และ keratinocytes (cell lines) โดยใช้วิธี Scratch assay พบว่า ต ารับยาที่ความ
เข้มข้น 5 µg/ml มเีปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของเซลล์ fibroblast มากกว่าอย่างมนีัยส าคญัทาง
สถติเิมื่อเปรยีบเทียบกบักลุ่มควบคุม (p< 0.05) ต ารบัยาที่ความเขม้ขน้ 3 µg/ml มเีปอร์เซ็นต์
การเคลื่อนทีข่องเซลล ์keratinocyte มากกว่าอย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม
ควบคุม (p< 0.05) นอกจากการศกึษาเหล่านี้ยงัพบการศกึษาอื่นๆ ทีเ่กี่ยวขอ้งกบัการหายของ
แผลในระดบัหลอดทดลอง แสดงดงั ตารางท่ี 3          

4.2 การศกึษาสารสกดัจากสมุนไพรทีม่คีุณสมบตัใินการรกัษาแผลในระดบัสตัวท์ดลอง ( in vivo)
 การศึกษาในระดบัสตัว์ทดลองมีระดบัความน่าเชื่อถือมากกว่าในระดบัหลอดทดลอง 
เนื่องจากเป็นการศึกษาในระบบร่างกายของสตัว์ทดลองซึ่งสามารถเทียบเคียง ได้กับระบบ
ร่างกายของมนุษย ์แต่มขีอ้จ ากดัทางด้านจรยิธรรมการใชส้ตัว์และสตัว์ทดลองมคีวามแตกต่าง
กันของสัตว์แต่ละตัว ( individual differences)  ซึ่งอาจจะท าให้ผลการทดลองเกิดความ
คลาดเคลื่อนได ้การใชส้ตัวท์ดลองศกึษาผลของสารจากสมุนไพรต่อกระบวนการหายของแผลมี
ทัง้แบบ artificial model และ tissue model ซึ่งการเลอืกใช้ model ขึ้นอยู่กบัตวัแปรที่ต้องการ
จะทดสอบ ส าหรบั artificial model เช่น subcutaneous chamber/sponges และ subcutaneous 
tubes ส่ ว น  tissue model เ ช่ น  excision wounds, incision wounds, superficial wounds,                 
dead space และ burn wounds ซึ่งนิยมใช้ในการตรวจสอบระดบัของ การสงัเคราะห์เนื้อเยื่อ
ใหม่ การสงัเคราะห์ collagen การสงัเคราะห์หลอดเลือดใหม่ และการวดัความแข็งแรงของ
เนื้ อ เยื่ อบริ เ วณแผล (Dorsett-Martin and Wysocki, 2008; Gal et al., 2008; Wilhelm and 
Bielfeld, 2016) Singhal และคณะ (2011) ได้ศกึษาฤทธิท์างชวีภาพของสารสกดัด้วย ethanol 
จากใบของ Argyreia nervosa ซึ่งอยู่ในวงศ์ convolvulaceae ต่อการหายของแผลในหนูปกติ
และหนูเบาหวานที่เหนี่ยวน าด้วย alloxan monohydrate โดยท าให้เกิดแผลแบบ excisional 
wound model (ขนาด 300 mm2 และลกึ 2 mm) พบว่าหนูปกต ิในวนัที ่8 และ 16 หลงัการเกดิ
แผล กลุ่มที่ได้รับการทาแผลด้วยยาขี้ผึ้งที่มีส่วนผสมของสารสกัดเอทานอลจากใบของ              
A. nervosa มขีนาดของพื้นที่แผลน้อยกว่าอย่างมนีัยส าคญัทางสถิตเิมื่อเปรยีบเทียบกบักลุ่ม
ควบคุม และมเีปอรเ์ซน็ตก์ารปิดของแผล (%wound closure) ในวนัที ่16 เท่ากบั 92.96% ซึง่สงู
กว่ากลุ่มควบคุม (80.27%) แต่กลุ่มที่ได้รบัการป้อนสารสกดัเอทานอลของ A. nervosa ขนาด
ของพื้นที่แผลไม่มีความแตกต่างกันกับกลุ่มควบคุม ในส่วนของหนูเบาหวาน ในวันที่ 16                
หลงัการเกดิแผล พบว่าทัง้กลุ่มที่ได้รบัการทาดว้ยยาขีผ้ ึ้งและได้รบัการป้อนสารสกดัเอทานอล  
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ของ A. nervosa มขีนาดของพื้นที่แผลน้อยกว่าอย่างมนีัยส าคญัทางสถติิเมื่อเปรยีบเทียบกบั
กลุ่มควบคุม และมี %wound closure สูงกว่ากลุ่มควบคุมในทุกช่วงเวลา Taleker และคณะ 
(2017) ได้ศึกษาผลของสารสกัดด้วยน ้ าของต ารับยา ที่ประกอบด้วย Vitex negundo L., 
Emblica officinalis Gaertn และ Tridax procumbens L. ต่อการหายของแผลในหนูแรทโดยใช้ 
excision wound model พบว่าหนูกลุ่มทีไ่ดร้บัการรกัษาดว้ยสารสกดัจากน ้าของต ารบัยามขีนาด
ของแผลลดลงอย่างมนีัยส าคญัทางสถิติเมื่อเปรยีบเทียบกบักลุ่มควบคุม ในวนัที่ 3, 6, 9, 12 
และ 15 และพบว่าในวนัที่ 15 หนูกลุ่มที่ได้รบัการรกัษาด้วยสารสกัดจากน ้ าของต ารับยามี  
%wound contraction เท่ากบั 99.2% นอกจากนี้ไดน้ าตวัอย่างเนื้อเยื่อจากแผลทีห่ายแลว้ตรวจ
วเิคราะหป์รมิาณของ collagen และ hydroxyproline พบว่า กลุ่มทีไ่ดร้บัการรกัษาดว้ยสารสกดั
น ้าของต ารบัยามปีรมิาณของ collagen และ hydroxyproline สูงกว่าอย่างมนีัยส าคญัทางสถิติ
เมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม นอกจากการศกึษาเหล่านี้ยงัพบการศกึษาอื่น ๆ ทีเ่กีย่วขอ้งกบั
การหายของแผลในระดบัสตัวท์ดลอง แสดงดงั ตารางท่ี 4             

4.3 การศึกษาสารสกัดจากสมุนไพรที่มีคุณสมบัติในการรกัษาแผลในระดบัคลินิก (clinical 
study)    
 การศึกษาในระดับคลินิกเป็นการศึกษาที่มีความน่าชื่อถือมากที่สุด แต่มีข้อจ ากัด
ทางดา้นจรยิธรรมการวจิยัในมนุษย ์และจ าเป็นต้องมผีลการศกึษาทัง้ในระดบัหลอดทดลองและ
สัตว์ทดลองยืนยันความปลอดภัยของการใช้จริงในมนุษย์ ซึ่งการศึกษาในระดับคลินิกที่
เกี่ยวข้องกับผลของสารสกัดจากสมุนไพรต่อกระบวนการหายของแผลจะพบการศึกษาใน
รูปแบบของแผลชนิดต่างๆ ในผูป่้วย เช่น infection wound, burn wound หรอื diabetic wound 
เป็นต้น จากการศกึษาเชงิคลนิิกของ Xu และ Jin (2015) ได้ทดสอบผลของการใช้ยา Shengji 
ointment (SO) รกัษาแผลตดิเชือ้ในผูป่้วย yang syndrome โดยใชว้ธิ ีmulticenter randomized 
controlled trial ซึ่งแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มคือ กลุ่มผู้ป่วยที่ได้รับการรักษาแผลด้วยยา SO 
(treatment group) จ านวน 330 คน และกลุ่มผู้ป่วยที่ได้รบัการรกัษาแผลด้วย Votalin (control 
group) จ านวน 110 คน ผู้ป่วยทัง้หมดได้รบัการรกัษาทุกวนัเป็นเวลา 21 วนั พบว่าหลงัการ
รักษา 7 วัน ขนาดพื้นที่ของแผลใน treatment group ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อ
เปรยีบเทยีบกบั control group (p= 0.002) นอกจากนี้พบว่าระดบัความเจบ็ปวด และความลกึ
ของแผลใน treatment group ลดลงอย่างมนียัส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบั control group 
(p< 0.01) จากการศึกษาเชิงคลินิกของ Muangman และคณะ (2016) ในการทดสอบผลของ
แผ่นปิดแผล โดยใช ้100% polyester gauze ทีเ่คลอืบดว้ยสารสกดัจากสมุนไพร 2 ชนิด ไดแ้ก่  
5% Centella asiatica (บัวบก ) และ  2.5% Aloe vera ( ว่ านหางจระ เข้ )  (herbal extracts 
dressing) ต่อการรักษาผู้ ป่วยที่มีแผลชนิด burn wound โดยใช้วิธี  simple randomized 
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prospective clinical study ซึ่งแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มคอื กลุ่ม herbal group ไดร้บัการรกัษาแผล
ดว้ย herbal extracts dressing จ านวน 17 คน และกลุ่ม control group ไดร้บัการรกัษาแผลดว้ย 
commercial dressing (paraffin และ  0.5% chlorhexidine acetate)  ผู้ ป่ ว ยทั ้ง หมด ไ ด้ รับ              
การรกัษาดว้ยแผ่นปิดแผล และเปลีย่นแผ่นปิดแผลทุก ๆ 3 วนั จนกว่าแผลหาย พบว่า ผูป่้วยใน
กลุ่ม herbal group มรีะยะเวลาในการหายของแผล เท่ากบั 18.53±1.66 วนั ซึ่งน้อยกว่ากลุ่ม 
control group (20.06±2.51 วนั) และพบว่าในวนัที่  15 และ 20 ของการรกัษา กลุ่ม herbal 
group ม ี%epithelialization สูงกว่าอย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทียบกบักลุ่ม control 
group (p= 0.043 และ p= 0.010 ตามล าดบั) จากการศกึษาเชงิคลนิิกของ Ko และคณะ (2014) 
ในการทดสอบผลของต ารับยาสมุนไพร (NF3)  ประกอบด้วยสมุนไพร 2 ชนิด  คือ                  
Radix Astragali และ Radix Rehmanniae ในอตัราสว่น 2:1 ซึง่อยู่ในรปูแบบยาผง ต่อการรกัษา
แผลบรเิวณเท้าของผู้ป่วยเบาหวาน โดยใช้วธิี randomized double-blind placebo-controlled 
study ซึง่แบ่งออกเป็น 2 กลุ่มๆ ละ 8 คน คอื กลุ่ม herbal group ไดร้บัการรกัษาแผลดว้ย NF3 
ครัง้ละ 5 g วนัละ 2 ครัง้ เช้า-เย็น และกลุ่ม control group ได้รบัการรกัษาแผลด้วย placebo     
วนัละ 2 ครัง้ เชา้-เยน็ ผูป่้วยทัง้หมดได้รบัการรกัษาระยะเวลารวม 6 เดอืน พบว่ากลุ่ม herbal 
group มขีนาดพื้นที่แผล (3.55%) ลดลงอย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทียบกบั control 
group (1.52%) (p= 0.062) และจากผลการทดสอบ การตอบสนองต่อ sensory neuropathy 
พบว่าในกลุ่ม herbal group มกีารตอบสนองลดลงจาก 27% เป็น 7% และกลุ่ม control group 
มีการตอบสนองลดลงจาก 37% เ ป็น 35% นอกจากนี้ กลุ่ ม herbal group มีระดับของ                    
TNF-alpha ใน serum ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับ control group                  
(p= 0.034) และจากการศกึษาโดยการใชว้ธิ ีMicroarray study พบว่ากลุ่ม herbal group มกีาร
เปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกบั การสร้าง fibroblasts การสงัเคราะห์หลอด
เลอืดใหม่ และต้านการอกัเสบ จากรายงานของ Namjoyan และคณะ (2016) ไดท้ดสอบผลของ
การใช้ครีม Dragon's blood ซึ่งเป็น resin ที่ได้จากต้น Croton lechleri ต่อการรกัษาแผลใน
ผู้ป่วย โดยใช้วธิ ีdouble-blind, placebo-controlled, randomized clinical trial ซึ่งแบ่งออกเป็น 
2 กลุ่ม คอื กลุ่ม therapeutic group ซึ่งไดร้บัการรกัษาดว้ย Dragon's blood cream และกลุ่มที่
ได้รบัยาหลอก คอื placebo group ผู้ป่วยทุกคนได้รบัการทาครมีวนัละ 2 ครัง้ และได้รบัการ
ประเมนิเปอรเ์ซน็ต์การหายของแผล โดยใชเ้วลาในการรกัษาจนกระทัง่แผลหายสนิท ซึ่งพบว่า 
ในวนัที่ 3, 5, 7 และ 10 หลงัการรกัษาด้วย Dragon's blood cream มเีปอร์เซ็นต์การหายของ
แผล เท่ากบั 31.06, 63.77, 77.80 และ 89.14% ตามล าดบัซึ่งสูงกว่าอย่างมนีัยส าคญัทางสถติิ
เมื่ อ เปรียบเทียบกับกลุ่ม  placebo group (4.74, 23.50, 43.90 และ  61.95% ตามล าดับ )                  
(p= 0.0001) 
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ตารางท่ี 3 Medicinal plants that are capable of wound healing activity in vitro. 
No. Plant species/Family  Plant organs/Type extract  Mechanism of action    References  

1 Calendula officinalis  flowers/ hexane and ethanol  Stimulated proliferation and migration   Fronza et al., 
 /Asteraceae        of fibroblasts     2009 

2 Atropa belladonna  whole plant/aqueous   Induction fibronectin and galectin-1 rich Gal et al., 2012
 /Solanaceae         ECM formation 

3 Citrus tamurana  peel/aqueous    Enhancing skin fibroblast migration  Harishkumar  
 / Rutaceae              et al., 2013 

4 Acorus calamus  leaves/aqueous   Inhibition of the expression of TNF-alpha, Shi et al., 2014 
 /Araceae        IL-1beta, IL-6 and iNOS at the mRNA level 

5 Adiantum capillus-veneris shoots/methanol   Improving the expression of Tgfbeta1 and Negahdari et al.,
 /Pteridaceae        Vegf-A gene     2017 
6 Commiphora molmol   whole plant/methanol   Promoting the migration of fibroblasts    
 /Burceraceae 

7 Aloe vera   leaves/gel    Up-regulated the expression of TGF-beta1  Hormozi et al., 
 /Asphodelaceae       and bFGF in fibroblast cells   2017 
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ตารางท่ี 3 (Continued) 
No. Plant species/Family  Plant organs/Type extract  Mechanism of action    References  

8 Combretum mucronatum leaves/aqueous   Stimulated cellular differentiation of    Kisseih et al., 
 /Combretaceae        keratinocytes     2015 

9 Achyrocline satureioides whole plant/ethanol   Stimulated keratinocyte and fibroblast   Alerico et al., 
 /Asteraceae         proliferation     2015    
10 Matricaria recutita  aerial parts/aqueous   Stimulated keratinocyte proliferation    
 /Asteraceae                 
11 Melia azedarach  leaves/aqueous   Stimulated keratinocyte proliferation    
 /Meliaceae                 
12 Mirabilis jalapa   leaves/aqueous   Stimulated keratinocyte proliferation    
 /Nyctaginaceae 

13 Calendula officinalis  flowers/ hexane and ethanol  Activating the transcription factor   Nicolaus et al., 
 /Asteraceae        NF-keppa B, increasing the expression 2017  
          of IL-8 (mRNA and protein) in inflammatory    
          phase and increasing collagen level 
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ตารางท่ี 4 Medicinal plants that are capable of wound healing activity in vivo. 
No. Plant species/Family  Plant organs/Type extract  Mechanism of action    References  

1 Rheum officinale Baill  roots/ Emodin    Stimulation of tissue regeneration and  Tang et al., 2007
 /Polygonaceae        accelerating healing of cutaneous wounds    
          which is related to TGF-beta1/Smad     
          signaling pathway. 

2 Radix rehmanniae  whole plant/aqueous   Increasing developed scars and  Lau et al., 2009
 /Scrophulariaceae       epithelialization as well as good formation   
          of capillaries with enhanced VEGF expression. 

3 Arnebia densiflora  root barks/hexane and   Increase in the synthesis of collagen,  Akkol et al., 2009
 /Boraginaceae   chloroform    fibronectin, and transforming growth factor-beta1  

4 Hevea brasiliensis   latex      Increasing vascular permeability and  Mendonca et al.,
 /Euphorbiaceae        angiogenesis.      2010 

5 Atropa belladonna  whole plant/aqueous   Increasing production of fibronectin,    Gal et al., 2012
 /Solanaceae        collagen-3 and galectin-1 in granulation tissue 
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ตารางท่ี 4 (Continued) 
No. Plant species/Family  Plant organs/Type extract  Mechanism of action    References  

6 Punica granatum  fruit skin/methanol   Increasing TNF-alpha and IL-6 level in  Nayak et al., 
 /Lathyraceae        early wound healing phase   2013  

7 Zingiber zerumbet  rhizomes/Zerumbone   Stimulated tissue regeneration   Liu et al., 2016
 /Zingiberaceae        and fibroblasts formation     
          Enhanced TGF-beta1, VEGF and collagen IV   
          expression   

8 Lawsonia inermis  leaves/aqueous   Enhanced wound epithelialization  Jridi et al., 2017
 /Lythraceae 

9 Pongamia pinnata  leaves/methanol   Up-regulated the expression of TNF-alpha  Dwivedi et al., 
 /Fabaceae        and IL-6 in early wound healing phase 2017 

10 Hibiscus rosa-sinensis  flower/N-butyl alcohol   Enhancing the macrophages activity,   Shen et al., 2017
 /Malvaceae        accelerating angiogenesis and collagen fiber    
          deposition response mediated by VEGF    
          and TGF-beta1 
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5.  การศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสมุนไพรองค์ประกอบในต ารับยาสมานแผล                        
(Ya-Samarn-Phlae) และการศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของยาสมานแผล   
 การแพทยแ์ผนไทย (thai traditional medicine) เป็นภูมปัิญญาในการดแูลรกัษาสุขภาพ
ของประชาชนชาวไทย จนกลายเป็นวฒันธรรมการดูแลสุขภาพทีห่ลากหลาย มกีารผสมผสาน
กบัการแพทย์แบบอื่นและมกีารปรบัตวัอย่างต่อเนื่อง สามารถตอบสนองความต้องการของ
ประชาชนในการดูแลสุขภาพหลายมิติ ทัง้ด้านกาย จิตใจ สังคม วัฒนธรรมและความเชื่อ  
(Marles and Farnsworth, 1995; กรมพัฒนาการแพทย์แผนไทยและการแพทย์ทางเลือก
กระทรวงสาธารณสุข, 2550) จากความเชื่อว่าสมุนไพรส่วนมากจะมีฤทธิอ์่อน ไม่ค่อยมีพษิ
หรือไม่เกิดฤทธิข์้างเคียงเฉียบพลัน (วรนุช เกียรติพงษ์ถาวรและคณะ , 2530) ประกอบกับ
รัฐบาลมีนโยบายที่จะพัฒนาสมุนไพรตามแผนพัฒนาการเศรษฐกิจและสังคมแห่งชาติ               
โดยก าหนดแนวทางในการพฒันาสมุนไพรไว ้3 แนวทางคอื 1) เพือ่ใชใ้นงานสาธารณสุขมูลฐาน 
2)  เพื่อใช้ในอุตสาหกรรม และ 3) เพื่อส่งออก โดยเฉพาะการใช้น ้ายาหรอืครมีใส่แผลซึ่งสกดั
จากพชืสมุนไพรเพื่อช่วยลดอนัตรายจากการตดิเชื้อและ/หรอืช่วยส่งเสรมิการสร้างเนื้อเยื่อใหม่
บริเวณแผล โดยมีผู้ทดลองใช้น ้ าผึ้ง น ้ าเชื่อมเข้มข้น (วรนุช เกียรติพงษ์ถาวร , 2525)                    
ครมีใบบวับก (ศริริตัน์ โกศลัวฒัน์, 2537) ครมีเปลอืกมงัคุด (วฒันีย ์ปานจนิดา, 2535) และวุน้
ว่านหางจระเข้ (วรนุช เกียรติพงษ์ถาวรและคณะ , 2530) พบว่าได้ผลดใีนด้านการรกัษาแผล 
ในทางการแพทยแ์ผนไทยมกัจะมกีารใชส้มุนไพรในการรกัษาโรคเป็นต ารบัยามากกว่าสมุนไพร
เดีย่ว ซึง่ต ารบัยาสมุนไพรจะประกอบดว้ยสมุนไพรมากกว่าหนึ่งชนิดขึน้ไป   
 จากการศึกษาก่อนหน้านี้  ได้ศึกษาต ารบัยาสมานแผลในภาคใต้ พบว่าประสทิธิภาพ
ของการใช้ต ารบัยาในการทดสอบฤทธิต์่าง ๆ มคีวามสามารถดีกว่าการใช้สมุนไพรเดี่ยว ยา
สมานแผล ซึ่งประกอบด้วยสมุนไพร 4 ชนิด คอื เปลอืกมงัคุด เหงา้ขมิ้นชนั เมล็ดหมาก และ
เมลด็ขา้วสาร (รปูท่ี 6) เป็นต ารบัยาของหมอสมพร ชาญวณิชยส์กุล ซึง่เป็นแพทยแ์ผนไทย และ
อาจารยแ์พทยแ์ผนไทยอาวุโสของคณะการแพทยแ์ผนไทย มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์วทิยา
เขตหาดใหญ่ หมอสมพร มปีระสบการณ์ในการรกัษาผู้ป่วยโรคต่าง ๆ เป็นเวลามากกว่า 50 ปี                 
ซึ่งโรคทีใ่หก้ารรกัษามากทีสุ่ดคอื โรคไขเ้รือ้รงั สตรวียัทอง โรคหอบหดื โรคผวิหนัง รวมทัง้การ
รกัษาแผลทัง้แบบเฉียบพลนัและแผลเรือ้รงั โดยหมอสมพร ได้เรยีนรูก้ารใชต้ ารบัยาสมานแผล
จากผูเ้ป็นพ่อซึ่งเป็นหมอพืน้บา้นและท างานเป็นผูคุ้มเรอืนจ า ในพืน้ทีจ่งัหวดัชุมพร หมอสมพร
ไดส้งัเกตเหน็ผูเ้ป็นพ่อมกีารเตรยีมต ารบัยาสมานแผลบ่อยครัง้ จงึไดม้กีารสอบถาม และได้รบั
ค าตอบว่า นักโทษในเรือนจ าซึ่งถูกล่ามโซ่บริเวณเท้าเป็นเวลานานจะเกิดแผลเรื้อรังขึ้น                 
ด้วยจติวญิญาณการเป็นหมอของพ่อจงึได้เตรยีมยาสมานแผลต ารบันี้ในการใช้รกัษานักโทษ
เหล่านัน้ การเตรยีมยาแบบวธิดีงัเดมิ คอื การน าสมุนไพรสดทัง้ 4 ชนิด คัว่ในกระทะทีร่อ้นพอดี
จนไดส้มุนไพรทีม่คีวามกรอบน ามาต าใหเ้ป็นผง จากนัน้มีการเตรยีมมะพรา้วสุก โดยขดูเอาแต่
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เนื้อมะพรา้วคัน้เป็นกะท ิจากนัน้ใส่ลงในกระทะพรอ้มทัง้ใส่สมุนไพรทีต่ าเป็นผงไวข้า้งต้น เคีย่ว
บนเตาไฟเรื่อย ๆ จนได้น ้ามนั และกรองเอาน ้ามนัจากยาสมานแผลนี้ บรรจุใส่ขวด เพื่อน าไป
รกัษาให้กบันักโทษ วธิกีารใช้แบบดัง้เดมิ คอื น าส าลชีุบยาน ้ามนัสมานแผลทาลงไปที่บรเิวณ
แผล ซึง่สามารถรกัษาแผลของนกัโทษได ้จากนัน้มา หมอสมพรจงึมกีารใชต้ ารบัยาสมานแผลนี้
ในการรกัษาแผลหลายชนิด เช่น แผลงกูดั แผลไฟไหมน้ ้ารอ้นลวก รวมทัง้แผลเบาหวาน     
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รปูท่ี 6 Macroscopic characters and powders of Curcuma longa (A and B), Garcinia 
mangostana (C and D), Oryza sativa (E and F) and Areca catechu (G and H). 

(A) 

(C) (D) 

(B) 

(E) (F) 

(G) (H) 
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5.1 การศกึษาฤทธิท์างชวีภาพของสมุนไพรองค์ประกอบในต ารบัยาสมานแผล  ประกอบด้วย
สมุนไพรทัง้หมด 4 ชนิด ไดแ้ก่ มงัคุด ขมิน้ชนั หมากสง และขา้วสาร ซึง่สมุนไพรองคป์ระกอบมี
ฤทธิท์างชวีภาพทีเ่กีย่วขอ้งกบัการหายของแผล แสดงดงัตารางท่ี 5                
1. มงัคุด (Garcinia mangostana L.)  
 การใชท้างการแพทยแ์ผนไทย เปลอืกผล รสฝาด บดเป็นผง หรอืชง หรอืตม้รบัประทาน 
แก้ทอ้งเสยี แก้บดิมูกเลอืด ฝนกบัน ้าปูนใส ทาแผลเน่าเป่ือยพุพอง แผลมหีนอง สมานแผลสด
 สารส าคญั สารส าคญัที่เป็นองค์ประกอบหลกั คอืสารในกลุ่ม Xanthones เช่น alpha-
mangostin, beta-mangostin, gamma-mangostin, mangostinone, smeathxanthone A แล ะ 
garcinone E เป็นตน้ (Jung et al., 2006)  
  
ฤทธิท์างชวีภาพของมงัคุด  
- ฤทธิต์า้นการอกัเสบ         
 จากการศกึษาของ Nakatani และคณะ (2002) ไ ด้ ศึ กษ าส า ร  gamma-mangostin                
ทีแ่ยกไดจ้ากเปลอืก ของ G. mangostana พบว่าสามารถยบัยัง้การท างานของเอนไซม ์COX-1 
และ COX-2 ได ้โดยมคี่า IC50 เท่ากบั 0.8 และ 2 µM ตามล าดบั     
 จากการศึกษาของ Tewtrakul และคณะ (2009) ได้ศึกษาผลของสารสกดัจากเปลือก
ของ G. mangostana และสารส าคญั (alpha-mangostin และ gamma-mangostin) ทีแ่ยกไดจ้าก
เปลือกของ  G. mangostana ต่อฤทธิต์้ านการอัก เสบใน RAW264.7 macrophage cells                   
ทีถู่กเหนี่ยวน าดว้ย lipopolysaccharide (LPS) พบว่า สารสกดัจากเปลอืกของ G. mangostana 
มีผลต่อการยับยัง้การสร้าง NO และ PGE2 ได้โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 1.0 และ 6.0 µg/ml 
ตามล าดับ ส่วน alpha-mangostin ผลต่อการยับยัง้การสร้าง NO และ PGE2 ซึ่งมีค่า IC50 
เท่ากบั 3.1 และ 13.9 µM ตามล าดบั และ gamma-mangostin สามารถยบัยัง้การสรา้ง NO และ 
PGE2 ซึ่งมคี่า IC50 เท่ากบั 6.0 และ 13.5 µM ตามล าดบั และพบว่าทัง้ alpha-mangostin และ 
gamma-mangostin สามารถยบัยัง้การสร้าง TNF-alpha และ IL-4 ได้ โดยมคี่า IC50 อยู่ในช่วง 
31.8-64.8 µM นอกจากนี้พบว่าทัง้สารสกัดจากเปลือกของ  G. mangostana และ alpha-
mangostin มีผลยบัยัง้การแสดงออก iNOS และ COX-2 แต่ gamma-mangostin มีผลยบัยัง้
เฉพาะ iNOS นอกจากนี้พบว่า alpha-mangostin สามารถยับยัง้การอักเสบบริเวณอุ้งเท้า                
ของหนูทดลองที่ถูกเหนี่ยวน าด้วย carrageenan ได้อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ แต่ gamma-
mangostin ไม่สามารถยับยัง้การอักเสบบริเวณอุ้งเท้าของหนูทดลองที่ถูกเหนี่ยวน าด้วย 
carrageenan ได้ (Chen et al., 2007) จากการศึกษาของ Kumar และคณะ (2015) ได้ศึกษา
ฤทธิข์องสารสกดัดว้ยเอทลิอะซเีตทจากเปลอืกของ G. mangostana ต่อการยบัยัง้การสรา้ง NO 
ในเซลล ์RAW264.7 macrophage cells ทีถู่กเหนี่ยวน าดว้ย LPS พบว่า สารสกดัทีค่วามเขม้ขน้ 
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0.9-15.6 µg/ml สามารถยบัยัง้การสร้าง NO ได้อย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทียบกบั
กลุ่มควบคุม และจากการทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล์โดยใชว้ธิ ีMTT assay สารสกดัทุกความ
เขม้ขน้ไม่พบความเป็นพษิต่อเซลล์ RAW264.7 macrophage cells ซึง่เซลลม์ชีวีติรอดมากกว่า 
90% เมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม          
  จากการศึกษาของ Liu และคณะ (2016) ได้ศึกษาผลของสารในกลุ่ ม 
xanthones ที่ แ ยก ได้ จ าก เ ปลื อ กขอ ง  G. mangostana ต่ อ ฤทธิ ย์ ับ ยั ้ง ก า ร ส ร้ า ง  NO                               
ใน lipopolysaccharide (LPS)-stimulated RAW264.7 cells ซึ่ง NO เป็นสารสื่อกลางทีค่วบคุม
การตอบสนองต่อการอกัเสบ แต่การสร้าง NO มากเกินไปจะท าให้เซลล์และเนื้อเยื่อเกดิการ
ความเสยีหาย ท าใหเ้กดิโรคต่างๆ รวมทัง้การเกดิแผลทีเ่ทา้ในโรคเบาหวานดว้ย จากการศกึษา
พบว่า Garcinoxanthones B และ C สามารถยบัยัง้การสร้าง NO ไดอ้ย่างมนีัยส าคญั โดยมคี่า 
IC50 เท่ากบั 11.3±1.7 และ 18.0±1.8 µM ตามล าดบั และพบว่า Garcinoxanthones B สามารถ
ยบัยัง้การแสดงออกของ inducible NO synthase (iNOS) ได ้   

- ฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระ         
 จากการรายงานของ Lim และคณะ (2013) ไดศ้กึษาฤทธิต์้านอนุมูลอสิระของสารสกดั
ดว้ย 70% เมทานอล จากเปลอืก ผล และเมลด็ของ G. mangostana โดยใชว้ธิ ีferric reducing 
antioxidant power (FRAP) assay และ 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) assay พบว่า
สารสกัดจากเปลือกมีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระได้สู งกว่ าผลและ เมล็ด                       
อย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ิโดยสารสกดัจากเปลอืกมคี่าความสามารถในการรดีิวซ์โลหะทรานซิ
ชนัหรอื ferrous sulphate equivalent antioxidant capacity (FEAC) value เท่ากบั 18.9 mM/g 
ซึ่งสูงกว่าสารสกดัจากผลและเมลด็ 27.0 และ 8.6 เท่า ตามล าดบั และสารสกดัจากเปลอืกมคี่า
ความสามารถในการเข้าจับอนุมูลอิสระของสารสกัดเทียบเท่ากับสารมาตรฐานโทรล็อกซ์            
ความเขม้ขน้ 1 มลิลโิมลาร ์หรอื trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) value เท่ากบั 
122.00 µM/g ซึง่สงูกว่าสารสกดัจากผลและเมลด็ 5.0 และ 1.5 เท่า ตามล าดบั  
 จากรายงานของ Ngawhirunpat และคณะ (2010) ได้ศึกษาฤทธิต์้านอนุมูลอิสระของ
สารสกดัจากเปลือก ของ G. mangostana โดยใช้ตวัท าละลาย 3 ชนิดในการสกัด ได้แก่ น ้า    
เมทานอล และเฮกเซน จากการศึกษาปริมาณของ alpha-mangostin โดยใช้เทคนิค HPLC                   
ในสารสกดัทัง้ 3 ชนิด พบว่า สารสกดัด้วยน ้าไม่พบ alpha-mangostin แต่ในสารสกดัด้วยเฮ
กเซน พบ alpha-mangostin เท่ากบั 28.7% w/w ซึง่พบปรมิาณมากกว่าสารสกดัดว้ยเมทานอล 
(15.5% w/w) แต่ปริมาณของสารฟลาโวนอยด์และแทนนิน พบมากที่สุดในสารสกัดด้วยน ้า 
รองลงมาคือเมทานอล และเฮกเซน ตามล าดับ และจากการศึกษาฤทธิต์้านอนุมูลอิสระ                         
โดยใชว้ธิ ีDPPH assay พบว่า สารสกดัดว้ยน ้า เมทานอล และเฮกเซน มคี่า IC50 เท่ากบั 11.0, 
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14.7 และ 41.2 µg/ml ตามล าดบั สว่น alpha-mangostin มคี่า IC50 เท่ากบั 89.2 mM นอกจากนี้
สารสกัดด้วยน ้ายงัสามารถยบัยัง้การเกิด lipid peroxidation ได้ดีที่สุด โดยมีค่า IC50 เท่ากบั 
85.1 µg/ml และจากการทดสอบการเหนี่ยวน าเซลล์ keratinocyte ด้วย hydrogen peroxide 
(H2O2) พบว่า สารสกดัดว้ยน ้าทีค่วามเขม้ขน้ 50 µg/ml สามารถป้องกบัความเสยีหายของเซลล์
โดยการถูกท าลายจากปฏกิริยิาออกซเิดชัน่ได ้      
 Palakawong และคณะ (2010) ได้ศกึษาฤทธิต์้านอนุมูลอสิระของสารสกดัจากเปลือก
ผล ใบ และเปลือกต้นของ G. mangostana โดยใช้วิธี DPPH assay พบว่าเปลือกผลมีฤทธิ ์        
ต้านอนุมูลอสิระดีที่สุด รองลงมาคอื ใบ และเปลอืกต้น ตามล าดบั โดยมคี่า IC50 เท่ากบั 5.9, 
9.4, และ 6.4 µg/ml ตามล าดบั            
  Garcia-Salas และคณะ (2010) ไดศ้กึษาฤทธิต์้านอนุมูลอสิระของสารสกดัจาก
เปลือกและเนื้อในผล ของ G. mangostana  โดยใช้วธิี oxygen radical absorbance capacity 
(ORAC) assay, ABTS•+ radical scavenging activity และ FRAP assay พบว่ามคีวามสามารถ
ในการต้านอนุมูลอิสระ เท่ากบั 4088, 3591 และ 1222 µmol trolox equivalents/g ตามล าดบั
  Tjahjania และคณะ (2014) ได้ศึกษาฤทธิต์้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจาก
เปลอืก ของ G. mangostana โดยใชต้วัท าละลาย 4 ชนิดในการสกดั ไดแ้ก่ เอทานอล เฮกเซน 
เอทิลอะซิ เตท และบิวทานอล โดยใช้วิธี DPPH assay พบว่า สารสกัดด้วยเฮกเซน                               
มคีวามสามารถในการต้านอนุมูลอสิระได้ดทีี่สุด โดยมคี่า IC50 เท่ากบั 6.5 µg/ml รองลงมาคอื 
เอทานอล บวิทานอล และเอทลิอะซิเตท ตามล าดบั และพบว่าในสารสกดัด้วยน ้ามรีะดบัของ
เอนไซม ์superoxide dismutase (SOD) สงูทีสุ่ด       
                   

- ฤทธิต์า้นเชือ้แบคทเีรยี               
 มกีารศกึษาพบว่า สารสกดัเอทานอลของเปลอืกมงัคุดทีค่วามเขม้ขน้ 0.36% มฤีทธิต์า้น
การยดึเกาะของ Streptococcus mutans บนพื้นผวิลวดจดัฟัน (Putranti et al., 2013) Tatiya-
aphiradee และคณะ (2016) ได้ศึกษาฤทธิต์้านเชื้อ  methicillin-resistant Staphylococcus 
aureus (MRSA) ของสารสกดัด้วยเอทานอลและเมทานอลจากเปลอืกมงัคุด ทัง้ในระดบัหลอด
ทดลองและสตัวท์ดลอง พบว่า จากการศกึษาดว้ยวธิ ีbroth microdilution assay พบว่าสารสกดั
ด้วยเอทานอลมีค่ า  minimum inhibitory concentration (MIC) และ minimum bactericidal 
concentration (MBC) เท่ากับ 17 และ 30 µg/ml ตามล าดบั ซึ่งดีกว่าสารสกัดด้วยเมทานอล                
ทีม่คี่า MIC และ MBC เท่ากบั 20 และ 35 µg/ml ตามล าดบั การทดสอบในระดบัสตัวท์ดลองใช ้
superficial skin infection model in mice พบว่า 10% ของสารสกดัด้วยเอทานอลสามารถลด
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จ านวนเชื้อ MRSA จากแผลตดิเชื้อไดม้ากกว่า 100 colonies ในวนัแรกหลงัการรกัษา และแผล
สามารถหายสนิทในวนัที ่9 หลงัการรกัษา 

- ฤทธิต์่อการหายของแผล  
 จากงานวิจัยของ Nganlasom และคณะ (2008) พบว่า สารสกัดด้วยเอทานอลจาก
เปลอืกมงัคุดที่ใช้ในการรกัษาแผลในหนูที่เหนี่ยวน าให้เกดิเบาหวานมปีระสทิธภิาพดกีว่ากลุ่ม
ควบคุมทีไ่ดร้บัยาหลอก โดยม ี%wound contraction ในวนัที ่4, 6 และ 8 เท่ากบั 53.29, 70.96 
และ 80.57% ตามล าดบั ในขณะที่กลุ่มควบคุมได้รบัยาหลอกม ี%wound contraction ในวนัที่ 
4, 6 แ ล ะ  8 เ ท่ า กับ  33.49, 50.00 แ ล ะ  64.76% ต ามล า ดับ  จ า ก ก า ร ศึ ก ษ า ข อ ง 
Charernsriwilaiwat และคณะ (2013) ได้ศึกษาการใช้ chitosan-based nanofiber mats ที่มี
ส่วนผสมของ 3% alpha-mangostin ต่อการหายของแผลในหนูปกติ พบว่าในวนัที่ 1 และ 4 
หลังการรกัษา กลุ่มที่ได้รบั 3% alpha-mangostin fiber mats dressing มี % wound closure 
มากกว่าอย่างมนียัส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม              
 ความเป็นพิษ ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งผวิหนัง (human melanoma SK-
MEL-28 cell; SK-MEL-28)  พ บ ว่ า  ส า ร  Alpha-mangostin, Beta-mangostin แ ล ะ  8-
deoxygartanine มคี่าความความเข้มข้นของสารที่สามารถยบัยัง้การเจรญิของเซลล์ได้ 50% 
(IC50) เท่ากบั 5.92, 3.55 และ 3.83 µg/ml ตามล าดบั (Wang et al., 2013)  

2. ขมิน้ชนั (Curcuma longa L.)  
 การใชท้างการแพทยแ์ผนไทย เหงา้ มรีสฝาด หวาน เอยีน แก้ไขเ้รือ้รงั แก้โรคผวิหนัง 
แกเ้สมหะและโลหติ แกท้อ้งร่วง สมานแผล ขบัลมภายใน แก้ผื่นคนั หยอดตาแกต้าบวม ตาแดง 
น ้าคัน้จากเหงา้สด ทาแก้แผลถลอก แก้โรคผดิหนังผื่นคนั ลดการอกัเสบ รกัษาแผลในกระเพาะ
อาหาร  
 สารส าคญั สารส าคญัทีพ่บในขมิน้ชนั ไดแ้ก่ curcumin, ar-turmerone, methycurcumin, 
demethoxy curcumin, bisdemethoxy curcumin, sodium curcuminate (Gupta et al., 2010) 

- ฤทธิท์างชวีภาพของขมิน้ชนั  
 curcumin เป็นสารองค์ประกอบหลกัที่ตรวจพบในเหง้าขมิ้นชนั มกีารศึกษาฤทธิท์าง
ชีวภาพต่างๆ ของ curcumin ได้แก่  anti-aging, anti-cancer และ wound healing activity 
(Maheshwari et al., 2006) บทบาทของสาร curcumin มผีลต่อกระบวนการหายของแผลในทุก
ระยะทัง้ inflammation, proliferation และ remodeling phase (Akbik et al., 2014) จากรายงาน
ของ Kant และคณะ (2014) ไดศ้กึษาฤทธิข์อง 0.3% curcumin ใน pluronic gel ต่อการหายของ
แผลในหนูเบาหวานที่เหนี่ยวน าด้วย streptozotocin โดยใช้ excision wound model พบว่า                    
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ในวนัที่ 7-19 กลุ่มที่ได้รบัการรกัษาด้วย curcumin มี %wound contraction มากกว่าอย่างมี
นยัส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม นอกจากนี้ พบว่า กลุ่มทีไ่ดร้บัการรกัษาดว้ย 
curcumin สามารถลดการแสดงออกของ inflammatory cytokines/enzymes (TNF-alpha, IL-
1beta และ MMP-9) อย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม เพิม่ระดบัของ 
anti-inflammatory cytokine (IL-10) อย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม 
แ ล ะ เ พิ่ ม ร ะ ดั บ ข อ ง  antioxidant enzymes (superoxide dismutase; SOD, catalase                          
และ glutathione peroxidase; GPx) ซึง่จากผลการศกึษานี้สามารถบ่งชีไ้ดว้่า curcumin มผีลต่อ
ระยะ inflammation ของกระบวนการหายของแผล การตอบสนองต่อการอกัเสบในกระบวนการ
หายของแผลจะเกี่ยวข้องกับการท างานของ nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of 
activated B cells (NF-KB) pathway ซึ่ง NF-KB จะถูกกระตุ้นด้วยการท างานของเอนไซม์ 
kinases (AKT, PI3K และ IKK) จากรายงานของ Mohanty และคณะ (2012) ได้ศกึษาผลของ 
curcumin loaded oleic acid based polymeric (COP) bandage ต่อการหายของแผลในหนู
ปกติ พบว่าในวันที่ 4, 8 และ 10 หลังการรักษา หนูในกลุ่มที่ได้รับ COP มี %wound area               
น้อยกว่าอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม นอกจากนี้พบว่า COP                     
มผีลลดการแสดงออกของ PI3K และ pAKT protein ในเนื้อเยื่อแผลแตกต่างอย่างมนีัยส าคญั
ทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม และพบว่าการแสดงออกของ NF-KB mRNA ใน
เนื้อเยื่อแผลก็ลดลงเช่นกัน ซึ่งจากการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่า curcumin มีผลต่อการยบัยัง้ 
PI3K/AKT/NF-KB signaling pathway โดยมีผลลดการท างานของ PI3K และ pAKT kinases  
ท าใหล้ดการกระตุน้การท างานของ NF-KB gene ได ้โดยส่งผลต่อฤทธิย์บัยัง้การอกัเสบบรเิวณ
แผล นอกจากการออกฤทธิใ์นระยะการอักเสบแล้ว  curcumin ยังมีผลออกฤทธิใ์นระยะ 
proliferation phase จากรายงานของ Kulac และคณะ (2013) ไดศ้กึษาผลของการใช ้curcumin 
ต่อการรกัษาแผล (burn wound) ในหนูทดลอง พบว่าในวนัที ่4 หลงัการรกัษาแผล กลุ่มทีไ่ดร้บั
การรกัษาดว้ย curcumin มกีารหายของแผลเรว็กว่ากลุ่มควบคุม โดยมผีลต่อการเพิม่การสะสม
ของ collagen เพิม่การสร้างหลอดเลือดใหม่ เพิม่การสร้างเนื้อเยื่อ granulation และเพิม่การ
ซ่อมแซมเซลล์เยื่อบุผวิบรเิวณแผลอย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทียบกบักลุ่มควบคุม 
นอกจากนี้พบว่า ในวนัที่ 8 และ 12 หลงัการรกัษาแผล กลุ่มที่ได้รบัการรกัษาด้วย curcumin                
มรีะดบัของ hydroxyproline เพิม่ขึ้นอย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรียบเทยีบกบักลุ่มควบคุม 
(p< 0.05) Durgaprasad และคณะ (2011) พบว่า หนูทดลองที่ได้รับการรักษาแผลด้วย 
curcumin มี % wound contraction เท่ากับ 90.11±4.83 % ซึ่งมากกว่าอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (66.64±2.5%) และพบว่ากลุ่มที่ได้รับ curcumin                   
สามารถลดระยะเวลาในการสร้างเนื้อเยื่อใหม่ (14 วนั) แตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ                
เมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม (19 วนั) นอกจากนี้ยงัมกีารศกึษาอื่น ๆ ที่เกี่ยวขอ้งกบัฤทธิ ์        
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ต่อการหายของแผลจากสารสกดัของเหงา้ขมิ้นชัน ได้แก่ จากการศกึษาของ Kundu และคณะ 
(2014) พบว่าเหง้าขมิ้นชัน 15 g ผสมใน petroleum jelly 85 g (gauze impregnated with 
turmeric paste)  สามารถรักษาแผล ในกระต่ ายได้ดีกว่ ากลุ่ มควบคุ ม  ( pyrogen-free 
distilledwater-soaked gauze) โดยม ี%wound contraction size ในวนัที ่14 เท่ากบั 5.78±0.01 
ในขณะทีก่ลุ่มควบคุม ม ี%wound contraction size เท่ากบั 62.71±0.01 และจากการศกึษาของ 
Purohit และคณะ (2013) ได้ทดสอบสารสกดัด้วยเอทานอลจากเหง้าขมิ้นชนัต่อการหายของ
แผล (excision wound model) ในหนูแรท พบว่า พื้นที่หรอืขนาดของแผล (wound area) ใน
กลุ่มที่ได้รบัสารสกัดจากขมิ้นชนัขนาดของแผลลดลงมากกว่าอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติเมื่อ
เปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม โดยในวนัที ่9 เท่ากบั 0.09±0.65 mm2 จากวนัแรก (200.55±1.42 
mm2) และแผลหายสนิทในวนัที ่12 แต่ในกลุ่มควบคุมซึง่ใช ้povidone iodine ointment เป็นสาร
มาตรฐาน ขนาดของแผลลดลงในวนัที ่9 เท่ากบั 34.28±1.24 mm2 และแผลหายสนิทในวนัที ่15 
นอกจากนี้ขมิ้นชนัยงัมฤีทธิท์างชวีภาพอื่นๆ เช่น ฤทธิต์้านไบโอฟิล์ม สาร curcumin ที่ความ
เ ข้ ม ข้ น  100 µg/ml มี ฤ ท ธิ ์ยั บ ยั ้ง ก า ร ส ร้ า ง ไ บ โ อ ฟิ ล์ ม ข อ ง  Vibrio harveyi, Vibrio 
parahaemolyticus และ Vibrio vulnificus ซึ่งมีการสร้างไบโอฟิล์มลดลง 69, 56 และ 79% 
ตามล าดบั (Packiavathy et al., 2013) และมฤีทธิย์บัยัง้การสรา้งสารเอก็โซพอลแิซค็คาไรด ์61, 
71 และ 62% ตามล าดบั (Packiavathy et al., 2014) สาร curcumin ที่ความเขม้ขน้ 8 µg/ml มี
ฤทธิย์ ับยัง้การสร้างไบโอฟิล์มของ Helicobacter pylori น ้ ามันหอมระเหยจากขมิ้นที่ความ
เขม้ขน้ 0.5-4 mg/ml มปีระสทิธภิาพในการยบัยัง้การยดึเกาะของ S. mutans (Lee et al., 2011)
 ความเป็นพิษ ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ไตของลิง (kidney epithelial cells of 
monkey; Vero cells), เซลล์รงัไข่ของหนูแฮมสเตอรจ์นี (chinese hamster ovary; CHO cells), 
เซลล์มะเร็งตับ (human bepatoma; HepG2) และเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ (colon carcinoma; 
HCT116) พบว่า สารสกดัจากเหง้าขมิ้นชนัมคี่า IC50 เท่ากบั 21.7, 3.21, 46.6 และ 39 µg/ml 
ตามล าดบั (Ismail  et al., 2010)                    

3. หมาก (Areca catechu L.)  
 การใช้ทางการแพทย์แผนไทย เมล็ด มรีสฝาด สมานทัง้ภายในและภายนอก แก้บิด 
ปวดเบ่ง แกป้วดแน่นทอ้ง ฆา่พยาธ ิขบัปัสสาวะ ฝนทาแผลเน่าเป่ือย แกป้ากเป่ือย  
 สารส าคัญ สารส าคัญที่พบในหมาก ได้แก่ isorhamnetin, quercetin, liquiritigenin, 
5,7,4´-trihydroxy-3´,5´-dimethoxyflavanone, catechin, resveratrol, ferulic acid, vanillic acid, 
5,8-epidioxiergosta-6,22-dien-3 beta-ol, stigmasta-4-en-3-one, beta-sitosterol, 
cycloartenol และ de-O-methyllasiodiplodin (Jaiswal et al., 2011; Yang et al., 2012)    
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ฤทธิท์างชวีภาพของหมาก   
- ฤทธิต์า้นการอกัเสบ         
  จากรายงานของ Huang และคณะ (2010) ได้ศกึษาฤทธิต์้านการอกัเสบของสารสกดั
ด้ วยอะซี โตนจาก เมล็ดของ  A. catechu ซึ่ งมีส าร  catechins เ ป็นองค์ประกอบหลัก                      
โดยใช ้12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA)-treated human oral cancer SAS cells 
พบว่าสามารถยับยัง้การท างานของ TPA ต่อการเหนี่ยวน า COX-2 ได้ที่ความเข้มข้น                  
0.1-1 µg/ml โดยผ่านกระบวนการยบัยัง้การแสดงออกของยนี ERK นอกจากนี้ไดศ้กึษาในระดบั
สัตว์ทดลองพบว่า การทดสอบโดยให้หนูทดลองกินสารสกัดด้วยอะซีโตนจากเมล็ดของ                      
A. catechu ขนาด 1 และ 10 mg/kg/day เป็นเวลา 5 วนั สามารถยบัยัง้การบวมเนื่องจากการ
เหนี่ยวน าด้วย carrageenan และลดปริมาณของ PGE2 ได้ จากรายงานของ  Bhandare                 
และคณะ (2010) ไดศ้กึษาฤทธิต์้านการอกัเสบของสารสกดัดว้ย hydroalcoholic จากเมลด็ของ                 
A. catechu ในระดบัสตัว์ทดลองโดยใช้ carrageenan-induced rat paw edema model พบว่า
หลังจากการเหนี่ยวน าด้วย carrageenan 1 และ 3 ชัว่โมง สารสกัดด้วย hydroalcoholic                    
จากเมล็ดของ A. catechu ขนาด 250, 500 และ 1000 mg/kg สามารถยับยัง้การบวมได้                   
อย่างมนียัส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม Khan และคณะ (2011) ไดศ้กึษาฤทธิ ์
ต้านการอักเสบของ aqueous fraction จากเมล็ดของ A. catechu โดยใช้วิธี carrageenan-
induced rat paw edema model พบว่า ทีข่นาด 100 mg/kg สามารถตา้นการอกัเสบไดแ้ตกต่าง
อย่างมีนัยส าคัญกับควบคุม นอกจากนี้  มีการใช้วิธี PGE2-induced rat paw edema model  
และ arachidonic acid-induced rat paw edema model พบว่าหลังจากเหนี่ยวน าด้วย PGE2 
และ arachidonic acid ที่เวลา 1, 2, 3 และ 4 ชัว่โมง aqueous fraction ขนาด 100 mg/kg 
สามารถยบัยัง้การบวมของอุ้งเท้าหนูได้อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุม จากงานวจิยันี้สามารถอธบิายไดว้่าฤทธิต์้านการอกัเสบของ  A. catechu เป็นผลมาจาก
การยบัยัง้การแสดงออกของ PGE2 และ arachidonic acid                    

- ฤทธิต์่อการหายของแผล        
 จากการศกึษาของ Verma และคณะ (2012) ใชส้ารสกดัด้วยเอทานอลจากเมลด็หมาก
ต่อการรกัษาแผล (burn wound model) ในหนูแรท พบว่าหนูกลุ่มที่ได้รบัสารสกัดจากเมล็ด
หมากมกีารหายของแผลที่ดกีว่ากลุ่มควบคุม โดยม ี%wound contraction ในวนัที่ 15 เท่ากบั 
94.76±2.52% ในขณะที่กลุ่มควบคุมซึ่งได้รับยาหลอก มี %wound contraction ในวันที่ 15 
เท่ากบั 58.55±1.18%                                           
- ฤทธิท์างชวีภาพอื่นๆ         
 จากการศกึษาก่อนหน้านี้พบว่า สารสกดัจากเมลด็หมากทีค่วามเขม้ขน้ 16.67 µg/ml มี
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ฤทธิย์ ับยัง้ระบบ quorum-sensing ของ P. aeruginosa (Koh and Tham, 2011) Khan และ
คณะ (2011) พบว่า สารสกดัด้วยเมทานอล และ aqueous fraction จากเมล็ดของ A. catechu 
มฤีทธิต์า้นอนุมลูอสิระ DPPH โดยมคี่า IC50 เท่ากบั 5.34 และ 7.28 µg/ml ตามล าดบั     
 ความเป็นพษิ การทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล์มะเรง็เต้านม (human MCF-7 breast 
carcinoma cell; MCF-7 cells) พบว่า สารสกดัเมทานอลจากผลหมากมคี่า IC50 เท่ากบั 775.1 
µg/ml (Anajwala et al., 2010)  

4. ขา้วสาร (Oryza sativa L.)  
 การใช้ทางการแพทย์แผนไทย ข้าวสาร รสมนัหอมหวาน บ ารุงร่างกาย แก้ตาฟาง                    
แกเ้หน็บชา แช่น ้าต าเป็นแป้ง แกบ้วม แกป้วด ต าผสมกบัน ้าสุราแกล้มพษิผื่นคนั  
 สารส าคัญที่พบในข้าว ได้แก่ arginine, alpha-tocopherol, gamma-oryzanol, phytic 
acid, lysophosphatidylcholine และ phoshatidylcholine (Chung et al., 2005; Henderson et 
al., 2012)  
ฤทธิท์างชวีภาพ ของขา้วสาร   
- ฤทธิต์า้นการอกัเสบ  
 จากการศกึษาก่อนหน้านี้ของ Shalini และคณะ (2011) ไดศ้กึษาสารสกดัดว้ยเมทานอล
จาก Oryza sativa L. พบว่ามฤีทธิต์า้นการอกัเสบ ซีง่สามารถยบัยัง้การบวมบรเิวณอุง้เทา้หนูได ้
โดยใช้วิธี carrageenan-induced rat paw edema และจากการศึกษาของ Kitisin และคณะ 
(2015) ได้ศกึษาฤทธิต์้านการอกัเสบของสารสกดัจากขา้วสายพนัธุ์ต่างๆ ได้แก่ ขา้วสงัข์หยด 
ขา้วเหนียวด า และขา้วหอมนิล โดยการทดสอบฤทธิย์บัยัง้ pro-inflammatory cytokines (IL-6, 
TNF-alpha and NF-keppaB) ซึ่งทดสอบด้วยวิธี ELISA technique จากการเหนี่ยวน าด้วย 
lipopolysaccharide ใน human promyelocytic leukemia (HL-60) cell พบว่าสารสกดัจากข้าว
สังข์หยดสามารถยับยัง้ TNF-alpha และ NF-kB ได้ดี และยังสามารถยับยัง้การสร้าง NO               
ไดอ้กีดว้ย           
 ความเป็นพษิ ทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล์มะเรง็ปอด (COR-L23) และเซลล์เนื้อเยื่อ
มนุษย์ (MRC5) พบว่า สารสกดัคลอโรฟอร์มจากข้าวมคี่า IC50 มากกว่า 100 µg/ml (Uttama 
and Ittharat, 2010)  

4.5.2 การศกึษาฤทธิท์างชวีภาพของยาสมานแผล     
 Chusri และคณะ (2012) ได้ศึกษาฤทธิข์องสารสกดัด้วยเอทานอลจากต ารบัยาสมาน
แผลต่อฤทธิย์ ับยัง้การสร้างและการท าลายไบโอฟิล์ม ที่สร้างจากเชื้อ  Staphylococcus 
epidermidis ATCC 35984 พบว่าที่ความเข้มข้น 0.63-5.00 µg/ml สามารถลดการสร้าง                 
ไบโอฟิล์มได้ประมาณ 30-40% และที่ความเขม้ขน้ 10 และ 20 µg/ml สามารถท าลาย 7-day-
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old staphylococcal biofilm ได ้90%       
 Chusri และคณะ (2013a) ไดศ้กึษาฤทธิข์องสารสกดัดว้ยเอทานอลจากต ารบัยาสมาน
แผลต่อการยับยัง้และการท าลายไบโอฟิล์ม ที่สร้างจากเชื้อ Pseudomonas aeruginosa             
ATCC 10145 ซึง่เป็นเชือ้ก่อโรคทีท่ าใหเ้กดิการบาดเจบ็ของเนื้อเยื่อ และเป็นสาเหตุของการเกดิ
แผลบริเวณเท้าของผู้ป่วยเบาหวาน โดยใช้วิธี crystal violet assay พบว่าสารสกัดด้วย                    
เอทานอลจากยาสมานแผลที่ความเขม้ขน้ 62.5-1000 µg/ml สามารถยบัยัง้การสร้างไบโอฟิล์ม
จากเชื้อ P. aeruginosa ATCC 10145 ได้อย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ินอกจากนี้พบว่าสารสกดั
ด้วยเอทานอลจากยาสมานแผลที่ความเข้มข้น 62.5 µg/ml สามารถท าลายไบโอฟิล์ม (old 
biofilm) ที่สร้างจากเชื้อ P. aeruginosa ATCC 10145  ได้ 97.3% หลงัการให้สารทดสอบเป็น
เวลา 24 ชม.           
 Chusri และคณะ (2013b) ไดศ้กึษาฤทธิต์้านการอกัเสบของสารสกดัดว้ยเอทานอลจาก
ต ารบัยาสมานแผล พบว่าสามารถยบัยัง้การสร้าง NO ซึ่งเป็นสารสื่อกลางของการอกัเสบ จาก 
macrophages RAW 264.7 cells ที่ถูกเหนี่ยวน าด้วย lipopolysaccharide ได้ โดยมีค่า IC50 
เท่ากบั 71.06 µg/ml และจากผลการศกึษาฤทธิต์้านอนุมูลอสิระ พบว่าสามารถต้านอนุมูลอสิระ 
DPPH และ hydroxyl radical ได้ดี โดยมคี่า IC50 เท่ากบั 19.24 และ 13.58 µg/ml ตามล าดบั
 Chusri และคณะ (2014) ได้ศกึษาฤทธิต์้านแบคทเีรยีของสารสกดัด้วยเอทานอลจาก
ต ารับยาสมานแผล พบว่า มีค่า MIC ต่อเชื้อ methicillin resistant Staphylococcus aureus 
(MRSA) และ methicillin-susceptible S. aureus (MSSA) อยู่ในช่วง 3.9-7.8 µg/ml 
 Chokpaisarn และคณะ (2019) ได้ศกึษาผลของยาสมานแผลในรูปแบบน ้ามนัต่อฤทธิ ์
ตา้นไบโอฟิล์มทีส่รา้งจากเชือ้ P. aeruginosa ATCC 10145 พบว่า ยาน ้ามนัสมานแผลสามารถ
ยบัยัง้และท าลายสรา้งไบโอฟิล์มได้อย่างมนีัยส าคญัหลงัการทดสอบดว้ยยาสมานแผลเป็นเวลา 
3 ชัว่โมง           
 นอกจากนี้ ทางผูว้จิยัไดศ้กึษาฤทธิต์้านการอกัเสบและฤทธิต์่อการหายของแผลในระดบั
สตัวท์ดลอง (preliminary study) จากการทดสอบฤทธิต์้านการอกัเสบของน ้ามนัสมานแผลโดย
ใชว้ธิ ีEPP-induced rat ear edema พบว่า น ้ามนัสมานแผลทีค่วามเขม้ขน้ 4.2 และ 8.4% w/v 
มแีนวโน้มยบัยัง้การอกัเสบไดห้ลงัจากการเหนี่ยวน าดว้ย EPP ทีเ่วลา 30 นาท ี1 และ 2 ชัว่โมง 
และจากการทดสอบฤทธิต์า้นการอกัเสบของขีผ้ ึง้สมานแผลโดยใชว้ธิ ีcarrageenan-induced rat 
paw edema พบว่า ยาขีผ้ ึง้สมานแผลทีค่วามเขม้ขน้ 4.2 และ 8.4% มแีนวโน้มยบัยัง้การอกัเสบ
ได้หลงัจากการเหนี่ยวน าด้วย carrageenan ที่เวลา 1, 2 และ ชัว่โมง และจากการศึกษาฤทธิ ์
ของยาขีผ้ ึง้สมานแผลทีค่วามเขม้ขน้ 4.2% ต่อการหายของแผลในหนูเบาหวาน (GK/Jcl) โดยใช้
วธิ ีexcision wound model พบว่ายาขีผ้ ึง้สมานแผลทีค่วามเขม้ขน้ 4.2% มแีนวโน้มส่งเสรมิให้
การหายของแผลเร็วกว่ากลุ่มควบคุม โดยในวนัที่ 5 หลงัการเกิดแผล กลุ่มที่ได้รับยาขี้ผึ้งมี 
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%wound contraction มากกว่า 90% และแผลหายสนิทในวันที่  13 แต่ในกลุ่มควบคุมมี 
%wound contraction เพยีง 74% และแผลไม่หายในวนัที ่13     
 มรีายงานการศกึษาก่อนหน้านี้ซึ่งได้ทดสอบความคงตวัของสารส าคญัในยาสมานแผล
รูปแบบยาเตรยีมแผ่นปิดแผลโดยใช้สภาวะเร่ง (freeze/thaw cycles) มกีารทดสอบจ านวน 5 
รอบ พบว่ายาสมานแผลในรูปแบบยาเตรียมแผ่นปิดแผลก่อนผ่านสภาวะเร่งมีปริมาณของ 
alpha-mangostin และ cucumin เท่ากบั 0.36 และ 0.49 mg/g ตามล าดบั และหลงัจากการผ่าน
สภาวะเร่งยาสมานแผลในรูปแบบยาเตรยีมแผ่นปิดแผลมปีรมิาณของ alpha-mangostin คงที่ 
ในขณะทีป่รมิาณของ curcumin ลดลงอย่างมนียัส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบัค่าเริม่ตน้  
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ตารางท่ี 5 The biological activities involved wound healing of herbal components in Ya-Samarn-Phlae. 

Herbal components  Wound healing activityA    Other biological activities involved wound healingB 
Garcinia mangostana  - Enhancing wound contraction, shortened  - Anti-oxidant effect in DPPH assay                   
(pericarp)   epithelialization period and increased tensile  - Anti-oxidant effect in DPPH assay and NBT  
    strength      reduction assay     
    - Increasing wound contraction rate   - Anti-microbial activity against S. epidermidis and 
    - Increasing thickness and density of collagen  S. aureus      
           - Anti-biofilm development activity of P. aeruginosa 
           - Anti-inflammatory effect in rat models. Decrease of 
           paw swelling by carrageenan injection   
           - Anti-inflammatory effect by inhibition of inducible NO
           PGE2 and COX-2 synthase    

AInformation was obtained from Nganlasom et al., 2008 ; Nainwal et al., 2010; Fitri et al., 2016; Sugihartini and Wiradhika, 2017 
BInformation was obtained from Puripattanavong et al., 2006; Chomnawang et al., 2007; Yincharoen, 2014; Kumar et al., 2015; Chusri et al., 
2016; Liu et al., 2016 
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ตารางท่ี 5 (Continued) 

Herbal components  Wound healing activityA    Other biological activities involved wound healingB 
Curcuma longa   - Enhancing fibroblast migration, granulation   - Anti-oxidant effect: reduces oxidative stress by 
(rhizome)   tissue formation, collagen deposition, and in   reacting with free radicals or reactive oxygen species 
    general re-epithelization    (ROS) and acts as a free-radical scavenger  
    - Increasing the amount of type III collagen  - Anti-microbial activity against S. epidermidis and 
    relative to type I     S. aureus       
    - Increasing biosynthesis of extracellular matrix  - Anti-biofilm formation activity by P. aeruginosa and 
     (ECM)       inhibition of quorum sensing (QS) genes  
    - Improving wound contraction by increasing   - Anti-inflammatory effect by inhibiting the activity of 
    the production of TGF-beta and therefore   NK-(kappa)B transcription factor, reducing the  
    increasing fibroblast proliferation           production of TNF-alpha and IL-1 cytokines  
       

AInformation was obtained from Akbik et al., 2014; Mohanty and Sahoo, 2017 
BInformation was obtained from Akbik et al., 2014; Moghadamtousi et al., 2014; Afrose et al., 2015; Gupta et al., 2015; Chusri et al., 2016; 
Mohanty and Sahoo, 2017 
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ตารางท่ี 5 (Continued) 

Herbal components  Wound healing activityA    Other biological activities involved wound healingB 
Areca catechu   -Improving wound contraction by activation   - Anti-oxidant effect toward DPPH radicals, hydroxyl  
(seed)    p-Smad2 involves up-regulation and activation  radicals, iron (II) chelating and lipooxygenase  
    of TGF-beta       - Anti-microbial activity against S. epidermidis and 
    - Enhancing accumulation of dense bundles   S. aureus      
    collagen fibers      - Anti-inflammatory effect by inhibition the carrageenan
    - Increasing the expression of VEGF in  induced inflammatory edema, PGE2 lavels and  
    wound area      inducible NO synthase     
    - Enhancing the tensile strength of granulation - Anti-inflammatory effect by regulates COX-2  
    tissue       expression 

            

 

AInformation was obtained from Khan et al., 2011; Verma et al., 2012; Maria et al., 2016;  Sekar et al., 2016 
BInformation was obtained from Ahn et al., 2009; Bhandare et al., 2010; Huang et al., 2010; Khan et al., 2011; Chusri et al., 2016  
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ตารางท่ี 5 (Continued) 

Herbal components  Wound healing activityA    Other biological activities involved wound healingB 
Oryza sativa   - Promoting cellular growth     - Anti-oxidant effect by DPPH radical scavenging,  
(seed)    by upregulation of IGF-1    ferrous reducing power and lipid peroxidation inhibition
           - Anti-microbial activity against S. aureus   
           - Anti-inflammatory effect by inhibition of pro-  
           inflammatory cytokines (IL-6, TNF-alpha, and NF-kB), 
           NO production, MMP-2 and MMP-9 activities     

AInformation was obtained from Oh et al., 2016 
BInformation was obtained from Pumirat and Luplertlop, 2013; Kitisin et al., 2015
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6. การพฒันาสตัวท์ดลองท่ีใช้เป็นโมเดลการศึกษาโรคเบาหวาน  
 โรคเบาหวาน (Diabetes mellitus) เกิดจากความผดิปกติของร่างกายที่เกี่ยวข้องกับ
กระบวนการเมทาบอลซิมึ โดยมสีาเหตุมาจากความผดิปกตหิรอืถูกท าลายของเซลล์ตบัอ่อนซึง่
ท าหน้าที่สร้างอินซูลิน ( insulin) ในการควบคุมระดบัน ้าตาลในเลือด โดยปกติน ้าตาลที่เข้าสู่
เซลลร์่างกายเพือ่ใชเ้ป็นพลงังานภายใตก้ารควบคุมของอนิซูลนิ หากเกดิความผดิปกต ิจะสง่ผล
ใหร้่างกายหลัง่อนิซูลนิได้น้อยหรอืหยุดการหลัง่อนิซูลนิ หรอือาจเกดิจากอนิซูลนิทีห่ลัง่ออกมา
ไม่สามารถท างานได้ตามปกติ เนื่ องจากภาวะดื้อต่ออินซูลิน ท าให้มีระดบัน ้าตาลในเลือดสูง 
(hyperglycemia) และหากเกดิความผดิปกตขิึ้นในระยะยาวจะท าใหเ้กดิภาวะแทรกซ้อนต่าง ๆ 
เช่น ภาวะการมองเหน็ทีแ่ย่ลง การเกดิความผดิปกตใินกระบวนการหายของแผล ก่อใหเ้กดิแผล
เรื้อรงั โรคในระบบหลอดเลอืดและสมอง และภาวะไตวาย โรคเบาหวานมกีารจ าแนกประเภท                       
ต่าง ๆ ไวห้ลายชนิด แต่ชนิดทีพ่บไดบ้่อยคอื type 1 และ type 2 diabetes (King, 2012)  
 - โรคเบาหวานชนิดที่ 1 (type 1 diabetes, insulin dependent diabetes mellitus หรอื 
IDDM) เป็นชนิดทีพ่บไดน้้อย สาเหตุเกดิจากภูมติ้านทานของร่างกายมกีารท าลาย beta-cell ซึง่
เป็นเซลล์สรา้งอนิซูลนิในตบัอ่อน หรอือาจจะเรยีกว่า โรคต้านภูมติวัเอง (autoimmune) ผูป่้วย
จ าเป็นต้องได้รบัการรกัษาโดยการฉีดอินซูลินเพื่อควบคุมระดบัน ้าตาลในเลอืด เนื่องจากอาจ
เกิดภาวะน ้ าตาลในเลือดสูงเกินไปหรืออาจจะเกิดภาวะเลือดเป็นกรดจากสารคีโตน 
(ketoacidosis) ท าให้หมดสตแิละเสยีชวีติ มกัพบในผู้ที่มอีายุน้อย และมรีูปร่างผอม (Belle  et 
al., 2011)  
 - โรคเบาหวานชนิดที่ 2 (type 2 diabetes, non-insulin dependent diabetes mellitus 
หรอื NIDDM) เป็นชนิดทีพ่บบ่อย ซึง่ผูป่้วยโรคเบาหวานชนิดนี้ร่างกายยงัคงมกีารสรา้งและหลัง่
อินซูลิน แต่อินซูลินที่หลัง่ออกมาไม่สามารถท างานได้ตามปกติ หรือเกิดภาวะดื้ออินซูลิน 
(insulin resistance) ซึง่สามารถรกัษาโดยการควบคุมอาหารหรอืรบัประทานยาร่วมดว้ย มกัพบ
ในผู้สูงอายุ ผู้ที่มนี ้าหนักตวัมาก หรือขาดการออกก าลงักาย โดยเฉพาะผู้ที่มีประวตัิบุคคลใน
ครอบครวัป่วยดว้ยโรคเบาหวานชนิดที ่2 ร่วมดว้ย (Kahn et al., 2014)  
 ในปัจจุบนัโรคเบาหวาน เป็นโรคที่ส่งผลกระทบในด้านลบต่อคุณภาพชวีติ เศรษฐกิจ
และสงัคม และมแีนวโน้มของจ านวนผู้ป่วยที่เพิม่ขึ้นอย่างรวดเรว็ทัว่โลก จงึมกีารมุ่งพฒันายา
ใหม่เพื่อรกัษาเบาหวานอย่างต่อเนื่อง ขัน้ตอนทีส่ าคญัในการพฒันายา คอื การศกึษากลไกการ
ออกฤทธิแ์ละความเป็นพษิของยาในสตัว์ทดลองเพื่อประเมนิความปลอดภยัก่อนการทดสอบ
ต่อไปในมนุษย์ ดังนัน้การใช้สัตว์ทดลองเพื่อเป็นโมเดลศึกษายารักษาโรคเบาหวานหรือ
ภาวะแทรกซ้อนต่าง ๆ ที่เกิดจากโรคเบาหวาน จึงถูกคิดค้นและพฒันาขึ้นอย่างต่อเนื่องใน
ปัจจุบนั ไดแ้ก่ การใชส้ารเคม ีเช่น streptozotocin และ alloxan เพือ่ชกัน าใหเ้กดิภาวะเบาหวาน
ชนิดที่ 1 ส่วนการชักน าให้เกิดภาวะเบาหวานชนิดที่ 2 อาจจะใช้วิธีการให้อาหารที่มี
ส่วนประกอบของไขมันในปริมาณสูง เพื่อชกัน าให้หนูเกิดภาวะอ้วน และภาวะดื้ออินซูลิน 
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นอกจากวธิีการที่กล่าวมาข้างต้นแล้ว ยงัมกีารพฒันาวธิีต่างๆ เพื่อชกัน าภาวะเบาหวานให้
ใกล้เคยีงกบัที่เกิดขึ้นในมนุษย์ ได้แก่ การพฒันาพนัธุกรรมหนูทดลองเป็นสายพนัธุ์ที่มภีาวะ
เบาหวาน เป็นตน้ (Jarukamjorn et al., 2011)   

การใช้สตัวท์ดลองในการศึกษาโรคเบาหวาน      
 รายงานผลการศกึษาภาวะของโรคเบาหวานในสตัวท์ดลองทีม่กีารศกึษาและรายงานไว ้
นิยมใชห้นูเป็นโมเดลในการทดลอง ซึ่งสามารถแบ่งออกไดเ้ป็น โมเดลหนูทดลองโรคเบาหวาน
ชนิดที่ 1 ซึ่งมทีัง้โมเดลแบบ การใช้สารเคมชีกัน าให้เกดิภาวะเบาหวาน (chemically induced 
type 1  diabetes)  และการพัฒนาพันธุ กรรมให้ เ ป็นหนูสายพันธุ์ที่มีภาวะ เบาหวาน 
(spontaneous autoimmune models of type 1 diabetes) ใ นส่ ว นขอ ง โม เ ดลห นูทดลอ ง
โรคเบาหวานชนิดที่ 2 ได้แก่ spontaneous type 2 diabetic model (obese และ non-obese 
model) และการใหอ้าหารทีม่สีว่นประกอบของไขมนัในปรมิาณสูง (high fat feeding) เพือ่ใหห้นู
อว้นและเกดิภาวะดือ้ต่ออนิซูลนิ (King, 2012)   

โมเดลหนูทดลองโรคเบาหวานชนิดท่ี 1      
 ลกัษณะส าคญัของโรคเบาหวานชนิดที่ 1 คอื ภูมติ้านทานของร่างกายมกีารท าลาย 
beta-cell ซึ่งเป็นเซลล์สร้างอินซูลินในตับอ่อน หรืออาจจะเรียกว่า โรคต้านภูมิตัวเอง 
(autoimmune) ท าให้มีความบกพร่องของการสร้างอินซูลิน ในโมเดลหนูทดลองนิยมใช้หนู 
spontaneous autoimmune models of type 1 diabetes จ านวน 2 สายพนัธุ ์ไดแ้ก่ non-obese 
diabetic (NOD) mice และ Biobreeding (BB) rat (Yang and Santamaria, 2006) โดย BB rat 
ถูกพฒันามาจากการผสมพนัธุ์แบบต่างสายเลือด (outbred rat) ในหนู Wistar rat และ NOD 
mice ถูกพัฒนามาจากการผสมพันธุ์แบบสายเลือดเดียวกัน ( inbred rat) ของหนูสายพันธุ์ 
Cataract Shionogi (CTS) mice ซึ่งทัง้ 2 สายพันธุ์จะมีลักษณะที่คล้ายกัน คือ จะพบการ
แสดงออกของภาวะปัสสาวะมาก (polyuria), มนี ้าตาลกลูโคสในปัสสาวะ (glycosuria) น ้าหนัก
น้อย พบการแทรกซึมของเม็ดเลอืดขาวชนิด lymphocyte บรเิวณ islets of Langerhans ของ
ตบัอ่อน beta-cell ถูกท าลายส่งผลใหไ้ม่สามารถสร้างอนิซูลนิได ้หนูทดลองจงึมคีวามจ าเป็นที่
จะต้องได้รบัอนิซูลนิอย่างต่อเนื่องในการด ารงชวีติ เช่นเดยีวกบัโรคเบาหวานชนิดที่ 1 ในคน 
(Pearson et al., 2015) นอกจากการใช ้spontaneous autoimmune models of type 1 diabetes 
ยงัมกีารใช้สารเคมชีกัน าให้เกดิภาวะเบาหวาน (chemically induced type 1 diabetes) ได้อกี
ดว้ย โดยสารเคมทีีน่ิยมใชม้ ี2 ชนิด คอื streptozotocin และ alloxan (King, 2012)  
 การใช ้streptozotocin (STZ) ชกัน าภาวะเบาหวานในหนูทดลอง STZ เป็นสารประกอบ 
glucosamine-nitrosourea จากธรรมชาติ กลไกของ STZ ที่สามารถชักน าให้เกิดเบาหวาน
เกี่ยวขอ้งกบัการเกดิอนุมูลอสิระ เช่น superoxide, hydrogen peroxide และ NO   เป็นต้น สาร 
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STZ มกีลไกการเขา้สูเ่ซลลเ์ช่นเดยีวกบัการน ากลูโคสเขา้สูเ่ซลล ์โดยมโีปรตนีตวัรบัชื่อ Glucose 
transporter 2 (GLUT2) เป็นตวัน าพาเขา้สู่เซลล์ และเมื่อ STZ เขา้สู่เซลล์ของตบัอ่อนจะชกัน า
ให้เกดิปฏกิริยิา alkylation ส่งผลให้เกดิการท าลาย beta-cell ดงันัน้ STZ จงึสามารถชกัน าให้
เกดิภาวะเบาหวานชนิดที ่1 ได ้(Wu and Yan, 2015) ซึ่งขนาดของสารทีใ่ชใ้นการชกัน าขึ้นอยู่
กบัความแตกต่างในแต่ละสายพนัธุ์ของหนูทดลอง จากการศกึษาก่อนหน้านี้ พบว่าขนาดของ
สาร STZ ที่ ใช้ ในการชักน า ให้ เกิด เบาหวานชนิดที่  1 ในหนูแรท คือ  25-100 mg/kg 
(intravenous; iv) ในขณะที่หนูเมาส์ต้องใช้ในปริมาณที่สูงกว่า (Abeeleh et al., 2009) Arora 
และคณะ (2009) พบว่า STZ ขนาด 180  mg/kg (intraperitoneal; ip) สามารถชกัน าใหห้นูเมาส ์
(Swiss abino mice) เกิดภาวะเบาหวานชนิดที่ 1 ได้ แต่จากการศึกษาพบว่าการชกัน าภาวะ
เบาหวานด้วย STZ ขนาด 180 mg/kg (ip) เพียงครัง้เดียว ท าให้หนูทดลองตาย 2 ใน 8 ตวั 
ดงันัน้ การชกัน าให้หนูเกดิภาวะเบาหวานเพื่อศกึษาโรคแทรกซ้อนจากเบาหวานในระยะยาว
อาจใช ้STZ ปรมิาณต ่าในการชกัน าใหเ้กดิโรคเบาหวาน     
    การใช้ alloxan ชักน าภาวะเบาหวานในหนูทดลอง alloxan 
เป็นอนุพนัธ์ของไพริมิดีน (pyrimidine derivative) มีกลไกเข้าสู่เซลล์โดย GLUT2 และมีผล
ท าลาย beta-cell เช่นเดยีวกบั STZ และยงัมผีลยบัยัง้การท างานของเอนไซม ์glucokinase ใน
ร่างกายจงึสามารถชกัน าใหเ้กดิภาวะเบาหวานชนิดที ่1 ได ้ซึง่ขนาดของ alloxan ทีใ่ชใ้นการชกั
น าภาวะเบาหวานในหนูทดลอง มคีวามแตกต่างกนั จากการศึกษาก่อนหน้านี้ พบว่าการฉีด 
alloxan ขนาด 150 mg/kg (ip) ในหนู Swiss albino mice เพยีงครัง้เดยีว สามารถชกัน าให้หนู
เกดิภาวะเบาหวานชนิดที ่1 ได ้โดยมรีะดบัน ้าเลอืดในเลอืดเท่ากบั 300-350 mg/dl (Belhekar 
et al., 2013) จากรายงานของ Feshani และคณะ (2011) มกีารใช้ alloxan ขนาด 100 mg/kg 
(subcutaneous; sc) ในหนู Wistar rats เพยีงครัง้เดยีว สามารถชกัน าใหห้นูเกดิภาวะเบาหวาน
ชนิดที ่1 ได ้โดยมรีะดบัน ้าเลอืดในเลอืดมากกว่า 250 mg/dl  
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โมเดลหนูทดลองโรคเบาหวานชนิดท่ี 2 

1. การใช้โมเดลที่มีการพัฒนาพันธุกรรมให้เป็นหนูสายพันธุ์ที่มีภาวะเบาหวานชนิดที่ 2 
(spontaneous type 2 diabetic model)  
1.1 Obese (ob) models of type 2 diabetes  
 - Lepob/ob mice เป็นหนูที่เกิดจากการกลายพนัธุ์ของ leptin (Lep) gene ที่เกิดขึ้นเอง
ตามธรรมชาตซิึ่งไดร้บัการผสมพนัธุ์จากหนู C57BL/6 mice  โดยมคีวามบกพร่องของ leptin ที่
สรา้งมาจาก ob gene ซึ่งเป็นโปรตนีท าหน้าทีส่่งสญัญาณจากเซลล์ไขมนัไปยงั hypothalamus 
เพือ่ลดความอยากอาหาร (Ahima et al., 1996) สง่ผลใหห้นูกนิอาหารในปรมิาณมาก เกดิภาวะ
อว้นรุนแรง เกดิภาวะดื้อต่ออนิซูลนิ (insulin resistance) ท าใหม้รีะดบัน ้าตาลในเลอืดสูงขึน้เมื่อ
มีอายุ 4 สัปดาห์ และจะมีความเข้มข้นของระดับน ้ าตาลในเลือดสูงสุดในช่วง 4-5 เดือน 
(Lindstrom, 2007)  
 - Leprdb/db mice เป็นหนูที่เกิดจากการกลายพนัธุ์ของ leptin receptor (Lepr) gene ที่
เกดิขึน้เองตามธรรมชาตซิึ่งได้รบัการผสมพนัธุ์จากหนู C57BL/KsJ mice โดยมคีวามบกพร่อง
ของ leptin receptor ซึง่ท าหน้าทีจ่บักบั leptin ทีบ่รเิวณ arcuate nucleus of the hypothalamus 
(ARC) ซึ่งเป็นต าแหน่งของเซลล์ประสาทที่เพิม่ความอยากอาหาร (orexigenic neuron) และ
เซลล์ประสาทที่ลดความอยากอาหาร (anorexigenic neuron) ซึ่ง leptin เมื่อจับกับ leptin 
receptor จะเพิม่การท างานของ anorexigenic neuron และยบัยัง้การท างานของ orexigenic 
neuron ท าใหล้ดความอยากอาหาร และกนิอาหารไดน้้อยลง เมื่อเกดิความบกพร่องของ leptin 
receptor จะท าให้ leptin ไม่สามารถออกฤทธิไ์ด้ จงึท าให้หนูเพิม่ความอยากอาหาร เกดิภาวะ
อ้วนรุนแรง ท าให้มรีะดบัน ้าตาลในเลอืดสูงขึ้นเมื่อมอีายุ 2 สปัดาห์ และจะมคีวามเข้มข้นของ
ระดบัน ้าตาลในเลอืดสงูสุดในช่วง 3-4 เดอืน (Srinivasan and Ramarao, 2007)   
 - Zucker fatty rats (ZFR) หนูทดลองสายพนัธุ ์ ZFR เกดิจากการกลายพนัธุข์อง leptin 
receptor (Lepr) gene หลงัจากการผสมพนัธุร์ะหว่าง Merck M-strain กบั Sherman rats สง่ผล
ให้เกดิการเหนี่ยวน าให้หนูมภีาวะกินอาหารเยอะ และเกิดความอ้วน ในช่วงอายุ 4 สปัดาห์ มี
ระดบัอนิซูลนิในเลอืดสูง และมลีักษณะของภาวะแทรกซ้อนของโรคเบาหวาน คอื มรีะดบัไขมนั
ในเลอืดสูง และมคีวามดนัโลหติสงูร่วมดว้ย นอกจากนี้ยงัพบว่าเกดิความบกพร่องของ glucose 
tolerance (Srinivasan and Ramarao, 2007) และเมื่อเกิดการผสมพันธุ์ระหว่างสายเลือด
เดียวกันของ ZFR นัน้ จะก่อให้เกิดการกลายพันธุ์ หนูทดลองมีการแสดงออกของภาวะที่มี 
อินซูลินในเลือดสูง เรียกสายพันธุ์นี้ว่า Zucker diabetic fatty rats (ZDF) ซึ่งสายพันธุ์นี้จะมี
น ้ าหนักตัวน้อยกว่า ZFR แต่มีความรุนแรงของภาวะดื้อต่ออินซูลินมากกว่า และเกิดการ 
apoptosis ของ beta-cell สงู (Pick et al., 1998)  
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1.2 Nonobese models of type 2 diabetes       
 - Goto-Kakizaki (GK) rat คอื หนูทดลองประเภท polygenic model of type 2 diabetes 
ซึง่ไดร้บัการพฒันาสายพนัธุใ์หเ้ป็นโมเดลหนูเบาหวานชนิดที ่2 แบบไม่อว้น ในปี 1973 นกัวจิยั
ชื่อว่า Goto และ Kakizaki จาก Tohiku university ประเทศญี่ปุ่ น ได้เริม่ศึกษาโดยการน าหนู
ทดลองสายพนัธุ์ Wistar rat มาทดสอบ glucose tolerance test (GTT) โดยก่อนการทดสอบวดั
ค่าระดบัน ้าตาลในเลอืดเริม่ตน้ของหนูทุกตวั และป้อนสารละลายกลูโคส ขนาด 2 g/kg ใหก้บัหนู
ทดลอง หลงัจากนัน้วดัระดบัน ้าตาลในเลอืดหลงัจากป้อนสารละลายกลูโคส ทีเ่วลา 30, 60, 90 
และ 120 นาท ีเพื่อคดัเลอืกหนูที่มภีาวะทนต่อน ้าตาลกลูโคส (glucose tolerance) หรอืหนูที่มี
ระดบัน ้าตาลในเลอืดมากกว่าหรอืเท่ากบั 200 mg/dl ทีเ่วลา 120 นาท ีหลงัการป้อนกลูโคส มา
ผสมพนัธุ์กนั และน ารุ่นลูกทีไ่ดจ้ากการผสมพนัธุ์กนันัน้ มาทดสอบ GTT ซ ้าเช่นเดมิ และเลอืก
หนูทีม่ภีาวะทนต่อน ้าตาลกลูโคส มาผสมพนัธุต์่อแบบ repetitive breeding ในสายเลอืดเดยีวกนั 
จ านวนหลายรุ่น ซึ่งหลงัจากการผสมพนัธุ์นัน้ก่อให้เกดิการกลายพนัธุ์ โดยพบว่า หนูทดลองมี
ระดบัน ้าตาลในเลอืดสูงขณะอดอาหาร (fasting hyperglycaemia) ซึ่งสูงกว่าหนูปกตปิระมาณ 
50-55% และเกดิขึน้เองโดยธรรมชาต ิซึง่ผลการศกึษาสามารถอธบิายโดยทฤษฎขีอง polygenic 
traits ได้ดกีว่า special diabetes gene (Goto et al., 1975; Goto and Kakizaki, 1981) โดยใน
หนู GK rat มตี าแหน่งของ quantitative trait loci (QTL) บน chromosome 2, 4, 5, 8, 10 และ 
17 ทีส่ามารถควบคุมลกัษณะของการแสดงออกของความทนต่อน ้าตาลกลูโคสตัง้แต่ก าเนิดซึ่ง
ได้รบัการถ่ายทอดทางพนัธุกรรมจากรุ่นสู่รุ่น ท าให้ หนู GK rat มลีกัษณะใกล้เคยีงคนที่เป็น
โรคเบาหวานชนิดที่ 2 โดยลกัษณะทัว่ไปที่พบในหนู GK rat และผู้ป่วยโรคเบาหวานแสดงดงั 
ตารางท่ี 6 และจากรายงานพบว่า หนู GK rat มนี ้าหนักตวัต ่ากว่าหนูปกติประมาณ 10-30% 
ท าให้หนูไม่มีสภาวะอ้วน มรีะดบัอินซูลินในเลือดต ่า (hypoinsulinaemia) มกีารสร้างน ้ าตาล
กลูโคสจากตบัเพิม่มากขึน้ ลดการสงัเคราะห ์glycogen จากกลูโคส ลดการดดูซมึกลูโคสไปใชใ้น
กล้ามเนื้ อลายและเนื้ อ เยื่ อไขมัน  มีความบกพร่องของความทนต่อกลู โคสและพบ
ภาวะแทรกซ้อนของโรคเบาหวานไดต้ัง้แต่อายุ 2 สปัดาหแ์รก (Ostenson and Efendic, 2007) 
นอกจากนี้พบว่าความบกพร่องของน ้าตาลกลูโคสต่อการกระตุ้นการหลัง่อนิซูลนิจาก beta-cell 
นัน้มสีาเหตุมาจากการท าหน้าที่ที่ผดิปกติของ ATP-sensitive K+ channel และ L-type Ca2+ 
channel (Tsuura et al., 1993) และหลงัจาก 8 สปัดาห ์จะพบภาวะน ้าตาลในเลอืดสูงแบบคงที่ 
และต่อเนื่องเป็นระยะเวลานาน (Mrialles and Portha, 2001) การพฒันาหนูสายพนัธุ์ GK rat 
สามารถน ามาใช้เป็นโมเดลการศึกษาภาวะแทรกซ้อนของโรคเบาหวานที่พบในคนได้ เช่น 
peripheral neuropathy (Sato et al., 2003; Brussee et al., 2008), retinopathy (Yagihashi et 
al., 1982) และ diabetic wound (Al-Mulla et al., 2011) 
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ตารางท่ี 6 The characteristics found in GK rat and diabetic patients. (Akash et al., 2013) 
Features      GK Rats   Human  
Insulin response to glucose    Decreased   Decreased 
Insulin response to GLP-1    Increased   Not determined 
Glucose oxidation     Decreased   Decreased 
GPDH activity      Decreased   Decreased 
ATP/ADP ratio     Decreased   Decreased 
GLUT2      Decreased   Decreased 
Glucokinase      Decreased   Decreased 
ISR2       Decreased   Decreased 
Pro-insulin/insulin ratio    Increased   Increased 
Markers of systemic inflammation   Increased   Increased 
Lipid profiles      Increased   Increased 

GK: Goto-Kakizaki; GLP-1: Glucagon-like peptide-1; GPDH: Glycerol-3-phosphate 
dehydrogenase; ATP: Adenosine triphosphate; ADP: Adenosine diphosphate; GLUT2: 
Glucose transporter; IRS-2: insulin receptor substrate-2. 
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- Spontaneously Diabetic Torii (SDT) Rat หนูสายพนัธุ์ SDT คอืหนูสายพนัธุ์ใหม่ที่
เกดิภาวะเบาหวานชนิดที่ 2 ขึ้นเองตามธรรมชาต ิจากการผสมพนัธุ์หนู Sprague-Dawley rat 
ซึง่ใชเ้ป็นสายพนัธุต์น้ก าเนิด ของ SDT rat โดยจะพบลกัษณะของการเกดิ glucose intolerance 
ท าใหม้รีะดบักลูโคสในเลอืดสูง มรีะดบัอนิซูลนิในเลอืดต ่า และมภีาวะไตรกลเีซอไรด์ในเลอืดสงู 
(Shinohara et al., 2000) เนื่องจาก SDT rat มภีาวะน ้าตาลในเลอืดสูงเรือ้รงัจงึไดร้บัการพฒันา
เป็นโมเดลในการใชศ้กึษาภาวะแทรกซ้อนของโรคเบาหวาน เช่น ภาวะเบาหวานขึน้จอประสาท
ตา ปลายประสาทอกัเสบ และโรคไตวายจากเบาหวาน (Kakehashi et al., 2006; Sasase et 
al., 2013)  

2. การเหนี่ยวน าดว้ยอาหารทีม่สีว่นประกอบของไขมนัในปรมิาณสงู (high fat feeding)  
 โมเดลการเหนี่ยวน าด้วยอาหารที่มสี่วนประกอบของไขมนัปรมิาณสูงในหนูสายพนัธุ์ 
C57BL/6 mice และ Sprague-Dawley (SD) rat จะสง่ผลใหห้นูเกดิภาวะอว้น มรีะดบัอนิซูลนิใน
เลือดสูงกว่าปกติ และมีการเปลี่ยนแปลงความสมดุลของกลูโคส (glucose homeostasis) 
(Winzell and Ahren, 2004)  อาหารปกติ (chow-fed)  ที่ ใช้ ในการเลี้ ยงสัตว์ทดลอง จะ
ประกอบดว้ย โปรตนี 26% คารโ์บไฮเดรต 63% และไขมนั 11% แต่ส าหรบัอาหารทีใ่ชเ้หนี่ยวน า
ให้เกิดภาวะเบาหวานชนิดที่ 2 จะมกีารเพิม่ส่วนผสมของไขมนัมากขึ้น ประมาณ 58% โดย
พบว่าหนูที่ได้รับอาหารแบบ high-fat-fed มีน ้ าหนักตัวเพิ่มมากขึ้นใน 1 สัปดาห์แรก เมื่อ
เปรยีบเทยีบกบัหนูทีไ่ด้รบัอาหารแบบ chow-fed โดยน ้าหนักตวัหนูทีเ่พิม่มากขึ้น ซึ่งเกี่ยวขอ้ง
กบัภาวะดื้อต่ออนิซูลนิ และความบกพร่องของ beta-cell ส่งผลใหเ้กดิความบกพร่องของความ
ทนต่อกลูโคส (King, 2012)  

การศึกษากระบวนการหายของแผลในโมเดลหนูทดลองโรคเบาหวานชนิดท่ี 2   
 การศกึษาในครัง้นี้มกีารใชต้ ารบัยาสมานแผลต่อการศกึษาผลต่อกระบวนการหายของ
แผลในหนูเบาหวานชนิดที่ 2 ซึ่งสายพันธุ์ของหนูทดลองที่นิยมใช้เป็นโมเดลการศึกษาใน
ปัจจุบันมีด้วยกันหลายสายพันธุ์ ได้แก่ Lepob/ob mice จากรายงานของ Kampfer และคณะ 
(2005) ไดศ้กึษาการอกัเสบซึ่งเกี่ยวขอ้งกบับทบาทของ cyclooxygenase (COX)-1 และ -2 ต่อ
การสรา้ง prostaglandin (PG) ในเนื้อเยื่อแผลของหนู Lepob/ob mice พบว่ากลุ่ม Lepob/ob mice มี
การแสดงออกของ COX-1 น้อยลง แต่มี COX-2 เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อ
เปรยีบเทียบกับกลุ่ม WT และพบว่า กลุ่ม Lepob/ob mice ที่ได้รบั murine recombinant leptin 
ขนาด 2 µg/g (ip) ทุกวนัเป็นระยะเวลา 13 วนั ก่อนการสรา้งแผล มกีารแสดงออกของ COX-1 
เพิม่ขึน้ในเซลล์ keratinocytes บรเิวณขอบแผล และในเนื้อเยื่อบรเิวณแผลมกีารแสดงออกของ 
COX-2 ลดลง ซึ่งไม่แตกต่างกนัเมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม WT นอกจากนี้ยงัมรีายงานของ Zhao 
และคณะ (2017) ได้ศึกษาผลของการใช้ hydrogen sulfide (H2S) ต่อการหายของแผลในหนู 
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Lepob/ob mice (fasting blood glucose = 14.90±0.64 mmol/l) พบว่าการรกัษาดว้ย H2S สามารถ
เพิม่อตัราการหายของแผลไดอ้ย่างมนียัส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม (Lepob/ob 
mice ไดร้บั saline) โดยมผีลต่อการลดการแทรกซมึของเซลล ์neutrophil และ macrophage ลด
การสร้าง TNF-alpha, IL-6 และ MMP-9 นอกจากนี้พบว่ามีการสะสมของ collagen และการ
สร้างหลอดเลือดใหม่เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม  
นอกจากนี้มกีารใช้หนูสายพนัธุ์ Leprdb/db mice จากรายงานของ Lee และคณะ (2004) ได้ใช้ 
Leprdb/db mice ในการศึกษาผลของการใช้ electrical TGF-beta1 gene stimulation ต่อการ
รกัษาแผลในหนูเบาหวาน พบว่า 5 วนัหลงัการรกัษาบรเิวณแผลมอีตัราการสร้างเนื้อเยื่อใหม่ 
การสงัเคราะห์ collagen และการสร้างหลอดเลือดใหม่เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติเมื่อ
เปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม และจากรายงานของ Fukui และคณะ (2017) ไดใ้ช ้Leprdb/db mice 
ในการศกึษาผลของการใช้ liposome-encapsulated hemoglobin (h-LEH 2 ml/kg; iv) ต่อการ
รกัษาแผลในหนูเบาหวานเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมทีไ่ดร้บัการรกัษาดว้ย saline 2 ml/kg (iv) 
พบว่า ในวนัที ่4 และ 7 หลงัการรกัษาแผล กลุ่มทีไ่ดร้บั h-LEH 2 มอีตัราการหายของแผลเรว็
กว่าอย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม นอกจากนี้มกีารใช้หนูสายพนัธุ์ 
ZDF จากรายงานการศกึษาหนูทดลองสายพนัธุ์ ZDF พบว่ามคีวามบกพร่องของกระบวนการ
หายของแผล ซึง่สามารถใชเ้ป็นโมเดลใหม่ในการศกึษาความบกพร่องของกระบวนการหายของ
ในหนูทดลอง ซึง่เป็นเบาหวานชนิดที ่2 และมภีาวะอว้นได ้โดยพบว่า หนู ZDF มคีวามบกพร่อง
ต่อการหดตวัของแผล มกีารสร้างสะเก็ดน ้าเหลอืงเพิม่ขึ้น มกีารเพิม่ขึ้นของการอกัเสบ และมี
หนอง ในวนัที่ 10 หลงัการเกดิแผล พบว่า granulation tissue มกีารเรยีงตวัของเซลล์เสน้ใยที่
ผดิปกต ิมคีวามเขม้ขน้ของ hydroxyproline ลดลงอย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบั
หนูปกต ิการแสดงออกของ IL-6, myeloperoxidase (MPO) และ collagenase-3 เพิม่ขึน้อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับหนูปกติ ในทางกลับกับการแสดงออกของ type I 
collagen และ elastin ลดลง (Slavkovsky et al., 2011) และสายพันธุ์ที่นิยมใช้ในการศึกษา
ภาวะแทรกซ้อนต่างๆ ของโรคเบาหวาน คือ GK rat จากรายงานของ Wakutta และคณะ 
(2007) ไดศ้กึษาการหายของแผลบรเิวณผวิทางดา้นหน้าของกระจกตาด า (corneal epithelium) 
ในหนู GK rat ซึ่งมรีะดบัน ้าตาลกลูโคส เท่ากบั 259±55 mg/dl เปรยีบเทยีบกบัหนู Wistar rat 
ซึ่งมรีะดบัน ้าตาลกลูโคส เท่ากบั 116±11 mg/dl พบว่า อตัราการหายของแผลในหนู GK rat 
(0.509±0.043 mm2/h) ช้ากว่าอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม Wistar rat 
(0.611±0.047 mm2/h) Al-Mulla และคณะ (2011) ได้ศกึษาความบกพร่องของการอกัเสบ และ
ก า รท า ง านขอ ง  TGF-beta1/Smad แล ะ  TNF-alpha/NF-keppaB signaling pathway ใ น
กระบวนการหายของแผลของหนู GK rat เพศเมยี พบว่าในวนัที ่3 และ 7 หลงัการเกดิแผล หนู 
GK rat มี %wound closure และ %re-epithelization น้อยกว่าอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติเมื่อ
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เปรียบเทียบกับหนู Wistar rat และพบว่าหนู GK rat มีความบกพร่องในการสะสมของสาร
องคป์ระกอบใน ECM ทีม่คีวามส าคญัต่อกระบวนการหายของแผล นัน่คอื มกีารแสดงออกของ 
fibronectin, type 1 collagen และ hydroxyproline (ตวับ่งชี้ของการสะสมของ collagen) ลดลง
อย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม Wistar rat และพบการแสดงออกของ VEGF 
ลดลง บ่งชี้ถึงความบกพร่องในกระบวนการสงัเคราะห์หลอดเลือดใหม่บริเวณเนื้อเยื่อแผล 
นอกจากนี้ พบว่า ในวนัที ่3 และ 7 หลงัการเกดิแผล หนู GK rat มกีารแสดงออกของ TGF-beta 
และ p-Smad2/Smad3 ลดลงอย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม Wistar rat แต่
ในทางตรงกนัขา้มพบว่ามกีารแสดงออกของ Smad7 เพิม่ขึ้น ซึ่งบ่งชี้ถงึการท างานที่บกพร่อง
ของ TGF-beta1/Smad signaling pathway ร่วมกับการท างานมากขึ้นของ TNF-alpha/NF-
keppaB signaling pathway โดยพบว่า มปีรมิาณของ MPO, macrophage และ การแสดงออก
ของ TNF-alpha เพิม่ขึ้นอย่างมนีัยส าคญัทางสถิติเมื่อเปรยีบเทียบกบักลุ่ม Wistar rat ซึ่งสิง่
เหล่านี้บ่งชี้ถึงการเกิดกระบวนการอักเสบมากขึ้น จากรายงานนี้แสดงให้เห็นได้ชัดว่า
กระบวนการหายของแผลที่ช้าลงในหนู GK rat เป็นผลมาจากการเกิดกระบวนการอกัเสบที่
ผดิปกต ินอกจากนี้ยงัมรีายงานทีเ่กีย่วขอ้งกบัการศกึษากระบวนการหายของแผลในหนู GK rat 
เช่น Huang และคณะ (2014) ไดศ้กึษาผลของน ้าตาลในเลอืดสูง ต่อการหายของแผลกดทบัใน
หนู GK rat เปรยีบเทยีบกบัหนู Wistar rat โดยระดบัน ้าตาลในเลอืดก่อนการทดสอบใน GK rat 
เท่ากับ 209.2±44.0 mg/dl และในหนู Wistar rat เท่ากับ 112.7±22.8 mg/dl ในวนัที่ 14 หลัง
การทดสอบ ระดบัน ้าตาลในเลอืดของ GK rat เท่ากบั 214.0±71.0 mg/dl และในหนู Wistar rat 
เท่ากบั 102.0±24.0 mg/dl จากการศกึษาการหายของแผลกดทบั พบว่าในกลุ่ม GK rat มกีาร
หายของแผลชา้กว่าอย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบั Wistar rat และจากการตรวจ
ประเมนิทางจุลกายวภิาคศาสตรข์องเนื้อเยื่อบรเิวณแผล พบว่า กลุ่ม GK rat มกีารแทรกซมึของ
เซลลเ์มด็เลอืดขาวในทุกชัน้ของผวิหนงัตัง้แต่วนัที ่7-14 หลงัการเกดิแผล มกีารเจรญิเตบิโตของ 
collagen ที่ไม่สมบูรณ์และมคีวามหนาแน่นของ collagen ในเนื้อเยื่อแผลน้อยกว่า Wistar rat 
Kong และคณะ (2014) ไดศ้กึษาการใช ้mesenchymal stem cells (PMSCs) ในการรกัษาแผล
ของหนู GK rat เปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมทีไ่ดร้บั PBS พบว่าในวนัที ่15 หลงัการรกัษาแผล
ด้วย PMSCs มี %wound area น้อยกว่าอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุม (17.34±2.01% และ 39.28±4.63% ตามล าดบั) และจากการเกบ็ตวัอย่างเนื้อเยื่อในวนัที ่
15 เพื่อตรวจประเมนิทางจุลกายวภิาคศาสตร ์พบว่ากลุ่มทีไ่ดร้บัการรกัษาแผลดว้ย PMSCs มี
การสะสมของ collagen และมคีวามหนาของ granulation tissue เพิม่ขึ้น นอกจากนี้ยงัมกีาร
ตรวจประเมนิการสรา้งหลอดเลอืดใหม่ของเนื้อเยื่อบรเิวณแผลโดยใชว้ธิ ี von Willebrand factor 
(vWF) staining พบว่าในวันที่ในวันที่ 15 หลังการรักษาแผลด้วย PMSCs พบว่ามีความ
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หนาแน่นของหลอดเลือด (16.52±2.36 vessels) มากกว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อ
เปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม (4.35±0.73 vessels)    

4.7 การวิเคราะห์หาระดบัของโปรตีนและการตรวจติดตามโปรตีนท่ีสนใจ  
 วธิกีารตรวจวดัระดบัของโปรตนีทีม่คีวามส าคญัและไดร้บัความนิยมใน enzyme-linked 
immunosorbent (ELISA) technique ซึ่งสามารถใช้ตรวจวดัความเข้มข้นของโปรตีนได้ตัง้แต่ 
ng/ml ถึง pg/ml ที่มอียู่ในตวัอย่างรูปแบบต่างๆ เช่น serum, plasma, urine, tissue/cultured 
cell supernatant หรอื tissue homogenate ซึ่งหลกัการและรายละเอียดของวธิ ีELISA มดีงันี้ 
 ELISA technique เป็นวธิกีารตรวจสอบปฏกิริยิาระหว่าง antibody และ antigen โดยใช้
เอนไซม์เป็นตวับ่งชี้ ซึ่งสามารถใช้ตรวจหา antibody หรอื antigen ได้อย่างจ าเพาะเจาะจง มี
ความไวสงู งา่ย และรวดเรว็ การทดสอบโดยทัว่ไปมกัใชว้สัดุประเภท solid phase เช่น 96 well 
phase เป็นตวัดูดซับ antibody หรอื antigen ไว้ก่อน และเติมสารตวัอย่างที่มี antibody หรอื 
antigen เมื่อเกิดปฏิกิริยา ระหว่าง antibody และ antigen บน solid phase จากนัน้จึงเติม 
antibody ที่มคีวามจ าเพาะที่ตดิฉลากด้วยเอนไซม์ลงไป และเตมิ substrate ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่
เชื่อมต่อกบั antibody จะเป็นตวัเร่งปฏกิิรยิาเปลี่ยน substrate ที่ไม่มสีใีห้เป็นผลติภณัฑ์ที่มีส ี
(chromomeric substrate) ซึ่งเอนไซม์ต่างๆ ที่ใช้ใน ELISA ได้แก่ alkaline phosphatase หรอื 
horseradish peroxidase เป็นตน้ การพฒันา ELISA ในรปูแบบต่างๆ ท าใหส้ามารถใชเ้ทคนิคนี้
ในการตรวจสอบไดท้ัง้ antibody และ antigen ในแงคุ่ณภาพและปรมิาณได ้(Aydin, 2015) การ
ทดสอบ ELISA สามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 4 แบบ คอื      
 1. Direct ELISA หลักการของการทดสอบคือ เคลือบ solid phase ด้วย antibody ที่
จ าเพาะต่อ antigen ที่ต้องการตรวจหาในตวัอย่าง เมื่อเติมตวัอย่างทีม่ ีantigen ก็จะเขา้จบักบั 
antibody ดังกล่าว หลังจากการล้างส่วนที่ไม่ท าปฏิกิริยาออก เติม antibody ตัวที่สองซึ่งมี
ความจ าเพาะกบั antigen ที่ต้องการตรวจหา โดย antibody ถูกตดิฉลากด้วยเอนไซม์ จากนัน้
เตมิ substrate การเปลี่ยนแปลงของ substrate จะเป็นสดัส่วนโดยตรงกบัปรมิาณ antigen ที่
ตรวจหา (Engvall, 2010)          
 2. Indirect ELISA วธิกีารนี้เป็นการทดสอบทีด่ดัแปลงมาจาก direct ELISA ใหม้คีวาม
สะดวกในการปฏิบตัิมากขึ้น โดยใช้ secondary antibody ที่ไม่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ และใช้ 
antibody ที่จ าเพาะต่อ immunoglobulin ติดฉลากด้วยเอนไซม์ เป็นตวักระท าเพิม่เติมในการ
ทดสอบ เพื่อวดัปรมิาณของ secondary antibody ซึ่งจบักบั antigen ที่ต้องการตรวจหา โดย
เป็นการวดัปรมิาณ antigen ในตวัอย่างแบบทางออ้ม ซึ่งในการทดสอบ primary antibody และ 
secondary antibody จะต้องเป็น immunoglobulin ของสตัวต์่างชนิดกนั เพื่อป้องกนัการเกดิผล
บวกเท็จขึ้น indirect ELISA มีข้อได้เปรียบกว่าการใช้ direct ELISA เพื่อตรวจหา antigen 
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เนื่องจากสามารถใช ้antibody ทีจ่ าเพาะต่อ immunoglobulin ตดิฉลากดว้ยเอนไซม ์ชนิดเดยีว 
ส าหรบัการตรวจหา antigen ไดห้ลายชนิด โดยมขีอ้แมว้่า secondary antibody ในแต่ละระบบ
นัน้จะต้องไดม้าจากสตัวช์นิดเดยีวกนั  นอกจากนี้ indirect ELISA จะมคีวามไวมากกว่า direct 
ELISA ในการตรวจหา antigen ชนิดเดียวกัน เนื่องจาก secondary antibody หนึ่งโมเลกุล
สามารถท าปฏิกิริยากับ antibody ต่อ immunoglobulin ติดฉลากด้วยเอนไซม์ นัน้ได้หลาย
โมเลกุล ดงันัน้จงึเป็นการช่วยเพิม่ปรมิาณโมเลกุลของเอนไซมต์่อ antigen หนึ่งโมเลกุล มผีลท า
ใหก้ารทดสอบมคีวามไวมากขึน้ (Lindstrom and Wager, 1978)    
 3. Competitive ELISA วธินีี้สามารถตรวจหาไดท้ัง้ antigen และ antibody หากตอ้งการ
ตรวจสอบ antigen เคลือบ solid phase ด้วย antibody จากนัน้เติม antigen ที่ติดฉลากด้วย
เอนไซมใ์นปรมิาณที่แน่นอน และเตมิตวัอย่างที่ม ีantigen ลงไปเพื่อแย่งจบักบั antibody ทีอ่ยู่
บน solid phase หรอืหากตอ้งการตรวจหา antibody เคลอืบ solid phase ดว้ย antigen จากนัน้
เตมิ antibody ทีต่ดิฉลากดว้ยเอนไซมใ์นปรมิาณทีแ่น่นอน และเตมิตวัอย่างทีม่ี antibody ลงไป
เพือ่แย่งจบักบั antigen อยู่บน solid phase (Yorde et al., 1976)    
 4. Sandwich ELISA เ ป็นวิธีที่ ใช้ตรวจหา antigen โดยเคลือบ solid phase ด้วย 
antibody และเตมิตวัอย่างทีต่้องการตรวจสอบ จากนัน้ antigen ในตวัอย่างจะจบักบั antibody 
บนพื้นผวิ solid phase เติม secondary antibody ที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ และเติม enzyme-
labelled anti-detector ลงไปท าใหเ้กดิปฏกิริยิา (Kato et al., 1977)  
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วตัถปุระสงค ์

1. เพื่อศกึษาฤทธิต์้านการอกัเสบและอธบิายกลไกการออกฤทธิข์องผลติภณัฑ์ในรูปแบบ  

ยาน ้ามนัสมานแผลและยาเตรยีมแผ่นปิดแผลในสตัวท์ดลอง 

2. เพื่อศึกษาฤทธิต์่อการหายของแผล และอธิบายกลไกการออกฤทธิข์องผลิตภัณฑ์                   

ในรูปแบบน ้ ามันสมานแผลและยาเตรียมแผ่นปิดแผลในหนูขาวสายพันธุ์ปกติ                      

และ หนูเบาหวานชนิดที ่2 

3. เพื่อเปรียบเทียบความสามารถในการต้านการอักเสบและการหายของแผลของ

ผลติภณัฑท์ัง้ 2 รปูแบบ 
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บทท่ี 2 

วสัด ุอปุกรณ์และวิธีการทดลอง 

วสัดแุละอปุกรณ์ 

 สารเคม ี

1. Acetic acid (J.T.Baker) 

2. Betadine solution (BETADINE®) 

3. Catechin (Sigma-Aldrich) 

4. Chloroform (Sigma-Aldrich) 

5. Dimethyl sulfoxide (Fisher Chemical) 

6. Egg yolk (Sigma-Aldrich) 

7. Ethanol (Sigma-Aldrich)  

8. Haxane (Sigma-Aldrich) 

9. Hydrochloric acid (J.T.Baker) 

10. Lamda-Carrageenan (Sigma-Aldrich) 
11. Liquid nitrogen 
12. Phenylbutazone (Sigma-Aldrich) 
13. Phosphate buffer tablets (PBS) (Sigma-Aldrich) 
14. Methanol (Sigma-Aldrich) 
15. Naphthyletylenediamine dihydrochloride (NED) (Sigma-Aldrich)) 
16. Normal saline solution 0.9% (B BRAUN) 
17. Solcoseryl ointment (MENARINI) 
18. Sodium nitroprusside (Sigma-Aldrich)) 
19. Sulphanilamide (Sigma-Aldrich)  
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 อปุกรณ์ 

1. Analytical balance รุ่น ab204 s 2/fact (mettlertoledo) 

2. Ashless filter paper No.40 (Whatman) 
3. Biopsy punch ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 6 mm (Acu-Punch®) 
4. Crucible 
5. Desiccator 
6. Digital vernier caliper (FACOM) 
7. Duran bottle (Duran) 
8. Evaporating dish (Pyrex) 
9. Filter paper No.1 (Whatman) 
10. Freezer -80 ◦C (STATEMED) 
11. Glucometer and strips (Accu-chek® Performa)  
12. Hot air oven (Venticell) 
13. Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มลิลลิติร (Axygen) 
14. Microplate Reader รุ่น Sunrise (TECAN) 
15. Muffle furnace (Nabertherm) 
16. Multi-Mode microplate reader รุ่น EnSpire® (PerkinElmer) 
17. Micropipette ขนาด 2-20 ไมโครลิตร 20-200 ไมโครลิตร และ 100-1000 ไมโครลิตร

(Select BioProducts) 
18. Microtiter plate แบบ 96 well flatted bottom (NuncTM) 
19. Multichannel micropipette ขนาด 20-200 ไมโครลติร (Finnpipette) 
20. Needle ขนาด G26.5 และ G23.5 (Nipro) 
21. Pipette tip ขนาด 250 ไมโครลติรและ 1000 ไมโครลติร (Axygen) 
22. Rotary evaporator (Heidolph) 
23. Self-Adherent Wrap (3M Coban) 
24. Surgical instruments (HILBRO) 
25. Syringe ขนาด 1 และ 3 มลิลลิติร (Nipro) 
26. Test tube ขนาด 10 มลิลลิติร (Pyrex) 
27. UV-Vis Spectrophotometer รุ่น Genesys 10 UV-Vis (Spectranic) 
28. Vortex mixer (Vortex genie) 
29. Volumetric flask ขนาด 10 มลิลลิติร (Pyrex) 
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ต ารบัยาท่ีใช้ศึกษา และการเตรียมตวัอย่าง      
 ต ารบัยาที่ใช้ในการศึกษาครัง้นี้ คือ ต ารบัยาสมานแผล (Ya-Samarn-Phlae; YaSP)          
ซึ่งมสีมุนไพรองค์ประกอบในต ารบัทัง้หมด 4 ชนิด ได้แก่ เหง้าขมิ้นชนั (Curcuma longa L.; 
CL) เปลือกมงัคุด (Garcinia mangostana L.; GM) เมล็ดข้าวสาร (Oryza sativa L.; OS) และ
เมลด็หมากสง (Areca catechu L.; AC) โดยต ารบัยาสมานแผลเป็นของ นายสมพร ชาญวณิชย์
สกุล หมอพื้นบ้านในจงัหวดัสงขลาและเป็นแพทย์แผนไทยประจ าโรงพยาบาลการแพทย์แผน
ไทย มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์วทิยาเขตหาดใหญ่ แหล่งทีม่าของสมุนไพรทีใ่ชใ้นการศกึษา
ครัง้นี้ คอื เปลอืกมงัคุดและเมลด็ขา้วสารจากพืน้ที่ในจงัหวดัพทัลุง ในส่วนของเหงา้ขมิน้ชนัและ
เมลด็หมากจากพืน้ทีใ่นจงัหวดัสงขลา        
 การศกึษาในครัง้นี้ แบ่งสมุนไพรและต ารบัยาสมานแผลที่ใช้ในการวจิยัเป็น 4 รูปแบบ 
ไดแ้ก่          
 รูปแบบที่ 1 คอื การน าผงสมุนไพรเดี่ยวในต ารบัยาสมานแผลทัง้ 4 ชนิด ได้แก่ เหงา้
ขมิน้ชนั เปลอืกมงัคุด เมลด็หมากสง และเมลด็ขา้วสาร หมกัดว้ย 95% เอทานอล ในอตัราส่วน
ของสมุนไพรต่อตวัท าละลาย เท่ากบั 1:2 เป็นเวลา 7 วนั จากนัน้กรองดว้ยกระดาษกรองเบอร ์1 
(Whatman ® Grade 1 filter paper) และน าไประเหยเอทานอลออกโดยใช้ เครื่องระเหย
สุญญากาศแบบหมุน ได้เป็นสารสกัดด้วยเอทานอลของขมิ้นชัน (ethanol extracts from 
Curcuma longa L.; E-CL), มังคุด (ethanol extracts from Garcinia mangostana L.; E-GM), 
ขา้วสาร (ethanol extracts from Oryza sativa L.; E-OS) และหมากสง (ethanol extracts from 
Areca catechu L.; E-AC)       
 รูปแบบที่ 2 คือ การน าผงสมุนไพรเดี่ยวทัง้ 4 ชนิด ในอัตราส่วนที่เท่ากัน (1:1:1:1) 
หมกัดว้ย 95% เอทานอล ในอตัราส่วนของต ารบัยาต่อตวัท าละลาย เท่ากบั 1:2 เป็นเวลา 7 วนั 
จากนัน้กรองด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 และน าไประเหยเอทานอลออกโดยใช้เครื่องระเหย
สุญญากาศแบบหมุน ไดเ้ป็นสารสกดัเอทานอลของต ารบัยาสมานแผล (ethanol extracts from 
Ya-Samarn-Phlae; E-YaSP)        
 รูปแบบที่ 3 คอื การเตรยีมต ารบัยาสมานแผลในรูปแบบยาน ้ามนั โดยใช้สมุนไพรทัง้               
4 ชนิดในอตัราส่วนที่เท่ากนั (อย่างละ 62.5 กรมั) สกดัด้วยน ้ามนัมะพร้าวสกัดเย็นปริมาตร 
1500 มลิลลิติร โดยการเคีย่วทีอุ่ณหภูม ิ60 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง จากนัน้กรองดว้ย
กระดาษกรองเบอร์ 1 ให้เป็นน ้ามนัที่มลีกัษณะสเีหลอืงใสไม่มตีะกอน ได้เป็นยาสมานแผลใน
รปูแบบน ้ามนั (traditionally prepared-Ya-Samarn-Phlae; T-YaSP)   
 รูปแบบที่ 4 คือ การเตรียมยาสมานแผลในรูปแบบยาเตรียมแผ่นปิดแผล โดยน า                  
T-YaSP 1 สว่น ผสมกบั white soft paraffin 3 สว่น หลอมละลายทีอุ่ณหภูม ิ60 องศาเซลเซียส 
จนเป็นเนื้อเดียวกนั จากนัน้เตรยีมผ้าโปร่งดูดซึม (adsorbent gauze) ที่ปราศจากเชื้อ ขนาด 
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10x10 ตารางเซนตเิมตร จุ่มลงในยาเตรยีมสมานแผล โดยใหย้าเตรยีมเคลอืบบนผา้โปร่งดูดซึม
จนทัว่แผ่น จากนัน้วางพกัแผ่นปิดแผลไวใ้นถาดปราศจากเชื้อและป้องกนัแสง 30 นาท ีเพื่อให้
แผ่นปิดแผลเย็นลงและเคลือบติดกับผ้าโปร่งดูดซึม และบรรจุแผ่นปิดแผลในถุงอะลูมิเนียม  
ฟรอยดส์ุญญากาศ ไดเ้ป็นยาสมานแผลในรูปแบบยาเตรยีมเคลอืบแผ่นปิดแผล (ointment base 
for Ya-Samarn-Phlae tulle-gras dressings; YaSP) 

วิธีการทดลอง 

1. การตรวจสอบคณุภาพของสมุนไพรองค์ประกอบในต ารบัยาสมานแผลตามแนวทาง
ขององคก์ารอนามยัโลก (World Health Organization) 
 
 1.1 การตรวจลกัษณะเฉพาะทางกายภาพของสมุนไพร 
  1.1.1 การศกึษาลกัษณะทางมหาภาคของสมุนไพร    
  โดยน าสมุนไพรองค์ประกอบของต ารบัยาสมานแผลทัง้ 4 ชนิด ได้แก่ เหง้า
ขมิ้นชนั เปลือกมงัคุด เมล็ดข้าวสาร และเมล็ดหมากสง มาล้างท าความสะอาด และศึกษา
ลกัษณะภายนอกของสมุนไพรแต่ละชนิด เช่น ลกัษณะผวินอก รอยย่น ขนาด ความกวา้ง ความ
ยาว สเีนื้อในของสมุนไพร โดยวธิีการดูด้วยตาเปล่า หรอืใช้แว่นขยาย โดยอ้างอิงจาก Thai 
Herbal Pharmacopoeia และ Ayurvedic pharmacopoeia of India 
  1.1.2 การศกึษาลกัษณะทางจุลภาคของผงยาสมุนไพร    
  โดยน าสมุนไพรที่ผ่านการตรวจสอบลกัษณะทางมหาภาค มาบดเป็นผง ผ่าน
แร่งเบอร์ 60 เพื่อใช้ในการตรวจลักษณะทางจุลภาคของเนื้อเยื่อพืชสมุนไพรโดยใช้กล้อง
จุลทรรศน์ การเตรยีมตวัอย่างสไลด์ ท าโดยหยดน ้ายาที่เหมาะสมกบัเนื้อเยื่อพชืที่ต้องการจะ
ตรวจสอบเอกลกัษณ์ 2 หยดลงบนแผ่นสไลด์ น ้ายาที่ใช้ย้อมผงพืชสมุนไพร ได้แก่ น ้ากลัน่                      
ใช้ดูเซลล์พาเรงคมิา และแป้ง น ้ายากรดพคิรคิ (picric acid stain solution) ใช้ย้อม aleurone 
grains ติดสเีหลือง น ้ายาไอโอดีน (2% iodine solution) ใช้ย้อมเม็ดแป้ง ติดสนี ้าเงนิหรอืม่วง 
หรอืน ้ายาซูดานทร ี(sudan III stain solution) ใช้ย้อมเม็ดน ้ามัน ติดสสี้ม เป็นต้น จากนัน้ใช้
ปลายเข็มเขี่ยผงสมุนไพรเล็กน้อยเคาะลงบนแผ่นสไลด์ต าแหน่งที่มีน ้ายาย้อม และผสมผง
สมุนไพรและน ้ ายาย้อมให้เข้ากัน พักไว้ 10 นาที ปิดด้วย cover slip โดยระวังไม่ให้เกิด
ฟองอากาศขึ้นภายใน จากนัน้ใช้วสัดุดูดซบัสารละลายของน ้ายาที่ล้นออกมาจากการปิดด้วย 
cover slip น าแผ่นสไลด์ไปส่องภายใต้กลอ้งจุลทรรศน์ เพื่อดูลกัษณะเซลลข์องเนื้อเยื่อสมุนไพร 
จากนัน้บนัทกึภาพและชื่อเซลล์ที่ตรวจพบ โดยอ้างองิจาก Thai Herbal Pharmacopoeia และ 
Ayurvedic pharmacopoeia of India  
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 1.2 การตรวจเอกลกัษณ์ของสมุนไพร: การตรวจสอบวตัถุเจอืปนและสิง่แปลกปลอม 
  1.2.1 การหาปรมิาณสิง่แปลกปลอม (determination of foreign matter) 
  สุม่ตรวจผงสมุนไพรในต ารบัยาสมานแผล แต่ละชุดการทดลอง ชุดละ 100 กรมั 
น ามาเกลี่ยในภาชนะแบนราบ ตรวจหาและคดัแยกสิง่แปลกปลอมด้วยตาเปล่าหรอืด้วยแว่น
ขยาย ชัง่น ้ าหนักสิ่งแปลกปลอมด้วยเครื่องชัง่ 4 ต าแหน่ง แล้วค านวณหาร้อยละของสิ่ง
แปลกปลอมในตวัอย่าง ท าชุดการทดลองละ 3 ซ ้า แล้วน ามาค านวณหาค่าเฉลี่ย ปรมิาณสิง่
แปลกปลอมตามสตูร  
  ปรมิาณสิง่แปลกปลอม (%w/w) = (A / B) ×100   
เมื่อ A คอื น ้าหนกัสิง่แปลกปลอม (กรมั) และ B คอื น ้าหนกัผงสมุนไพรเริม่ตน้ (กรมั) 
  1.2.2 การหาปรมิาณความชื้น (loss of mass on drying)  
  ชัง่ผงสมุนไพร 4 มิลลิกรัม ด้วยเครื่องชัง่ 4 ต าแหน่ง ใส่ใน plate ที่ทราบ
น ้าหนักแน่นอน เผาที่อุณหภูม ิ105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง แล้วน ามาดูดความชื้น
ด้วยโถดูดความชื้น (desiccator) 30 นาที ชัง่น ้าหนักจนได้น ้าหนักคงที่ ท าชุดการทดลองละ             
3 ซ ้า ค านวณหาค่ารอ้ยละของปรมิาณความชื้นตามสตูร                    
  ปรมิาณความชืน้ (%v/w) = [ (W1 - W2) / (W1 - W) ] ×100  
เมื่อ W คอื น ้าหนกัของ plate (กรมั), W1 คอื น ้าหนกัของ plate และผงสมุนไพรก่อนอบ (กรมั), 
W2 คอื น ้าหนกัของ plate และผงสมุนไพรหลงัอบ (กรมั) 
  1.2.3 การหาปรมิาณเถา้รวม (total ash) 
  เตรียมเผาเบ้าเคลือบและฝา (crucible) โดยอบแห้งที่อุณหภูมิ 450 องศา
เซลเซยีส  เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนัน้น าออกมาใสใ่นโถดูดความชื้น 30 นาท ีและชัง่ดว้ยเครื่อง
ชัง่ 4 ต าแหน่ง จนได้น ้าหนักคงที่ จากนัน้น าผงสมุนไพรปรมิาณ 4 กรมั บรรจุในเบ้าเคลือบ 
น าไปเผาทีอุ่ณหภูม ิ450 องศาเซลเซยีส เวลา 3 ชัว่โมง น าออกมาใสใ่นโถดูดความชื้น 30 นาท ี
ชัง่ดว้ยเครื่องชัง่ 4 ต าแหน่ง จนไดน้ ้าหนักคงที ่ท าชุดการทดลองละ 3 ซ ้า แลว้ค านวณหาร้อย
ละของปรมิาณเถา้รวมทัง้หมดของผงสมุนไพรตามสตูร     
  ปรมิาณเถา้รวมทัง้หมด (%w/w) = [(A - B) / W ] ×100  
เมื่อ A คอื ค่าเฉลีย่ของน ้าหนักเบา้เคลอืบและฝาทีแ่น่นอนหลงัการเผาตวัอย่าง , B คอื ค่าเฉลีย่
ของน ้าหนักเบ้าเคลอืบและฝาที่แน่นอนก่อนการเผาตวัอย่าง และ W คอื น ้าหนักผงสมุนไพร
ตวัอย่างทีใ่ชใ้นการวเิคราะห ์
   1.2.4 การหาปรมิาณเถา้ทีไ่ม่ละลายในกรด (acid-insoluble ash) 
  ละลาย total ash ดว้ยน ้ากลัน่ 15 มลิลลิติร และกรดไฮโดรคลอรกิ (hydrochloric 
acid; HCl) 10 มลิลลิติร ในบกีเกอร ์ปิดฝาแลว้น าไปตม้ทีอุ่ณหภูม ิ130 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 
5 นาท ีทิง้ไวใ้หเ้ยน็ กรองสว่นทีไ่ม่ละลายดว้ยกระดาษกรองเบอร ์40 จากนัน้ลา้งตะกอนดว้ยน ้า
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ร้อนจนตะกอนเป็นสขีาวหรอืไม่มสี ีน ากระดาษกรองที่กรองแล้วใส่ใน crucible ที่มนี ้าหนักที่
แน่นอน น าเข้าเตาเผาอุณหภูมิ 500 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง น าออกมาใส่ใน
โถดูดความชื้น 30 นาที ชัง่ด้วยเครื่องชัง่ 4 ต าแหน่ง จนได้น ้ าหนักคงที่ บันทึกน ้ าหนัก               
ท าชุดการทดลองละ 3 ซ ้า แล้วค านวณหาร้อยละของปริมาณเถ้าที่ไม่ละลายในกรดของผง
สมุนไพร ตามสตูร         
   ปรมิาณเถา้รวมทัง้หมด (%w/w) = [ (A - B) / W ] ×100  
เมื่อ A คอื ค่าเฉลีย่ของน ้าหนกัเบา้เคลอืบและฝาทีแ่น่นอน หลงัการเผาตวัอย่าง, B คอื ค่าเฉลีย่
ของน ้าหนักเบ้าเคลอืบและฝาที่แน่นอน ก่อนการเผาตวัอย่าง และ W คอื น ้าหนักผงสมุนไพร
ตวัอย่างทีใ่ชใ้นการวเิคราะห ์
 
 1.3 การตรวจเอกลกัษณ์ของสมุนไพร: การตรวจสอบปรมิาณสารส าคญัในสมุนไพร 
  1.3.1 การหาปรมิาณสารสกดัดว้ยเอทานอล (ethanol-soluble extractive) 
  บรรจุผงสมุนไพร 5 กรัมในขวดวัดปริมาตร (volumetric flask) ขนาด 250 
มิลลิลิตร เติม 95% เอทานอล 100 มิลลิลิตร ปิดด้วยพาราฟิล์ม (parafilm) เขย่าต่อเนื่อง                  
6 ชัว่โมง และวางทิ้งไว ้18 ชัว่โมง จากนัน้กรองดว้ยกระดาษกรองเบอร ์1 น าสารละลายทีก่รอง
ได้จ านวน 20 มิลลิลิตร ใส่ ในชามระเหย (evaporating dish) ที่ทราบน ้ าหนักแน่นอน                        
น าไประ เหยบนอ่ างน ้ าควบคุมอุณหภูมิ  (water bath) แล้วน า ไปอบที่อุณหภูมิ  105                         
องศาเซลเซียส จนได้น ้าหนักที่คงที่ ท าชุดการทดลองละ 3 ซ ้า ค านวณหาร้อยละของปรมิาณ
สารสกดัทีม่อียู่ในตวัอย่างตามสตูร        
  ปรมิาณสารสกดัดว้ยเอทานอล (%w/w) = (A / B) ×100   
เมื่อ A คอื น ้าหนกัสารสกดั (กรมั) และ B คอื น ้าหนกัผงสมุนไพร (กรมั) 
  1.3.2 การหาปรมิาณสารสกดัดว้ยน ้า (water-soluble extractive) 
  บรร จุ ผ งส มุน ไพ ร  5 ก รัม ในขวดวัดปริม าต รขนาด  250 มิล ลิลิต ร                              
เตมิ chloroform water 100 มลิลลิติร ปิดดว้ยพาราฟิล์ม เขย่าต่อเนื่อง 6 ชัว่โมง และวางทิ้งไว้ 
18 ชัว่โมง จากนัน้กรองดว้ยกระดาษกรองเบอร ์1 น าสารละลายทีก่รองไดจ้ านวน 20 มลิลลิติร 
ใส่ในชามระเหย ที่ทราบน ้าหนักแน่นอน น าไประเหยบนอ่างน ้าควบคุมอุณหภูมแิล้วน าไปอบ               
ที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส จนได้น ้าหนักที่คงที่ ท าชุดการทดลองละ 3 ซ ้า ค านวณหา                
รอ้ยละของปรมิาณสารสกดัดว้ยน ้าทีม่อียู่ในตวัอย่างตามสตูร     
   ปรมิาณสารสกดัดว้ยน ้า (%w/w) = (A / B) ×100   
เมื่อ A คอื น ้าหนกัสารสกดั (กรมั) และ B คอื น ้าหนกัผงสมุนไพร (กรมั) 
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  1.3.3 การหาปรมิาณสารสกดัดว้ยเฮกเซน (hexane-soluble extractive) 
  บรรจุผงสมุนไพร 5 กรมัในขวดวดัปรมิาตรขนาด 250 มลิลลิติร เตมิเฮกเซน 
100 มลิลลิติร ปิดดว้ยพาราฟิล์มเขย่าต่อเนื่อง 6 ชัว่โมง และวางทิ้งไว ้18 ชัว่โมง จากนัน้กรอง
ด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 น าสารละลายที่กรองได้จ านวน 20 มิลลิลิตร ใส่ในชามระเหย               
ที่ทราบน ้ าหนักแน่นอน น าไประเหยบนอ่างน ้ าควบคุมอุณหภูมิ แล้วน าไปอบที่อุณหภูมิ                 
105 องศาเซลเซียส จนได้น ้าหนักที่คงที่ ท าชุดการทดลองละ 3 ซ ้า ค านวณหาร้อยละของ
ปรมิาณสารสกดัดว้ยน ้าทีม่อียู่ในตวัอย่างตามสตูร      
  ปรมิาณสารสกดัดว้ยเฮกเซน (%w/w) = (A / B) ×100   
เมื่อ A คอื น ้าหนกัสารสกดั (กรมั) และ B คอื น ้าหนกัผงสมุนไพร (กรมั) 
  1.3.4 การหาปรมิาณน ้ามนัหอมระเหย (volatile oil content)  
  ใช้ชุดกลัน่น ้ามนัหอมระเหยตามที่ก าหนดไว้ใน Thai Herbal Pharmacopoeia 
บรรจุผงสมุนไพร 10 กรมัในขวดก้นกลม เตมิน ้า 100 มลิลลิติร เขย่าเบาๆ ใหเ้ข้ากนั ประกอบ
ชุดกลัน่น ้ามนัหอมระเหย โดยเติมน ้าลงใน graduate tube จนถึงระดบัปริมาตร 2 มิลลิลิตร                 
แล้วเตมิไซลนี (xylene) 2 มลิลลิติร และต้มด้วยความร้อน 130-150 องศาเซลเซียส จนน ้าเริม่
เดือด ปรบัความร้อนให้ได้อตัราเร็วในการกลัน่ 2-3 มลิลิลิตรต่อนาที เป็นเวลา 5 ชัว่โมง ปิด
เครื่องท าความรอ้น  ตัง้ทิ้งไวใ้หเ้ยน็ประมาน 15 นาท ี ไขใหน้ ้าใน graduate tube ไหลออกช้า 
ๆ จนกระทัง่ระดบัของสารละลายผสมไซลนีและน ้ามนัหอมระเหยอยู่ที่ preparation line ทิ้งไว้                   
1 ชัว่โมง ระดบัของสารละลายผสมไซลนีและน ้ามนัหอมระเหยอยู่ที่ระดบั 0 อ่านปรมิาตรของ
สารละลายผสมของไซลนี และน ้ามนัหอมระเหยเป็นมลิลลิติร น าปรมิาตรของไซลนี (มลิลลิติร) 
หกัลบออกจากปริมาตรของสารละลายผสมไซลีน และน ้ามนัหอมระเหย ท าชุดการทดลอง                     
3 ซ ้า ค านวณหาค่ารอ้ยละของปรมิาณน ้ามนัหอมระเหยทีม่อียู่ในตวัอย่างตามสตูร  
  ปรมิาณน ้ามนัหอมระเหย (%v/w) = [A - 2 (ml) / B] ×100  
เมื่อ A คอื ปรมิาตรน ้าทีอ่่านได ้(มลิลลิติร) และ B คอื น ้าหนกัผงขมิน้ชนั (กรมั) 
  1.3.5 การหาปรมิาณเคอรค์มูนิอยด ์(curcuminoid content)  
  การเตรยีมสารละลายมาตรฐาน ชัง่สารละลายมาตรฐานเคอร์คูมนิ 2 มลิลกิรมั 
น ามาละลายดว้ยเมทานอล ปรบัปรมิาตรใหเ้ป็น 5.0 มลิลลิติร ในขวดวดัปรมิาตร หา standard 
curve ของเคอร์คูมิน โดยดูดสารละลายมาตรฐานเคอร์คูมินด้วยเครื่องดูดจ่ายสารละลาย 
(micropipette) ปรมิาตร 20, 40, 50, 60 และ 80 ไมโครลติร ตามล าดบั ใสล่งในขวดวดัปรมิาตร 
ขนาด 10 มลิลลิติร จ านวน 5 ขวด ปรบัปรมิาตรดว้ยเมทานอล จนครบ 10 มลิลลิติร เขย่าใหเ้ขา้
กัน น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงหรือ optical density (OD) ที่ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร                
น าค่าทีไ่ดม้าสรา้งกราฟมาตรฐาน       
  การเตรยีมตวัอย่าง ชัง่ผงขมิน้ชนั 300 มลิลกิรมั บรรจุในขวดวดัปรมิาตรขนาด 
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10 มิลลิลิตร เติม tetrahydrofuran จนได้ปริมาตรครบ 10 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน ทิ้งไว้ที่
อุณหภูมหิ้อง 24 ชัว่โมง โดยการเขย่าต่อเนื่อง ดูดสารละลายส่วนใส 1 มลิลลิติร ใส่ในขวดวดั
ปรมิาตร ขนาด 25 มลิลลิติร ปรบัปรมิาตรด้วยเมทานอลจนครบ 25 มลิลลิติร เขย่าให้เข้ากนั 
จากนัน้ดูดสารละลายตัวอย่างมา 1 มิลลิลิตรใส่ในขวดวดัปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร ปรบั
ปริมาตรด้วยเมทานอลจนครบ 50 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน น าไปวัดการดูดกลืนแสง
อัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร น าค่าการดูดกลืนแสง ที่ได้ไปค านวณหา
ปรมิาณเคอรค์มูนิอยดโ์ดยเปรยีบเทยีบกบักราฟมาตรฐาน 
  1.3.6 การหาปรมิาณแทนนิน (tannin content) 
  ชัง่ผงสมุนไพร 4 กรมั บรรจุในขวดรูปชมพู่ (erlenmeyer flask) ขนาด 250 
มลิลลิติร เตมิน ้ากลัน่ 150 มลิลลิติร จากนัน้วางบนอ่างน ้าควบคุมอุณหภูม ิที ่45 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 30 นาท ีท าใหเ้ยน็และปรบัปรมิาตรดว้ยน ้ากลัน่ในขวดวดัปรมิาณขนาด 250 มลิลลิติร 
น าสารสกดัทีไ่ดก้รองดว้ยกระดาษกรองเบอร ์1       
  จากนัน้หาปริมาณสารสกัดด้วยน ้ า (T1) โดยดูดสารสกัดที่กรองได้มา 50 
มลิลลิติร ระเหยแหง้ดว้ยเครื่องเครื่องกลัน่ระเหยสารแบบหมุน (rotary evaporator) และน าสาร
ทีไ่ดใ้ส่ลงในชามระเหยทีท่ราบน ้าหนักทีแ่น่นอน อบทีอุ่ณหภูม ิ105 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 2 
ชัว่โมง น ามาดดูความชืน้ดว้ยโถดดูความชืน้ 30 นาท ีชัง่น ้าหนกัจนไดน้ ้าหนกัคงที ่ 
  หาปริมาณสารสกัดด้วยน ้ าที่ไม่จับกับ hide powder (T2) โดยดูดสารสกัดที่
กรองไดม้า 80 มลิลลิติร เตมิ hide powder 6 กรมั และเขย่าต่อเนื่องเป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้
กรองดว้ยกระดาษกรองเบอร ์1 น าสารทีก่รองได ้50 มลิลลิติร ระเหยแหง้ดว้ยเครื่องกลัน่ระเหย
สารแบบหมุน และน าสารทีไ่ดจ้ากการระเหยแหง้ใสล่งในชามระเหยทีท่ราบน ้าหนกัทีแ่น่นอน อบ
ทีอุ่ณหภูม ิ105 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง แลว้น ามาดดูความชืน้ดว้ยโถดดูความชืน้ 30 
นาท ีชัง่น ้าหนกัจนไดน้ ้าหนกัคงที ่       
  หาปริมาณ hide powder ที่ละลายกับน ้ า (T3) โดยชัง่ hide powder 6 กรัม 
บรรจุในขวดรปูชมพู ่เตมิน ้ากลัน่ 80 มลิลลิติร และเขย่าต่อเนื่องเป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้กรอง
ดว้ยกระดาษกรองเบอร ์1 น าสารทีก่รองได ้50 มลิลลิติร ระเหยแหง้ดว้ยเครื่องกลัน่ระเหยสาร
แบบหมุน และน าสารทีไ่ดใ้ส่ลงในชามระเหยทีท่ราบน ้าหนักทีแ่น่นอน อบทีอุ่ณหภูม ิ105 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง แลว้น ามาดูดความชื้นดว้ยโถดูดความชื้น 30 นาท ีชัง่น ้าหนักจน
ไดน้ ้าหนกัคงที ่จากนัน้ค านวณหาปรมิาณ แทนนิน จากสตูร     
  ปรมิาณแทนนิน (%w/w) = {(TX + T3) ×5 ×100}/ W  
เมื่อ TX คอื T1 - T2 (T1 คอื น ้าหนักสารสกดัดว้ยน ้าหลังการอบ และ T2 คอื น ้าหนักสารสกัด
ด้วยน ้าที่ไม่จบักบั hide powder หลงัการอบ), T3 คอื น ้าหนัก hide powder ที่ละลายได้ในน ้า
หลงัการอบ และ W คอื น ้าหนกัของผงสมุนไพร 
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2. การประเมินคุณสมบัติทางเคมีด้วย  liquid chromatograph-mass spectrometer  
(LC-MS) และ  การทดสอบหาปริมาณสารส าคัญ  ด้วย  high performance liquid 
chromatography (HPLC) 
 
 2.1 การประเมนิคุณสมบตัทิางเคมขีองต ารบัยาสมานแผลดว้ยเครื่อง LC-MS  
 ตัวอย่างที่ใช้ในการตรวจสอบ ได้แก่ E-CL, E-GM, E-OS, E-AC, E-YaSP, T-YaSP 
และ YaSP โดยละลายสารตัวอย่างด้วยเมทานอล และส่งตัวอย่างทดสอบที่ศูนย์เครื่องมือ
วทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์อ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา โดยใชเ้ครื่อง liquid 
chromatography mass spectrometry LC-MS-MS, 6545 Accurate-Mass Q-TOF, Agilent 
Technologies, Germany สภาวะการทดสอบ คอื  
Column  : Hypersil™ ODS (4.6×250 mm, 5 µm) 
Draw speed  : 100.0 µL/min 
Eject speed   : 400.0 µL/min 
Injection volume  : 5.00 µL 
Gas temperature : 325 °C  
Gas flow   : 13 l/min 
Nebulizer   : 35 psig 
Mobile phase  : water (A), 0.1% formic acid (B), 100% acetonitrile (C) 
Time (min)  : %Solvent A :  %Solvent C    
4.0    90.0   10.0 
22.0    20.0   80.0 
28.0    20.0   80.0 
34.0    90.0   10.0     
 
 
 
 
 
 
 
 



87 

 

 2.2 การวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคัญของต ารับยาสมานแผลโดยใช้เครื่อง high 
performance liquid chromatography (HPLC)  
 การวเิคราะห์หาปริมาณสารส าคญั alpha-mangostin, curcumin และ arecoline ด้วย
เครื่อง HPLC มีตัวอย่างที่ใช้ในการตรวจสอบ ได้แก่  T-YaSP และ YaSP โดยละลายสาร
ตัว อย่ า งด้ ว ย เมทานอล  แล ะส่ ง ตัว อย่ า งทดสอบที่ ศู น ย์ เ ค รื่ อ ง มือ วิท ย าศ าสต ร์  
มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์อ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา โดยใชเ้ครื่อง high-performance 
liquid chromatograph, 1200, Agilent Technologies, Germany (HPLC-Agro) โดยใช้เทคนิค 
reverse phase high-performance liquid chromatography  
 
สภาวะการทดสอบ คอื 
Column  : Hypersil™ ODS (4.6×250 mm, 5 µm) 
Injection volume : 20 µl 
Flow rate  : 1.00 ml/min 
Column temperature : 25 °C  
Run time  : 20 min  
Detector wavelength : 320 nm for alpha-mangostin; 425 nm for curcumin;  
       254 nm for arecoline 
Mobile phase  : methanol (A), 2% formic acid (B), acetonitrile (C) 
Time (min)  : %Solvent B :  %Solvent C    
0.0    20.0   0.0 
5.0    20.0   0.0 
6.0    20.0   80.0 
15.0    10.0   90.0     
20.0    20.0   0.0 
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3. การวิเคราะห์ฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีเก่ียวข้องกบัการสมานแผลของสมุนไพรองคป์ระกอบ
และต ารบัยาสมานแผลในหลอดทดลองและความปลอดภยัของยาสมานแผล 
 
 3.1 การประเมินฤทธิต์้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี nitric oxide (NO) scavenging activity 
assay (Mandal et al., 2011) 
 น าสารสกดัด้วยเอทานอลของต ารบัยาสมานแผล (E-YaSP) ที่ความเขม้ข้น 0.01-0.1 
มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ปรมิาตร 40 ไมโครลติร ผสมกบั 100 มลิลโิมลาร์ sodium nitroprusside 
20 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูม ิ25 องศาเซลเซียส ในที่มดืเป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนัน้เติม 1% 
sulphanilamide 30 ไ ม โ ค ร ลิ ต ร  บ่ ม เ ป็ น เ ว ล า  8 น า ที  ใ น ที่ มื ด  แ ล ะ เ ติ ม  0.1% 
naphthyletylenediamine dihydrochloride (NED) 30 ไมโครลิตร บ่มเป็นเวลา 8 นาที ในที่มดื 
น าไปวดัค่าการดูดกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 543 นาโนเมตร ดว้ยเครื่อง microplate reader ท า
การทดสอบตวัอย่างละ 3 ซ ้า โดยใช ้catechin เป็นสารต้านอนุมูลอสิระมาตรฐาน รายงานค่าที่
วดัไดเ้ป็นเปอรเ์ซน็ตก์ารยบัยัง้ไนตรกิออกไซด ์(% NO inhibition) ดงัสตูร   
 
 % NO inhibition = (Abscontrol – Abssample) x 100  
    Abscontrol  
Abscontrol  คอื  ค่าการดดูกลนืแสงของ PBS 40 ไมโครลติร กบั sodium nitroprusside 
   20 ไมโครลิตร 1% sulphanilamide 30 ไมโครลิตร และ 0.1% NED 
   30 ไมโครลติร 
Abssample คอื  ค่าการดดูกลนืแสงของสารตวัอย่าง 40 ไมโครลติร กบั sodium  
   nitroprusside 20 ไมโครลติร 1% sulphanilamide 30 ไมโครลติร และ 
   0.1% NED 30 ไมโครลติร 
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 3.2 การทดสอบฤทธิต์า้นการอกัเสบ (anti-inflammatory activity) ดว้ยวธิยีบัยัง้การหลัง่ 
nitric oxide (NO) ในเซลล์ macrophage RAW 264.7 ที่ได้รับการกระตุ้นการอักเสบด้วย 
lipopolysaccharide (LPS) (Sudsai et al., 2013) 
 การทดสอบความเป็นพษิ (cytotoxicity test) ของ E-CL, E-GM, E-OS, E-AC และ E-
YaSP ต่อเซลล์ macrophage RAW 264.7 โดยเพาะเลี้ยงเซลล์ในอาหารชนิด  dulbecco’s 
modified eagle medium (DMEM) ที่มีส่วนผสมของซีรัม่ลูกวัว 10% (10% of fetal bovine 
serum) และ 1% penicillin/streptomycin solution บ่มในตูค้วบคุมอุณหภูมทิี ่37 องศาเซลเซยีส 
ในสภาวะม ี5% คารบ์อนไดออกไซด ์  
 เตรยีมสารสกดัโดยเจอืจางด้วย 10% DMSO ในอาหารเลี้ยงเซลล์ ให้ได้ความเข้มข้น
เท่ากบั 1-400 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร และน าไปกรองผ่านเมมเบรนรูพรุนขนาด 0.2 ไมครอน 
เพื่อให้ปราศจากเชื้อ จากนัน้น าไปทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล์ด้วยวธิี Sulforhodamine B 
(SRB assay) และค านวณเปอรเ์ซน็ตก์ารรอดชวีติของเซลลเ์ปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม จากนัน้
เลอืกความเขม้ขน้สงูสุดทีไ่ม่เป็นพษิต่อเซลลไ์ปทดสอบฤทธิย์บัยัง้การหลัง่ NO  
 การทดสอบฤทธิย์บัยัง้การหลัง่ NO ในเซลล์ macrophage RAW 264.7 ที่ได้รบัการ
กระตุ้นการอกัเสบด้วย LPS ท าโดยเพาะเลี้ยงเซลล์ใน 96-well plate ให้ได้ความเขม้ขน้ 2.5 x 
104 เซลล์ต่อไมโครลิตร  บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะม ี5% คาร์บอนไดออกไซด์ เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนัน้ดดูอาหารเลีย้งเซลลอ์อก และเตมิอาหารเลีย้งเซลลใ์หม่ทีม่สีว่นผสม
ของสารสกดัความเข้มข้นต่าง ๆ ที่มแีละไม่ม ีLPS (1 ไมโครกรมัต่อมลิลิตร) น าไปบ่มที่ 37 
องศาเซลเซียส ในสภาวะม ี5% คาร์บอนไดออกไซด์ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง น าไปปัน่เหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 300 g เป็นเวลา 2 นาที จากนั ้นดูดส่วนของ supernatant ปริมาตร 100 
ไมโครลติร ผสมกบัสารละลาย Griess ปรมิาตร 100 ไมโครลติร บ่มในทีม่ดื เป็นเวลา 15 นาท ี
น าไปวดัค่าการดูดกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 540 นาโนเมตร ดว้ยเครื่อง microplate reader ท า
การทดสอบตวัอย่างละ 3 ซ ้า จากนัน้ค านวณความเขม้ขน้ของไนไตรท์โดยเปรยีบเทยีบกบักราฟ
มาตรฐานของโซเดยีมไนไตรท ์(NaNO2) ทีค่วามเขม้ขน้ 1.56-100 ไมโครโมลาร ์  
 
 3.3 การทดสอบฤทธิก์ระตุ้นการหายของบาดแผลโดยใช้แบบจ าลองการหายของ
บาดแผล (in vitro wound healing model) ด้วยวธิ ีwound scratch assay ในเซลล์ผวิหนังของ
มนุษย ์(human dermal fibroblast (HDF) cells) (Muhommod et al., 2013) 
 การทดสอบความเป็นพษิ (cytotoxicity test) ของ E-CL, E-GM, E-OS, E-AC และ E-
YaSP ต่อเซลล์ HDF โดยเพาะเลี้ยงเซลล์ในอาหารชนิด dulbecco’s modified eagle medium 
(DMEM) ที่ มี ส่ ว นผสมขอ งซี รั ม่ ลู ก วัว  10% ( 10% of fetal bovine serum) แล ะ  1% 
penicillin/streptomycin solution บ่มในตู้ควบคุมอุณหภูมทิี ่37 องศาเซลเซยีส ในสภาวะม ี5% 
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คารบ์อนไดออกไซด ์         
 เตรยีมสารสกดัโดยเจอืจางด้วย 10% DMSO ในอาหารเลี้ยงเซลล์ ให้ได้ความเข้มข้น
เท่ากบั 0.0001-1 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร และน าไปกรองผ่านเมมเบรนรูพรุนขนาด 0.2 ไมครอน 
เพื่อให้ปราศจากเชื้อ จากนัน้น าไปทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล์ด้วยวธิี Sulforhodamine B 
(SRB assay) และค านวณเปอรเ์ซน็ตก์ารรอดชวีติของเซลลเ์ปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม จากนัน้
เลอืกความเขม้ขน้สงูสุดทีไ่ม่เป็นพษิต่อเซลลไ์ปทดสอบฤทธิก์ระตุ้นการหายของบาดแผลดว้ยวธิ ี
wound scratch assay         
 การทดสอบฤทธิก์ระตุ้นการหายของบาดแผลด้วยวธิี wound scratch assay ท าโดย
เพาะเลี้ยงเซลล์ HDF ใน 24-well plate ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 3 x 105 เซลล์ต่อมลิลลิติร เป็นเวลา 
24 ชัว่โมง หลงัจากนัน้ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ออก และใช้ pipette tip ขนาด 200 ไมโครลติร ขดี
เสน้ตามแนวเส้นผ่านศูนย์กลางของ 24-well plate เพื่อให้เกดิช่องว่าง (artificial wound) และ
ลา้งเซลลท์ีห่ลุดจากการขดีออกดว้ย PBS จากนัน้เตมิอาหารเลีย้งเซลลท์ีม่สี่วนผสมของสารสกดั
ความเขม้ขน้ต่าง ๆ น าไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส ในสภาวะม ี5% คารบ์อนไดออกไซด์ 
วิเคราะห์ผล โดยค านวณระยะห่างที่ลดลงระหว่างรอยขีดที่สร้างขึ้น จากภาพถ่ายเซลล์
เพาะเลี้ยงภายใต้กลอ้งจุลทรรศน์ ทีเ่วลา 0, 8, 24 และ 48 ชัว่โมง หลงัการบ่มเปรยีบเทียบกบั
กลุ่มควบคุมซึง่ใช ้10% DMSO แทนสารสกดั และใชว้ติามนิซเีป็นสารมาตรฐาน 
 

 3.4 การทดสอบความระคายเคืองของยาสมานแผลในสัตว์ทดลอง (primary skin 
irritation test) (OECD, 2002) 
 การทดสอบการก่อความระคายเคืองผิวหนังกระต่ายของยาสมานแผลในรูปแบบ                  
T-YaSP และ YaSP อา้งองิวธิกีารทดสอบหมายเลข 404 : การทดสอบการก่อความระคายเคอืง
ต่อผวิหนงัของ OECD Guidelines for Testing of Chemicals (2002)    
 การเตรยีมสตัว์ทดลอง ในการทดลองใช้กระต่ายสขีาวสายพนัธุ์ New Zealand White 
ทัง้สองเพศ จากภาควชิาสตัวบาล คณะเกษตรศาสตร์ มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขต
ก าแพงแสน จังหวัดนครปฐม น ้ าหนักตัวประมาณ 2-3 กิโลกรัม โดยน ากระต่าย 3 ตัว                     
(ต่อ 1 ตวัอย่างทดสอบ) มาเลีย้งในหอ้งปฏบิตักิารก่อนการทดสอบ 1 สปัดาห ์เพือ่ใหส้ตัวท์ดลอง
ปรบัความคุ้นเคยกับสถานที่ โดยกระต่ายจะได้รบัน ้าและอาหารตามปกติ และก่อนท าการ
ทดสอบ 1 วนั กระต่ายทุกตวัจะถูกโกนขนบรเิวณล าตวัใต้หวัไหล่ชดิกระดูกสนัหลงัทัง้สองข้าง
เป็นบรเิวณ 10x10 ตารางเซนตเิมตร ดว้ยปัตตาเลีย่นไฟฟ้าโดยระมดัระวงัไม่ใหผ้วิหนงัเกดิแผล
  วธิกีารทดสอบ เริม่ท าการทดสอบโดยใช้ไมโครปิเปตดูดยาสมานแผลรูปแบบ 
T-YaSP ปรมิาตร 0.5 มลิลิลิตร หรอืชัง่ยาสมานแผลในรูปแบบ YaSP 0.5 กรมั เกลี่ยลงบน
ผ้าพันแผลมาตรฐานขนาด 2.5x2.5 ตารางเซนติเมตร (patch) ทบซ้อนกัน 10 ชัน้ ท าให้
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ปราศจากเชื้อดว้ยวธินีึ่งอบโดยใชแ้รงดนัไอน ้า และน ามาปิดลงบนผิวหนังหลงักระต่ายดา้นหนึ่ง
ที่โกนขนเตรยีมไว้ (บรเิวณทดสอบ) ส่วนบรเิวณหลงัอีกด้านหนึ่งของกระต่ายตวัเดิมปิดด้วย 
patch ที่เกลี่ยด้วยน ้ากลัน่ปรมิาตร 0.5 มลิลิลิตร (บรเิวณควบคุม) ยดึ patch ด้วยพลาสเตอร์ 
และห่อล าตัวกระต่ายด้วยผ้ายืด เพื่อยึด patch ติดกับผิวหนังไม่ให้เคลื่อนหลุด เมื่อครบ                    
4 ชัว่โมง เปิด patch ออก แลว้ใชส้ าลชีุบน ้าอุ่นเชด็เบาๆ เพื่อใหต้วัอย่างทดสอบทีเ่หลอืค้างอยู่
บนผวิหนังหลุดออก ตรวจดูอาการแดงและบวมตรงบรเิวณทดสอบ ที่เวลา 1, 24, 48 และ 72 
ชัว่โมง และหากพบว่ายงัมอีาการแดงและบวมอยู่ให้ตรวจดูอาการจนถงึวนัที่ 14 วเิคราะห์ผล
โดยการใหค้ะแนนตามหลกัเกณฑ์ทีก่ าหนด จากนัน้น าคะแนนทีไ่ดไ้ปค านวณหาดชันีการระคาย
เคอืงเบือ้งตน้  
หลกัเกณฑก์ารให้คะแนน 
  ความแดงของผวิหนงั (erythema)  
   ลกัษณะ       คะแนน  
   ไม่มผีื่นแดง      0 
   มผีื่นแดงเลก็น้อยเหน็ไดไ้ม่ชดั    1 
   มผีื่นแดงเหน็ไดช้ดั     2 
   มผีื่นแดงปานกลางถงึรุนแรง    3 
   มผีื่นแดงปานกลางถงึรุนแรงถงึผวิหนงัตกสะเกด็  4  
  ความบวมของผวิหนงั (edema)  
   ลกัษณะ       คะแนน  
   ไม่มกีารบวม      0 
   มกีารบวมเลก็น้อยเหน็ไดไ้ม่ชดั    1 
   มกีารบวมเลก็น้อย เหน็ขอบบรเิวณบวมไดช้ดัเจน  2 
   มกีารบวมปานกลาง ขอบบรเิวณทีบ่วมสงูจากผวิหนงั 3 
   บรเิวณขา้งเคยีงประมาณ 1 มลิลเิมตร  
   มกีารบวมรุนแรง ขอบบรเิวณทีบ่วมสงูจากผวิหนงั 4 
   บรเิวณขา้งเคยีงประมาณ 1 มลิลเิมตร และลามไปสู ่  
   บรเิวณขา้งเคยีง 
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 วิธีการค านวณ 
 ค านวณดชันีการระคายเคอืงเบือ้งตน้ต่อผวิหนงั ดงันี้ 
 ค านวณคะแนนการระคายเคืองเบื้องต้น (primary irritation score; PIS) บนพื้นที่
ทดสอบของผวิหนงักระต่าย 
PIS ทีบ่รเิวณทดสอบ = ผลรวมความแดงและความบวมทีบ่รเิวณทดสอบ/จ านวนทีส่งัเกตผลPIS 
ทีบ่รเิวณควบคุม = ผลรวมความแดงและความบวมทีบ่รเิวณควบคุม/จ านวนทีส่งัเกตผล 
จ านวนสงัเกตผล คอื จ านวนคะแนนทีส่งัเกต ทีเ่วลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง  
 
PIS บนพืน้ทีท่ดสอบของกระต่ายแต่ละตวั = PIS ทีบ่รเิวณทดสอบ - PIS ทีบ่รเิวณควบคุม  
ค านวณดชันีการระคายเคอืงเบือ้งตน้ต่อผวิหนงั (primary dermal irritation index; PDII) 
PDII ต่อผวิหนงั = ผลรวมของ PIS บนพืน้ทีท่ดสอบของผวิหนงักระต่ายทุกตวั/จ านวนกระต่าย 
 เกณฑก์ารตดัสิน 
 ดชันีการระคายเคอืงเบือ้งตน้ต่อผวิหนงั  ระดบัความระคายเคอืง 
  0 ถงึ 1     ไม่ระคายเคอืง (negligible) 
  มากกว่า 1 ถงึ 2    ระคายเคอืงเลก็น้อย (slight) 
  มากกว่า 2 ถงึ 5    ระคายเคอืงปานกลาง (moderate) 
  มากกว่า 5 ถงึ 8    ระคายเคอืงรุนแรง (severe)  
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4. การศึกษาความคงสภาพ (stability study) ของยาสมานแผลในรูปแบบ T-YaSP และ 
YaSP หลงัการเกบ็รกัษาท่ี 0, 3 และ 6 เดือน  
 
 ต ารบัยาสมานแผลทัง้สองรูปแบบ คอื T-YaSP และ YaSP ไดร้บัการเตรยีมไวอ้ย่างละ 
3 ชุดทดสอบ ชุดทดสอบละ 3 ซ ้า T-YaSP บรรจุในขวดสชีาปรมิาตร 50 มลิลลิติร และปิดฝา 
YaSP บรรจุในถุงฟรอยด์ทีผ่่านการซลีปิดถงึแบบสุญญากาศ น าไปเกบ็รกัษาไวท้ีอุ่ณหภูมหิ้อง 
ปราศจากแสง เป็นเวลา 0, 3 และ 6 เดอืน  
 4.1 วิเคราะห์รูปแบบสารองค์ประกอบทางเคมีเชิงคุณภาพด้วยเครื่อง Liquid 
chromatograph-mass spectrometer (LC-MS)  
 หลงัจากการเก็บตวัอย่างยาสมานแผลทัง้สองรูปแบบที่เวลา 0, 3 และ 6 เดอืน น าสาร
ตัวอย่างละลายด้วยเมทานอล  และส่งตัวอย่างทดสอบที่ศูนย์เครื่องมือวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ อ า เภอหาดใหญ่  จังหวัดสงขลา โดยใช้เครื่ อง  liquid 
chromatography mass spectrometry LC-MS-MS, 6545 Accurate-Mass Q-TOF, Agilent 
Technologies, Germany สภาวะการทดสอบ คอื  
Column  : Hypersil™ ODS (4.6×250 mm, 5 µm) 
Draw speed  : 100.0 µL/min 
Eject speed   : 400.0 µL/min 
Injection volume  : 5.00 µL 
Gas temperature : 325 °C  
Gas flow   : 13 l/min 
Nebulizer   : 35 psig 
Mobile phase  : water (A), 0.1% formic acid (B), 100% acetonitrile (C) 
Time (min)  : %Solvent A :  %Solvent C    
4.0    90.0   10.0 
22.0    20.0   80.0 
28.0    20.0   80.0 
34.0    90.0   10.0     
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 4.2 การวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคัญของต ารับยาสมานแผลโดยใช้เครื่อง high 
performance liquid chromatography (HPLC)  
 การวเิคราะห์หาปริมาณสารส าคญั alpha-mangostin, curcumin และ arecoline ด้วย
เครื่อง HPLC หลงัจากการเกบ็ตวัอย่างยาสมานแผลทัง้สองรูปแบบทีเ่วลา 0, 3 และ 6 เดอืน น า
สารตัวอย่างละลายด้วยเมทานอล และส่งตัวอย่างทดสอบที่ศูนย์เครื่องมือวิทยาศาสตร์ 
มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์อ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา โดยใชเ้ครื่อง high-performance 
liquid chromatograph, 1200, Agilent Technologies, Germany (HPLC-Agro) โดยใช้เทคนิค 
reverse phase high-performance liquid chromatography  
 
สภาวะการทดสอบ คอื 
Column  : Hypersil™ ODS (4.6×250 mm, 5 µm) 
Injection volume : 20 µl 
Flow rate  : 1.00 ml/min 
Column temperature : 25 °C  
Run time  : 20 min  
Detector wavelength : 320 nm for alpha-mangostin; 425 nm for curcumin;  
       254 nm for arecoline 
Mobile phase  : methanol (A), 2% formic acid (B), acetonitrile (C) 
Time (min)  : %Solvent B :  %Solvent C    
0.0    20.0   0.0 
5.0    20.0   0.0 
6.0    20.0   80.0 
15.0    10.0   90.0     
20.0    20.0   0.0 
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 4.3 การประเมินฤทธิต์้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี nitric oxide (NO) scavenging activity 
assay (Mandal et al., 2011) 
 การเตรยีมตวัอย่างเพื่อทดสอบ เมื่อครบก าหนดตามระเวลาการเก็บรกัษา น าตวัอย่าง 
T-YaSP เจอืจางดว้ยอาซโีตไนไตรล์ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้เท่ากบั 1.00, 0.10 และ 0.01% (v/v) และ
ตวัอย่าง YaSP เจอืจางด้วยอาซีโตไนไตรล์ให้ได้ความเข้มข้นเท่ากบั 1.00, 0.10 และ 0.01% 
(w/v) จากนัน้ผสมสารตัวอย่างแต่ละความเข้มข้นปริมาตร 40 ไมโครลิตร กับ 100 มิลิลาร์ 
sodium nitroprusside 20 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ในที่มืด เป็นเวลา                     
3 ชัว่โมง จากนัน้เตมิ 1% sulphanilamide 30 ไมโครลติร บ่มเป็นเวลา 8 นาท ีในทีม่ดื และเตมิ 
0.1% naphthyletylenediamine dihydrochloride (NED) 30 ไมโครลิตร บ่มเป็นเวลา 8 นาที    
ในที่มืด จากนัน้น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 543 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง 
microplate reader ท าการทดสอบตวัอย่างละ 3 ซ ้า โดยใช้คาเทชิน เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ
มาตรฐาน รายงานค่าทีว่ดัไดเ้ป็นรอ้ยละการยบัยัง้ไนตรกิออกไซด ์(% NO inhibition) ดงัสตูร  
 % NO inhibition = (Abscontrol – Abssample) x 100  
    Abscontrol  
 
Abscontrol  คอื  ค่าการดดูกลนืแสงของ PBS 40 ไมโครลติร กบั sodium nitroprusside 
   20 ไมโครลิตร 1% sulphanilamide 30 ไมโครลิตร และ 0.1% NED 
   30 ไมโครลติร 
Abssample  คอื  ค่าการดดูกลนืแสงของสารตวัอย่าง 40 ไมโครลติร กบั sodium  
   nitroprusside 20 ไมโครลติร 1% sulphanilamide 30 ไมโครลติร และ 
   0.1% NED 30 ไมโครลติร 
 
 4.4 การประเมนิฤทธิย์บัยัง้การเกิดปฏิกิรยิา lipid peroxidation ด้วยวธิ ีthiobarbituric 
acid reactive substances (TBARs) (Nguyen et al., 2017) 
 การเตรยีมตวัอย่างทีใ่ช้ทดสอบ เมื่อครบก าหนดตามระเวลาการเก็บรกัษา น าตวัอย่าง 
T-YaSP เจือจางด้วยอาซีโตไนไตรล์ให้ได้ความเข้มข้นเท่ากบั 10.00, 1.00 และ 0.10% (v/v) 
และตัวอย่าง YaSP เจือจางด้วยอาซีโตไนไตรล์ให้ได้ความเข้มข้นเท่ากับ 10.00, 1.00 และ 
0.10% (w/v) จากนัน้ผสมสารตวัอย่างแต่ละความเขม้ขน้ปรมิาตร 10 ไมโครลติร กบั egg yolk 
50 ไมโครลติร acetic acid 150 ไมโครลติร thiobarbituric acid 150 ไมโครลติร และน ้ากลัน่ 40 
ไมโครลติร น าไปอุ่นในอ่างองัไอน ้าทีอุ่ณหภูม ิ95 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 60 นาท ีแลว้น าไป
วดัค่าการดูดกลนืแสงที ่532 นาโนเมตร ดว้ยเครื่อง microplate reader ท าการทดสอบตวัอย่าง
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ละ 3 ซ ้า โดยใช ้butylatedhydroxytoluene (BHT) เป็นสารมาตรฐาน รายงานค่าทีว่ดัไดเ้ป็นรอ้ย
ละการยบัยัง้การเกดิมาลอนไดแอลดไีฮด ์(malondialdehyde; MDA) ดงัสตูร  
 
 % inhibition of MDA = (Abscontrol – Abssample) x 100  
     Abscontrol  
Abscontrol  คอื  ค่าการดูดกลนืแสงของอาซโีตไนไตรล ์10 ไมโครลติร กบั egg yolk 50 
  ไมโครลิตร acetic acid 150 ไมโครลิตร thiobarbituric acid 150 ไมโครลิตร 
  และน ้ากลัน่ 40 ไมโครลติร   
Abssample คอื  ค่าการดดูกลนืแสงของสารตวัอย่าง 10 ไมโครลติร กบั egg yolk 50 ไมโครลติร 
  acetic acid 150 ไมโครลิตร thiobarbituric acid 150 ไมโครลิตร และน ้ากลัน่ 
  40 ไมโครลติร    
 
5. การประเมินฤทธ์ิต้านการอกัเสบและกลไกการออกฤทธ์ิของ T-YaSP และ YaSP ใน
สตัวท์ดลอง 
 
สตัวท์ดลอง         

 สตัวท์ดลองทีใ่ช ้คอื หนูขาวเพศผู ้สายพนัธุ ์Wistar rats อายุ 2 เดอืน น ้าหนกั 150-200 

กรัม จากศูนย์สัตว์ทดลองมหาวิทยาลัย Yangzhou university, Yangzhou, Jiangsu, China 

การปฏบิตักิบัสตัว์ทดลองไดร้บัการอนุมตัใิห้ท าการทดลองโดยคณะกรรมการจรยิธรรมการใช้

สตัวท์ดลอง ของศูนยส์ตัวท์ดลองมหาวทิยาลยั Jiangsu university เลขทีใ่บอนุญาต syxk-(su)-

20130036 ก่อนการทดสอบน าหนูทดลองมาปรบัตวัใหเ้ขา้กบัสภาพของหอ้งทดลองเป็นเวลา 1 

สปัดาห ์ทีอุ่ณหภูม ิ22±2 องศาเซลเซยีส มรีะดบัความชื้นสมัพทัธ์ 70% มกีารควบการปิด-เปิด

ไฟ 12:12 ชัว่โมง  

 5.1 การศกึษาฤทธิต์้านการอกัเสบของยาสมานแผล โดยใช้วธิ ีcarrageenan-induced 

rat paw edema (Ezzat et al., 2018)       

  5.1.1 ยาสมานแผลรปูแบบ T-YaSP     

  การเตรยีมตวัอย่างทดสอบ เตรยีมยาสมานแผลใหอ้ยู่ในรูปแบบ T-YaSP และ

เ ต รีย ม  5% (w/v) phenylbutazone ใ น  virgin coconut oil ซึ่ ง เ ป็ น  oil-base solution ของ                    

T-YaSP ใชเ้ป็นกลุ่มควบคุมบวกในการทดลองนี้      
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 ก่อนการทดลองอดอาหารหนูเป็นเวลา 16 ชัว่โมง จากนัน้แบ่งหนูออกเป็น 3 กลุ่มๆ ละ 

15 ตวั ดงันี้  

  - กลุ่มควบคุมลบ ไดร้บั oil-base solution ร่วมกบัการฉีด carrageenan   

  - กลุ่มควบคุมบวก ไดร้บั 5% (w/v) phenylbutazone oil-base solution  

    ร่วมกบัการฉีด carrageenan  

  - กลุ่มทดสอบ ไดร้บั ยาสมานแผลในรปูแบบ T-YaSP ร่วมกบัการฉีด  

    carrageenan         

  วัดความหนาของอุ้งเท้าของหนูทุกตัวก่อนการทดสอบด้วยเครื่อง digital 

vernier caliper และจดบนัทกึค่าทีไ่ด ้(baseline) จากนัน้ทาสารทดสอบบรเิวณอุง้เทา้หนู ตวัละ 

0.2 กรมั หลงัจากใหส้ารทดสอบ 1 ชัว่โมง ฉีด carrageenan 1% (w/v) ทีอุ่ง้เทา้ดา้นหลงั (hind 

paw) ของหนูทดลองทุกตวั          

  การวัดผล ท าโดยวัดความหนาของอุ้งเท้าหนู ที่ เวลา 1, 2 และ 3 ชัว่โมง

หลงัจากฉีด carrageenan ดว้ยเครื่อง vernier caliper digital น าค่าทีไ่ดล้บกบัค่าความหนาของ

อุง้เทา้เริม่ตน้ ไดเ้ป็นค่าความหนาของอุง้เทา้ทีเ่พิม่ขึน้หลงัจากฉีด carrageenan  

   การเก็บตวัอย่างอุ้งเท้าหนูเพื่อน าไปศึกษากลไกการต้านการอกัเสบ  

เมื่อครบเวลา 3 ชัว่โมง หลงัการฉีด carrageenan ท าการเก็บตวัอย่างอุ้งเท้าหนู โดยท าให้หนู

สลบด้วยคาร์บอนไดออกไซด์ ก่อนตดัเนื้อเยื่อบรเิวณอุ้งเท้าหนูข้างที่ได้รบัสารทดสอบ แช่ใน

ไนโตรเจนเหลว และเกบ็ทีอุ่ณหภูม ิ-80 องศาเซลเซยีส ทนัท ีเพือ่น าไปศกึษากลไกการตา้นการ

อกัเสบต่อไป 

  5.1.2 ยาสมานแผลรปูแบบ YaSP     
  การเตรียมสาร เตรียมยาสมานแผลให้อยู่ในรูปแบบ YaSP และ 5% (w/w) 
phenylbutazone ใน base ointment ซึง่ใชเ้ป็นกลุ่มควบคุมบวกในการทดลองนี้  
  การทดสอบ ก่อนการทดลองอดอาหารหนูเป็นเวลา 16 ชัว่โมง จากนัน้แบ่งหนู
ออกเป็น 3 กลุ่มๆ ละ 15 ตวั ดงันี้       
  - กลุ่มควบคุมลบ ไดร้บั base YaSP ร่วมกบัการฉีด carrageenan   
  - กลุ่ มควบคุ มบวก  ได้รับ  5% (w/w) phenylbutazone ใน  base ointment  
    ร่วมกบัการฉีด carrageenan  
  - กลุ่มทดสอบ ไดร้บั ยาสมานแผลในรปูแบบ YaSP ร่วมกบัการฉีด  
    carrageenan         
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  หลงัจากนัน้ วดัความหนาของอุ้งเท้าของหนูทุกตวัก่อนการทดสอบดว้ยเครื่อง 
digital vernier caliper และจดบนัทกึค่าทีไ่ด ้(baseline) จากนัน้ทาสารทดสอบบรเิวณอุง้เท้าหนู 
ตัวละ 0.2 กรัม กับหนูในแต่ละกลุ่ม หลังจากให้สารทดสอบในแต่ละกลุ่ม 1 ชัว่โมง ฉีด 
carrageenan 1% (w/v) ทีอุ่ง้เทา้ดา้นหลงั (hind paw) ของหนูทดลองทุกตวั การวดัผล ท าโดย
วดัความหนาของอุ้งเท้าหนู ที่เวลา 1, 2 และ 3 ชัว่โมงหลงัจากฉีด carrageenan ด้วยเครื่อง 
vernier caliper digital จากนัน้น าค่าที่ได้ลบกบัค่าความหนาของอุ้งเท้าเริม่ต้น ได้เป็นค่าความ
หนาของอุ้งเท้าที่เพิม่ขึ้นหลงัจากฉีด carrageenan การเก็บตวัอย่างอุ้งเท้าหนูเพื่อน าไปศกึษา
กลไกการตา้นการอกัเสบ เมื่อครบเวลา 3 ชัว่โมง หลงัการฉีด carrageenan ท าการเกบ็ตวัอย่าง
อุ้งเท้าหนู โดยท าให้หนูสลบด้วยคาร์บอนไดออกไซด์ ก่อนตดัเนื้อเยื่อบรเิวณอุ้งเท้าหนูข้างที่
ไดร้บัสารทดสอบ แช่ในไนโตรเจนเหลว และเกบ็ทีอุ่ณหภูม ิ-80 องศาเซลเซยีส ทนัท ีเพือ่น าไป
ศกึษากลไกการตา้นการอกัเสบต่อไป 

 5.2 การตรวจวเิคราะห์ปรมิาณของ malondialdehyde (MDA), nitric oxide (NO) และ 
myeloperoxidase (MPO) ในเนื้อเยื่ออกัเสบ  

  5.2.1 การตรวจวิเคราะห์ปริมาณของ MDA ในเนื้อเยื่ออักเสบ โดยใช้ MDA 
assay kit (Zhang et al., 2016)        
  เตรียมตัวอย่างโดยปั ่นเนื้ อ เยื่ ออุ้ง เท้า ใน 0.86% normal saline solution 
อัตราส่วน 1:9 (w/v) จนเป็นเนื้อเดียวกัน (tissue homogenate) จากนัน้น าไป centrifuge ที่
ความเรว็รอบ 3,000 rpm เป็นเวลา 10 นาท ีและดดูสว่นของ supernatant เพือ่ใชท้ าการทดลอง
ต่อไป  
  วิธีการทดสอบ การทดสอบแต่ละตัวอย่างจะประกอบด้วย blank tube, 
standard tube และ sample tube โดย blank tube จะประกอบด้วย dehydrated alcohol 0.1 
มลิลลิติร standard tube ประกอบด้วย 10 นาโนโมลาร์ต่อมลิลลิติ standard 0.1 มลิลลิติร และ 
sample tube ประกอบดว้ย tissue homogenate 0.1 มลิลลิติร และเตมิ reagent A 0.1 มลิลลิติร 
ในแต่ละ tube ผสมใหเ้ขา้กนั จากนัน้เตมิ reagent B 1.5 มลิลลิติร และ reagent C 1.5 มลิลลิติร 
ในแต่ละ tube ผสมให้เข้ากนั วางบนอ่างควบคุมอุณหภูมทิี่ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 40 
นาที น าไป centrifuge ที่ความเร็วรอบ 4,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที และดูดส่วนของ 
supernatant ลงใน 96 well plate หลุมละ 200 ไมโครลติร น าไปวดัค่าการดูดกลนืแสงที่ความ
ยาวคลื่น 532 นาโนเมตร        
  การค านวณผลการทดลอง โดยใชส้ตูร ดงันี้  
Tissue MDA content (nmol/gprot) =   
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(ODsample-ODblank)/ODstandard-ODblank) x Standard concentration (10 nmol/mL) ÷ Protein 
concentration in homogenate (gprot/L)      

  nmol/gprot คอื nanomole per gram protein 

  5.2.2 การตรวจวเิคราะหป์รมิาณของ NO ในเนื้อเยื่ออกัเสบ โดยใช ้NO assay 
kit (Zhang et al., 2016)         
  เตรียมตัวอย่าง โดยปัน่เนื้อเยื่ออุ้งเท้าใน 0.86% normal saline solution ใน
อตัราส่วน 1:9 (w/v) จนเป็นเนื้อเดยีวกนั เพื่อให้ได้ตวัอย่างแบบ tissue homogenate จากนัน้
น าไป centrifuge ที่ความเรว็รอบ 2,000 rpm เป็นเวลา 10 นาท ีและดูดส่วนของ supernatant 
เพือ่ใชท้ าการทดลองต่อไป   
  วิธีการทดสอบ การทดสอบแต่ละตัวอย่างจะประกอบด้วย blank tube, 
standard tube และ sample tube โดย blank tube จะประกอบดว้ย double distilled water 0.25 
มลิลลิติร standard tube ประกอบดว้ย double distilled water 0.2 มลิลลิติร และ 100 ไมโครโม
ลาร์ต่อลิตร  standard working solution 0.05 มิลลิลิตร  sample tube ประกอบด้วย  tissue 
homogenate 0.25 มลิลลิติร จากนัน้เตมิ reagent A 0.2 มลิลลิติร ในแต่ละ tube ผสมใหเ้ขา้กนั 
วางบนอ่างควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที เติม reagent B 0.1 
มลิลลิติร และ reagent C 0.05 มลิลลิติร ในแต่ละ tube ผสมให้เขา้กนัโดยใช้ vortex 30 วนิาท ี
จากนัน้วางไว้ที่อุณหภูมหิ้อง 40 นาท ีน าไป centrifuge ที่ความเรว็รอบ 4,000 rpm เป็นเวลา 
10 นาที และดูดส่วนของ supernatant ของแต่ละ tube 0.4 มิลลิลิตร ผสมกับ chromogenic 
agent 0.3 มลิลลิติร ผสมใหเ้ขา้กนั วางไวท้ีอุ่ณหภูมหิอ้ง 10 นาท ีจากนัน้ดูดสารผสมลงใน 96 
well plate หลุมละ 200 ไมโครลติร น าไปวดัค่าการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 550 นาโนเมตร 
  การค านวณผลการทดลอง โดยใชส้ตูร ดงันี้  
NO content (µmol/gprot) = (ODsample-ODblank)/ODstandard-ODblank) x Standard concentration 
                                   (20 µmol/L) ÷ Protein concentration in homogenate (gprot/L)
   
  µmol/gprot คอื micromole per gram protein 
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  5.2.3 การตรวจวิเคราะห์ปริมาณของ MPO ในเนื้อเยื่ออักเสบ โดยใช้ NO 
assay kit (Zhang et al., 2016)         
  เตรยีมตวัอย่าง โดยปัน่เนื้อเยื่ออุ้งเท้ากับ 0.86% normal saline solution ใน
อตัราส่วน 1:9 (w/v) ให้เป็นเนื้อเดยีวกนั เพื่อให้ได้ตวัอย่างแบบ tissue homogenate ซึ่งจะมี
ความเขม้ข้นเท่ากบั 10% tissue homogenate จากนัน้เจือจางให้ได้ความเข้มข้น เท่ากบั 5% 
tissue homogenate (sample) ซึง่เป็นความเขม้ขน้ทีจ่ะใชท้ าการทดลองต่อไป  
  วธิีการทดสอบ การทดสอบแต่ละตวัอย่างจะประกอบด้วย sample tube และ 
contrast tube โดย sample tube จะประกอบดว้ย sample, reagent A และ chromogenic agent 
เท่ากับ 0.1, 0.1, และ 1.5 มิลลิลิตร ตามล าดับ ในส่วนของ contrast tube จะประกอบด้วย 
distilled water, sample และ reagent A เท่ากบั 1.5, 0.1 และ 0.1 มลิลลิติร ตามล าดบั ผสมให้
เข้ากนั และวางบนอ่างควบคุมอุณหภูมทิี่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนัน้เติม 
reagent B 0.025 มิลลิลิตร ทัง้ sample tube และ contrast tube ผสมให้เข้ากัน วางบนอ่าง
ควบคุมอุณหภูมทิี ่60 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาท ีจากนัน้ดูดสารผสมใส่ลงในลง 96 well 
plate หลุมละ 200 ไมโครลติร น าไปวดัค่าการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 460 นาโนเมตร 
  การค านวณผลการทดลอง โดยใชส้ตูร ดงันี้  
MPO activity (U/g wet tissue) = (ODsample - ODcontrast)/11.3 x sample weight (g) 

MPO activity (U/g wet tissue) = (ODsample - ODcontrast)/(11.3 x 0.05 g/ml x 0.1 ml)  
โดยที ่   
11.3 คอื อนิเวอร์สการคูณหรอืตวัผกผนัการคูณของอตัราความชนั (multiplicative inverse of 
slope rate)   
sample weight (g) = 0.05 g/ml x 0.1 ml    
0.05 g/ml คอื 5% tissue homogenate (5 g tissue/100 ml homogenate)   
0.1 ml คอื ปรมิาตรของตวัอย่างทีเ่ตมิลงใน  sample tube และ contrast tube 
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 5.3 การตรวจวิเ ค ราะห์ปริมาณของ  tumor necrosis factor-alpha (TNF-alpha), 
Interleukin-1beta (IL-1beta), prostaglandin E2 (PGE2), inducible nitric oxide synthase 
(iNOS) และ cyclooxygenase-2 (COX-2) ในเนื้อเยื่ออกัเสบ 

  5.3.1 การตรวจวิเคราะห์ปริมาณของ TNF-alpha ในเนื้อเยื่ออักเสบ โดยใช้ 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit (Oliveira et al., 2014)  
  เตรียมตัวอย่างโดยปัน่เนื้อเยื่ออุ้งเท้ากับ phosphate buffered saline (PBS) 
pH 7.4  ในอตัราสว่น 1:9 (w/v) ใหเ้ป็นเน้ือเดยีวกนั เพือ่ใหไ้ดต้วัอย่างแบบ tissue homogenate 
จากนั ้นน าไป centrifuge ที่ความเร็วรอบ 3,000 rpm เป็นเวลา 20 นาที และดูดส่วนของ 
supernatant เพือ่ใชท้ าการทดลองต่อไป       
  การเตรยีม reagent  
  เตรยีม rat TNF-alpha standard จากความเขม้ขน้แรก 1,280 นาโนกรมัต่อลติร 
จากนัน้เจอืจางแบบล าดบัสองดว้ย standard diluent ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ในช่วง 40-1,280 นาโน
กรมัต่อลติร          
  เตรียม biotinylated Ab detection diluent โดยผสม biotinylated Ab เข้ากับ 
biotinylated diluent         
  เตรียม HRP conjugate diluent โดยใช้ concentrated HRP conjugate ผสม
กบั HRP conjugate diluent        
  เตรียม wash buffer โดยใช้ double distilled water 450 มิลลิลิตร ผสมกับ 
concentrated wash solution 20 มลิลลิติร      
  การทดสอบ ดูด standard และ sample 50 ไมโครลิตร ลงใน 96-well plate 
และเติม biotinylated Ab detection diluent 50 ไมโครลิตร จากนัน้บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ล้าง plate ด้วย wash buffer จ านวน 5 ครัง้ และเติม HRP 
conjugate diluent 50 ไมโครลติร ในแต่ละ well และบ่มที ่37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาท ี
ลา้ง plate ดว้ย wash buffer จ านวน 5 ครัง้ เตมิ chromogenic solution A 50 ไมโครลติร และ 
chromogenic solution B 50 ไมโครลติร  บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ีในที่มดื 
หลงัจากนัน้เตมิ stop solution 50 ไมโครลติร และน าไปวดัค่าการดูดกลนืแสง (optical density; 
OD) ที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ภายใน 10 นาทีหลงัจากการเติม stop solution น าค่า 
OD ทีไ่ดส้รา้ง standard curve แบบ logistic curve (4 parameters) จากนัน้ค านวณหาปรมิาณ
ของ TNF-alpha ในตวัอย่างจากสมการของ standard curve 
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  5.3.2 การตรวจวิเคราะห์ปริมาณของ IL-1beta ในเนื้อเยื่ออักเสบ โดยใช้ 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit (Oliveira et al., 2014)  
  เตรียมตัวอย่างโดยปัน่เนื้อเยื่ออุ้งเท้ากับ phosphate buffered saline (PBS) 
pH 7.4  ในอตัราส่วน 1:9 w/v ใหเ้ป็นเนื้อเดยีวกนั เพื่อใหไ้ดต้วัอย่างแบบ tissue homogenate 
จากนั ้นน าไป centrifuge ที่ความเร็วรอบ 3,000 rpm เป็นเวลา 20 นาที และดูดส่วนของ 
supernatant เพือ่ใชท้ าการทดลองต่อไป       
  การเตรยีม reagent  
  เตรียม rat IL-1beta standard จากความเข้มข้นแรก 240 นาโนกรัมต่อลิตร 
จากนัน้เจอืจางแบบล าดบัสองด้วย standard diluent ให้ได้ความเขม้ขน้ในช่วง 7.5-240 นาโน
กรมัต่อลติร          
  เตรียม biotinylated Ab detection diluent โดยผสม biotinylated Ab เข้ากับ 
biotinylated diluent         
  เตรียม HRP conjugate diluent โดยใช้ concentrated HRP conjugate ผสม
กบั HRP conjugate diluent        
  เตรียม wash buffer โดยใช้ double distilled water 450 มิลลิลิตร ผสมกับ 
concentrated wash solution 20 มลิลลิติร      
  การทดสอบ ดูด standard และ sample 50 ไมโครลิตร ลงใน 96-well plate 
และเติม biotinylated Ab detection diluent 50 ไมโครลิตร จากนัน้ปิด well plate และบ่มที่
อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาท ีลา้ง plate ดว้ย wash buffer จ านวน 5 ครัง้ และ
เติม HRP conjugate diluent 50 ไมโครลิตร ในแต่ละ well และบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 30 นาที ล้าง plate ด้วย wash buffer จ านวน 5 ครัง้ เติม chromogenic solution A 50 
ไมโครลติร และ chromogenic solution B 50 ไมโครลติร  บ่มที ่37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 
นาที ในที่มดื หลงัจากนัน้เติม stop solution 50 ไมโครลิตร และน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสง 
(optical density; OD) ทีค่วามยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ภายใน 10 นาทหีลงัจากการเตมิ stop 
solution น าค่า OD ที่ได้สร้าง standard curve แบบ logistic curve (4 parameters) จากนั ้น
ค านวณหาปรมิาณของ IL-1beta ในตวัอย่างจากสมการของ standard curve  
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  5.3.3 การตรวจวเิคราะหป์รมิาณของ PGE2 ในเนื้อเยื่ออกัเสบ โดยใช ้enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) kit (Oliveira et al., 2014)   
  เตรียมตัวอย่างโดยปัน่เนื้อเยื่ออุ้งเท้ากับ phosphate buffered saline (PBS) 
pH 7.4  ในอตัราส่วน 1:9 w/v ใหเ้ป็นเนื้อเดยีวกนั เพื่อใหไ้ดต้วัอย่างแบบ tissue homogenate 
จากนั ้นน าไป centrifuge ที่ความเร็วรอบ 3,000 rpm เป็นเวลา 20 นาที และดูดส่วนของ 
supernatant เพือ่ใชท้ าการทดลองต่อไป       
  การเตรยีม reagent  
  เตรียม rat PGE2 standard จากความเข้มข้นแรก 200 นาโนกรัมต่อลิตร 
จากนัน้เจอืจางแบบล าดบัสองดว้ย standard diluent ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ในช่วง 6.25-200 นาโน
กรมัต่อลติร          
  เตรียม biotinylated Ab detection diluent โดยผสม biotinylated Ab เข้ากับ 
biotinylated diluent         
  เตรียม HRP conjugate diluent โดยใช้ concentrated HRP conjugate ผสม
กบั HRP conjugate diluent        
  เตรียม wash buffer โดยใช้ double distilled water 450 มิลลิลิตร ผสมกับ 
concentrated wash solution 20 มลิลลิติร      
  การทดสอบ ดูด standard และ sample 50 ไมโครลิตร ลงใน well และเติม 
biotinylated Ab detection diluent 50 ไมโครลติร จากนัน้ปิด well plate และบ่มที่อุณหภูม ิ37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาท ีล้าง plate ดว้ย wash buffer จ านวน 5 ครัง้ และเตมิ HRP 
conjugate diluent 50 ไมโครลติร ในแต่ละ well และบ่มที ่37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาท ี
ลา้ง plate ดว้ย wash buffer จ านวน 5 ครัง้ เตมิ chromogenic solution A 50 ไมโครลติร และ 
chromogenic solution B 50 ไมโครลติร  บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ีในที่มดื 
หลงัจากนัน้เตมิ stop solution 50 ไมโครลติร และน าไปวดัค่าการดูดกลนืแสง (optical density; 
OD) ที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ภายใน 10 นาทีหลงัจากการเติม stop solution น าค่า 
OD ทีไ่ดส้รา้ง standard curve แบบ logistic curve (4 parameters) จากนัน้ค านวณหาปรมิาณ
ของ PGE2 ในตวัอย่างจากสมการของ standard curve 
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  5.3.4 การตรวจวเิคราะหป์รมิาณของ iNOS ในเนื้อเยื่ออกัเสบ โดยใช ้enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) kit (Oliveira et al., 2014)   
  เตรียมตัวอย่างโดยปัน่เนื้อเยื่ออุ้งเท้ากับ phosphate buffered saline (PBS) 
pH 7.4  ในอตัราส่วน 1:9 w/v ใหเ้ป็นเนื้อเดยีวกนั เพื่อใหไ้ดต้วัอย่างแบบ tissue homogenate 
จากนั ้นน าไป centrifuge ที่ความเร็วรอบ 3,000 rpm เป็นเวลา 20 นาที และดูดส่วนของ 
supernatant เพือ่ใชท้ าการทดลองต่อไป       
  การเตรยีม reagent  
  เตรยีม rat iNOS standard จากความเขม้ขน้แรก 24 นาโนกรมัต่อลติร จากนัน้
เจอืจางแบบล าดบัสองด้วย standard diluent ให้ได้ความเขม้ขน้ในช่วง 0.75-24 นาโนกรมัต่อ
ลิตรเตรียม biotinylated Ab detection diluent โดยผสม biotinylated Ab เข้ากับ biotinylated 
diluent           
  เตรียม HRP conjugate diluent โดยใช้ concentrated HRP conjugate ผสม
กบั HRP conjugate diluent        
  เตรียม wash buffer โดยใช้ double distilled water 450 มิลลิลิตร ผสมกับ 
concentrated wash solution 20 มลิลลิติร      
  การทดสอบ ดูด standard และ sample 50 ไมโครลิตร ลงใน well และเติม 
biotinylated Ab detection diluent 50 ไมโครลติร จากนัน้ปิด well plate และบ่มที่อุณหภูม ิ37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาท ีล้าง plate ด้วย wash buffer จ านวน 5 ครัง้ และเตมิ HRP 
conjugate diluent 50 ไมโครลติร ในแต่ละ well และบ่มที ่37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาท ี
ลา้ง plate ดว้ย wash buffer จ านวน 5 ครัง้ เตมิ chromogenic solution A 50 ไมโครลติร และ 
chromogenic solution B 50 ไมโครลติร  บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ีในที่มดื 
หลงัจากนัน้เตมิ stop solution 50 ไมโครลติร และน าไปวดัค่าการดูดกลนืแสง (optical density; 
OD) ที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ภายใน 10 นาทีหลงัจากการเติม stop solution น าค่า 
OD ทีไ่ดส้รา้ง standard curve แบบ logistic curve (4 parameters) จากนัน้ค านวณหาปรมิาณ
ของ iNOS ในตวัอย่างจากสมการของ standard curve 

 

 

 

 



105 

 

  5.3.5 การตรวจวิเคราะห์ปริมาณของ COX-2 ในเนื้ อเยื่ออักเสบ โดยใช้ 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit (Oliveira et al., 2014)  
  เตรียมตัวอย่างโดยปัน่เนื้อเยื่ออุ้งเท้ากับ phosphate buffered saline (PBS) 
pH 7.4  ในอตัราส่วน 1:9 w/v ใหเ้ป็นเนื้อเดยีวกนั เพื่อใหไ้ดต้วัอย่างแบบ tissue homogenate 
จากนั ้นน าไป centrifuge ที่ความเร็วรอบ 3,000 rpm เป็นเวลา 20 นาที และดูดส่วนของ 
supernatant เพือ่ใชท้ าการทดลองต่อไป       
  การเตรยีม reagent  
  เตรียม rat COX-2 standard จากความเข้มข้นแรก 64 นาโนกรัมต่อลิตร 
จากนัน้เจอืจางแบบล าดบัสอง ดว้ย standard diluent ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ในช่วง 2-64 นาโนกรมั
ต่อลติร เตรยีม biotinylated Ab detection diluent โดยผสม biotinylated Ab เขา้กบั biotinylated 
diluent           
  เตรียม HRP conjugate diluent โดยใช้ concentrated HRP conjugate ผสม
กบั HRP conjugate diluent        
  เตรียม wash buffer โดยใช้ double distilled water 450 มิลลิลิตร ผสมกับ 
concentrated wash solution 20 มลิลลิติร      
  การทดสอบ ดูด standard และ sample 50 ไมโครลิตร ลงใน well และเติม 
biotinylated Ab detection diluent 50 ไมโครลติร จากนัน้ปิด well plate และบ่มที่อุณหภูม ิ37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาท ีล้าง plate ด้วย wash buffer จ านวน 5 ครัง้ และเตมิ HRP 
conjugate diluent 50 ไมโครลติร ในแต่ละ well และบ่มที ่37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาท ี
ลา้ง plate ดว้ย wash buffer จ านวน 5 ครัง้ เตมิ chromogenic solution A 50 ไมโครลติร และ 
chromogenic solution B 50 ไมโครลติร  บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ีในที่มดื 
หลงัจากนัน้เตมิ stop solution 50 ไมโครลติร และน าไปวดัค่าการดูดกลนืแสง (optical density; 
OD) ที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ภายใน 10 นาทีหลงัจากการเติม stop solution น าค่า 
OD ทีไ่ดส้รา้ง standard curve แบบ logistic curve (4 parameters) จากนัน้ค านวณหาปรมิาณ
ของ COX-2 ในตวัอย่างจากสมการของ standard curve  
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 5.4 การศึกษาจุลกายวิภาคของเนื้ อเยื่ออักเสบ (Histological study) (Cadirci et al., 
2016) 

 การเตรยีมตวัอย่าง เกบ็ตวัอย่างเนื้อเยื่ออกัเสบใน 10% neutral buffered formalin เพือ่
คงสภาพของเนื้อเยื่อ จากนัน้ dehydration ดว้ย alcohol จากความเขม้ขน้ต ่าไปหาความเขม้ขน้
สูง และตรึงเนื้อเยื่อใน paraffin จากนัน้ตัดเนื้อเยื่อให้มีความหนา 5 ไมโครเมตร ย้อมด้วย 
hematoxylin และ eosin (H&E) น าตวัอย่างที่ได้ไปส่องดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง ที่
ก าลงัขยาย 10X และ 40X เพื่อดูลกัษณะของเนื้อเยื่อ ความหนาแน่นของเซลล์เม็ดเลือดขาว 
หรอืสารน ้าทีค่ ัง่อยู่ในเนื้อเยื่ออกัเสบเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมลบ 

6. การประเมินฤทธ์ิต่อการหายของแผลและกลไกการออกฤทธ์ิของ T-YaSP และ YaSP 
ในสตัวท์ดลอง 

สตัวท์ดลอง          
 หนูปกต ิใช้ หนูขาวเพศผู้ สายพนัธุ์ Wistar rats อายุ 2 เดอืน น ้าหนัก 180-200 กรมั 
จากศูนย์สัตว์ทดลองมหาวิทยาลัย Yangzhou university, Yangzhou, Jiangsu, China การ
ปฏิบัติกับสตัว์ทดลองได้รบัการอนุมตัิให้ท าการทดลองโดยคณะกรรมการจริยธรรมการใช้
สตัวท์ดลอง ของศูนยส์ตัวท์ดลองมหาวทิยาลยั Jiangsu university เลขทีใ่บอนุญาต syxk-(su)-
20130036 ก่อนการทดลองน าหนูทดลองปรบัตวัให้เข้ากบัสภาพของห้องทดลองเป็นเวลา 1 
สปัดาห ์ทีอุ่ณหภูม ิ22±2 องศาเซลเซยีส มรีะดบัความชื้นสมัพทัธ์ 70% มกีารควบการปิด-เปิด
ไฟ 12:12 ชัว่โมง          
 หนูเบาหวานชนิดที่ 2 ใช้ หนูขาวเพศผู้ สายพันธุ์ Goto-Kakizaki (GK) rats อายุ 2 
เดอืน น ้าหนกั 180-200 กรมั จาก SHANGHAI SLAC LABORATORY ANIMAL CO. LTD การ
ปฏิบัติกับสตัว์ทดลองได้รบัการอนุมตัิให้ท าการทดลองโดยคณะกรรมการจริยธรรมการใช้
สตัวท์ดลอง ของศูนยส์ตัวท์ดลองมหาวทิยาลยั Jiangsu university เลขทีใ่บอนุญาต syxk-(su)-
20130036 ก่อนการทดลองน าหนูทดลองปรบัตวัให้เข้ากบัสภาพของห้องทดลองเป็นเวลา 1 
สปัดาห ์ทีอุ่ณหภูม ิ22±2 องศาเซลเซยีส มรีะดบัความชื้นสมัพทัธ์ 70% มกีารควบการปิด-เปิด
ไฟ 12:12 ชัว่โมง 
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 6.1 การประเมินฤทธิต์่อการหายของแผลและกลไกการออกฤทธิข์อง  T-YaSP และ 

YaSP ในหนูปกต ิ(wistar rat)  

  6.1.1 การศกึษาฤทธิต์่อการหายของแผลของยาสมานแผลในรูปแบบ T-YaSP 
และ YaSP โดยใชว้ธิ ีexcision wound model ในหนูปกต ิ(Freitas et al., 2017)  
   6.1.1.1 ยาสมานแผลรปูแบบ T-YaSP    
   การเตรยีมสาร เตรยีมยาสมานแผลใหอ้ยู่ในรปูแบบ T-YaSP 
   ก่อนการทดสอบ 1 วนั โกนขนบรเิวณหลังของหนูทุกตวัขนาดพื้นที่
ประมาณ 4×4 ตารางเซนตเิมตร จากนัน้แบ่งหนูออกเป็น 3 กลุ่มๆ ละ 10 ตวั ดงันี้  
   - กลุ่มควบคุมลบ ไดร้บัการรกัษาแผลดว้ย oil-base solution   
   - กลุ่มควบคุมบวก ไดร้บัการรกัษาแผลดว้ยยาน ้ามนัทองนพคุณ  
   - กลุ่มทดสอบ ไดร้บัการรกัษาแผลดว้ยยาสมานแผลในรปูแบบ  
    T-YaSP  
   การท าใหเ้กดิแผลเปิด (excision wound) หนูทุกกลุ่มถูกท าใหส้ลบโดย
ฉีด pentobarbital เขา้ทางช่องทอ้งขนาด 45 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมัของน ้าหนักตวั จากนัน้ท าให้
เกิดแผลเปิดแบบ full-thickness excision wound โดยใช้ biopsy punch บริเวณหลังของหนู 
(thoracolumbar region) ซึ่งเป็นการสรา้งบาดแผลในระดบัชัน้ผวิหนังชนิด epidermal, dermal, 
hypodermal และ panniculus carnosus layers โดยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง เท่ากับ 6 
มลิลเิมตร และแผลลกึ 1 มลิลเิมตร ซึง่หนูหนึ่งตวัจะมแีผล 2 แผล ลา้งแผลดว้ยน ้าเกลอื จากนัน้
ทาสารทดสอบบรเิวณแผล 50 ไมโครลติร หลงัจากนัน้ท าแผลและทาสารทดสอบใหม่วนัเว้นวนั
จนแผลหายสนิท   
   การวดัผล ท าโดยวดัเสน้ผ่านศูนยก์ลางของแผลโดยใช ้digital vernier 
caliper บนัทึกผลวนัเว้นวนั จนแผลหายสนิท จากนัน้น าค่าที่ได้มาค านวณเป็นพื้นที่ของแผล 
และคิดเป็นร้อยละการปิดของแผล (% wound closure) เมื่อเปรียบเทียบกับขนาดของแผล
เริม่ตน้           
   เก็บตวัอย่างเนื้อเยื่อปกตแิละเนื้อเยื่อแผลในวนัที่ 7 และ 11 หลงัการ
รกัษา โดยท าใหห้นูสลบดว้ยคารบ์อนไดออกไซด ์ก่อนตดัชัน้ผวิหนังบรเิวณทีท่ าใหเ้กดิแผลและ
ผวิหนงัปกต ิลา้งเนื้อเยื่อดว้ย PBS แชต่วัอย่างชิน้เน้ือในไนโตรเจนเหลว และเกบ็ทีอุ่ณหภูม ิ-80 
องศาเซลเซยีส เพือ่ศกึษากลไกต่อการหายของแผลต่อไป 
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   6.1.1.2 ยาสมานแผลรปูแบบ YaSP    
   การเตรยีมสาร เตรยีมยาสมานแผลใหอ้ยู่ในรปูแบบ YaSP  
   ก่อนการทดสอบ 1 วนั โกนขนบรเิวณหลังของหนูทุกตวัขนาดพื้นที่
ประมาณ 4×4 ตารางเซนติเมตร จากนั ้นแบ่งหนูออกเป็น 3 กลุ่มๆ ละ  10 ตัว  ดังนี้ 
   - กลุ่มควบคุมลบ ไดร้บัการรกัษาแผลดว้ย base ointment   
   - กลุ่มควบคุมบวก ไดร้บัการรกัษาแผลดว้ย solcoseryl ointment  
   - กลุ่มทดสอบ ไดร้บัการรกัษาแผลดว้ยยาสมานแผลในรูปแบบ YaSP  
   การท าใหเ้กดิแผลเปิด (excision wound) หนูทุกกลุ่มถูกท าใหส้ลบโดย
ฉีด pentobarbital เขา้ทางช่องทอ้งขนาด 45 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมัของน ้าหนักตวั จากนัน้ท าให้
เกิดแผลเปิดแบบ full-thickness excision wound โดยใช้ biopsy punch บริเวณหลังของหนู 
(thoracolumbar region) ซึ่งเป็นการสร้างบาดแผลในระดบัชัน้ผวิหนังชนิด epidermal, dermal, 
hypodermal และ panniculus carnosus layers โดยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเท่ากับ 6 
มลิลเิมตร และแผลลกึ 1 มลิลเิมตร ซึง่หนูหนึ่งตวัจะมแีผล 2 แผล ลา้งแผลดว้ยน ้าเกลอื จากนัน้
ทาสารทดสอบบรเิวณแผล 50 ไมโครลติร หลงัจากนัน้ท าแผลและทาสารทดสอบใหม่วนัเว้นวนั
จนแผลหายสนิท   
   การวดัผล ท าโดยวดัเสน้ผ่านศูนยก์ลางของแผลโดยใช ้digital vernier 
caliper บนัทึกผลวนัเว้นวนั จนแผลหายสนิท จากนัน้น าค่าที่ได้มาค านวณเป็นพื้นที่ของแผล 
และคิดเป็นร้อยละการปิดของแผล (% wound closure) เมื่อเปรียบเทียบกับขนาดของแผล
เริม่ตน้           
   เก็บตวัอย่างเนื้อเยื่อปกตแิละเนื้อเยื่อแผลในวนัที่ 7 และ 11 หลงัการ
รกัษา โดยท าให้หนูทดลองจากไปอย่างสงบด้วยคาร์บอนไดออกไซด์ จากนัน้ ตดัชัน้ผวิหนัง
บรเิวณทีท่ าใหเ้กดิแผลและผวิหนงัปกตอิอกจากตวัหนู ลา้งเนื้อเยื่อดว้ย PBS แช่ตวัอย่างชิน้เน้ือ
ในไนโตรเจนเหลว และเกบ็ทีอุ่ณหภูม ิ-80 องศาเซลเซยีส เพื่อศกึษากลไกต่อการหายของแผล
ต่อไป           
   เตรยีมตวัอย่างโดยปัน่เนื้อเยื่ออุ้งเท้ากับ PBS pH 7.4  ในอตัราส่วน 
1:9 (w/v) ให้เป็นเนื้อเดียวกัน เพื่อให้ได้ตัวอย่างแบบ tissue homogenate จากนั ้นน าไป 
centrifuge ทีค่วามเรว็รอบ 3,000 rpm เป็นเวลา 20 นาท ีและดูดส่วนของ supernatant เพื่อใช้
ท าการทดลองต่อไป 
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  6.1.2 การตรวจวิเคราะห์ปริมาณของ transforming growth factor beta1 
(TGF-beta1), vascular endothelial growth factor (VEGF), collagen type I แล ะ  collagen 
type III ในเนื้อเยื่อแผล  

   6.1.2.1 โดยใช้การตรวจวิเคราะห์ปริมาณของ TGF-beta1 โดยใช้ 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit     
   การเตรยีม reagent  
   เตรียม rat TGF-beta1 standard จากความเข้มข้นแรก 3,200 นาโน
กรมัต่อลิตร จากนัน้เจือจางแบบล าดบัสอง ด้วย standard diluent ให้ได้ความเข้มข้นในช่วง 
200-3,200 นาโนกรมัต่อลติร เตรยีม biotinylated Ab detection diluent โดยผสม biotinylated 
Ab เขา้กบั biotinylated diluent        
   เตรยีม HRP conjugate diluent โดยใช ้concentrated HRP conjugate 
ผสมกบั HRP conjugate diluent        
   เตรยีม wash buffer โดยใช ้double distilled water 480 มลิลลิติร ผสม
กบั concentrated wash solution 20 มลิลลิติร      
   การทดสอบ ดูด standard และ sample 50 ไมโครลติร ลงใน well และ
เตมิ biotinylated Ab detection diluent 50 ไมโครลติร จากนัน้ปิด well plate และบ่มทีอุ่ณหภูม ิ
37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาท ีลา้ง plate ดว้ย wash buffer จ านวน 5 ครัง้ และเตมิ HRP 
conjugate diluent 50 ไมโครลติร ในแต่ละ well และบ่มที ่37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาท ี
ลา้ง plate ดว้ย wash buffer จ านวน 5 ครัง้ เตมิ chromogenic solution A 50 ไมโครลติร และ 
chromogenic solution B 50 ไมโครลติร  บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ีในที่มดื 
หลงัจากนัน้เตมิ stop solution 50 ไมโครลติร และน าไปวดัค่าการดูดกลนืแสง (optical density; 
OD) ที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ภายใน 10 นาทีหลงัจากการเติม stop solution น าค่า 
OD ทีไ่ดส้รา้ง standard curve แบบ logistic curve (4 parameters) จากนัน้ค านวณหาปรมิาณ
ของ TGF-beta1 ในตวัอย่างจากสมการของ standard curve  
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   6.1.2.2 การตรวจวเิคราะห์ปรมิาณของ VEGF ในเนื้อเยื่อแผล โดยใช้ 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit     
   การเตรยีม reagent  
   เตรยีม rat VEGF standard จากความเขม้ขน้แรก 1,600 นาโนกรมัต่อ
ลติร จากนัน้เจอืจางแบบล าดบัสอง ดว้ย standard diluent ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ในช่วง 50-1,600 
นาโนกรมัต่อลติร         
   เตรียม biotinylated Ab detection diluent โดยผสม biotinylated Ab 
เขา้กบั biotinylated diluent        
   เตรยีม HRP conjugate diluent โดยใช ้concentrated HRP conjugate 
ผสมกบั HRP conjugate diluent        
   เตรยีม wash buffer โดยใช ้double distilled water 480 มลิลลิติร ผสม
กบั concentrated wash solution 20 มลิลลิติร      
   การทดสอบ ดูด standard และ sample 50 ไมโครลติร ลงใน well และ
เตมิ biotinylated Ab detection diluent 50 ไมโครลติร จากนัน้ปิด well plate และบ่มทีอุ่ณหภูม ิ
37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาท ีลา้ง plate ดว้ย wash buffer จ านวน 5 ครัง้ และเตมิ HRP 
conjugate diluent 50 ไมโครลติร ในแต่ละ well และบ่มที ่37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาท ี
ลา้ง plate ดว้ย wash buffer จ านวน 5 ครัง้ เตมิ chromogenic solution A 50 ไมโครลติร และ 
chromogenic solution B 50 ไมโครลติร  บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ีในที่มดื 
หลงัจากนัน้เตมิ stop solution 50 ไมโครลติร และน าไปวดัค่าการดูดกลนืแสง (optical density; 
OD) ที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ภายใน 10 นาทีหลงัจากการเติม stop solution น าค่า 
OD ทีไ่ดส้รา้ง standard curve แบบ logistic curve (4 parameters) จากนัน้ค านวณหาปรมิาณ
ของ VEGF ในตวัอย่างจากสมการของ standard curve  
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   6.1.2.3 การตรวจวเิคราะหป์รมิาณของ collagen type I ในเนื้อเยื่อแผล 
โดยใช ้enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit    
   การเตรยีม reagent  
   เตรยีม rat collagen type I standard จากความเขม้ขน้แรก 960 นาโน
กรมัต่อมลิลลิติร จากนัน้เจอืจางแบบล าดบัสอง ดว้ย standard diluent ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ในช่วง 
30-960 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร เตรยีม biotinylated Ab detection diluent โดยผสม biotinylated 
Ab เขา้กบั biotinylated diluent        
   เตรยีม HRP conjugate diluent โดยใช ้concentrated HRP conjugate 
ผสมกบั HRP conjugate diluent        
   เตรยีม wash buffer โดยใช ้double distilled water 480 มลิลลิติร ผสม
กบั concentrated wash solution 20 มลิลลิติร      
   การทดสอบ ดูด standard และ sample 50 ไมโครลติร ลงใน well และ
เตมิ biotinylated Ab detection diluent 50 ไมโครลติร จากนัน้ปิด well plate และบ่มทีอุ่ณหภูม ิ
37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาท ีลา้ง plate ดว้ย wash buffer จ านวน 5 ครัง้ และเตมิ HRP 
conjugate diluent 50 ไมโครลติร ในแต่ละ well และบ่มที ่37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาท ี
ลา้ง plate ดว้ย wash buffer จ านวน 5 ครัง้ เตมิ chromogenic solution A 50 ไมโครลติร และ 
chromogenic solution B 50 ไมโครลติร  บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ีในที่มดื 
หลงัจากนัน้เตมิ stop solution 50 ไมโครลติร และน าไปวดัค่าการดูดกลนืแสง (optical density; 
OD) ที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ภายใน 10 นาทีหลงัจากการเติม stop solution น าค่า 
OD ทีไ่ดส้รา้ง standard curve แบบ logistic curve (4 parameters) จากนัน้ค านวณหาปรมิาณ
ของ collagen type I ในตวัอย่างจากสมการของ standard curve 
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   6.1.2.4 การตรวจวิเคราะห์ปริมาณของ collagen type III ในเนื้อเยื่อ
อกัเสบ โดยใช ้enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit   
   การเตรยีม reagent  
   เตรยีม rat collagen type III standard จากความเข้มข้นแรก 800 นา
โนกรมัต่อมิลลิลิตร จากนัน้เจือจางแบบล าดบัสองด้วย standard diluent ให้ได้ความเข้มข้น
ในช่วง 25-800 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร       
   เตรียม biotinylated Ab detection diluent โดยผสม biotinylated Ab 
เขา้กบั biotinylated diluent        
   เตรยีม HRP conjugate diluent โดยใช ้concentrated HRP conjugate 
ผสมกบั HRP conjugate diluent        
   เตรยีม wash buffer โดยใช ้double distilled water 480 มลิลลิติร ผสม
กบั concentrated wash solution 20 มลิลลิติร      
   การทดสอบ ดูด standard และ sample 50 ไมโครลติร ลงใน well และ
เตมิ biotinylated Ab detection diluent 50 ไมโครลติร จากนัน้ปิด well plate และบ่มทีอุ่ณหภูม ิ
37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาท ีลา้ง plate ดว้ย wash buffer จ านวน 5 ครัง้ และเตมิ HRP 
conjugate diluent 50 ไมโครลติร ในแต่ละ well และบ่มที ่37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาท ี
ลา้ง plate ดว้ย wash buffer จ านวน 5 ครัง้ เตมิ chromogenic solution A 50 ไมโครลติร และ 
chromogenic solution B 50 ไมโครลติร  บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ีในที่มดื 
หลงัจากนัน้เตมิ stop solution 50 ไมโครลติร และน าไปวดัค่าการดูดกลนืแสง (optical density; 
OD) ที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ภายใน 10 นาทีหลงัจากการเติม stop solution น าค่า 
OD ทีไ่ดส้รา้ง standard curve แบบ logistic curve (4 parameters) จากนัน้ค านวณหาปรมิาณ
ของ collagen type III ในตวัอย่างจากสมการของ standard curve  
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   6.1.2.5 การศกึษาจุลกายวภิาคของเนื้อเยื่อแผล (Histological study) 
(Greenhalgh et al., 1990)        
   การเตรยีมตวัอย่าง เก็บตวัอย่างเนื้อเยื่อแผลหลงัจากการทดลองใน
วันที่  7 และ 11 ใน 10% neutral buffered formalin เพื่ อคงสภาพของเนื้ อ เยื่ อ  จากนั ้น 
dehydration ดว้ย alcohol จากความเขม้ขน้ต ่าไปหาความเขม้ขน้สงู และตรงึเนื้อเยื่อใน paraffin 
จากนัน้ตัดเนื้อเยื่อให้มีความหนา 5 ไมโครเมตร ย้อมด้วย hematoxylin, eosin (H&E stain) 
และ Masson’s trichrome staining น าตัวอย่างไปส่องดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง                    
ทีก่ าลงัขยาย 40X เพือ่ดลูกัษณะของเนื้อเยื่อผวิหนงับรเิวณแผล ความหนาแน่นของเซลลอ์กัเสบ 
เซลล ์fibroblast หรอืลกัษณะการสรา้ง collagen บรเิวณแผล เปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม 
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 6.2 การศกึษาฤทธิต์่อการหายของแผลและกลไกการออกฤทธิข์อง T-YaSP และ YaSP 
ในหนูเบาหวาน (GK rat)  
  6.2.1 การศกึษาฤทธิต์่อการหายของแผลของยาสมานแผลในรูปแบบ T-YaSP 
และ YaSP โดยใชว้ธิ ีexcision wound model ในหนูปกต ิ(Freitas et al., 2017)  
   6.2.1.1 ยาสมานแผลรปูแบบ T-YaSP    
   การเตรยีมสาร เตรยีมยาสมานแผลใหอ้ยู่ในรปูแบบ T-YaSP 
   การทดสอบ ก่อนการทดสอบ 1 วนั โกนขนบรเิวณหลงัของหนูทุกตวั
ขนาดพื้นที่ประมาณ 4×4 ตารางเซนตเิมตร จากนัน้แบ่งหนูออกเป็น 3 กลุ่มๆ ละ 10 ตวั ดงันี้
   - กลุ่มควบคุมลบ ไดร้บัการรกัษาแผลดว้ย oil-base solution   
   - กลุ่มควบคุมบวก ไดร้บัการรกัษาแผลดว้ยยาน ้ามนัทองนพคุณ  
   - กลุ่มทดสอบ ได้รับการรักษาแผลด้วยยาสมานแผลในรูปแบบ                   
   T-YaSP   
  การท าให้เกิดแผลเปิด (excision wound) หนูทุกกลุ่มถูกท าให้สลบโดยฉีด 
pentobarbital เข้าทางช่องท้องขนาด 45 มลิลิกรมั/กิโลกรมัของน ้าหนักตวั จากนัน้ท าให้เกิด
แผลเปิดแบบ full-thickness excision wound โดยใช้ biopsy punch บริเวณหลังของหนู 
(thoracolumbar region) ซึ่งเป็นการสรา้งบาดแผลในระดบัชัน้ผวิหนังชนิด epidermal, dermal, 
hypodermal และ panniculus carnosus layers โดยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเท่ากับ 6 
มลิลเิมตร และแผลลกึ 1 มลิลเิมตร ซึง่หนูหนึ่งตวัจะมแีผล 2 แผล ลา้งแผลดว้ยน ้าเกลอื จากนัน้
ทาสารทดสอบบรเิวณแผล 50 ไมโครลิตร ตามกลุ่มที่แบ่งไว้ หลงัจากนัน้ท าแผลและทาสาร
ทดสอบใหม่วนัเวน้วนัจนแผลหายสนิท       
  การตรวจวดัค่าระดบัน ้าตาลในเลอืดหลงัการอดอาหาร ก่อนการท าใหเ้กดิแผล 
ท าการเกบ็เลอืดบรเิวณปลายหางของหนูทดลองทุกตวั และตรวจดว้ยเครื่อง glucometer บนัทกึ
ขอ้มลูระดบัน ้าตาลในเลอืดเริม่ตน้ และตรวจซ ้าระหว่างท าการทดลองในวนัที ่7 และ 11  
  การวดัผล ท าโดยวดัเสน้ผ่านศูนย์กลางของแผลโดยใช ้digital vernier caliper 
บนัทกึผลวนัเว้นวนั จนแผลหายสนิท จากนัน้น าค่าที่ได้มาค านวณเป็นพื้นที่ของแผล และคดิ
เป็นรอ้ยละการปิดของแผล (% wound closure) เมื่อเปรยีบเทยีบกบัขนาดของแผลเริม่ตน้ 
  เกบ็ตวัอย่างเนื้อเยื่อปกตแิละเนื้อเยื่อแผลในวนัที ่11 หลงัการรกัษา โดยท าให้
หนูทดลองจากไปอย่างสงบด้วยคาร์บอนไดออกไซด์ จากนัน้ ตดัชัน้ผวิหนังบรเิวณทีท่ าให้เกดิ
แผลและผิวหนังปกติออกจากตัวหนู ล้างเนื้ อ เยื่ อด้วย PBS แช่ตัวอย่างเนื้ อ เยื่ อ ใน
ไนโตรเจนเหลว และเก็บที่อุณหภูม ิ-80 องศาเซลเซียส เพื่อศกึษากลไกต่อการหายของแผล
ต่อไป 
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   6.2.1.2 ยาสมานแผลรปูแบบ YaSP    
   การเตรยีมสาร เตรยีมยาสมานแผลใหอ้ยู่ในรูปแบบ YaSP  
   ก่อนการทดสอบ 1 วนั โกนขนบรเิวณหลังของหนูทุกตวัขนาดพื้นที่
ประมาณ 4×4 ตารางเซนติเมตร จากนั ้นแบ่งหนูออกเป็น 3 กลุ่มๆ ละ  10 ตัว  ดังนี้ 
   - กลุ่ ม ค วบคุ ม ลบ  ไ ด้ รับ ก า ร รักษ าแผลด้ ว ย  base ointment 
   - กลุ่มควบคุมบวก ไดร้บัการรกัษาแผลดว้ย solcoseryl ointment  
   - กลุ่มทดสอบ ไดร้บัการรกัษาแผลด้วยยาสมานแผลในรูปแบบ YaSP  
   การท าใหเ้กดิแผลเปิด (excision wound) หนูทุกกลุ่มถูกท าใหส้ลบโดย
ฉีด pentobarbital เขา้ทางช่องทอ้งขนาด 45 มลิลกิรมั/กโิลกรมัของน ้าหนกัตวั จากนัน้ท าใหเ้กดิ
แผลเปิดแบบ full-thickness excision wound โดยใช้ biopsy punch บริเวณหลังของหนู  
(thoracolumbar region) ซึ่งเป็นการสรา้งบาดแผลในระดบัชัน้ผวิหนังชนิด epidermal, dermal, 
hypodermal และ panniculus carnosus layers โดยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเท่ากับ 6 
มลิลเิมตร และแผลลกึ 1 มลิลเิมตร ซึง่หนูหนึ่งตวัจะมแีผล 2 แผล ลา้งแผลดว้ยน ้าเกลอื จากนัน้
ทาสารทดสอบบรเิวณแผล 50 ไมโครลิตร ตามกลุ่มที่แบ่งไว้ หลงัจากนัน้ท าแผลและทาสาร
ทดสอบใหม่วนัเวน้วนัจนแผลหายสนิท       
   การตรวจวดัค่าระดบัน ้าตาลในเลอืดหลงัการอดอาหาร ก่อนการท าให้
เกิดแผล ท าการเก็บเลือดบริเวณปลายหางของหนูทดลองทุกตัว และตรวจด้วยเครื่อง 
glucometer บนัทกึขอ้มลูระดบัน ้าตาลในเลอืดเริม่ต้น และตรวจซ ้าระหว่างท าการทดลองในวนัที ่
7 และ 11  
   การวดัผล ท าโดยวดัเสน้ผ่านศูนยก์ลางของแผลโดยใช ้digital vernier 
caliper บนัทึกผลวนัเว้นวนั จนแผลหายสนิท จากนัน้น าค่าที่ได้มาค านวณเป็นพื้นที่ของแผล 
และคิดเป็นร้อยละการปิดของแผล (% wound closure) เมื่อเปรียบเทียบกับขนาดของแผล
เริม่ตน้           
   เก็บตวัอย่างเนื้อเยื่อปกติและเนื้อเยื่อแผลในวนัที่ 11 หลงัการรกัษา 
โดยท าใหห้นูทดลองจากไปอย่างสงบดว้ยคาร์บอนไดออกไซด์ จากนัน้ ตดัชัน้ผวิหนังบรเิวณที่
ท าให้เกิดแผลและผวิหนังปกติออกจากตวัหนู ล้างเนื้อเยื่อด้วย PBS แช่ตวัอย่างเนื้อเยื่อใน
ไนโตรเจนเหลว และเก็บที่อุณหภูม ิ -80 องศาเซลเซียส เพื่อศกึษากลไกต่อการหายของแผล
ต่อไป           
   เตรยีมตวัอย่างโดยปัน่เนื้อเยื่ออุ้งเท้ากับ PBS pH 7.4  ในอตัราส่วน 
1:9 (w/v) ให้เป็นเนื้อเดียวกัน เพื่อให้ได้ตัวอย่างแบบ tissue homogenate จากนั ้นน าไป 
centrifuge ทีค่วามเรว็รอบ 3,000 rpm เป็นเวลา 20 นาท ีและดูดส่วนของ supernatant เพื่อใช้
ท าการทดลองต่อไป 
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  6.2.2 การตรวจวิเคราะห์ปริมาณของ transforming growth factor beta1 
(TGF-beta1), vascular endothelial growth factor (VEGF), collagen type I แล ะ  collagen 
type III ในเนื้อเยื่อแผล          
   6.2.2.1 โดยใช้การตรวจวิเคราะห์ปริมาณของ TGF-beta1 โดยใช้ 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit     
   การเตรยีม reagent  
   เตรียม rat TGF-beta1 standard จากความเข้มข้นแรก 3,200 นาโน
กรมัต่อลิตร จากนัน้เจือจางแบบล าดบัสอง ด้วย standard diluent ให้ได้ความเข้มข้นในช่วง 
200-3,200 นาโนกรมัต่อลติร เตรยีม biotinylated Ab detection diluent โดยผสม biotinylated 
Ab เขา้กบั biotinylated diluent        
   เตรยีม HRP conjugate diluent โดยใช ้concentrated HRP conjugate 
ผสมกบั HRP conjugate diluent        
   เตรยีม wash buffer โดยใช ้double distilled water 480 มลิลลิติร ผสม
กบั concentrated wash solution 20 มลิลลิติร      
   การทดสอบ ดูด standard และ sample 50 ไมโครลติร ลงใน well และ
เตมิ biotinylated Ab detection diluent 50 ไมโครลติร จากนัน้ปิด well plate และบ่มทีอุ่ณหภูม ิ
37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาท ีลา้ง plate ดว้ย wash buffer จ านวน 5 ครัง้ และเตมิ HRP 
conjugate diluent 50 ไมโครลติร ในแต่ละ well และบ่มที ่37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาท ี
ลา้ง plate ดว้ย wash buffer จ านวน 5 ครัง้ เตมิ chromogenic solution A 50 ไมโครลติร และ 
chromogenic solution B 50 ไมโครลติร  บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ีในที่มดื 
หลงัจากนัน้เตมิ stop solution 50 ไมโครลติร และน าไปวดัค่าการดูดกลนืแสง (optical density; 
OD) ที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ภายใน 10 นาทีหลงัจากการเติม stop solution น าค่า 
OD ทีไ่ดส้รา้ง standard curve แบบ logistic curve (4 parameters) จากนัน้ค านวณหาปรมิาณ
ของ TGF-beta1 ในตวัอย่างจากสมการของ standard curve  
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   6.2.2.2 การตรวจวเิคราะห์ปรมิาณของ VEGF ในเนื้อเยื่อแผล โดยใช้ 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit     
   การเตรยีม reagent  
   เตรยีม rat VEGF standard จากความเขม้ขน้แรก 1,600 นาโนกรมัต่อ
ลติร จากนัน้เจอืจางแบบล าดบัสอง ดว้ย standard diluent ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ในช่วง 50-1,600 
นาโนกรมัต่อลติร         
   เตรียม biotinylated Ab detection diluent โดยผสม biotinylated Ab 
เขา้กบั biotinylated diluent        
   เตรยีม HRP conjugate diluent โดยใช ้concentrated HRP conjugate 
ผสมกบั HRP conjugate diluent        
   เตรยีม wash buffer โดยใช ้double distilled water 480 มลิลลิติร ผสม
กบั concentrated wash solution 20 มลิลลิติร      
   การทดสอบ ดูด standard และ sample 50 ไมโครลติร ลงใน well และ
เตมิ biotinylated Ab detection diluent 50 ไมโครลติร จากนัน้ปิด well plate และบ่มทีอุ่ณหภูม ิ
37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาท ีลา้ง plate ดว้ย wash buffer จ านวน 5 ครัง้ และเตมิ HRP 
conjugate diluent 50 ไมโครลติร ในแต่ละ well และบ่มที ่37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาท ี
ลา้ง plate ดว้ย wash buffer จ านวน 5 ครัง้ เตมิ chromogenic solution A 50 ไมโครลติร และ 
chromogenic solution B 50 ไมโครลติร  บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ีในที่มดื 
หลงัจากนัน้เตมิ stop solution 50 ไมโครลติร และน าไปวดัค่าการดูดกลนืแสง (optical density; 
OD) ที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ภายใน 10 นาทีหลงัจากการเติม stop solution น าค่า 
OD ทีไ่ดส้รา้ง standard curve แบบ logistic curve (4 parameters) จากนัน้ค านวณหาปรมิาณ
ของ VEGF ในตวัอย่างจากสมการของ standard curve  

 

 

 

 

 

 



118 

 

   6.2.2.3 การตรวจวเิคราะหป์รมิาณของ collagen type I ในเนื้อเยื่อแผล 
โดยใช ้enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit    
   การเตรยีม reagent  
   เตรยีม rat collagen type I standard จากความเขม้ขน้แรก 960 นาโน
กรมัต่อมลิลลิติร จากนัน้เจอืจางแบบล าดบัสอง ดว้ย standard diluent ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ในช่วง 
30-960 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร เตรยีม biotinylated Ab detection diluent โดยผสม biotinylated 
Ab เขา้กบั biotinylated diluent        
   เตรยีม HRP conjugate diluent โดยใช ้concentrated HRP conjugate 
ผสมกบั HRP conjugate diluent        
   เตรยีม wash buffer โดยใช ้double distilled water 480 มลิลลิติร ผสม
กบั concentrated wash solution 20 มลิลลิติร      
   การทดสอบ ดูด standard และ sample 50 ไมโครลติร ลงใน well และ
เตมิ biotinylated Ab detection diluent 50 ไมโครลติร จากนัน้ปิด well plate และบ่มทีอุ่ณหภูม ิ
37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาท ีลา้ง plate ดว้ย wash buffer จ านวน 5 ครัง้ และเตมิ HRP 
conjugate diluent 50 ไมโครลติร ในแต่ละ well และบ่มที ่37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาท ี
ลา้ง plate ดว้ย wash buffer จ านวน 5 ครัง้ เตมิ chromogenic solution A 50 ไมโครลติร และ 
chromogenic solution B 50 ไมโครลติร  บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ีในที่มดื 
หลงัจากนัน้เตมิ stop solution 50 ไมโครลติร และน าไปวดัค่าการดูดกลนืแสง (optical density; 
OD) ที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ภายใน 10 นาทีหลงัจากการเติม stop solution น าค่า 
OD ทีไ่ดส้รา้ง standard curve แบบ logistic curve (4 parameters) จากนัน้ค านวณหาปรมิาณ
ของ collagen type I ในตวัอย่างจากสมการของ standard curve 
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   6.2.2.4 การตรวจวิเคราะห์ปริมาณของ collagen type III ในเนื้อเยื่อ
อกัเสบ โดยใช ้enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit   
   การเตรยีม reagent  
   เตรยีม rat collagen type III standard จากความเข้มข้นแรก 800 นา
โนกรมัต่อมิลลิลิตร จากนัน้เจือจางแบบล าดบัสองด้วย standard diluent ให้ได้ความเข้มข้น
ในช่วง 25-800 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร       
   เตรียม biotinylated Ab detection diluent โดยผสม biotinylated Ab 
เขา้กบั biotinylated diluent        
   เตรยีม HRP conjugate diluent โดยใช ้concentrated HRP conjugate 
ผสมกบั HRP conjugate diluent        
   เตรยีม wash buffer โดยใช ้double distilled water 480 มลิลลิติร ผสม
กบั concentrated wash solution 20 มลิลลิติร      
   การทดสอบ ดูด standard และ sample 50 ไมโครลติร ลงใน well และ
เตมิ biotinylated Ab detection diluent 50 ไมโครลติร จากนัน้ปิด well plate และบ่มทีอุ่ณหภูม ิ
37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาท ีลา้ง plate ดว้ย wash buffer จ านวน 5 ครัง้ และเตมิ HRP 
conjugate diluent 50 ไมโครลติร ในแต่ละ well และบ่มที่ 37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาท ี
ลา้ง plate ดว้ย wash buffer จ านวน 5 ครัง้ เตมิ chromogenic solution A 50 ไมโครลติร และ 
chromogenic solution B 50 ไมโครลติร  บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ีในที่มดื 
หลงัจากนัน้เตมิ stop solution 50 ไมโครลติร และน าไปวดัค่าการดูดกลนืแสง (optical density; 
OD) ที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ภายใน 10 นาทีหลงัจากการเติม stop solution น าค่า 
OD ทีไ่ดส้รา้ง standard curve แบบ logistic curve (4 parameters) จากนัน้ค านวณหาปรมิาณ
ของ collagen type III ในตวัอย่างจากสมการของ standard curve  
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   6.2.2.5 การศึกษาทางจุลกายวิภาคของเนื้อเยื่อแผล (Histological 
study) (Greenhalgh et al., 1990)       
   การเตรยีมตวัอย่าง เกบ็ตวัอย่างเนื้อเยื่อแผลหลงัจากการทดลองใน;นที ่
11 ใน 10% neutral buffered formalin เพื่อคงสภาพของเนื้อเยื่อ จากนัน้ dehydration ด้วย 
alcohol จากความเข้มข้นต ่าไปหาความเข้มข้นสูง  และตรึงเนื้อเยื่อใน paraffin จากนัน้ตัด
เนื้อเยื่อใหม้คีวามหนา 5 ไมโครเมตร ยอ้มดว้ย hematoxylin, eosin (H&E stain) และ Masson’s 
trichrome staining ดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง ที่ก าลงัขยาย 40X เพื่อดูลกัษณะของ
เนื้อเยื่อผวิหนังบรเิวณแผล ความหนาแน่นของเซลล์อกัเสบ เซลล์ fibroblast หรอืลกัษณะการ
สรา้ง collagen บรเิวณแผล เปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม 

7. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

 การวเิคราะหข์อ้มลูฤทธิต์า้นการอกัเสบ และฤทธิส์ง่เสรมิกระบวนการหายของแผลทัง้ใน
ระดบัหลอดทดลองและสตัวท์ดลองของต ารบัยาสมานแผล โดยใชก้ารวเิคราะห ์ความแปรปรวน
ด้วยวธิี One- Way (Analysis of Variance, ANOVA) เปรยีบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ย
ดว้ยวธิ ีDuncan’s post hoc test (p value< 0.05 or 0.001) โดยใช ้SPSS for Window Version 
19           
 การวเิคราะหข์อ้มูลเปรยีบเทยีบฤทธิต์้านการอกัเสบ และฤทธิส์่งเสรมิกระบวนการหาย
ของแผลทัง้ในสตัว์ทดลองของต ารบัยาสมานแผลทัง้ 2 รูปแบบ โดยใช้การวิเคราะห์ ความ
แปรปรวนด้วยวิธี Independent samples T-Test (p value< 0.05)โดยใช้ SPSS for Window 
Version 19 
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บทท่ี 3 

ผลการทดลอง 

1. การตรวจสอบคณุภาพสมุนไพรองค์ประกอบในต ารบัยาสมานแผลตามแนวทางของ
องคก์ารอนามยัโลก 
         
 1.1 การตรวจลกัษณะทางกายภาพของสมุนไพร 
  1.1.1 การตรวจลกัษณะทางมหภาคของสมุนไพร 
  จากการศกึษาลกัษณะทางมหภาคของสมุนไพรองค์ประกอบในต ารบัยาสมาน
แผล ซึง่ประกอบดว้ย เหงา้ขมิน้ชนั เปลอืกมงัคุด เมลด็ขา้วสาร และเมลด็หมากสง พบว่า  
  เหงา้ขมิน้ชนั มลีกัษณะเป็นรปูไข ่โคง้เลก็น้อย ยาวประมาณ 10-13 เซนตเิมตร 
หนาประมาณ 1-2 เซนตเิมตร และมแีง่งแตกแขนงทรงกระบอกออกดา้นขา้งทัง้สองดา้นเป็นปุ่ม              
เล็ก ๆ ลกัษณะภายนอกมีสเีหลืองอมน ้าตาล ภายในสเีหลืองเข้มหรอืสสี้ม เมื่อบดเป็นผงมสีี
เหลอืงทอง มกีลิน่หอมเฉพาะตวั และมรีสขมฝาด เผด็เลก็น้อย     
  เปลอืกมงัคุด มลีกัษณะเปลอืกผลกลมและแขง็ หนาประมาณ 0.5-1 เซนตเิมตร 
เสน้ผ่านศูนยก์ลางประมาณ 5-6 เซนตเิมตร พืน้ผวิภายนอกเปลอืกสม่ีวงเขม้ และภายในเปลอืก
มสีม่ีวงอมแดง เมื่อบดเป็นผงมสีนี ้าตาลอ่อน มกีลิน่หอม และมรีสฝาด  
 เมล็ดหมากสง มลีกัษณะรูปร่างค่อนขา้งกลมหรอืร ีเสน้ผ่านศูนย์กลางประมาณ 2-2.5 
เซนตเิมตร ผวิของเมลด็มลีายเสน้สเีหลอืงถงึสนี ้าตาล ลกัษณะลายเสน้เป็นร่องเชื่อมต่อกนัเป็น
ร่างแหรอบ ๆ เมล็ด เนื้อในเมล็ดแข็ง เมื่อบดเป็นผงมีสีน ้ าตาลเข้ม มีกลิ่นหอมฉุน และ 
มรีสฝาด  
  เมล็ดข้าวสาร (สายพันธุ์  สังข์หยดพัทลุง) เมล็ดยาวประมาณ 0.5-0.7 
เซนติเมตร และกว้างประมาณ 0.1 เซนติเมตร มีสีน ้าตาล เมื่อบดเป็นผงมีสีขาวอมน ้าตาล  
มกีลิน่หอม และมรีสหวาน 
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  1.1.2 การตรวจลกัษณะทางจุลภาคของผงยาสมุนไพร    
  จากการศึกษารูปร่าง ลักษณะของเซลล์ และโครงสร้างของเนื้อเยื่ อผงยา
สมุนไพรภายใต้กลอ้งจุลทรรศน์ พบว่า ผงยาจากเหงา้ขมิ้นชนัพบเนื้อเยื่อและเซลล์ชนิดต่าง ๆ 
เรยีงล าดบัจากมากไปน้อยดงันี้ starch granules, parenchyma cell, spiral vessel, scalariform 
vessel, bordered pit vessel, cork cell, trichome, fiber และ oil drop ดงัแสดงในรปูท่ี 7 
  ผงยาจากเปลือกมงัคุด พบเซลล์ชนิดต่าง ๆ เรยีงล าดบัจากมากไปน้อยดงันี้ 
sclerenchyma cell, aleurone grains, epidermis cell, vessels, sclereids cell, bordered pitted 
vessel และ fiber ดงัแสดงในรปูท่ี 7       
  ผงยาจากเมลด็ขา้วสาร พบเซลล์ชนิดต่าง ๆ เรยีงล าดบัจากมากไปน้อยดงันี้ 
starch granules, endosperm cell, aleurone grains, epidermis cell, bordered pitted vessel, 
sclerenchyma cell และ trichome ดงัแสดงในรปูท่ี 7     
  ผงยาจากเมล็ดหมากสง พบเซลล์ชนิดต่าง ๆ เรยีงล าดบัจากมากไปน้อยดงันี้  
endosperm cell, aleurone grains, cell containing brown pigment, testa rumination, stone 
cell, sclereid cell, fiber, bordered pitted vessel, pitted tracheidal vessel แล ะ  oil drop  
ดงัแสดงในรปูท่ี 7 

 1.2 การตรวจสอบวตัถเุจือปนในผงสมุนไพร     
 จากการตรวจสอบคุณภาพของสมุนไพรตามแนวทางขององค์การอนามยัโลก ในด้าน
ของความบรสิุทธิข์องสมุนไพรองค์ประกอบในต ารบัยาสมานแผล พบว่า ขมิ้นชนั และมงัคุด  
มีปริมาณสิ่งแปลกปลอม ร้อยละ 0.06 และ 0.03 โดยน ้าหนัก ตามล าดบั ส่วนข้าวสาร และ 
หมากสง มีปริมาณสิ่งแปลกปลอมร้อยละ 0.01 โดยน ้าหนัก ปริมาณความชื้น ของขมิ้นชัน 
มงัคุด และหมากสง มรีอ้ยละ 7.10, 3.49 และ 3.86 โดยน ้าหนกั ตามล าดบั ปรมิาณเถา้รวมของ 
ขมิ้นชัน มังคุด ข้าวสาร และหมากสง มีร้อยละ 5.69, 2.90, 2.26 และ 1.73 โดยน ้ าหนัก 
ตามล าดบั ปริมาณเถ้าที่ไม่ละลายในกรด ของขมิ้นชนั และมงัคุด มีร้อยละ 0.19 และ 0.22  
โดยน ้าหนกั ตามล าดบั สว่นขา้วสาร และหมากสง มปีรมิาณเถา้ทีไ่ม่ละลายในกรด รอ้ยละ  0.14 
โดยน ้าหนกั ดงัแสดงในตารางท่ี 7   

 1.3 การตรวจสอบปริมาณสารส าคญัในสมุนไพร    
 การตรวจหาปรมิาณสารสกดัดว้ยตวัท าละลายต่าง ๆ ของสมุนไพรองคป์ระกอบในต ารบั
ยาสมานแผล พบว่า รอ้ยละของสารสกดัดว้ยเอทานอล จากขมิน้ชนั มงัคุด ขา้วสาร และหมาก
สง เท่ากบัรอ้ยละ 24.09, 11.97, 4.08 และ 26.28 โดยน ้าหนัก ตามล าดบั  รอ้ยละของสารสกดั
ดว้ยน ้า จากขมิน้ชนั มงัคุด ขา้วสาร และหมากสง เท่ากบัรอ้ยละ 27.99, 20.01, 3.38 และ 24.75 
โดยน ้ าหนัก ตามล าดับ ร้อยละสารสกัดด้วยเฮกเซนจากขมิ้นชัน เท่ากับร้อยละ 11.74  
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โดยน ้าหนัก และจากการตรวจหาปรมิาณสารส าคญัของสมุนไพรองคป์ระกอบในต ารบัยาสมาน
แผลพบว่า หมากสงมปีรมิาณแทนนิน รอ้ยละ 49.91 โดยน ้าหนัก ขมิน้ชนั มปีรมิาณของน ้ามนั
หอมระเหย ร้อยละ 7.33 โดยปริมาตรต่อมวล และมีปริมาณเคอร์คูมินอยด์ ร้อยละ 6.69  
โดยน ้าหนกั ดงัแสดงในตารางท่ี 7  

2. การประเมินคุณสมบัติทางเคมีด้วย  liquid chromatograph-mass spectrometer               
(LC-MS) และ  การทดสอบหาปริมาณสารส าคัญ  ด้วย  high performance liquid 
chromatography (HPLC)  

 2.1 การประเมินคณุสมบติัทางเคมีด้วย LC-MS จากการประเมนิคุณสมบตัทิางเคมี 
พบว่า สารสกดัด้วยเอทานอลจากขมิ้นชนั (E-CL) มสีารองค์ประกอบที่ตรวจพบทัง้หมด 24 
ชนิด สารสกดัดว้ยเอทานอลจากมงัคุด (E-GM) มสีารองคป์ระกอบทีต่รวจพบทัง้หมด 39 ชนิด
สารสกดัดว้ยเอทานอลจากขา้วสาร (E-OS) มสีารองคป์ระกอบทีต่รวจพบทัง้หมด 32 ชนิด สาร
สกดัดว้ยเอทานอลจากหมากสง (E-AC) มสีารองคป์ระกอบทีต่รวจพบทัง้หมด 11 ชนิด และจาก
การประเมนิคุณสมบตัิทางเคมดี้วย LC-MS ของต ารบัยาสมานแผลทัง้ 3 รูปแบบ ได้แก่ สาร
สกัดด้วยเอทานอลจากต ารับยาสมานแผล (E-YaSP) พบว่ามีสารองค์ประกอบที่ตรวจพบ
ทัง้หมด 37 ชนิด โดยพบว่าเป็นสารส าคญัของขมิ้นชนั 8 ชนิด มงัคุด 15 ชนิด และหมากสง  
1 ชนิด ยาสมานแผลในรูปแบบ T-YaSP มสีารองค์ประกอบที่ตรวจพบทัง้หมด 30 ชนิด โดย
พบว่าเป็นสารส าคญัของขมิน้ชนั 1 ชนิด และมงัคุด 3 ชนิด และยาสมานแผลในรูปแบบ YaSP 
มสีารองคป์ระกอบทีต่รวจพบทัง้หมด 19 ชนิด โดยพบว่าเป็นสารส าคญัของขมิน้ชนั 4 ชนิด และ
มงัคุด 1 ชนิด นอกจากนี้พบว่าต ารบัยาสมานแผลทัง้ 3 รูปแบบ มสีารส าคญั 2 ชนิดทีต่รวจพบ
เหมอืนกนั คอื alpha-mangostin และ curcumin ดงัแสดงในรปูท่ี 8 และตารางท่ี 8 

 2.2 การทดสอบหาปริมาณสาร alpha-mangostin, curcumin และ arecoline ในยา
สมานแผลรปูแบบ T-YaSP และ YaSP โดยใชเ้ครื่อง HPLC 
 จากการตรวจวเิคราะห์หาปรมิาณสารส าคญัโดยใช้ alpha-mangostin curcumin และ 
arecoline เป็นสารมาตรฐาน พบว่า T-YaSP มีปริมาณ alpha-mangostin สูงสุด เท่ากับ 
2.472±0.002 มลิลกิรมัต่อกรมั รองลงมา คอื curcumin เท่ากบั 2.399±0.005 มลิลกิรมัต่อกรมั 
และ arecoline เท่ากบั 0.017±0.000 มลิลกิรมัต่อกรมั ตามล าดบั ต ารบัยาสมานแผลในรูปแบบ 
YaSP เมื่อน าไปตรวจวเิคราะห์หาปรมิาณสารส าคญั พบว่า มปีรมิาณของ alpha-mangostin 
สูงสุด เท่ากับ 0.415±0.000 มิลลิกรัมต่อกรัม รองลงมาคือ curcumin เท่ากับ 0.366±0.001 
มิลลิกรัมต่อกรัม และ arecoline น้อยกว่า 0.001 มิลลิกรัมต่อกรัม ตามล าดับ  แสดงดัง 
ตารางท่ี 9 
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         CL       GM        OS          AC 

 

รูป ท่ี  7 Powder microscopy of Curcuma longa (CL), Garcinia mangostana (GM), Oryza 
sativa (OS) and Areca catechu (AC). NF; Not found. 
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รปูท่ี 7 (Continued) 

 

 



 
 

 

126 

ตารางท่ี 7 Physicochemical parameters and phytochemical screening of herbal components of Ya-Samarn-Phlae (YaSP). 

Parameters**   C. longa   G. mangostana  O. sativ a    A. catechu 

Foreign matter   0.06±0.03 (≤2.00)*  0.03±0.01  0.01±0.01 (≤2.00)#  0.01±0.02 (≤1.00)*  

Loss on drying   7.10±0.16 (≤10.00)  3.49±0.04  NA    3.86±0.64 (≤12.00) 

Total ash content  5.69±0.74 (≤8.00)  2.90±0.66  2.26±0.12 (≤6.00)  1.73±0.02 (≤2.00) 

Acid-insoluble ash  0.19±0.01 (≤1.00)  0.22±0.03  0.14±0.03 (≤5.00)  0.14±0.01 (≤1.00) 

Ethanol-soluble extractive 24.09±0.54 (≥10.00)  11.97±0.41  4.08±0.47 (≥1.00)  26.28±1.71 (≥25.00) 

Water-soluble extractive 27.99±1.08 (≥9.00)  20.01±0.28  3.38±0.05 (≥1.00)  24.75±0.09 (≥10.00) 

Hexane-soluble extractive 11.74±0.91 (≥5.00)  NA   NA    NA 

Tannin content   NA    NA   NA    49.91±0.93 (≥24.00) 

Volatile oil content  7.33±0.58 (≥6.00)  NA   NA    NA  

Curcuminoid content   6.69±0.43 (≥5.00)  NA   NA    NA 

NA; Not applicable             

* Standard parameters described in Thai Herbal Pharmacopoeia; # Standard parameters described in Ayurvedic pharmacopoeia of India. 

** With exception of the volatile oil content expressed as %v/w, all parameters were presented as %w/w.  
NA; Not applicable  
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รูป ท่ี  8 The pie chart showing a number of phytochemical constituents of E-YaSP (A),       
T-YaSP (B) and YaSP (C) analyzed by liquid chromatograph-mass spectrometer (LC-
MS). 
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ตารางท่ี 8 The phytochemical constituents of E-YaSP, T-YaSP and YaSP analyzed by liquid chromatograph-mass spectrometer (LC-MS). 

Compound   E-YaSP   T-YaSP   YaSP                  
identification   Math score High  Math score High  Math score High 

(+)-Arnicenone   99.47  1991062 -  -  -  - 

Curcumenol   99.24  12821731 -  -  -  - 

Beta-dihydrorotenone  98.12  2063657 98.97  3119201 -  - 

4-Hydroxy-3,5,4'-   -  -  98.92  2007513 -  - 
trimethoxystilbene 

Dehydrodihydrorotenone 98.9  1380424 -  -  -  - 

6,8-Dihydroxy-1,7-diprenyl -  -  98.30  469352  48.59  161122  
xanthone-2-carboxylic acid 

Garcinone E   -  -  98.25  477847  -  - 

Curcumin   98.22  4630446 96.75  6177038 95.93  3012554  

-; Not detected. 
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ตารางท่ี 8 (Continued) 
Compound   E-YaSP   T-YaSP   YaSP                  
identification   Math score High  Math score High  Math score High 
Alpha-mangostin  98.21  7408722 88.98  630322  96.29  6324476 

Aurmillone   98.01  5002346 -  -  -  - 

Chavicol   97.95  2339888 - 

Archangelicin   97.81  8812175 -  -  -  - 

Demethoxycurcumin  97.77  4658778 -  -  -  - 

Mallotochromene  -  -  92.91  159316  -  - 

Bisdemethoxycurcumin -  -  -  -  96.21  348742   

Genistein   -  -  95.96  172264  -  - 

Mangostenol   -  -  95.58  377445  -  - 

Ponganone VIII  -  -  92.79  1237961 -  - 

-; Not detected. 
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ตารางท่ี 8 (Continued) 
Compound   E-YaSP   T-YaSP   YaSP                  
identification   Math score High  Math score High  Math score High 

Dihydroisoalantolactone -  -  -  -  49.72  459717   

Dihydrorotenone  -  -  -  -  49.40  596486   

Methuyl tanshinonate  -  -  -  -  48.99  295871   

2,3-Dihydroabscisic alcohol -  -  -  -  48.29  149497   

Glyinflanin H   -  -  -  -  48.20  197925   

Verimol C   -  -  -  -  48.04  496008  

-; Not detected. 
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ตารางท่ี 9 Contents of alpha-mangostin and curcumin in Ya-Samarn-Phlae by high performance liquid chromatography (HPLC) method. 
Active constituents  Content of active constituent (mg/g)  Calibration equation (r2)  RT (mins) 
    T-YaSP  YaSP 
Alpha-mangostin  2.472±0.002  0.415±0.000  y=54.542x-3.743 (0.999)  11.041 
Curcumin   2.399±0.005  0.366±0.001  y=255.51x+38.76 (0.999)  4.690 
Each value represents as the mean±SD of three repeated. 
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3. การวิเคราะห์ฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีเก่ียวข้องกบัการสมานแผลของต ารบัยาสมานแผลใน
หลอดทดลองและความปลอดภยัของยาสมานแผล 
 
 3.1 การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ nitric oxide (NO) ของต ารบัยาสมานแผล 
จากการวิเคราะห์การเข้าจบัโดยตรงกับอนุมูลอิสระ NO ของ E-YaSP, T-YaSP และ YaSP 
พบว่า E-YaSP ที่ความเข้มข้น 1 มลิลิกรมัต่อมลิลิลิตร มคี่าร้อยละในการเข้าจบัโดยตรงกับ
อนุมลูอสิระ NO เท่ากบั 34.56 T-YaSP ทีค่วามเขม้ขน้ 1% (v/v) มคี่ารอ้ยละ 52.88 และ YaSP 
ความเขม้ขน้ 1% (w/v) มคี่ารอ้ยละ 41.14 ตามล าดบั แสดงดงัรปูท่ี 9A   
 
 3.2 การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านการอกัเสบของสารสกดัด้วยเอทานอลจากสมุนไพร
องค์ประกอบของต ารบัยาสมานแผลและต ารับยาสมานแผลในเซลล์ macrophage                
จากการศกึษาดว้ยวธิยีบัยัง้การหลัง่ NO ในเซลล ์macrophage RAW 264.7 ทีไ่ดร้บัการกระตุ้น
การอักเสบด้วย lipopolysaccharide (LPS) ความเข้มข้น 2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่า  
กลุ่มควบคุมซึ่งไดร้บัการกระตุ้นดว้ย LPS มปีรมิาณการสรา้งไนไตรท์มากกว่าอย่างมนีัยส าคญั
ทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมซึ่งไม่ได้รบัการกระตุ้นดว้ย LPS แต่กลุ่มทีไ่ดร้บั LPS 
ร่วมกบั E-YaSP ทีค่วามเขม้ขน้ 15 และ 20 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร สามารถยบัยัง้การสรา้ง NO 
โดยมปีรมิาณการสร้างไนไตรท์ เท่ากับ 6.89 และ 5.79 ไมโครโมลาร์ ตามล าดบั ซึ่งน้อยกว่า
อย่างมนียัส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมทีไ่ดร้บั LPS (p< 0.05) ดงัแสดงในรปู
ท่ี 9B และจากการศึกษาฤทธิต์้านการอักเสบของสารสกัดด้วยเอทานอลจากสมุนไพร
องค์ประกอบของต ารบัยาทัง้ 4 ชนิด พบว่า E-CL ที่ความเข้มข้น 15 และ 20 ไมโครกรมัต่อ
มิลลิลิตร มีปริมาณการสร้างไนไตรท์ เท่ากับ  6.42 และ 5.33 ไมโครโมลาร์ ตามล าดับ  
ซึ่งน้อยกว่าอย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทียบกบักลุ่มควบคุมที่ได้รบั LPS (p< 0.05)  
ดงัแสดงในรูปท่ี 10A E-GM ที่ความเข้มข้น 12.5 ไมโครกรมัต่อมลิลิลิตร มปีรมิาณการสร้าง 
ไนไตรท์ เท่ากบั 9.59 ไมโครโมลาร์ ซึ่งน้อยกว่าอย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบั
กลุ่มควบคุมทีไ่ดร้บั LPS (p< 0.05) ดงัแสดงในรปูท่ี 10B E-OS ทีค่วามเขม้ขน้ 200 ไมโครกรมั
ต่อมลิลลิติร มปีรมิาณการสรา้งไนไตรท ์เท่ากบั 8.19 ไมโครโมลาร ์ซึง่น้อยกว่าอย่างมนีัยส าคญั
ทางสถิติเมื่อเปรยีบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ได้รบัการกระตุ้นด้วย LPS (p< 0.05) ดงัแสดงใน 
รูปท่ี 10C และ E-AC ที่ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร มปีรมิาณการสร้างไนไตรท์ 
เท่ากับ 10.01 ไมโครโมลาร์ ซึ่งน้อยกว่าอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุมทีไ่ดร้บัการกระตุน้ดว้ย LPS (p< 0.05) ดงัแสดงในรปูท่ี 10D 
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 จากการศกึษาฤทธิต์้านการอกัเสบ พบว่า E-YaSP และ E-CL สามารถยบัยัง้การสร้าง 
NO ได้ดทีี่สุด โดยที่ความเข้มข้น 15 และ 20 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร สามารถยบัยัง้การสร้าง 
NO ได้ อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (p< 0.05) รองลงมาคือ  
E-GM, E-AC และ E-OS ทีค่วามเขม้ขน้ 12.5, 100 และ 200 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ตามล าดบั  
 
 3.3 วิเคราะห์ฤทธ์ิกระตุ้นการหายของแผล ด้วยวิธี wound scratch assay ใน
เซลล์ผิวหนังของมนุษย์ (human dermal fibroblast; HDF) จากการศกึษาความเป็นพษิต่อ
เซลล์ของสารสกดัด้วยเอทานอลจากต ารบัยาสมานแผล และสมุนไพรองค์ประกอบในต ารบั 
พบว่า สารสกัดด้วยเอทานอลจากขมิ้นชนั มงัคุด ข้าวสาร และต ารบัยาสมานแผล ที่ความ
เขม้ขน้ 0.0001-1 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ไม่ก่อให้เกดิความเป็นพษิต่อเซลล์ HDF โดยมรี้อยละ
การรอดชวีติของเซลล์อยู่ระหว่าง 73.37-97.31 ในส่วนของสารสกดัดว้ยเอทานอลจากหมากสง 
และวติามนิซี ซึ่งใช้เป็นสารมาตรฐานในการทดลอง ที่ความเขม้ขน้ 0.1 มลิลกิรมัต่อมลิลิลิตร  
ไม่ก่อให้เกดิความเป็นพษิต่อเซลล์ HDF ซึ่งมรี้อยละการรอดชวีติของเซลล์อยู่ระหว่าง 76.80-
77.64 และพบว่า สารสกดัดว้ยเอทานอลจากหมากสง และวติามนิซ ีทีค่วามเขม้ขน้ 1 มลิลกิรมั
ต่อมิลลิลิตร มีผลต่อการลดร้อยละการรอดชีวิตของเซลล์ HDF โดยมีร้อยละการรอดชีวิต 
อยู่ระหว่าง 21.48-65.11 แสดงดังตารางท่ี 10 หลังจากนัน้ เลือกความเข้มข้นสูงสุดที่ไม่
ก่อใหเ้กดิความเป็นพษิต่อเซลล์ HDF เพื่อทดสอบฤทธิก์ระตุ้นการหายของแผล ดว้ยวธิ ีwound 
scratch assay พบว่า หลงัจากการทดสอบดว้ยสารสกดัจากเอทานอลจากสมุนไพรองคป์ระกอบ
ของต ารบัยาสมานแผล ขมิน้ชนั และขา้วสาร ทีค่วามเขม้ขน้ 1  มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร เซลล ์HDF 
เริม่มกีารเคลื่อนทีเ่มื่อเวลาผ่านไป 24 ชัว่โมง และเคลื่อนทีช่ดิตดิกนัเมื่อเวลาผ่านไป 48 ชัว่โมง 
ซึ่งใกล้เคยีงกบัเซลล์ HDF ที่ได้รบัวติามนิซี 0.1 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ส่วนเซลล์ HDF ที่ได้รบั
การทดสอบด้วยสารสกดัจาก  เอทานอลของมงัคุด ที่ความเข้มข้น 1  มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร  
มกีารเคลื่อนทีเ่ขา้หากนั แต่ไม่ชดิตดิกนัเมื่อเวลาผ่านไป 48 ชัว่โมง สว่นเซลล ์HDF ทีไ่ดร้บัการ
ทดสอบดว้ยสารสกดัจากเอทานอลของหมากสง มกีารเคลื่อนที่เขา้หากนัเพยีงเลก็น้อย แต่ไม่ชดิ
ติดกนัเมื่อเวลาผ่านไป 48 ชัว่โมง ซึ่งใกล้เคยีงกบักลุ่มควบคุมที่ได้รบัการทดสอบด้วย 10% 
DMSO (รปูท่ี 11) 
 
 3.4 การทดสอบความระคายเคืองของยาสมานแผลในสตัวท์ดลอง (primary skin 
irritation test) จากการศกึษาความปลอดภยัของการประยุกต์ใช้ต ารบัยาสมานแผล ด้วยการ
ทดสอบความระคายเคืองของยาสมานแผลรูปแบบ T-YaSP และ YaSP ในกระต่าย พบว่า 
ต ารบัยาสมานแผลรูปแบบ T-YaSP เมื่อทาลงบนผวิหนังกระต่าย ก่อใหเ้กดิอาการแดงเลก็น้อย
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ทีเ่วลา 1 และ 24 ชัว่โมง แต่อาการแดงดงักล่าวกลบัสู่สภาวะปกตทิีเ่วลา 48 ชัว่โมง หลงัการทา 
T-YaSP โดยมีค่าดชันีการระคายเคืองเบื้องต้นต่อผิวหนัง (primary dermal irritation index; 
PDII) เท่ากบั 0.42 ซึ่งแปลผลไดว้่า T-YaSP ไม่ก่อใหเ้กดิความระคายเคอืงต่อผวิหนัง แสดงดงั
ตารางท่ี 11 และจากการทดสอบความระคายเคอืงของยาสมานแผลรูปแบบ YaSP พบว่าเมื่อ
ทาลงบนผวิหนังกระต่าย ก่อใหเ้กดิอาการแดงเล็กน้อยที่เวลา 1 และ 24 ชัว่โมง แต่อาการแดง
ดงักล่าวกลบัสูส่ภาวะปกตทิีเ่วลา 48 ชัว่โมง หลงัการทา T-YaSP โดยมคี่าดชันีการระคายเคอืง
เบื้องต้นต่อผวิหนัง เท่ากบั 0.17 ซึ่งแปลผลได้ว่า T-YaSP ไม่ก่อให้เกิดความระคายเคอืงต่อ
ผวิหนงั แสดงดงัตารางท่ี 12 
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รูป ท่ี  9 Anti-inflammatory activity of  Ya-Samarn-Phlae (E-YaSP; 0.1 mg/ml, T-YaSP 0.1 
%v/v, YaSP 0.1 %w/v) on nitric oxide scavenging activity (A) and nitrite production in 
LPS-stimulated RAW 264.7 macrophages (B).
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รูป ท่ี   10 The effect of ethanol extracts from Curcuma longa (A), Garcinia mangostana (B), Oryza sativa (C) and Areca catechu (D) on cell 
viability and nitric oxide production in LPS-stimulated RAW 264.7 macrophages. * , p<0.05 is indicated significant difference between LPS 
stimulation (control) and treatment. #, p<0.05 is indicated significant difference between normal conditions (without LPS) and treatment.
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ตารางท่ี 10 Effects of ethanol extracts from Ya-Samarn-Phlae (E-YaSP) formula and its herbal components on cell viability of human dermal 
fibroblasts (HDF). 
Concentration       Cell viability of human dermal fibroblast cell (Percentage; %) 
(mg/ml)    C. longa G. mangostana   O. zativa A. catechu E-YaSP Vitamin C 
1.0000    75.03±5.43 97.31±9.74  73.37±2.69 21.48±4.97 84.58±1.79 65.11±3.81  
0.1000    77.74±6.27 89.02±5.90  83.53±2.69 76.80±4.55 81.16±2.30 77.64±3.71     
0.0100      83.48±7.92 87.21±1.09  88.06±1.87 80.22±5.70 78.29±4.16 87.02±1.48 
0.0010    95.73±3.01 77.35±5.99  96.78±5.00 86.13±5.36 80.55±5.51     84.41±4.95 
0.0001    96.51±3.48 77.07±7.31  94.69±5.65 96.34±3.01 90.99±1.39 97.75±2.32 
Each value represents as the mean±SD of three repeated. 
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รูป ท่ี  11 Digital image showing the effect of ethanol extracts from Ya-Samarn-Phlae                 
(E-YaSP) formula and its herbal components on human dermal fibroblast migration in a 
wound scratch test assay. I: control (10% dimethyl sulfoxide); II: control (dulbecco’s 
modified eagle medium; DMEM); III: E-YaSP; IV: 1 mg/ml C. longa; V: 0.1 mg/ml                   
A. catechu; VI: 1 mg/ml O. zativa; VII: 1 mg/ml G. mangostana; VII: 0.1 mg/ml vitamin C.       
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ตารางท่ี  11 Dermal irritation study of traditionally prepared-Ya-Samarn-Phlae (T-YaSP) 
at different time interval in rabbit. 
Rabbit No. Time after removal of patches (h) 

1  24  48  72 
1  1/0  0/0  0/0  0/0    
2  1/0  1/0  0/0  0/0 
3  1/0  1/0  0/0  0/0 
Total  3/0  2/0  0/0  0/0 
Mean  1/0  0.7/0  0/0  0/0 
Primary Dermal Irritation Index (PDII) =5/ (4x3) = 0.42; Toxicity Category IV (non-to 
slightly irritating) 
Values are expressed as scores of erythema/edema.  
 
ตารางท่ี 12 Dermal irritation study of ointment base for Ya-Samarn-Phlae tulle-gras 
dressings (YaSP) at different time interval in rabbit. 
Rabbit No. Time after removal of patches (h) 

1  24  48  72 
1  1/0  0/0  0/0  0/0    
2  0/0  1/0  0/0  0/0 
3  0/0  0/0  0/0  0/0 
Total  1/0  1/0  0/0  0/0 
Mean  0.3/0  0.3/0  0/0  0/0 
Primary Dermal Irritation Index (PDII) =2/ (4x3) = 0.17; Toxicity Category IV (non-to 
slightly irritating) 
Values are expressed as scores of erythema/edema.  
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4. ความคงตัวของต ารบัยาสมานแผลรูปแบบ T-YaSP และ YaSP (stability test) หลงั
การเกบ็รกัษาเป็นเวลา 0, 3 และ 6 เดือน  
 
 4.1 วิเคราะห์รูปแบบสารองค์ประกอบทางเคมีเชิงคุณภาพด้วยเคร่ือง Liquid 
chromatograph-mass spectrometer (LC-MS)     
 จากการตรวจวเิคราะห์หาสารองค์ประกอบทางเคมดี้วยเครื่อง LC-MS ของต ารบัยา
สมานแผลทัง้ 2 รูปแบบ พบว่ายาสมานแผลในรูปแบบ T-YaSP เมื่อเก็บรกัษาที่ 0, 3 และ 6 
เดือน สามารถตรวจพบสารองค์ประกอบทางเคมไีด้ทัง้หมด 21, 14 และ 11 ชนิด ตามล าดบั 
โดยพบว่ามสีารองค์ประกอบ 7 ชนิด ที่สามารถตรวจพบไดท้ัง้ 0, 3 และ 6 เดอืน หลงัการเกบ็
รกัษา และพบว่า มสีารองคป์ระกอบ 3 ชนิด ซึง่ตรวจพบเมื่อเริม่ต้นของการเกบ็รกัษาจนกระทัง่ 
3 เดอืนหลงัการเกบ็รกัษา แต่เมื่อเวลาผ่านไป 6 เดอืนหลงัการเกบ็รกัษาไม่สามารถตรวจพบได้ 
นอกจากนี้ พบว่า มสีารองคป์ระกอบ 6 ชนิด ซึ่งตรวจพบเมื่อเริม่ต้นของการเก็บรกัษา แต่เมื่อ
เวลาผ่านไป 3 และ 6 เดือนหลงัการเก็บรกัษา ไม่สามารถตรวจพบ ดงัแสดงในตารางท่ี 13  
ยาสมานแผลในรูปแบบ YaSP เมื่อเก็บรักษาที่ 0, 3 และ 6 เดือน สามารถตรวจพบสาร
องค์ประกอบทางเคมไีด้ทัง้หมด 13, 7 และ 5 ชนิด ตามล าดบั โดยพบว่ามสีารองค์ประกอบ  
5 ชนิด  ที่สามารถตรวจพบได้ทัง้  0, 3 และ 6 เดือน หลังการเก็บรักษา  และพบว่าม ี
สารองค์ประกอบ 2 ชนิด ซึ่งตรวจพบเมื่อเริม่ต้นของการเก็บรกัษาจนกระทัง่ 3 เดอืนหลงัการ
เก็บรกัษา แต่เมื่อเวลาผ่านไป 6 เดือนหลงัการเก็บรกัษาไม่สามารถตรวจพบได้ นอกจากนี้ 
พบว่า มสีารองคป์ระกอบ 7 ชนิด ซึ่งตรวจพบเมื่อเริม่ต้นของการเกบ็รกัษา แต่เมื่อเวลาผ่านไป 
3 และ 6 เดือนหลังการเก็บรักษา ไม่สามารถตรวจพบ ดังแสดงในตารางท่ี 14  จากการ
วเิคราะหเ์ปรยีบเทยีบยาสมานแผลทัง้สองรูปแบบเมื่อผ่านการเกบ็รกัษาเป็นเวลา 6 เดอืน ทัง้ T-
YaSP และ YaSP มีสารองค์ประกอบส าคัญที่ เหมือนกัน 3 ชนิด คือ  curcumin, alpha-
mangostin และ dihydroisoalantolactone  
 
 4.2 วิเคราะห์รปูแบบสารส าคญัทางเคมีเชิงปริมาณด้วยเคร่ือง High performance 
liquid chromatography (HPLC)       
 สารส าคัญทางเคมีที่ได้รับการวิเคราะห์เชิงปริมาณในต ารับยาสมานแผลรูปแบบ  
T-YaSP และ YaSP เมื่อผ่านการเก็บรักษาที่ 0, 3 และ 6 เดือน ได้แก่ alpha-mangostin, 
curcumin และ arecoline จากการตรวจวิเคราะห์ยาสมานแผลในรูปแบบ T-YaSP พบว่า  
มปีรมิาณของ alpha-mangostin และ curcumin ลดลงอย่างมนียัส าคญัทางสถติติามระยะเวลาที่
เกบ็รกัษา โดยมคี่าอยู่ในช่วง 1.831-2.472 และ 1.616-2.399 มลิลกิรมัต่อกรมั ตามล าดบั และ
หลังการเก็บรักษาที่ 3 และ 6 เดือน พบว่ามีปริมาณของ alpha-mangostin และ curcumin  
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น้อยกว่าอย่างมนีัยส าคญัทางสถิติเมื่อเปรยีบเทียบกบัค่าเริม่ต้น นอกจากนี้พบว่า arecoline  
มปีรมิาณน้อยกว่าอย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบัค่าเริม่ต้น หลงัการเกบ็รกัษาที ่3 
เดือนและหลังการเก็บรักษาที่ 6 เดือน ตรวจไม่พบ arecoline จากการตรวจวิเคราะห์ 
ยาสมานแผลในรูปแบบ YaSP เมื่อผ่านการเก็บรกัษาที่ 0, 3 และ 6 เดือน พบว่า มปีริมาณ 
curcumin ลดลงอย่างมนีัยส าคญัทางสถติติามระยะเวลาที่เกบ็รกัษา โดยมคี่าอยู่ในช่วง 0.175-
0.366 มิลลิกรัมต่อกรัม และปริมาณของ curcumin หลังการเก็บรักษาที่ 3 และ 6 เดือน  
มปีรมิาณน้อยกว่าอย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบัค่าเริม่ต้น ปรมิาณของ alpha-
mangostin ทีต่รวจพบในช่วงเริม่ต้นของการเกบ็รกัษา และหลงัการเกบ็รกัษาเป็นเวลา 3 และ 6 
เดือน เท่ากับ 0.415, 0.491 และ 0.458 มิลลิกรมัต่อกรัม ตามล าดบั ในส่วนของ arecoline  
ไม่สามารถตรวจสอบในยาสมานแผลรปูแบบ YaSP (ตารางท่ี 15) 
 
 4.3 วิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี nitric oxide (NO) scavenging activity 
assay ของต ารบัยาสมานแผลรูปแบบ T-YaSP และ YaSP เมื่อผ่านการเกบ็รกัษาท่ี 0, 3 
และ 6 เดือน 
 จากการศึกษาฤทธิย์ ับยัง้การสร้าง NO ของยาสมานแผลรูปแบบ T-YaSP พบว่า 
ที่ระยะเวลาเริ่มต้น T-YaSP ความเข้มข้นร้อยละ 0.01 0.10 และ 1.00 ปริมาตรต่อปริมาตร  
มรี้อยละของการยบัยัง้การสร้าง NO เท่ากบั 32.24, 37.75 และ 52.88 ตามล าดบั โดยพบว่า 
T-YaSP ที่ความเข้มข้นสูงขึ้น  มีร้อยละของการยับยัง้การสร้าง NO เพิ่มขึ้นแบบ dose 
dependent manner แต่เมื่อผ่านการเก็บรกัษาที่ 3 และ 6 เดอืน พบว่า ที่ความเขม้ขน้ร้อยละ 
0.01-1.00 ปรมิาตรต่อปรมิาตร มรีอ้ยละของการยบัยัง้การสรา้ง NO ลดลงอย่างมนีัยส าคญัทาง
สถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบัค่าเริม่ตน้ (p< 0.05) แสดงดงัตารางท่ี 16 
 จากการศึกษาฤทธิย์ ับยัง้การสร้าง NO ของยาสมานแผลรูปแบบ  YaSP พบว่า 
ที่ระยะเวลาเริม่ต้น YaSP ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.01 0.10 และ 1.00 มวลต่อปรมิาตร มรี้อยละ
ของการยบัยัง้การสร้าง NO เท่ากับ 30.52, 32.15 และ 41.14 ตามล าดบั โดยพบว่า YaSP  
ที่ความเข้มข้นสูงขึ้น มีร้อยละของการยับยัง้การสร้าง NO เพิ่มขึ้นแบบ dose dependent 
manner แต่เมื่อผ่านการเก็บรกัษาที่ 3 และ 6 เดือน พบว่า ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.01-1.00 
มวลต่อปริมาตร มีร้อยละของการยับยัง้การสร้าง NO ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อ
เปรยีบเทยีบกบัค่าเริม่ตน้ (p< 0.05) แสดงดงัตารางท่ี 16     
 จากการวเิคราะห์ผลการทดสอบเปรยีบเทียบต ารบัยาสมานแผลทัง้ 2 รูปแบบ พบว่า 
ต ารบัยาสมานแผลแบบ T-YaSP ที่ความเข้มข้นร้อยละ 1.00 ปรมิาตรต่อปรมิาตร ตัง้แต่ช่วง
เริม่ต้นของการเก็บรกัษา และเมื่อผ่านการเก็บรกัษาเป็นระยะเวลา 3 และ 6 เดือน มรี้อยละ 
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ในการยบัยัง้การสร้าง NO มากกว่าอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับต ารับยา 
สมานแผลรปูแบบ YaSP ทีค่วามเขม้ขน้รอ้ยละ 1.00 มวลต่อปรมิาตร (รปูท่ี 12A) 
 
 4.4 วิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี TBARs assay ของต ารบัยาสมานแผล
รปูแบบ T-YaSP และ YaSP เม่ือผ่านการเกบ็รกัษาท่ี 0, 3 และ 6 เดือน 
 จากการศึกษาฤทธิย์ ับยัง้การสร้าง MDA ของยาสมานแผลรูปแบบ T-YaSP พบว่า      
ที่ระยะเวลาเริม่ต้น T-YaSP ความเข้มข้นร้อยละ 0.10, 1.00 และ 10.00 ปรมิาตรต่อปรมิาตร         
มรี้อยละของการยบัยัง้การสร้าง MDA เท่ากบั 10.98, 20.54 และ 30.43 ตามล าดบั โดยพบว่า 
T-YaSP ที่ความเข้มข้นสูงขึ้น  มีร้อยละของการยับยัง้การสร้าง NO เพิ่มขึ้นแบบ dose 
dependent manner แต่เมื่อผ่านการเก็บรกัษาที่ 3 และ 6 เดอืน พบว่า ที่ความเขม้ขน้ร้อยละ 
0.10-10.00 ปรมิาตรต่อปรมิาตร มรีอ้ยละของการยบัยัง้การสร้าง MDA ลดลงอย่างมนีัยส าคญั
ทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบัค่าเริม่ตน้ (p< 0.05) แสดงดงัตารางท่ี 16 
 จากการศึกษาฤทธิย์ ับยัง้การสร้าง MDA ของยาสมานแผลรูปแบบ YaSP พบว่า 
ทีร่ะยะเวลาเริม่ตน้ YaSP ความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.10, 1.00 และ 10.00 มวลต่อปรมิาตร มรีอ้ยละ
ของการยบัยัง้การสร้าง MDA เท่ากับ 7.08, 14.59 และ 23.10 ตามล าดบั โดยพบว่า YaSP  
ที่ความเข้มข้นสูงขึ้น มีร้อยละของการยบัยัง้การสร้าง MDA เพิ่มขึ้นแบบ dose dependent 
manner แต่เมื่อผ่านการเก็บรกัษาที่ 3 และ 6 เดือน พบว่า ที่ความเข้มข้นร้อยละ 1.00 และ 
10.00 มวลต่อปรมิาตร มรี้อยละของการยบัยัง้การสร้าง MDA ลดลงอย่างมนีัยส าคญัทางสถติิ
เมื่อเปรยีบเทยีบกบัค่าเริม่ตน้ (p< 0.05) แสดงดงัตารางท่ี 16 
 จากการวเิคราะห์ผลการทดสอบเปรยีบเทียบต ารบัยาสมานแผลทัง้ 2 รูปแบบ พบว่า 
ต ารบัยาสมานแผลแบบ T-YaSP ที่ความเข้มข้นร้อยละ 1.00 ปรมิาตรต่อปรมิาตร ตัง้แต่ช่วง
เริม่ต้นของการเก็บรกัษา และเมื่อผ่านการเก็บรกัษาเป็นระยะเวลา 3 และ 6 เดือน มรี้อยละ 
ในการยบัยัง้การสร้าง MDA มากกว่าอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกบัต ารับยา 
สมานแผลรปูแบบ YaSP ทีค่วามเขม้ขน้รอ้ยละ 1.00 มวลต่อปรมิาตร (รปูท่ี 12B) 
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ต า ร า ง ท่ี 13 Chemical profiles of traditionally prepared-Ya-Samarn-Phlae (T-YaSP) 
measured by Liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) method in long-trem 
stability study. 
No. Identification compounds   Math score* Storage time  
         (months) 
         Initial 3 6 
1 Beta-dihydrorotenone   98.97  + + + 
2 4-Hydroxy-3,5,4'-trimethoxystilbene  98.92  + - - 
3 6,8-Dihydroxy-1,7-diprenylxanthone  98.30  + + + 
 -2-carboxylic acid  
4 Curcumin     96.75  + + + 
5 Genistein     95.96  + + - 
6 Mangostenol     95.58  + + + 
7 Ponganone VIII    92.79  + + + 
8 Alpha-mangostin    88.98  + + + 
9 Amoritin     87.83  + - - 
10 5,7-Dihydroxy-3,6,8,4'-tetramethoxy  86.92  + + -
 flavone7-glucosyl-(1->3)-galactoside 
11 1,7-Dihydroxy-3,6-dimethoxy-2,  86.22  + - -
 8-diprenylxanthone  
12 Artonin V     83.40  + + - 
13 Reserpine     81.87  + - - 
14 3-Isomangostin hydrate   81.67  + - + 
15 3,5-Pyridinedicarboxylic acid, 1,4-  80.77  + - -
 dihydro-2,6-dimethyl-4-(3-nitrophenyl)-,      
 carboxymethyl methyl est  
16 Methuyl tanshinonate   80.28  + + + 
* Math score at initial. 
+; Present 
-; Absent 
 
 



144 

 

ตารางท่ี 13 (Continued)  
No. Identification compounds   Math score* Storage time  
         (months) 
         Initial 3 6 
17 Limonen-6-ol-pivalate   80.23  + - - 
18 Verimol C     79.68  + + - 
19 Dihydroisoalantolactone   79.53  + + + 
20 (3beta,8beta)-3-Hydroxy-7(11)-   78.32  + + +
 eremophilen-12,8-olide  
21 Mangostinone    70.26  + + + 
* Math score at initial. 
+; Present 
-; Absent 
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ตารางท่ี 14 Chemical profiles of ointment base for Ya-Samarn-Phlae tulle-gras dressings 
(YaSP) measured by Liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) method in long-
trem stability study. 
No. Identification compounds   Math score* Storage time  
         (months) 
         Initial 3 6 
1 Alpha-mangostin    96.29  + + + 
2 Bisdemethoxycurcumin   96.21  + + - 
3 Curcumin     95.93  + + + 
4 Dihydrorotenone    49.40  + + + 
5 3,5-Pyridinedicarboxylic acid, 1,4-  49.10  + - -
 dihydro-2,6-dimethyl-4-(3-nitrophenyl)-,     
 carboxymethyl methyl est 
6 Methuyl tanshinonate   48.99  + + + 
7 Stigmatellin Y    48.66  + - - 
8 6,8-Dihydroxy-1,7-diprenylxanthone-  48.59  + + -
 2-carboxylic acid  
9 2,3-Dihydroabscisic alcohol   48.29  + - - 
10 Glyinflanin H     48.20  + - - 
11 Verimol C     48.04  + - - 
12 Myristicanol B    47.93  + - - 
13 Demethoxycurcumin    46.73  + + + 
* Math score at initial. 
+; Present 
-; Absent 
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ตาราง ท่ี  15 The content reduction of active constituents in traditionally prepared-Ya-
Samarn-Phlae (T-YaSP) and Ya-Samarn-Phlae tulle-gras dressings (YaSP) by high 
performance liquid chromatography (HPLC) method after extended storage.  
Active constituents Content of active constituent (mg/g±SD) 
   Storage time (months) 
   Initial    3   6 
T-YaSP 
Alpha-mangostin 2.472±0.002a  2.099±0.002*,b  1.831±0.003*,c  
Curcumin  2.399±0.005a  1.616±0.006*,b  1.476±0.007*,c  
YaSP 
Alpha-mangostin 0.415±0.000c  0.491±0.000*,a  0.458±0.0008*,b 
Curcumin  0.366±0.001a  0.308±0.000*,b  0.175±0.000*,c  
p< 0.05 significantly different from Initial. (Independent samples T-Test) 
(a-c)Values in the same row followed by a different letter are significantly different                    
(p< 0.05) (One-way ANOVA followed by Duncan) 
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ตา ร า ง ท่ี  16 Nitric oxide scavenging and lipid peroxidation inhibition capabilities of 
traditionally prepared-Ya-Samarn-Phlae (T-YaSP) and Ya-Samarn-Phlae tulle-gras 
dressings (YaSP). 
Concentration    %inhibition of NO/MDA  
     production; (means±SD) 
     Storage time (months) 
     Initial  3  6  
T-YaSP (% v/v)    Nitric oxide scavenging property   
1.00     52.88±1.31 48.77±1.03* 41.12±0.75* 
0.10     37.75±1.59 37.09±0.49 25.49±0.49* 
0.01     32.24±1.24 28.87±1.03* 16.45±0.75* 

Lipid peroxidation inhibition 
10.00     30.43±0.38 26.47±0.54* 26.53±0.46* 
1.00     20.54±0.25 19.17±0.24* 19.32±0.46* 
0.10     10.98±0.50 9.35±0.27* 9.01±0.17* 
YaSP (% w/v)    Nitric oxide scavenging property   
1.00     41.14±0.94 37.06±0.82* 26.43±0.94* 
0.10     32.15±0.82 28.34±1.70* 18.80±1.25* 
0.01     30.52±0.47 23.16±0.82* 11.17±0.94* 

Lipid peroxidation inhibition 
10.00     23.10±0.76 17.05±0.51* 11.05±1.79* 
1.00     14.59±1.48 11.39±1.88* 10.44±0.97* 
0.10     7.08±0.77 6.68±1.23 7.64±0.72 
* p< 0.05 was considered as significant were compared to the initial content. 
Positive control of NO scavenging property (catechin 0.63 mg/ml; % Inhibition NO = 
52.95±3.19) 
Positive control of Lipid peroxidation inhibition (BHT 10% v/v; 89.06±1.00%) 
Negative control (10% v/v vehicle T-YaSP) 
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รูป ท่ี  12 Inhibition of nitric oxide radicals (A) and malondialdehyde (B) by prepared- 
Ya-Samarn-Phlae (T-YaSP; 1% v/v; black bars) in comparison with ointment base for  
Ya-Samarn-Phlae tulle-gras dressings (YaSP; 1% w/v; white bars). *, p< 0.05 is indicated 
significant difference between T-YaSP and YaSP. 
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5. การประเมินฤทธ์ิต้านการอกัเสบและกลไกการออกฤทธ์ิของ T-YaSP และ YaSP ใน
สตัวท์ดลอง 
 
 5.1 การศึกษาฤทธ์ิต้านการอักเสบของ T-YaSP ในอุ้งเท้าหนูท่ีเกิดการอักเสบ
จากการได้รบัสาร carrageenan (carrageenan induced rat paw edema) โดยประเมนิผล
จากความหนาของอุ้งเท้าหนูทดลอง หลงัจากการเหนี่ยวให้เกิดการอกัเสบด้วย carrageenan 
พบว่า หลงัการฉีด carrageenan หนูทดลองกลุ่มควบคุมลบ (vehicle) มคีวามหนาของอุ้งเท้า
เพิม่ขึน้ตามระยะเวลาทีน่านขึน้ โดยมคี่าความหนาของอุง้เทา้สงูสุดทีเ่วลา 3 ชัว่โมงหลงัการฉีด 
carrageenan แต่หนูทดลองกลุ่มที่ได้รบัการทดสอบด้วยต ารบัยาสมาน T-YaSP มคีวามหนา
ของอุ้งเท้าน้อยกว่าอย่างมนีัยส าคญัทางสถติิเมื่อเปรยีบเทียบกบักลุ่มควบคุมลบ (p< 0.001)  
ที่เวลา 1, 2 และ 3 ชัว่โมง หลังการฉีด carrageenan ซึ่งให้ผลการทดสอบใกล้เคียงกับกลุ่ม 
ทีไ่ดร้บัการรกัษาดว้ย phenylbutazone (PBZ) ซึง่ใชเ้ป็นสารควบคุมบวก (รปูท่ี 13A) การศกึษา
ฤทธิต์้านการอกัเสบของ YaSP พบว่า หลงัการฉีด carrageenan หนูทดลองกลุ่มควบคุมลบ 
(vehicle) มคีวามหนาของอุง้เท้าเพิม่ขึน้ตามระยะเวลาที่นานขึ้น แต่หนูทดลองกลุ่มทีไ่ดร้บัการ
ทดสอบดว้ยต ารบัยาสมานแผลรูปแบบ YaSP มคีวามหนาของอุง้เทา้น้อยกว่าอย่างมนีัยส าคญั
ทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมลบ (p< 0.001) ทีเ่วลา 1, 2 และ 3 ชัว่โมง หลงัการฉีด 
carrageenan โดยใหผ้ลการทดสอบใกลเ้คยีงกบักลุ่มที่ได้รบัการรกัษาดว้ย PBZ ซึ่งใชเ้ป็นสาร
ควบคุมบวก (รปูท่ี 13B)   
 
 5.2 การศึกษากลไกการออกฤทธ์ิของยาสมานแผลรูปแบบ T-YaSP และ YaSP 
ด้วยการตรวจวิเคราะห์ปริมาณ MDA, NO และ MPO โดยการน าเนื้อเยื่ออกัเสบหลังจาก
ได้รบัการเหนี่ยวน าด้วย carrageenan เป็นเวลา 3 ชัว่โมง มาตรวจวเิคราะห์หาปริมาณของ 
MDA, NO และ MPO  

MDA หรอื malondialdehyde ถอืไดว้่าเป็นตวับ่งชี้ของการเกดิภาวะเครยีดออกซิเดชนั 
(oxidative stress) ในกระบวนการอกัเสบ NO หรอื nitric oxide จดัเป็นสารสื่ออกัเสบชนิดหนึ่ง
ทีส่รา้งมาจาก inducible nitric oxide synthase (iNOS) มบีทบาทส าคญัต่อกระบวนการอกัเสบ 
โดยในสภาวะปกต ิจะม ีNO ในปรมิาณทีน้่อย ท าหน้าทีย่บัยัง้การอกัเสบ แต่หากมกีารสรา้ง NO 
ทีม่ากเกนิไป จะส่งผลใหเ้กดิความเป็นพษิต่อเซลล์ได ้ซึ่งการยบัยัง้การหลัง่ NO จะส่งผลใหล้ด
การอกัเสบได ้MPO หรอื myeloperoxidase เป็นเอนไซมท์ีส่ร้างและหลัง่มาจากเซลล์เมด็เลอืด
ขาว ซึ่งถ้าม ีMPO ในปรมิาณมาก จะบ่งชี้ถึงสภาวะของการอักเสบที่รุนแรง จากการศึกษา 
ในครัง้นี้ หนูทดลองกลุ่มควบคุมลบที่ได้รบัการเหนี่ยวน าให้เกดิการอกัเสบด้วย carrageenan 
พบว่ามีระดบัของ MDA, NO และ MPO ในเนื้อเยื่ออักเสบเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคญัทางสถิต ิ
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เมื่อเปรียบเทียบกับเนื้อเยื่อปกติ (intact) (p< 0.001) แต่ระดับของ MDA, NO และ MPO  
ในเนื้อเยื่ออกัเสบที่ได้รบัการทดสอบดว้ย T-YaSP และ YaSP ลดลงอย่างมนีัยส าคญัทางสถติิ
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมลบ (p< 0.001) นอกจากนี้  พบว่าผลของยาสมานแผล 
ทัง้ 2 รูปแบบ ไม่มคีวามแตกต่างกนัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมบวกทีไ่ด้รบั PBZ 
(p< 0.001) แสดงดงัตารางท่ี 17 และ ตารางท่ี 18 
 
 5.3 การศึกษากลไกการออกฤทธ์ิของยาสมานแผลรูปแบบ T-YaSP และ YaSP 
ด้วยการตรวจวิ เคราะห์ปริมาณ pro-inflammatory cytokines และ inflammatory 
enzymes โดยการน าเนื้อเยื่ออกัเสบหลงัจากได้รบัการเหนี่ยวน าด้วย carrageenan เป็นเวลา  
3 ชัว่โมง มาตรวจวิเคราะห์หาปริมาณของ  pro-inflammatory cytokines ได้แก่ TNF-alpha,  
IL-1beta และ PGE2 และ inflammatory enzymes ได้แก่ iNOS และ COX-2 จากการศกึษาใน
ครัง้นี้ หนูทดลองกลุ่มควบคุมลบที่ได้รบัการเหนี่ยวน าให้เกิดการอักเสบด้วย carrageenan 
พบว่ามรีะดบัของ TNF-alpha, IL-1beta, PGE2, iNOS และ COX-2  ในเนื้อเยื่ออกัเสบเพิม่ขึ้น
อย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทียบกบัเนื้อเยื่อปกต ิ (p< 0.001) ระดบัของ TNF-alpha, 
IL-1beta, PGE2 , iNOS และ COX-2  ในเนื้อเยื่ออกัเสบลดลงอย่างมนีัยส าคญัทางสถิติในหนู
ทดลองกลุ่มทีไ่ดร้บัการทดสอบดว้ย PBZ, T-YaSP และ YaSP เมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม
ลบ (p< 0.001) (รปูท่ี 4 และ รปูท่ี 15) นอกจากนี้ พบว่าเนื้อเยื่ออกัเสบที่ไดร้บัการทดสอบดว้ย 
PBZ แล ะ  YaSP มีป ริม าณขอ ง  PGE2, iNOS แล ะ  COX-2 ไ ม่ แ ตกต่ า ง กันท า ง สถิต ิ
เมื่อเปรยีบเทยีบกบัเนื้อเยื่อปกต ิ(p< 0.001) (รปูท่ี 15C-รปูท่ี 15E) 
 
 5.4 การศึกษาจุลกายวิภาคของเน้ือเยื่ออกัเสบ (histological study) โดยวิธีการ
ย้อมด้วย hematoxylin และ eosin (H&E) พบว่า ในเนื้อเยื่อปกติ ไม่มีเซลล์เม็ดเลือดขาว 
ทีบ่่งชี้ถงึสภาวะการอกัเสบ แต่เนื้อเยื่ออกัเสบในกลุ่มควบคุมลบ พบเซลล์เมด็เลอืดขาวจ านวน
มาก ในทางตรงกันข้าม เนื้อเยื่ออักเสบที่ได้รับการทดสอบด้วย PBZ, T-YaSP และ YaSP  
มคีวามหนาแน่นของเซลล์เมด็เลอืดขาวน้อยกว่ากลุ่มควบคุมลบอย่างเหน็ไดช้ดั (รปูท่ี 16 และ 
รปูท่ี 17)          
 จากการวเิคราะห์ผลการทดสอบเปรยีบเทยีบฤทธิต์้านการอกัเสบ โดยประเมนิผลจาก
ความหนาของอุง้เทา้ ทีเ่กดิจากการบวมเนื่องจากการอกัเสบ ของยาสมานแผลรูปแบบ T-YaSP 
และ YaSP พบว่า หลงัการฉีด carrageenan ทีเ่วลา 3 ชัว่โมง ความหนาของอุง้เท้าหนูทดลอง
กลุ่มที่ได้รบัการทดสอบด้วย YaSP มคีวามหนาของอุ้งเท้าน้อยกว่าอย่างมนีัยส าคญัทางสถิติ
เมื่อเปรียบเทียบกับหนูทดลองกลุ่มที่ได้รับการรักษาด้วย T-YaSP (p< 0.05) ซึ่งบ่งชี้ได้ว่า 
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ยาสมานแผลในรูปแบบ YaSP มปีระสทิธภิาพดกีว่าในการต้านการอกัเสบ โดยลดอาการบวม
ของอุง้เทา้เนื่องจากการอกัเสบทีไ่ดร้บัการเหนี่ยวน าดว้ย carrageenan (ตารางท่ี 19) 
  จากการวิเคราะห์ผลการทดสอบเปรียบเทียบฤทธิต์้านการอักเสบของยาสมานแผล
รูปแบบ T-YaSP และ YaSP โดยประเมนิจากฤทธิก์ารยบัยัง้การหลัง่ปัจจยัทีม่ผีลต่อการอกัเสบ 
ได้แก่ MDA, NO และ MPO พบว่า T-YaSP และ YaSP มปีระสทิธิภาพในการยบัยัง้การหลัง่ 
MDA และ NO ไดไ้ม่แตกต่างกนัทางสถติ ิแต่ YaSP มปีระสทิธภิาพในการยบัยัง้การหลัง่ MPO 
ไดด้กีว่าอย่างมนียัส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบั T-YaSP (p< 0.05) (ตารางท่ี 19)   
 จากการวิเคราะห์ผลการทดสอบเปรียบเทียบฤทธิต์้านการอักเสบของยาสมานแผล
รูปแบบ T-YaSP และ YaSP โดยประเมินผลจากฤทธิก์ารยับยัง้การหลัง่ pro-inflammatory 
cytokines พบว่า T-YaSP และ YaSP มีประสิทธิภาพในการยบัยัง้การหลัง่ TNF-alpha และ  
IL-1beta ได้ไม่แตกต่างกันทางสถิติ แต่ YaSP มีประสิทธิภาพในการยับยัง้การหลัง่ PGE2  
ไดด้กีว่าอย่างมนียัส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบั T-YaSP (p< 0.05) (ตารางท่ี 19)   
 จากการวิเคราะห์ผลการทดสอบเปรียบเทียบฤทธิต์้านการอักเสบของยาสมานแผล
รูปแบบ T-YaSP และ YaSP โดยประเมินผลจากฤทธิก์ารยับยัง้การหลัง่  inflammatory 
enzymes พบว่า T-YaSP และ YaSP มปีระสทิธภิาพในการยบัยัง้การหลัง่ iNOS ไดไ้ม่แตกต่าง
กนัทางสถติิ แต่ YaSP มปีระสทิธภิาพในการยบัยัง้การหลัง่ COX-2 ได้ดกีว่าอย่างมนีัยส าคญั
ทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบั T-YaSP (p< 0.05) (ตารางท่ี 19)   
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รูป ท่ี  13  Paw thickness in rats treated with traditionally prepared-Ya-Samarn-Phlae                
(T-YaSP; black bars) (A) or ointment base for Ya-Samarn-Phlae tulle-gras dressings 
(YaSP; black bars) (B), 5% (w/v) of phenylbutazone (grey bars) in comparison with 
vehicle-treated group (white bars) on carrageenan-induced paw edema model. Paw 
thickness degree was presented as the mean±SEM of 15 rats per group, *p< 0.001 vs. 
vehicle.  
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ตารางท่ี 17  Effect of traditionally prepared-Ya-Samarn-Phlae (T-YaSP) on the production 
of malondialdehyde (MDA), nitric oxide (NO), and myeloperoxidase (MPO) in 
carrageenan-induced paw edema in rats.  
Test groups  malondialdehyde nitric oxide  myeloperoxidase
   (nmol/mg protein)  (µmol/g protein) (U/g tissue) 
intact    1.43±0.15a  11.19±1.15a  0.11±0.01a 

vehicle   5.57±0.23c  105.91±2.93c  0.40±0.02c 

phenylbutazone  3.06±0.21b  20.98±0.35ab  0.30±0.01b 
(5%; w/v)   
T-YaSP  3.67±0.20b  29.78±2.04b  0.33±0.00b 

Data are presented as the mean±SEM of five rats per group. (a-c) Values in the same 
column followed by a different letter are significantly different (p< 0.001). (One-way 
ANOVA followed by Duncan)  
 
ตารางท่ี 18  Effect of ointment base for Ya-Samarn-Phlae tulle-gras dressings (YaSP) on 
the production of malondialdehyde (MDA), nitric oxide (NO), and myeloperoxidase (MPO) 
in carrageenan-induced paw edema in rats.  
Test groups  malondialdehyde nitric oxide  myeloperoxidase
   (nmol/mg protein)  (µmol/g protein) (U/g tissue) 
intact    1.70±0.03a  22.56±1.19a  0.07±0.01a 
vehicle   6.05±0.16c  118.66±2.06c  0.33±0.01c 
phenylbutazone 3.36±0.12b  39.63±0.81b  0.25±0.01b  
(5%; w/w) 
YaSP   3.37±0.16b  32.10±1.03b  0.21±0.01b 
Data are presented as mean±SEM of five rats per group. (a-c) Values in the same column 
followed by a different letter are significantly different (p< 0 . 0 0 1 ) .  (One-way ANOVA 
followed by Duncan) 
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รปูท่ี 14  Effect of traditionally prepared-Ya-Samarn-Phlae (T-YaSP) on the production of 
inflammatory cytokines, TNF-alpha (A), IL-1beta (B) and PGE2 (C) and inducible enzymes, 
iNOS (D) and COX-2 (E) in the rat paws treated with carrageenan. Data are presented 
as mean±SEM of five rats. (a-d) Values in the same factor followed by a different letter are 
significantly different (p< 0.001). Phenylbutazone (PBZ, 5%; w/v) was used as a positive 
control. 
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รปูท่ี 15  Effect of ointment base for Ya-Samarn-Phlae tulle-gras dressings (YaSP) on the 
production of inflammatory cytokines, TNF-alpha (A), IL-1beta (B) and PGE2 (C) and 
inducible enzymes, iNOS (D) and COX-2 (E) in the rat paws treated with carrageenan. 
Data are presented as mean±SEM of five rats. (a-d) Values in the same factor followed by 
a different letter are significantly different (p< 0.001). Phenylbutazone (PBZ, 5%; w/w) 
was used as a positive control. 
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รปูท่ี 16 Histological evaluation of carrageenan induced paw edema in rat. Representative 
photomicrographs of paw tissue showing the protective effect of traditionally prepared-
Ya-Samarn-Phlae (T-YaSP; A) compared with the intact group (D), vehicle (B) and 
phenylbutazone-treatment as a positive control (C). White arrows: neutrophils. 
Magnification, 10X and 40X; scale bars, 100 µm. 

(A) 

(B) 

(C) 

(D) 
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รูป ท่ี  17 Representative photomicrographs of the histopathological analysis from paw 
tissue of rats showing the protective effect of ointment base for Ya-Samarn-Phlae tulle-
gras dressings (YaSP; A) compared with the intact group (D), vehicle (B) and 
phenylbutazone-treatment as a positive control (C). White arrows: neutrophils. 
Magnification, 10X and 40X; scale bars, 100 µm. 

(A) 

(B) 

(C) 

(D) 
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ตารางท่ี 19 The comparison of anti-inflammatory activity between T-YaSP and YaSP in 
carrageenan induced rat paw edema model.  
Parameters   T-YaSP  YaSP   p value 
Paw thickness (mm)  3.33±0.07  3.01±0.09  0.01 
MDA (nmol/mgprot)  3.67±0.20  3.37±0.16  0.30 
NO (µmol/mgprot)  29.78±2.04  32.10±1.03  0.34 
MPO (U/g tissue)  0.33±0.00  0.21±0.00  0.00 
TNF-alpha (ng/L)  562.42±19.28  535.51±8.72  0.24 
IL-1beta (ng/L)   173.70±1.66  151.91±10.85  0.12 
PGE2 (ng/L)   27.21±0.20  16.77±0.22  0.00 
iNOS (ng/L)   1.59±0.22  1.65±0.36  0.90 
COX-2 (ng/L)   5.73±0.31  1.84±0.25  0.00 
The difference between T-YaSP and YaSP treatment was statistically significant when          
p value < 0.05 (Independent samples T-Test). 
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 การศึกษาฤทธิต์้านการอกัเสบของยาสมานแผลโดยใช้วธิี carrageenan-induced rat 

paw edema ซึ่งเป็นวธิทีีใ่ชก้นัอย่างแพร่หลายเพื่อประเมนิฤทธิต์้านการอกัเสบของยาหรอืสาร

ต่าง ๆ จากธรรมชาติ ซึ่ง carrageenan จดัเป็นสารที่ก่อให้เกิดการอกัเสบ (phlogistic agent)  

จะถูกฉีดเข้าทางชัน้ใต้ผิวหนังบริเวณอุ้งเท้าของหนูทดลอง ท า ให้เกิดการอักเสบและบวม  

โดยแบ่งการท างานออกเป็น 2 ระยะ คอื ระยะที ่1 (0-1 ชัว่โมง) จะมผีลกระตุน้ mast cells ทีอ่ยู่

ในเนื้อเยื่อ ท าให้เกดิการหลัง่ histamine และ serotonin ส่งผลกระตุ้นให้เกดิการขยายตวัของ

หลอดเลอืด และเพิม่การซมึผ่านของผนังหลอดเลอืด ในระยะที ่2 (มากกว่า 1 ชัว่โมง) จะส่งผล

ต่อการแทรกซึมของสารน ้าและเซลล์เมด็เลอืดขาว ต่าง ๆ (polymorphonuclear cells; PMNs) 

จากหลอดเลอืดเขา้สู่บรเิวณที่เกดิการอกัเสบ โดยเฉพาะ neutrophil ซึ่งเป็นเมด็เลอืดขาวชนิด

แรกที่เขา้สู่บรเิวณอกัเสบ การวดัปรมิาณการแทรกซึมของ neutrophil เขา้สู่เซลล์ นิยมวดัจาก

ปรมิาณของ myeloperoxidase (MPO) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่หลัง่ออกมาจาก azurophilic granule 

ของ neutrophil ในระหว่างที่เกิดการ phagocytosis เพื่อก าจดัสิง่แปลกปลอมบรเิวณเนื้อเยื่อ 

รวมทัง้ท าหน้าที่ในการสร้างอนุมูลอิสระออกซิเจน หรอื reactive oxygen species (ROS) ที่มี

ความไวต่อการเกดิปฏกิริยิาสูง ไดแ้ก่ hypochlorous acid (HOCl) หากเกดิการอกัเสบเป็นระยะ

เวลานาน มกีารสร้าง ROS ออกมาจ านวนมากจะท าให้เกดิการท าลายเนื้อเยื่อได้ โดยการเกดิ

ภาวะเครยีดออกซเิดชนั หรอื oxidative stress ซึ่งจะกระตุ้นใหเ้กดิปฏกิริยิา lipid peroxidation 

การวัดปริมาณของการเกิด lipid peroxidation นิยมวัดจากปริมาณของ  malondialdehyde 

(MDA) ซึ่งเป็นผลติภณัฑท์ีเ่กดิจากการออกซเิดชนัของกรดไขมนัไม่อิม่ตวั นอกจากนี้ในระยะที่ 

2 ยังมีผลต่อการกระตุ้นการหลัง่สารสื่ออักเสบต่าง ๆ ได้แก่  prostaglandin E2 (PGE2), 

interleukin-1beta (IL-1B), tumor necrotic factor-alpha (TNF-alpha) แล ะ  nitric oxide (NO) 

การเหนี่ยวน าใหเ้กดิการอกัเสบดว้ยการฉีด carrageenan และการหลัง่ TNF-alpha และ IL-1B 

ของ neutrophil ยังมีผลต่อการกระตุ้นการท างานของ nuclear factor-kappaB (NF-kB) 

pathway ใน resident cells ของเนื้อเยื่อ โดย NF-kB เป็น transcription factor ที่ส าคญัในการ

ควบคุมการแสดงออกของยนีที่เกี่ยวขอ้งกบัการก่ออกัเสบ โปรตนีของ NF-kB ได้แก่ p65 และ 

p50 ซึ่งสามารถพบได้ทัว่ไปใน cytoplasm โดยอยู่ ในระยะพัก ( inactive) และจับอยู่กับ 

inhibitors ของ kB (IkB) ในสภาวะที่มสีิง่กระตุ้นซึ่งก่อให้เกิดการอกัเสบ เซลล์จะสามารถรบัรู้

การกระตุ้น และท าการส่งทอดสญัญาณนัน้เขา้สู่เซลล์ โดยผ่านการกระตุ้นการท างานของ IkB 

kinase (IKK) ซึง่เป็นเอนไซมท์ีท่ าหน้าทีเ่ตมิหมู่ฟอสเฟตใหก้บัโปรตนี IkB น าไปสูก่ารสลายของ 
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IkB ท าให ้p65 และ p50 อยู่อย่างอสิระใน cytoplasm ซึ่งเป็นระยะทีพ่รอ้มท าปฏิกริยิา (active)  

โดยจะเคลื่อนที่จาก cytoplasm เขา้สู่ nucleus และกระตุ้นการแสดงออกของยนีทีเ่กี่ยวขอ้งกบั

การอกัเสบ ไดแ้ก่ TNF-alpha และ IL-1B ท าใหม้กีารหลัง่สารสื่ออกัเสบมากขึน้ ซึ่ง TNF-alpha 

และ IL-1B ทีห่ลัง่ออกมา ยงัมผีลต่อการชกัน าเซลล์เมด็เลอืดขาวใหเ้ข้าสู่บรเิวณเนื้อเยื่อทีไ่ดร้บั

การบาดเจ็บมากขึ้นด้วย ซึ่งอาจจะท าให้เกิดการอกัเสบที่เรื้อรงัได้ นอกจากนี้ p65 และ p50  

ยงักระตุ้นการแสดงออกของยนีทีค่วบคุมการแสดงออกของเอนไซมท์ีเ่กี่ยวขอ้งกบัการอกัเสบที่

ส าคญั 2 ชนิด ไดแ้ก่ cyclooxygenase-2 (COX-2) และ inducible nitric oxide synthase (iNOS) 

โดยในสภาวะทีเ่นื้อเยื่อได้รบับาดเจบ็เกดิการอกัเสบนัน้ เยื่อหุม้เซลล์ชัน้ไขมนัจะถูกย่อยสลาย

ดว้ยเอนไซม ์phospholipase A2 ไดเ้ป็น arachidonic acid จากนัน้เอนไซม ์COX-2 จะท าหน้าที่

ย่อย arachidonic acid ให้ได้เป็น PGE2 ซึ่งกระตุ้นให้เกิดการอักเสบ อาการปวดและมีไข้  

ในส่วนของ iNOS ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ท าหน้าที่ในการสร้าง NO หากมกีารกระตุ้นการแสดงออก

ของ iNOS อย่างต่อเนื่องเป็นระยะเวลานาน จะท าให้มกีารสร้าง NO ออกมาเป็นจ านวนมาก  

ซึ่งท าใหเ้กดิการอกัเสบที่รุนแรงได ้ดงันัน้การยบัยัง้ปัจจยัต่าง ๆ ทีจ่ะส่งผลใหเ้กดิการอกัเสบที่

รุนแรง จงึเป็นสิง่ทีน่่าสนใจในการศกึษาฤทธิต์า้นการอกัเสบของสารชนิดต่าง ๆ  

 ยาสมานแผลทีไ่ดท้ าการศกึษาในครัง้นี้ พบว่า มคีวามสามารถในการยบัยัง้ปรมิาณของ 

MPO ซึง่บ่งชีถ้งึการลดลงของจ านวน neutrophil ในเนื้อเยื่ออกัเสบได ้มคีวามสามารถในการดกั

จบั NO ซึ่งเป็นอนุมูลอสิระและสารสื่ออกัเสบที่หลัง่ออกมาระหว่างกระบวนการ phagocytosis 

เพื่อไม่ให้เกดิการท าปฏกิิรยิาต่อไปได้ อกีทัง้ยงัยบัยัง้ปรมิาณการหลัง่ของ iNOS ส่งผลให้ลด

การสรา้ง NO ไดอ้กีทางหนึ่งดว้ย นอกจากนี้ยงัสามารถยบัยัง้การหลัง่ COX-2 ส่งผลใหล้ดการ

สรา้ง PGE2 ไดเ้ช่นกนั ยาสมานแผลยงัมคีวามสามารถในการลดการสรา้ง MDA ซึ่งบ่งชี้ถงึการ

เกิดปฏิกิริยา lipid peroxidation ที่ลดลง นอกจากนี้ยงัมีผลต่อการยับยัง้การหลัง่ของ TNF-

alpha และ IL-1B ซึง่เป็นสารสือ่อกัเสบทีส่ าคญั สง่ผลต่อการลดการแทรกซมึของเซลลเ์มด็เลอืด

ขาวทีเ่ขา้สู่เนื้อเยื่อที่ไดร้บับาดเจบ็ได ้ดว้ยคุณสมบตัเิหล่านี้ท าใหย้าสมานแผลมฤีทธิใ์นการต้าน

การอกัเสบแบบเฉียบพลนัในระยะที่ 2 ของการเหนี่ยวน าให้เกดิการอกัเสบด้วย carrageenan 

ได ้ดงัแสดงในรปูท่ี 18 
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Graphical conclusion 

 
รปูท่ี 18 The graphical conclusion on anti-inflammatory partial mechanism of Ya-Samarn-Phlae. 
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6. การประเมินฤทธ์ิต่อการหายของแผลและกลไกการออกฤทธ์ิของต ารบัยาสมานแผล
รปูแบบ T-YaSP และ YaSP ในสตัวท์ดลอง   

 6.1 การประเมินฤทธ์ิต่อการหายของแผลและกลไกการออกฤทธ์ิของ T-YaSP 
และ YaSP ในหนูปกติ (Wistar rats)       
 จากการทดสอบฤทธิต์่ อการหายของแผลโดยใช้วิธี  excisional wound model  
ของ T-YaSP แสดงดงัรูปท่ี 19A พบว่า ในวนัที่ 5, 7, 9 และ 11 หลังการทดสอบ หนูกลุ่มที่
ได้รบัการรกัษาแผลด้วย T-YaSP มีขนาดของพื้นที่แผลลดลงอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติเมื่อ
เปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมลบ (p< 0.05) เช่นเดยีวกนักบัหนูกลุ่มทีไ่ดร้บัการรกัษาแผลดว้ยยา
น ้ ามันทองนพคุณ (Thongnoppakkun®) ซึ่งใช้เป็นกลุ่มควบคุมบวก (รูปท่ี 19B) และพบว่า 
ในวนัที ่11 หลงัการทดสอบ หนูกลุ่มทีไ่ดร้บัการรกัษาดว้ย T-YaSP มกีารหดตวัของแผลเท่ากบั
รอ้ยละ 96.19 ซึง่มากกว่าอย่างมนียัส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมบวก ทีม่กีาร
หดตวัของแผลในวนัที ่11 เท่ากบัรอ้ยละ 83.58 (รปูท่ี 19C) ผลการทดสอบฤทธิต์่อการหายของ
แผลของต ารบัยาสมานแผลในรูปแบบ YaSP แสดงดงัรปูท่ี 20A พบว่า ในวนัที ่3, 5, 7, 9 และ 
11 หลงัการทดสอบ หนูกลุ่มทีไ่ดร้บัการรกัษาแผลดว้ย YaSP มขีนาดของพืน้ทีแ่ผลลดลงอย่าง
มีนัยส าคญัทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมลบ (p< 0.05) เช่นเดียวกันกับหนูกลุ่ม 
ทีไ่ดร้บัการรกัษาแผลดว้ยยาขีผ้ ึ้งซอคโคเซอรลี (Solcoseryl ointment®) ซึ่งใชเ้ป็นกลุ่มควบคุม
บวก (รปูท่ี 20B) และพบว่าในวนัที ่7, 9 และ 11 หลงัการทดสอบ หนูกลุ่มทีไ่ดร้บัการรกัษาดว้ย 
YaSP มรีอ้ยละการหดตวัของแผลไม่แตกต่างกนัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมบวก 
(p< 0.05) (รปูท่ี 20C)         
 กระบวนการหายของแผลแบ่งออกได้เป็น 4 ระยะ คอื ระยะการห้ามเลือด ระยะการ
อกัเสบ ระยะการแบ่งเซลล ์และระยะการปรบัรูปร่าง ซึง่มหีลายปัจจยัทีม่ผีลสง่เสรมิการหายของ
แผล เช่น ปรมิาณของปัจจยัการเจรญิเติบโต หรอื growth factor ที่ส าคญัได้แก่ transforming 
growth factor-beta1 หรอื TGF-beta1 ซึ่งมบีทบาทส าคญัในระยะการอกัเสบและระยะการแบ่ง
เซลล ์ในระยะเริม่ต้นของการอกัเสบ TGF-beta1 ท าหน้าทีช่กัน าเซลลเ์มด็เลอืดขาวเขา้สู่บรเิวณ
แผลเพื่อก าจดัสิง่แปลกปลอมหรอืเนื้อตายบรเิวณแผล และในระยะหลงัของกระบวนการอกัเสบ 
TGF-beta1 ท าหน้าทีย่บัยัง้กระบวนการอกัเสบ และกระตุ้นการแบ่งเซลล์บรเิวณแผลเพื่อสร้าง
เนื้อเยื่อใหม่ vascular endothelial growth factor หรอื VEGF เป็นอกีหนึ่งปัจจยัการเจรญิเตบิโต
ทีม่คีวามส าคญัในระยะการแบ่งเซลล์ของกระบวนการหายของแผล โดยท าหน้าทีใ่นการกระตุ้น
การสร้างหลอดเลือดใหม่เพื่อน าสารอาหารและออกซิเจนมาหล่อเลี้ยงเนื้อ เยื่อบริเวณแผล 
การศกึษาในครัง้นี้ ไดต้รวจวเิคราะหป์รมิาณของ TGF-beta1 และ VEGF ในเนื้อเยื่อแผล พบว่า 
หนูที่ท าให้เกิดแผลมีระดับของ TGF-beta1 และ VEGF ในเนื้อเยื่อสูงกว่าอย่างมีนัยส าคญั 



163 

 

ทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบัเนื้อเยื่อปกตกิ่อนการเกดิแผล (day 0) (p< 0.001) ในวนัที ่7 หลงั
การทดสอบ หนูที่ได้รบัการรกัษาด้วยยาน ้ามันทองนพคุณ และ T-YaSP มีระดบัของ TGF-
beta1 และ VEGF ในเนื้อเยื่อมากกว่าอย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม
ลบ (p< 0.001) แต่ในวนัที่ 11 หลงัการทดสอบ หนูที่ได้รบัการรกัษาด้วยยาน ้ามนัทองนพคุณ 
และ T-YaSP มรีะดบัของ TGF-beta1 และ VEGF ในเนื้อเยื่อน้อยกว่าอย่างมนีัยส าคญัทางสถติิ
เมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมลบ (p< 0.001) แสดงดงัในตารางท่ี 20 และจากการวเิคราะห์
ปรมิาณของ TGF-beta1 และ VEGF ในเนื้อเยื่อแผลทีไ่ดร้บัการรกัษาดว้ย YaSP พบว่า ในวนัที ่
7 หลงัการทดสอบ ที่ได้รบัการรกัษาด้วยยาขี้ผึ้งซอคโคเซอรลี และ YaSP มรีะดบัของ TGF-
beta1 และ VEGF ในเนื้อเยื่อมากกว่าอย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม
ลบ (p< 0.001) แต่ในวนัที่ 11 หลงัการทดสอบ หนูที่ได้รบัการรกัษาด้วยยาขี้ผึ้งซอคโคเซอรลี 
และ YaSP มรีะดบัของ TGF-beta1 และ VEGF ในเนื้อเยื่อน้อยกว่าอย่างมนีัยส าคญัทางสถิติ
เมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมลบ (p< 0.001) แสดงดงัตารางท่ี 21 
 นอกเหนือจาก TGF-beta1 และ VEGF จะมบีทบาทส าคญัต่อกระบวนการหายของแผล
ในระยะการอกัเสบ และระยะการแบ่งเซลล์แลว้ ยงัเป็นอกีหนึ่งปัจจยัทีม่คีวามส าคญัต่อการสร้าง
เนื้อเยื่อใหม่ คอื กระตุ้นการสรา้งคอลลาเจน ชนิดที ่3 หรอื collagen III นอกจากนี้ในระยะการ
ปรบัรูปร่างกม็อีกีหนึ่งปัจจยัที่มคีวามส าคญั และสามารถบ่งชี้ถงึการสรา้งเนื้อเยื่อใหม่ทีส่มบูรณ์
ได้ คอื กระตุ้นการสร้างคอลลาเจน ชนิดที่ 1 หรอื collagen I ซึ่งท าหน้าที่สร้างความแข็งแรง
ให้กับเนื้อเยื่อที่สร้างใหม่บริเวณแผล และยังเป็นองค์ประกอบหลักที่พบในผิวหนังปกติ  
การศกึษาในครัง้นี้ มกีารตรวจวเิคราะห์ปรมิาณของ collagen I ในเนื้อเยื่อแผลทีไ่ดร้บัการรกัษา
ด้วยยาสมานแผลในรูปแบบ T-YaSP และ YaSP พบว่า หนูที่ท าให้เกิดแผลมีระดับของ 
collagen I ในเนื้อเยื่อลดลงอย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบัเนื้อเยื่อปกตกิ่อนการ
เกดิแผล (day 0) (p< 0.001) ในวนัที่ 7 และ 11 หลงัการทดสอบ หนูที่ได้รบัการรกัษาด้วยยา
ขีผ้ ึง้ซอคโคเซอรลี, ยาน ้ามนัทองนพคุณ, T-YaSP และ YaSP มรีะดบัของ collagen I ในเนื้อเยื่อ
มากกว่าอย่างมนียัส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมลบ (p< 0.001) จากการตรวจ
วเิคราะห์ปรมิาณของ collagen III พบว่า หนูที่ท าให้เกดิแผลมรีะดบัของ collagen III เพิม่ขึ้น
อย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบัเนื้อเยื่อปกตกิ่อนการเกดิแผล (day 0) (p< 0.001) 
ในวนัที ่7 หลงัการทดสอบ หนูทีไ่ดร้บัการรกัษาดว้ยยาขีผ้ ึง้ซอคโคเซอรลี, ยาน ้ามนัทองนพคุณ, 
T-YaSP และ YaSP มรีะดบัของ collagen III ในเนื้อเยื่อแผลมากกว่าอย่างมนีัยส าคญัทางสถติิ
เมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมลบ (p< 0.001) แต่ในวนัที่ 11 หลงัการรกัษา พบว่าระดบัของ 
collagen III ในเนื้อเยื่อแผลลดลงอย่างมนีัยส าคญัทางสถติใินหนูกลุ่มที่ได้รบัการรกัษาด้วยยา
ขี้ผึ้งซอคโคเซอรีล, ยาน ้ามนัทองนพคุณ, T-YaSP และ YaSP ดงัแสดงในตารางท่ี 20 และ 
ตารางท่ี 21          
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การศึกษาจุลกายวภิาคของเนื้อเยื่อแผล โดยวธิีการย้อมด้วย H&E พบว่า ในวนัที่ 7 
และ 11 หลงัการทดสอบ มเีซลล์เมด็เลอืดขาวหนาแน่น และมเีซลล์ไฟโบรบลาสตเ์พยีงเลก็น้อย 
ในเนื้อเยื่อแผลของหนูกลุ่มควบคุมลบ แต่ในเนื้อเยื่อแผลของหนูที่ได้รบัการรกัษาด้วย ยาขี้ผึ้ง
ซอคโคเซอรลี, ยาน ้ามนัทองนพคุณ, T-YaSP และ YaSP มคีวามหนาแน่นของเซลล์เม็ดเลอืด
ขาวลดลงอย่างเหน็ไดช้ดั และมเีซลล์ไฟโบรบลาสต์มากกว่าเมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมลบ 
(รปูท่ี 21 และ รปูท่ี 22) จากการศกึษาลกัษณะของเนื้อเยื่อแผลดว้ยวธิกีารยอ้มดว้ย Masson’s 
trichrome เพือ่ประเมนิความหนาแน่นของคอลลาเจน พบว่า ในวนัที ่7 และ 11 หลงัการทดสอบ 
เนื้อเยื่อแผลที่ได้รบัการรกัษาด้วย ยาขี้ผึ้งซอคโคเซอรลี , ยาน ้ามนัทองนพคุณ, T-YaSP และ 
YaSP มคีวามหนาแน่นของคอลลาเจนมากกว่าอย่างเหน็ไดช้ดัเมื่อเปรยีบเทยีบกบัเนื้อเยื่อแผล
ในหนูกลุ่มควบคุมลบ (รปูท่ี 23 และ รปูท่ี 24)      
 จากการวเิคราะหผ์ลการทดสอบเปรยีบเทยีบฤทธิต์่อการหายของแผล โดยประเมนิจาก
การวัดขนาดพื้นที่แผลเมื่อรักษาด้วยยาสมานแผลในรูปแบบ T-YaSP และ YaSP พบว่า  
ในวนัที ่7 และ 11 หลงัการทดสอบ หนูทีไ่ดร้บัการรกัษาดว้ย YaSP มขีนาดของพืน้ทีแ่ผลน้อย
กว่าอย่างมนีัยส าคญัทางสถติิเมื่อเปรยีบเทียบกบัยาสมานแผลในรูปแบบ T-YaSP (p< 0.05) 
(รปูท่ี 25A)          
 จากการวเิคราะหผ์ลการทดสอบเปรยีบเทยีบฤทธิต์่อการหายของแผล โดยการประเมนิ
ปริมาณของ TGF-beta1 และ VEGF ในเนื้อเยื่อแผลที่ได้รับการรักษาด้วยยาสมานแผลใน
รูปแบบ T-YaSP และ YaSP พบว่า ในวันที่ 7 หลังการทดสอบ หนูที่ได้รับการรักษาด้วย  
T-YaSP มรีะดบัของ TGF-beta1 และ VEGF ในเนื้อเยื่อแผลสูงกว่าอย่างมนีัยส าคญัทางสถิติ
เมื่อเปรยีบเทยีบกบั YaSP (p< 0.05) วนัที่ 11 หลงัการทดสอบ เนื้อเยื่อแผลที่ได้รบัการรกัษา
ด้วย T-YaSP มรีะดบัของ TGF-beta1 น้อยกว่าอย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทียบกบั 
YaSP แต่ระดับของ VEGF ในเนื้อเยื่อแผลที่ได้รับการรักษาด้วย YaSP น้อยกว่าอย่าง 
มนียัส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบั T-YaSP (p< 0.05) (รปูท่ี 25B และ รปูท่ี 25C) 
 จากการวเิคราะหผ์ลการทดสอบเปรยีบเทยีบฤทธิต์่อการหายของแผล โดยการประเมนิ
ปรมิาณของ collagen I และ collagen III ในเนื้อเยื่อแผลที่ได้รบัการรกัษาด้วยยาสมานแผลใน
รูปแบบ T-YaSP และ YaSP พบว่า ในวนัที่ 7 หลงัการทดสอบ หนูที่ได้รบัการรกัษาแผลด้วย 
T-YaSP และ YaSP มีระดบัของ collagen I และ collagen III ไม่แตกต่างกันทางสถิติ แต่ใน
วนัที ่11 หลงัการรกัษา พบว่า หนูทีไ่ดร้บัการรกัษาแผลดว้ย YaSP มรีะดบัของ collagen I และ 
collagen III สงูกว่าอย่างมนียัส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบั T-YaSP ดงัแสดงในรปูท่ี 25D 
และรปูท่ี 25E  
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รู ป ท่ี  19 Representative macrophotographs of wounds (A), wound areas (B), and 
percentage of wound closure (C) in non-diabetic Wistar rats, measured at the operation 
day (day 0) and on days 3, 5, 7, 9 and 11 after daily treatment with vehicle, a traditional 
herbal oil Thongnoppakhun® (a positive control), or T-YaSP. The results represent the 
mean±SEM of 9-10 animals per group. * p< 0.05 vs the control. (a-c) Values in the same 
days followed by a different letter are significantly different at p< 0.05. (I: vehicle control; 
II: positive control and III: T-YaSP)    
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รู ป ท่ี  20 Representative macrophotographs of wounds (A), wound areas (B) and 
percentage of wound closure (C) in non-diabetic Wistar rats, measured at the operation 
day (day 0) and on days 3, 5, 7, 9 and 11 after daily treatment with vehicle, Solcoseryl 
ointment® (a positive control), or YaSP. The results represent the mean±SEM of 9-10 
animals per group. * p< 0.05 vs the control. (a-c) Values in the same days followed by a 
different letter are significantly different at p< 0.05. (I: vehicle control; II: positive control 
and III: YaSP) 
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ตารา ง ท่ี  20 The levels of transforming growth factor beta-1 (TGF-beta1), vascular 
endothelial growth factor (VEGF), collagen type I, and collagen type III in skin wounds of 
non-diabetic rats treated with traditionally prepared-Ya-Samarn-Phlae (T-YaSP). 
Parameters Treatment Test groups (mean±SEM)  
  period (days) Vehicle      TNK   T-YaSP  
TGF-beta1 Intact  77.44±1.11      
(ng/L)  7  154.93±3.92*,a     199.47±2.91*,b 243.32±3.96*,c 
  11  143.27±1.34*,c     119.16±2.72*,b 105.59±2.59*,a 
VEGF  Intact  59.80±4.27      
(ng/L)  7  211.82±1.49*,a     361.25±10.40*,b 553.71±21.41*,c 
  11  321.62±2.56*,c     267.45±2.31*,b 231.98±2.10*,a 
Collagen I Intact  136.36±2.94     
(ng/mL) 7  60.52±0.50*,a     79.08±0.44*,b 92.21±3.48*,b  
  11  76.82±2.96*,a     92.10±2.22*,b 107.28±0.96*,c 
Collagen III Intact  16.38±0.59      
(ng/mL) 7  52.61±1.41*,a     66.44±5.81*,bc 79.91±3.75*,c 
  11  66.60±1.68*,c     55.32±4.74*,bc 50.81±1.49*,a 

The results represent the mean±SEM of 4-5 animals per group. * p< 0.001 vs the               
day 0. (a-c) Values in the same days followed by a different letter are significantly different 
(p< 0.001). TNK; a commercial available traditional herbal oil Thongnoppakhun® was used 
as a positive control.  
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ตาราง ท่ี  21  The levels of transforming growth factor beta-1 (TGF-beta1), vascular 
endothelial growth factor (VEGF), collagen type I, and collagen type III in skin wounds of 
non-diabetic rats treated with ointment base for Ya-Samarn-Phlae tulle-gras dressings 
(YaSP). 
Parameters Treatment Test groups (mean±SEM) 

period (days) Vehicle      Solcoseryl ointment®   YaSP 
TGF-beta1 Intact  77.44±1.11    
 (ng/L)  7  147.50±1.17*,a    259.16±12.38*,c     201.72±5.48*,b 
  11  131.87±0.70*,c    111.51±0.43*,a     118.70±0.51*,b 
VEGF  Intact  59.80±4.27    
(ng/L)  7  182.08±1.03*,a    330.89±7.20*,b     356.47±6.38*,b 

11  241.74±2.78*,b    212.95±5.07*,a     206.76±3.98*,a 
Collagen I Intact  136.36±2.94    
(ng/mL) 7  47.19±0.76*,a     103.09±4.69*,c     83.82±3.99*,b 
  11  80.68±4.30*,a     124.26±2.35*,bc     115.70±1.49*,b 

Collagen III Intact  16.38±0.59    
(ng/mL) 7  36.88±0.59*,a     72.63±4.35*,b     74.86±4.24*,b 
  11  52.07±3.75*,b     28.25±0.94*,a     29.78±3.26*,a 
The results represent the mean±SEM of 4-5 animals per group. * p< 0.001 vs the day 0. 
(a-c) Values in the same days followed by a different letter are significantly different               
(p< 0.001). Solcoseryl ointment® was used as a positive control. 
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รปูท่ี 21 H&E stained tissue sections from non-diabetic wound tissues treated with vehicle 
(A), a commercial available traditional herbal oil Thongnoppakhun®; (a positive control; 
B), traditionally prepared-Ya-Samarn-Phlae (T-YaSP; C) and normal tissue (D) for 7 (I) 
and 11 (II) days. The T-YaSP treated rats showing large amount of collagen (white arrow), 
fibroblast (black arrow), and small number of inflammatory cell (white arrowhead).  
Magnification, 40X; scale bars, 100 µm. 
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รปูท่ี 22 H&E stained tissue sections from non-diabetic wound tissues treated with vehicle 
(A), Solcoseryl ointment® (reference drug; B), ointment base for Ya-Samarn-Phlae tulle-
gras dressings (YaSP; C)  and normal tissue (D) for 7 (I) and 11 (II) days. The YaSP 
treated rats showing amount of collagen (white arrow) and fibroblast (black arrow) and 
small number of inflammatory cell (white arrowhead).  Magnification, 40X; scale bars, 100 
µm. 
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รูป ท่ี  23  Masson’s trichrome stained tissue sections from non-diabetic wound tissues 
treated with vehicle (A), a commercial aviable traditional herbal oil Thongnoppakhun®; (a 
positive control; B), traditionally prepared-Ya-Samarn-Phlae (T-YaSP; C) and normal 
tissue (D) for 7 (I) and 11 (II) days. The T-YaSP treated rats showing amount of collagen 
(dark blue). Magnification, 40X; scale bars, 100 µm. 
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รูป ท่ี  24   Masson’s trichrome stained tissue sections from non-diabetic wound tissues 
treated with vehicle (A), Solcoseryl ointment® (reference drug; B), ointment base for Ya-
Samarn-Phlae tulle-gras dressings (YaSP; C)  and normal tissue (D) for 7 (I) and 11 (II) 
days. The YaSP treated rats showing amount of collagen (dark blue). Magnification, 40X; 
scale bars, 100 µm.  
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รูป ท่ี  25 The comparison of wound healing activity, including wound area (A), growth 
factors (B and C) and collagen content (D and E) of non-diabetic wounds treated with                
T-YaSP (black bars) and YaSP (white bars) in excision wound model. Vehicle of T-YaSP 
(dark gray bars) and vehicle of YaSP (light gray bars). *Significantly difference between 
rats treated with T-YaSP and YaSP (p< 0.05) (Independent samples T-Test). 
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 6.2 ฤทธ์ิต่อการหายของแผลและกลไกการออกฤทธ์ิของ T-YaSP และ YaSP ใน
หนูเบาหวาน (Goto-Kakizaki (GK) rats) 
 โรคเบาหวานจดัอยู่ในกลุ่มโรคที่มคีวามผดิปกตขิองระบบเมตาโบลิซึมที่เกี่ยวข้องกบั
การมภีาวะน ้าตาลในเลือดสูง ซึ่งน าไปสู่การเกิดภาวะแทรกซ้อนต่าง ๆ ความบกพร่องของ
กระบวนการหายของแผลในผูป่้วยเบาหวานเป็นหนึ่งในภาวะแทรกซ้อนทีส่ าคญัและพบไดบ้่อย 
ทีส่ง่ผลกระทบต่อการด ารงชวีติของผูป่้วย ในปัจจุบนัการดูแลรกัษาแผลเบาหวาน มทีัง้แบบการ
ท าแผลก าจดัเนื้อตายร่วมกบัการได้รบัยาปฏิชวีนะ และการควบคุมระดบัน ้าตาลในเลอืด เพื่ อ
ประคบัประคองไม่ให้เกิดความรุนแรงของโรค การใช้สมุนไพรรกัษาแผลเบาหวานเป็นอีก
ทางเลอืกหนึ่งของการดแูลผูป่้วย การศกึษาในครัง้นี้ มกีารประเมนิฤทธิต์่อการหายของแผล และ
กลไกการออกฤทธิข์องยาสมานแผลในรูปแบบ  T-YaSP และ YaSP ในหนูเบาหวาน สายพนัธุ์ 
GK rat ซึ่งเป็นหนูที่มภีาวะน ้าตาลในเลือดสูงมาแต่ก าเนิด โดยจดัเป็นโรคเบาหวานชนิดที่ 2 
โดยมีค่าระดบัน ้าตาลในเลือดหลังจากอดอาหารอยู่ในช่วง 10.28-12.98 มิลลิโมลาร์ต่อลิตร  
(รูปท่ี 26) จากการศึกษาฤทธิต์่อการหายของแผลในหนูเบาหวานที่ได้รับการรักษาด้วย  
T-YaSP แสดงดงัรปูท่ี 27A ในวนัที ่3, 5, 7, 9 และ 11 หลงัการทดสอบ ขนาดของพืน้ทีแ่ผลใน
หนูเบาหวานทีไ่ดร้บัการรกัษาดว้ย T-YaSP น้อยกว่าอย่างมนีัยส าคญัทางสถิตเิมื่อเปรยีบเทยีบ
กับกลุ่มควบคุมลบ (p< 0.05) (รูปท่ี 27B) โดยมีการหดตัวของแผล เท่ากับร้อยละ 30.32, 
51.47, 72.32, 90.85 และ 96.30 ตามล าดบั ดงัรูปที่ 27C จากการศึกษาฤทธิต์่อการหายของ
แผลในหนูเบาหวานทีไ่ดร้บัการรกัษาดว้ย YaSP แสดงดงัรปูท่ี 28A ในวนัที ่3, 5, 7, 9 และ 11 
หลงัการทดสอบ ขนาดของพืน้ทีแ่ผลในหนูเบาหวานทีไ่ดร้บัการรกัษาดว้ย YaSP น้อยกว่าอย่าง
มนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมลบ (p< 0.05) (รปูท่ี 28B) โดยมกีารหดตวั
ของแผล เท่ากบัรอ้ยละ 25.78, 39.97, 67.33, 84.55 และ 96.78 ตามล าดบั ดงัรปูที ่28C   
 ในวนัที่ 11 หลังการรกัษา มีการตรวจวิเคราะห์หาปริมาณของ TGF-beta1, VEGF, 
collagen I และ collagen III ในเนื้อเยื่อแผลเบาหวาน พบว่า หนูเบาหวานกลุ่มควบคุมลบ 
ทีไ่ดร้บัการรกัษาดว้ย vehicle มรีะดบัของ TGF-beta1, VEGF และ collagen III เพิม่ขึน้อย่างมี
นัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบัค่าเริม่ต้น (day 0) แต่ระดบัของ collagen I ลดลงอย่างมี
นัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรียบเทียบกบัค่าเริม่ต้น (day 0) ในส่วนของหนูเบาหวานที่ได้รบัการ
รกัษาแผลด้วย T-YaSP, YaSP, Thongnoppakhun® และ Solcoseryl ointment®  มรีะดบัของ 
TGF-beta1, VEGF, collagen I และ collagen III มากกว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่ อ
เปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมลบ (p< 0.001) แสดงดงัตารางท่ี 22 และ ตารางท่ี 23   
 การศกึษาจุลกายวภิาคของเนื้อเยื่อแผลเบาหวาน โดยวธิกีารยอ้มดว้ย H&E พบว่า ใน
วนัที ่11 หลงัการทดสอบ มเีซลลเ์มด็เลอืดขาวหนาแน่น และมเีซลลไ์ฟโบรบลาสตเ์พยีงเลก็น้อย 
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ในเนื้อเยื่อแผลของหนูเบาหวานกลุ่มควบคุมลบ แต่ในเนื้อเยื่อแผลของหนูเบาหวานทีไ่ดร้บัการ
รกัษาด้วย T-YaSP, YaSP, Thongnoppakhun® และ Solcoseryl ointment® มคีวามหนาแน่น
ของเซลล์เมด็เลอืดขาวลดลงอย่างเหน็ไดช้ดั และมเีซลล์ไฟโบรบลาสต์มากกว่าเมื่อเปรยีบเทยีบ
กบักลุ่มควบคุมลบ (รปูท่ี 29) จากการศกึษาลกัษณะของเนื้อเยื่อแผลเบาหวานดว้ยวธิกีารย้อม
ด้วย Masson’s trichrome เพื่อประเมินความหนาแน่นของคอลลาเจน พบว่า ในวันที่ 11  
หลั ง ก า รทดสอบ  เ นื้ อ เ ยื่ อ แ ผล เบ าหว านที่ ไ ด้ รับ ก า ร รัก ษ าด้ ว ย  T-YaSP, YaSP, 
Thongnoppakhun® และ Solcoseryl ointment®  มคีวามหนาแน่นของคอลลาเจนมากกว่าอย่าง 
เหน็ไดช้ดัเมื่อเปรยีบเทยีบกบัเนื้อเยื่อแผลเบาหวานในหนูกลุ่มควบคุมลบ (รปูท่ี 30) 
 จากการวิเคราะห์ผลการทดสอบเปรียบเทียบฤทธิก์ระตุ้นการหายของแผลหลงัจาก
รกัษาดว้ยยาสมานแผลในรูปแบบ T-YaSP และ YaSP โดยประเมนิจากการวดัขนาดพืน้ที่แผล 
พบว่า ในวนัที ่11 หลงัการทดสอบ หนูทีไ่ดร้บัการรกัษาดว้ย T-YaSP และ YaSP มขีนาดพืน้ที่
แผลไม่แตกต่างกนัทางสถติ ิ(รปูท่ี 31A) 
 จากการวิเคราะห์ผลการทดสอบ โดยประเมินปริมาณของ TGF-beta1, VEGF, 
collagen I และ collagen III ในหนูเบาหวานได้รับการรักษาแผลด้วย T-YaSP และ YaSP 
พบว่า เนื้อเยื่อแผลในหนูเบาหวานที่ได้รบัการรกัษาด้วย YaSP มรีะดบัของ TGF-beta1 และ 
collagen I มากกว่าอย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทียบกบั T-YaSP ในทางตรงกนัข้าม 
พบว่า เนื้อเยื่อแผลในหนูเบาหวานที่ได้รับการรักษาด้วย YaSP มีระดับของ collagen III  
น้อยกว่าอย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทียบกบั T-YaSP และไม่พบความแตกต่างของ
ระดบัของ VEGF ในเนื้อเยื่อแผลเบาหวานที่ได้รบัการรกัษาด้วย T-YaSP และ YaSP (รูปท่ี 
31B-31E) 
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รูป ท่ี  26 The fasting blood glucose level of rats treated with T-YaSP (A) and YaSP (B). 
The data represent the mean±SEM of 5-6 animals per group. 
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รู ป ท่ี  27   Representative macrophotographs of wounds (A), wound areas (B) and 
percentage wound closure (C) in type 2 diabetic Goto-Kakizaki rats, measured at the 
operation day (day 0) and on days 3, 5, 7, 9 and 11 after daily treatment with vehicle, a 
commercial aviable traditional herbal oil Thongnoppakhun® (a positive control), or  
T-YaSP. The results represent the mean±SEM of 9-10 animals per group. * p< 0.05 vs 
the control. (a-c) Values in the same days followed by a different letter are significantly 
different (p< 0.05). (I: vehicle control; II: positive control and III: T-YaSP)   
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รู ป ท่ี  28 Representative macrophotographs of wounds (A), wound areas (B) and 
percentage wound closure (C) in type 2 diabetic Goto-Kakizaki rats, measured at the 
operation day (day 0) and on days 3, 5, 7, 9 and 11 after daily treatment with vehicle, 
Solcoseryl ointment® (a positive control), or ointment base for Ya-Samarn-Phlae tulle-gras 
dressings (YaSP). The results represent the mean±SEM of 9-10 animals per group.  
* p< 0.05 vs the control. (a-c) Values in the same days followed by a different letter are 
significantly different (p< 0.05). (I: vehicle control; II: positive control and III: YaSP)   
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ตารา ง ท่ี  22 The levels of transforming growth factor beta-1 (TGF-beta1), vascular 
endothelial growth factor (VEGF), collagen type I, and collagen type III in type 2 diabetic 
Goto-Kakizaki rats treated with traditionally prepared-Ya-Samarn-Phlae (T-YaSP). 
Parameters Treatment Test groups (mean±SEM)  
  period (days) Vehicle   TNK    T-YaSP  
TGF-beta1 Intact  36.46±2.01   
(ng/L)  11  49.19±1.69*,a  77.72±2.86*,b   85.19±0.71*,b 
VEGF  Intact  28.38±0.23   
(ng/L)  11  99.80±3.89*,a  202.21±1.27*,b    211.71±1.76*,b 
Collagen I Intact  101.42±0.89   
(ng/mL) 11  50.35±0.22*,a  88.37±1.24*,b   93.60±0.75*,c 
Collagen III Intact  19.71±0.46   
(ng/mL) 11  80.82±0.55*,b  61.45±0.53*,a   58.87±0.59*,a 
The results represent the mean±SEM of 5-6 animals per group. * p< 0.001 vs pre-
treatment (day 0). (a-c) Values in the same days followed by a different letter are 
significantly different (p< 0.001). TNK; a commercial available traditional herbal oil 
Thongnoppakhun® was used as a positive control.  
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ตาราง ท่ี  23  The levels of transforming growth factor beta-1 (TGF-beta1), vascular 
endothelial growth factor (VEGF), collagen type I, and collagen type III in type 2 diabetic 
Goto-Kakizaki rats treated with ointment base for Ya-Samarn-Phlae tulle-gras dressings 
(YaSP). 
Parameters Treatment Test groups (mean±SEM) 

period (days) Vehicle    Solcoseryl ointment® YaSP 
TGF-beta1 Intact  33.16±0.81    
(ng/L)  11  49.18±1.48*,a   114.06±3.54*,c 99.90±1.23*,b  
VEGF  Intact  28.78±0.12    
(ng/L)  11  97.20±1.37*,a   188.71±5.10*,b 201.81±1.46*,b 
Collagen I Intact  103.95±0.45    
(ng/mL) 11  52.64±0.19*,a   100.47±0.93*,c  97.15±0.33*,b 
Collagen III Intact  20.27±0.17  
(ng/mL) 11  65.80±1.24*,c   22.05±0.15a  24.99±0.41*,b 
The results represent the mean±SEM of 5-6 animals per group. * p< 0.001 vs pre-
treatment (day 0). (a-c) Values in the same day followed by a different letter are significantly 
different (p< 0.001).  
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รูปท่ี 29 H&E stained tissue sections from diabetic wound tissues treated with vehicle of 
T-YaSP (A), a commercial aviable traditional herbal oil Thongnoppakhun®; (a positive 
control; B), traditionally prepared-Ya-Samarn-Phlae (T-YaSP; C), vehicle of YaSP (E), 
Solcoseryl ointment® (reference drug; F), ointment base for Ya-Samarn-Phlae tulle-gras 
dressings (YaSP; G) and normal tissue (D and H) for 11 day. The T-YaSP and YaSP 
were treated diabetic rats showing amount of collagen (white arrow) and fibroblast (black 
arrow) and small number of inflammatory cell (white arrowhead).  Magnification, 40X; 
scale bars, 100 µm.  
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รูปท่ี  30 Masson’s trichrome stained tissue sections from diabetic wound tissues treated 
with vehicle of T-YaSP (A), a commercial aviable traditional herbal oil Thongnoppakhun®; 
(a positive control; B), traditionally prepared-Ya-Samarn-Phlae (T-YaSP; C), vehicle of 
YaSP (E), Solcoseryl ointment® (reference drug; F), ointment base for Ya-Samarn-Phlae 
tulle-gras dressings (YaSP; G) and normal tissue (D and H) for 11 day. The T-YaSP and 
YaSP were treated rats showing amount of collagen (dark blue). Magnification, 40X; scale 
bars, 100 µm.
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รูป ท่ี  31 The comparison of wound healing activity, including wound area (A), growth 
factors (B and C) and collagen content (D and E) of diabetic wounds treated with                
T-YaSP (black bars) and YaSP (white bars) in excision wound model. Vehicle of T-YaSP 
(dark gray bars) and vehicle of YaSP (light gray bars). *Significantly difference between 
rats treated with T-YaSP and YaSP (p< 0.05).  
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 การศึกษาฤทธิต์่อการหายของแผลในหนูปกติ (non-diabetic wound; Wistar rats)  
โดยใช้วธิี excision wound model ซึ่งกระบวนการหายของแผล แบ่งออกเป็น 4 ระยะ ได้แก่ 
ระยะการแขง็ตวัของเลอืด (coagulation phase) ระยะการอกัเสบ (inflammation phase)  ระยะ
การแบ่งเซลล ์(proliferation phase)  และระยะการปรบัรปูร่าง (remodeling phase) หลายปัจจยั
ที่มีความส าคญัต่อกระบวนการหายของแผล เช่น ปริมาณของปัจจยัการเจริญเติบโต หรือ 
growth factors ต่ า ง  ๆ  ที่ ส า คัญ  ไ ด้ แ ก่  transforming growth factor-beta 1 (TGF-beta1)  
ซึ่งเป็น growth factor ที่มคีวามส าคญัในทุกระยะของกระบวนการหายของแผล โดยเฉพาะใน
ระยะการแบ่งเซลล์ และระยะการปรบัรูปร่าง โดยมหีน้าที่ในการกระตุ้นการแบ่งเซลล์และเพิม่
จ านวนของ fibroblasts อีกทัง้ยังมีผลต่อการกระตุ้นการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ fibroblasts  
ไปเป็น myofibroblasts ท าให้เกิดการหดตวัของแผล myofibroblasts มผีลต่อการกระตุ้นการ
สร้าง collagen ซึ่งเป็นองค์ประกอบหลักที่ส าคัญของ extracellular matrix ในเนื้อเยื่อแผล  
โดยในระยะแรกจะมีการสร้าง collagen type III และจะถูกแทนที่ด้วย collagen type I ซึ่งมี
ความแขง็แรงมากกว่า ท าหน้าที่สร้างความแขง็แรงให้กบัเนื้อเยื่อใหม่บรเิวณแผล นอกจากนี้ 
TGF-beta1 ยงัมผีลต่อการกระตุ้นการแบ่งเซลล์ของ keratinocytes ใหเ้พิม่จ านวนและเคลื่อนที่
จากบรเิวณขอบแผลเขา้สูก่ึ่งกลางแผล ท าใหเ้กดิการปิดของแผล growth factor ทีม่คีวามส าคญั
ต่อกระบวนการหายของแผลอกีชนิดหนึ่ง คอื vascular endothelial growth factor (VEGF) ซึ่ง
ท าหน้าทีใ่นการกระตุ้นการสร้างหลอดเลอืดใหม่บรเิวณแผล การสรา้งหลอดเลอืดใหม่เป็นสิง่ที่
ส าคญัอย่างหนึ่งในการเจรญิเตบิโตของเซลล์ ซึ่งอาศยัสารอาหารและออกซเิจนผ่านทางหลอด
เลอืดเพือ่หล่อเลีย้งเนื้อเยื่อทีส่รา้งใหม่บรเิวณแผล      
 จากการศกึษาในครัง้นี้ พบว่า ในวนัที่ 7 หลงัการรกัษา ยาสมานแผลมผีลต่อการเพิม่
ปริมาณของ TGF-beta1, VEGF, collagen type III และ collagen type I อย่างมีนัยส าคัญใน
เนื้อเยื่อแผล ซึ่งอยู่ในระยะ proliferation phase ดงัแสดงในรูปท่ี 32A ต่อมาในระยะการปรบั
รูปร่าง หรือ remodeling phase เป็นระยะที่มีการเปลี่ยนแปลงของ collagen โดย collagen  
type III จะถูกแทนที่ด้วย collagen type I ซึ่งมคีวามแขง็แรงมากกว่า เพื่อเพิม่ความแขง็แรง
ให้กบัเนื้อเยื่อใหม่บรเิวณแผล ในระยะนี้เซลล์ macrophages จะลดจ านวนลง ส่งผลให้มกีาร
สรา้ง TGF-beta1 และ VEGF ลดลงดว้ย ซึ่งเป็นผลดตี่อกระบวนการหายของแผล โดยเป็นการ
ควบคุมไม่ใหม้กีารสรา้งเนื้อเยื่อใหม่ทีม่ากเกนิไป และลดการเกดิแผลเป็นบริเวณแผลไดอ้กีดว้ย 
จากการศึกษาในครัง้นี้  พบว่า ยาสมานแผลสามารถลดระดับของ TGF-beta1 และ VEGF  
ในเนื้อเยื่อแผลของวนัที่ 11 หลงัการรกัษา อีกทัง้ยงัลดระดบัของ collagen type III และเพิม่
ระดบัของ collagen type I ในเนื้อเยื่อแผลได ้สง่ผลใหเ้กดิการส่งเสรมิกระบวนการหายของแผล
ทีด่ ีดงัแสดงในรปูท่ี 32B 
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 การศกึษาฤทธิต์่อการหายของแผลในหนูเบาหวาน (diabetic wound; GK rats)  พบว่า
ในวนัที่ 11 หลงัการรกัษา ยาสมานแผลมผีลต่อการเพิม่ปรมิาณของ TGF-beta1, VEGF และ 
collagen type I อย่างมีนัยส าคัญ อีกทัง้ยังมีผลต่อการลดปริมาณของ  collagen type III ใน
เนื้อเยื่อแผลไดอ้ย่างมนีัยส าคญั ในช่วงระหว่างระยะ proliferation และ remodeling phase ของ
กระบวนการหายของแผล ดงัแสดงในรปูท่ี 33 
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Graphical conclusion 

  

  

 

รูปท่ี 32 Mechanism of Ya-Samarn-Phlae on wound healing process (proliferation phase 
(A) and remodeling phase (B)) in non-diabetic wound.  

(A) 

(B) 
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รูป ท่ี  33 Mechanism of Ya-Samarn-Phlae on wound healing process (proliferation and 
remodeling phase) in diabetic wound. 
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บทท่ี 4 

วิจารณ์ 

 ต ารับยาสมานแผล (Ya-Samarn-Phlae; YaSP) เ ป็นต ารับยาของ หมอสมพร                  
ชาญวณิชย์สกุ ล  ซึ่ ง เ ป็นแพทย์แผนไทย ประจ า โ รงพยาบาลการแพทย์แผนไทย 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ วิทยาเขตหาดใหญ่ ประกอบด้วยสมุนไพร 4 ชนิด คือ                       
เหง้าขมิ้นชัน (Curcuma longa L.) เปลือกมังคุด (Garcinia mangostana L.) เมล็ดหมากสง 
(Areca catechu L.) และเมลด็ขา้วสาร (Oryza sativa L.) วธิกีารใชใ้นแบบดัง้เดมิอยู่ในรูปแบบ
ยาน ้ามนัซึ่งสกดัด้วยน ้ามนัมะพร้าว มสีรรพคุณในการรกัษาแผลทัง้แบบเฉียบพลนั และแผล
เรื้อรงั มหีลายรายงานการวจิยัก่อนหน้านี้ ได้ศึกษาฤทธิท์างชีวภาพของยาสมานแผล โดยมี
รายงานว่า สารสกัดด้วยเอทานอลจากต ารับยาสมานแผลมีฤทธิย์ ับยัง้การสร้างและการ
ท า ล า ย ไ บ โ อ ฟิ ล์ ม ที่ ส ร้ า ง จ า ก เ ชื้ อ  Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 แ ล ะ 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 ซึ่งเป็นเชื้อก่อโรคที่ท าให้เกิดการบาดเจ็บของ
เนื้อเยื่อ และเป็นสาเหตุของการเกิดแผลบรเิวณเท้าของผู้ป่วยเบาหวานได้อย่างมนีัยส าคญั 
(Chusri et al., 2012; Chusri et al., 2013a) นอกจากนี้มรีายงาน พบว่าสารสกดัดว้ยเอทานอล
จากต ารบัยาสมานแผลมฤีทธิต์า้นอนุมลูอสิระ DPPH และ hydroxyl radical ไดด้ ีและมฤีทธิต์า้น
การอักเสบ โดยสามารถยับยัง้การสร้าง nitric oxide (NO) จากเซลล์ macrophages RAW 
264.7 cells ซึ่งถูกชกัน าด้วย lipopolysaccharide ได้ (Chusri et al., 2013b) และจากรายงาน
ของ Chusri และคณะ (2014) ไดศ้กึษาฤทธิต์า้นแบคทเีรยีของสารสกดัดว้ยเอทานอลจากต ารบั
ยาสมานแผล พบว่า มคี่า MIC ต่อเชื้อ methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 
และ methicillin-susceptible  S. aureus (MSSA) อยู่ในช่วง 3.90-7.80 ไมโครกลมัต่อมลิลลิติร 
นอกจากนี้มรีายงานการศกึษาของ Chokpaisarn และคณะ (2019) ซึง่ศกึษาฤทธิต์า้นไบโอฟิล์ม
ที่สร้างจากเชื้อ P. aeruginosa  ของน ้ ามันสมานแผล พบว่ายาสมานแผลในรูปแบบน ้ ามัน
สามารถยบัยัง้การสรา้งไบโอฟิล์มไดร้อ้ยละ 50-90 การศกึษาเกี่ยวกบัต ารบัยาสมานแผลในช่วง
ก่อนหน้านี้มเีพยีงการศกึษาในระดบัหลอดทดลองเกี่ยวกบัฤทธิท์างชวีภาพที่เกี่ยวขอ้งกบัการ
รักษาแผล และยังไม่มีการศึกษาเกี่ยวกับการควบคุมคุณภาพของสมุนไพรที่น ามาใช้ใน
การศกึษา ซึ่งเป็นส่วนส าคญัต่อการพฒันาต ารบัยาไปสู่รูปแบบของผลิตภณัฑ์ต่าง ๆ (ปิยพร 
พยฆัพรม, 2558)      การศึกษาในครัง้นี้มกีารน าสมุนไพร
องคป์ระกอบในต ารบัยาสมานแผลมาตรวจสอบคุณภาพก่อนการเขา้สู่กระบวนการเตรยีมยาให้
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อยู่ในรปูแบบของต ารบัยา โดยต ารบัยาสมานแผลทีน่ ามาใชใ้นการศกึษาประกอบดว้ย 3 รปูแบบ
ทีแ่ตกต่างกนั ไดแ้ก่ ต ารบัยาสมานแผลทีส่กดัดว้ยเอทานอล (E-YaSP) ยาสมานแผลในรูปแบบ
น ้ามนั (T-YaSP) ซึง่เป็นรปูแบบดัง้เดมิของการใช ้และยาสมานแผลในรูปแบบยาเตรยีมแผ่นปิด
แผล (YaSP)  ซึ่งเป็นรูปแบบใหม่ที่พัฒนามาจากน ้ ามันสมานแผล  เนื่องจากข้อจ ากัดบาง
ประการของการศกึษาในระดบัหลอดทดลองซึ่งไม่สามารถใช้ยาสมานแผลในรูปแบบยาน ้ามนั 
และยาเตรยีมแผ่นปิดแผลในการศกึษาได ้จึงมคีวามจ าเป็นต้องใชส้ารสกดัดว้ยเอทานอลในการ
ทดสอบเบือ้งตน้          
 การควบคุมคุณภาพของสมุนไพรมบีทบาทส าคญัต่อการแพทย์แผนไทย โดยมผีลต่อ
ประสทิธภิาพและความปลอดภยัต่อการใช้สมุนไพรนัน้ ๆ องค์การอนามยัโลก (World Health 
Organization; WHO) ได้มีข้อก าหนดการควบคุมคุณภาพของสมุนไพร ซึ่งใช้เป็นมาตรฐาน
เดียวกันทัว่โลก คือ Quality Control methods for medicinal Plant (WHO, 1998) ซึ่งได้ระบุ
วธิีการและขัน้ตอนการตรวจสอบ ทัง้การศึกษาเอกลกัษณ์ทางเภสชัเวท การตรวจสอบวตัถุ   
เจอืปน การตรวจหาปรมิาณความชื้น การตรวจหาปรมิาณของสารสกดัดว้ยตวัท าละลายต่าง ๆ 
และการตรวจหาปริมาณสารส าคัญที่พบในสมุนไพร การศึกษาในครัง้นี้ ได้อ้างอิงวิธีการ
ตรวจสอบคุณภาพในดา้นต่าง ๆ ของสมุนไพรจาก WHO      
 การศกึษาเอกลกัษณ์ทางเภสชัเวทของสมุนไพร คอื การศกึษาลกัษณะที่จ าเพาะทาง 
มหภาคและจุลภาคของสมุนไพรแต่ละชนิด ลกัษณะทางมหภาคของสมุนไพร ได้แก่ ลกัษณะ
ภายนอก ส ีกลิน่ และรสของสมุนไพร จากผลการศกึษาในครัง้นี้  พบว่า ขมิ้นชนั และหมากสง  
มีลักษณะทางมหภาคที่สอดคล้องกับต ารามาตรฐานยาสมุนไพรไทย หรือ Thai Herbal 
Pharmacopoeia (THP) ข้ า ว ส า ร  มีลักษณะทา งมหภาคที่ ส อ ดคล้ อ ง กับ  Ayurvedic 
Pharmacopoeia of India ในส่วนของมังคุด ซึ่งไม่พบข้อก าหนดมาตรฐานในการควบคุม
คุณภาพของสมุนไพรในปัจจุบนั แต่จากการศกึษาลกัษณะทางมหภาค พบว่ามคีวามสอดคลอ้ง
กบับทความวจิยัของ Obolskiy และคณะ (2009) ซึง่ไดก้ล่าวถงึ ลกัษณะผลมงัคุดทีม่รีูปร่างกลม 
ผิดเรียบ มีกลีบเลี้ยงซึ่งติดกับบริเวณผลประมาณ 4-8 กลีบ และขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง
ประมาณ 3.40-7.50 เซนตเิมตร เปลอืกหนา 0.60-1.00 เซนตเิมตร มสีม่ีวงอมแดงถงึม่วงเข้ม 
 การศกึษาลกัษณะทางจุลภาคของสมุนไพร คอื การศกึษาลกัษณะของเซลลแ์ละเนื้อเยื่อ
ทีพ่บในผงยาสมุนไพรภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ซึ่งบ่งบอกถงึความจ าเพาะของสมุนไพรแต่ละชนิด 
การศกึษาในครัง้นี้ ได้น าผงสมุนไพรองค์ประกอบของต ารบัยาสมานแผลทัง้ 4 ชนิด มาศกึษา
ลักษณะทางจุลภาคภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ขมิ้นชัน้ ใช้ส่วนเหง้า หรือ rhizome ซึ่งหมายถึง              
ล าต้นใต้ดนิ ท าหน้าที่สะสมอาหาร เช่น คาร์โบไฮเดรต และโปรตนี เพื่อใช้ในการเจรญิเตบิโต 
จากการตรวจสอบผงยาจากเหงา้ขมิน้ชนัภายใต้กลอ้งจุลทรรศน์ พบว่าม ีstarch granules หรอื 
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เมด็แป้ง เป็นจ านวนมาก มลีกัษณะรูปร่างเป็นแกรนูลรูปวงรหีรอืรูปไข่ และสงัเกตเหน็ลายตาม
ขวางบาง ๆ ซึ่งจดัเป็นลกัษณะจ าเพาะของผงแป้งในเหง้าขมิ้นชนั นอกจากนี้ตรวจพบเซลล์
พาเรงคมิา (parenchyma) ซึ่งเป็นเนื้อเยื่อถาวรเชงิเดี่ยวที่ยงัมชีวีติอยู่ พบไดท้ัว่ไปในส่วนของ
ล าต้นและรากของพชืชนิดต่าง ๆ ซึ่งมรีูปร่างทีแ่ตกต่างกนั เหงา้ขมิน้ชนั พบลกัษณะของเซลล์
พาเรงคมิาที่มผีนังเซลล์บาง รูปร่างเป็นทรงกระบอกเหลี่ยมถึงค่อนข้างกลม ท าหน้าที่สะสม
สารอาหารจ าพวกแป้ง ไขมนั หรอืโปรตนี และท าหน้าทีส่รา้งน ้ามนัหอมระเหย ภายในเซลล์พบ
สารสเีหลอืง หรอื oil drop ซึ่งมลีกัษณะเป็นหยดน ้ามนัสเีหลอืง เซลล์อกีชนิดหนึ่งทีต่รวจพบใน
เหงา้ขมิน้ชนัซึ่งมลีกัษณะคลา้ยกบัเซลล์พาเรงคมิา คอื เซลล์คอรก์ (cork) ซึ่งเป็นเซลล์ชัน้นอก
สุดที่ไม่มชีวีติ แต่มผีนังเซลล์หนา และรูปร่างหลายเหลี่ยม ท าหน้าที่ป้องกนัการระเหยของน ้า 
และป้องกนัอนัตรายใหก้บัพชืจากสิง่แวดลอ้มภายนอก เซลล์ท่อล าเลยีง หรอื vessel เป็นเซลล์
ทีพ่บในเนื้อเยื่อไซเลม (xylem) ท าหน้าทีข่นสง่สารอาหาร และแร่ธาตุจากสว่นรากไปยงัสว่นต่าง 
ๆ ของล าต้น ผงยาจากเหงา้ขมิน้ชนั ตรวจพบเซลล์ท่อล าเลยีงซึ่งมลีกัษณะเป็นท่อยาวเรยีงต่อ
กนัจ านวน 3 รปูแบบ ไดแ้ก่ spiral vessel, scalariform vessel และ bordered pit vessel ล าตน้
ใต้ดนิหรอืเหงา้เป็นส่วนของพชืที่จ าเป็นต้องมคีวามแขง็แรงเพื่อพยุงล าต้นส่วนเหนือดนิให้ตัง้
ตรง ซึ่งเซลล์ทีม่บีทบาทส าคญัและท าหน้าทีใ่หค้วามแขง็แรงกบัล าต้นพชื คอื เซลล์เสน้ใย หรอื 
fiber จากการตรวจสอบผงยาจากเหงา้ขมิน้ชนั พบว่ามเีซลล์เสน้ใยเป็นองคป์ระกอบ นอกจากนี้
ยงัตรวจพบเซลล์เอพเิดอร์มสิ (epidermis) ซึ่งเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ขน หรอื trichome มี
ลกัษณะเป็นแบบเซลลเ์ดยีวและมปีลายแหลม ท าหน้าทีเ่พิม่พืน้ทีผ่วิในการดดูซมึสารอาหารและ
แร่ธาตุต่าง ๆ จากดนิ และป้องกนัความรอ้นจากภายนอกใหก้บัพชื จากการศกึษาลกัษณะทาง
จุลภาคของผงขมิ้นชนั พบว่า เซลล์ต่าง ๆ ทีต่รวจพบสอดคลอ้งกบัต ารามาตรฐานยาสมุนไพร
ไทย  เล่มที่  1 ซึ่งระบุลักษณะทางจุลภาคของขมิ้นชัน ประกอบด้วย starch granules, 
parenchyma cell, spiral vessel, scalariform vessel, bordered pit vessel, cork cell, trichome, 
fiber และ oil drop เช่นเดียวกบัการศึกษาของ Amel Bouzabata (2015) และ Abraham และ
คณะ (2018) ซึ่งได้รายงานลักษณะทางจุลภาคของเหง้าขมิ้นชนัที่ประกอบด้วย gelatinized 
starch, covering trichome, starch granules, vessels, cork และ fibers หมากเ ป็นหนึ่ ง ใน
สมุนไพรองคป์ระกอบของต ารบัยาสมานแผล ซึ่งใชส้่วนของเมลด็เป็นส่วนประกอบในต ารบัยา 
เมลด็ คอื ส่วนของออวุล (ovule) ทีผ่่านการปฏสินธ ิเจรญิเตบิโตและเปลีย่นแปลงมาเป็นเมล็ด 
จากการศกึษาในครัง้นี้ พบว่าลกัษณะทางจุลภาคของผงยาจากเมลด็หมาก ประกอบดว้ย เทสตา 
(testa) ซึ่งเป็นเปลอืกหุ้มเมล็ดชัน้นอกที่เปลี่ยนแปลงมาจากผนังชัน้นอกของออวุล ท าหน้าที่
ป้องกนัการระเหยของน ้า และป้องกนัอนัตรายใหก้บัเอมบรโิอ (embryo) นอกจากนี้ ยงัตรวจพบ
เอนโดสเปิรม์ (endosperm) จ านวนมาก ซึ่งเป็นเนื้อเยื่อในเมลด็ ท าหน้าทีส่ะสมอาหารเพื่อการ
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เจรญิเตบิโตของเอมบรโิอในการงอกของเมลด็ ซึ่งเป็นส่วนส าคญัในการขยายพนัธุ์ของพชื เอน
โดสเปิรม์มกัจะมโีปรตนีแทรกอยู่ในรูปของผลอะลวิโรน (aleurone grains) ซึ่งจากการศกึษาใน
ครัง้นี้ตรวจพบผลอะลวิโรนในผงยาของเมลด็หมากเช่นเดยีวกนั นอกจากนี้ยงัตรวจพบเซลลท์่อ
ล าเลยีง 2 รปูแบบ คอื bordered pitted vessel และ pitted tracheidal vessel เซลลส์โตน (stone 
cell) หรือสเกลอรีด (sclereid) เ ป็นเนื้ อ เยื่ อถาวรเชิงเดี่ยวในกลุ่มของสเกลอเลงคิมา 
(sclerenchyma) ซึ่งเป็นเซลล์ที่ตายแล้ว มีรูปร่างหลายแบบ พบได้บ่อยในส่วนของพืช
โดยเฉพาะเปลอืกหุม้เมลด็และเนื้อในเมลด็ทีม่คีวามแขง็ เปลอืกหุม้เมลด็และเนื้อในเมลด็หมาก
ที่มลีกัษณะแข็ง จึงสามารถตรวจพบเซลล์สโตน และสเกลอรดี ลกัษณะรูปร่างสัน้ ภายในมี
ลกัษณะเป็นรอยแยกและมรีูตรงกลาง ท าหน้าที่สร้างความแขง็แรงให้กบัพชื นอกจากนี้ยงัพบ
สเกลอเลงคมิาอกีชนิดหนึ่งในผงยาจากเมลด็หมากสง คอืเซลล์เสน้ใย ซึ่งท าหน้าทีเ่ช่นเดยีวกบั
เซลล์สโตน นอกจากนี้เมลด็หมากยงัสามารถตรวจพบหยดน ้ามนัแต่มจี านวนน้อย และพบเซลล์
ที่มเีมด็สเีป็นสนี ้าตาลจ านวนมาก การศกึษาลกัษณะทางจุลภาคของเมล็ดหมาก พบว่า เซลล์
ต่าง ๆ ที่ตรวจพบสอดคล้องกบัต ารามาตรฐานยาสมุนไพรไทย เล่มที่ 2 ซึ่งระบุลกัษณะทาง
จุลภาคของหมาก ประกอบด้วย endosperm cell, aleurone grains, cell containing brown 
pigment, testa rumination, stone cell, sclereid cell, fiber, bordered pitted vessel, pitted 
tracheidal vessel และ oil drop เมล็ดขา้วสารเป็นสมุนไพรอกีชนิดหนึ่งที่อยู่ในต ารบัยาสมาน
แ ผ ล  ซึ่ ง ต ร ว จ พ บ  endosperm cell, aleurone grains, bordered pitted vessel แ ล ะ 
sclerenchyma แต่มลีกัษณะเซลล์ทีพ่บเพิม่เตมิ ไดแ้ก่ เมด็แป้ง เซลล์เอพเิดอรม์สิ และเซลล์ขน 
ซึ่งสอดคล้องกบัลกัษณะทางจุลภาคของเมล็ดขา้วสารที่ระบุไว้ใน Ayurvedic Pharmacopoeia 
of India มังคุดซึ่งใช้ส่วนของเปลือกผลที่เป็นส่วนประกอบในต ารับยาสมานแผล  จากการ
ตรวจสอบลกัษณะทางจุลภาคของผงยา พบว่า ม ีsclerenchyma, aleurone grains, epidermis, 
bordered pitted vessel, sclereid cell และ fiber เซลล์โดยส่วนใหญ่ที่ตรวจพบท าหน้าที่ให้
ความแขง็ และป้องกนัอันตรายจากสิง่แวดล้อมภายนอกให้กบัเนื้อในผล ซึ่งเป็นหน้าที่พื้นฐาน
ของเปลอืกผล           
 การควบคุมคุณภาพของสมุนไพร ในส่วนของการตรวจสอบความบรสิุทธิข์องสมุนไพร
ในต ารบัยาสมานแผล พบว่า ปรมิาณวตัถุเจอืปน ปรมิาณความชื้น ปรมิาณเถา้รวม และปรมิาณ
เถ้าที่ไม่ละลายในกรดมปีรมิาณอยู่ในเกณฑ์ที่เหมาะสม ในส่วนของปรมิาณสารสกดัด้วยเอทา
นอลและน ้า พบว่าสมุนไพรองค์ประกอบในต ารบัยาสมานแผล มลีกัษณะเป็นไปตามเกณฑ์
มาตรฐาน และสารสกดัด้วยเฮกเซนซึ่งตรวจสอบในเหงา้ขมิ้นชนัก็มลีกัษณะเป็นไปตามเกณฑ์
มาตรฐานเช่นเดยีวกัน จากการตรวจหาปรมิาณแทนนินในเมล็ดหมาก พบว่า มปีรมิาณแทนนิ
นซึ่งเป็นไปตามเกณฑ์มาตรฐาน และจากการตรวจหาปรมิาณน ้ามนัหอมระเหย และปรมิาณ
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เคอร์คูมนิอยด์ในเหงา้ขมิ้นชนัก็พบว่ามปีรมิาณเป็นไปตามเกณฑ์มาตรฐาน ซึ่งจากการศกึษา
เหล่านี้สามารถบ่งชี้ถงึสมุนไพรที่น ามาใชใ้นต ารบัยาสมานแผลมคีุณภาพที่ดเีป็นไปตามเกณฑ์
มาตรฐานทีก่ าหนดไว ้         
 นอกจากการศึกษาลักษณะทางเภสัชเวทดังที่ได้กล่าวมาแล้ว พบว่าการประเมิน
คุณสมบตัทิางเคมจีดัเป็นส่วนส าคญัในการควบคุมคุณภาพของสมุนไพร การศกึษาในครัง้นี้มี
การประเมนิคุณสมบตัทิางเคมเีชงิคุณภาพโดยใชเ้ครื่อง LC-MS ในสมุนไพรเดีย่วของต ารบั ยา
สมานแผลที่สกดัด้วยเอทานอล ยาสมานแผลในรูปแบบน ้ามนั และยาสมานแผลในรูปแบบยา
เตรยีมแผ่นปิดแผล พบว่า มสีารองคป์ระกอบทางเคม ี2 ชนิด ทีต่รวจพบในยาสมานแผลทัง้ 3 
รูปแบบ คอื alpha-mangostin และ curcumin ซึ่งสารทัง้ 2 ชนิดนี้สามารถตรวจพบไดใ้นเปลอืก
มงัคุด และเหง้าขมิ้น โดยจดัเป็น biological markers ของต ารบัยาสมานแผล การประเมิน
คุณสมบตัิทางเคมเีชิงคุณภาพของสารสกดัด้วยเอทานอลจากต ารบัยาสมานแผลในครัง้นี้ มี
ความจ าเป็นเป็นอย่างมาก เนื่องจากการประเมนิฤทธิข์องยาสมานแผลต่อการต้านการอกัเสบ
และฤทธิส์่งเสรมิกระบวนการหายของแผลในระดบัเซลล์ ไม่สามารถใช้ต ารบัยาสมานแผลใน
รูปแบบน ้ามนัและยาเตรยีมแผ่นปิดแผลในการทดสอบได้ เนื่องจากมขีอ้จ ากดับางประการใน
การทดสอบ ไดแ้ก่ ความสามารถในการละลายของน ้ามนัและยาเตรยีมแผ่นปิดแผล โดยต ารบั
ยาสมานแผลทัง้ 2 รปูแบบน้ี สามารถละลายไดใ้น acetonitrile ซึง่เป็นตวัท าละลายทีม่คีวามเป็น
พษิต่อเซลล์ จงึไม่สามารถใช้ในการทดสอบได้ ผู้วจิยัจงึใช้สารสกดัดว้ยเอทานอลจากต ารบัยา
สมานแผลในการทดสอบแทน โดยสามารถเทยีบเคียงผลการทดสอบฤทธิด์งักล่าวไดโ้ดยวธิกีาร
ตรวจวิเคราะห์สารส าคญั กล่าวคือ สารสกัดด้วยเอทานอลจากต ารบัยาสมานแผลมี alpha-
mangostin และ curcumin เช่นเดยีวกบั ยาสมานแผลในรูปแบบยาน ้ามนัและยาเตรยีมแผ่นปิด
แผล           
 การศกึษาคุณสมบตัทิางเคมเีชงิปรมิาณโดยใชเ้ครื่อง HPLC พบว่า ต ารบัยาสมานแผล
ในรูปแบบยาน ้ ามันที่ใช้ในการศึกษาครัง้นี้มีปริมาณของ alpha-mangostin และ curcumin 
เท่ากบั 2.472±0.002  และ 2.399±0.005 มลิลกิรมัต่อกรมั ตามล าดบั ในส่วนของยาสมานแผล
ในรูปแบบยาเตรียมแผ่นปิดแผลมีปริมาณของ alpha-mangostin และ curcumin เท่ากับ 
0.415±0.000 และ 0.366±0.001 มลิลกิรมัต่อกรมั ตามล าดบั  

alpha-mangostin เป็นสารที่จัดอยู่ในกลุ่มของแซนโทน (xanthone) พบได้ทัว่ไปใน
เปลอืกของมงัคุดและมฤีทธิท์างชวีภาพทีห่ลากหลาย ไดแ้ก่ ฤทธิต์้านอนุมูลอสิระ (Kokmas et 
al., 2018; Herrera-Aco et al., 2019) ฤทธิต์้านเซลล์มะเรง็ (Fukuda et al., 2017; Phan et al., 
2018; Scolamiero et al., 2018) ฤทธิต์า้นแบคทเีรยี (Sodata et al., 2017; Nittayananta et al., 
2018; Phunpee et al., 2018) ฤทธิต์้านการอักเสบ (Chae et al., 2012; Gutierrez-Orozco et 
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al., 2013; Tarasuk et al., 2017) รวมทัง้ฤทธิส์่งเสรมิกระบวนการหายของแผล (Wang et al., 
2012; Aukkanimart et al., 2017) Navya และคณะ (2012) ไดศ้กึษาฤทธิย์บัยัง้การอกัเสบของ 
alpha-mangostin ในสัตว์ทดลองโดยใช้วิธี carrageenan induced paw edema ในหนูแรท 
พบว่า ที่เวลา 3 ชัว่โมงหลังการชักน าด้วย carrageenan สาร alpha-mangostin ขนาด 10 
มลิลิกรมัต่อกิโลกรมั สามารถยบัยัง้การบวมของอุ้งเท้าได้ร้อยละ 40.21 นอกจากนี้พบว่ายงั
สามารถยบัยัง้ iNOS และ PGE2 ในการทดสอบแบบ in silico และมรีายงานของ Mohan และ
คณะ (2018) ไดศ้กึษาฤทธิต์า้นการอกัเสบของ alpha-mangostin ทัง้ในระดบัหลอดทดลอง และ
สตัว์ทดลอง ซึ่งพบว่าสาร alpha-mangostin ที่ความเขม้ขน้ 8 และ 14 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร 
สามารถยับยัง้การสร้าง  NO, iNOS, PGE2, TNF-alpha, IL-1beta และ COX-2 ได้อย่างมี
นยัส าคญัในเซลล ์macrophage RAW 264.7 cells ทีไ่ดร้บัการชกัน าใหเ้กดิการอกัเสบดว้ย LPS 
กลไกส าคญัต่อการควบคุมการสรา้ง iNOS และ COX-2 ไดแ้ก่ NF-kB pathway ซึง่จากรายงาน
นี้ พบว่า alpha-mangostin ทีค่วามเขม้ขน้เดยีวกนัสามารถยบัยัง้การเคลื่อนทีข่อง NF-kB เขา้สู่
นิวเคลียสได้อย่างมีนัยส าคัญ นอกจากนี้ยังมีรายงานการศึกษาฤทธิย์ ับยัง้การอักเสบใน
สตัวท์ดลองโดยใชว้ธิ ีcarrageenan-induced peritonitis ในหนูไมค ์ซึ่งพบว่า alpha-mangostin 
ทีค่วามเขม้ขน้ 14 และ 25 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร สามารถยบัยัง้ neutrophils ไดร้อ้ยละ 72 และ 
85 ตามล าดบั และที่ความเข้มขน้ 25 มลิลิกรมัต่อมลิลิลิตร สามารถลดระดบัของ TNF-alpha 
และ IL-1beta ไดอ้ย่างมนียัส าคญัทางสถติ ิ      
 curcumin เป็นสารทีจ่ดัอยู่ในกลุ่มเคอรค์ูมนิอยด์ (curcuminoid) พบไดท้ัว่ไปในพชืวงศ์
ขงิรวมทัง้เหง้าขมิ้นชนั curcumin มฤีทธิท์างชีวภาพหลายชนิด ได้แก่ ฤทธิต์้านอนุมูลอิสระ 
(Galano et al., 2009; Naik et al., 2011) ฤทธิต์า้นเซลลม์ะเรง็ (Einbond et al., 2012; Hong et 
al., 2015) ฤทธิต์้านเชื้อแบคทีเรียและเชื้อรา (Lal et al., 2013; Sanabria-Rios et al., 2015) 
ฤทธิต์้านการอักเสบ (Song et al., 2011; Cooney et al., 2016; Nakatake et al., 2017) และ
ฤทธิส์ง่เสรมิกระบวนการหายของแผล (Merrell et al., 2009; Dhurai et al., 2013; Mohammadi 
et al., 2016; Mei et al., 2017; Mutlu et al., 2018; Nikpour et al., 2019; Mohammadi et al., 
2019) curcumin มบีทบาทส าคญัต่อการส่งเสรมิกระบวนการหายของแผลในทุกระยะ ได้แก่  
ระยะการอกัเสบ ระยะการแบ่งเซลล์ และระยะการปรบัรูปร่าง (Akbik et al., 2014) ในระยะการ
อกัเสบ curcumin มคีวามสามารถในการยบัยัง้ NF-kB signaling ส่งผลต่อการลดการแสดงออก
ของ pro-inflammatory cytokines ได้แก่  TNF-alpha และ IL-1beta (Wu and Wang, 2014; 
Barchitta et al., 2019) นอกจากนี้ยังสามารถลดภาวะเครียดออกซิเดชัน่ โดยการเข้าท า
ปฏกิริยิากบัอนุมลูอสิระ หรอื ROS และมคีวามสามารถในการดบัจบัอนุมลูอสิระอื่น ๆ ได ้อกีทัง้
ยังสามารถยับยัง้การเกิดปฏิกิริยา lipid peroxidation ได้อีกด้วย (Mohanty et al., 2012; 
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Mohanty and Sahoo, 2017) ในระยะการแบ่งเซลล์ curcumin มคีวามสามารถในการกระตุ้น
การสร้างหลอดเลือดใหม่ โดยเพิ่มการแสดงออกของ VEGF (Kant et al., 2015; Wang and 
Chen, 2019) เพิ่มการเคลื่อนที่ของเซลล์ fibroblasts ไปยงับริเวณแผล โดยการกระตุ้นผ่าน
กลไก Wnt signaling pathway (Dai et al., 2017) นอกจากนี้ยงัมผีลกระตุ้นการสรา้งคอลลาเจน
และการสร้างเนื้อเยื่อใหม่บริเวณแผล  (Panchatcharam et al., 2006) ในระยะสุดท้ายของ
กระบวนการหายของแผล curcumin มคีวามสามารถในการลดปรมิาณของ MMPs ซึ่งมผีลต่อ
การเพิม่การสงัเคราะห์ ECM ในเนื้อเยื่อแผล อกีทัง้ยงัมผีลกระตุ้นการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ 
fibroblasts ไปเป็นเซลล์ myofibroblasts ไดอ้กีดว้ย ส่งผลใหเ้กดิการหดตวัของแผล (Barchitta 
et al., 2019)  จากรายงานการวจิยัก่อนหน้านี้ทีไ่ดก้ล่าวไวข้า้งต้น สามารถบ่งชี้ไดว้่าต ารบัยา
สมานแผลมสีารส าคญัของเปลอืกมงัคุดและเหงา้ขมิ้นชนัทีม่คีุณสมบตัใินการต้านการอกัเสบและ
ส่งเสรมิกระบวนการหายของแผลได้ นอกจากการควบคุมคุณภาพของสมุนไพรองค์ประกอบ 
และต ารบัยาสมานแผลแลว้ อกีหนึ่งปัจจยัที่มคีวามส าคญัในการพัฒนาผลติภณัฑ์จากสมุนไพร 
คอื การประเมนิความคงตวัของต ารบัยา หรอื stability ซึ่งหมายถงึความสามารถของต ารบัยาที่
ยงัคงรกัษาสภาพของคุณสมบตัเิชงิเคมหีรอืสารส าคญัต่าง ๆ และความสามารถของต ารบัยาที่
ยงัคงรกัษาสภาพของฤทธิท์างชวีภาพ รวมทัง้ความคงสภาพทางดา้นกายภาพต่าง ๆ ทีเ่ป็นไป
ตามเกณฑท์ีก่ าหนดตลอดระยะเวลาการเกบ็รกัษา (Bansa et al., 2016)  

การศกึษาในครัง้นี้ใชก้ารประเมนิความคงตวัในช่วงระยะเวลา 6 เดอืน โดยแบ่งออกเป็น 
3 ช่วงเวลา คอื 0, 3 และ 6 เดอืน ซึง่ประกอบดว้ย การศกึษาความคงตวัทางเคม ีและการศกึษา
ความคงตวัของฤทธิท์างชวีภาพที่เกี่ยวขอ้งกบัการหายของแผล ได้แก่ การทดสอบฤทธิต์้าน
อนุมลูอสิระ NO และการศกึษาฤทธิย์บัยัง้การเกดิปฏกิริยิา lipid peroxidation  
 จากการประเมินความคงตัวทางเคมีเชิงคุณภาพ พบว่า ต ารับยาสมานแผลทัง้ 2 
รูปแบบเมื่อผ่านการเก็บรักษาเป็นเวลา 6 เดือน มีสารส าคัญบางชนิดที่ตรวจไม่พบเมื่อ
เปรยีบเทียบกบัต ารบัยาสมานแผลก่อนการเก็บรกัษา ซึ่งมคีวามเป็นไปได้ว่าอาจจะเกิดการ
เปลีย่นแปลงโครงสรา้งไปเป็นสารชนิดอื่นหรอืสารส าคญัชนิดนัน้ไดเ้สือ่มสลายไปเมื่อเกบ็ไว้เป็น
เวลานาน แต่อย่างไรกต็าม ยงัคงมสีารส าคญั 2 ชนิดทีต่รวจพบเหมอืนกนัในต ารบัยาสมานแผล
ทัง้ 2 รูปแบบ โดยสามารถตรวจพบในช่วงเริม่ต้น และยงัคงตรวจพบเมื่อผ่านการเกบ็รักษาเป็น
เวลา 6 เดอืน ไดแ้ก่ curcumin และ alpha-mangostin และจากการประเมนิความคงตวัทางเคมี
เชงิปรมิาณของยาสมานแผลทัง้ 2 รปูแบบ พบว่าปรมิาณของ curcumin และ alpha-mangostin 
ลดลงอย่างมนีัยส าคญัทางสถิติ นอกจากนี้ ยงัมกีารศึกษาความคงตวัของฤทธิท์างชีวภาพที่
เกี่ยวข้องกบัการหายของแผล ได้แก่ การศึกษาฤทธิย์บัยัง้ NO และการศึกษาฤทธิย์บัยัง้การ
เกิดปฏิกิริยา lipid peroxidation โดยประเมินผลจากฤทธิย์บัยัง้การสร้าง MDA ของต ารบัยา
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สมานแผลทัง้ 2 รูปแบบ โดยพบว่า เมื่อผ่านการเกบ็รกัษาเป็นเวลา 6 เดอืน ยาสมานแผลทัง้ 2 
รูปแบบ มีความสามารถในการยับยัง้ NO และ MDA ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อ
เปรยีบเทยีบกบัช่วงเริม่ต้นก่อนการเก็บรกัษา ทัง้นี้อาจจะเป็นผลมาจากการลดลงของปรมิาณ
สารส าคญั curcumin และ alpha-mangostin แต่อย่างไรก็ตาม แม้ว่าต ารบัยาสมานแผลทัง้ 2 
รูปแบบมคีวามสามารถในการยบัยัง้ NO และ MDA ลดลง แต่ยงัคงมคีวามสามารถทีด่กีว่ากลุ่ม
ควบคุมลบ จงึมกีารศกึษาฤทธิเ์พิม่เตมิในล าดบัถดัไป การพฒันาต ารบัยาสมุนไพรเพื่อประยุกต์
ส าหรบัการใชจ้รงิในผูป่้วยนัน้ จ าเป็นต้องมกีารศกึษาความปลอดภยัของผลติภณัฑต์ ารบัยานัน้ 
ๆ โดยต ารบัยาสมุนไพรทีใ่ชส้ าหรบัการทาภายนอกร่างกาย จ าเป็นตอ้งมกีารศกึษาการก่อความ
ระคายเคอืงต่อผวิหนงัในสตัวท์ดลอง        
 การศกึษาในครัง้นี้มกีารทดสอบการก่อความระคายเคอืงของยาสมานแผลทัง้ในรูปแบบ
ยาน ้ามนัและยาเตรยีมแผ่นปิดแผล จากผลการประเมนิ พบว่ายาสมานแผลทัง้ 2 รูปแบบ ไม่
ก่อให้เกดิความระคายเคอืงต่อผวิหนังของกระต่าย ซึ่งสามารถบ่งชี้ได้ว่ายาสมานแผลมคีวาม
ปลอดภยัต่อการศกึษาในระดบัสตัว์ทดลองและการศกึษาเชงิคลนิิกได้ในอนาคต แต่อย่างไรก็
ตาม การประยุกต์ใช้ต ารับสมุนไพรในการใช้จริงส าหรับผู้ป่วยจ าเป็นต้องมีหลักฐานทาง
วทิยาศาสตรใ์นการยนืยนัถงึความสามารถในออกฤทธิต์่อการรกัษาโรคนัน้ ๆ โดยจ าเป็นต้องมี
การศึกษาทัง้ในระดบัหลอดทดลอง และสตัว์ทดลองอย่างเพยีงพอ การศึกษาในครัง้นี้ ได้น า
ต ารบัยาสมานแผลทัง้ 2 รูปแบบ มาศกึษาฤทธิท์างชวีภาพที่เกี่ยวขอ้งกบัการหายของแผลใน
ระดบัหลอดทดลองและระดบัสตัว์ทดลอง ได้แก่ การศกึษาฤทธิต์้านการอกัเสบ และการศกึษา
ฤทธิส์ง่เสรมิการหายของแผล  

การศกึษาฤทธิต์า้นการอกัเสบของยาสมานแผลในหลอดทดลอง ไดแ้ก่ การทดสอบฤทธิ ์
การเขา้จบัโดยตรงกบัอนุมูลอสิระ NO ซึ่งมคีวามส าคญัต่อกระบวนการหายของแผล NO คอื 
อนุมลูอสิระขนาดเลก็ทีม่อีายุสัน้ โดยเกดิจากการย่อยกรดอะมโิน L-arginine ไปเป็น L-citrulline  
ด้วยเอนไซม์ nitric oxide synthase (NOS) ซึ่งแบ่งออกเป็น 3 ชนิดได้แก่ endothelial nitric 
oxide synthase (eNOS), neuronal nitric oxide synthase (nNOS) และ inducible nitric oxide 
synthase (iNOS) (Rizk et al., 2004; Florentino et al., 2017) ในกระบวนการหายของแผล NO 
มบีทบาทส าคญัในการกระตุ้นการขยายตวัของหลอดเลอืดบรเิวณแผล ท าให้เพิม่การซึมผ่าน
ของเซลล์เมด็เลอืดขาวไปยงับรเิวณแผลเพือ่จบักนิสิง่แปลกปลอมต่างๆ ในระยะของการอกัเสบ 
(Maria et al., 2002; Luo and Chen, 2005) การจบักนิสิง่แปลกปลอมโดยเซลล์เมด็เลอืดขาวมี
ผลท าใหจ้ านวนของ NO เพิม่สงูขึน้ในบรเิวณแผล สง่ผลให ้NO เขา้ท าปฏกิริยิากบัออกซเิจนได้
เป็นอนุมูลอิสระที่มีความเป็นพิษสูง คือ peroxynitrite (ONOO-) ก่อให้เกิดความเสียหายต่อ
เซลล์และเนื้อเยื่อบรเิวณแผลท าให้แผลหายช้า นอกจากกระตุ้นการขยายหลอดเลอืดแล้ว NO 
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ยงัมผีลต่อการกระตุ้นการสรา้งหลอดเลอืดใหม่บรเิวณแผล และเพิม่การสะสมของคอลลาเจนได้
อกีดว้ย โดยบทบาทของ NO ทีม่ตี่อระยะการอกัเสบซึ่งเป็นหนึ่งในกระบวนการหายของแผลมี
ทัง้การออกฤทธิท์ีส่ง่เสรมิการอกัเสบ และยบัยัง้การอกัเสบ (Janakiram et al., 2012; Florentino 
et al., 2017) มรีายงานการศกึษาก่อนหน้านี้ ไดศ้กึษาการหายของแผลในหนูทีม่คีวามบกพร่อง
ของเอนไซม์ iNOS (iNOS-null (KO) mice) เปรียบเทียบกับหนูปกติในกลุ่ม wild type (WT) 
พบว่า ในวนัที ่3 และ 6 หลงัการเกดิแผล หนูในกลุ่ม WT มพีืน้ทีแ่ผลลดลงน้อยกว่า 50% แต่หนู
ในกลุ่ม KO ยังคงมีพื้นที่แผลมากกว่า 50% นอกจากนี้ยังพบว่า มีการแทรกซึมของเซลล์ 
macrophages บรเิวณแผลลดลง จ านวนของเซลล์ myofibroblast ลดลง และการแสดงออกของ 
TGF-beta ลดลงอย่างมนีัยส าคญัในหนูกลุ่ม KO ซึ่งสามารถบ่งชี้ไดอ้ย่างชดัเจนว่าหนูทีม่คีวาม
บกพร่องของเอนไซม ์iNOS ซึง่อาจจะมผีลต่อการสรา้ง NO ทีน้่อยลงจะสง่ผลใหแ้ผลหายชา้กว่า
หนูปกต ิ(Kitano  et al., 2017) แต่ในทางกลบักนัหากบรเิวณแผลมปีรมิาณของ iNOS ที่มาก
เกนิไป ส่งผลใหเ้กดิการสร้าง NO ออกมาเป็นจ านวนมากจะส่งผลเสยีต่อกระบวนการหายของ
แผล มรีายงานการศกึษาก่อนนี้ ไดท้ าการศกึษาการหายของแผลในหนูทีถู่กชกัน าใหม้กีารสร้าง 
NO เป็นจ านวนมาก โดยใช้โมเดล turpentine-induced granuloma ซึ่งเป็นโมเดลที่กระตุ้นให้
เกดิการอกัเสบ พบว่ามกีารสะสมของคอลลาเจนบรเิวณแผลลดลง 38.5% (Park et al., 2013) 
ซึ่งบ่งชี้ไดว้่าการมปีรมิาณของ NO ทีม่ากเกนิไปจะส่งผลเสยีต่อกระบวนการหายของแผล โดย
ลดการสรา้งคอลลาเจน          
 การศกึษาฤทธิก์ารเขา้จบัโดยตรงกบัอนุมูลอสิระ NO ของยาสมานแผลในครัง้นี้ พบว่า 
สารสกดัดว้ยเอทานอลของยาสมานแผล ทีค่วามเขม้ขน้ 1 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร มคี่ารอ้ยละใน
การเขา้จบัโดยตรงกบัอนุมูลอสิระ NO เท่ากบั 34.56 ยาสมานแผลในรูปแบบยาน ้ามนัที่ความ
เขม้ขน้ 1% (v/v) มคี่าร้อยละ 52.88 และยาสมานแผลในรูปแบบยาเตรยีมแผ่นปิดแผลที่ความ
เขม้ขน้ 1% (w/v) มคี่ารอ้ยละ 41.14       
 นอกจากนี้ไดศ้กึษาฤทธิต์า้นการอกัเสบของสารสกดัดว้ยเอทานอลจากยาสมานแผลและ
สมุนไพรองค์ประกอบทัง้ 4 ชนิดในเซลล์ macrophage RAW 264.7 ที่ได้รบัการชกัน าให้เกดิ
การอัก เสบด้วย LPS โดยประเมินผลฤทธิ ย์ ังยั ้งการสร้าง  NO จากเซลล์  LPS หรือ 
lipopolysaccharide ซึ่งเป็นสารที่ได้รบัความนิยมและมปีระสทิธิภาพที่ดีส าหรบัการใช้ในการ
กระตุน้เซลล ์monocytes หรอื macrophages เพือ่ใหเ้กดิการอกัเสบ และสรา้งสารสือ่อกัเสบต่าง 
ๆ รวมทัง้ NO โดย LPS จะมผีลกระตุน้การท างานของ NF-kB signaling pathway ใหม้กีารหลัง่ 
pro-inflammatory cytokines ออกมาเป็นจ านวนมาก (Tucureanu et al., 2018; Zhang et al., 
2019) จากการศึกษาพบว่าสารสกัดด้วยเอทานอลของต ารบัยาสมานแผล และสารสกดัด้วย            
เอทานอลของเหงา้ขมิน้ชนัสามารถยบัยัง้การสรา้ง NO ไดด้ทีีสุ่ด โดยทีค่วามเขม้ขน้ 15 และ 20 
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ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร สามารถยบัยัง้การสรา้ง NO ได ้อย่างมนีัยส าคญั โดยไม่มผีลลดปรมิาณ
ของเซลล์ ความสามารถของยาสมานแผลในการเข้าจบัโดยตรงกบัอนุมูล NO และฤทธิย์บัยัง้
การสรา้ง NO จากเซลล์ macrophages นัน้อาจจะเป็นผลมาจากสมุนไพรองคป์ระกอบในต ารบั
ยา โดยมรีายงานก่อนหน้านี้ พบว่า สารสกดัดว้ยเอทานอลจากเหงา้ขมิ้นชนัมคีวามสามารถใน
การเข้าจบักับอนุมูล NO ได้ โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 12.40 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ในขณะที่ 
curcumin ซึ่งเป็นสารส าคญัของเหง้าขมิ้นชนัมคี่า IC50 เท่ากบั 10.50 ไมโครกรมัต่อมลิลิลิตร 
(Rackova et al., 2009) และจากรายงานการศึกษาของ Arya และคณะ (2015) พบว่า เหง้า
ขมิ้นชนัที่สกัดด้วยเอทานอลมีความสามารถในการเข้าจับกับอนุมูล NO ได้ โดยมีค่า IC50 

เท่ากบั 39.03 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร นอกจากขมิน้ชนัแลว้ ยงัมรีายงานเกีย่วกบัฤทธิก์ารเขา้จบั
โดยตรงกบัอนุมูล NO ของเปลอืกมงัคุด ซึ่งเป็นหนึ่งในสมุนไพรองคป์ระกอบของต ารบัยาสมาน
แผล จากการศกึษาของ Kosem และคณะ (2007) พบว่าสารสกดัด้วย  เมทานอลของเปลือก
มงัคุดที่ความเข้มข้น 200 ไมโครกรมัต่อมลิลิลิตร สามารถยบัยัง้อนุมูล NO ได้ร้อยละ 67.95 
โดยมคี่า IC50 เท่ากบั 55.61 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ซึ่งใกลเ้คยีงกบัการศกึษาของ Samuagam 
และคณะ (2013) ที่รายงานว่า สารสกัดด้วยเอทานอลจากเปลือกมงัคุดที่ความเข้มข้น 200 
ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร สามารถยบัยัง้อนุมลู NO ไดร้อ้ยละ 54.66 มรีายงานก่อนหน้านี้ไดศ้กึษา
สารส าคญัของเปลอืกมงัคุดเกี่ยวกบัฤทธิย์บัยัง้การสร้าง NO พบว่า alpha-mangostin ที่ความ
เข้มข้น 8 และ 14 ไมโครกรมัต่อมลิลิตร สามารถยบัยัง้การสร้าง NO ในเซลล์ macrophage 
RAW 264.7 ที่ได้รับการชักน าให้เกิดการอักเสบด้วย LPS ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
นอกจากนี้พบว่ายงัสามารถลดการแสดงออกของโปรตนี iNOS ไดอ้ย่างมนีัยส าคญั (Mohan et 
al., 2018) จากการศกึษาของ Lee และคณะ (2014) ไดศ้กึษาฤทธิต์้านการอกัเสบของสารสกดั
ด้วยเอทานอลจากใบของหมากในเซลล์ macrophages RAW 264.7 ที่ได้รบัการเหนี่ยวน าให้
เกิดการอักเสบด้วย LPS พบว่า สารสกัดที่ความเข้มข้น 1 และ 3 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
สามารถยบัยัง้การสรา้ง NO ไดร้อ้ยละ 45 และ 50 ตามล าดบั นอกจากนี้พบว่า ทีค่วามเขม้ขน้ 3 
ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร สามารถลดการแสดงออกของ iNOS, COX-2 และ NF-kB อกีทัง้ยงัช่วย
เพิม่ระดบัของ IkB ในเซลล ์macrophages ไดอ้ย่างมนียัส าคญั  จากการศกึษาในระดบัหลอด
ทดลอง พบว่ายาสมานแผลทัง้ 2 รูปแบบ มคีวามสามารถในการยบัยัง้ NO ไดด้ ีจงึมกีารศกึษา
ฤทธิต์้านการอกัเสบต่อในระดบัสตัว์ทดลอง โดยเลอืกใชโ้มเดล carrageenan induced rat paw 
edema ซึง่เป็นโมเดลทีน่ิยมใชใ้นการศกึษาฤทธิย์บัยัง้การอกัเสบของสารจากธรรมชาต ิ  

carrageenan จัดเป็น phlogistic factor ที่มีคุณสมบัติในการเหนี่ยวน าให้เกิดการ
ตอบสนองต่อการอกัเสบที่หลากหลาย เช่น สามารถเหนี่ยวน าให้ neutrophils สร้างสารอนุมูล
อสิระและสารสื่ออกัเสบ เหนี่ยวน าใหเ้กดิการแทรกซมึของ neutrophils เหนี่ยวน าใหเ้กดิอาการ
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บวมของอุง้เทา้ และเหนี่ยวน าใหเ้พิม่การซมึผ่านของหลอดเลอืด (Bajpai et al., 2018) โดยแบ่ง
การออกฤทธิอ์อกเป็น 2 ระยะ คอื ระยะแรก (0-1 ชัว่โมง) หลงัการฉีด carrageenan เขา้บรเิวณ
อุ้งเท้าของหนูทดลอง จะกระตุ้นให้เกิดการหลัง่ histamine, serotonin และ bradykinin ทนัที 
และในระยะสุดท้าย (มากกว่า 1 ชัว่โมง) จะมผีลกระตุ้นการหลัง่ iNOS, COX-2, PGE2, TNF-
alpha และ IL-1beta รวมทัง้ชกัน าให้เซลล์เมด็เลอืดขาวเคลื่อนทีอ่อกนอกหลอดเลอืดและเข้าสู่
บรเิวณทีเ่กดิการอกัเสบ (Sadeghi et al., 2014)       
 จากการศกึษาในครัง้นี้ พบว่า ยาสมานแผลทัง้ 2 รปูแบบ สามารถยบัยัง้การบวมของอุง้
เท้าหนูทดลองที่ได้รบัการเหนี่ยวน าให้เกดิการอกัเสบด้วย carrageenan ได้อย่างมนีัยส าคญั
ทางสถิติ ที่เวลา 1, 2 และ 3 ชัว่โมงหลังการฉีด ซึ่งสามารถบ่งชี้ได้ว่า ยาสมานแผลน่าจะมี
ความสามารถในการยบัยัง้การหลัง่ histamine, serotonin และ bradykinin ในระยะแรกของการ
อกัเสบได ้รวมทัง้อาจจะมคีวามสามารถยบัยัง้การหลัง่ iNOS, COX-2, PGE2, TNF-alpha และ 
IL-1beta ในระยะสุดทา้ยของการอกัเสบทีเ่หนี่ยวน าดว้ย carrageenan เช่นกนั จงึท าใหย้าสมาน
แผลสามารถลดอาการบวมเนื่องจากการอกัเสบได้ ซึ่งขอ้สนันิษฐานเหล่านี้ สามารถยนืยนัได้
ด้วยผลการทดลองในครัง้นี้  กล่าวคือ หลังจากการเหนี่ยวน าด้วย carrageenan เป็นเวลา                    
3 ชัว่โมง ไดม้กีารน าเนื้อเยื่อทีเ่กดิการอกัเสบบรเิวณอุง้เทา้ของหนูทดลองมาตรวจวเิคราะห์หา
ปริมาณของ iNOS, COX-2, PGE2, TNF-alpha และ IL-1beta โดยใช้ ELISA kit ซึ่งพบว่า              
ยาสมานแผลทัง้ 2 รูปแบบสามารถลดปรมิาณของ iNOS, COX-2, PGE2, TNF-alpha และ IL-
1beta ได้อย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ินอกจากนี้ยงัมกีารตรวจวเิคราะห์ปรมิาณของ MDA, NO 
และ MPO ในเนื้อเยื่ออกัเสบทีไ่ดร้บัการรกัษาดว้ยยาสมานแผลอกีดว้ย ซึ่งพบว่า ยาสมานแผล
ทัง้ 2 รปูแบบ สามารถลดปรมิาณของ MDA, NO และ MPO ไดอ้ย่างมนียัส าคญั 
 iNOS และ COX-2 จดัอยู่ในกลุ่มของ pro-inflammatory enzymes ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่มี
บทบาทส าคญัในกระบวนการอกัเสบ โดยท าหน้าที่ในการสร้างสารสื่ออกัเสบ ได้แก่ NO และ 
PGE2 ตามล าดบั การใช้ carrageenan เหนี่ยวน าให้เกิดการอกัเสบนัน้จะส่งผลให้มรีะดบัของ 
COX-2 สูงที่สุดในช่วงเวลา 1 ชัว่โมงแรกหลงัการฉีด carrageenan ซึ่งสร้างมาจากเซลล์เม็ด
เลอืดขาว neutrophils และ macrophages ในส่วนของ iNOS จะแสดงออกมากทีสุ่ดในช่วงเวลา 
3 ชัว่โมงหลงัการฉีด carrageenan (Rafiee et al., 2019) ยาสมานแผลทัง้ 2 รูปแบบ สามารถ
ยบัยัง้เอนไซม์ทัง้ 2 ชนิดนี้ได ้ซึ่งส่งผลโดยตรงต่อการลดระดบัของ NO และ PGE2 ในเนื้อเยื่อ
อักเสบ NO นอกจากจะถูกสร้างมาจากการท างานของ iNOS แล้ว ยงัสามารถสร้างมาจาก
กระบวนการ phagocytosis ของเซลล์เมด็เลอืดขาวในบรเิวณทีเ่กดิการอกัเสบไดอ้กีดว้ย (Tsuji 
et al., 2012; Silva-Comar et al., 2014) neutrophils คอืเมด็เลอืดขาวชนิดแรกที่เคลื่อนทีเ่ขา้สู่
บริเวณที่เกิดการอักเสบ ท าหน้าที่จับกินสิ่งแปลกปลอมต่าง ๆ โดยวิธี phagocytosis การ
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ตรวจวดัปรมิาณของ neutrophils ทีน่ิยมใชก้นัทัว่ไป คอื การตรวจวดัปรมิาณของ MPO ซึง่เป็น
เอนไซม์ที่หลั ง่ออกมาจาก azurophilic granule ของ neutrophil ในระหว่ างที่ เกิดการ 
phagocytosis (Schierwagen et al., 1990; Lingaraju et al., 2016) จากการศึกษาในครัง้นี้ ยา
สมานแผลทัง้ 2 รปูแบบสามารถยบัยัง้ปรมิาณของ MPO ไดอ้ย่างมนียัส าคญัทางสถติ ิซึง่บ่งชีไ้ด้
ว่า ยาสมานแผลมผีลต่อการลดจ านวน neutrophil ในเนื้อเยื่ออกัเสบ กระบวนการ phagocytosis 
คอืแหล่งทีม่าของการปลดปล่อยอนุมูลอสิระออกมาเป็นจ านวนมากในเนื้อเยื่ออกัเสบ ซึ่งอนุมูล
อสิระมบีทบาทส าคญัที่ท าให้เกดิการอกัเสบที่รุนแรง การสร้างอนุมูลอสิระ หรอื ROS ออกมา
เป็นจ านวนมากจะก่อใหเ้กดิความไม่สมดุลระหว่างสารอนุมูลอสิระและสารตา้นอนุมูลอสิระ หรอื
ที่เรยีกกนัว่า ภาวะเครยีดออกซิเดชัน่ โดยเมื่อเกิดภาวะเครียดออกซิเดชัน่ จะส่งผลเสียต่อ
ร่างกายท าใหเ้ซลลต์่าง ๆ ทีอ่ยู่ในเนื้อเยื่อ และ plasma membrane เกดิการบาดเจบ็ น าไปสูก่าร
เกดิปฏกิริยิา lipid peroxidation ได้เป็นผลติภณัฑ์ชนิดหนึ่งที่มชีื่อว่า MDA การตรวจวเิคราะห์
ภาวะเครยีดออกซเิดชัน่ สามารถท าไดโ้ดยการตรวจวดัระดบัของ MDA (Janero, 1990; Kuedo 
et al., 2016) จากการศกึษาในครัง้นี้ พบว่า ยาสมานแผลทัง้ 2 รูปแบบ มคีวามสามารถในการ
ลดปรมิาณของ MDA ในเนื้อเยื่ออกัเสบไดอ้ย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ิซึ่งบ่งชี้ได้ว่ายาสมานแผล
น่าจะมคีุณสมบตัิในการยบัยัง้การเกิดอนุมูลอิสระได้ จึงไม่ท าให้เกิดภาวะเครยีดออกซิเดชัน่  
และยบัยัง้ปฏกิริยิา lipid peroxidation ได ้carrageenan ยงัมคีวามสามารถในการเหนี่ยวน าให้
เกดิปฏกิริยิาทางเคม ีphosphorylation ของ NF-kB (Basu et al., 2017) NF-kB คอื transcription 
factor ทีม่คีวามส าคญัในการควบคุมการแสดงออกของยนีที่เกี่ยวขอ้งกบัสารสื่ออกัเสบ ซึ่งมผีล
ต่อการตอบสนองต่อการอักเสบ p65 และ p50 เป็นโปรตีนที่อยู่ในกลุ่มของ NF-kB พบใน                    
ไซโตพลาสซึมของเซลล์โดยอยู่ในระยะพกั หรอื inactive โดยการควบคุมของ inhibitors kB 
(IkB) ที่อยู่ในรูป inactive NF-kB complex เมื่อฉีด carrageenan จะมผีลต่อการกระตุ้นโปรตนี 
IkB kinase (IKK) ท าใหเ้กดิ  phosphorylation และมผีลในการท าลาย IkB ท าใหเ้กดิการเปลีย่น
รูปจาก inactive NF-kB complex เป็น active NF-kB complex จากนัน้ NF-kB จะเคลื่อนทีจ่าก
ไซโตพลาสซึมเข้าสู่นิวเคลียสและกระตุ้นการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบ 
โดยเฉพาะ TNF-alpha และ IL-1beta (Hussein et al., 2013; Bajpai et al., 2018) TNF-alpha 
และ IL-1beta เป็นสารสือ่อกัเสบซึ่งท าหน้าทีก่ระตุ้นใหเ้กดิการอกัเสบ การศกึษาในครัง้นี้ พบว่า 
ยาสมานแผลทัง้ 2 รูปแบบ มคีวามสามารถในการลดระดบัของ TNF-alpha และ IL-1beta ได้
อย่างมนีัยส าคญัในเนื้อเยื่อที่เกดิการอกัเสบจากการเหนี่ยวน าด้วย carrageenan ซึ่งสามารถ
บ่งชีไ้ดว้่ายาสมานแผลมคีุณสมบตัใินการตา้นอกัเสบไดโ้ดยมผีลยบัยัง้การสรา้ง TNF-alpha และ 
IL-1beta โดยอาจจะเป็นผลมาจากการยับยัง้ผ่านกลไกของ NF-kB pathway มีรายงาน
การศึกษาก่ อนหน้านี้  พบว่ า  curcumin สามารถยับยั ้งการอัก เสบในเซลล์  3T3 -L1 
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preadipocytes ได้ โดยการยบัยัง้ NF-kB signaling และสามารถลดระดบัของของ TNF-alpha 
และ IL-1beta ไดอ้ย่างมนียัส าคญั (Gonzales and Orlando, 2008)    
 มรีายงานการวจิยัก่อนหน้านี้ ไดท้ าการทดสอบฤทธิต์้านการอกัเสบของสมุนไพรเดีย่วที่
เป็นองคป์ระกอบในต ารบัยาสมานแผล ขมิน้ชนัซึ่งเป็นสมุนไพรองคป์ระกอบของต ารบัยาสมาน
แผล การศึกษาของ Chandrasekaran และคณะ (2013) พบว่า สารสกัดด้วยน ้ าของเหง้า
ขมิน้ชนั สามารถยบัยัง้การสรา้ง PGE2 และ IL-12 ในเซลล์ splenocytes ทีไ่ดร้บัการเหนี่ยวน า
ให้เกิดการอกัเสบด้วย LPS ได้ และมรีายงานการศึกษาก่อนหน้านี้ พบว่า ที่เวลา 4 และ 24 
ชัว่โมงหลงัการฉีด carrageenan สารสกดัด้วยเมทานอลจากเหง้าขมิ้นชนัขนาด 100 มลิลกิรมั
ต่อกโิลกรมั สามารถยบัยัง้การบวมของอุง้เทา้หนูทดลองทีไ่ดร้บัการเหนี่ยวน าใหเ้กดิการอกัเสบ
ดว้ย carrageenan ไดอ้ย่างมนียัส าคญั (Arya et al., 2015b) Pushpa และคณะ (2016) ไดศ้กึษา
ผลของผงยาจากเหงา้ขมิน้ชนัต่อฤทธิต์้านการอกัเสบ โดยใชว้ธิี carrageenan-induced edema 
พบว่า ผงยาขนาด 300 มลิลิกรมัต่อกิโลกรมั สามารถยบัยัง้การบวมของอุ้งเท้าได้ร้อยละ 55 
หลังการฉีด carrageenan ที่เวลา 4 ชัว่โมง ขมิ้นชนัมีสารส าคญัที่ออกฤทธิต์่อการต้านการ
อัก เ สบ  Zhao แล ะคณะ  ( 2015)  ไ ด้ ศึ กษ าฤทธิ ข์ อ ง  curcumin, tetrahydrocurcumin, 
hexahydrocurcumin และ octahydrocurcumin ซึ่งเป็นสารส าคญัที่พบในเหงา้ขมิ้นชนั ต่อฤทธิ ์
ต้านการอักเสบในเซลล์  macrophage RAW 264.7 ที่ได้รับการเหนี่ยวน าด้วย LPS พบว่า 
curcumin, tetrahydrocurcumin, hexahydrocurcumin และ octahydrocurcumin ทีค่วามเขม้ขน้ 
3.125-25 ไมโครโมลาร์ สามารถยบัยัง้การสร้าง NO ได้อย่างมนีัยส าคญัทางสถิต ินอกจากนี้
พบว่าcurcumin ที่ความเข้มข้น 12.5-100 ไมโครโมลาร์ สามารถลดปริมาณของ TNF-alpha 
และ IL-6 ได้อย่างมนีัยส าคญั tetrahydrocurcumin ที่ความเขม้ขน้ 100 ไมโครโมลาร์ สามารถ
ลดปรมิาณของ TNF-alpha ได้ และที่ความเข้มข้น 25-100 ไมโครโมลาร์ สามารถลดปริมาณ
ของ IL-6 ได้อย่างมนีัยส าคญั ในทางตรงกนัข้ามไม่พบฤทธิด์งักล่าวใน hexahydrocurcumin 
แ ล ะ  octahydrocurcumin น อ ก จ า ก นี้ พ บ ว่ า  curcumin, tetrahydrocurcumin, 
hexahydrocurcumin และ octahydrocurcumin ที่ความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ มฤีทธิย์บัยัง้ 
iNOS และ COX-2 ไดอ้ย่างมนียัส าคญั โดย curcumin มฤีทธิด์ทีีสุ่ด และทีค่วามเขม้ขน้เดยีวกนั
ยังมีความสามารถในการยับยัง้การแสดงออกของ IkB-alpha และ NF-kB (p65) ได้อย่างมี
นัยส าคัญ จากรายงานก่อนหน้านี้  ได้ศึกษาฤทธิต์้านการอักเสบของ curcuminoid ซึ่งเป็น
สารเคมอีงคป์ระกอบในเหงา้ขมิน้ชนั โดยใชว้ธิ ีcarrageenan-induced edema ในหนูไมค ์พบว่า 
ที่เวลา 1 ชัว่โมงหลงัการฉีด carrageenan สาร curcuminoid ขนาด 0.3, 1 และ 3 มลิลกิรมัต่อ
กโิลกรมั สามารถยบัยัง้การบวมของอุง้เท้าไดร้้อยละ 20, 25 และ 36 ตามล าดบั หลงัจากเวลา
ผ่านไป 5 ชัว่โมง curcuminoid ยงัคงมคีวามสามารถยบัยัง้การบวมของอุง้เทา้ไดร้อ้ยละ 69, 73 



201 
 

 

และ 86 ตามล าดบั อกีทัง้สาร curcuminoid ยงัมคีวามสามารถในการยบัยัง้การบวมของอุ้งเท้า
หนูทดลองหลังจากได้รับการเหนี่ยวน าให้เกิดการอักเสบด้วย histamine, serotonin และ 
bradykinin ได้อย่างมนีัยส าคญั นอกจากนี้ได้ศึกษาฤทธิต์้านการอกัเสบแบบเรื้อรงัโดยใช้วิธี 
cotton pellet-induced granuloma test พบว่า curcuminoid ขนาด 0.1, 0.3, 1 และ 3 มลิลกิรมั
ต่อกิโลกรมั สามารถลดการสร้าง granuloma ได้อย่างมนีัยส าคัญ ซึ่งที่ขนาด 3 มลิลิกรมัต่อ
กโิลกรมัออกฤทธิไ์ดด้ทีีสุ่ด โดยสามารถลดการสรา้ง granuloma ไดร้อ้ยละ 49 (Hisamuddin et 
al., 2019) เปลอืกมงัคุดเป็นสมุนไพรอกีชนิดหนึ่งในต ารบัยาสมาน Tewtrakul และคณะ (2009) 
ไดศ้กึษาฤทธิต์้านการอกัเสบของสารสกดัดว้ยเอทานอลจากเปลอืกมังคุดในเซลล์ macrophage 
RAW 264.7 ที่ได้รับการเหนี่ยวน าด้วย LPS พบว่าสารสกัดด้วยเอทานอล รวมทัง้ alpha-
mangostin และ gamma-mangostin ซึ่งเป็นสารส าคญัทีพ่บในเปลอืกมงัคุด สามารถยบัยัง้การ
สรา้ง NO ไดโ้ดยมคี่า IC50 เท่ากบั 1 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร, 3.1 และ 6 ไมโครโมลาร ์ตามล าดบั 
นอกจากนี้ยงัพบว่ามฤีทธิใ์นการยบัยัง้ PGE2 โดยมคี่า IC50 เท่ากบั 6 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร, 
13.9 และ 13.5 ไมโครโมลาร์ ตามล าดบั alpha-mangostin และ gamma-mangostin ยงัมฤีทธิ ์
ในการยบัยัง้การสร้าง TNF-alpha และ IL-1beta ไดโ้ดยมคี่า IC50 อยู่ในช่วง 31.8-64.8 ไมโคร
โมลาร ์ในส่วนของ iNOS และ COX-2 สามารถยบัยัง้ได้โดยสารสกดัดว้ยเอทานอลจากเปลอืก
มงัคุด และ alpha-mangostin แต่ gamma-mangostin สามารถยบัยัง้ไดเ้พยีง iNOS โดยไม่มผีล
ต่อ COX-2 และจากรายงานก่อนหน้านี้ พบว่า สารสกดัด้วยเอทานอลจากเปลอืกมงัคุดมฤีทธิ ์
ตา้นการอกัเสบในเซลล ์macrophage RAW 264.7 ทีไ่ดร้บัการเหนี่ยวน าดว้ย LPS โดยสารสกดั
ทีค่วามเขม้ขน้ 5-20 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร สามารถยบัยัง้การสรา้ง COX-2 ไดอ้ย่างมนียัส าคญั
ทางสถิติ โดยมรี้อยละของการยบัยัง้อยู่ในช่วง 27-54 และที่ความเข้มข้นเดยีวกนัยงัสามารถ
ยบัยัง้ IL-1beta, IL-6 และ NO ได้เช่นกนั โดยมรี้อยละของการยบัยัง้อยู่ในช่วง 10-54 ในส่วน
ของ alpha-mangostin และ gamma-mangostin ที่ความเขม้ขน้ 25-75 ไมโครโมลาร์ สามารถ
ยบัยัง้การสรา้ง COX-2, IL-1beta, IL-6 และ NO ไดอ้ย่างมนีัยส าคญัทางสถติิ (Widowati et al., 
2016) จากการศึกษาของ Tatiya-aphiradee และคณะ (2019) ซึ่งท าการศึกษาฤทธิต์้านการ
อกัเสบของสารสกดัด้วยเอทานอลจากเปลอืกมงัคุดในหนูทดลองที่ได้รบัการเหนี่ยวน าให้เกิด
แผลตดิเชือ้บรเิวณผวิหนงั โดยใชโ้มเดล methicillin-resistant Staphylococcus aureus-induced 
superficial skin infection พบว่า ในวนัที่ 10 หลงัการรกัษาแผลด้วย 10% ของสารสกดัเปลอืก
มงัคุด หนูทดลองมแีผลที่หายแบบสมบูรณ์ ซึ่งเร็วกว่ากลุ่มควบคุมเป็นเวลา 5 วนั อีกทัง้ยงั
สามารถยับยัง้ระดับของ TNF-alpha, IL-6 และ IL-1beta ในเนื้อเยื่อแผลได้อย่างอย่างมี
นัยส าคญัทางสถติ ิเมล็ดหมากเป็นสมุนไพรอกีหนึ่งชนิดซึ่งเป็นองค์ประกอบในต ารบัยาสมาน
แผล จากรายงานของ Bhandare และคณะ (2010) ได้ศกึษาฤทธิต์้านการอกัเสบของสารสกดั



202 
 

 

ด้วยเอทานอลจากเมล็ดหมาก โดยใช้วธิ ีcarrageenan-induced edema พบว่าสารสกดัขนาด 
250-1000 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั สามารถยบัยัง้การบวมของอุง้เทา้หนูทดลองไดอ้ย่างมนียัส าคญั
ทางสถิติ หลังจากการฉีด carrageenan เป็นเวลา 1, 3, 5 และ 24 ชัว่โมง จากรายงานของ 
Khan และคณะ (2011) ได้ศึกษาฤทธิต์้านการอักเสบของสารสกัดด้วยเมทานอล  เฮกเซน 
เอทิลอะซีเตท และน ้า จากเมล็ดหมาก โดยใช้วิธี carrageenan-induced edema ในหนูแรท 
(Sprague  Dawley rat) และหนูไมค์ (BALB/c  mice) พบว่า สารสกดัด้วยเมทานอล เฮกเซน 
เอทลิอะซเีตท และน ้า สามารถยบัยัง้การบวมของอุง้เทา้ในหนูไมคไ์ดร้อ้ยละ 52, 16, 33 และ 52 
ตามล าดบั โดยพบว่าสารสกดัดว้ยน ้ามคีวามสามารถดทีีสุ่ด จงึได้ศกึษาต่อในหนูแรททีไ่ดร้บัการ
เหนี่ยวน าดว้ย carrageenan, PGE2, arachidonic acid, histamine และ serotonin พบว่าทีเ่วลา 
2, 3 และ 4 ชัว่โมงหลังการเหนี่ยวน าด้วย carrageenan, PGE2 และ arachidonic acid  สาร
สกัดด้วยน ้ าขนาด 100 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม สามารถยับยัง้การบวมของอุ้งเท้าได้อย่างมี
นยัส าคญัทางสถติ ิแต่ทีข่นาดของสารสกดัเดยีวกนั ไม่สามารถยบัยัง้การบวมของอุง้เทา้จากการ
เหนี่ยวน าด้วย  histamine และ serotonin ได้ ซึ่งบ่งชี้ได้ว่าสารสกดัจากเมลด็หมากมฤีทธิต์้าน
การอกัเสบที่เกี่ยวข้องกบัการยบัยัง้กระบวนการ COX inhibitory pathway แต่ไม่มผีลในการ
ยบัยัง้ histamine และ serotonin จากการศึกษาของ Anthikat และ Michael (2012) ได้ศึกษา
ฤทธิต์้านการอักเสบของสารสกัดด้วยน ้ าจากเมล็ดหมาก โดยใช้วิธี carrageenan-induced 
edema ในหนูไมค์ พบว่าสารสกดัขนาด 500 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั สามารถยบัยัง้การบวมของ
อุ้งเท้าได้อย่างมีนัยส าคัญ นอกจากนี้ยังมีการศึกษาฤทธิย์ ับยัง้การเกิดปฏิกิริยา lipid 
peroxidation ในหลอดทดลอง ซึ่งพบว่า สารสกดัทีค่วามเขม้ขน้ 200 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร มี
ความสามารถในการยบัยัง้ปฏิกิริยา lipid peroxidation ได้ร้อยละ 61.46 การศึกษาของ Lee 
และคณะ (2014) ไดศ้กึษาฤทธิต์า้นการอกัเสบของสารสกดัดว้ยเอทานอลจากใบของหมาก โดย
ใชว้ธิ ีcarrageenan-induced edema ในหนูแรท พบว่า สารสกดัขนาด 10 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั 
สามารถยบัยัง้การบวมของอุ้งเท้าหนูได้ร้อยละ 22.6 หลังการฉีด carrageenan เป็นเวลา 1 
ชัว่โมง และสามารถยบัยัง้การบวมของอุง้เทา้หนูไดร้อ้ยละ 27.3 หลงัการฉีด carrageenan เป็น
เวลา 4 ชัว่โมง การศกึษาของ Sharafudheen และคณะ (2015) ได้ศกึษาฤทธิต์้านการอกัเสบ
ของสารสกดัดว้ยน ้าจากเมลด็หมาก โดยใชว้ธิ ีcarrageenan-induced edema ในหนูแรท พบว่า 
สารสกดัขนาด 200 และ 400 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั สามารถยบัยัง้การบวมของอุง้เทา้ไดท้ีเ่วลา 1 
และ 2 ชัว่โมงหลังการฉีด carrageenan การศึกษาของ Sharafudheen และคณะ (2018) ได้
ศกึษาฤทธิต์้านการอกัเสบของสารส าคญั 2 ชนิดที่แยกได้จากเมล็ดหมาก คอื arecoline และ 
polylphenols โดยใชว้ธิ ีcarrageenan-induced edema ในหนูแรท พบว่า arecoline ขนาด 200 
ไมโครกรมัต่อกโิลกรมั สามารถยบัยัง้การบวมของอุง้เท้าไดท้ีเ่วลา 1, 2 และ 3 ชัว่โมงหลงัการ
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ฉีด carrageenan แต่ทีข่นาด 400 ไมโครกรมัต่อกโิลกรมั สามารถยบัยัง้การบวมของอุง้เท้าไดท้ี่
เวลา 30 นาที, 1, 2 และ 3 ชัว่โมงหลงัการฉีด carrageenan ในส่วนของ polylphenols ขนาด 
200 และ 400 ไมโครกรมัต่อกโิลกรมั สามารถยบัยัง้การบวมของอุ้งเท้าได้ที่เวลา 1, 2 และ 3 
ชัว่โมงหลงัการฉีด carrageenan ขา้วสารเป็นหนึ่งในสมุนไพรองค์ประกอบของต ารบัยาสมาน
แผล ซึ่งมรีายงานการวจิยัเกี่ยวกบัฤทธิต์้านการอกัเสบ Shalini และคณะ (2011) ไดศ้กึษาฤทธิ ์
ต้านการอกัเสบของสารสกดัด้วยเมทานอลจากเมลด็ขา้วสาร โดยใช้วธิ ีcarrageenan-induced 
edema ในหนูแรท พบว่า สารสกดัขนาด 100 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั สามารถยบัยัง้การบวมของ
อุ้งเท้าได้อย่างมีนัยส าคญัที่เวลา 3 และ 5 ชัว่โมงหลังการฉีด carrageenan นอกจากนี้ยงัมี
การศึกษาฤทธิต์้านการอักเสบในระดบัหลอดทดลองซึ่งเกี่ยวกับฤทธิย์บัยัง้การสร้างสารสื่อ
อกัเสบต่าง ๆ ในเซลล์ human peripheral blood mononuclear cells ที่ได้รบัการเหนี่ยวน าให้
เกดิการอกัเสบด้วย LPS พบว่า สารสกดัที่ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร สามารถ
ยบัยัง้การสรา้ง COX, NOS, LOX และ MPO ไดอ้ย่างมนีัยส าคญั นอกจากนี้ยงัมคีวามสามารถ
ในการยบัยัง้การเกดิปฏกิริยิา lipid peroxidation โดยมผีลลดการสรา้ง MDA และเพิม่ระดบัของ 
SOD ในเซลล์ที่ได้การเหนี่ยวน าให้เกิดการอักเสบ Limtrakul และคณะ (2016) ได้รายงาน
การศึกษาฤทธิย์ ับยัง้การอักเสบของสารสกัดด้วยเอทานอลจากเมล็ดข้าวสารในเซลล์ 
macrophages RAW 264.7 ทีไ่ดร้บัการเหนี่ยวน าใหเ้กดิการอกัเสบดว้ย LPS พบว่า สารสกดัที่
ความเขม้ขน้ 200 ไมโครกรมัต่อมลิลติร สามารถยบัยัง้การสร้าง IL-6, TNF-alpha และ NO ได้
อย่างมนียัส าคญัทางสถติ ิโดยไม่มคีวามเป็นพษิต่อเซลล ์อกีทัง้ยงัลดการแสดงออกของ COX-2 
และ iNOS ไดอ้ย่างมนีัยส าคญัอกีดว้ย นอกจากนี้ทีค่วามเขม้ขน้ 100 และ 150 ไมโครกรมัต่อมิ
ลลติร สามารถยบัยัง้การแสดงออกของ NF-kB ในนิวเคลยีสได ้สารสกดัดว้ยเอทานอลจากเมลด็
ข้าวสาร ประกอบด้วย proanthocyanidin และ catechins ในปรมิาณที่สูง แต่จากการศึกษานี้ 
พบว่ามเีพยีง proanthocyanidin ทีค่วามเขม้ขน้ 50 ไมโครกรมัต่อมลิลติร มคีุณสมบตัใินการลด
การแสดงออกของ NF-kB ในนิวเคลยีส ซึ่งบ่งชี้ไดว้่า proanthocyanidin น่าจะเป็นสารส าคญัที่
ออกฤทธิย์บัยัง้กลไก NF-kB pathway ส่งผลใหส้ามารถตา้นการอกัเสบได ้เช่นเดยีวกบัรายงาน
การศึกษาของของ Hu และคณะ (2016) พบว่า สารสกัดด้วยเอทานอลจากข้าวสารที่ความ
เข้มข้น 200 ไมโครกรัมต่อมิลลิตร สามารถยับยัง้การอักเสบในเซลล์ macrophages RAW 
264.7 ทีไ่ดร้บัการเหนี่ยวน าดว้ย LPS ได ้โดยมคีวามสามารถลดการแสดงออกของ NF-kB ได ้
สง่ผลใหส้ามารถยบัยัง้การท างานของ iNOS และ COX-2 ซึง่มผีลโดยตรงต่อการลดปรมิาณของ 
NO และ PGE2 ได ้ตามล าดบั         
 จากรายงานการศึกษาที่ได้กล่าวถึงข้างต้น จะเห็นได้ว่า สมุนไพรทัง้ 4 ชนิด ที่เป็น
ส่วนประกอบในต ารบัยาสมานแผลมคีุณสมบตัใินการยบัยัง้การอกัเสบทัง้ในระดบัหลอดทดลอง
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และสตัว์ทดลอง โดยมีผลยบัยัง้ได้ทัง้ pro-inflammatory enzymes (COX-2 และ iNOS) และ 
pro-inflammatory cytokines (NO, PGE2,TNF-alpha และ IL-1beta) ซึ่งสอดคล้องกับผลการ
ทดสอบฤทธิต์า้นการอกัเสบของยาสมานแผลในครัง้นี้ ยาสมานแผลมฤีทธิใ์นการต้านการอกัเสบ
ทีด่อีาจจะเป็นผลมาจากการเสรมิฤทธิก์นัของสมุนไพรทัง้ 4 ชนิด รวมทัง้สารส าคญัต่าง ๆ ทีเ่ป็น
องคป์ระกอบในสมุนไพรนัน้ ๆ         
 จากการวิเคราะห์เปรียบเทียบยาสมานแผลในรูปแบบยาน ้ามนัและยาสมานแผลใน
รปูแบบยาเตรยีมแผ่นปิดแผลต่อฤทธิต์้านการอกัเสบ พบว่า ยาสมานแผลทัง้ 2 รปูแบบสามารถ
ลดระดบัของ MDA, NO, TNF-alpha, IL-1beta และ iNOS ได้ไม่แตกต่างกนั แต่ยาสมานแผล
ในรูปแบบยาเตรียมแผ่นปิดแผลมีความสามารถในการลดระดบัของ ความบวมของอุ้งเท้า, 
MPO, PGE2 และ COX-2 ได้ดีกว่ายาสมานแผลในรูปแบบยาน ้ ามัน ซึ่งสามารถบ่งชี้ได้ว่า
รปูแบบของผลติภณัฑท์ีแ่ตกต่างกนัมผีลต่อการออกฤทธิข์องยา โดยในการศกึษาครัง้นี้ยาสมาน
แผลในรปูแบบยาเตรยีมสามารถออกฤทธิไ์ดด้กีว่ายาสมานแผลในรูปแบบยาน ้ามนั  
 การอกัเสบ เป็นกระบวนการที่ท าหน้าที่ในการป้องกนัอันตรายต่าง ๆ ที่เขา้สู่ร่างกาย 
ซึ่งเป็นผลดตี่อการก าจดัสิง่แปลกปลอมหรอืเชื้อโรคต่าง ๆ แต่หากกระบวนการอกัเสบเกดิขึ้น
อย่างต่อเนื่องเป็นระยะเวลานานจะส่งผลเสยีต่อร่างกาย โดยมผีลกระทบต่ออาการด าเนินโรค
ต่าง ๆ  เช่น ในกระบวนการหายของแผล การอกัเสบเป็นระยะที่มคีวามส าคญัต่อการก าจดัสิง่
แปลกปลอมบรเิวณแผล และกระตุน้ใหม้กีารสรา้งปัจจยัการเจรญิเตบิโตทีส่ าคญัในการแบ่งเซลล์
ของการสร้างเนื้อเยื่อใหม่บรเิวณแผล หากมคีวามบกพร่องของการอกัเสบจะส่งผลโดยตรงให้
กระบวนการหายของแผลเกดิชา้ลง 

การศกึษาฤทธิข์องยาสมานแผลในการส่งเสรมิกระบวนการหายของแผลในระดบัหลอด
ทดลอง โดยประเมนิจากฤทธิข์องการกระตุ้นการเคลื่อนทีแ่ละการแบ่งเซลล์ของ human dermal 
fibroblast หรอื HDF พบว่า สารสกดัดว้ยเอทานอลจากขมิน้ชนั ขา้วสาร และต ารบัยาสมานแผล
มฤีทธิด์ทีีสุ่ด โดยทีค่วามเขม้ขน้ 1 มลิลกิรมัต่อมลิลติร สามารถกระตุ้นใหเ้ซลล์ HDF เคลื่อนที่
ชิดติดกันที่เวลา 48 ชัว่โมง หลังการทดสอบ โดยไม่มีผลต่อความเป็นพิษของเซลล์ ใน
กระบวนการหายของแผล fibroblast เป็นเซลล์ทีม่บีทบาทส าคญั ท าหน้าทีส่ร้างและหลัง่ปัจจยั
การเจริญเติบโตหลายชนิด เช่น TGF-beta, VEGF และ FGF เป็นต้น เพื่อกระตุ้นการสร้าง
หลอดเลือดใหม่และการแบ่งเซลล์ต่าง ๆ บรเิวณ และท าให้เกิดการหดตวัของแผล (Porter, 
2007; Bainbridge, 2013; Jardins-Park et al., 2018)  กา รที่ ย า สมานแผลแล ะส มุน ไพ ร
องค์ประกอบในต ารบัยา มคีวามสามารถกระตุ้นการเคลื่อนที่และการแบ่งเซลล์ของ fibroblast 
ไดน้ัน้ น่าจะสง่ผลดใีนการสง่เสรมิกระบวนการหายของแผลได ้
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 การศกึษาฤทธิต์่อการหายของแผลในสตัวท์ดลองของต ารบัยาสมานแผลทัง้ 2 รูปแบบ 
ใชโ้มเดลหนูทดลองจ านวน 2 สายพนัธุ์ ไดแ้ก่ 1) Wistar rats เพื่อประเมนิการหายของแผลใน
สภาวะปกติ และ 2) GK rats ซึ่งเป็นหนูเบาหวานชนิดที่ 2 เพื่อประเมนิการหายของแผลใน
สภาวะทีเ่ป็นโรคเบาหวานหรอืมรีะดบัน ้าตาลในเลอืดสงู  

จากการประเมนิฤทธิข์องยาสมานแผลต่อการหายของแผลในหนูปกต ิพบว่า หลงัจาก
การท าใหเ้กดิแผลหนูทดลองกลุ่มทีไ่ดร้บัการรกัษาดว้ยยาสมานแผลในรูปแบบยาน ้ามนั มขีนาด
พืน้ทีแ่ผลลดลงอย่างมนียัส าคญัในวนัที ่5, 7, 9 และ 11 หลงัการรกัษา แต่กลุ่มทีไ่ดร้บัการรกัษา
ด้วยยาสมานแผลในรูปแบบยาเตรยีมแผ่นปิดแผล มขีนาดพื้นที่แผลลดลงอย่างมนีัยส าคญัใน
วนัที ่3, 5, 7, 9 และ 11 หลงัการรกัษา ซึง่จะเหน็ไดว้่ายาสมานแผลในรูปแบบยาเตรยีมแผ่นปิด
แผลออกฤทธิไ์ด้เรว็กว่าโดยสามารถลดพื้นที่แผลลงได้ตัง้แต่วนัที่ 3 หลงัการรกัษา ซึ่งอาจจะ
เป็นผลมาจากความแตกต่างของรูปแบบยา และความคงตวัของยาหลงัจากการทาบรเิวณแผล 
ยาน ้ามนั ซึ่งมลีกัษณะเป็นของเหลว เมื่อทาลงบนบรเิวณแผลจะเกดิการแพร่กระจายไปทัว่แผล 
ด้วยคุณสมบตัิการแพร่จายของยาน ้ามนัจะส่งผลเสยีโดยมยีาบางส่วนแพร่กระจายออกนอก
บรเิวณแผล จงึอาจจะท าใหผ้ลของยาสมานแผลในรูปแบบยาน ้ามนัออกฤทธิไ์ดช้้ากว่า ในส่วน
ของยาสมานแผลในรูปแบบยาเตรยีมแผ่นปิดแผล มลีกัษณะคลา้ยยาขีผ้ ึง้ ซึ่งมคีุณสมบตัใินการ
เคลือบติดบริเวณแผล สามารถคงสภาพของยาไว้ในต าแหน่งของแผลได้เป็นเวลานานจึง
สามารถออกฤทธิไ์ด้เร็วกว่ายาสมานแผลในรูปแบบยาน ้ามนั นอกจากนี้ จากผลการประเมนิ
ฤทธิต์้านการอกัเสบในระดบัสตัวท์ดลอง พบว่า ยาสมานแผลในรูปแบบยาเตรยีมแผ่นปิดแผล
สามารถออกฤทธิไ์ดด้กีว่ายาสมานแผลในรูปแบบยาน ้ามนั จงึเป็นเหตุผลหนึ่งทีส่ามารถอธบิาย
ได้ว่า ในวนัที่ 3 หลงัการเกดิแผลนัน้ กระบวนการหายของแผลอยู่ในระยะของการอกัเสบ ซึ่ง
รปูแบบยาทีส่ามารถยบัยัง้การอกัเสบไดด้กีว่า จะมผีลต่อการหายของแผลทีเ่รว็กว่า 

จากการตรวจวเิคราะหห์าระดบัของปัจจยัการเจรญิเตบิโต และระดบัของคอลลาเจนใน
เนื้อเยื่อแผล หลงัการรกัษาดว้ยยาสมานแผลทัง้ 2 รูปแบบ พบว่า ยาสมานแผลมผีลต่อการเพิม่
ปรมิาณของ TGF-beta1, VEGF, collagen type III และ collagen type I อย่างมนีัยส าคญัเมื่อ
เปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม ในวนัที ่7 หลงัการรกัษา แต่ในวนัที ่11 หลงัการรกัษา พบว่า ยา
สมานแผลทัง้ 2 รปูแบบมผีลต่อการลดระดบัของ TGF-beta1, VEGF และ collagen type III แต่
มีผลต่อการเพิ่มปริมาณของ collagen type I ได้อย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุม    

การหายของแผล คอื กระบวนการทีเ่กดิจากการท างานร่วมกนัของเซลล์หลายชนิดเพือ่
ซ่อมแซมเนื้อเยื่อทีไ่ดร้บับาดเจบ็ เช่น epidermal cells, endothelial cells, polymorphonuclear 
leukocytes, macrophages, fibroblasts และ keratinocytes (Bainbridge, 2013; Savari et al., 
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2019) ซึ่งประกอบด้วย 4 ระยะ คอื ระยะการแขง็ตวัของเลอืด (coagulation phase) ระยะการ
อักเสบ (inflammation phase) ระยะการแบ่งเซลล์ (proliferation phase) และระยะการปรับ
รปูร่าง (remodeling phase) (Canedo-Dorantes and Canedo-Ayala, 2019; Karppinen et al., 
2019) ระยะการแบ่งเซลล์ ประกอบด้วย การสร้างหลอดเลอืดใหม่ (angiogenesis) การสะสม
ของคอลลาเจน (collagen deposition) การสร้างเนื้อเยื่อแกรนูเลชัน่ (granulation tissue 
formation) และการหดตัวของแผล (wound contraction) (Singhal et al., 2011; Shao et al., 
2019)           
 TGF-beta1 คอื ปัจจยัการเจรญิเตบิโตที่มคีวามส าคญัในทุกระยะของกระบวนการหาย
ของแผล ซึ่งมรีายงานก่อนหน้านี้ระบุว่า การท างานของ TGF-beta1 มผีลต่อกระบวนการหาย
ของแผลทัง้ผลดแีละผลเสยี (Wang et al., 2006) จากการศกึษาของ Crown และคณะ (2000) 
ได้ศึกษาผลต่อการหายของแผลในหนู TGF-beta1 knockout mice เปรียบเทียบกับหนูปกติ 
พบว่า หนูปกติมกีารหายของแผลอย่างสมบูรณ์ในวนัที่ 16 หลงัการเกดิแผล แต่หนูที่มคีวาม
บกพร่องของ TGF-beta1 มกีารหายของแผลทีไ่ม่สมบูรณ์หลงัจากการเกดิแผลเป็นเวลา 20 วนั 
แสดงให้เห็นว่าความบกพร่องของ TGF-beta1 มีผลต่อการหายของแผลที่ช้าลง แต่ในทาง
ตรงกนัขา้มหากมปีรมิาณของ TGF-beta1 เป็นจ านวนมากต่อเนื่องเป็นระยะเวลานานในช่วง
ทา้ยของระยะการแบ่งเซลล์และระยะการปรบัรูปร่างของกระบวนการหายของแผลนัน้ จะส่งผล
เสยี โดย TGF-beta1 มผีลต่อการกระตุ้นเซลล์ fibroblast ให้มกีารสร้างเนื้อเยื่อผงัผดื (tissue 
fibrosis) ที่มากเกินไปน าไปสู่การเกิดแผลเป็นแบบ hypertrophic scar มรีายงานก่อนหน้านี้ 
พบว่า ใน  hypertrophic scar fibroblast cells มีปริมาณของ TGF-beta1 มากกว่าอย่างมี
นัยส าคญัเมื่อเปรยีบเทยีบเซลล์ปกต ิ(Wang et al., 2000) hypertrophic scar นอกจากจะมกีาร
แสดงออกของ TGF-beta1 ที่มากกว่าปกติแล้ว ยังพบว่ามีการแสดงออกของ TGF-beta 
receptors type I และ type II ทีน่านกว่าเนื้อเยื่อปกตอิกีดว้ย โดยงานวจิยัระบุว่า แมว้่าจะมกีาร
แสดงออกของ TGF-beta receptors type I และ type II อย่างหนาแน่นในการหายของแผลที่
เป็นปกต ิแต่การแสดงออกเหล่านี้จะลดลงเมื่อเข้าสู่ระยะท้ายของการแบ่งเซลล์และระยะการ
ปรบัรูปร่าง ซึ่งการแสดงออกที่มากเกนิไปของ TGF-beta1 และ TGF-beta receptors ในเซลล์ 
fibroblasts ของระยะทา้ยในกระบวนการหายของแผลมผีลต่อการเกดิแผลเป็น (Schmid et al., 
1998; Penn et al., 2012) จากการประเมนิฤทธิข์องยาสมานแผลต่อการหายของแผล พบว่า ยา
สมานแผลมผีลเพิม่ระดบัของ TGF-beta1 ในวนัที่ 7 หลงัการรกัษา และสามารถลดระดบัของ 
TGF-beta1 ได้ในวนัที่ 11 หลงัการรกัษา ซึ่งบ่งชี้ได้ว่ายาสมานแผลมผีลที่ดีในการท าให้แผล
หายเรว็ขึน้และลดการเกดิแผลเป็นได ้ซึง่สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Gopal และคณะ (2014) ได้
ศึกษาฤทธิข์อง chitosan-based copper nanocomposite (CCNC) ต่อการหายของแผลในหนู
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ทดลอง พบว่า มคีวามสามารถในการรกัษาแผล โดยมรี้อยละการหดตวัของแผลมากกว่ากลุ่ม
ควบคุมอย่างมนีัยส าคญั ในวนัที ่3, 7, 11 และ 14 หลงัการรกัษา และพบว่าในวนัที ่7 หลงัการ
รกัษา CCNC มคีวามสามารถในการเพิม่ระดบัของ TGF-beta1 แต่ในวนัที่ 14 หลงัการรกัษา 
CCNC มผีลลดระดบัของ TGF-beta1 ในเนื้อเยื่อแผล สง่ผลใหเ้กดิการสง่เสรมิกระบวนการหาย
ของแผลทีด่ ี          
 การสรา้งหลอดเลอืดใหม่ หรอื angiogenesis ในกระบวนการหายของแผล เป็นปัจจยัที่
มคีวามส าคญัซึ่งเกีย่วขอ้งกบัการขนส่งสารอาหารและออกซเิจนมาหล่อเลี้ยงเนื้อเยื่อทีส่รา้งใหม่ 
ซึ่งเป็นผลมาจากการท างานของปัจจยัการเจรญิเติบโตที่ส าคญั ได้แก่ VEGF (Ferrari et al., 
2009; Savari et al., 2019) ในกระบวนการหายของแผล การแสดงออกของ VEGF พบมาก
ทีสุ่ดในวนัที ่3-7 ซึ่งอยู่ในระยะการแบ่งเซลล์และสร้างเนื้อเยื่อแกรนูเลชัน่ และลดลงในวนัที ่14 
หลงัการเกดิแผลซึ่งอยู่ในระยะการปรบัรูปร่าง (Frank et al., 1995; Bao et al., 2009; Johnson 
et al., 2014) แมว้่า VEGF มคีุณสมบตัทิีด่ใีนการกระตุน้การสรา้งหลอดเลอืดใหม่ในกระบวนการ
หายของแผล แต่มหีลายรายงานการศกึษาระบุว่าการมรีะดบัของ VEGF ที่มากและคงอยู่เป็น
ระยะเวลานานจะสง่ผลเสยีต่อการสรา้งแผลเป็นทีรุ่นแรง น าไปสูก่ารเกดิแผลเป็นทีผ่ดิปกต ิ(Gira  
et al., 2004; Wu et al., 2004; Wu et al., 2006; Wang et al., 2008; Wilgus et al., 2008; 
Salem et al., 2009) ซึ่งสอดคล้องกบัการศกึษาฤทธิข์องยาสมานแผลต่อการหายของแผลใน
ครัง้นี้ โดยพบว่า ยาสมานแผลมผีลต่อการเพิม่ระดบัของ VEGF ในวนัที ่7 หลงัการรกัษา และ
สามารถลดระดบัของ VEGF ลงในวนัที ่11 หลงัการรกัษา โดยเป็นการกระตุ้นการหายของแผล
และลดปัจจยัเสีย่งของการเกดิแผลเป็นทีรุ่นแรง และเป็นไปในทศิทางเดยีวกนักบัการศกึษาของ 
Gopal และคณะ (2014) ซึ่งศกึษาฤทธิข์อง CCNC ต่อการหายของแผลในหนูทดลอง พบว่า ใน
วนัที ่7 หลงัการรกัษา CCNC มคีวามสามารถในการเพิม่ระดบัของ VEGF และในวนัที ่14 หลงั
การรกัษา CCNC มผีลลดระดบัของ VEGF ในเนื้อเยื่อแผลได ้สง่ผลใหแ้ผลหายเรว็  
 collagen เป็นองคป์ระกอบหลกัของการสรา้ง ECM ในระยะการแบ่งเซลล์และระยะการ
ปรบัรูปร่างของกระบวนการหายของแผล ท าหน้าที่ให้ความแข็งแรงและความสมบูรณ์ของ
เนื้อเยื่อเกี่ยวพนัที่สร้างขึ้นมาใหม่ (Li et al., 2017) collagen type I ท าหน้าที่ให้ความแขง็แรง
และ collagen type III จะพบมากในระยะแรกของกระบวนการหายของแผล (Wang et al., 
2015) การเพิม่ขึ้นของ collagen type I เป็นตวับ่งชี้ถึงเนื้อเยื่อที่สร้างใหม่บรเิวณแผลมคีวาม
แขง็แรง การประเมนิฤทธิข์องยาสมานแผลทัง้ 2 รูปแบบต่อระดบัของ collagen พบว่าในวนัที่ 
11 มีระดับของ collagen type I เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ และมีระดับของ collagen type III 
ลดลงอย่างมนียัส าคญั ซึง่สอดคลอ้งกบัรายงานการศกึษาของ Volk และคณะ (2011) โดยพบว่า 
หนูทดลองที่มคีวามบกพร่องของ collagen type III (Col3 deficient (Col3+/–) mice) มกีารปิด
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ของแผลเรว็กว่าหนูปกตโิดยเพิม่อตัราการหดตวัของแผล นอกจากนี้ยงัเพิม่ปรมิาณของเซลล์ 
myofibroblast ในเนื้อเยื่อแกรนูเลชัน่ไดอ้กีดว้ย 

จากการวิเคราะห์เปรียบเทียบยาสมานแผลในรูปแบบยาน ้ามนัและยาสมานแผลใน
รูปแบบยาเตรยีมแผ่นปิดแผลต่อฤทธิส์่งเสรมิกระบวนการหายของแผลในหนูปกต ิพบว่า  ยา
สมานแผลในรูปแบบยาน ้ามนั สามารถกระตุ้นการสร้าง TGF-beta1 และ VEGF ได้ดีกว่ายา
สมานแผลในรูปแบบยาเตรียมแผ่นปิดแผล ซึ่งอาจจะเป็นผลมาจากการที่ยาสมานแผลใน
รูปแบบน ้ามนัมีปริมาณของสาร curcumin ที่มากกว่ายาสมานแผลในรูปแบบยาเตรียม ซึ่งมี
รายงานการวจิยัที่ระบุว่า curcumin มคีวามสามารถที่ดใีนการกระตุ้นการแสดงออกของ TGF-
beta1 (Mani et al., 2002; Prasad et al., 2017) แล ะ  VEGF (Kant et al., 2015; You et al., 
2017) ในเนื้อเยื่อแผลได้ แต่ยาสมานแผลในรูปแบบยาเตรยีมแผ่นปิดแผล สามารถกระตุ้นการ
สรา้ง collagen ไดด้กีว่ายาสมานแผลในรปูแบบยาน ้ามนั ซึง่อาจจะเป็นผลมาจากความแตกต่าง
ของรปูแบบยา ซึง่ยาสมานแผลรูปแบบยาเตรยีมแผ่นปิดแผลเมื่อทาลงบนแผลสามารถคงสภาพ
ของยาในบรเิวณแผลไดน้านกว่า จงึท าใหอ้อกฤทธิก์ระตุน้การสรา้ง collagen ไดด้กีว่า 
 จากการประเมินฤทธิข์องยาสมานแผลทัง้ 2 รูปแบบ ต่อการหายของแผลในหนู
เบาหวาน GK rats พบว่า หนูเบาหวานทีไ่ดร้บัการรกัษาแผลดว้ยยาสมานแผลทัง้ 2 รูปแบบ มี
การหดตวัของแผลมากกว่าอย่างมนียัส าคญัเมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม ตัง้แต่วนัที ่3, 5, 7, 
9 และ 11          
 โรคเบาหวาน คอืสภาวะทีม่รีะดบัน ้าตาลในเลอืดสูงอย่างต่อเนื่องเป็นระยะเวลานาน ซึง่
ส่งผลเสยีต่อระบบต่าง ๆ ในร่างกาย รวมทัง้มผีลกระทบต่อกระบวนการหายของแผลในระยะ
การอักเสบ ก่อให้เกิดการอักเสบแบบ low grade inflammation โดยส่งผลให้เกิดการอักเสบ
ต่อเนื่องเป็นเวลานาน ท าใหไ้ม่สามารถเปลีย่นผ่านจากระยะการอกัเสบ เขา้สูร่ะยะการแบ่งเซลล์
ได ้ก่อใหเ้กดิความบกพร่องของกระบวนการหายของแผล เกดิเป็นแผลเรือ้รงั (Tellechea et al., 
2010) มรีายงานการศกึษาก่อนหน้านี้พบว่า ภาวะที่มรีะดบัน ้าตาลในเลอืดสูงจะท าให้การหาย
ของแผลเกดิขึน้ชา้กว่าปกต ิจากการศกึษาของ Slavkovsky และคณะ (2011) ไดศ้กึษาการหาย
ของแผลในหนูเบาหวานสายพนัธุ์ Zucker diabetic fatty rats (ZDF) เปรยีบเทียบกบัหนูปกติ 
พบว่า หนู ZDF ทัง้เพศผู้และเพศเมยี มขีนาดพื้นที่ของแผลมากกว่าอย่างมนีัยส าคญัทางสถติิ
เมื่อเปรยีบเทยีบกบัหนูปกต ิในวนัที ่2, 4, 6, 8 และ 10 หลงัการเกดิแผล การศกึษาของ Wang 
และคณะ (2012) ไดศ้กึษาการหายของแผลบรเิวณเยื่อบุตา (corneal epithelial) ในหนูเบาหวาน
สายพนัธุ ์GK rats เปรยีบเทยีบกบัหนูปกต ิพบว่า หลงัการเกดิแผลเป็นเวลา 24 ชัว่โมง หนู GK 
rats มีขนาดพื้นที่แผล เท่ากับ 463,666±69,692 pixels ซึ่งมากกว่าอย่างมีนัยส าคัญเมื่อ
เปรยีบเทยีบกบัหนูปกติ (329,500±69,681 pixels) และทีเ่วลา 35 ชัว่โมง หลงัการเกดิแผล หนู 
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GK rats มขีนาดพื้นที่แผล เท่ากบั 278,417±64,948 pixels ซึ่งมากกว่าอย่างมนีัยส าคญัเมื่อ
เปรยีบเทียบกบัหนูปกติ (70,250±68,947 pixels) การศึกษาของ Yu และคณะ (2017) ซึ่งได้
ประเมนิการหายของแผลบรเิวณเทา้ในหนูทดลองทีไ่ดร้บัการเหนี่ยวน าดว้ย streptozotocin เป็น
เวลา 5 วนั เพื่อใหเ้ป็นโรคเบาหวานชนิดที ่2 กบัหนูทดลองปกต ิพบว่า ในวนัที ่8 หลงัการเกดิ
แผล หนูเบาหวานมขีนาดพืน้ที่ของแผลเท่ากบั 9.29±0.88 ตารางมลิลเิมตร ซึ่งมากกว่าอย่างมี
นัยส าคญัเมื่อเปรยีบเทยีบกบัหนูปกต ิ(7.91±1.80 ตารางมลิลเิมตร) และจากการศกึษาทางจุล
กายวภิาคของเนื้อเยื่อแผลในวนัที ่13 หลงัการเกดิแผล พบว่า ในหนูเบาหวานยงัตรวจพบเซลล์ 
neutrophils ซึ่งบ่งชี้ถึงภาวะการคงอยู่ของการอักเสบ และไม่พบการสร้างหลอดเลือดใหม่ 
ในทางตรงกนัขา้มเนื้อเยื่อแผลของหนูปกตไิม่มพีบเซลล์อกัเสบ มกีารหายของแผลที่ค่อนขา้ง
สมบูรณ์ และพบการสร้างหลอดเลอืดใหม่บรเิวณเนื้อเยื่อแผล จากรายงานของ Suckow และ
คณะ (2017) ไดท้ าการศกึษาผลต่อการหายของแผลในหนู Zucker diabetic Sprague Dawley 
(ZDSD) rats ซึง่เป็นหนูเบาหวานชนิดที ่2 ทีม่ภีาวะอว้นเปรยีบเทยีบกบัการหายของแผลในหนู
ปกติ พบว่าในวันที่ 9, 11 และ 14 หลังการเกิดแผล หนูเบาหวาน ZDSD rats มีเส้นผ่าน
ศูนยก์ลางของแผลมากกว่าอย่างมนียัส าคญัเมื่อเปรยีบเทยีบกบัหนูปกต ิ    

นอกจากการประเมินการหดตัวและการปิดของแผลแล้ว การศึกษาในครัง้นี้ได้เก็บ
ตัวอย่างเนื้อเยื่อแผลที่ได้รบัการรกัษาด้วยยาสมานแผลทัง้ 2 รูปแบบ ในวนัที่ 11 มาตรวจ
วิเคราะห์หาระดับของ TGF-beta1, VEGF, collagen type III และ  collagen type I พบว่า                  
ยาสมานแผลทัง้ 2 รูปแบบ มคีวามสามารถในการเพิม่ระดบัของ TGF-beta1, VEGF, collagen 
type III และ collagen type I ไดอ้ย่างมนียัส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม 
   ความบกพร่องของกระบวนการหายของแผลในโรคเบาหวาน ซึ่งน าไปสู่การเกดิแผล
เรือ้รงันัน้ เกดิจากสาเหตุต่างๆ หลายปัจจยัร่วมกนั หนึ่งในสาเหตุทีม่รีายงานการวจิยัก่อนหน้านี้ 
พบว่า โรคเบาหวานมีความบกพร่องของเซลล์ที่เกี่ยวกับการอักเสบ เช่น neutrophils และ 
macrophages ท าใหล้ดการสรา้งและหลัง่ปัจจยัการเจรญิเตบิโตทีส่ าคญับางชนิดในกระบวนการ
หายของแผล (Wetzler et al., 2000) เช่น TGF-beta1 (Jude et al., 2002; Kim et al., 2003; 
Galkowska et al., 2006) และ VEGF (Saaristo et al., 2006; Lin et al., 2017) โรคเบาหวาน
นอกจากส่งผลต่อความบกพร่องของการหลัง่ปัจจยัการเจรญิเตบิโตแล้ว ยงัท าให้เกดิความไม่
สมดุลของการสรา้งและสลาย collagen อกีดว้ย โดยมผีลท าใหเ้กดิการสลาย collagen มากกว่า
สภาวะปกต ิส่งผลให้เนื้อเยื่อที่สร้างใหม่บรเิวณแผลไม่มคีวามแขง็แรง (Goulding, 2015) จาก
ผลการประเมนิฤทธิข์องยาสมานต่อปัจจยัเหล่านี้  พบว่า ยาสมานแผลสามารถกระตุ้นการสร้าง 
TGF-beta1, VEGF, collagen type III และ collagen type I ไดอ้ย่างมนีัยส าคญั ซึ่งเป็นผลการ
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ทดสอบที่สามารถยนืยนัฤทธิข์องยาสมานแผลที่สามารถส่งเสรมิกระบวนการหายของแผลใน
โรคเบาหวานได ้ 
 จากการวิเคราะห์เปรียบเทียบยาสมานแผลในรูปแบบยาน ้ามนัและยาสมานแผลใน
รูปแบบยาเตรยีมแผ่นปิดแผลต่อฤทธิส์่งเสรมิกระบวนการหายของแผลในหนูเบาหวาน พบว่า 
ยาสมานแผลทัง้ 2 รูปแบบ มคีวามสามารถในการกระตุ้นการสร้าง VEGF ในแผลเบาหวานได้
ไม่แตกต่าง แต่ยาสมานแผลในรูปแบบยาเตรยีมแผ่นปิดแผลสามารถกระตุ้นการสร้าง TGF-
beta1 และ collagen ในแผลเบาหวานได้ดกีว่ายาสมานแผลในรูปแบบยาน ้ามนั อาจจะเป็นผล
มาจากกระบวนการหายของแผลในสภาะที่มนี ้าตาลในเลอืดสูง ส่งผลต่อการเกดิการอกัเสบที่
ยาวนาน รูปแบบยาเตรยีมแผ่นปิดแผลของต ารบัยายาสมานแผลทีส่ามารถยบัยัง้การอกัเสบได้
ดกีว่าน่าจะสามารถกระตุ้นการสรา้งปัจจยัการเจรญิเตบิโตและสง่เสรมิใหม้กีระบวนการหายของ
แผลทีด่กีว่าได ้
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

บทท่ี 5 

สรปุ 

1. สมุนไพรองค์ประกอบในต ารบัยาสมานแผลมลีกัษณะทางเภสชัเวท ปรมิาณสิง่เจอืปน 
และปริมาณสารส าคัญที่ เ ป็นไปตามข้อก าหนดมาตร ฐานของ  Thai herbal 
pharmacopeia และ/หรอื Ayurvedic herbal pharmacopoeia 
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2. ความคงตวัทางเคมแีละฤทธิท์างชวีภาพของยาสมานแผล T-YaSP และ YaSP ลดลง
เมื่อผ่านการเกบ็รกัษาเป็นเวลา 6 เดอืน  

3. ยาสมานแผล T-YaSP และ YaSP ไม่ก่อใหเ้กดิการระคายเคอืงต่อผวิหนงัสตัวท์ดลอง 
4. ยาสมานแผล T-YaSP และ YaSP มฤีทธิต์้านการอบัเสบ โดยการยบัยัง้ MPO, MDA, 

NO, iNOS, COX-2, PGE2 และ TNF-alpha, IL-1beta แต่ยาสมานแผลในรูปแบบ 
YaSP มฤีทธิท์ีด่กีว่า 

5. ยาสมานแผล T-YaSP และ YaSP มฤีทธิส์ง่เสรมิกระบวนการหายของแผลไดท้ัง้ในแผล
ปกติและแผลเบาหวาน โดยสามารถกระตุ้นการสร้าง VEGF และ TGF-beta1 ใน
ระยะแรกของกระบวนการหายของแผลได ้และสามารถลดระดบัของ VEGF และ TGF-
beta1 ในระยะสุดท้ายของกระบวนการหายของแผลได้ อีกทัง้ยงัสามารถกระตุ้นการ
สร้าง collagen I และยบัยัง้การสร้าง collagen III ในระยะการแบ่งเซลล์และระยะการ
ปรบัรูปร่างของกระบวนการหายของแผลได ้ซึ่ง YaSP มฤีทธิส์่งเสรมิกระบวนการหาย
ของแผลทีด่กีว่า 
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ตารางท่ี 24 Chemical profiles of Ya-Samarn-Phlae and its four components using liquid chromatography–mass spectrometry (LC-
MS). 

RT Compound Label MFG Fomula (Mass)  E-YaSP T-YaSP YaSP CL GM OS AC 

3.028  (-)-Glyceollin I  C20H18O5 (338.116)  +  -  - + - - - 

22.349  (+)-Arnicenone  C15H22O (218.167)  +  -  - + - - - 

4.306 (+)-Tephrorin A  C24H26O7 (426.166)  -  -  - - + - - 

2.751 (+)-Warfarin  C19H16O4 (308.106)  -  -  - + - - - 

2.106 (10S)-Juvenile  C15H26O4 (270.184)  +  -  - - - - -  
 hormone III acid diol 

20.377 (3beta,8beta)-3  C15H22O3 (250.157)  -  +  - - - - - 
 -Hydroxy7(11)-eremophilen-12, 8-olide 

7.036 1-(3-Methylbutanoyl) C16H28O11 (396.163)  -  -  - - + - - 
 -6-apiosylglucose 

27.675 1,7-Dihydroxy-3,6 C25H28O6 (424.190)  -  +  - - - - - 
 -dimethoxy-2,8-diprenylxanthone 
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ตารางท่ี 24 (Continued) 

RT Compound Label MFG Fomula (Mass)  E-YaSP T-YaSP YaSP CL GM OS AC 

11.512 10,11-dihydroxy C18H36O4 (316.263)  -  -  - - - + -  
 stearic acid 

21.555 10E-heptadecen-8 C17H28O2 (264.209)  +  -  - - - - - 
 -ynoic acid 

25.497 11,12-dihydroxy C20H40O4 (344.293)  -  -  - - - + + 
 arachidic acid 

8.714 11-HpOME  C18H34O4 (314.245)  -  -  - - - + - 

38.245 12-oxo-10Z  C18H32O3 (296.236)  -  -  - - - + - 
 -octadecenoic acid 

31.648 12R-HETrE  C20H34O3 (322.249)  -  -  - - - + - 

21.226 16-phenoxy tetranor  C22H28O6 (388.188)  -  -  + - - - - 
 Prostaglandin E2   

38.230 16Z-octadecenoic C18H34O2 (282.257)  -  -  - - - + + 
 acid 
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ตารางท่ี 24 (Continued) 

RT Compound Label MFG Fomula (Mass)  E-YaSP T-YaSP YaSP CL GM OS AC 

3.031 1-Hydroxyacorenone C15H22O3 (250.157)  +  -  - + - - - 

25.750 1-Isomangostin  C24H26O6 (410.174)  +  -  - - + - - 

27.481 1-Linoleoyl Glycerol C21H38O4 (354.277)  -  -  - - - + - 

31.200 1-Monopalmitin  C19H38O4 (330.278)  -  -  - - - + - 

25.749 2,3-Dehydrokievitone C20H18O6 (354.111)  +  -  - - + - - 

13.814 2,3-Dihydroabscisic C15H24O3 (252.172)  -  +  + - - - - 
 alcohol 

2.041 2,3-dinor Fluprostenol C21H25F3O6 (430.160)  -  -  - - + - - 

22.857 2-Methyl-3  C5H6S2 (129.991)  -  -  - - - - +  
 -thiophenethiol 

2.963 3(4->5)-Abeo-4,11 C15H24O3 (252.173)  -  -  - + - - - 
 :4,12-diepoxy-3-eudesmanol 
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ตารางท่ี 24 (Continued) 

RT Compound Label MFG Fomula (Mass)  E-YaSP T-YaSP YaSP CL GM OS AC 

2.444 3,4'-Dimethoxyfurano C19H14O5 (322.085)  -  -  - + - - -  
 [2,3:7,8]flavones 

15.778 3,5-Pyridinedicarbo C18H18N2O8 (390.106)  -  +  + - - - - 
 xylic acid, 1,4-dihydro              
 -2, 6- dimethyl-4-              
 (3- nitrophenyl)-,               
 carboxymethyl methyl est 

19.196 3,5-Pyridinedicarbo C17H16N2O7 (360.096)  -  -  + - - - - 
 xylic acid, 2, 6-  
 dimethyl-4-(3- nitrophenyl)-,             
 mono(2- hydroxyethyl) ester 

32.835 3E,13Z-Octadecadienal C18H32O (264.246)  -  -  - - - + - 

21.720 3-Isomangostin hydrate C24H28O7 (428.183)  -  +  - - - - - 
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ตารางท่ี 24 (Continued) 

RT Compound Label MFG Fomula (Mass)  E-YaSP T-YaSP YaSP CL GM OS AC 

2.686 3alpha-Hydroxy-4, C15H20O (216.152)  -  -  - + - - -  
 4- Bisnor- 8,11,13- 
 Podocarpatriene 

2.146 4,11,13,15-Tetra C15 H24 O4 (268.168)  -  -  - + - - - 
 hydroridentin B 

18.674 4-Hydroxy-3,5,4'- C17H18O4 (286.121)  -  +  - - - - - 
 trimethoxystilbene 

27.481 5-(1-hydroxypropan C18H30O (262.230)  -  -  - - - + - 
 -2-yl)isolongifol  

19.013 5,7-Dihydroxy-3,6, C31H38O18 (698.208)  -  +  - - - - - 
 8,4'- tetramethoxyflavone 

3.542 6'',6''-Dimethylpyrano C23H24O6 (396.158)  -  -  - - + - - 
 [2'',3'':6',5']-2'-hydroxy              
 -3,4,4'-trimethoxychalcone 
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ตารางท่ี 24 (Continued) 

RT Compound Label MFG Fomula (Mass)  E-YaSP T-YaSP YaSP CL GM OS AC 

22.476 6,8-Dihydroxy-1,7 C24H24O6 (408.158)  -  +  + - - - - 
 -diprenylxanthone-2-              
 carboxylic acid 

32.198 6E,9E-octadecadie- C18H32O2 (280.238)  -  -  - - - + + 
 noic acid 

2.196 6-Prenylisocaviunin C24H26O8 (442.162)  -  -  - - + - - 

5.690 7-Hydroxy-3-(4- C19H18O4 (310.120)  -  -  - + - - -
 methoxyphenyl)-4- 
 propyl-2H-1- 
 benzopyran-2-one 

25.794 8-Hydroxygalangin  C21H20O7 (384.122)  -  -  - - - + - 
    3-methyl ether  
    8-methylbutyrate 
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ตารางท่ี 24 (Continued) 

RT Compound Label MFG Fomula (Mass)  E-YaSP T-YaSP YaSP CL GM OS AC 

32.199 8-methoxy-13-  C19H34O4 (326.246)  -  -  - - - + - 
 hydroxy-9,11-  
 octadecadienoic acid 

8.196 9,10-Epoxy-18-  C18H34O4 (314.246)  -  -  - - - + - 
 hydroxystearate 

31.723 9-Hydroxycalaba C24H24O6 (408.158)  +  -  - - + - - 
 xanthone 

15.301 9Z,12Z,15E-  C18H30O2 (278.225)  -  -  - - - + -  
 octadecatrienoic acid 

2.688 Acorusdiol  C15H24O3 (252.172)  +  -  - - - - - 

18.955 Alpha-12(13)-EpODE  C18H30O3 (294.220)  -  -  - - - + - 

18.166 Alpha-9(10)-EpODE C18H30O3 (294.220)  -  -  - - - + - 

10.443 Alpha-mangostin C24H26O6 (410.173)  +  +  + - + - - 
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ตารางท่ี 24 (Continued) 

RT Compound Label MFG Fomula (Mass)  E-YaSP T-YaSP YaSP CL GM OS AC 

22.269 Ambonane  C19H16O5 (324.100)  -  -  - - + - - 

28.107 Amoritin  C31H38O6 (506.266)  -  +  - - - - - 

8.537 Amorphigenin  C23H22O7 (410.137)  -  -  - - + - - 

32.206 Anandamide  C20H35NO2 (321.267)  -  -  - - - + - 
 (18:3, n-6) 

4.516 Archangelicin  C24H26O7 (426.169)  +  -  - - + - - 

1.606 Arecoline  C8H13NO2 (155.095)  +  -  - - - - + 

31.730 Artonin K  C21H18O7 (382.107)  +  -  - - + - - 

28.304 Artonin V  C25H26O7 (438.169)  -  +  - - - - - 

3.168 Aurmillone  C21H20O6 (368.127)  +  -  - + - - - 

7.964 Benzoylagmatine C12H18N4O (234.147)  -  -  - + - - - 

20.746 Beta-Dihydrorotenone C23H24O6 (396.158)  +  +  - - + - - 
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ตารางท่ี 24 (Continued) 

RT Compound Label MFG Fomula (Mass)  E-YaSP T-YaSP YaSP CL GM OS AC 

18.727 Bisdemethoxy-  C19H16O4 (308.099)  +  -  + + - - - 
 curcumin 

21.214 BMPN-benzoic acid C21H24N2O8 (432.153)  -  +  - - - - - 
 glucuronide 

16.186 C16 Sphinganine C16H35NO2 (273.266)  -  -  + - - - - 

38.248 C-2 Ceramide  C20H39NO3 (341.294)  -  -  - - - + - 

8.557 Chavicol  C9H10O (134.073)  +  -  - - - - - 

2.160 Chlorovulone III C20H28O5 (348.193)  -  -  - - - + - 

25.751 Cholesterol sulfate C27H46O4S (466.311)  -  +  - - - - - 

5.163 Cicutoxin  C17H22O2 (258.161)  -  -  - + - - - 

3.209 cis-12a-Hydroxyrot C23H24O7 (412.151)  -  -  - - + - -  
 -2'-enonic acid  
22.270 Coumestrol  C15H8O5 (268.038)  -  -  - - + - - 
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ตารางท่ี 24 (Continued) 

RT Compound Label MFG Fomula (Mass)  E-YaSP T-YaSP YaSP CL GM OS AC 

7.968 Curcumenol  C15H22O2 (234.162)  +  -  - + - - - 

6.983 Curcumin  C21H20O6 (368.127)  +  +  + + - - - 

4.294 Cycloartomunin C26H24O7 (448.151)  +  -  - - - - - 

6.831 Cyperolone  C15H24O2 (236.178)  -  -  - + - - - 

24.871 Dehydrodihydroro- C23H22O6 (394.142)  +  -  - - + - - 
 tenone 

6.343 Demethoxycurcumin C20H18O5 (338.115)  +  -  + + - - - 

19.264 Demethyltexasin C15H10O5 (270.053)  -  -  - - + - - 

2.889 Desmethyldehydro C16H14N2O6 (330.085)  +  -  - - - - - 
 nifedipine 

4.818 Diethyltoluamide C12H17NO (191.131)  -  -  - - - + - 

19.903 DihydroisoalantolactoneC15H22O2 (234.161)  -  +  + - - - - 
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ตารางท่ี 24 (Continued) 

RT Compound Label MFG Fomula (Mass)  E-YaSP T-YaSP YaSP CL GM OS AC 

24.779 Dihydro-Omethyl C19H16O6 (340.095)  -  +  - - - - - 
 sterigmatocystin 

24.763 Dihydrorotenone C23H24O6 (396.157)  -  -  + - - - - 

15.803 Disenecionyl cis- C24H26O7 (426.168)  -  -  - - + - - 
 khellactone 

23.844 Disuccinimidyl  C16H20N2O8 (368.121)  -  +  - - - - - 
 Suberate 

27.931 Dulciol B  C28H32O6 (464.221)  +  -  - - + - - 

21.033 Eicosanedioic acid C20H38O4 (342.277)  -  -  - - - + - 

20.822 Emmotin A  C16H22O4 (278.152)  -  -  - - - + - 

22.214 Exiguaflavanone M C25H30O7 (442.200)  -  -  - - + - - 

5.302 Farfugin A  C15H18O (214.136)  -  -  - + - - - 
27.454 Fructoselysine  C12H24N2O7 (308.159)  -  -  - - - - + 
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ตารางท่ี 24 (Continued) 

RT Compound Label MFG Fomula (Mass)  E-YaSP T-YaSP YaSP CL GM OS AC 

17.962 Furodysinin  C15H20O (216.151)  +  -  - - - - - 

17.961 Galactosylglycerol C9H18O8 (254.099)  -  -  - + - - - 

3.433 Ganoderic acid beta C30H44O6 (500.315)  +  -  - - - - - 

22.275 Garcinone A  C23H24O (380.163)  +  -  - - + - - 

28.295 Garcinone E  C28H32O6 (464.221)  -  +  - - - - - 

22.469 Gedunin  C28H34O7 (482.231)  -  -  - - + - - 

24.608 Genistein  C15H10O5 (270.054)  -  +  - - - - -  

5.024 Gingerol  C17H26O4 (294.183)  -  -  - + - - - 

3.039 Glycyrrhisoflavanone C21H20O6 (368.126)  -  -  - + - - - 

2.750 Glyinflanin H  C19H16O4 (308.104)  +  -  + - - - - 

32.833 Heneicosanedioic acid C21H40O4 (356.293)  -  -  - - - + - 
9.868 Heteroflavanone C C23H26O7 (414.167)  -  -  - - + - - 
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ตารางท่ี 24 (Continued) 

RT Compound Label MFG Fomula (Mass)  E-YaSP T-YaSP YaSP CL GM OS AC 

20.792 Ishwarol  C15H24O (220.183)  -  -  - + - - - 

1.903 Isoathyriol  C14H10O6 (274.047)  -  -  - - + - - 

9.852 Laxiflorin  C23H26O7 (414.169)  +  -  - - + - - 

3.019 Lepidine D  C20H18N4O2 (346.144)  +  -  - - - - - 

19.180 Limonen-6-ol  C15H24O2 (236.178)  -  +  - - - - -  
 -pivalate 

38.245 Linoleoyl  C20H37NO2 (323.284)  -  -  - - - + - 
 Ethanolamide  

35.033 Lupiniol A1  C25H28O6 (424.190)  +  -  - - + - - 

6.924 Luteolin 7,3',4'  C18H16O6 (328.094)  -  -  - - + - - 
 -trimethyl ether 

22.672 Mallotochromene C24H26O8 (442.162)  -  +  - - - - - 
17.624 Mangostenol  C24H26O7 (426.168)  -  +  - - - - - 
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ตารางท่ี 24 (Continued) 

RT Compound Label MFG Fomula (Mass)  E-YaSP T-YaSP YaSP CL GM OS AC 

25.894 Mangostinone  C23H24O5 (380.162)  -  +  - - - - - 

3.233 Melledonal A  C23H28O8 (432.177)  -  -  - - + - - 

15.529 Methuyl tanshinonate C20H18O5 (338.116)  -  +  + - - - - 

20.746 Methylophiopogonone A C19H16O6 (340.096)  +  -  - - + - - 

8.110 Methylophiopogonone B C19H18O5(326.115)  -  -  - - + - - 

27.859 Mycolipanolic acid  C24H48O3 (384.359)  -  -  - - - - + 

15.186 Myristicanol B  C22H28O7 (404.185)  -  -  + - - - - 

36.398 N-Cyclohexanecarbo C22H43NO (337.336)  +  -  - - + + +
 nylpentadecylamine 

27.858 N-Despropylpergolide C16H20N2S (272.135)  -  +  - - - - - 

6.537 Neorautenanol  C21H18O6 (366.109)  -  -  - - + - - 

1.586 Nigerose (Sakebiose) C12H22O11 (342.116)  -  -  - - - + - 
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ตารางท่ี 24 (Continued) 

RT Compound Label MFG Fomula (Mass)  E-YaSP T-YaSP YaSP CL GM OS AC 

6.374 Penaresidin B  C19H39NO3 (329.292)  -  -  - - - + - 

29.202 Phe4Cl-TyrMe-OH C24H21ClN2O7 (484.103) -  -  + - - - - 

4.152 Phytosphingosine C18H39NO3 (317.292)  -  -  - - - + - 

11.496 Pipenzolate  C22H28NO3 (354.207)  -  -  - - - - + 

24.871 Ponganone IV  C23H24O6 (396.157)  -  -  - - + - - 

17.148 Ponganone VIII C24H26O7 (426.167)  -  +  - - + - - 

29.353 Prebarbigerone C24H26O6 (410.172)  -  -  - - + - - 

1.690 Procyanidin B1  C30H26O12 (578.140)  -  -  - - - - + 

11.547 Pseudorhodomyrtoxin C24H28O7 (428.184)  +  -  - - + - - 

24.859 Psorospermin  C19H16O6 (340.095)  -  -  - - + - - 

22.921 Reserpine  C33H40N2O9 (608.273)  -  +  - - - - -    
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ตารางท่ี 24 (Continued) 

RT Compound Label MFG Fomula (Mass)  E-YaSP T-YaSP YaSP CL GM OS AC 

25.543 Scarlet Red  C24H20N4O (380.164)  -  +  - - - - - 

6.578 Senecrassidiol 6- C17H28O3 (280.204)  +  -  - - - - - 
 Acetate 

27.478 SQDG   C41H76O12S (792.507)  -  -  - - - + -  
 (16:0/16:1(9Z)) 

33.375 Stearoylethanolamide C20H41NO2 (327.312)  -  -  - - - - + 

28.124 Stigmatellin Y  C29H40O6 (484.283)  -  -  + - - - - 

2.963 Sugetriol  C15H24O3 (252.171)  +  -  - - - - - 

17.206 Syringomethyl  C32H38N2O9 (594.260)  +  -  - - - - -  
 Reserpate 

12.968 Taxodione  C20H26O3 (314.189)  -  -  - - - + - 

3.979 Triethyl citrate  C12H20O7 (276.121)  -  -  - - - + - 
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ตารางท่ี 24 (Continued) 

RT Compound Label MFG Fomula (Mass)  E-YaSP T-YaSP YaSP CL GM OS AC 

25.008 Verimol C  C18H20O4 (300.136)  -  +  + - - - - 

1.554 Viscutin 1  C27H26O11 (526.149)  -  -  - - - + - 

6.687 Xanthohumol D C21H22O6 (370.142)  -  -  - + - - - 

Abbraviations: Ethanol extracted of Ya-Samarn-Phlae (E-YaSP); Traditionally prepared-Ya-Samarn-Phlae (T-YaSP); Ointment base 
for Ya-Samarn-Phlae tulle-gras dressings (YaSP); Curcuma longa (CL); Garcinia mangostana (GM); Oryza sativa (OS) and Areca 
catechu (AC). 
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 (A)    (B)    (C) 

  
 (D)   (E) 
รูป ท่ี  34 The structures of the identified 5 compounds in ethanol extract from Curcuma 
longa L., including curcumenol (A), aurmillone (B), demethoxycurcumin (C), 
bisdemethoxycurcumin (C) and benzoylagmatine (E). 
 

   
 (1)    (2)    (3) 

  
 (4)     (5) 
  
รูป ท่ี  35 The structures of the identified 5 compounds in ethanol extract from Garcinia 
mangostana L., including 1-isomangostin (1), beta-dihydrorotenone (2), alpha-mangostin 
(3), archangelicin (4) และ 9-hydroxycalabaxanthone (5). 
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  (1)    (2)   (3) 

  
  (4)    (5) 
 
รปูท่ี 36 The structures of the identified 5 compounds in ethanol extract from Oryza sativa 
L., including 8-methoxy-13-hydroxy-9,11-octadecadienoic acid (A), nigerose (sakebiose) 
(B), 9Z,12Z,15E-octadecatrienoic acid (C), C-2 ceramide (D) and 6E,9E-octadecadienoic 
acid (E).  
 
 
 

   
 (1)   (2)     (3) 

    
 (4)     (5) 
 
รูป ท่ี  37 The structures of the identified 5 compounds in ethanol extract from Areca 
catechu L., including arecoline (1), N-cyclohexanecarbonylpentadecylamine (2), 
procyanidin B1 (3), 11,12-dihydroxy arachidic acid (4) and 2-Methyl-3-thiophenethiol (5).  
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 (1)    (2)    (3) 

   
 (4)    (5) 
 
รปูท่ี 38 The structures of the identified 5 compounds in ethanol extract from Ya-Samarn-
Phlae, including alpha-mangostin (1), arecoline (2), 1-isomangostin (3), curcumenol (4) 
and beta-dihydrorotenone (5). 

  
 (1)    (2)    (3) 

  
 (4)    (5) 
 
รู ป ท่ี  39 The structures of the identified 5 compounds in T-YaSP including alpha-
mangostin (1), curcumin (2), beta-dihydrorotenone (3), dihydroisoalantolactone (4) and 
ponganone VIII (5).  
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 (1)    (2) 

  
  (3)      (4) 

 
  (5) 
 
รปูท่ี 40 The structures of the identified 5 compounds in YaSP, including alpha-mangostin 
(1), curcumin (2), C16 sphinganine (3), stigmatellin Y and demethoxycurcumin (5). 
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รปูท่ี 41 HPLC calibration curve of curcumin (A), alpha-mangostin (B) and arecoline (C). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A 
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ประวติัผู้เขียน 
 

ช่ือ สกลุ   นางสาวสนิีนาฏ  สนัพนิิจ 
รหสัประจ าตวันักศึกษา 5911430003 
วฒิุการศึกษา 

วฒิุ ช่ือสถาบนั ปีท่ีส าเรจ็การศึกษา 
การแพทยแ์ผนไทยบณัฑติ มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์ 2556 
การแพทยแ์ผนไทยมหาบณัฑติ มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์ 2558 

 

 

ทุนการศึกษา 

โครงการการสรา้งภาคใีนการผลติบณัฑติระดบัปรญิญาโท-เอก ระหว่างสถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์
และเทคโนโลยแีห่งประเทศไทย (วว.) กบัสถาบนัการศกึษา ประจ าปี 2559 

 
การตีพิมพเ์ผยแพร่ผลงาน 
Sanpinit S., Thisayakorn K. and Chusri S. 2018. Topical application of Ya-Samarn-Phlae 
 ointment promote wound healing in spontaneously diabetic rats (GK/Jcl): A 
 preliminary study. The Thai Journal of Pharmaceutical Sciences. 42, 76-79. 
Chokpaisarn J., Yincharoen K., Sanpinit S., Pandian STK., Nandhini JR., Gowrishankar 
 S. et al. 2019. Effects of a traditional Thai polyherbal medicine ‘Ya-Samarn-
 Phlae’  as a natural antibiofilm agent against Pseudomonas aeruginosa. 
 Microbial Pathogenesis. 128, 354-362.
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