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EXCUTIVE SUMMARY 

Ya-Samarn-Phlae (YaSP) (in Thai; Ya means medicine, Samarn means healing, and 

Phlae means wound) has been traditionally employed for the treatment of chronic wounds 

and skin infections. It is composed of Curcuma longa L. (rhizome), Areca catechu L. (seed), 

Oryza sativa L. (seed), and Garcinia mangostana L. (pericarp). Our previous study revealed 

that the ethanol extract of the formula possessed strong antibacterial activity against 

methicillin-resistant Staphylococcus aureus. Moreover, it has been documented to inhibit 

biofilm formation of P. aeruginosa and Staphylococcus epidermidis. In addition to its 

antibacterial and anti-biofilm activities, YaSP also has remarkable anti-inflammation and 

antioxidant abilities. Our previous study also revealed that among its herbal components, only 

Garcinia mangostana ethanol extract and α-mangostin were found to possess notable 

antibacterial and anti-biofilm activity against bovine mastitis-isolated staphylococci.  

During its traditional preparation, the formula is prepared by extraction with freshly 

prepared coconut milk and low-temperature cooking to obtain an active oil. Although our 

previous work indicated an anti-biofilm activity of the ethanol extract of YaSP, the anti-

biofilm capability of a traditionally prepared form of YaSP has not been proven yet. 

Therefore, this study aimed to investigate the anti-biofilm activity of YaSP prepared from 

both oven-dried and fresh plant parts. Garcinia mangostana and α-mangostin were 

additionally tested as active ingredients of YaSP. This study revealed that a poly-herbal 

formula, YaSP, remarkably disturbs P. aeruginosa and S. aureus biofilm formation and 

affects its biofilm architecture. The eradication of P. aeruginosa mature biofilms after treating 

with YaSP was also demonstrated.   

Wound healing, a critical part of restoration of damaged skin, is a complex process. It 

consists of coagulation phase, inflammation phase, proliferation phase and remodelling 

phase. After the skin injury, platelets generate a blood clot for blood stopping and releasing 
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various types of growth factors such as transforming growth factor-beta1 (TGF-β1) at the site 

of wound. TGF-β1 plays an importance role of rapidly inflammatory recruiting of the cells in 

the inflammation phase, and involves in the synthesis and deposition of the extracellular 

matrix (ECM), re-epithelialization, granulation tissue formation, and angiogenesis in 

proliferation phase. The final phase of wound healing is the remodelling, which includes new 

collagen production and the change of collagen synthesis from collagen III to collagen I. 

Lastly, the collagen synthesis slows down and a scar forms at the site of wound. There are a 

number of factors that adversely influence wound healing process, TGF-β1 has the broadest 

spectrum of actions, affecting all cell types that are involved in all stages of wound healing.  

Both positive and negative effects of TGF-β1 on wound healing have been reported. Positive 

effects of TGF-β1 on wound healing are initiating inflammation and granulation tissue 

formation. Its negative effects as a result of excessive and prolonged TGF-β1 in wound site. 

These events cause abundant inflammation, decreased keratinocyte proliferation and 

migration affects delay wound healing.  Therefore, the decrease of TGF-β1 in late phase was 

indicated completely wound healing process. Diabetes mellitus significantly delays in 

development of granulation tissue and impairs cutaneous wound healing.  

Goto-Kakizaki (GK/Jcl) rat, spontaneously diabetic rats (type 2 diabetes), has been 

used as model of diabetes-impaired wound healing. This animal suffers from mild 

hyperglycaemia and absence of obesity. In this study showed that the topical application of 

T-YaSP on diabetic wounds in GK/Jcl rat significantly decreased wound area (mm2) 

compared with the control group on 3 and 13 days after wounding. Besides on day 13, the 

TGF-β1 levels in wound tissue of T-YaSP group significantly decreased compared with the 

control group. On the other hand, the wound area of standard drug was no any differences 

when compared with the control group. However, the wound area of standard drug was 

smaller than the control on 3, 5, 9, 11, and 13 days after wounding. In addition, one-fourth of 
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the wound treated with standard drug had completely healed on day 13, but none of the 

control rats had yet completely healed. The levels of TGF-β1 on day 13 were significantly 

higher in wound of standard drug when compared with the control group. 

In previous study, TGF-β1 had also been shown to stimulate the production of 

extracellular matrix molecules, including collagen, and wound contraction. Conversely, it is 

also well established in various models that an excessive and prolonged TGF-β1 at the wound 

site does not benefit wound healing which cause delay of wound repair. These events 

associated with abundant inflammation, decreased keratinocyte proliferation and migration. 

Normally, the levels of TGF-β1 increased rapidly upon wounding and reached a peak level 

on day 3 post full-thickness wounding. After that it dropped. Thus, the reduction of TGF-β1 

in remodeling phase indicated completely wound healing process. This result has decreased 

wound area after treated with T-YaSP, which accelerate wound healing. Furthermore, the 

levels of TGF-β1 in wound tissue after treated with T-YaSP were decreased. 

Outputs 

Publication 

Chokpaisarn J, Yincharoen K, Sanpinit S, Pandian STK, Nandhini JR, Gowrishankar S, 

Limsuwan S, Kunworarath N, Voravuthikunchai SP, Chusri S. Effects of a traditional Thai 

polyherbal medicine Ya-Samarn-Phlae' as a natural anti-biofilm agent against Pseudomonas 

aeruginosa. Microbial Pathogenesis 2019;128:354-362. (JIF= 2.332) 

Proceedings 

Sanpinit S., Thisayakorn K., Chusri S. Topical application of Ya-Samarn-Phlae ointment 

promote wound healing in spontaneously diabetic rats (GK/Jcl): A preliminary study. 34th 

International Annual Meeting in Pharmaceutical Sciences and 2nd CU FPhS - RIKEN CDB 

Symposium (IAMPS34 and 2nd CU FPhS - RIKEN CDB). Thai Journal of Pharmaceutical 

Sciences (TJPS). 2018;42 (Supplement Issue): 76-79.  



i 

บทคัดย่อ 

รหัสโครงการ: MRG60800019 

ชื่อโครงการ: บทบาทของต ารับยาแผนไทย “ยาสมานแผล” ในการรักษาแผลเบาหวานที่เกิดการติดเชื้อ

จากไบโอฟิล์ม 

ชื่อนักวิจัยและสถาบัน: ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ศศิธร ชูศรี และ ศาสตราจารย์ ดร.ศุภยางค์ วรวุฒิคุณชัย 

(นักวิจัยที่ปรึกษา) มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ 

อีเมล:์ sasitorn.chu@psu.ac.th 

ระยะเวลาโครงการ: วันที่ 3 เมษายน พ.ศ. 2560 ถึงวันที่ 2 เมษายน พ.ศ. 2562 

ไบโอฟิล์มของแบคทีเรียเป็นสิ่งที่บ่งบอกถึงโรคติดเชื้อที่รักษาได้ยาก เนื่องจาก ไบโอฟิล์มมีความ

ต้านทานต่อระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายและการรักษาด้วยยาปฏิชีวนะสูงกว่าแบคทีเรียในสภาวะปกติ ดังนั้น

การจัดการกับโรคติดเชื้อแบคทีเรียโดยการยับยั้งและท าลายไบโอฟิล์มของแบคทีเรียจึงเป็นความท้าท้ายที่

ส าคัญในทางการแพทย์ วัตถุประสงค์ของการศึกษาในครั้งนี้เพ่ือศึกษาฤทธิ์ต้านไบโอฟิล์มของยาสมานแผลและ

เปลือกมังคุดซึ่งเป็นสมุนไพรองค์ประกอบในยาสมานแผลต่อไบโอฟิล์มของ Pseudomonas aeruginosa 

ATCC10145 และ Staphylococcus epidermidis ATCC35984 สารที่ใช้ในการทดสอบประกอบด้วยยา

สมานแผลเตรียมจากสมุนไพรแห้ง ยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรสด น้ ามันสกัดเปลือกมังคุดแห้ง และน้ ามัน

สกัดเปลือกมังคุดสด 

การยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มบนพ้ืนผิวไฮโดรโฟบิก (โพลีสไตรีน) ทดสอบด้วยวิธี crystal violet (CV) 

assay สาหรับพ้ืนผิวไฮโดรฟิลิก (แก้ว) ทดสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดและกล้อง

จุลทรรศน์แรงอะตอม จากการศึกษาพบว่าสารทดสอบท้ังสี่ชนิดที่ความเข้มข้น 50-0.78% (v/v) สามารถยับยั้ง

การสร้างไบโอฟิล์มบนพ้ืนผิวโพลีสไตรีนได้ทั้ง P. aeruginosa และ S. epidermidis และยับยั้งการสร้างไบโอ

ฟิล์มของ P. aeruginosa ได้แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) หลังจากทดสอบด้วยยาสมานแผล

เตรียมจากสมุนไพรแห้ง ยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรสด และน้ ามันสกัดเปลือกมังคุดสดที่ความเข้มข้น 
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0.78% (v/v) โดยไม่มีผลต่อการเจริญเติบโต กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดถูกน ามาใช้เพ่ืออธิบาย

ลักษณะของไบโอฟิล์มหลังจากได้รับการทดสอบ ในขณะที่กล้องจุลทรรศน์แรงอะตอมใช้เพ่ือศึกษาค่าเฉลี่ย

ความสูงของไบโอฟิล์ม ค่าจุดสูงสุดของไบโอฟิล์ม และค่าความแตกต่างระหว่างจุดสูงสุดและจุดต่ าสุดของไบโอ

ฟิล์ม แม้ว่าสารทดสอบทั้งสี่ชนิด (50% v/v) มีผลยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มได้ทั้ง P. aeruginosa และ S. 

epidermidis ดังภาพถ่ายที่ได้จากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด แต่มีเพียงยาสมานแผลเตรียม

จากสมุนไพรแห้ง และน้ ามันสกัดเปลือกมังคุดแห้งที่มีผลต่อค่าเฉลี่ยความสูงของไบโอฟิล์มอย่างมีนัยส าคัญทาง

สถิติ (p<0.05) 

เนื่องจากมีความจ าเป็นเร่งด่วนในการค้นหาแนวทางการรักษาซึ่งมุ่งไปที่การหยุดยั้งการพัฒนาไบโอ

ฟิล์ม ดังนั้นจึงได้ประเมินประสิทธิภาพของสารทดสอบต่อการท าลายไบโอฟิล์ม โดย P. aeruginosa และ S. 

epidermidis ถูกพัฒนาไบโอฟิล์มเป็นเวลา 3 วัน ทั้งบนพ้ืนผิวไฮโดรโฟบิก (โพลีสไตรีน) และพ้ืนผิวไฮโดรฟิลิก 

(แก้ว) ซึ่งเป็นไบโอฟิล์มที่อยู่ในระยะการเจริญเติบโตโดยสมบูรณ์ การท าลายไบโอฟิล์มบนพ้ืนผิวโพลีสไตรีนทด

สอบด้วยวิธี  MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) tetrazolium 

reduction assay พบว่า ยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรแห้งสามารถท าลายไบโอฟิล์มของแบคทีเรียทั้งสอง

ชนิดประมาณ 40-70% หลังจากทดสอบเป็นเวลา 3-9 ชั่วโมง โดยในระยะเวลาทดสอบเดียวกันนี้ น้ ามันสกัด

เปลือกมังคุดแห้งสามารถท าลายไบโอฟิล์มได้เฉพาะของ P. aeruginosa จากการทดสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์

แบบคอนโฟคอลชนิดที่ใช้เลเซอร์ในการสแกน โดยการย้อมสีไบโอฟิล์มด้วย LIVE/DEAD viability staining 

หลังจากทดสอบเป็นเวลา 18 ชั่วโมง ไม่ปรากฏเซลล์ตายในไบโอฟิล์มของ P. aeruginosa ที่อยู่ในระยะการ

เจริญเติบโตโดยสมบูรณ์ แต่สารทั้งสี่ชนิดมีผลต่อค่ามวลชีวภาพ ความหนาเฉลี่ย ความหนาสูงสุดของไบโอฟิล์ม 

และอัตราส่วนพ้ืนที่ผิวต่อปริมาตร ในทางตรงกันข้ามพบเซลล์ตายในไบโอฟิล์มของ S. epidermidis หลังจาก

ทดสอบด้วยยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรแห้งและน้ ามันสกัดเปลือกมังคุดแห้ง แต่ไม่มีผลต่อค่ามวลชีวภาพ

ของไบโอฟิล์ม 
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การแสดงฤทธิ์ต้านไบโอฟิล์มของยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรแห้ง และน้ ามันสกัดเปลือกมังคุด

แห้งมีแนวโน้มที่น่าสนใจในการนาไปศึกษาต่อและการพัฒนาการเตรียมเป็นสารต้านไบโอฟิล์ม โดยเฉพาะการ

ใช้รักษาบาดแผล ดังนั้นจึงมีการศึกษาต่อเนื่องเพ่ือประเมินฤทธิ์สมานแผลในระดับสัตว์ทดลองของต ารับยา

สมานแผลในรูปแบบยาน้ ามัน โดยในการประเมินฤทธิ์สมานแผลนั้นจะด าเนินการทั้งในหนูทดลองปกติ 

(Wistar rats) และหนูเบาหวานชนิดที่ 2 (type 2 diabetic Goto-Kakizaki (GK) rats)  โดยพบกว่ายาสมาน

แผลในรูปแบบยาน้ ามันสามารถท าให้การหายของแผลทั้งในหนูปกติและหนูเบาหวานเกิดข้ึนได้สมบูรณ์และเร็ว

กว่ากลุ่มควบคุม (vehicle control) ที่มีน้ ามันมะพร้าวเพียงอย่างเดียวอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และผลการ

สมานแผลของยาน้ ามัน T-YaSP ให้ผลการสมานแผลไม่แตกต่างกับกลุ่มควบคุมบวก (positive control) ซึ่ง

เป็นผลิตภัณฑ์ยาน้ ามันแผนโบราณส าหรับใส่แผลที่มีขายในท้องตลาด โดยในการสมานแผลพบว่าความ

สมบูรณ์ของโครงสร้างของแผล การผลิตคอลลาเจน และการลดระดับการอักเสบเกิดขึ้นได้ดีกว่ากลุ่มควบคุม

และให้ผลการรักษาที่ไม่แตกต่างกับกลุ่มควบคุมบวก นอกจากนี้ยังพบว่า ยาน้ ามัน  T-YaSP สามารถลดการ

อักเสบที่อาจจะน าไปสู่ภาวะการเกิดแผลเรื้อรังในผู้ที่มีภาวะเบาหวานได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยสาร

ส าคัญที่ตรวจพบใน ยาน้ ามัน T-YaSP ได้แก่ arecoline, bisdemethoxycurcumin, demethoxycurcumin, 

curcumin, curcumenol และ alpha-mangostin สามารถน ามาประกอบในการใช้เป็นสารบ่งชี้ฤทธิ์ทาง

ชีวภาพของยาน้ ามัน T-YaSP เพ่ือใช้ในการควบคุมคุณภาพผลิตภัณฑ์ในอนาคต  

 

ค าหลัก: ไบโอฟิล์ม, ยาสมานแผล, ต ารับยาแผนไทย, ฤทธิ์สมานแผล  
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biofilm-related infections in diabetic wounds  

Investigators: Assistant Professor Dr.Sasitorn Chusri and Professor Dr.Supayang 

Voravuthikunchai, Prince of Songkla University 
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Bacterial biofilms are responsible for several difficult-to-cure infectious diseases. 

Biofilm is more resistant to the host immune system as well as to antibiotic treatments more 

than planktonic cells. Therefore, combating bacterial infections by inhibiting or eradicating 

biofilm formation of the bacterium is a medically important challenge. The aim of this study 

was to investigate the anti-biofilm activity of Ya-Sa-Marn-Phlae and its effective herbal 

component, Garcinia mangostana against biofilm producers, Pseudomonas aeruginosa 

ATCC10145 and Staphylococcus epidermidis ATCC35984. The herbal preparations include hot 

oil extractions of Ya-Sa-Marn-Phlae prepared from dried (D-YSMP) and fresh herbal materials 

(F-YSMP) and hot oil extractions of dried (D-GM) and fresh Garcinia mangostana pericarp (F-

GM). 

Inhibitions of biofilm development on hydrophobic (polystyrene) surface were tested 

by crystal violet (CV) assay and hydrophilic (glass) surface was observed by scanning electron 

(SEM) and atomic force (AFM) microscopes. Tested herbal preparations displayed anti-biofilm 

development activity of P. aeruginosa and S. epidermidis on the polystyrene surface at the 

tested concentrations of 50 - 0 . 7 8%  ( v/v). Significantly reduction in biofilm formation of P. 

aeruginosa on this surface was found after treatment with D-YSMP, F-YSMP and F-GM at 0.78% 

(v/v), whereas there is no the growth inhibition effect of the planktonic cells was observed at 

this concentration. SEM was used to furnish images of biofilm reduction after the treatment, 

while AFM was used for characterizing roughness averages, peak height, and peak-valley height 
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of the treated biofilms. Even though, treatments with all herbal preparations (5 0 %  v/v) 

resulted in the reduction of both P. aeruginosa and S. epidermidis biofilm formation by SEM 

images, only D-YSMP and D-GM significantly affected the roughness averages of the treated 

biofilms. 

As there is an urgent need to identify therapeutic strategies that are directed toward 

the inhibition of bacterial preformed biofilm, the eradication potency of the preparations was 

additionally evaluated. Static P. aeruginosa and S. epidermidis biofilms were grown for three 

days on both hydrophobic (polystyrene) and hydrophilic (glass) surfaces and then directly 

treated with the preparations. The eradication of mature biofilm on hydrophobic surface was 

tested by MTT (3 - ( 4 , 5 -dimethylthiazol-2 -yl)-2 , 5 -diphenyltetrazolium bromide) tetrazolium 

reduction assay. Reductions in the bacterial metabolic activity in the preformed biofilms of 

both pathogens were seen approximately 40 - 70%  after exposure to D-YSMP form 3  to 9  h, 

while treatment with D-GM only caused a remarkable eradication of a 3-day-old biofilm of P. 

aeruginosa. Following an 1 8 - h treatment with the preparations, CLSM combined with 

LIVE/DEAD viability staining revealed that bacterial cell death did not occur in P. aeruginosa 

maturing biofilms, however remarkable reductions in biomass, average thickness, maximum 

thickness, and surface to volume ratio were noted. In contrast with S. epidermidis biofilm, 

CLSM images disclosed that treatment with D-YSMP and D-GM caused bacterial cell death in 

maturing biofilms, but there is no reduction in biomass of the biofilms. 

Promising anti-biofilm activity was displayed by D-YSMP and D-GM suggesting further 

investigation in order to explore the possible utilization and development of the preparation 

as an anti-biofilm agent, especially for wound treatment.  This present study therefore aimed 

to evaluate in vivo wound healing activity in both non-diabetic and diabetic rats and reveal 

the possible mechanism of enhancing wound healing.  T-YaSP significantly accelerated the 

wound healing process in both non-diabetic Wistar rats and type 2 diabetic Goto-Kakizaki (GK) 

rats, evidenced by the faster rate of wound construction, collagenation, and decreased the 

level of inflammatory markers compared to the vehicle control group.  T-YaSP potently 

inhibited several oxidative stress and pro-inflammatory markers including MDA, NO, MPO, TNF-

beta, COX-2 and iNOS in carrageenan-induced paw edema model.  The presence of arecoline 

(A. catechu), bisdemethoxycurcumin, demethoxycurcumin, curcumin, curcumenol (C. longa) 
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and alpha-mangostin (G. mangostana) might be responsible for its wound healing potency 

and anti-inflammatory activity. 

Keywords: Biofilm, YaSP, Traditional medicine, Wound healing  
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1. บทน ำ 

 กระบวนการหายของแผล (wound healing process) คือ กระบวนการทางชีววิทยาท่ีมีความซับซ้อนซึ่งเกี่ยวข้องกับ

การซ่อมแซมเนื้อเยื่อหลังจากการได้รับบาดเจ็บ (Velnar et al., 2009) โดยสามารถแบ่งออกได้เป็น 4 ระยะ คือ ระยะการ

ห้ามเลือด (haemostasisphase) ระยะการอักเสบ (inflammationphase) ระยะการเพิ่มจ านวนของเซลล ์

(proliferationphase) และระยะการปรับรูปร่าง (remodeling phase) (Shahet al., 2012) กระบวนการหายของแผลปกติ

จะเกิดขึ้นทันทีเมื่อร่างกายได้รับบาดเจ็บ โดยเริ่มจากระยะการห้ามเลือด เพื่อป้องกันการสูญเสียเลือดออกนอกร่างกาย โดย

การท างานของเกล็ดเลือด พร้อมทั้งมีการหลั่งปัจจัยการเจริญเติบโต (growth factor) ได้แก่ transforming growth factor 

(TGF)-beta ท าหน้าที่เป็นตัวชักน าเซลล์เมด็เลือดขาว (mast cell, neutrophil, macrophage และ T-cell ตามล าดับ) ไป

ยังบริเวณแผล และเข้าสู่ระยะการอักเสบ ซึ่งเป็นระยะที่มคีวามส าคญัของกระบวนการหายของแผล โดยเซลลเ์ม็ดเลือดขาวจะ

ท าหน้าที่ก าจัดและท าลายสิ่งแปลกปลอมหรือเนื้อตายบริเวณแผล ในขณะที่เกิดปฏิกิริยาการอักเสบเซลล ์ macrophage ใน

ระยะ M1 จะมีการหลั่งสารสื่อกลางในการอักเสบชนิดต่างๆ ได้แก่ nitric oxide (NO), prostaglandins E2 (PGE2) และ pro-

inflammatory cytokines (Jung et al., 2009) เพื่อส่งเสริมกระบวนการอักเสบ เมื่อบรเิวณแผลปราศจากสิ่งแปลกปลอม

เซลล์ macrophage จะเกิดการเปลี่ยนแปลงจากระยะ M1 ไปเป็นระยะ M2 โดยจะมีการหลั่ง interleulin-10 (IL-10) ซึ่งท า

หน้าท่ีเป็น anti-inflammatory cytokines เพื่อหยุดกระบวนการอักเสบ และมีการหลั่ง TGF-beta ออกมาจ านวนมากซึ่ง

เป็น growth factor ที่ส าคัญในการเปลีย่นผ่านจากระยะการอักเสบเข้าสู่ระยะการเพิ่มจ านวนของเซลล์ ซึ่ง TGF-beta ที่หลั่ง

ออกมาจาก macrophageM2 ในช่วงท้ายของระยะการอักเสบ จะมีผลกระตุ้นการเจรญิเติบโตของเซลล์ keratinocyte, 

fibroblast และกระตุ้นการสร้าง collagen ท าให้เกิดการหดตัวของแผล และเข้าสู่ระยะการปรับรปูร่าง โดยจะเกี่ยวข้องกับ

การสร้างและสลาย extracellular matrix (ECM) บริเวณแผล จนกระทั่งแผลหายเป็นปกติ แต่หากเกิดความผดิปกติในระยะ

ใดระยะหนึ่ง จะท าให้เกิดความบกพร่องและล่าช้าในกระบวนการหายของแผล จะเกิดเป็นแผลเรื้อรัง (chronic wound) ขึ้น 

 โรคเบาหวาน (Diabetic mellitus) คือ โรคเรื้อรังท่ีเป็นปัญหาส าคัญทางด้านสาธารณสุขท่ัวโลกในปี ค.ศ. 2015 มี

ผู้ป่วยท่ีได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นโรคเบาหวานประมาณ 415 ล้านคนท่ัวโลก และคาดว่าผู้ป่วยโรคเบาหวานจะเพิ่มขึ้นเป็น 642 

ล้านคนในปี ค.ศ. 2040 (Zimmet et al., 2016) ในประเทศไทย จากรายงานการส ารวจสุขภาพประชากรไทยโดยการตรวจ

ร่างกายครั้งท่ี 5 พ.ศ. 2557 พบว่าคนไทยอายุ 15 ปีขึ้นไป มีความชุกของโรคเบาหวานเพิม่ขึ้นจากร้อยละ 6.9 ในปี พ.ศ. 

2552 เป็นร้อยละ 8.9 ในปี พ.ศ. 2557 การมีระดับน้ าตาลในเลือดสูงเป็นเวลานาน จะก่อให้เกดิผลเสียต่อหลอดเลือดแดงท่ีไป

เลี้ยงอวัยวะตา่งๆ ท าให้เกิดการมองเห็นลดลง การกรองที่ไตลดลง และการน ากระแสประสาทเสื่อม หรือท่ีเรียกว่า diabetic 

neuropathy โดยเฉพาะบริเวณปลายเท้า ท าให้เกิดอาการชาจากปลายประสาทท่ีเท้าเสื่อม และก่อให้เกิดแผลเรื้อรังได้ง่าย 

โดยแผลที่เท้าของผู้ป่วยเบาหวาน (diabetic foot ulcers; DFUs) สามารถพบได้ประมาณ 25% ของผู้ป่วยเบาหวานท้ังหมด 

(Boulton, 2013) นอกจากน้ีภาวะน้ าตาลในเลือดสูง (hyperglycemia) ที่พบในผู้ป่วยเบาหวาน จะมีผลต่อการท างานของ

เซลล์ macrophage ท าให้คุณสมบัติของ macrophage ในการก าจัดเซลล์ neutrophil ที่เกิดการ apoptotic ลดลง 

(Hesketh et al., 2017) ซึ่งภาวะแผลเรื้อรังเนื่องจากโรคเบาหวานจะเกี่ยวข้องกับระยะการอักเสบที่ใช้เวลานาน ซึ่งขาดความ

สมดลุระหว่าง pro- และ anti-inflammatory cytokines โดย macrophage ในแผลเบาหวาน จะมีการสร้าง pro-

inflammatory cytokines สูงกว่าเมื่อเทียบกับแผลปกติ (Weisberg  et al., 2003; Goren et al., 2007) 
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 การท าแผลโดยใช้ยาใส่แผล เป็นวธิีการรักษาพยาบาลที่ปฏิบัติกันโดยทั่วไป ทัง้ในรูปแบบยาน้ า เจล ครีม ขีผ้ึ้ง หรือ

แผ่นปิดแผล ซึ่งมีคณุสมบัติต้านเช้ือแบคทีเรีย ต้านการอักเสบ และกระตุ้นการสร้างเนื้อเยื่อใหม่บริเวณแผล เช่น povidone 

iodine ซึ่งมีคณุสมบัติทีด่ีต่อการตา้นเชื้อแบคทีเรียรวมทั้งมีคุณสมบตัิต้านการอักเสบโดยมีผลต่อการยบัยั้งการท างานของเซลล์

ที่เกีย่วข้องกับการอักเสบและยับยัง้สารสื่อกลางต่างๆ เช่น tumor necrosis factor-alpha (TNF-alpha) และ NOและยังมี

ผลยับยั้งการสร้างเอนไซม์ metalloproteinase (MMP) (Beukelman et al., 2008; Bigliardiet al., 2017) และมีการใช้ 

Solcoseryl jellyในการรักษาแผล จากงานวิจัยของ Imran และคณะ (2015) ได้ศึกษาผลของการใช้ 10% Solcoseryl jelly

ต่อการรักษาแผลในหนูทดลอง พบว่าหนูกลุ่มที่ได้รับ 10% Solcoseryl jelly มีระยะเวลาในการหายของแผล (22 วัน) เร็ว

กว่าอย่างมีนัยส าคญัทางสถิตเิมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคมุ (32 วัน) และการใช้ในรูปแบบ Solcoserylointment พบว่า

สามารถเพิ่มการแสดงออกของ TGF-beta1 และ vascular endothelial growth factor A (VEGF-A) ซึ่งเกี่ยวข้องกับการ

ส่งเสริม TGF-beta1 และ VEGF-a signalling pathwayในเนื้อเยื่อแผล และยังส่งผลต่อการสังเคราะห์ collagen และสร้าง

หลอดเลือดใหม่บริเวณเนื้อเยื่อแผลมากขึ้น (Nafiuand Rahman, 2015) นอกจากน้ีมีการน า growth factor เช่น 

epidermal growth factor (EGF)มาประยุกต์ใช้ในรูปแบบเจลทาแผล ออกฤทธ์ิโดยการไปจับกบั epidermal growth 

factor receptor (EGFR) กระตุน้ให้เกิด cell proliferation และ เร่งการสร้าง granulation tissue ซึ่งสามารถรักษาแผล

เรื้อรังให้หายเป็นปกตไิด้ (Hardwicke et al., 2008) 

 ในปัจจุบันมีการน าสมุนไพรมาใช้ในการรักษาโรคต่างๆ รวมทั้งการรกัษาแผลเรื้อรังอย่างแพร่หลาย ซึ่งเป็นอีกทางเลือก

หนึ่งในการรักษาแผลในทางการแพทย์แผนไทยมีการใช้ยาสมุนไพรมาเป็นระยะเวลานานเพื่อรักษาแผล โดยส่วนใหญ่จะนยิม

ใช้ยาต ารับซึ่งประกอบด้วยสมุนไพรมากกว่าหนึ่งชนิดในการรักษาโรคมากกว่าสมุนไพรเดี่ยว เพราะสมุนไพรองค์ประกอบในยา

ต ารับจะมีคณุสมบัติในการเสริมฤทธ์ิกัน ช่วยให้การรักษาโรคต่างๆ มีประสิทธิภาพมากข้ึนแตร่ายงานวิจัยส่วนใหญม่ีการ

ทดสอบผลต่อการหายของแผลของสมุนไพรเดี่ยวเท่านั้น ดังนั้นการศึกษาทางวิทยาศาสตร์ของต ารับยาจึงมีความจ าเป็นเพื่อใช้

เป็นหลักฐานทางวิทยาศาสตร์ในการน ามาสนับสนุนการใช้งาน จากการศึกษาก่อนหน้านี้ ได้ศึกษาต ารับยารักษาแผลในภาคใต ้

พบวา่ประสิทธิภาพของการใช้ต ารบัยาในการทดสอบฤทธิ์ตา่งๆ จะดกีว่าพืชสมุนไพรเดี่ยว โดยพบว่าสารสกัดที่ท าการสกดัด้วย 

95% เอทานอล จากต ารับยาสมานแผล (Ya-Samarn-Phlae; YaSP) ของหมอพื้นบ้านในจังหวัดสงขลา นายสมพร ชาญ

วณิชย์สกลุ ซึ่งเป็นแพทย์แผนไทย ประจ าโรงพยาบาลการแพทยแ์ผนไทย มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ วิทยาเขตหาดใหญ ่

ประกอบด้วยพืชสมุนไพร 4 ชนดิ คือ เหง้าขมิ้นชัน (Curcuma longa L.) เปลือกมังคุด (Garcinia mangostana L.) เมล็ด

หมาก (Areca catechu L.) และข้าวสาร (Oryza sativa L.) โดยสารสกัดจากเอทานอลในต ารับยาดังกล่าวมีประสิทธิภาพดี

ในการต้านเชือ้ Staphylococcus aureusสายพันธ์ุ MRSA, MSSA และ ATCC25923 ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่พบบ่อยว่าเป็น

สาเหตุของการติดเชื้อทางผิวหนังส่งผลให้แผลหายช้า โดยมีค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งเช้ือ (minimal inhibitory 

concentration; MIC) อยู่ในช่วง 2-4 µg/ml  นอกจากน้ียังมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระและฤทธ์ิต้านการอักเสบอีกด้วย (Chusri 

et al., 2013) 

 ดังนั้นการศึกษาในครั้งนี้ผู้วิจยัจึงสนใจที่จะน าต ารับยาสมานแผลในรปูแบบน้ ามัน (T-YaSP) มาศึกษาความสามารถใน

การต้านไบโอฟิลม์ซึ่งเป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่ส่งเสรมิให้เกิดแผลเรื้อรังและฤทธิ์ต้านการอักเสบ ตลอดจนประเมินฤทธิต์่อการหาย

ของแผลในหนปูกติ หนเูบาหวาน และศึกษากลไกการออกฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการหายของแผล ซึ่งผลที่
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คาดว่าจะไดร้ับจากการศึกษาในครั้งนี้ คือ หลักฐานทางวิทยาศาสตร์ที่จะช่วยอธิบายการน าต ารับยามาใช้รักษาแผลน าไปสู่การ

ยอมรับของการใช้ยาสมุนไพรและผลิตภณัฑ์ธรรมชาติเป็นทางเลือกในการดูแลสุขภาพและใช้เป็นข้อมลูทางวิทยาศาสตร์

เพิ่มเตมิในการพัฒนาผลิตภัณฑร์ักษาแผลจากต ารับยาสมุนไพรไทยในอนาคต 



5 

 

2 วัตถุประสงค ์

2.1 เพื่อประเมินฤทธ์ิต้านไบโอฟิล์ในระดับหลอดทดลองของต ารับยาสมานแผลในรูปแบบน้ ามัน 

2.2 เพื่อท าการศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบและกลไกการออกฤทธ์ิของรูปแบบน้ ามันในหนูขาว 

2.3 เพื่อเปรียบเทียบฤทธิ์ต่อการหายของแผลและกลไกการออกฤทธิ์ของรูปแบบน้ ามันในหนูขาวสายพันธุ์ปกติและ

หนูเบาหวาน 
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3. บทตรวจเอกสำร 
3.1 ฤทธิ์ต้ำนไบโอฟิล์มของพืชสมุนไพร 

การศึกษาฤทธิ์ต้านไบโอฟิล์มของสมุนไพรจากประเทศต่างๆ ในปี ค.ศ. 2008-2014 (ตำรำงที่ 3.1) จากรายงาน

ผลการวิจัย พบว่า พืชสมุนไพรที่มีฤทธิ์ต้านไบโอฟิล์มมีจ านวนทั้งหมด 42 ชนิด 25 วงศ์ วงศ์ที่มีรายงานมากที่สุด ได้แก่ 

Fabaceae, Lamiaceae และ Apiaceae มีจ านวน 8, 4 และ 3 ชนิด ตามล าดับ ส่วนวิธีที่ใช้ในการทดสอบมีทั้งหมด 6 วิธ ี

ได้แก่ crystal violet assay, safranin staining, p-iodonitrotetrazolium violet method, bacterial counts method, 

กล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราด (Scanning electron microscope; SEM) และ colorimetic method by 5% phenol 

ร่วมกับ concentrated sulfuric acid ซึ่งวิธีทดสอบ crystal violet assay เป็นวิธีที่ใช้ทดสอบมากที่สุด แสดงผลการยับยั้ง

การสร้างไบโอฟิล์ม 24-95% โดยมีค่าความเข้มข้นที่ใช้ในการทดสอบ 0.022-4 mg/ml วิธีทดสอบ safranin staining 

แสดงผลการยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์ม 100% โดยมีค่าความเข้มข้นท่ีใช้ในการทดสอบ 0.00781-0.625 mg/ml วิธีทดสอบ p-

iodonitrotetrazolium violet method แสดงผลการยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์ม 100% โดยมีค่าความเข้มข้นที่ใช้ในการ

ทดสอบ 0.25-0.5 mg/ml วิธีทดสอบ bacterial counts method แสดงผลการยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์ม 95-99% โดยมีค่า

ความเข้มข้นที่ใช้ในการทดสอบ 0.78 mg/ml และแสดงผลการท าลายไบโอฟิล์ม ≥ 80% โดยมีค่าความเข้มข้นที่ใช้ในการ

ทดสอบ 0.5-1 mg/ml วิธีทดสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิดส่องกราด (SEM) แสดงผลการยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์ม โดยมีค่า

ความเข้มข้นที่ ใช้ในการทดสอบ 0.05 mg/ml และวิธีทดสอบ colorimetic method โดยใช้สี 5% phenol ร่วมกับ 

concentrated sulfuric acid แสดงผลลดการสร้างสารเอกซ์โซพอลิแซ็กคาไรด์ 46-67% โดยมีค่าความเข้มข้นที่ใช้ในการ

ทดสอบ 2 mg/ml  

ในประเทศบราซิล มีรายงานการศึกษาผลของสารสกัดของพืชสมุนไพรต่อการยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ S. 

epidermidis บนพ้ืนผิวโพลีสไตรีน โดยท าการศึกษาตัวอย่างสารสกัดด้วยน้ า พบว่า ที่ความเข้มข้น 0.4 mg/ml สารสกัดจาก

เปลือกต้น Commiphora leptophloeos และสารสกัดจากผล Senna macranthera มีฤทธ์ิยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์ม โดย

มีค่าการยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์ม 67.3% และ 56.7% ตามล าดับ นอกจากนี้ผู้วิจยัยังท าการทดสอบที่ความเข้มข้น 4 mg/ml 

พบว่า สารสกัดน้ าจากพืชสมุนไพรจ านวน 8 ชนิด มีฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์ม ซึ่งเมื่อทดสอบกับสารสกัดจากเปลือกต้น 

Anadenanthera colubrine, Commiphora leptophloeos และ Myracrodruoun urundeuva แสดงผลยับยั้งการ

สร้างไบ โอฟิ ล์ ม  88.4%, 84.7%, และ 83.9% ตามล าดับ  สารสกัดจากผล  Bauhinia acuruana, Chamaecrista 

desvauxii, Libidibia ferrea แสดงผลยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์ม  77.8%, 87.4% และ 70% ตามล าดับ สารสกัดจากใบ 

Parkinsonia aculeate, Pityrocarpa moniliformis แสดงผลยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์ม 52.8% และ 77% ตามล าดับ และ

สารสกัดจากกิ่ง Bauhinia acuruana แสดงผลยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์ม 81.7% (Trentin et al., 2011) 

ในประเทศอิตาลี มีรายงานการศึกษาผลของสารสกัดพืชสมุนไพรต่อการยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ MRSA โดย

ท าการศึกษาพืชสมุนไพรจ านวน 104 ชนิด ในเขตพื้นท่ีทางตอนใต้ของประเทศอิตาลี พบว่า สารสกัดจากพืชสมุนไพร 10 ชนิด 

มีฤทธ์ิในการยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ MRSA ได้แก่ Lonicera alpigena, Castanea sativa, Juglans regia, Ballota 

nigra, Rosmarinus officinalis, Leopoldia comosa, Malva sylvestris, Cyclamen hederifolium, Rosa canina 
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var. canina, และ Rubus ulmifolius ซึ่งแสดงการยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์ม 50% ที่ความเข้มข้น ≤ 0.032 mg/ml (Quave 

et al., 2008) 

ในประเทศตูนีเซีย มีรายงานการศึกษาฤทธิ์ต้านไบโอฟิล์มของสารสกัด Nigella sativa ท าการทดสอบใน S. 

aureus และ S. epidermidis ด้วยวิธี crystal violet assay พบว่า สารสกัดของ Nigella sativa มีค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่

สามารถยับยั้งการเกิดไบโอฟิล์ม 50% (minimum biofilm inhibitory concentration; BIC50) เท่ากับ 0.022 และ 0.06 

mg/ml ตามล าดับ (Chaieb et al., 2011) 

ในประเทศอินเดีย มีรายงานการศึกษาฤทธิ์ต้านไบโอฟิล์มของสารสกัดจากพืชสมุนไพรต่อ  Escherichia coli สาย

พันธุ์ที่แยกได้จากผู้ป่วย ท าการทดสอบด้วยวิธี crystal violet assay โดยใช้สารสกัดเอทานอลจากส่วนใบของพืชที่ความ

เข้มข้น 0.01, 0.025, 0.05, 0.075 และ 0.1 mg/ml พบว่า สารสกัด Azadirachta indica มีฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์ม

คิดเป็น 22%, 34.5%, 47.5% และ 59% ตามล าดับ สารสกัด Vitex negundu มีฤทธ์ิยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มคิดเป็น 12%, 

32%, 43%, 51% และ 65% ตามล าดับ สารสกัด Tridax procumbens มีฤทธ์ิยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มคิดเป็น 12%, 21%, 

30.1%, 37.6%, 41.9% และสารสกัด Ocimum tenuiflorumi มีฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มคิดเป็น 10%, 16.2%, 

23.4%, 29%, 33% ตามล าดับ (Namasivayam and Roy, 2013) และรายงานการศึกษาผลของสารสกัด Capparis 

spinosa ต่อการยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ Serratia marcescens, P. aeruginosa, E. coli และ Proteus mirabilis 

พบว่า สารสกัดเมทานอลจากผลแห้งของ Capparis spinosa ที่ความเข้มข้น 2 mg/ml มีฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มและ

ยับยั้งการสร้างสารเอกซ์โซพอลิแซ็กคาไรด์ โดยมีค่าการยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มเท่ากับ 79%, 75%, 73% และ 70% 

ตามล าดับ ส่วนผลการยับยั้งการสร้างสารเอกซ์โซพอลิแซ็กคาไรด์ พบว่า สารสกัด Capparis spinosa แสดงผลยับยั้งการ

สร้างสารเอกซ์โซพอลิแซ็กคาไรด์ 58%, 46%, 66% และ 67% ตามล าดับ (Issac Abraham et al., 2011) 

ในประเทศไทย มีรายงานการศึกษาผลของสารสกัด Rhodomyrtus tomentosa และสาร rhodomyrtone ต่อ

การยับยั้งและท าลายไบโอฟิล์มของแบคทีเรียในกลุ่ม staphylococci ด้วยวิธี crystal violet assay ซึ่งในการทดสอบกับ S. 

aureus พบว่า สารสกัด Rhodomyrtus tomentosa และสาร rhodomyrtone ที่ความเข้มข้น 0.5MIC และ 0.25MIC มี

ฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ S. aureus ส่วนผลการท าลายไบโอฟิล์ม พบว่า สารสกัด Rhodomyrtus tomentosa 

และสาร rhodomyrtone มีฤทธ์ิท าลายไบโอฟิล์มของ S. aureus ที่มีอายุ 24 ช่ัวโมงและ 5 วัน ซึ่งสารทั้งสองชนิดมีค่าความ

เข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย (minimum inhibitory concentration: MIC) เท่ากับ 0.032-

0.128 mg/ml และ 0.0005-0.001 mg/ml ตามล าดับ และในการทดสอบกับ S. epidermidis พบว่า ที่ความเข้มข้น 

0.5MIC และ 0.25MIC สารสกัด Rhodomyrtus tomentosa และสาร rhodomyrtone มีฤทธ์ิยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ 

S. epidermidis จ านวน 6 และ 5 สายพันธุ์ ตามล าดับ จากสายพันธุ์ท่ีใช้ทดสอบทั้งหมด 6 สายพันธุ์ ส่วนผลการท าลายไบโอ

ฟิล์ม พบว่า ท่ีความเข้มข้น 64MIC สารสกัด Rhodomyrtus tomentosa และสาร rhodomyrtone มีฤทธ์ิท าลายไบโอฟิล์ม

ของ S. epidermidis ที่มีอายุ 24 ช่ัวโมง และ 5 วัน ได้แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ซึ่งสารทั้งสองชนิดมีค่า 

MIC เท่ากับ 0.032-0.256 mg/ml และ 0.00025-0.001 mg/ml ตามล าดับ (Saising et al., 2011) 
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ตำรำงที่ 3.1 Anti-biofilm activity of medicinal plants 

Scientific names 

(Family: part used) 

Tested Methods Anti-biofilm activity  

(concentration; mg/ml) 

Pathogens References 

Andrographis paniculata (Acanthaceae: 

whole plants) 

crystal violet assay 87.5-88.6% of biofilm inhibition (-) Pseudomonas aeruginosa Murugan et al., 2011 

Anadenanthera colubrine 

(Fabaceae: stem barks) 

crystal violet assay 88.4% of biofilm inhibition (4) Staphylococcus epidermidis Trentin et al., 2011 

Azadirachta indica 

(Meliaceae: leaves) 

crystal violet assay 65% of biofilm inhibition (0.1) Escherichia coli Namasivayam and Roy, 2013 

Ballota nigra 

(Lamiaceae: leaves; stems; flowers) 

crystal violet assay at lest 50% of biofilm inhibition (≤ 0.032) Methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus 

(MRSA) 

Quave et al., 2008 

Bauhinia acuruana  

(Fabaceae: fruits, branches) 

crystal violet assay 77.8% of biofilm inhibition for fruits (4) 

81.7% of biofilm inhition for branches (4) 

S. epidermidis Trentin et al., 2011 

Boesenbergia pandurata (Zingiberaceae: 

rhizomes) 

safranin staining biofilm inhibition (0.00781) Streptococcus pyogenes Limsuwan and 

Voravuthikunchai, 2008 

Buchanania lanzan  

(Anacardiaceae: roots)  

crystal violet assay 62.18% of biofilm inhibition (0.625) 

44.18% of biofilm inhibition (0.3125) 

E. coli 

P. aeruginosa 

Pattnaik et al., 2013 
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Scientific names 

(Family: part used) 

Tested Methods Anti-biofilm activity  

concentration; mg/ml) 

Pathogens References 

Capparis spinosa 

(Capparaceae: fruits) 

crystal violet assay  

 

 

 

colorimetic method by 

5% phenol and 

conecentrated sulfuric 

acid 

79% of biofilm inhibition (2) 

75% of biofilm inhibition (2) 

73% of biofilm inhibition (2) 

70% of biofilm inhibition (2) 

58% reduction in EPS production (2) 

46% reduction in EPS production (2) 

66% reduction in EPS production (2) 

67% reduction in EPS production (2) 

Serratia marcescens 

P. aeruginosa 

E. coli 

Proteus mirabilis 

S. marcescens 

P. aeruginosa 

E. coli 

P. mirabilis 

Issac Abraham et al., 2011 

Castanea sativa 

(Fagaceae: inflorescences) 

crystal violet assay at lest 50% of biofilm inhibition (≤ 0.032) MRSA Quave et al., 2008 

Chamaecrista desvauxii 

(Fabaceae: fruits) 

crystal violet assay 87.4% of biofilm inhibition (4) 

 

S. epidermidis Trentin et al., 2011 

Commiphora leptophloeos 

(Burseraceae: stem barks) 

crystal violet assay 67.3% of biofilm inhibition (0.4) 

84.7% of biofilm inhibition (4) 

S. epidermidis Trentin et al., 2011 

Couroupita guianensis 

(Lecythidaceae: fruits) 

crystal violet assay 52% of biofilm inhibition (2) 

 

P. aeruginosa Al-Dhabi et al., 2012 
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Scientific names 

(Family: part used) 

Tested Methods Anti-biofilm activity  

(concentration; mg/ml) 

Pathogens References 

Cuminum cyminum 

(Apiaceae: seeds) 

crystal violet assay 84–95% of biofilm inhibition (0.5–2) 

76–85% of biofilm inhibition (0.5–2) 

24–71% of biofilm inhibition (0.5–2) 

P. mirabilis 

P. aeruginosa 

S. marcescens 

Packiavathy et al., 2012 

Cyclamen hederifolium 

(Myrsinaceae: tubers) 

crystal violet assay at lest 50% of biofilm inhibition (≤ 0.032) MRSA Quave et al., 2008 

Dodonaea viscose 

(Sapindaceae: leaves) 

plate count method 95, 97 and 99% of bioiflm inhtion when observed 

after 6, 24 and 30 h respectively (0.78) 

Streptococcus mutans Naidoo et al., 2012 

Eleutherine americana 

(Iridaceae: bulbs) 

safranin staining biofilm inhibition (0.00781–0.125) S. pyogenes Limsuwan and 

Voravuthikunchai, 2008 

Euphorbia hirta  

(Euphorbiaceae: aerial parts) 

p-iodonitrotetrazolium 

violet method 

100% of biofilm inhibition (0.25) 

100% of biofilm eradication (0.5) 

P. aeruginosa Mahmud, 2013 

Ginkgo biloba 

(Ginkgoaceae: -) 

crystal violet assay 

SEM 

biofilm inhibition (0.05) 

biofilm inhibition on nylon membranes (0.05)  

E. coli  Lee et al., 2014 

 Juglans regia  

(Juglandaceae: immature fruits) 

crystal violet assay at lest 50% of biofilm inhibition (≤ 0.032) MRSA Quave et al., 2008 

Leopoldia comosa 

(Hyacinthaceae: bulbs) 

crystal violet assay at lest 50% of biofilm inhibition (≤ 0.032) MRSA Quave et al., 2008 

Libidibia ferrea 

(Fabaceae: fruits) 

crystal violet assay 70% of biofilm inhibition (4) S. epidermidis Trentin et al., 2011 
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Scientific names 

(Family: part used) 

Tested Methods Anti-biofilm activity  

(concentration; mg/ml) 

Pathogens References 

Lonicera alpigena 

(Caprifoliaceae: woods) 

crystal violet assay at lest 50% of biofilm inhibition (≤ 0.032) 

 

MRSA Quave et al., 2008 

Malva sylvestris 

(Malvaceae: stems) 

crystal violet assay at lest 50% of biofilm inhibition (≤ 0.032) 

 

MRSA Quave et al., 2008 

Mentha  piperita 

(Lamiaceae: -) 

crystal violet assay 38% of biofilm inhibition (1) P. aeruginosa Sandasi et al., 2011 

 

Mutellina purpurea 

(Apiaceae: essential oil from aerial parts) 

safranine staining  100% biofilm inhibition (0.625) S. epidermidis Sieniawska et al., 2013 

Myracrodruoun urundeuva  

(Anacardiaceae: stem barks) 

crystal violet assay 83.9% of biofilm inhibition (4) S. epidermidis  Trentin et al., 2011 

Nigella sativa 

(Apiaceae: seeds) 

crystal violet assay 50% biofilm inhibition (0.022)  

50% biofilm inhibition (0.06) 

50% biofilm inhibition (0.085) 

S. aureus 

S. epidermidis 

E. feacalis 

Chaieb et al., 2011 

Ocimum tenuiflorumi 

(Lamiaceae: leaves) 

crystal violet assay 33% of biofilm inhibition (0.1) E. coli Namasivayam and Roy, 2013 

Parkinsonia aculeate 

(Fabaceae: leaves) 

crystal violet assay 52.8% of biofilm inhibition (4) 

 

S. epidermidis Trentin et al., 2011 



6 

 

Scientific names 

(Family: part used) 

Tested Methods Anti-biofilm activity  

(concentration; mg/ml) 

Pathogens References 

Pityrocarpa moniliformis  

(Fabaceae: leaves) 

crystal violet assay 77% of biofilm inhibition (4) 

 

S. epidermidis Trentin et al., 2011 

Quercus cerris 

(Fagaceae: leaves) 

crystal violet assay 63% of biofilm inhibition (0.2) S. aureus Hobby et al., 2012 

Quercus infectoria 

(Fagaceae: nutgalls) 

crystal violet assay biofilm inhibition (0.25) 

 

MRSA Chusri et al., 2012 

Rhodomyrtus tomentosa 

(Myrtaceae: leaves) 

crystal violet assay biofilm inhibition (0.5 and 0.25MIC ; MIC = 0.032-

0.128) 

biofilm inhibition (0.5 and 0.25MIC ; MIC = 0.032-

0.256) 

S. aureus  

 

S. epidermidis 

Saising et al., 2011 

Rosa canina  

(Rosaceae: fruits) 

crystal violet assay at lest 50% of biofilm inhibition (≤ 0.032) MRSA Quave et al., 2008 

Rosmarinus officnalis 

(Lamiaceae: leaves; stems; flowers) 

crystal violet assay at lest 50% of biofilm inhibition (≤ 0.032) MRSA Quave et al., 2008 

 

Rubus ulmifolius  

(Rosaceae: roots) 

crystal violet assay at lest 50% of biofilm inhibition (≤ 0.032) MRSA Quave et al., 2008 

Senna macranthera 

(Fabaceae: fruits) 

crystal violet assay 56.7% of biofilm inhibition (0.4) S. epidermidis Trentin et al., 2011 

Syzygium cumini  

(Myrtaceae: seeds) 

plate count method ≥ 80% of biofilm eradication (0.5-1)  S. mutans Patel et al., 2013 
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Scientific names 

(Family: part used) 

Tested Methods Anti-biofilm activity  

(concentration; mg/ml) 

Pathogens References 

Tamarindus indica  

(Fabaceae: seeds) 

plate count method ≥ 80% of biofilm eradication (0.5-1) 

 

S. mutans Patel et al., 2013 

Tridax procumbens 

(Asteraceae: leaves) 

crystal violet assay 41.9% of biofilm inhibition (0.1) E. coli Namasivayam and Roy, 2013 

Vitex negundu 

(Verbenaceae: leaves) 

crystal violet assay 65.0% of biofilm inhibition (0.1) E. coli Namasivayam and Roy, 2013 
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3.2 กลไกของกระบวนกำรอักเสบ (inflammation) และบทบำทของกระบวนกำรอักเสบที่เกี่ยวข้องกับกำรหำยของแผล

  

กลไกของกระบวนกำรอักเสบ (inflammation)  

การอักเสบ (inflammation) เป็นส่วนหนึ่งของกระบวนการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันในร่างกายต่อสิ่งที่ท าให้

เกิดการบาดเจ็บของเนื้อเยื่อเช่น การได้รับหรือสัมผัสกับสารเคม ีการติดเชื้อไวรัสหรอืแบคทีเรีย และการเกิดแผล เป็นต้น (Wu 

and Chen, 2014) หลังจากการเกิดแผล จะท าให้หลอดเลือดฉีกขาด ส่งผลต่อการหดตัวของหลอดเลือด (vasoconstriction) 

ที่เป็นผลมาจากการท างานของ nerve reflex ซึ่งอยู่บริเวณเซลล์เยื่อบุผนังหลอดเลอืด (endothelial cell) เพื่อชะลอการไหล

ของเลือด จากนั้นเกล็ดเลือด (platelet) ซึ่งอยู่ในหลอดเลือดจะตอบสนองโดยการยึดเกาะกับช้ัน subendothelial layer 

ของต าแหน่งหลอดเลือดที่ฉีกขาด โดยอาศัยตัวรับ (receptor) ที่อยู่บนผิวของเกล็ดเลือด (platelet membrane) ได้แก่ 

glycoprotein (GP) receptor ซึ่งมีหลายชนิด แต่ชนิดที่มีความส าคัญในการยึดเกาะ คือ GP Ia/IIa และ GP Ib/IX โดย GP 

Ia/IIa จะเข้าจับกับ subendothelial collagen และ GP Ib/IX จะเข้าจับกับโปรตีน von Willebrand factor (vWF) ซึ่งอยู่

ใน plasma ท าหน้าทีเ่ป็น cell adhesion molecule โดย vWF จะเป็นตัวเช่ือมต่อระหว่าง subendothelial collagen กับ 

GP Ib/IX ของ platelet membrane ท าให้ platelet เกิดการยึดกับ subendothelial layer ได้ดีขึ้น เรียกกระบวนการนี้ว่า 

platelet adhesion (Thomas and Storey, 2015) หลังจากนั้น platelet จะหลั่ง chemical mediators เช่น adenosine 

diphosphate (ADP), thromboxane A2 (TxA2) หรือ serotonin จาก granules เพื่อกระตุ้นให้ platelet ตัวอื่นๆ เข้ามา

รวมตั วและเกาะกลุ่ มกันมากขึ้ นจนเกิด เป็ น  platelet plug หรือ เรียกกระบวนการนี้ ว่ า  platelet aggregation 

(Golebiewska and Poole, 2015) หลังจากนั้นจะเกิดกระบวนการสร้างลิ่มเลือด ซึ่งอาศัยปัจจัยการแข็งตัวของเลือด 

(clotting factor) เ ช่ น  FI (fibrinogen), FII (prothrombin) ห รื อ  FIII (Thromboplastin) เป็ น ต้ น  โด ยจ ะ เกิ ด ก าร

เปลี่ยนแปลงจาก prothrombin ไปเป็น thrombin ซึ่งมีคุณสมบัติในการเปลี่ยน fibrinogen ไปเป็น fibrin และเข้ารวมตัว

กับกลุ่ม platelet ท าหน้าที่เป็นโครงข่าย (mesh-like matrix) ให้ platelet หลังจากนั้นจะเกิดการเช่ือมต่อ หรือ cross-

linking ระหว่าง fibrin ท าให้ลิ่มเลือดแข็งแรงมากขึ้น เรียกว่า fibrin clot (Palta et al., 2014) เพื่อหยุดการไหลของเลือด 

นอกจากนี้ platelet ยังท าหน้าที่สร้างและหลั่ง cytokines หรือ growth factors ได้แก่ thrombin, transforming growth 

factor (TGF)-beta, platelet derived growth factor (PDGF) และ vascular endothelial growth factor (VEGF) ซึ่ ง

ท าหน้าที่เป็นตัวชักน าให้เซลล์เม็ดเลือดขาวเคลื่อนที่ออกจากหลอดเลือดเข้าสู่บริเวณแผลอีกด้วย ในขณะเดียวกันเมื่อเกิดแผล 

เนื้อเยื่อบริเวณผิวหนังที่ได้รับบาดเจ็บ และ mast cells จะมีการสร้างและหลั่งสาร histamine ส่งผลให้เกิดการขยายตัวของ

หลอดเลือด (vasodilation) เพิ่มการซึมผ่านของหลอดเลือด (vascular permeability) และชักน าเซลล์ neutrophil ให้

เคลื่อนที่ออกนอกหลอดเลือดเข้าสู่บริเวณแผล จากการศึกษาของ Egozi และคณะ (2003) พบว่าหนูที่มีความบกพร่องของ 

mast cells (mast cells-deficient WBB6F1/J-KitW/KitW-v mice) จะท าให้มีจ านวนของ neutrophils บริเวณแผลลดลง 

แต่การแทรกซึมของ macrophage และ T-cell เป็นปกติ นอกจากนี้ พบว่าหนูที่มีความบกพร่องของ mast cells ไม่มีผลต่อ

การสร้างเนื้อเยื่อใหม่ การสังเคราะห์ collagen หรือการสร้างหลอดเลือดใหม่ ซึ่งผลการทดลองนี้สามารถช้ีให้เห็นว่า mast 

cells มีผลต่อการชักน า neutrophils ไปยังบริเวณแผลลดลง จากการศึกษาของ Tellechea และคณะ (2016) ได้ศึกษาผล
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ต่อการหายของแผลในหนูเบาหวานและหนูที่ไม่เป็นเบาหวานที่ มีความบกพร่องของ MC (MC-deficient WBB6F1/J-

KitW/KitW-v mice) เปรียบเทียบกับหนูกลุ่มควบคุม (wild type; WT) พบว่าทั้งหนูที่เป็นและไม่เป็นโรคเบาหวานซึ่งมีความ

บกพร่องของ MC มีการหายของแผลช้ากว่าหนูกลุ่ม WT อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ นอกจากนี้ได้ตรวจหาการแสดงออกของ 

VEGF mRNA และ MMP-9 mRNA จากเนื้อเยื่อแผลในวันที่ 10 หลังการเกิดแผล พบว่า หนูในกลุ่ม KitW/KitW-v mice มี

การแสดงออก VEGF mRNA ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุ่มควบคุม แต่มีการแสดงออกของ 

MMP-9 mRNA เพิ่มขึ้น นอกจากนี้ mast cells ยังมีผลกระตุ้นการสร้าง selectins ซึ่งเป็น adhesion molecule ของ 

endothelial cell อีกด้วย(Eming et al., 2007) เมื่อหลอดเลือดขยายตัว และมีการสร้าง selectins บริเวณ endothelial 

cell จะเกิดการจับกันระหว่าง selectins ligand และ chemokines receptor บนผนังเซลล์ของ neutrophil ซึ่งเป็นเม็ด

เลือดขาวชนิดแรกที่เข้าสู่บริเวณแผล หลังเกิดการบาดเจ็บในช่วง 6-24 ชม. แรก กับ selectins และ chemokines บริเวณ 

endothelial cell ท าให้เกิดการหมุน (rolling) เคลื่อนตัวไปช้าๆ บนผนังหลอดเลือด จากนั้น neutrophil จะยึดเกาะ 

(adhesion) กับ endothelial cell และเกิดการคืบคลาน เคลื่อนตัวผ่านผนังหลอดเลือด โดยอาศัย integrins ซึ่งได้แก่ 

CD11a/CD18 (LFA-1), CD11b/CD18 (MAC-1), CD11c/CD18 (gp150, 95) แ ล ะ  CD11d/CD18 (Tan et al., 2000; 

Sumagin et al., 2010) ที่ อยู่ บนผนั งเซลล์ของ neutrophil จับกับ  integrins ligand บน endothelial cell ท าให้ 

neutrophil แทรกซึมออกนอกหลอดเลือด และเคลื่อนที่ไปยังบริเวณแผล เพื่อจับกินสิ่งแปลกปลอมต่างๆ (Soehnlein et 

al., 2017) โดยวิธีการ phagocytosis ซึ่งอาศัยการสร้าง reactive oxygen species (ROS) และการหลั่ง enzymes จาก 

granule เพื่อก าจัดและย่อยสลายเซลล์แบคทีเรีย ซึ่ง granule protein ที่ neutrophil หลังออกมา จะมีผลต่อการชักน าให้

เซลล์ monocyte เคลื่อนที่มายังบริเวณแผล โดย granule protein จะสะสมอยู่บริเวณ endothelial glycocalyx และ

กระตุ้นให้เกิดการแสดงออกของ cell adhesion molecules หรือ CAMs (vascular cell adhesion molecule 1; VCAM-

1 กับ intercellular adhesion molecule 1; ICAM-1) ท าให้เกิดการจับกันกับ beta2-integrin ที่อยู่บนผิวของ monocyte 

และเกิดการยึดเกาะบน endothelial cell จากนั้นจะถูกเหนี่ยวน าให้เกิดการเคลื่อนที่ออกนอกหลอดเลือดโดย azurocidin ที่

สร้างมาจากจาก primary granules ของ neutrophil และLL-37 ซึ่งเป็น antimicrobial peptide ที่สร้างจาก secondary 

granules ของ neutrophil (Soehnlein and Lindbom, 2010) ซึ่ง monocyte จะเคลื่อนที่ออกนอกหลอดเลือดเข้าสู่

บริเวณแผลหลังจากเวลาผ่านไป 24 ชม. และเกดิการเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ macrophage ท าหน้าที่ในการจับกินเช้ือโรค

ต่างๆ เนื่องจาก neutrophil มีอายุสั้น และจะเกิดการ apoptosisซึ่งเป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่สามารถชักน าให้เซลล์ monocyte 

เคลื่อนท่ีเข้าสู่แผลมากข้ึน เซลล์ macrophage มีส่วนในการควบคุมปริมาณของ neutrophil บริเวณแผล โดยมีผลยับยั้งการ

แทรกซึมของ neutrophil จากหลอดเลือด และหลั่ง cytokine เพื่อกระตุ้นให้ neutrophil เกิดการ apoptosisในระยะ

สุดท้ ายเซลล์  macrophage จะก าจัด เศษซากของ neutrophil ที่ เกิดจากการ apoptosisซึ่ งบริ เวณผิวเซลล์ของ 

macrophageมี receptor หลายชนิด ที่สามารถรับรู้และตอบสนองต่อสภาพแวดล้อมจุลภาคที่เซลล์อาศัยอยู่ เช่น Toll-like 

receptors (TLRs) และ  complement receptors (Eming et al., 2007) โดย TLRs เป็นโปรตีนตัวรับจดจ ารูปแบบ 

(pattern recognition receptors; PRRs) ที่ส าคัญของระบบภูมิคุ้มกันที่มีมาแต่ก าเนิด (innate immune system) ซึ่งจาก

การศึกษาพบว่าในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมมี TLRs 13 ชนิด (TLR1-13) ในคนมี TLRs 10 ชนิด และในหนูมี TLRs 12 ชนิด 
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(Spirig et al., 2012) โดยในหนูไม่พบการแสดงออกของ TLR10 ในคนจะพบ TLRs บริเวณผิวของเซลล์ได้แก่ TLR1, TLR2, 

TLR4, TLR5, TLR6 และ TLR11 และพบ TLRs บริเวณภายในเซลล์ ได้แก่ TLR3, TLR7, TLR8 และ TLR9 (Spirig et al., 

2012; Portou et al., 2015) ในกระบวนการอักเสบ TLRs ที่ส าคัญของเซลล์ macrophages คือ TLR2 และ TLR4 (Huang 

et al., 2007) ซึ่ งมีบทบาทส าคัญต่อการป้องกันการติดเช้ือ โดย TLR2 จะจดจ ารูปแบบของ peptidoglycan และ 

lipopeptide บนผนังเซลล์ของแบคทีเรียแกรมบวก ส่ วน TLR4 จะจดจ ารูปแบบของ lipopolysaccharide ซึ่ งเป็น

ส่วนประกอบของ outer membranes ในแบคทีเรียแกรมลบ (Suga et al., 2014) มีรายงานการศึกษาความสัมพันธ์ของ 

TLRs กับการอักเสบทั้งในกระบวนการหายของแผลปกติและแผลเบาหวาน ได้แก่Dasu และ Jialal (2013) ศึกษาผลต่อการ

หายของแผลในหนูปกติเปรียบเทียบกับหนูเบาหวาน โดยการตรวจหาการแสดงออกของ mRNA และ protein ของ TLR4 

โดยใช้วิธี real-time PCR และ Western blotting techniqueจากเนื้อเยื่อของแผลในวันที่ 10 พบว่าหนูเบาหวาน มีการ

แสดงออกของTLR4mRNA และ TLR4protein เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับหนูปกติ และได้ศึกษาผล

ต่อการหายของแผลใน TLR4 knockout (KO) mice (TLR4-/-) ร่วมกับการเหนี่ยวน าให้เกิดโรคเบาหวาน เปรียบเทียบกับหนู

เบาหวานปกติ พบว่าหนูเบาหวานในกลุ่ม TLR4-/-มีการหายของแผลดีกว่าอย่างมีนัยส าคัญส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับ

หนูเบาหวานในกลุ่ม WT และพบว่าหนูที่ไม่เป็นโรคเบาหวานการหายของแผลไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับหนู

เบาหวานในกลุ่ ม  TLR4-/-นอกจากนี้ ได้ ตรวจหาปริมาณ ของ interleukin-6 (IL-6) และ TNF-alpha ซึ่ งถือว่า เป็น 

biomediators ของ TLR4 signaling โดยใช้วิธี ELISA พบว่าในวันท่ี 10 หลังการเกิดแผลหนูเบาหวานในกลุ่ม TLR4-/-มีความ

เข้มข้นของ IL-6 และ TNF-alpha ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับหนูเบาหวานกลุ่ม WT นอกจากเซลล์ 

macrophageมีบทบาทต่อระบบภูมิคุ้มกัน และก าจัดสิ่งแปลกปลอมระหว่างกระบวนการหายของแผลแล้ว  macrophageยัง

มีบทบาทส าคัญต่อการสร้าง growth factorเช่น TGF-beta, TGF-alpha, FGF, PDGF และ VEGF ซึ่งมีส่วนในการส่งเสริมให้

เกิดการแบ่งเซลล์เพิ่มจ านวนและการสังเคราะห์สารที่เป็นองค์ประกอบของ extracellular matrix (ECM)ในเซลล์ผิวหนัง 

(Eming et al., 2007) โดยกระบวนการอักเสบจะหยุดลง ก็ต่อเมื่อบริเวณแผลปราศจากสิ่งแปลกปลอมใดๆ ซึ่งการหลั่ง 

growth factor หรือ cytokine จะท าหน้าที่ เป็น anti-inflammation เพื่อหยุดกระบวนการอักเสบ และมีผลกระตุ้น

กระบวนการซ่อมแซมเนื้อเยื่อต่อไป (Soehnlein et al., 2014)  

บทบาทของกระบวนการอักเสบที่เกี่ยวข้องกับการหายของแผล 

กระบวนการหายของแผล เป็นกระบวนการที่เกี่ยวข้องกับการซ่อมแซมเนื้อเยื่อหลังจากการได้รับบาดเจ็บหรือเกิด

แผล (Velnar et al., 2009) ซึ่งแบง่ออกเป็น 4 ระยะ ดังนี ้    

- ระยะที่ 1 เมื่อร่างกายได้รับบาดเจ็บ และเกิดการฉีกขาดของหลอดเลือด การห้ามเลือดจะเกิดขึ้นทันทีโดยการ

ท างานของ plateletซึ่งเกิดการรวมตัวกับ fibrin กลายเป็นลิ่มเลือด (fibrin clot) (Reinke and Sorg, 2012) และ platelet

จะหลั่งโปรตีนต่างๆ โดยเฉพาะ thrombin ซึ่งท าหน้าที่เป็นสารสื่อกลางตัวแรกที่หลั่งออกมา โดยมีความส าคัญต่อการชักน า

เม็ดเลือดขาวเข้ามายังบริเวณแผล (Patel et al., 2016)        

- ระยะที่ 2 คือ ระยะการอักเสบ ซึ่งได้กล่าวถึงกลไกไว้ข้างต้นนั้น โดยมีการแทรกซึมของ neutrophil ซึ่งเป็นเซลล์

เม็ดเลือดขาวชนิดแรกท่ีแทรกซึมเข้าสู่บริเวณแผล ท าหน้าที่จับกินเชื้อโรคต่างๆ  จากนั้นจะเกิด apoptosisส่งผลต่อการชักน า
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ใหเ้ซลล์ monocyte เข้าสู่บริเวณแผลเป็นล าดับถัดไป นอกจากนี้ neutrophil ยังสามารถสร้างและหลั่ง pro-inflammatory 

cytokines ที่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ monocyte ไปเป็นเซลล์ macrophage ในระยะ M1 ซึ่งได้แก่ interleukin-

1alpha (IL-1 alpha), IL-1beta, IL-6 และ tumor necrosis factor-alpha (TNF-alpha) ซึ่ ง monocyte เมื่อออกนอก

หลอดเลือดเข้าสู่เนื้อเยื่อบริเวณแผลและเปลี่ยนเป็นเซลล์ macrophage ในระยะ M1 แล้วจะท าหน้าท่ีจับกินเช้ือโรค หรือเนื้อ

ตายต่างๆ บริเวณแผล รวมทั้งจับกินเซลล์ neutrophil ที่เกิดการ apoptosis (Sindrilaru and Scharffetter-Kochanek, 

2013) เมื่อบริเวณแผล ปราศจากสิ่งแปลกปลอม เซลล์ macrophage จะเปลี่ยนไปเป็นระยะ M2 โดยจะมีการหลั่ง TGF-

beta และ IL-10 ซึ่งท าหน้าที่เป็น anti-inflammatory เพื่อหยุดกระบวนการอักเสบ การเปลี่ยนแปลงของ macrophage 

จากระยะ M1 ไปเป็นระยะ M2 เป็นตัวบ่งช้ีที่ส าคัญของการสิ้นสุดระยะการอักเสบโดย macrophage เป็นเซลล์เริ่มต้นที่มี

ความส าคัญต่อกระบวนการการหายของแผล ซึ่งจะแบ่งตามการท าหน้าที่ออกเป็น 2 แบบ คือ classically activated (M1) 

และ alternatively activated (M2) (Novak and Koh, 2013) classically activated หรือ M1จะถูกกระตุ้นให้เกิดการ

แสดงออกโดย interferon-gamma (IFN-gamma) ซึ่งสร้างมาจาก Helper T-cell1 (Th1), lipopolysaccharide (LPS) 

จากเซลล์แบคทีเรียและ TNF-alpha หน้าที่ของ macrophage M1คือ สร้าง pro-inflammatory cytokines, ROSและ 

growth factor เช่น  VEGF และ fibroblast growth factor 2 (FGF-2) (Ogle et al., 2016) alternatively activated 

หรือ M2 จะท าหน้าที่ตรงกันข้ามกับ M1 โดยการหลั่ง anti-inflammatory cytokines ได้แก่ IL-1 receptor antagonist, 

decoy IL-1 receptor type II หรือ IL-10 และหลั่ง growth factorได้แก่  TGF-beta, VEGF และ Insulin-like growth 

factor 1 (IGF-1) (Koh and DiPietro, 2011) ซึ่งปัจจัยที่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์ macrophage M1 ไปเป็นเซลล์ 

macrophage M2 ได้แก่ การกระตุ้นของ IL-4 และ IL-13 ที่หลั่งมาจาก Helper T-cell2 (Th2) และการเกิด apoptosisของ 

neutrophil (Hesketh et al., 2017) นอกจากนี้พบว่าในสภาวะที่มีน้ าตาลในเลือดสูง (hyperglycemia) จะมีผลต่อการ

ท างานของเซลล์ macrophage กล่าวคือ ท าให้คุณสมบัติของ macrophage ในการก าจัดเซลล์ neutrophil ที่เกิดการ 

apoptotic ลดลง (Hesketh et al., 2017) ซึ่งภาวะแผลเรื้อรังเนื่องจากโรคเบาหวานจะเกี่ยวข้องกับระยะการอักเสบที่ใช้

เวลานาน ซึ่งขาดความสมดุลระหว่าง pro- และ anti-inflammatory cytokines โดย macrophage ในแผลเบาหวาน จะมี

การสร้าง pro-inflammatory cytokines สูงกว่าเมื่อเทียบกับแผลปกติ (Weisberg et al., 2003; Goren et al., 2007) 

Khanna และคณะ (2010) ได้ศึกษาการท างานของเซลล์ macrophage ในระยะการอักเสบของหนูเบาหวานท่ีเกิดแผล พบว่า

แผลในหนูเบาหวานมเีซลล ์neutrophil ที่เกิดการ apoptoticเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับแผลในหนูปกติ และ

พบว่ามีระดับของ pro-inflammatory cytokines  ได้แก่ TNF-alpha และ IL-6 เพิ่มสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญในวันท่ี 1 และ 3 

หลังการเกิดแผลเมื่อเปรียบเทียบกับหนูปกติ แต่ IL-10 ซึ่งเป็น anti-inflammatory cytokines ลดลงอย่างมีนัยส าคัญในวันที่ 

7 หลังการเกิดแผลเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มหนูปกติ การตอบสนองต่อการอักเสบ ถือได้ว่าเป็นกระบวนการแรกที่เกี่ยวข้องกับ

การหายของแผล โดยการแทรกซึมของเซลล์เม็ดเลือดขาวเข้าสู่บริเวณทีไ่ด้รับบาดเจ็บหรือเกิดบาดแผลเป็นตัวบ่งช้ีที่ส าคัญของ

เซลล์ต่อการตอบสนองของการอักเสบเพื่อให้เกิดการซ่อมแซมเนื้อเยื่อบริเวณผิวหนังต่อไป โดยเซลล์เม็ดเลือดขาวไม่เพียงแต่

ท าหน้าที่ในการก าจัดสิ่งแปลกปลอมหรือเช้ือโรคต่างๆ บริเวณแผล แต่ยังมีผลต่อการสร้างและการสลายเนื้อเยื่ออีกด้วย 

(Patel et al., 2016) ซึ่งการเพิ่มหรือลดการแทรกซึมของเซลล์เม็ดเลือดขาวไปยังบริเวณที่เนื้อเยื่อเกิดความเสียหายนั้น จะมี
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ผลต่อการ migration, proliferation และ differentiation ของเซลล์ที่เกี่ยวข้องท าให้กระบวนการหายของแผลเกิดช้าลง 

จากการศึกษาของ Mori และคณะ (2004) ได้ศึกษาเปรียบเทียบระหว่างหนู mice ที่มีความบกพร่องของ beta-1,4-

galactosyltransferase-I (beta4GalT-I) กับหนู mice สายพันธุ์ปกติต่อการหายของแผล พบว่า หนูที่มีความบกพร่องของ 

beta4GalT-I มีการหายของแผลช้าลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมือ่เปรียบเทียบกับหนูปกต ิโดยมีผลต่อการลดลงของการสร้าง

เนื้อเยื่อใหม่ การสังเคราะห์ collagen และลดการสร้างหลอดเลือดใหม่อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับหนูปกติ 

นอกจากนี้ยังพบว่า มีการแทรกซึมของเซลล์เม็ดเลือดขาวไปยังบริเวณแผลลดลง ส่งผลต่อการยับยั้งระดับของ macrophage-

derived chemokines, TGF-beta1 และ VEGF จากรายงานจะเห็นได้ว่า หากมีการแทรกซึมของเซลล์เม็ดเลือดขาวไปยัง

บริเวณบาดแผลลดลง จะมีผลต่อการสรา้งเนื้อเยื่อและหลอดเลือดใหม่ลดลง ท าให้แผลหายช้ากว่าปกติ และจากการศึกษาของ 

Kitano และคณะ (2017) ได้ศึกษาเปรียบเทียบระหว่างหนูที่มีความบกพร่อง inducible nitric oxide synthase (iNOS) กับ

หนูสายพันธุ์ปกติต่อการหายของแผล พบว่าหนูท่ีมีความบกพร่องของ iNOS มีผลท าให้เกิดการแบ่งเซลล์และการสร้างเนื้อเยื่อ

ใหม่ช้าลงใน excision wound model และพบว่ามีการยับยั้งการแทรกซึมของเซลล์ macrophage และลดการแสดงออก

ของTGF-beta1 mRNAซึ่งจากการศึกษาแสดงให้เห็นว่าหากมีการยับยั้งการแทรกซึมของเซลล์ macrophage จะมีผลท าให้

การแบ่งเซลล์และการสร้างเนื้อเยื่อใหม่ทีช้่าลงเมื่อกระบวนการอักเสบสิ้นสุดลง จะเข้าสู่ระยที่ 3   

     

- ระยะที่ 3 คือระยะการแบ่งเซลล์ หรือ proliferation phase โดย TGF-beta ที่หลั่งออกมาจาก macrophage 

M2ในช่วงหลังของระยะการอักเสบนั้น มีความส าคัญเป็นอย่างมากในกระบวนการหายของแผล โดยมีผลต่อการเปลี่ยนแปลง

ของเซลล์ fibroblast ไปเป็น myofibroblast  ซึ่งกระตุ้นการสร้าง collagen ท าให้เกิดการหดตัวของแผล (Bielefeld  et 

al., 2013) กระตุ้นการแบ่งเซลล์และการเคลื่อนที่ของเซลล์ keratinocytes จากขอบแผลเข้าสู่ตรงกลางแผล นอกจากนี้ยัง

ส่งเสริมการสังเคราะห์หลอดเลือดใหม่อีกด้วย (Sinno and Prakash, 2013) เมื่อการเคลื่อนที่ เข้าหากันของเซลล์ 

keratinocytes จากขอบแผลบรรจบกัน ก็จะหยุดกระบวนการแบ่งเซลล์ และเข้าสู่ระยะที่ 4   

    

- ระยะที่ 4 คือ ระยะการปรับรูปร่าง หรือ remodelling phase ซึ่งในระยะนี้เป็นระยะสุดท้ายของกระบวนการ

หายของแผล โดยใช้เวลานานท่ีสุด อาจจะเป็นสัปดาห์หรือเป็นเดือน ขึ้นอยู่กับขนาดของแผล ในระยะนี้จะต้องมีความสมดุล

ของการสร้างและสลาย ECMบริเวณแผล โดยอาศัยการท างานของ T-cell ซึ่งจะถูกชักน าให้ออกจากหลอดเลือดเข้าสู่เนื้อเยื่อ

แผลโดย cytokineที่สร้างจาก macrophage ซึ่งจะเข้ามาในช่วงท้ายของระยะการอักเสบ และมามีผลต่อระยะ remodelling 

phase  โดย T-cell ที่เขา้สู่บริเวณแผลจะเป็นชนิด Helper T-cell1 และ 2 (Th1 และ Th2) โดยผ่านการเหนี่ยวน าจากเซลล์ 

macrophage M2 และ M1 ตามล าดับ สารต่างๆ ที่หลั่งออกมาจาก macrophage M1 และ M2 นั้นมีความส าคัญต่อการ

ควบคุมสมดุลของ ECM (Tredget et al., 2006) โดย M1 จะหลั่ง metalloprotienases หรือ MMPs ท าหน้าที่ในการสลาย 

matrix protein ส่วน M2 ท าหน้าที่ในการสร้าง matrix protein และเพื่อการควบคุมไม่ให้เกิดการสลาย matrix protein 

มากเกินไป mesenchymal cell จะสร้าง tissue inhibitors of metalloprotienase หรือ TIMPs มายับยั้งการท างานของ 
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MMPs และในระยะหลังของ remodelling phase จะพบว่ามจี านวนของเซลล์ macrophage ลดลง ส่งผลให้การสร้าง ECM 

ลดลง ซึ่งการเปลี่ยนแปลงเหล่านี้ เป็นตัวบ่งช้ีถึงการลดขนาดแผล และการหายของแผลที่สมบูรณ์ (Delavary et al., 2011) 

เซลล์อักเสบชนิดต่างๆ ที่มีส่วนเกี่ยวข้องกับกระบวนการหายของแผล แสดงดังตำรำงที่ 3.2 โดยมีล าดับการ

เคลื่อนที่เข้าสู่บริเวณแผลดังรูปที่ 3.1ซึ่งเซลล์ที่มีบทบาทส าคัญมากที่สุด คือ macrophage โดยจะเริ่มเข้ามามีบทบาทตั้งแต่

ระยะการอักเสบ การด าเนินไปของกระบวนการอักเสบตามปกติ macrophage สามารถจับกินสิ่งแปลกปลอมบริเวณแผลได้

หมด จะส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ macrophage จาก M1 เป็น M2 ซึ่งส่งผ่าน growth factor ได้แก่ TGF-beta 

ที่มีความส าคัญต่อระยะ proliferation กระบวนการหายของแผลจะเกิดขึ้นต่อเนื่องไปจนถึงระยะ remodeling จนกระทั่ง

แผลหายอย่างสมบูรณ์ แต่หากเกิดความผิดปกติในระยะการอักเสบ neutrophil และ macrophage หลั่ง cytokineมากขึ้น 

และmacrophageไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงไปเป็น M2 จะส่งผลให้เกิดความบกพร่องในการสร้าง ECM และมีการสลาย ECM 

มากขึ้นจากการท างานของเอนไซม์ MMPs จ านวนมาก ซึ่งหลั่งจาก M1 ลดการแบ่งเซลล์และการเคลื่อนที่ของ fibroblast 

และ keratinocyte กระบวนการหายของแผลไม่สามารถด าเนินการต่อเนื่องไปถึงระยะ proliferation และ remodeling ได้ 

จึงเกิดเป็นแผลเรื้อรัง  
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ตำรำงที่ 3.2 ชนิดของเซลล์ที่เกี่ยวข้องกับอักเสบ หน้าที่ และสารสือ่กลางที่หลั่งออกมาในกระบวนการหายของแผล(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 tissuedegradation  

   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, plateletderived 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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รูปที่ 3.1ล าดับการเคลื่อนที่ของเซลล์เม็ดเลือดขาวเข้าสู่บริเวณแผล (Koh and DiPietro, 2011)
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3.3 กลไกที่เกี่ยวข้องกับกระบวนกำรหำยของแผลบทบำทของยีนและสำรชีวโมเลกุลแต่ละชนดิที่เกี่ยวข้องกับกำรหำยของ

แผล 

หลังจากการได้รับบาดเจ็บหรือเกิดแผล จะเกิดการส่งสัญญาณต่างๆ จากสิ่งแวดล้อมรอบๆ เซลล์ (signaling 

molecules) เพื่อตอบสนองต่อการบาดเจ็บ ซึ่งจะถูกรับรู้ โดยจับกับตัวรับ (receptor) ของเซลล์ และเกิดการส่งสัญญาณ

ต่อ ไปภายในเซลล์  ( intracellular reactions) ท าให้ เกิ ดการตอบสนองของเซลล์  (cell behavior) เช่น  การเกิ ด 

differentiation, migration, proliferation และ apoptosis ของเซลล์ชนิดต่างๆ เพื่อการสร้างเนื้อเยื่อใหม่ของผิวหนัง โดย

ในระหว่างกระบวนการหายของแผล จะมียีนและสารชีวโมเลกุลต่างๆ ที่ส าคัญเข้ามาเกี่ยวข้องในระบบการส่งและรับรู้

สัญญาณ (signaling pathway) ได้แก่ Wnt/beta-catenin signaling pathway, Notch pathway, Hedgehog pathway, 

Toll-like receptors (TLRs) signaling pathway และ growth factor/cytokine pathways (TGF-beta/Smads, VEGF, 

PDGF, TNF-alpha/NF-kB หรือ Interleukin) กลไกท่ีเกี่ยวข้องกับกระบวนการหายของแผล มีดังน้ี  

Wnt signaling pathway           

Wnt คือ glycoproteins ที่มีความส าคัญต่อกระบวนการพื้นฐานของเซลล์ในระหว่างการพัฒนาและการรักษา

สภาวะความสมดุลของเซลล์ให้คงที่ โดยเฉพาะเซลล์ผิวหนังซึ่งมีส่วนช่วยในการสร้างผิวหนังช้ันหนังแท้ (dermis) และการ

สร้างของเส้นขนต่างๆ Wnt signaling pathway แบ่งออกเป็น 3 แบบ คือ  

1. beta-catenin pathway (canonical Wnt pathway) ซึ่งท าหน้าท่ีกระตุ้นยีนเป้าหมายภายในนิวเคลียส  

2. Planar cell polarity (PCP) pathway เกี่ยวข้องกับการจัดเรียงโครงสร้างใหม่ของเซลล์  

3. Wnt/calcium (Ca2+) pathway ซึ่งมีบทบาทส าคัญต่อการสร้างตัวอ่อน (embryogenesis) และการเกิด

เนื้อเยื่อต่างๆ (De, 2011)  

จากการศึกษาพบว่าในร่างกายมนุษย์มี Wnt protein ที่แตกต่างกัน 19 ชนิด และมีตัวรับ Frizzled (Fz) receptor 

10 ชนิด โดย pathway ที่มีความเกี่ยวข้องกับกระบวนการซ่อมแซมเนื้อเยื่อของผิวหนังคือ Wnt/beta-catenin signaling 

pathway (Archbold et al., 2012; Houschyar et al., 2015) beta-catenin คื อ  transcriptional co-activator ที่

เกี่ยวข้องกับ transcription cofactors อื่นๆ เช่น T cell factors/lymphoid enhancer factors (TCF/LEF) ซึ่งท าหน้าที่

ควบคุมการแสดงออกของยีนในเซลล์แต่ละชนิด ในกรณีที่ไม่มี Wnt signaling beta-catenin จะถูกท าลายโดย Axin, 

adenomatosis polyposis coli (APC), glycogen synthase kinase 3 (GSK3), protein phosphatase 2A (PP2A) และ 

casein kinase 1alpha (CK1 alpha) ซึ่งไม่ก่อให้เกิดการถอดรหัสทางพันธุกรรมในนิวเคลียส ในทางตรงกันข้ามหากมี Wnt 

signaling จะเข้าจับกับ Fz receptor และ low-density lipoprotein receptor protein 5/6 (LRP 5/6) ส่งผลให้เกิดการ

กระตุ้น Dishevelled (DSH) ซึง่เป็นตัวยับยั้งการท างานของเอนไซม์ GSK3 ไม่ก่อให้เกิด APC/Axin/GSK3 complex ป้องกัน

ไม่ให้ beta-catenin ถูกท าลาย ท าให้ beta-catenin มีความเสถียรภาพและเกิดการสะสม ใน cytoplasm มากข้ึน หลังจาก

นั้น beta-catenin จะเคลื่อนที่เข้าไปในนิวเคลียส และมีผลต่อการถอดรหัสของยีน โดยการเข้าจับกับ TCF/LEF ซึ่งเป็น 

transcriptional co-activator กระตุ้นการแสดงออกของยีนเป้าหมายต่างๆ ได้แก่ Cyclin D1, MT1-MMP (membrane-

type 1-matrix metalloproteinase), MMP-7 แล ะ  Dkk-1 (Dickkopf) (รูป ที่  3.2) (Houschyar et al., 2015) ซึ่ ง ใน
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กระบวนการหายของแผลจะมีเอนไซม์ที่ส าคัญในกลุ่ม matrix metalloproteinase (MMPs) ซึ่งสร้างและหลั่งมาจากเซลล์ 

macrophage และfibroblast โดยมีบทบาทส าคัญในการสังเคราะห์หลอดเลือดใหม่และในกระบวนการสลาย extracellar 

matrix protein beta-catenin จะมีปริมาณ เพิ่ มขึ้น ใน mesenchymal cells ในระยะ proliferative phase ของ

กระบวนการหายของแผลซึ่งมีส่วนเกี่ยวข้องในการสร้างโครงสร้างของเยื่อบุผิวและการซ่อมแซมผิวหนังที่เกิดความเสียหาย 

(Bielefeld et al., 2013) โดยมีบทบาทส าคัญต่อการควบคุมอัตราการแบ่งเซลล์ เพิ่มจ านวน การเคลื่อนที่ และการ

แพร่กระจายของเซลล์ fibroblast (Zhang et al., 2009) นอกจากนั้นแล้วยังพบการท างานของ Wnt/beta-catenin 

signaling pathway ในระยะอื่นๆ ของกระบวนการหายของแผลได้แก่ ระยะการห้ามเลือดและระยะการอักเสบ โดย Wnt 

signaling เป็นปัจจัยส าคัญต่อการพัฒนาของ megakaryocytes และกระตุ้นการท าหน้าที่ของ proplatelet (Macaulay et 

al., 2013) นอกจากนั้นพบว่า canonical Wnt ยังท าหน้าที่ในการยับยั้งการเกาะกลุ่มกันของเกล็ดเลือดอีกด้วย (Steele et 

al., 2009) หลังจากผ่านระยะการห้ามเลือด เข้าสู่ระยะการอักเสบ ซึ่งจะพบอาการ ปวด บวม แดง และร้อน มีการขยายตัว

และเพิ่มการซึมผ่านของหลอดเลือด และเกิดการชักน าเซลล์เม็ดเลือดขาว (neutrophilและ macrophage) เข้าสู่บริเวณที่

ได้รับบาดเจ็บ ท าหน้าท่ีในการก าจัดสิ่งแปลกปลอมหรือเนื้อตายต่างๆ บริเวณแผล Wnt signaling จะเกี่ยวข้องกับการควบคุม

กระบวนการอักเสบ โดยมี Wnt5a เป็นตัวเหนี่ยวน าเซลล์ macrophageในการตอบสนองต่อเชื้อแบคทีเรีย และ Fz receptor

มีผลต่อการควบคุม pro-inflammatory cytokines จะท าให้เกิดการตอบสนองต่อการอักเสบท่ีเพิ่มขึ้น (Staal et al., 2008) 

หลังจากกระบวนการอักเสบ จะเข้าสู่ระยะ proliferation phase ในระยะนี้ fibroblasts, smooth muscle cells และ 

endothelial cells จะแทรกซึมเข้าสู่บริเวณแผล ซึ่งbeta-catenin มีความส าคัญต่อการควบคุมการท างานของเซลล์ 

fibroblasts โดยระดับของ beta-catenin protein และการถอดรหัสของยีนจะเพิ่มสูงขึ้นในช่วงของระยะ proliferation 

phase และจะกลับเข้าสู่ระดับปกติในระยะ remodeling phase ของกระบวนการหายของแผล จากการศึกษาพบว่าแผลใน

คนจะพบการแสดงออกของ beta-catenin เพิ่มขึ้นและพบว่ามีการแสดงออกของ fibronectin และ MMP-7 ซึ่งเป็นยีน

เป้าหมายของ beta-catenin เพิ่มขึ้นในระยะ proliferation phase (Cheon et al., 2005) โดยการเพิ่มขึ้นของ beta-

catenin จะบ่งช้ีถึงกระบวนการหายของแผลที่ดี แต่หากมีการเพิ่มขึ้นในปริมาณที่มากหรือนานเกินไปจะก่อให้เกิด fibrosis 

และเกิดแผลเป็นที่มากเกินไปได้ จากการศึกษาพบว่า รอยแผลเป็น (hypertrophic scars) ในคนจะพบระดับของ beta-

catenin สูง (Carothers et al., 2012) นอกจากนี้ยังพบว่า beta-catenin ยังสามารถกระตุ้นการหลั่ง TGF-beta1ในระยะ

เริ่มต้นของกระบวนการหายของแผลได้อีกด้วย สุดท้ายในระยะ remodeling phase หน้าที่ของ Wnt จะเกี่ยวข้องกับการ

เปลี่ยนแปลงของเซลล์ fibroblasts ไปเป็น myofibroblasts ซึ่งมีความส าคัญต่อการหดตัวของแผล และการลดลงของการ

เกิดแผลเป็น (Sarrazy et al., 2011) นอกจากนี้พบว่า Wnt มีความส าคัญในกระบวนการสร้างหลอดเลือดใหม่ และสามารถ

รักษาความบกพร่องของหลอดเลือดได้ (Birdsey et al., 2015) 
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รูปที่  3.2 บทบาทของ Wnt/beta catenin signaling pathwayในกระบวนการหายของแผล (APC, adenomatous 

polyposis coli; DSH, dishevelled; GSK3, glycogen synthase kinase 3; LRP5/6, low-density lipoprotein 

receptorrelated protein 5/6; Tcf/Lef, Tcell-specific transcription factor/lymphoid enhancer-binding factor) 

(Arwert et al., 2012) 
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Notch signaling pathway 

Notch signaling pathway คือ ระบบการรับส่งสัญญาณที่ควบคุมการการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ผิวหนัง 

(epidermal differentiation) ท าหน้าที่ในการคงสภาพ รักษาความสมดุลของผิวหนัง (Okuyama et al., 2008; Watt et 

al., 2008) รวมทั้งมีผลควบคุมการสรา้งหลอดเลือดใหม่และการรกัษาสภาพของหลอดเลือด (Gridley, 2010) การท างาน ของ 

Notch signaling จะเกิดปฏิกิริยากันระหว่าง transmembrane ligand และ transmembrane Notch receptor บนเซลล์

ข้างเคียงซึ่งท าหน้าที่เป็นเซลล์ส่งสัญญาณและเซลล์รับสัญญาณ ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมจะประกอบด้วย Notch proteins 4 

ชนิด (Notch1-4) และ Notch ligand5 ชนิด คือ Delta-like 1, 3 และ 4 และ Jagged1-2เมื่อเกิดการกระตุ้น Notch 

ligand จะเข้าจับกับ Notch receptor บริเวณผนังเซลล์มีผลท าให้เกิดปฏิกิริยา proteolytic กับ Notch receptor ซึ่งท าให้

แยกออกจากผนังเซลล์ และมีผลท าให้ cell membrane หลั่ง Notch intracellular domain (NCID) จากนั้น NCID จะ

เคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียส และรวมตัวกับ CSL และ co-activators เพื่อกระตุ้นการถอดรหัสทางพันธุกรรมและควบคุมการ

แสดงออกของยีนเป้าหมาย (รูปที่ 3.3) (Bielefeld et al., 2013) มีหลายงานวิจัยได้การศึกษา Notch signaling pathway 

กับกระบวนการหายของแผล ได้แก่ Thelu และคณะ (2002) ได้ศึกษาการแสดงออกของยีน Notch 1-3, Delta 1และ 

Jagged1โดยใช้วิธี RT-PCR ในโมเดลการหายของแผลในหนู mice พบว่า การแสดงออกของยีนเหล่านี้เพิ่มขึ้นในหนูกลุ่มที่

ได้รับการกระตุ้นให้เกิด cell proliferation เมื่อเปรียบเทียบกับหนูปกติที่ไม่ได้รับการกระตุ้น Chigurupati และคณะ (2007) 

ได้ศึกษาการหายของแผลใน Notch antisense transgenic mice (Notch protein ลดลง 50% เมื่อเทียบกับหนูปกติ ) 

เปรียบเทียบกับหนูปกติ (nontransgenic control mice; wild-type (WT)) พบว่าหนูในกลุ่มWTมีขนาดของแผลลดลง 50% 

ในวันท่ี 5 และแผลหายเป็นปกติในวันท่ี 13 หลังการท าให้เกิดแผล โดยการหายของแผลเร็วกว่าหนใูนกลุ่ม Notch antisense 

transgenic mice ซึ่งมีขนาดของแผลลดลง 15% ในวันที่ 5 และแผลไม่สามารถหายเป็นปกติในวันที่ 13 และได้ศึกษาการ

หายของแผลในหนูWT ที่ได้รับการรักษาด้วยสารดังนี้ 1. กลุ่มที่ได้รับ g-secretase inhibitor (GSI) ซึ่งเป็นสารที่ยับยั้งการเกิด 

NCID และยับยั้งการท างานของ Notch protein2. กลุ่มที่ได้รับ Jagged-1 peptide ซึ่งเป็นสารที่กระตุ้นการท างานของ 

Notch protein โดยทั้ง 2 กลุ่มเปรียบเทียบผลการทดลองกับหนูในกลุม่ควบคุม (vehicle-treated control animals) พบว่า 

หนูในกลุ่มที่ได้รับการรักษาด้วย GSI มีการหายของแผลช้ากว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ แต่หนูกลุ่มที่ได้รับ 

Jagged-1 peptide มีการหายของแผลเร็วกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ นอกจากนี้ผู้ วิจัยได้ตรวจหาระดับของ 

NCID ใน endothelial cells, keratinocytes และ fibroblasts จากเนื้อเยื่อบริเวณแผล โดยใช้ mouse embryonic stem 

cells ซึ่งมีระดับการแสดงออกของ Notchactivity สูงเป็นกลุ่ม positive control พบว่าหนูปกติที่ได้รับการรักษาด้วย 

Jagged-1 peptide มีการเพิ่มขึ้นของระดับ NCID ในเซลล์ทั้ง 3 ชนิด อย่างมีนัยส าคัญ และพบว่า ระดับของ NCID ในกลุ่ม 

Notch antisense transgenic mice ในวันที่ 13 ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุ่มnontransgenic 

controls และระดับของ NCID ในกลุ่มที่ได้รับการรักษาด้วย GSI ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม 

vehicle-treated control animals ภายใน 24 ชม. และมีระดับลดลงจนถึงวันที่ 13 จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่าระดับ

ของ NCID ใน Notch signaling pathway มีผลโดยตรงต่อกระบวนการหายของแผล Outtz และคณะ (2010) ได้ศึกษา

บทบาทที่ส าคัญของ Notch signaling pathway ในการควบคุมการตอบสนองของเซลล์ macrophage ต่อการอักเสบใน
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กระบวนการหายแผล โดยใช้หนูที่มีความบกพร่องของ Notch1 (Notch1+/- mice) เปรียบเทียบกับหนูกลุ่ม WTพบว่าหนูใน

กลุ่ม Notch1+/-มีการแทรกซึมของเซลล์ macrophage ไปยังบริเวณแผลลดลง มากกว่า 30% เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม WT 

เนื่องจากเซลล์ macrophage เป็นแหล่งส าคัญของ TNF-alpha ซึ่งเป็น pro-inflammatory cytokine ในระยะการอักเสบ

ของกระบวนการหายของแผล การศึกษาในครั้งนี้จึงได้ตรวจสอบการแสดงออกของ TNF-alpha ในบริเวณแผลของหนูกลุ่มใน

กลุ่ม Notch1+/- เปรียบเทียบกับกลุ่ม WT พบว่า ในวันที่ 5 หลังการเกิดแผล หนูกลุ่มNotch1+/-มีปริมาณของ TNF-alpha 

ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม WT หลังจากนั้นในวันท่ี 7 หลังการเกิดแผล มีการศึกษาการสะสมของ 

collagen  โดยใช้วิธี trichrome staining พบว่าในกลุ่ม Notch1+/- มีการสะสมของ collagen หนาแน่นกว่ากลุ่ม WT 

นอกจากน้ีได้ศึกษาการแสดงออกของ VEGF receptor-1 (VEGFR-1), IL-6 และ IL-12 ที่สร้างจากmacrophage ของหนูกลุ่ม 

Notch1+/- เปรียบเทียบกับกลุ่ม wild-type พบว่า กลุ่ม Notch1+/- มี VEGFR-1, IL-6 และ IL-12 ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทาง

สถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม WT จากผลการทดลองเหล่านี้จะเห็นได้ว่า Notch1 มีผลในการควบคุมการแสดงออกของ 

VEGFR-1 และcytokines (IL-6, IL-12 และ TNF-alpha) ที่สร้างจากเซลล์ macrophage ซึ่งมีความส าคัญต่อระยะการ

อักเสบในกระบวนการหายของแผล Caiado และคณะ (2008) ได้ศึกษาความสัมพันธ์ของ Notch signaling pathway กับ 

Bone marrow derived vascular precursor cells (BM-PC, endothelial progenitors) ซึ่งเป็นเซลล์ต้นก าเนิดของหลอด

เลือดในกระบวนการหายของแผล การศึกษาใช้หนูสายพันธุ์ Balb-SCID mice โดยแบ่งเป็น 3 กลุ่ม กลุ่มแรกได้รับการฉีดด้วย 

phosphate buffered saline (PBS) ใช้เป็นกลุ่มควบคุม กลุ่มทีส่องได้รับการฉีด BM-PC และกลุ่มที่สามได้รับการฉีด BM-PC 

ร่วมกับ GSI พบว่าในกลุ่มที่ได้รับการฉีด BM-PC มีการหายของแผลเร็วกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ แต่ในกลุ่มที่ได้รับการ

ฉีด BM-PC ร่วมกับ GSI มีการหายของแผลไม่แตกต่างกับกลุ่มควบคุม (PBS) ซึ่งคุณสมบัติของ BM-PC ในการรักษาแผล จะ

เกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อการสร้างหลอดเลือดใหม่บริเวณแผล ผู้วิจัยได้ตรวจสอบการสร้างหลอดเลือดใหม่บริเวณแผล 

พบว่าในกลุ่มได้รับการฉีด BM-PC มีความหนาแน่นของหลอดเลือดฝอยในวันที่ 7 และ 14 หลังการเกิดแผล สูงกว่าอย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม แต่กลุ่มที่ได้รับการฉีด BM-PC ร่วมกับ GSI มีความหนาแน่นของหลอด

เลือดไม่แตกต่างกับกลุ่มควบคุม จากผลการศึกษาน้ีจะเห็นได้ว่า การยับยั้ง Notch signaling pathway ด้วย GSI จะส่งผลต่อ

ความบกพร่องในการท างานของ BM-PC ที่มีผลในการส่งเสริมกระบวนการหายของแผล และการสร้างหลอดเลือดใหม่ใน

สัตว์ทดลอง 
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รูปที่  3.3 บทบาทของ Notch signaling pathway ในกระบวนการหายของแผลNCID, Notch intracellular domain; 

CoA, coactivators; CSL (CBF1, Suppressor of Hairless, Lag-1) (Kume, 2009) 
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Hedgehog signaling pathway  

Hedgehog signaling pathway คือ ระบบการรับส่งสัญญาณที่เกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโตของผิวหนังและการ

สร้างหลอดเลือดใหม่ (Athar et al., 2006)Hedgehogproteins ที่พบในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมมี 3 ชนิดหลักๆ คือ Sonic 

Hedgehog (Shh), Desert Hedgehog (Dhh) และ Indian Hedgehog (Ihh) แต่ชนิดที่มีความส าคัญต่อกระบวนการหาย

ของแผล คือ Shh โดย Shhsignaling จะเข้าจับกับ Patched (transmembrane protein) และมีผลยับยั้งการท างานของ 

Smoothened ส่งผลต่อการกระตุ้น Gli proteinให้เคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียส ซึ่งท าหน้าที่เป็น transcription และควบคุมการ

แสดงออกของยีนเป้าหมาย (Le et al., 2008; Bielefeld et al., 2013) มีรายงานการศึกษาก่อนหน้าน้ีได้ศึกษาความสัมพันธ์

ของ Shhsignaling ที่มีผลต่อกระบวนการหายของแผล พบว่า Shhsignaling มีส่วนช่วยในการซ่อมแซมบาดแผล และการ

สร้างหลอดเลือดใหม่บริเวณแผล (Asai et al., 2006; Le et al., 2008) นอกจากนี้ยังพบว่ามี Shh มีผลต่อการสร้างhair 

follicle หลังการเกิดกระบวนการหายของแผล (Ito et al., 2007)Asai และคณะ (2006) ได้ศึกษา Shhsignaling ต่อการหาย

ของแผลในหนูเบาหวาน (db/db mice) โดยการเปรียบเทียบกันสามกลุ่ม ได้แก่ กลุ่มควบคุมได้รับ LacZ ซึ่งเป็นตัวยับยั้งการ

ท างานของ  Shhsignaling กลุ่มที่ได้รับการรักษาแผลด้วย phShh  (human Shh plasmid) และกลุ่มที่ได้รับการรักษาแผล

ด้วย phShh ร่วมกับการยับยั้งการท างานของ VEGF พบว่า กลุ่มที่ได้รับ phShh มีการสร้างเนื้อเยื่อใหม่มากกว่าครึ่งหนึ่งของ

พื้นที่แผล ซึ่งขนาดของแผลในวันที่ 5 ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม และในวันที่ 14 กลุ่ม

ได้รับ phShh มีเปอร์เซ็นต์การปิดของขอบแผล (65.3±7.6%) สูงกว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม

ควบคุม (25.0±2.0%) ในส่วนของกลุ่มที่ได้รับ phShh ร่วมกับการยับยั้งการท างานของ VEGF พบว่ามีผลยับยั้งกระบวนการ

หายของแผล โดยมีเปอร์เซ็นต์การปิดของขอบแผล (43.7±4.1%) ซึ่งต่ ากว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมือ่เปรียบเทียบกับกลุม่ที่

ได้รับ phShh อย่างเดียว (65.3±7.6%) นอกจากนี้ได้ตรวจหาการสร้างหลอดเลือดใหม่บริเวณแผลโดยใช้ fluorescent 

BS1lectin ในวันที่ 14 หลังการเกิดแผล พบว่ากลุ่มได้รับ phShh มีการสร้างหลอดเลือดใหม่เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญเมื่ อ

เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม โดยพบว่ามีการแตกแขนงของหลอดเลือดไปยังบริเวณกึ่งกลางของแผลมากที่สดุ จากนั้นมีการน า

เนื้อเยื่อบริเวณแผลในกลุ่มควบคุมและกลุ่มที่ได้รับ phShh มาวิเคราะห์หา Ptc1 (Patched1), Smoothened (Smo) และ 

VEGF โดยใช้วิธี Immunofluorescence staining พบว่า กลุ่มที่ได้รับ phShh มีจ านวน Ptc1-positive cells สูงกว่าอย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติกับกลุ่มควบคุม แต่จ านวนของ Smo-positive cells ไม่แตกต่างกันในท้ังสองกลุ่ม โดยพบว่าท้ัง Ptc1- และ 

Smo-positive cells มีผลต่อการสร้าง VEGF หลังจากท่ีถูกกระตุ้นด้วย Shhsignaling จากรายงานของ Le และคณะ (2008) 

ได้ศึกษาการหายของแผลในหนูทดลอง โดยการให้สาร cyclopamine (Cy) กับหนูทดลองทุกวันเป็นระยะเวลา 30 วัน หลัง

การเกิดแผล ซึ่งเป็นสารที่ท าหน้าที่ยับยั้งการท างานของ Shhsignaling pathway เปรียบเทียบกับหนูในกลุ่มควบคุม พบว่า

กลุ่มที่ได้รับ Cy มีระยะเวลาในการปิดของแผลนานกว่าอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคมุ โดยพบว่าใน

วันที่ 11 หลังการเกิดแผล กลุ่มที่ได้รับ Cy มีเปอร์เซ็นต์การหายของแผล 67% ซึ่งต่ ากว่ากลุ่มควบคุม (มากกว่า 95%) โดยมี

ค่าเฉลี่ยของระยะเวลาต่อการปิดของแผลในกลุ่มที่ได้รับ Cy เท่ากับ 18±0.72 วัน ซึ่งนานกว่ากลุ่มควบคุม (14±0.81 วัน) 

จากนั้นได้ศึกษาการสร้างเยื่อบุผิวใหม่และการสะสมของเนื้อเยื่อ granulation บริเวณแผล พบว่ากลุ่มที่ได้รับ Cy มีการสร้าง

เยื่อบุผิวใหม่และการสะสมของเนื้อเยื่อ granulation ช้ากว่ากลุ่มควบคุมในทุกช่วงเวลา และการสร้างหลอดเลือดใหม่
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ตรวจสอบโดยใช้วิธี CD31immunohistochemistry พบว่าในกลุ่มที่ได้รับ Cy มีการสร้างหลอดเลอืดใหม่น้อยกว่ากลุ่มควบคมุ 

ประมาณ 50% รวมทั้งมีการเกิด cell proliferation ลดลงด้วย จากผลการศึกษาดังกล่าวข้างต้น จะเห็นได้ว่า Shhsignaling 

pathway มีความส าคัญต่อกระบวนการหายของแผล ซึ่งท าให้เพิ่มการสร้างเนื้อเยื่อใหม่ และเพิม่การสร้างหลอดเลือดใหม่โดย

มีผลกระตุ้นการหลั่ง VEGF เพิ่มมากขึ้นและหากมีการยับยั้ง Shhsignaling pathway ก็ส่งผลให้แผลหายช้า รวมทั้งลดการ

สร้างเนื้อเยื่อใหม่และลดการสร้างหลอดเลือดใหม่อีกด้วย  

 

Transforming growth factor-beta (TGF-beta)/Smad signaling pathway    

TGF-beta เป็น growth factor ที่มีบทบาทส าคัญต่อกระบวนการหายของแผล ในการควบคุมการตอบสนองของ

เซลล์หลายชนิด ทั้งในระยะการอักเสบ ระยะการแบ่งเซลลเ์พิ่มจ านวน และระยะการปรบัรูปร่าง โดยในระยะการอักเสบ TGF-

beta จะท าหน้าที่เป็น chemoattractant หรือตัวดึงดูดเซลล์เม็ดเลือดขาว เช่น neutrophils หรือ macrophageเข้าสู่

บริเวณที่เกิดแผลเพื่อก าจัดเช้ือโรคและสิ่งแปลกปลอมต่างๆ ควบคุมการท าหน้าท่ีของเซลล์ที่เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกัน และ

มีผลต่อการรักษาการอักเสบ ในระยะการแบ่งเซลล์เพิ่มจ านวน TGF-beta ท าหน้าที่ส่งเสริมการสร้างเนื้อเยื่อบุผิว การสร้าง

หลอดเลือดใหม่ การแบ่งเซลล์เพิ่มจ านวนของ fibroblast มีผลท าให้เซลล์ fibroblast เปลี่ยนแปลงไปเป็น myofibroblasts 

และการสะสมของ ECM น าไปสู่การสร้าง granulation tissue และเกิดการหดตัวของขอบแผล ในระยะสุดท้ายของ

กระบวนการหายของแผล ระยะการปรับรูปรา่ง TGF-beta มีผลต่อการควบคุมกระบวนการสร้างและสลาย collagen บริเวณ

แผล (Finnson et al., 2013)   TGF-beta ที่พบในกระบวนการหายของแผล ประกอบด้วย3 isoforms คือ TGF-beta1, 

TGF-beta2 และ TGF-beta3 ซึ่งหลังจากผิวหนังเกิดการบาดเจ็บ platelet จะสร้างและหลั่ง TGF-beta1ซึ่งท าหน้าที่เป็นตัว

ดึงดูดเซลล์เม็ดเลือดขาว เช่น neutrophils และmonocyteเข้าสู่บริเวณที่เกิดแผล หลังจาก TGF-beta1ถูกปล่อยออกมาซึ่ง

ไปมีผลกับเซลลเ์ป้าหมาย โดยผ่านการจับกับตัวรับที่มีความจ าเพาะซึ่งอยู่บนผวิเซลล์ (serine/threonine kinase receptors) 

โดยแบ่งออกเป็น 3 ประเภท คือ TGF-beta type I receptor (TGF-betaRI) หรือเรียกอีกช่ือหนึ่งว่า 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-betaRIIน าไปสู่การกระตุ้นสารสื่อกลาง

ชนิด  cytoplasmic proteins ที่มี ช่ือว่า Smads (small mothers against decapentaplegic) (รูปที่  3.4)ซึ่ งในสัตว์มี

กระดูกสันหลังจะพบ Smads ทั้งหมด 8 ชนิด (Smads1-8) โดยแบ่งออกเป็น 3 ประเภทตามโครงสร้างและหน้าที่ คือ 

ประเภทที่ 1 เรียกว่า receptor-regulated Smads หรือ R-Smads (Smads 1-3,5,8) มีผลกระตุ้นการท างานของ TGF-

betaRI ซึ่งโดยส่วนใหญ่การกระตุ้นเป็นผลมาจาก Smad2 และ Smad3 ประเภทที่ 2 เรียกว่าcommon Smad หรือ Co-

Smad ได้แก่ Smad4 และประเภทที่ 3 เรียกว่า inhibitory Smads หรือ I-Smads ได่แก่ Smad6 และ Smad7 (Singh et 

al., 2011) โดยเมื่อ TGF-beta ligandจะเข้าจับกับ  TGF-betaRI และ TGF-betaRII แล้ว จะกระตุ้นให้ เกิดSmad2/3 

complex โดยมี Smad4 เป็นตัวส่งเสริมการเคลื่อนที่ของ Smad2/3 ไปยังภายในนิวเคลียสซึ่งท าหน้าที่กระตุ้นการถอดรหัส

ทางพันธุกรรมเพื่อควบคุมการแสดงออกของยีนต่างๆ ส่วน Smad7 จะท าหน้าที่ควบคุมปฏิกิริยาแบบย้อนกลับ โดยยับยั้งการ

จับกันระหว่าง TGF-beta ligand กับ TGF-betaRI และยับยั้งการท างานของ Smad2/3 จากการศึกษาของBrown และคณะ 
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(1995) ได้ศึกษาการหายของแผลในหนูTGF-beta1 deficient mouse พบว่าในวันที่ 10 หลังการเกิดแผล หนูในกลุ่ม TGF-

beta1 deficient mouse มีเปอร์เซ็นต์การปิดของแผลเท่ากับ 54.4±10.1% ซึ่งน้อยกว่ากลุ่มควบคุม (70.7±5.4%) จากนั้นมี

การตรวจวิเคราะห์ทางเนื้อเยื่อวิทยา พบว่าในกลุ่ม TGF-beta1 deficient mouse มี granulation tissue บางและมีปริมาณ

หลอดเลือดน้อย และยังพบเซลล์ที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบทั่วบริเวณเนื้อเยื่อ แต่ในกลุ่มควบคุมซึ่งเป็นหนูปกติ มี granulation 

tissue ที่สมบูรณ์ มีหลอดเลือดหนาแน่นและพบเซลล์ที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบเพียงเล็กน้อย จากนั้นตรวจวิเคราะห์การสะสม

ของ collagen โดยใช้วิธี Trichrome-stained histologicsections พบว่าในกลุ่ม TGF-beta1 deficient mouse มีการ

สะสมของ collagen ในวันที่ 10 หลังการเกิดแผล ลดลงอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม Martinez-Ferrer 

และคณะ (2010) ได้รายงานการศึกษาบทบาทของ TGF-beta signaling ในเซลล์ fibroblasts โดยใช้ fibroblastic TGF-

beta type II receptor knockout (Tgfbr2dermalKO) mouse model ต่อการหายของแผลเปรียบเทียบกับหนูกลุ่มปกติ 

พบว่ากลุ่ม Tgfbr2dermalKO มีการหดตัวของแผลและการสร้าง granulation tissue น้อยกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 

และพบว่าเปอร์เซ็นต์ re-epithelization ในกลุ่ม Tgfbr2dermalKO(58.0±2.9%) สูงกว่ากลุ่มควบคุม (22.5±2.5%) อย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติ และจากการวิเคราะห์การแทรกซึมของเซลล์เม็ดเลือดขาวไปยังบริเวณแผล พบว่าในกลุ่ม Tgfbr2dermalKO มี

จ านวนของเซลล์ macrophages (7.3±0.6) ลดลงอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม  (21.5±0.5) จากผล

การศึกษานี้จะเห็นได้ว่ากลไกการท างานของ TGF-beta signaling มีผลต่อ macrophage recruitment, re-epithelization 

และ wound contraction จากการศึกษาของ Ashcroft และคณะ (1999) พบว่าการทดสอบผลต่อการหายของแผลในหนู 

Smad3 knockout mice มีจ านวนเซลล์ fibroblasts น้อย มีการสะสมของ ECM ลดลง และลดการแทรกซึมของเซลล์เม็ด

เลือดขาวอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม Owens และคณะ (2010) ได้ศึกษาบทบาทของ Smad4 

ต่อกระบวนการหายของแผลโดยใช้โมเดล Smad4-knockout mice เปรียบเทียบกับหนูปกติ พบว่าหนูกลุ่ม Smad4-

knockout mice มีการหายของแผลแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญกับกลุ่มควบคุม โดยในวันที่ 3 หลังการเกิดแผล หนูในกลุ่ม

ควบคุมมีการหายของ 53% แต่กลุ่ม Smad4-knockout mice มีการหายของแผลเพียง 29% จากผลการศึกษาข้างต้นจะเห็น

ได้ว่าผลจากการยับยั้งการท างานของ Smads จะส่งผลให้กระบวนการหายของแผลช้ากว่าปกติ 
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รูปที่ 3.4 บทบาทของ Transforming growth factor-beta (TGF-beta)/Smad signaling pathwayในกระบวนการหาย

ของแผล (Ramirezet al., 2014) 
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นอกจากน้ีแล้ว ยังพบว่ามี growth factors อื่นๆ ที่มีบทบาทส าคัญต่อกระบวนการหายของแผล เช่น   

Platelet-derived growth factors family (PDGFs)  PDGFs ประกอบด้วย 5 ชนิด คือ PDGF-AA, PDGF-

BB, PDGF-CCแ ล ะ  PDGF-DD (homodimers) แ ล ะ  PDGF-AB (heterodimer) ซึ่ ง จ ะ เข้ า จั บ กั บ  transmembrane 

tyrosine kinase receptors(alpha- และ beta-chain) ในคนจะพบเฉพาะ PDGF-AB ซึ่งอยู่ในเกล็ดเลือดและจะถูกปล่อย

ออกมาหลังจากร่างกายได้รับบาดเจ็บ โดยพบที่บริเวณแผลในระยะแยกของกระบวนการหายของแผลเท่านั้น และเป็น 

growth factor ตัวแรกท าหน้าที่ดึงดูดเซลล์ (neutrophils, monocytes และ fibroblasts) ให้เคลื่อนที่เข้าสู่บริเวณแผล 

นอกจากนี้ยังสามารถเพิ่มการแบ่งเซลล์ของ fibroblasts และเพิ่มการแสดงออกของ myofibroblastการลดการแสดงออก

ของยีน PDGF และ receptor ที่มีความจ าเพาะกับ PDGF จะส่งผลให้เกิดความบกพร่องในกระบวนการหาย (Werner and 

Grose, 2003; Muller et al., 2012)  

Fibroblast growth factors family (FGFs) 

FGFs พบในคนทั้งหมด 22 ชนิด โดยมี 3 ชนิดหลัก ที่มีความส าคัญต่อกระบวนการหายของแผล ได้แก่ FGF-2, 

FGF-7 (keratinocyte growth fator; KGF) และ FGF-10 โดยทั้ งหมดสร้างมาจากเซลล์ 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) เมื่อจับกับ receptor จะท าหน้าที่ในการควบคุมการแบ่ง

เซลล์ การเปลี่ยนแปลงของเซลล์ การเคลื่อนที่ของเซลล์ และการมีชีวิตรอดของเซลล์หลายชนิด (Werner and Grose, 2003; 

Grose and Werner, 2004) จากการศึกษาของ Werner และคณะ (1992) พบว่าระดับของ FGF-7mRNA หลังจากเกิดแผล 

24 ชม. เพิ่มขึ้นในเนื้อเยื่อท่ีมีแผลประมาณ 160 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับเนื้อเยื่อปกติ และมีรายงานก่อนหน้าน้ี ได้ศึกษาระดับ

ของ FGF-7mRNA ในหนูเบาหวาน (db/db mice) ที่ท าให้เกิดแผลโดยใช้วิธี RNase protection assay พบว่าระดับของ 

FGF-7mRNA ในหนูเบาหวานท่ีไม่มีแผลใกล้เคียงกับในหนูปกติ แต่ในหนูเบาหวานที่ท าให้เกิดแผลมีระดับของ FGF-7mRNA 

ลดลงอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับหนูปกติ และพบว่ามีระดับของ FGF-7mRNA สูงสุดในวันที่ 3 และ 5 หลังการเกิด

แผล โดยที่ในหนูปกติมีระดับของ FGF-7mRNA สูงสุดในเวลา 24 ชม. หลังการเกิดแผล ซึ่งการลดลงของ FGF-7 จะส่งผลให้

เกิดการแบ่งเซลล์ keratinocyte ช้าลงและท าให้แผลหายช้า (Werneret al., 1994) Meyer และคณะ (2012) ได้ศึกษาผล

ต่อการหายของแผลในหนู FGFR-1/2 knockout mice ซึ่งมีความบกพร่องของ FGFR-1 และ FGFR-2 พบว่าเปอร์เซ็นต์การ

ปิดของแผลในวันท่ี 3 และ 5 ของหนกูลุ่ม FGFR-1/2 knockout mice มีเปอร์เซ็นต์การปิดของแผลน้อยกว่าอย่างมีนัยส าคัญ

ทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับหนูปกติ นอกจากนี้ในวันที่ 5 หลังการเกิดแผล ได้เก็บตัวอย่างเนื้อเยื่อบริเวณแผล เพื่อศึกษาการ

แบ่งเซลล์และการเคลื่อนที่ของเซลล์ keratinocyte พบว่าหนูกลุ่ม FGFR-1/2 knockout mice มีการแบ่งเซลล์และการ

เคลื่อนที่ของเซลล์ keratinocyte ลดลงอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ซึ่งจากผลการทดลองจะเห็นได้ว่า

ความบกพร่องของ FGFR-1 และ FGFR-2 ส่งผลให้เกิดการหายของแผลช้าลง เนื่องมาจากมีความบกพร่องของการแบ่งเซลล์

และการเคลื่อนทีข่องเซลล์ keratinocyte ที่มีความส าคัญต่อการเกิด re-epithelialization 

Vascular endothelial growth factor family (VEGFs) 
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VEGFs พบในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมทั้งหมด 5 ชนิด ได้แก่ VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D และ placenta 

growth factor(PLGF) โดยจะเข้าจับกับ transmembrane tyrosine kinase receptors ซึ่งมี 3 ชนิด ได้แก่ VEGFR 1-3 

(Saharinen et al., 2011) VEGF-A มีความส าคัญต่อกระบวนการหายของแผล ซึ่งท าหน้าที่ในการส่งเสริมกระบวนการสร้าง

หลอดเลือด ใหม่  การเคลื่ อนที่ และการแบ่ งเซลล์ เพิ่ มจ านวนของ  endothelial cell โดย VEGF-A สร้ างมาจาก 

keratinocytes, fibroblast smooth muscle cells, platelet, neutrophil และ macrophageโดย VEGF-A จะเข้าจับกับ 

VEGFR-1 และ VEGFR-2 ที่อยู่บน endothelial cell ของหนังหลอดเลือด (Barrientos et al., 2008) Okizaki และคณะ 

(2014) ได้ศึกษาผลต่อการหายของแผลและการสร้างหลอดเลือดใหม่ในหนูเบาหวานที่มีความบกพร่องของ VEGFR-1 

(VEGFR1-tyrosine kinase knockout mice) เปรียบเทียบกับหนูปกติ พบว่าหนูกลุ่ม VEGFR1-tyrosine kinase knockout 

mice มีการหายของแผลและการสร้างหลอดเลอืดใหม่ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมือ่เปรียบเทียบกับกลุม่ควบคุม และจาก

การศึกษาก่อนหน้านี้ ได้ศึกษาผลต่อการหายของแผลในหนูเบาหวาน (db/db mice) โดยการรักษาแบบเฉพาะที่ด้วยการทา 

VEGFprotein เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมซึ่งได้รับการรักษาด้วย phosphate-buffered saline(PBS) ปริมาณ 20 µg ต่อ

แผล พบว่าแผลที่ได้รับการรักษาด้วยการทา VEGFprotein มีการหายของแผลเร็วกว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อ

เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม และการศึกษาทางเนื้อเยื่อวิทยาพบว่าแผลที่ไดร้ับการรักษาด้วยการทา VEGFprotein มีการสร้าง

และสะสมของ granulation tissue มากกว่าอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมในทุกช่วงเวลา และพบว่าใน

วันที่ 3 และ 7 หลังการเกิดแผล หนูกลุ่มที่ได้รับการรักษาด้วย VEGFprotein มีการสังเคราะห์หลอดเลือดใหม่เพิ่มขึ้นอย่างมี

นัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (Galianoet al., 2004) นอกจากนี้การยับยั้งการท างานของโมเลกุลที่เกี่ยวข้องใน

กระบวนการหายของแผลบางชนิด จะส่งผลให้การหายของแผลเกิดเร็วข้ึนหรือช้าลง ข้ึนอยู่กับการท างานของโมเลกุลนั้นๆ ดัง

ตัวอย่างที่แสดงใน ตำรำงที่ 3.3 
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ตำรำงที่ 3.3 ปัจจัยที่มีผลต่อกระบวนการหายของแผลในสัตว์ทดลอง 

in vivo model    Effects on wound healing       References 

IL-6R alpha knockout mice  - IL-6R alpha เป็น receptor ทีจ่ับแบบจ าเพาะกับ IL-6 ท าหน้าที่ในการ  McFarland-Manciniet al.,  

       ตอบสนองต่อการอักเสบแบบเฉยีบพลันและการเปลี่ยนแปลงของ lymphocyte 2010 

     - การหายของแผลใกล้เคียงกับหนสูายพันธ์ุปกต ิ

     - พบการสร้างเยื่อบุผิว (re-epithelialization) ช้ากว่าหนูสายพันธ์ุปกติแต่เร็วกว่า 

       หนู IL-6 knockout mice  

IL-6 knockout mice   - IL-6 เป็น proinflammatory cytokine สร้างจากneutrophils และ   Lin et al., 2003 

     macrophageมหีน้าท่ีส าคญัในกระบวนการอกัเสบ มีผลต่อการกระบวนการ 

       สร้างหลอดเลือดใหม่ (angiogenesis) กระบวนการสร้างเยื่อบผุิว 

       (re-epithelialization) และการสะสมของ collagen  

     - การหายของแผลช้ากว่าหนูสายพันธุ์ปกติ 

     - พบการลดลงของ leukocyte infiltration, re-epithelialization และ 

       ลดการสะสมของ collagen 
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ตำรำงที่ 3.3 ปัจจัยที่มีผลต่อกระบวนการหายของแผลในสัตว์ทดลอง (ต่อ) 

in vivo model    Effects on wound healing       References 

IL-17A knockout mice   - IL-17A เป็น proinflammatory cytokine สรา้งจาก helper T-cell มีหน้าที ่ Takagi et al., 2016 

     ในการเพิ่มจ านวนและการเคลื่อนที่มาบริเวณแผลของ neutrophilมีความส าคัญ 

       ต่อการป้องกันและท าลายเช้ือโรค 

     - การหายของแผลเร็วกว่าหนสูายพันธุ์ปกติ 

     - เพิ่มการสะสมของ collagen ลดการสะสมของ neutrophil บริเวณแผล 

IL-10 knockout mice   - IL-10 เป็น cytokine สร้างจาก macrophage มผีลต่อการตา้น   Eming et al., 2007 

       อักเสบ และสามารถยับยั้ง cytokine อื่นๆ เช่น IL-12 และ TNF-alpha 

     - การหายของแผลเร็วกว่าหนสูายพันธุ์ปกติ 

     - พบการสร้างเยื่อบุผิวและการหดตัวของแผลเพิ่มขึน้ 

     - พบการแสดงออกของ alpha-smooth muscle actin และการแทรกซึม 

       ของ macrophage เพิม่ขึ้น 
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ตำรำงที่ 3.3 ปัจจัยที่มีผลต่อกระบวนการหายของแผลในสัตว์ทดลอง (ต่อ) 

in vivo model    Effects on wound healing       References 

IL-1ra knockout mice   - IL-1ra อยู่ในกลุ่มของ IL-1family มีโครงสร้างคล้ายกับ IL-1s ซึ่งท าหน้าท่ี  Ishida et al., 2006  

       แย่งจับกับ IL-1R และขัดขวางการท างานของ IL-1   

     - การหายของแผลช้ากว่าหนูสายพันธ์ุปกติ  

     - พบการลดลงในการแสดงออกของยีน VEGF  

     - พบการลดลงของการสะสม collagen และกระบวนการสร้างหลอดเลือดใหม่ 

Kinin receptors knockout mice  - Kinin เป็นสารสื่อกลางในกระบวนการอักเสบ มผีลท าให้หลอดเลอืด   Soley et al., 2016 

     ขยายตัว และเพิ่มการซึมผ่านของหลอดเลือด 

     - การหายของแผลช้ากว่าหนูสายพันธุ์ปกติ 

     - มีผลลดการแทรกซมึของ polymorphonuclear cells 

     - มี collagen ในเนื้อเยื่อลดลง ลดกระบวนการสร้างเยื่อบุผิว 

       (re-epithelialization) และลดจ านวนของ myofibroblasts 
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ตำรำงที่ 3.3 ปัจจัยที่มีผลต่อกระบวนการหายของแผลในสัตว์ทดลอง (ต่อ) 

in vivo model    Effects on wound healing       References 

iNOS knockout mice   - iNOS เป็นเอนไซม์ท าหน้าท่ีสังเคราะห์ nitric oxide ซึ่งมผีลต่อกระบวนการ  Kitanoet al., 2017 

       หายของแผล ท าให้หลอดเลือดขยาย ส่งเสริมการตอบสนองต่อการอักเสบและ  

       กระบวนการสร้างหลอดเลือดใหม่ (angiogenesis) 

     - การหายของแผลช้ากว่าหนูสายพันธุ์ปกติ 

     - พบการลดลงของกระบวนการสร้างเยื่อบุผิว (re-epithelialization) และลดการ 

       แทรกซึมของ macrophage 

ICAM-1 knockout mice   - ICAM-1 อยู่ในกลุ่มของ immunoglobulin super family พบบนเยื่อหุม้เซลล ์ Gay et al., 2011 

       ของเยื่อบุผนังหลอดเลือด ซึ่งเปน็สิ่งจ าเป็นต่อการยึดเกาะและการเคลื่อนที่ของ 

       เซลลเ์ม็ดเลือดขาวในระหว่างกระบวนการอักเสบ 

     - การหายของแผลช้ากว่าหนูสายพันธุ์ปกติ 

     - พบความยืดหยุ่น (elasticity) ของเนื้อเยื่อลดลง   
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ตำรำงท่ี 3.3 ปัจจัยที่มีผลต่อกระบวนการหายของแผลในสัตว์ทดลอง (ต่อ) 

in vivo model    Effects on wound healing       References 

Lumican knockout mice   - Lumican เป็นโปรตีนท่ีส าคัญใน ECM ท าหน้าที่ควบคุมการสร้างเส้นใย  Yeh et al., 2010 

     collagen ควบคมุการเคลื่อนที่และการแทรกซมึของเซลล์ที่เกี่ยวข้องกับ  Liu et al., 2013    

    การอักเสบ 

     - การหายของแผลเกิดขึ้นช้ากว่าหนูสายพันธุ์ปกต ิ

     - เกิดความผดิปกติของโครงสร้างและการเรียงตัวของเส้นใย collagen 

     - พบจ านวนของ macrophages เพิ่มขึ้นอย่างต่อเนือ่งในบริเวณแผลเมื่อ 

       เปรียบเทียบกับหนสูายพันธ์ุปกต ิ

PPARy- knockout mice   - PPARyเป็น receptor ที่อยู่ในกลุ่มของ nuclear receptor superfamily   Chen et al., 2015   

    มีหน้าที่ควบคุมการท างานของ macrophage 

     - การหายของแผลช้ากว่าหนูสายพันธุ์ปกติ 

     - พบการลดลงของการสร้าง granulation tissue ลดกระบวนการสร้างหลอด 

       เลือดใหม่ (angiogenesis) และลดการสะสม collagen 

     - macrophage 
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ตำรำงที่ 3.3 ปัจจัยที่มีผลต่อกระบวนการหายของแผลในสัตว์ทดลอง (ต่อ) 

in vivo model    Effects on wound healing       References 

TLR4 knockout (TLR4-/-) mice  - TLR4 เป็นโปรตีนตัวรับจดจ ารูปแบบ (pattern recognition receptors,PRRs) Dasu et al., 2013 

     พบบนผนังเซลล์ของ macrophage ท าหน้าที่จับกับlipopolysaccharide ที ่

       สร้างจากแบคทีเรยี เพื่อตอบสนองต่อการก าจัดเช้ือโรค การอักเสบ และมีความ 

       ความส าคัญต่อการเกดิภาวะแทรกซ้อนของโรคเบาหวาน 

     - การหายของแผลในหนูเบาหวาน (TLR4-/-) เร็วกว่าแผลในหนูเบาหวาน (WT) 

     - การหายของแผลในหนูเบาหวาน (TLR4-/-) ไม่แตกต่างกับหนูสายพนัธุ์ปกติ 

     - ระดับของ IL-6 และ TNF-alpha ลดลงในเนื้อเยื่อแผลของหนูเบาหวาน (TLR4-/-)  

MMP-9 knockout mice   - MMP-9 เป็นเอนไซม์ที่อยู่ในกลุม่ของ MMPs ท าหน้าที่ในการย่อยสลาย ECM  Kyriakides et al., 2009 

     และมีบทบาทส าคัญในการปรับเปลี่ยนสภาพของหลอดเลือด    Cho et al., 2016 

     - การหายของแผลช้ากว่าหนสูายพันธุ์ปกติ 

     - พบการลดลงของกระบวนการสร้างเยื่อบุผิว (re-epithelialization) และลด 

       การสลาย fibrin clots 

     - พบการลดลงของendothelial progenitor cells, ลดกระบวนการสร้าง 

       หลอดเลือดใหม่ และลดการสะสมของ collagen บริเวณแผล 
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ตำรำงที่ 3.3 ปัจจัยที่มีผลต่อกระบวนการหายของแผลในสัตว์ทดลอง (ต่อ) 

in vivo model    Effects on wound healing       References 

NOX4 knockout mice   - NOX4 คือเอนไซม์ทีเ่ร่งการเกิดปฏิกิริยา redox ก่อให้เกิดการสรา้ง   Levigne et al., 2016 

       superoxide หรือ hydrogen peroxide ซึ่งมผีลต่อการท าลายเช้ือ 

       แบคทีเรียในระยะการอักเสบของกระบวนการหายของแผล 

     - การหายของแผลช้ากว่าหนูสายพันธุ์ปกติ  

     - พบการสะสมของ collagen ลดลง 

Smad3 knockout mice   - Smad3 เป็นโมเลกุลส่งสญัญาณภายในเซลล์ มีความส าคัญต่อการท าหน้าที่  Flanders et al., 2002 

       ของ TGF-beta        Liu et al., 2014  

     - การหายของแผลช้ากว่าหนูสายพันธุ์ปกติ 

     - พบการลดลงของการแทรกซึมของ neutrophil และ macrophageไป 

       ยังบริเวณแผล และการเกิด fibrosis ลดลง  
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3.4 สำรสมุนไพรที่เกี่ยวข้องกับกำรรักษำแผล (The roles of plant-derived compounds on wound healing: in 

vitro, in vivo, and clinical studies)  

 พืชสมุนไพรเป็นแหล่งของยารักษาโรคทั้งในทางการแพทย์แผนไทยและการแพทย์แผนปัจจุบัน เนื่องจากมีสารส าคัญ

หลายชนิดมีฤทธ์ิทางชีวภาพทีห่ลากหลาย ในปัจจุบันการใช้พืชสมนุไพรเป็นยารักษาโรคนั้นเป็นที่นิยมมากข้ึนเพราะสมุนไพร

นั้นมีราคาถูกกว่ายาแผนปัจจุบัน และมผีลข้างเคียงต่ า พืชสมุนไพรและสารสกัดจากพืชหลายชนิด มกีารน ามาใช้ในการดูแล

รักษาบาดแผล ซึ่งช่วยในการซ่อมแซมบาดแผลและการสร้างเนื้อเยื่อใหม่โดยผ่านกลไกตา่งๆ ซึ่งในอดีตและปัจจุบันมีงานวิจยั

การศึกษามากมายที่ศึกษาเกี่ยวข้องกับการใช้สมุนไพรต่อการหายของแผล ทั้งในระดับหลอดทดลอง (in vitro) สตัว์ทดลอง 

(in vivo)  และการวิจัยเชิงคลินิก (clinical study) 

กำรศึกษำสำรสกัดจำกสมนุไพรที่มีคุณสมบัติในกำรรักษำแผลในระดับหลอดทดลอง (in vitro) 

การศึกษาในระดับหลอดทดลอง เป็นการศึกษาในห้องปฏิบัติการทัว่ไปที่สามารถท าได้ง่าย สะดวก รวดเร็ว และไม่

เกี่ยวข้องกับการพิจารณาทางจริยธรรมเมื่อเปรยีบเทียบกับการศึกษาในระดับสัตว์ทดลอง การทดสอบสารต่างๆ ต่อฤทธิ์ทาง

เภสัชวิทยาสามารถทดสอบได้หลายความเข้มข้น โดยไมม่ีข้อจ ากัดทางด้านความแตกตา่งของชุดทดสอบ การฟื้นฟูหรือการ

สร้างผิวหนังใหมจ่ะเกี่ยวข้องกับconnective, epithelial tissues, dermal fibroblasts และ human fibroblasts 

(primary cells หรือ cell lines) ซึ่งเซลลเ์หล่านี้เหมาะกับการศกึษาสารทดสอบที่อาจจะส่งผลต่อกระบวนการหายของแผล 

การศึกษากระบวนการหายของแผลในระดบัหลอดทดลองจะเกี่ยวขอ้งกับปฏิสัมพันธ์ระหว่าง cell และ cell กับ matrix เพื่อ

จ าลองการเคลื่อนที่ของเซลล์ในระหว่างกระบวนการหายของแผล (Gottrup et al., 2000; Wilhelm and Bielfeld, 2016) 

จากการศึกษาของ Demirci และคณะ (2014) ได้ศึกษาสารสกัดเมทานอลจากใบของ Verbascum speciosum ต่อ

คุณสมบัติตา่งๆ ของเซลล์ที่เกี่ยวข้องกับการหายของแผล โดยศึกษาการมีชีวิตอยู่ของเซลล์human dermal fibroblast cells 

(HF), mouse fibroblast cells (L929) และ human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) โดยใช้วธิี cell 

viability assay พบว่าในวันที่ 1, 2 และ 3 หลังจากการทดสอบเซลล์ทั้ง 3 ชนิดด้วยสารสกดัจากใบของ V. speciosum ที่

ความเข้มข้น 10-200 µg/ml ไมพ่บความเป็นพิษต่อเซลล ์HF, L929 และ HUVECs และพบว่าในวนัท่ี 3 หลังการทดสอบ ที่

ความเข้มข้น 200 µg/ml มีผลตอ่เพิ่มการแบ่งเซลล์ L929 และ HUVECs นอกจากน้ีได้ศึกษาการแพร่กระจายและเคลื่อนที่

ของเซลล์L929-HUVEC cells ด้วยวิธี co-culture scratch assays พบว่า กลุ่มที่ได้รับการทดสอบด้วยสารสกดัจากใบของ 

V. speciosum มีอัตราการปดิของแผล (wound closure rate) เรว็กว่ากลุ่มควบคุม และพบว่าเซลล ์L929สามารถแบ่งเซลล์

เพิ่มจ านวน และเคลื่อนทีไ่ปยังบรเิวณแผลได้เร็วกว่าเซลล์ HUVEC จากการศึกษาของ Taleker และคณะ (2017) ได้ศึกษาผล

ของสารสกัดด้วยน้ าของต ารบัยาทีป่ระกอบด้วย Vitex negundo L., Emblica officinalis GaertnและTridax 

procumbens L. ต่อการเคลื่อนที่เซลล์ทีเ่กี่ยวข้องกับกระบวนการหายของแผล ได้แก่ fibroblast และ keratinocytes (cell 

lines) โดยใช้วิธี Scratch assay พบว่าต ารับยาที่ความเข้มข้น 5 µg/ml มีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนท่ีของเซลล์ fibroblast 

มากกว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถติิเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม่ควบคมุ (p< 0.05) ต ารับยาที่ความเข้มข้น 3 µg/ml มีเปอร์เซ็นต์

การเคลื่อนที่ของเซลล์ keratinocyte มากกว่าอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม่ควบคุม (p< 0.05) นอกจาก

การศึกษาเหล่านี้ยังพบการศึกษาอื่นๆ ที่เกี่ยวข้องกับการหายของแผลในระดับหลอดทดลอง แสดงดัง ตำรำงที่ 3.4  
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กำรศึกษำสำรสกัดจำกสมนุไพรที่มีคุณสมบัติในกำรรักษำแผลในระดับสัตว์ทดลอง (in vivo) 

การศึกษาในระดับสตัว์ทดลองมรีะดับความน่าเชื่อถือมากกว่าในระดับหลอดทดลอง เนื่องจากเป็นการศึกษาใน

ระบบร่างกายของสัตว์ทดลองซึ่งสามารถเทียบเคียงได้กับระบบร่างกายของมนุษย์ แต่มีข้อจ ากดัทางด้านจริยธรรมการใช้สัตว์

และสตัว์ทดลองมีความแตกต่างกันของสัตว์แต่ละตัว (individual differences)ซึ่งอาจจะท าให้ผลการทดลองเกิดความ

คลาดเคลื่อนได้ การใช้สัตว์ทดลองศึกษาผลของสารจากสมุนไพรต่อกระบวนการหายของแผลมีท้ังแบบ artificial model และ 

tissue model ซึ่งการเลือกใช้ model ขึ้นอยู่กับตัวแปรที่ต้องการจะทดสอบ ส าหรับ artificial model เช่น subcutaneous 

chamber/sponges และ subcutaneous tubes ส่วน tissue model  เช่น excision wounds, incision 

wounds, superficial wounds, dead space และ burn woundsซึง่นิยมใช้ในการตรวจสอบระดับของ การสังเคราะห์

เนื้อเยื่อใหม่ การสังเคราะห ์ collagen การสังเคราะห์หลอดเลือดใหม่ และการวัดความแข็งแรงของเนื้อเยื่อบริเวณแผล 

(Dorsett-Martin and Wysocki, 2008; Gal et al.,2008; Wilhelm and Bielfeld, 2016) Singhal และคณะ (2011) ได้

ศกึษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดด้วย ethanol จากใบของ Argyreia nervosa ซึ่งอยู่ในวงศ์ convolvulaceae ต่อการหาย

ของแผลในหนูปกติและหนูเบาหวานท่ีเหนี่ยวน าด้วย alloxan monohydrate โดยท าให้เกิดแผลแบบ excisional wound 

model (ขนาด 300 mm2และลึก 2 mm) พบว่าหนูปกติในวันที่ 8 และ 16 หลังการเกิดแผล กลุม่ที่ได้รับการทาแผลด้วยยา

เตรียมเคลือบแผ่นปดิแผลที่มีส่วนผสมของสารสกัดเอทานอลจากใบของ A.nervosa มีขนาดของพื้นที่แผลน้อยกว่าอย่างมี

นัยส าคญัทางสถิติเมื่อเปรยีบเทียบกับกลุ่มควบคมุและมีเปอรเ์ซ็นตก์ารปิดของแผล (%wound closure) ในวนัท่ี 16 เท่ากับ 

92.96% ซึ่งสูงกว่ากลุ่มควบคุม (80.27%) แต่กลุ่มที่ไดร้ับการป้อนสารสกัดเอทานอลของ A.nervosa ขนาดของพื้นที่แผลไม่มี

ความแตกต่างกันกับกลุ่มควบคมุ ในส่วนของหนูเบาหวาน ในวันท่ี 16 หลังการเกิดแผล พบว่าท้ังกลุ่มที่ได้รับการทาด้วยยา

เตรียมเคลือบแผ่นปดิแผลและได้รบัการป้อนสารสกดัเอทานอลของ A.nervosa มีขนาดของพื้นที่แผลน้อยกว่าอย่างมี

นัยส าคญัทางสถิติเมื่อเปรยีบเทียบกับกลุ่มควบคมุ และมี %wound closure สูงกว่ากลุ่มควบคมุในทุกช่วงเวลา Taleker 

และคณะ (2017) ได้ศึกษาผลของสารสกดัด้วยน้ าของต ารับยา ที่ประกอบด้วย Vitex negundo L., Emblica officinalis 

Gaertn และ Tridax procumbensL. ต่อการหายของแผลในหนแูรทโดยใช้ excision wound modelพบว่าหนูกลุม่ที่ได้รับ

การรักษาด้วยสารสกัดจากน้ าของต ารับยามีขนาดของแผลลดลงอยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติเมื่อเปรยีบเทียบกับกลุ่มควบคมุ ใน

วันท่ี 3, 6, 9, 12 และ 15 และพบว่าในวันที่ 15 หนูกลุ่มที่ได้รบัการรักษาด้วยสารสกดัจากน้ าของต ารับยาม ี  %wound 

contraction เท่ากับ 99.2% นอกจากน้ีได้น าตัวอย่างเนื้อเยื่อจากแผลที่หายแล้วตรวจวิเคราะห์ปรมิาณของ collagen และ 

hydroxyproline พบว่า กลุ่มที่ได้รับการรักษาด้วยสารสกัดน้ าของต ารับยามีปรมิาณของ collagen และ hydroxyproline 

สูงกว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถติเิมือ่เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม นอกจากการศึกษาเหล่านี้ยังพบการศกึษาอื่นๆ ที่เกี่ยวข้องกับ

การหายของแผลในระดับสตัว์ทดลอง  

กำรศึกษำสำรสกัดจำกสมนุไพรที่มีคุณสมบัติในกำรรักษำแผลในระดับคลินิก (clinical study) 

การศึกษาในระดับคลินิกเป็นการศกึษาที่มีความน่าช่ือถือมากที่สุด แต่มีข้อจ ากัดทางด้านจริยธรรมการวิจัยในมนุษย ์

และจ าเป็นต้องมีผลการศึกษาทั้งในระดับหลอดทดลองและสัตว์ทดลองยืนยันความปลอดภยัของการใช้จริงในมนุษย์ ซึ่ง

การศึกษาในระดับคลินิกที่เกีย่วข้องกับผลของสารสกัดจากสมุนไพรต่อกระบวนการหายของแผลจะพบการศึกษาในรูปแบบ
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ของแผลชนิดต่างๆ ในผู้ป่วย เช่น infection wound, burn wound หรือ diabetic wound เป็นตน้จากการศึกษาเชิงคลินิก

ของ Xu และ Jin (2015) ได้ทดสอบผลของการใช้ยา Shengji ointment (SO) รักษาแผลตดิเช้ือในผูป้่วย yang syndrome 

โดยใช้วิธี multicenter randomized controlled trial ซึ่งแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มคือ กลุ่มผู้ป่วยที่ไดร้ับการรักษาแผลด้วยยา 

SO (treatment group) จ านวน 330 คน และกลุ่มผู้ป่วยที่ไดร้ับการรักษาแผลด้วย Votalin (control group) จ านวน 110 

คน ผู้ป่วยท้ังหมดได้รับการรักษาทุกวันเป็นเวลา 21 วัน พบว่าหลังการรักษา 7 วัน ขนาดพื้นท่ีของแผลใน treatment group 

ลดลงอย่างมีนยัส าคญัทางสถิตเิมือ่เปรียบเทียบกับ control group (p= 0.002) นอกจากน้ีพบว่าระดับความเจ็บปวด และ

ความลึกของแผลใน treatment group ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับ control group (p< 0.01)จาก

การศึกษาเชิงคลินิกของ Muangman และคณะ (2016) ในการทดสอบผลของแผ่นปิดแผล โดยใช้ 100% polyester gauze 

ที่เคลือบด้วยสารสกัดจากสมุนไพร 2 ชนิดได้แก่ 5% Centella asiatica(บัวบก) และ 2.5% Aloe vera (ว่านหางจระเข้) 

(herbal extracts dressing) ต่อการรักษาผู้ป่วยท่ีมีแผลชนิด burn wound โดยใช้วิธี  simple randomized prospective 

clinical study ซึ่งแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มคือ กลุ่ม herbal group ไดร้ับการรักษาแผลด้วย herbal extracts dressing จ านวน 

17 คน และกลุ่มcontrol group ได้รับการรักษาแผลด้วย commercial dressing (paraffin และ 0.5% chlorhexidine 

acetate) ผู้ป่วยทั้งหมดได้รับการรักษาด้วยแผ่นปิดแผล และเปลี่ยนแผ่นปิดแผลทุกๆ 3 วัน จนกว่าแผลหาย พบว่า ผู้ป่วยใน

กลุ่ม herbal group มีระยะเวลาในการหายของแผล เท่ากับ 18.53±1.66 วัน ซึ่งน้อยกว่ากลุ่ม control group (20.06±2.51 

วัน) และพบว่าในวันที่  15 และ 20 ของการรักษา กลุ่ม herbal group มี %epithelializationสูงกว่าอย่างมีนัยส าคญัทาง

สถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม่ control group (p=0.043 และp=0.010ตามล าดับ) จากการศึกษาเชิงคลินิกของKoและคณะ 

(2014) ในการทดสอบผลของต ารับยาสมุนไพร (NF3) ประกอบด้วยสมุนไพร 2 ชนิดคือ Radix Astragali และ Radix 

Rehmanniae ในอัตราส่วน 2:1 ซึ่งอยู่ในรูปแบบยาผง ต่อการรักษาแผลบรเิวณเท้าของผู้ป่วยเบาหวาน โดยใช้วิธี 

randomized double-blind placebo-controlled study ซึ่งแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มๆ ละ 8 คน คือ กลุ่ม herbal group 

ได้รับการรักษาแผลด้วย NF3 ครั้งละ 5 g วันละ 2 ครั้ง เช้า-เย็น และกลุ่ม control group ได้รับการรักษาแผลด้วย placebo 

วันละ 2 ครั้ง เช้า-เย็น ผู้ป่วยท้ังหมดได้รับการรักษาระยะเวลารวม 6 เดือน พบว่ากลุ่ม herbal group มีขนาดพื้นท่ีแผล 

(3.55%) ลดลงอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับ control group (1.52%) (p=0.062) และจากผลการทดสอบ 

การตอบสนองต่อ sensory neuropathy พบว่าในกลุม่ herbal group มีการตอบสนองลดลงจาก 27% เป็น 7%และกลุ่ม 

control group มีการตอบสนองลดลงจาก 37% เป็น 35% นอกจากน้ีกลุ่ม herbal group มรีะดับของ TNF-alpha ใน 

serum ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับcontrol group(p=0.034) และจากการศึกษาโดยการใช้วิธี 

Microarray study พบว่ากลุม่ herbal group มีการเปลีย่นแปลงการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับ การสร้าง fibroblasts 

การสังเคราะหห์ลอดเลือดใหม่ และต้านการอักเสบจากรายงานของ Namjoyan และคณะ (2016) ได้ทดสอบผลของการใช้

ครีม Dragon's blood ซึ่งเป็น resin ที่ได้จากต้น Croton lechleriต่อการรักษาแผลในผู้ป่วย โดยใช้วิธี double-blind, 

placebo-controlled, randomized clinical trial ซึ่งแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่ม therapeutic group ซึ่งได้รบัการ

รักษาด้วย Dragon's blood cream และกลุม่ที่ไดร้ับยาหลอก คือ placebo group ผู้ป่วยทุกคนได้รับการทาครีมวันละ 2 

ครั้ง และไดร้ับการประเมินเปอรเ์ซ็นต์การหายของแผล โดยใช้เวลาในการรักษาจนกระทั่งแผลหายสนิทซึ่งพบว่า ในวันท่ี 3, 5, 
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7 และ 10 หลังการรักษาด้วย Dragon's blood cream มีเปอร์เซน็ต์การหายของแผล เท่ากับ 31.06, 63.77, 77.80 และ 

89.14% ตามล าดับซึ่งสูงกว่าอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติเมื่อเปรยีบเทยีบกับกลุ่ม placebo group (4.74, 23.50, 43.90 และ 

61.95% ตามล าดับ) (p=0.0001) 
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ตำรำงที่ 3.4 พืชสมุนไพรที่มีคณุสมบัติต่อกระบวนการหายของแผลในระดับหลอดทดลอง (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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ตำรำงที่ 3.4 พืชสมุนไพรที่มีคณุสมบัติต่อกระบวนการหายของแผลในระดับหลอดทดลอง (in vitro) (ต่อ) 

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 keratinocyteproliferation      

/Asteraceae                 

11 Melia azedarach   leaves/aqueous    Stimulated keratinocyteproliferation      

/Meliaceae                  

12 Mirabilis jalapa   leaves/aqueous    Stimulated keratinocyteproliferation    

 /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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ตำรำงที่ 3.4 พืชสมุนไพรที่มีคณุสมบัติต่อกระบวนการหายของแผลในระดับสัตว์ทดลอง (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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ตำรำงที่ 3.4 พืชสมุนไพรที่มีคณุสมบัติต่อกระบวนการหายของแผลในระดับสัตว์ทดลอง (in vivo) (ตอ่) 

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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3.5 กำรศึกษำฤทธิ์ทำงชีวภำพของสมุนไพรองค์ประกอบในต ำรับยำสมำนแผล (Ya-Samarn-Phlae) และกำรศึกษำฤทธิ์

ทำงชีวภำพของยำสมำนแผล 

การแพทย์แผนไทย (Thai Traditional Medicine) เป็นภูมิปญัญาในการดูแลรักษาสุขภาพของประชาชนชาวไทย 

จนกลายเป็นวัฒนธรรมการดูแลสขุภาพท่ีหลากหลาย มีการผสมผสานกับการแพทย์แบบอ่ืนและมีการปรับตัวอย่างต่อเนื่อง 

สามารถตอบสนองความต้องการของประชาชนในการดูแลสุขภาพหลายมติิ ทั้งด้านกาย จิตใจ สังคม วัฒนธรรมและความเชื่อ 

(Marles and Farnsworth, 1995; กรมพัฒนาการแพทย์แผนไทยและการแพทย์ทางเลือกกระทรวงสาธารณสุข, 2550) จาก

ความเชื่อว่าสมุนไพรส่วนมากจะมฤีทธิ์อ่อน ไม่ค่อยมีพิษหรือไมเ่กิดฤทธิ์ข้างเคียงเฉียบพลัน (วรนุช เกียรติพงษ์ถาวรและคณะ, 

2530) ประกอบกับรัฐบาลมีนโยบายที่จะพัฒนาสมุนไพรตามแผนพัฒนาการเศรษฐกจิและสังคมแห่งชาติ โดยก าหนดแนวทาง

ในการพัฒนาสมุนไพรไว้ 3 แนวทางคือ 1) เพือ่ใช้ในงานสาธารณสขุมูลฐาน 2)  เพื่อใช้ในอุตสาหกรรม และ 3) เพื่อส่งออก 

โดยเฉพาะการใช้น้ ายาหรือครีมใสแ่ผลซึ่งสกัดจากพืชสมุนไพรเพื่อช่วยลดอันตรายจากการตดิเช้ือและ/หรือช่วยส่งเสรมิการ

สร้างเนื้อเยื่อใหม่บริเวณแผลโดยมผีู้ทดลองใช้น้ าผึ้ง น้ าเชื่อมเข้มข้น (วรนุช เกียรติพงษ์ถาวร, 2525) ครีมใบบัวบก (ศิริรัตน์ โก

ศัลวัฒน,์ 2537) ครีมเปลือกมังคุด (วัฒนีย์ ปานจินดา, 2535) และวุ้นว่านหางจระเข้ (วรนุช เกียรติพงษ์ถาวรและคณะ, 2530) 

พบว่าได้ผลดีในดา้นการรักษาแผล ในทางการแพทย์แผนไทยมกัจะมีการใช้สมุนไพรในการรักษาโรคเป็นต ารับยามากกว่า

สมุนไพรเดีย่ว ซึ่งต ารับยาสมุนไพรจะประกอบด้วยสมุนไพรมากกวา่หนึ่งชนิดขึ้นไป จากการศึกษาก่อนหน้าน้ี ได้ศึกษาต ารับยา

สมานแผลในภาคใต้ พบว่าประสทิธิภาพของการใช้ต ารับยาในการทดสอบฤทธิ์ต่างๆ จะดีกว่าพืชสมนุไพรเดี่ยวซึ่งประกอบก้วย

สมุนไพร 4 ชนิด คือ มังคุด ขมิ้นชัน หมาก และข้าวสาร 

การศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสมุนไพรองค์ประกอบในต ารับยาสมานแผลซึ่งประกอบด้วยสมุนไพรทั้งหมด 4 ชนิด ได้แก ่

1. มังคุด (Garcinia mangostana L.)   

การใช้ทางการแพทย์แผนไทย เปลือกผล รสฝาด บดเป็นผง หรือชง หรือต้มรบัประทาน แก้ท้องเสีย แก้บิดมูกเลือด ฝนกับน้ า

ปูนใส ทาแผลเน่าเปื่อยพุพอง แผลมีหนอง สมานแผลสด สารส าคัญ สารส าคญัที่เป็นองคป์ระกอบหลัก คือสารในกลุ่ม 

Xanthones เช่น alpha-mangostin, beta-mangostin, gamma-mangostin, mangostinone, smeathxanthone A 

และ garcinone E เป็นต้น (Jung et al.,2006) 

ฤทธิ์ทางชวีภาพของมงัคุด                       

- ฤทธิ์ต้านการอักเสบ           

จากการศึกษาของ Nakatani และคณะ (2002) ได้ศึกษาสาร gamma-mangostin ที่แยกได้จากเปลือก ของ G. 

mangostanaพบว่าสามารถยับยัง้การท างานของเอนไซม์ COX-1 และ COX-2 ได้โดยมคี่า IC50เท่ากับ 0.8 และ 2 µM 

ตามล าดับ จากการศึกษาของ Liu และคณะ (2016) ได้ศึกษาผลของสารในกลุ่ม xanthones ที่แยกได้จากเปลือกของ G. 

mangostanaต่อฤทธิ์ยับยั้งการสร้าง NO ใน lipopolysaccharide (LPS)-stimulated RAW264.7 cells ซึ่ง NO เป็นสาร

สื่อกลางที่ควบคุมการตอบสนองต่อการอักเสบ แต่การสร้าง NO มากเกินไปจะท าให้เซลล์และเนื้อเยื่อเกิดการความเสียหาย 

ท าให้เกิดโรคต่างๆ รวมทั้งการเกดิแผลทีเ่ท้าในโรคเบาหวานด้วย จากการศึกษาพบว่า Garcinoxanthones B และ C 

สามารถยับยั้งการสร้าง NO ได้อย่างมีนัยส าคญั โดยมีค่า IC50เท่ากับ 11.3±1.7 และ 18.0±1.8 µM ตามล าดับ และพบว่า 

Garcinoxanthones B สามารถยบัยั้งการแสดงออกของ inducible NO synthase (iNOS) ได ้  

- ฤทธิ์ต่อการหายของแผล  
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จากงานวิจัยของ Nganlasom และคณะ (2008) พบว่า สารสกดัด้วยเอทานอลจากเปลือกมังคุดที่ใช้ในการรักษา

แผลในหนูท่ีเหนีย่วน าให้เกิดเบาหวานมีประสิทธิภาพดีกว่ากลุ่มควบคุมที่ไดร้ับยาหลอก โดยมี %wound contraction ใน

วันท่ี 4, 6 และ 8 เท่ากับ 53.29, 70.96 และ 80.57% ตามล าดับ ในขณะที่กลุ่มควบคุมไดร้ับยาหลอกมี %wound 

contraction ในวันท่ี 4, 6 และ 8 เท่ากับ 33.49, 50.00 และ 64.76% ตามล าดับ จากการศึกษาของ Charernsriwilaiwat 

และคณะ (2013) ได้ศึกษาการใช้ chitosan-based nanofiber mats ที่มีส่วนผสมของ3% alpha-mangostin ต่อการหาย

ของแผลในหนูปกติ พบว่าในวันที่ 1 และ 4 หลังการรักษา กลุ่มที่ได้รับ 3% alpha-mangostin fiber mats dressing มี % 

wound closure มากกว่าอย่างมนีัยส าคญัทางสถิติเมื่อเปรยีบเทียบกับกลุ่มควบคมุ 

-ฤทธิ์ทางชีวภาพอืน่ๆ           

มีการศึกษาพบว่า สารสกดัเอทานอลของเปลือกมังคุดที่ความเขม้ข้น 0.36% มีฤทธ์ิต้านการยึดเกาะของ 

Streptococcus mutansบนพ้ืนผิวลวดจดัฟัน (Putranti et al., 2013)Tatiya-aphiradee และคณะ (2016) ได้ศึกษาฤทธิ์

ต้านเช้ือ methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ของสารสกัดด้วยเอทานอลและเมทานอลจากเปลือก

มังคุด ทั้งในระดับหลอดทดลองและสตัว์ทดลอง พบว่า จากการศกึษาด้วยวิธี broth microdilution assay พบว่าสารสกัด

ด้วยเอทานอลมคี่า minimum inhibitory concentration (MIC) และ minimum bactericidal concentration (MBC) 

เท่ากับ 17 และ 30 µg/ml ตามล าดับ ซึ่งดีกว่าสารสกัดด้วยเมทานอลที่มีค่า MIC และ MBC เท่ากับ 20 และ 35 µg/ml 

ตามล าดับ การทดสอบในระดับสตัว์ทดลองใช้ superficial skin infection model in mice พบวา่ 10% ของสารสกัดด้วยเอ

ทานอลสามารถลดจ านวนเชื้อ MRSA จากแผลติดเช้ือได้มากกว่า 100 colonies ในวันแรกหลังการรักษา และแผลสามารถ

หายสนิทในวันท่ี 9 หลังการรักษา  

 ความเป็นพิษ ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งผิวหนัง (Human melanoma SK-MEL-28 cell; SK-MEL-28) 

พบว่า สาร Alpha-mangostin, Beta-mangostin และ 8-deoxygartanine มคี่าความความเข้มขน้ของสารที่สามารถยับยั้ง

การเจรญิของเซลล์ได้ 50% (IC50) เท่ากับ 5.92, 3.55 และ 3.83 µg/ml ตามล าดบั (Wang et al., 2013)  

2. ขมิ้นชนั (Curcuma longa L.)  

 การใช้ทางการแพทย์แผนไทย เหง้า มีรสฝาด หวาน เอียน แก้ไข้เรื้อรัง แก้โรคผิวหนัง แก้เสมหะและโลหติ แก้

ท้องร่วง สมานแผล ขับลมภายใน แก้ผื่นคัน หยอดตาแก้ตาบวม ตาแดง น้ าคั้นจากเหง้าสด ทาแก้แผลถลอก แก้โรคผดิหนังผื่น

คัน ลดการอักเสบ รักษาแผลในกระเพาะอาหาร  

 สารส าคัญ สารส าคัญที่พบในขมิน้ชัน ได้แก่ curcumin, ar-turmerone, methycurcumin, demethoxy 

curcumin, bisdemethoxy curcumin, sodium curcuminate (Gupta et al., 2010)  

ฤทธิ์ทางชีวภาพของขมิ้นชัน  

 curcumin เป็นสารองค์ประกอบหลักท่ีตรวจพบในเหง้าขมิ้นชัน มีการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพต่างๆ ของ curcumin 

ได้แก่ anti-aging, anti-cancer และ wound healing activity (Maheshwari et al., 2006) บทบาทของสาร curcuminมี

ผลต่อกระบวนการหายของแผลในทุกระยะทั้ง inflammation, proliferation และ remodeling phase (Akbik et al., 

2014)จากรายงานของ Kant และคณะ (2014) ได้ศึกษาฤทธิ์ของ 0.3% curcumin ในpluronic gel ต่อการหายของแผลใน

หนูเบาหวานท่ีเหนี่ยวน าด้วย streptozotocin โดยใช้ excision wound model พบว่า ในวันท่ี 7-19 กลุ่มที่ได้รับการรักษา

ด้วย curcumin มี %wound contraction มากกวา่อย่างมีนัยส าคัญทางสถติิเมื่อเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคมุ นอกจากน้ี 
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พบว่า กลุ่มที่ไดร้ับการรักษาด้วย curcumin สามารถลดการแสดงออกของ inflammatory cytokines/enzymes (TNF-

alpha, IL-1beta และ MMP-9)อย่างมีนัยส าคญัทางสถิตเิมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม เพิ่มระดับของ anti-inflammatory 

cytokine (IL-10) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรยีบเทียบกับกลุ่มควบคุม และเพิ่มระดับของ antioxidant enzymes 

(superoxide dismutase; SOD, catalase และ glutathione peroxidase; GPx)ซึ่งจากผลการศึกษานี้สามารถบ่งช้ีได้ว่า 

curcumin มผีลต่อระยะ inflammation ของกระบวนการหายของแผล การตอบสนองต่อการอักเสบในกระบวนการหายของ

แผลจะเกี่ยวข้องกับการท างานของnuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-KB) 

pathway ซึ่งNF-KB จะถูกกระตุน้ด้วยการท างานของเอนไซม์ kinases (AKT, PI3K และ IKK)จากรายงานของ Mohanty 

และคณะ (2012) ได้ศึกษาผลของ curcumin loaded oleic acid based polymeric (COP) bandageต่อการหายของแผล

ในหนูปกติ พบว่าในวันที่ 4, 8 และ 10 หลังการรักษา หนูในกลุ่มที่ได้รับ COP มี %wound area น้อยกว่าอย่างมีนัยส าคัญ

ทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคมุ นอกจากน้ีพบว่า COP มผีลลดการแสดงออกของ PI3K และ pAKTprotein ใน

เนื้อเยื่อแผลแตกตา่งอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรยีบเทียบกับกลุ่มควบคุม และพบว่าการแสดงออกของ NF-KBmRNA ใน

เนื้อเยื่อแผลก็ลดลงเช่นกัน ซึ่งจากการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่า curcumin มผีลต่อการยับยั้ง PI3K/AKT/NF-KB signaling 

pathway โดยมผีลลดการท างานของ PI3K และ pAKTkinases  ท าให้ลดการกระตุ้นการท างานของ NF-KBgene ได้ โดย

ส่งผลต่อฤทธิย์ับยั้งการอักเสบบรเิวณแผล นอกจากการออกฤทธ์ิในระยะการอักเสบแล้ว curcumin ยังมีผลออกฤทธ์ิในระยะ 

proliferation phaseจากรายงานของ Kulac และคณะ (2013)ได้ศึกษาผลของการใช้ curcumin ต่อการรักษาแผล (burn 

wound) ในหนูทดลอง พบว่าในวันที่ 4 หลังการรักษาแผล กลุ่มที่ได้รับการรักษาด้วย curcumin มีการหายของแผลเร็วกว่า

กลุ่มควบคุม โดยมผีลต่อการเพิม่การสะสมของ collagen เพิ่มการสรา้งหลอดเลือดใหม่ เพิ่มการสร้างเนื้อเยื่อ granulation 

และเพิ่มการซ่อมแซมเซลลเ์ยื่อบุผวิบริเวณแผลอยา่งมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม่ควบคุม นอกจากน้ีพบว่า ใน

วันท่ี 8 และ 12 หลังการรักษาแผล กลุม่ที่ไดร้ับการรักษาด้วย curcuminมีระดับของ hydroxyproline เพิม่ขึ้นอย่างมี

นัยส าคญัทางสถิติเมื่อเปรยีบเทียบกับกลุ่มควบคมุ (p<0.05) Durgaprasad และคณะ (2011) พบว่า หนูทดลองที่ได้รับการ

รักษาแผลด้วย curcumin มี % wound contraction เท่ากับ 90.11±4.83 % ซึ่งมากกว่าอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติเมื่อ

เปรียบเทยีบกับกลุ่มควบคุม (66.64±2.5%) และพบว่ากลุ่มที่ได้รับ curcumin สามารถลดระยะเวลาในการสรา้งเนื้อเยื่อใหม ่

(14 วัน) แตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (19 วัน) นอกจากน้ียังมีการศึกษาอื่นๆ ที่เกี่ยวข้อง

กับฤทธ์ิต่อการหายของแผลจากสารสกัดของเหง้าขมิ้นชัน ได้แก่ จากการศึกษาของ Kundu และคณะ(2014) พบว่าเหง้า

ขมิ้นชัน 15 g ผสมใน petroleum jelly 85 g (gauze impregnated with turmeric paste) สามารถรักษาแผลในกระต่าย

ได้ดีกว่ากลุ่มควบคมุ (pyrogen-free distilledwater-soaked gauze)โดยม ี %wound contraction size ในวันที่ 14 

เท่ากับ 5.78±0.01 ในขณะที่กลุม่ควบคุม มี %wound contraction size เท่ากับ 62.71±0.01 และจากการศึกษาของ 

Purohit และคณะ (2013) ได้ทดสอบสารสกัดด้วยเอทานอลจากเหง้าขมิ้นชันต่อการหายของแผล (excision wound 

model) ในหนูแรท พบว่า พื้นที่หรือขนาดของแผล (wound area) ในกลุ่มที่ได้รับสารสกัดจากขมิน้ชันขนาดของแผลลดลง

มากกว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถติิเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม่ควบคุม โดยในวันท่ี 9 เท่ากับ 0.09±0.65 mm2จากวันแรก 

(200.55±1.42 mm2) และแผลหายสนิทในวันท่ี 12 แต่ในกลุ่มควบคุมซึ่งใช้ povidone iodine ointment เป็นสาร

มาตรฐาน ขนาดของแผลลดลงในวันท่ี 9 เท่ากับ 34.28±1.24 mm2และแผลหายสนิทในวันท่ี 15 นอกจากน้ีขมิ้นชันยังมีฤทธ์ิ

ทางชีวภาพอ่ืนๆ เช่น ฤทธิ์ต้านไบโอฟิล์ม สาร curcumin ที่ความเข้มข้น 100 µg/ml มีฤทธ์ิยับยั้งการสรา้งไบโอฟิลม์ของ 
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Vibrio harveyi, Vibrio parahaemolyticusและ Vibriovulnificusซึ่งมีการสร้างไบโอฟิลม์ลดลง 69, 56 และ 79% 

ตามล าดับ (Packiavathy et al., 2013)และมีฤทธ์ิยับยั้งการสร้างสารเอ็กโซพอลิแซ็คคาไรด์ 61, 71 และ 62% ตามล าดบั 

(Packiavathy et al., 2014)สาร curcumin ที่ความเข้มข้น 8 µg/ml มีฤทธ์ิยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ Helicobacter 

pyloriน้ ามันหอมระเหยจากขมิ้นที่ความเข้มข้น 0.5-4 mg/ml มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการยึดเกาะของ S. mutans (Lee 

et al., 2011) 

ความเป็นพิษ ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ไตของลิง (kidney epithelial cells of monkey; Vero cells), เซลล์

รังไข่ของหนูแฮมสเตอร์จีน (chinese hamster ovary; CHO cells), เซลล์มะเร็งตับ (human bepatoma; HepG2) และ

เซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ (colon carcinoma; HCT116) พบว่า สารสกัดจากเหง้าขมิ้นชันมีค่า IC50เทา่กับ 21.7, 3.21, 46.6 

และ 39 µg/ml ตามล าดับ (Ismailet al., 2010)   

3. หมำก (Areca catechu L.)  

การใช้ทางการแพทย์แผนไทย เมล็ด มรีสฝาด สมานทั้งภายในและภายนอก แก้บดิปวดเบ่ง แก้ปวดแน่นท้อง ฆ่า

พยาธิ ขับปัสสาวะ ฝนทาแผลเน่าเปื่อย แก้ปากเปื่อย 

สารส าคัญ สารส าคญัที่พบในหมาก 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) 

ฤทธิ์ทางชีวภาพของหมาก  

- ฤทธิ์ต้านการอักเสบ 

จากรายงานของ Huang และคณะ (2010) ได้ศึกษาฤทธิ์ต้านการอกัเสบของสารสกัดด้วยอะซโีตนจากเมลด็ของ A. 

catechuซึ่งมสีารcatechins เปน็องค์ประกอบหลัก โดยใช้ 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA)-treated 

human oral cancer SAS cells พบว่าสามารถยบัยั้งการท างานของ TPA ต่อการเหนี่ยวน า COX-2 ได้ที่ความเขม้ข้น 0.1-1 

µg/ml โดยผา่นกระบวนการยับยัง้การแสดงออกของยีน ERKนอกจากน้ีได้ศึกษาในระดับสัตว์ทดลองพบว่า การทดสอบโดยให้

หนูทดลองกินสารสกัดด้วยอะซโีตนจากเมลด็ของ A. catechu ขนาด 1 และ 10 mg/kg/day เป็นเวลา 5 วัน สามารถยับยั้ง

การบวมเนื่องจากการเหนี่ยวน าดว้ย carrageenan และลดปริมาณของ PGE2ได ้ จากรายงานของ Bhandare และคณะ 

(2010) ได้ศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดด้วย hydroalcoholicจากเมล็ดของ A. catechu ในระดับสตัว์ทดลองโดย

ใช้ carrageenan-induced rat paw edema model พบว่าหลังจากการเหนีย่วน าด้วย carrageenan1 และ 3 ช่ัวโมง สาร

สกัดด้วย hydroalcoholicจากเมล็ดของ A. catechuขนาด250, 500 และ 1000 mg/kg สามารถยับยั้งการบวมได้อย่างมี

นัยส าคญัทางสถิติเมื่อเปรยีบเทียบกับกลุ่มควบคมุKhan และคณะ (2011) ได้ศึกษาฤทธ์ิต้านการอักเสบของaqueous 

fractionจากเมล็ดของ A. catechuโดยใช้วิธี carrageenan-induced rat paw edema model พบว่า ที่ขนาด 100 mg/kg 

สามารถต้านการอักเสบได้แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญกับควบคุม นอกจากน้ี มีการใช้วิธี PGE2-induced rat paw edema 

modelและ arachidonic acid-induced rat paw edema modelพบว่าหลังจากเหนีย่วน าด้วย PGE2 และ arachidonic 

acid ที่เวลา 1, 2, 3 และ 4 ช่ัวโมงaqueous fraction ขนาด 100 mg/kg สามารถยับยั้งการบวมของอุ้งเท้าหนไูด้อย่างมี
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นัยส าคญัทางสถิติเมื่อเปรยีบเทียบกับกลุ่มควบคมุจากงานวิจัยนีส้ามารถอธิบายได้ว่าฤทธิ์ต้านการอักเสบของ A. catechu 

เป็นผลมาจากการยับยั้งการแสดงออกของ PGE2 และ arachidonic acid      

- ฤทธิ์ต่อการหายของแผล          

จากการศึกษาของ Verma และคณะ (2012) ใช้สารสกดัด้วยเอทานอลจากเมล็ดหมากต่อการรกัษาแผล(burn wound 

model) ในหนูแรท พบว่าหนูกลุ่มที่ได้รับสารสกัดจากเมล็ดหมากมีการหายของแผลที่ดีกว่ากลุ่มควบคุม โดยมี %wound 

contraction ในวันท่ี 15 เท่ากับ 94.76±2.52% ในขณะที่กลุ่มควบคุมซึ่งไดร้ับยาหลอก มี %wound contraction ในวันท่ี 

15 เท่ากับ 58.55±1.18%  

- ฤทธิ์ทางชีวภาพอื่นๆ           

จากการศึกษาก่อนหน้าน้ีพบว่า สารสกัดจากเมล็ดหมากที่ความเข้มข้น 16.67 µg/ml มีฤทธ์ิยับยั้งระบบ quorum-sensing 

ของ P. aeruginosa (Koh and Tham, 2011) Khan และคณะ (2011) พบว่า สารสกดัด้วยเมทานอล และ aqueous 

fractionจากเมล็ดของ A. catechu มีฤทธ์ิต้านอนุมลูอสิระ DPPHโดยมีคา่ IC50เท่ากับ 5.34 และ 7.28 µg/ml ตามล าดับ

   

ความเป็นพิษ การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเตา้นม (Human MCF-7 breast carcinoma cell; MCF-7 cells) 

พบว่า สารสกดัเมทานอลจากผลหมากมีค่า IC50 เท่ากับ775.1 µg/ml (Anajwala et al., 2010)  

4. ข้ำวสำร (Oryza sativa L.) 

การใช้ทางการแพทย์แผนไทย ข้าวสาร รสมันหอมหวาน บ ารุงร่างกาย แก้ตาฟาง แก้เหน็บชา แช่น้ าต าเป็นแป้ง แก้บวม แก้

ปวด ต าผสมกับน้ าสุราแกล้มพิษผืน่คัน 

สารส าคัญที่พบในข้าว ได้แก่ arginine, alpha-tocopherol, gamma-oryzanol, phytic acid, lysophosphatidylcholine 

และ phoshatidylcholine (Chung et al., 2005; Henderson et al., 2012)  

ฤทธิ์ทำงชีวภำพของข้ำวสำร  

- ฤทธิ์ต้านการอักเสบ 

จากการศึกษาก่อนหน้านี้ของ Shalini และคณะ (2011) ได้ศึกษาสารสกัดด้วยเมทานอลจาก Oryza sativa L. 

พบว่ามีฤทธิ์ต้านการอักเสบ ซี่งสามารถยับยั้งการบวมบริเวณอุ้งเทา้หนูได้ โดยใช้วิธี carrageenan-induced rat paw 

edema และจากการศึกษาของ Kitisin และคณะ(2015) ได้ศกึษาฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดจากข้าวสายพันธ์ุต่างๆ 

ได้แก่ ข้าวสังข์หยด ข้าวเหนียวด า และข้าวหอมนิล โดยการทดสอบฤทธิ์ยับยั้ง pro-inflammatory cytokines (IL-6, TNF-

alpha and NF-keppaB) ซึ่งทดสอบด้วยวิธี ELISA technique จากการเหนีย่วน าด้วย lipopolysaccharide ใน human 

promyelocytic leukemia (HL-60) cell พบว่าสารสกัดจากข้าวสงัข์หยดสามารถยับยั้ง TNF-alpha และ NF-kB ไดด้ี และ

ยังสามารถยับยั้งการสร้าง NOได้อีกด้วย 

ความเป็นพิษ ทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล์มะเร็งปอด (COR-L23) และเซลล์เนื้อเยื่อมนุษย์ (MRC5) พบว่า สาร

สกัดคลอโรฟอรม์จากข้าวมีค่า IC50 มากกว่า100 µg/ml (Uttama and Ittharat, 2010) 

 

กำรศึกษำฤทธิ์ทำงชีวภำพของยำสมำนแผล 
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Chusri และคณะ (2012) ได้ศึกษาฤทธิข์องสารสกัดด้วยเอทานอลจากต ารับยาสมานแผลต่อฤทธิ์ยับยัง้การสร้างและ

การท าลายไบโอฟิล์ม ที่สร้างจากเช้ือStaphylococcus epidermidisATCC 35984 พบว่าท่ีความเข้มข้น 0.63-5.00 µg/ml 

สามารถลดการสร้างไบโอฟิล์มไดป้ระมาณ 30-40% และที่ความเข้มข้น 10 และ 20 µg/ml สามารถท าลาย 7-day-old 

staphylococcal biofilm  ได้ 90%  Chusri และคณะ (2013a) ได้ศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดด้วยเอทานอลจากต ารับยา

สมานแผลต่อการยับยั้งและการท าลายไบโอฟิลม์ ที่สร้างจากเชื้อ Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 ซึ่งเป็นเช้ือก่อ

โรคที่ท าให้เกิดการบาดเจ็บของเนือ้เยื่อ และเป็นสาเหตุของการเกดิแผลบริเวณเท้าของผู้ป่วยเบาหวาน โดยใช้วิธี crystal 

violet assayพบว่าสารสกัดด้วยเอทานอลจากยาสมานแผลที่ความเข้มข้น 62.5-1000 µg/ml สามารถยับยั้งการสร้างไบโอ

ฟิล์มจากเชื้อ P. aeruginosa ATCC 10145 ได้อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ นอกจากน้ีพบว่าสารสกดัดว้ยเอทานอลจากยาสมาน

แผลที่ความเข้มข้น 62.5 µg/ml สามารถท าลายไบโอฟิล์ม (old biofilm) ที่สร้างจากเชื้อ P. aeruginosa ATCC 10145  ได้ 

97.3% หลังการให้สารทดสอบเปน็เวลา 24 ชม. Chusri และคณะ (2013b) ได้ศึกษาฤทธิ์ต้านการอกัเสบของสารสกัดด้วยเอ

ทานอลจากต ารับยาสมานแผล พบว่าสามารถยับยั้งการสร้าง NO ซึ่งเป็นสารสื่อกลางของการอักเสบจาก macrophages 

RAW 264.7 cells ที่ถูกเหนี่ยวน าด้วย lipopolysaccharide ได้ โดยมีคา่ IC50เท่ากับ 71.06 µg/mlและจากผลการศึกษา

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ พบว่าสามารถต้านอนุมลู DPPH และ hydroxyl radicalได้ดี โดยมีค่า IC50เท่ากับ 19.24 และ 

13.58µg/ml ตามล าดับ Chusri และคณะ (2014) ได้ศกึษาฤทธิ์ต้านแบคทีเรียของสารสกัดด้วยเอทานอลจากต ารับยา

สมานแผล พบว่า มีค่า MIC ตอ่เช้ือ methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) และ methicillin-

susceptible S. aureus (MSSA) อยู่ในช่วง 3.9-7.8 µg/ml   
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4. วิธีกำรด ำเนินกำรวิจัย 

วิธกีำรเตรียมสำรทดสอบ 

ยาสมานแผล ประกอบด้วยพืชสมุนไพรจ านวน 4 ชนิด ได้แก่ เปลือกมังคุด (Garcinia mangostana L.) เหง้าขมิ้นชัน 

(Curcuma longa L.) เมล็ดหมาก (Areca catechu L.) และข้าวสาร (Oryza sativa L.) น าเปลือกมังคุด เหง้าขมิ้นชัน และ

เมล็ดหมาก ล้างท าความสะอาดแล้วหั่นเป็นช้ินเล็กๆ ส าหรับการเตรียมสมุนไพรแห้งน าไปอบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 2-3 วัน  

การเตรียมน้ ามันสกัดเปลือกมังคุดสดและน้ ามันสกัดเปลือกมังคุดแห้ง  

ใช้เปลือกมังคุด 500 กรัม เคี่ยวกับน้ ามันมะพร้าวปริมาตร 1500 มิลลิลิตร โดยใช้ความร้อนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 4 ช่ัวโมง ท าการสกัดจนเปลือกมังคุดมีลักษณะแห้งกรอบ จากนั้นน าไปกรอง เก็บในขวดสีชา ท่ีอุณหภูมิห้อง 

การเตรียมยาสมานแผลจากสมุนไพรสดและยาสมานแผลจากสมุนไพรแห้ง  

ใช้สมุนไพรองค์ประกอบชนิดละ 125 กรัม รวม 500 กรัม เคี่ยวกับน้ ามันมะพร้าวปริมาตร 1500 มิลลิลิตร โดยใช้ความ

ร้อนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ช่ัวโมง ท าการสกัดจนสมุนไพรมีลักษณะแห้งกรอบ จากนั้นน าไปกรอง เก็บใน

ขวดสีชา ท่ีอุณหภูมิห้อง (รูปที่ 5) 
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รู ป ที่  4.1 Medicinal components of Ya-Sa-Marn-Phlae and physical characteristics of Ya-Sa-Marn-Phlae 

made from dried herbs (A) and fresh herbs (B) . Hot oil extractions prepared from dried G. mangostana 

pericarp (C) and fresh G. mangostana pericarp (D). 

Garcinia mangostana L. 

Curcuma longa L. 

Areca catechu L. 

Oryza sativa L. 

A 

B 

D 

C 
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กำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรสร้ำงไบโอฟิล์มโดยวิธ ีcrystal violet assay 

การเตรียมแบคทีเรียที่ใช้ทดสอบ 

น าแบคทีเรียที่ต้องการทดสอบเพาะเลี้ยงบน TSA บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18-24 ช่ัวโมง จากนั้น

เลือก 3-5 โคโลนี เพาะเลี้ยงใน TSB ซึ่งมี 2% glucose (TSBGlc) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18 ช่ัวโมง ปรับ

ความขุ่นให้ได้เท่ากับสารละลายแบเรียมซัลเฟต McFarland no. 0.5 (1.5×108 CFU/ml) แล้วเจือจางให้มีเช้ือประมาณ 

1×106 CFU/ml ด้วย TSBGlc 

การทดสอบความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์ม  

เติมเช้ือแบคทีเรีย ลงใน 96-well polystyrene microtiter plate หลุมละ200 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส นาน 1, 3, 5 และ 7 วัน ท าการเปลี่ยนอาหารทุกๆ 24 ช่ัวโมง โดยการดูดอาหารเลี้ยงเชื้อและแบคทีเรียที่ไม่ยึดเกาะ

ทิ้ง แล้วเติมอาหารเลี้ยงเช้ือ TSBGlc หลุมละ 200 ไมโครลิตร 

เมื่อครบก าหนดการบ่ม วัดค่าการเจริญเติบโตของแบคทีเรียโดยการวัดความขุ่นท่ีค่าการดูดกลืนแสง 620 นาโมเมตร 

ด้วยเครื่อง microplate reader จากนั้นวัดปริมาณการสร้างไบโอฟิล์มโดยการดูดเชื้อแบคทีเรียที่ไม่ยึดเกาะทิ้งและล้างไบโอ

ฟิล์มด้วยสารละลาย PBS หลุมละ 200 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ย้อมสีไบโอฟิล์มด้วย 

0.1% crystal violet หลุมละ 200 ไมโครลิตร ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที ล้างออกด้วยสารละลาย PBS ทิ้งไว้ให้แห้ง

เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นเติม DMSO หลุมละ 200 ไมโครลิตร เขย่าเบาๆ วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ด้วย

เครื่อง microplate reader ท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง  

 

กำรทดสอบฤทธิ์ยับย้ังกำรสร้ำงไบโอฟิล์มโดยวิธี crystal violet assay (Chusri et al. 2013) 

การเตรียมแบคทีเรียที่ใช้ทดสอบ 

น าแบคทีเรียที่ต้องการทดสอบเพาะเลี้ยงบน TSA บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18-24 ช่ัวโมง จากนั้น

เลือก 3-5 โคโลนี เพาะเลี้ยงใน TSBGlc บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18 ช่ัวโมง ปรับความขุ่นให้ได้เท่ากับ

สารละลายแบเรียมซัลเฟต McFarland no. 0.5 (1.5×108 CFU/ml) แล้วเจือจางให้มีเช้ือประมาณ 1×106 CFU/ml ด้วย 

TSBGlc 

การเตรียมสารทดสอบ 

เจือจางสารทดสอบแบบล าดับสอง (two-fold serial dilution) ให้มีความเข้มข้นตั้งแต่ 100-1.56% v/v ด้วย 

TSBGlc ซึ่งมี tween 80 ปริมาตร 0.5% v/v 

การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์ม 

เติมสารทดสอบแต่ละความเข้มข้นลงใน 96-well polystyrene microtiter plate หลุมละ 100 ไมโครลิตร และ

เติมเช้ือแบคทีเรีย หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 48 ช่ัวโมง  

เมื่อครบก าหนดการบ่ม เทสารทดสอบและเช้ือแบคทีเรียที่ไม่ยึดเกาะทิ้ง ล้างไบโอฟิล์มด้วยสารละลาย PBS หลุมละ 

200 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ย้อมสีไบโอฟิล์มด้วย 0.1% crystal violet หลุมละ 200 

ไมโครลิตร ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที ล้างออกด้วยสารละลาย PBS และทิ้งไว้ให้แห้งเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นเติม 
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DMSO หลุมละ 200 ไมโครลิตร แล้วเขย่าเบาๆ วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง microplate reader ท า

การทดลองซ้ า 3 ครั้ง เปรียบเทียบกับชุดควบคุมบวกโดยใช้ TSBGlc ที่มี tween 80 ปริมาตร 0.5%v/v 

 

กำรทดสอบฤทธิ์ยับยั้งกำรสร้ำงไบโอฟิล์มด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกรำด (SEM) และกล้องจุลทรรศน์แรง

อะตอม (AFM) (ดัดแปลงจาก Chusri et al. 2013) 

1.1 การเตรียมแบคทีเรียที่ใช้ทดสอบ 

น าแบคทีเรียที่ต้องการทดสอบเพาะเลี้ยงบน TSA บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18-24 ช่ัวโมง 

จากนั้นเลือก 3-5 โคโลนี เพาะเลี้ยงใน TSBGlc บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18 ช่ัวโมง ปรับความขุ่นให้ได้เท่ากับ

สารละลายแบเรียมซัลเฟต McFarland no. 0.5 (1.5×108 CFU/ml) แล้วเจือจางให้มีเช้ือประมาณ 1×106 CFU/ml ด้วย 

TSBGlc 

1.2 การเตรียมตัวอย่าง 

น ากระจกสไลด์ขนาด 1 ตารางเซนติเมตร ใส่ลงใน 24-well polystyrene plate เติมสารทดสอบที่ความ

เข้มขน้ 100% หลุมละ 1000 ไมโครลิตร และเติมเชื้อแบคทีเรียจากข้อ 5.1 หลุมละ 1000 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส นาน 48 ช่ัวโมง  

เมื่อครบก าหนดการบ่ม ดูดสารทดสอบและแบคทีเรียที่ไม่ยึดเกาะทิ้ง ล้างไบโอฟิล์มด้วยสารละลาย PBS 

หลุมละ 2000 ไมโครลิตร จากนั้นคงสภาพตัวอย่างไบโอฟิล์มโดยเติม 2.5% glutaraldehyde (C5H8O2) หลุมละ 1000 

ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ตามด้วยการขจัดน้ าออกจากตัวอย่างโดยใช้เอทานอลที่ความเข้มข้น 50%, 

70%, 80%, 90% และ 100% โดยเติมลงในแต่ละหลุม เป็นเวลา 15 นาทีในทุกๆ ความเข้มข้น ยกเว้นท่ีความเข้มข้น 100% 

ใช้เวลา 30 นาที แต่ละความเข้มข้นท าซ้ า 2 ครั้ง 

1.3 การทดสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด (SEM) 

น าตัวอย่างส่งศูนย์เครื่องมือวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ เพื่อผ่านกระบวนการท าให้แห้ง

ด้วยวิธี critical point drying และทดสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์ SEM ก าลังขยาย 2500 เท่า ในรูปแบบภาพ 2 มิติ  

1.4 การทดสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม (AFM) 

น าตัวอย่างส่งศูนย์เครื่องมือวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ เพื่อผ่านกระบวนการท าให้แห้ง

ด้วยวิธี critical point drying หลังจากนั้นน าตัวอย่างส่งสถานวิจัยความเป็นเลิศด้านนาโนเทคโนโลยีเพื่อการพลังงาน 

ภาควิชาฟิสิกส์ คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ เพื่อทดสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์ AFM ก าลังขยาย 5 ตาราง

ไมโครเมตร ในรูปแบบภาพสามมิติ  

 

กำรทดสอบฤทธิ์ท ำลำยไบโอฟิล์มโดยวิธี MTT reduction assay (Chusri et al. 2012) 

1.5 การเตรียมแบคทีเรียที่ใช้ทดสอบ 

น าแบคทีเรียที่ต้องการทดสอบเพาะเลีย้งบน TSA บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18-24 ช่ัวโมง 

จากนั้นเลือก 3-5 โคโลนี เพาะเลี้ยงใน TSBGlc บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18 ช่ัวโมง จากนั้นเจือจางเช้ือใน

อัตราส่วน 1:200 ให้มีเช้ือประมาณ 1×106 CFU/ml ด้วย TSBGlc 
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1.6 การทดสอบฤทธิท์ าลายไบโอฟิล์ม 

เติมเช้ือแบคทีเรียจากข้อ 6.1 ลงใน 96-well polystyrene microtiter plate หลุมละ 200 ไมโครลิตร 

บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปลี่ยนอาหารทุกๆ 24 ช่ัวโมง จนครบเวลาที่ไบโอฟิล์มอยู่ในระยะการเจริญเติบโตโดย

สมบูรณ์ตามผลที่ได้จากการทดสอบความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์ม จากนั้นดูดเช้ือแบคทีเรียที่ไม่ยึดเกาะทิ้ง และเติม

อาหารเลี้ยงเช้ือ TSBGlc หลุมละ 200 ไมโครลิตร 

เมื่อครบก าหนดการบ่ม ดูดเชื้อแบคทีเรียส่วนท่ีไม่ยึดเกาะทิ้งและล้างไบโอฟิล์มด้วยสารละลาย PBS หลุม

ละ 200 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 1 ช่ัวโมง จากนั้นเติมสารทดสอบที่ความเข้มข้น 100% หลุมละ 200 ไมโครลิตร 

บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 3, 6, 9 และ 18 ช่ัวโมง  

เมื่อครบก าหนดการทดสอบ ดูดสารทดสอบทิ้งแล้วล้างด้วยสารละลาย PBS หลุมละ 250 ไมโครลิตร ทิ้ง

ไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ย้อมสีไบโอฟิล์มด้วย MTT โดยการเติม TSBGlc หลุมละ 180 ไมโครลิตร ตามด้วย 

MTT ที่ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร หลุมละ 20 ไมโครลิตร บ่มในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 3 ช่ัวโมง 

จากนั้นล้างด้วยสารละลาย PBS หลุมละ 250 ไมโครลิตร ทิ้งไวใ้ห้แห้งที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง แล้วเติม DMSO หลุม

ละ 200 ไมโครลิตร เพื่อละลายตะกอน MTT formazan แล้วเขย่าเบาๆ วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง 

microplate reader ท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง เปรียบเทียบกับชุดควบคุมบวกและชุดควบคุมลบซึ่งทดสอบสารละลาย PBS 

และสารองค์ประกอบทางเคมี alpha-mangostin ตามล าดับ  

 

กำรทดสอบฤทธิ์ท ำลำยไบโอฟิล์มด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบคอนโฟคอลชนิดที่ใช้เลเซอร์ในกำรสแกน (CLSM) (ดัดแปลง

จาก Product Information of LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit) 

1.7 การเตรียมแบคทีเรียที่ใช้ทดสอบ 

  น าแบคทีเรียที่ต้องการทดสอบเพาะเลี้ยงบน TSA บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18-24 ช่ัวโมง 

จากนั้นเลือก 3-5 โคโลนี เพาะเลี้ยงใน TSBGlc บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18 ช่ัวโมง จากนั้นเจือจางเช้ือใน

อัตราส่วน 1:200 ให้มีเชื้อประมาณ 1×106 CFU/ml ด้วย TSBGlc 

1.8 การทดสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์ CLSM 

น ากระจกสไลด์ขนาด 1 ตารางเซนติเมตร ใส่ลงใน 24-well polystyrene plate เติมเช้ือแบคทีเรียจาก

ข้อ 7.1 หลุมละ 1000 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ซึ่งท าการเปลี่ยนอาหารทุกๆ 24 ช่ัวโมง จนครบเวลาที่ไบ

โอฟิล์มอยู่ในระยะการเจริญเติบโตโดยสมบูรณ์ตามผลที่ได้จากการทดสอบความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์ม 

เมื่อครบก าหนดการบ่ม ดูดเชื้อแบคทีเรียที่ไม่ยึดเกาะทิ้งและล้างไบโอฟิล์มด้วยสารละลาย PBS จากนั้น

เติมสารทดสอบที่ความเข้มข้น 100% หลุมละ 1000 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 3, 6, 9 และ 18 

ช่ัวโมง  

เมื่อครบก าหนดการทดสอบ ดูดสารทดสอบทิ้งแล้วล้างด้วยเฮกเซน ย้อมสีไบโอฟิล์มด้วยชุดทดสอบ 

LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit ซึ่งประกอบด้วยสีฟลูออเรสเซนต์ syto9 และ propidium iodide บ่มใน

ที่มืด ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที จากนัน้ทดสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์ CLSM และวิเคราะห์ Z-stack ได้แก่ มวลชีวภาพ 
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(biomass) ความหนาเฉลี่ย (average thickness) ความหนาสูงสุด (maximum thickness) และอัตราส่วนพื้นที่ผิวต่อ

ปริมาตร (surface to volume ratio) โดยใช้โปรแกรม Comstat ทดสอบเปรียบเทียบกับชุดควบคุมบวกซึ่งทดสอบด้วย

สารละลาย PBS 

 

กำรทดสอบกำรก่อควำมระคำยเคืองผิวหนังกระต่ำย 

การทดสอบการก่อความระคายเคืองผิวหนังกระต่ายของยาสมานแผลในรูปแบบยาน้ ามัน  อ้างอิงวิธีการทดสอบ

หมายเลข 404 : การทดสอบการก่อความระคายเคืองต่อผิวหนังของ OECD Guidelines for Testing of Chemicals (2002) 

การเตรียมสัตว์ทดลอง ในการทดลองใช้กระต่ายสีขาวพันธุ์ New Zealand White ทั้งสองเพศ ซื้อจากภาควิชาสัตว

บาล คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก าแพงแสน จังหวัดนครปฐม น้ าหนักตัวประมาณ 2-3 กิโลกรัม 

โดยน ากระต่าย 3 ตัว (ต่อ 1 ตัวอย่างทดสอบ) มาเลี้ยงในห้องปฏิบัติการก่อนการทดสอบ 1 สัปดาห์ เพื่อให้สัตว์ทดลองปรับ

ความคุ้นเคยกับสถานที่ โดยกระต่ายจะได้รับน้ าและอาหารตามปกติและก่อนท าการทดสอบ 1 วัน กระต่ายทุกตัวจะถูกโดน

ขนบริเวณล าตัวใต้หัวไหล่ชิดกระดูกสันหลังทั้งสองข้างเป็นบริเวณ 10 x 10 เซนติเมตร ด้วยปัตตาเลี่ยนไฟฟ้าโดยระมัดระวัง

ไม่ให้ผิวหนังเกิดแผล 

วิธีการทดสอบ เริ่มท าการทดสอบโดยดูดยาน้ ามันสมานแผลปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เกลี่ยลงบนผ้าพันแผลมาตรฐาน

ขนาด 2.5 x 2.5 เซนติเมตร ทบซ้อนกัน 10 ช้ัน ท าให้ปราศจากเช้ือด้วยวิธีนึ่งอบโดยใช้แรงดันไอน้ า (patch) และน ามาปิดลง

บนผิวหนังหลังกระต่ายด้านหนึ่งที่โกนขนเตรียมไว้ (บริเวณทดสอบ) ส่วนบริเวณหลังอีกด้านหนึ่งของกระต่ายตัวเดิมปิดด้วย 

patch ที่เกลี่ยด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร (บริเวณควบคุม) ยึด patch ด้วยพลาสเตอร์ชนิด Transpore และห่อล าตัว

กระต่ายด้วยผ้ายืด เพื่อยึด patch ติดกับผิวหนังไม่ให้เคลื่อนหลุด เมื่อครบ 4 ช่ัวโมง เปิด patch ออก แล้วใช้ส าลีชุบน้ าอุ่น

เช็ดเบาๆ เพื่อให้ตัวอย่างทดสอบที่เหลือค้างอยู่บนผิวหนังหลุดออก ตรวจดูอาการแดงและบวมตรงบริเวณทดสอบ ที่เวลา 1, 

24, 48 และ 72 ช่ัวโมง และหากพบว่ายังมีอาการแดงและบวมอยู่ให้ตรวจดูอาการจนถึงวันที่ 14 โดยการให้คะแนนยึดตาม

หลักเกณฑ์ดังนี้ หลักเกณฑ์การให้คะแนน 

อาการแดง        คะแนน 

ไม่แดง         0 

แดงเล็กน้อยแทบสังเกตไม่ได้       1 

แดงจนมองเห็นได้ชัด       2 

แดงปานกลางถึงแดงมาก      3 

แดงช้ าถึงผิวหนังตกสะเก็ด      4 

อำกำรบวม       คะแนน 

ไม่บวม        0 

บวมเล็กน้อยแทบสังเกตไม่ได้     1 

บวมน้อย (ขอบนูนเห็นได้ชัดเจน)     2 

บวมปานกลาง (นูนข้ึนมา 1 มิลลิเมตร)     3 

บวมมาก(นูนข้ึนมา 1 มิลลิเมตร และลามออกไป)    4 
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กำรศึกษำฤทธิ์ต้ำนกำรอักเสบในสัตว์ทดลอง (in vivo anti-inflammatory activity) 

กำรศึกษำฤทธิ์ต้ำนกำรอักเสบของยำสมำนแผลในรูปแบบยำน้ ำมนัโดยใช้วิธี Carrageenan-induced rat paw edema
 การเตรียมสาร เตรียมยาสมานแผลให้อยู่ในรูปแบบยาน้ ามัน โดยใช้เปลือกมังคุด 62.5 กรัม ขมิ้นชัน 62.5 กรัม 
หมาก 62.5 กรัม และข้าวสาร 62.5 กรัม เคี่ยวใน virgin coconut oil 1500 มิลลิลิตร ที่อุณหภมูิ 60 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 4 ช่ัวโมง ซึ่งจะได้ยาสมานแผลในรูปแบบ hot oil extract และเตรียม 5% (w/v) phenylbutazone ใน base oil 
(virgin coconut oil)    
การทดสอบ ก่อนการทดลองอดอาหารหนูเป็นเวลา 16 ช่ัวโมง จากนั้นแบ่งหนูออกเป็น 3 กลุ่มๆ ละ 15 ตัว ดังนี้  
- กลุ่ม Control ได้รับ base oil  
- กลุ่ม Standard drug ไดร้ับ 5% (w/v) phenylbutazone ใน base oil  
- กลุ่ม Treated ไดร้ับยาสมานแผลในรูปแบบยาน้ ามัน       

วัดความหนาของอุง้เท้าของหนูทุกตวัก่อนการทดสอบด้วยเครื่อง pocket thickness gauge และจดบันทึกค่าที่ได ้
(baseline) จากนั้นทาสารทดสอบบริเวณอุ้งเท้าหน ูตัวละ 0.2 กรมั กับหนูในแต่ละกลุม่ หลังจากให้สารทดสอบในแตล่ะกลุม่ 
1 ช่ัวโมง ฉีด carrageenan 1% (w/v) ที่อุ้งเท้าด้านหลัง (hindpaw) ของหน ู      
   การวัดผลการทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบของยาสมานแผลในรูปแบบยาเตรียม 

วัดความหนาของอุ้งเท้าหนู โดยวดัที่ 1, 2 และ 3 ช่ัวโมงหลังจากฉีด carrageenan ด้วยเครื่อง pocket thickness 
gauge จากนั้นน าค่าท่ีไดม้าค านวณหา %ยับยั้งการอักเสบ เก็บตัวอย่างอุง้เท้าหนูเพื่อน าไปศึกษากลไกการต้านการอักเสบ 
หลังจากเสร็จการทดลอง เก็บตัวอย่างอุ้งเท้าหนู โดยท าให้หนูจากไปอย่างสงบด้วยคาร์บอนไดออกไซด์ จากนั้น ตัดเนื้อเยื่อ
บริเวณอุ้งเท้าหนูข้างที่ได้รับสารทดสอบ แช่ในไนโตรเจนเหลว และเก็บที่อุณหภมูิ -80 องศาเซลเซียส ทันที เพื่อน าไปศึกษา
กลไกการต้านการอักเสบต่อไป 
กำรตรวจวิเครำะห์ปริมำณของ malondialdehyde (MDA) ในเนื้อเยื่ออักเสบ โดยใช้ MDA assay kit 

การเตรียมตัวอย่าง น าเนื้อเยื่ออุ้งเท้าเติม 0.86% normal saline solution ในอัตราส่วน 1:9 w/v น าไปปั่นให้เป็น
เนื้อเดียวกัน เพื่อให้ได้ตัวอย่างแบบ tissue homogenate จากนั้นน าไป centrifuge ที่ความเร็วรอบ 3,000 rpm เป็นเวลา 
10 นาที และดูดส่วนของ supernatant เพื่อใช้ท าการทดลองต่อไป  
 วิธีการทดสอบ การทดสอบแต่ละตัวอย่างจะประกอบด้วย blank tube, standard tube และ sample tube โดย 
blank tube จะประกอบด้ วย  dehydrated alcohol 0.1 มิ ลลิ ลิ ตร  standard tube ประกอบด้ วย  10 nmol/mL 
standard 0.1 มิลลิลิตร และ sample tube ประกอบด้วย tissue homogenate 0.1 มิลลิลิตร และเติม reagent A 0.1 
มิลลิลิตร ในแต่ละ tube ผสมให้เข้ากัน จากนั้นเติม reagent B 1.5 มิลลิลิตร และ reagent C 1.5 มิลลิลิตร ในแต่ละ tube 
ผสมให้เข้ากัน วางบนอ่างควบคุมอุณหภูมิที่ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 40 นาที น าไป centrifuge ที่ความเร็วรอบ 4,000 
rpm เป็นเวลา 10 นาที และดูดส่วนของ supernatant ลงใน 96 well plate หลุมละ 200 ไมโครลิตร น าไปวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 532 นาโนเมตร  

การค านวณผลการทดลอง โดยใช้สูตร ดังนี ้
Tissue MDA content (nmol/gprot) = (ODsample-ODblank)/ODstandard-ODblank) x Standard concentration (10 
nmol/mL)  

Protein concentration in homogenate (gprot/L) 
โดยที ่  nmol/gprot คือ nanomole per gram protein 
กำรตรวจวิเครำะห์ปริมำณของ nitric oxide (NO) ในเนื้อเยื่ออักเสบ โดยใช้ NO assay kit 
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การเตรียมตัวอย่าง น าเนื้อเยื่ออุ้งเท้าผสมกับ 0.86% normal saline solution ในอัตราส่วน 1:9 w/v จากนั้น
น าไปปั่นให้เป็นเนื้อเดียวกัน เพื่อให้ได้ตัวอยา่งแบบ tissue homogenate จากนั้นน าไป centrifuge ที่ความเร็วรอบ 2,000 
rpm เป็นเวลา 10 นาที และดูดสว่นของ supernatant เพื่อใช้ท าการทดลองต่อไป   
 วิธีการทดสอบ การทดสอบแต่ละตัวอย่างจะประกอบด้วย blank tube, standard tube และ sample tube โดย 
blank tube จะประกอบด้วย double distilled water 0.25 มิลลลิิตร standard tube ประกอบด้วย double distilled 
water 0.2 มิลลิลติร และ 100 µ mol/L standard working solution 0.05 มิลลิลติร sample tube ประกอบด้วย tissue 
homogenate 0.25 มิลลิลิตร จากนั้นเติม reagent A 0.2 มิลลลิิตร ในแตล่ะ tube ผสมให้เข้ากัน วางบนอ่างควบคุม
อุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส เปน็เวลา 60 นาที เติม reagent B 0.1 มิลลิลติร และ reagent C 0.05 มิลลิลติร ในแตล่ะ 
tube ผสมให้เข้ากันโดยใช้ vortex 30 วินาที จากนั้นวางไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 40 นาที น าไป centrifuge ที่ความเร็วรอบ 4,000 
rpm เป็นเวลา 10 นาที และดูดส่วนของ supernatant ของแต่ละ tube 0.4 มิลลลิิตร ผสมกับ chromogenic agent 0.3 
มิลลลิิตร ผสมให้เข้ากัน วางไว้ท่ีอุณหภูมหิ้อง 10 นาที จากนั้นดูดสารผสมลงใน 96 well plate หลุมละ 200 ไมโครลิตร 
น าไปวัดค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร 

การค านวณผลการทดลอง โดยใช้สูตร ดังนี้ 
NO content (µmol/gprot) = (ODsample-ODblank)/ODstandard-ODblank) x Standard concentration (20 µmol/L)  

Protein concentration in homogenate (gprot/L)  
โดยที ่µmol/gprot คือ micromole per gram protein 
 
กำรตรวจวิเครำะห์ปริมำณของ myeloperoxidase (MPO) ในเนื้อเยือ่อักเสบ โดยใช้ MPO assay kit  

การเตรียมตัวอย่าง น าเนื้อเยื่ออุ้งเท้าผสมกับ 0.86% normal saline solution ในอัตราส่วน 1:9 w/v จากนั้น
น าไปปั่นให้ เป็นเนื้อเดียวกัน เพื่อให้ได้ตัวอย่างแบบ tissue homogenate ซึ่งจะมีความเข้มข้นเท่ากับ 10% tissue 
homogenate จากนัน้เจือจางให้ได้ความเข้มข้น เท่ากับ 5% tissue homogenate (sample) ซึ่งเป็นความเข้มข้นท่ีจะใช้ท า
การทดลองต่อไป  
 วิธีการทดสอบ การทดสอบแต่ละตัวอย่างจะประกอบด้วย sample tube และ contrast tube โดย sample tube 
จะประกอบด้วย sample, reagent A และ chromogenic agent เท่ากับ 0.1, 0.1, และ 1.5 มิลลิลิตร ตามล าดับ ในส่วน
ของ contrast tube จะประกอบด้วย distilled water, sample และ reagent A เท่ากับ 1.5, 0.1 และ 0.1 มิลลิลิตร 
ตามล าดับ ผสมให้เข้ากัน และวางบนอ่างควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเติม reagent B 
0.025 มิลลิลิตร ทั้ง sample tube และ contrast tube ผสมให้เข้ากัน วางบนอ่างควบคุมอุณหภูมิที่ 60 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 10 นาที จากนั้นดูดสารผสมเหล่านี้ลง 96 well plate หลุมละ 200 ไมโครลิตร น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 460 นาโนเมตร  การค านวณผลการทดลอง โดยใช้สูตร ดังนี้  
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 คือ อินเวอร์สการคูณหรือตัวผกผันการคูณของอัตราความชัน (multiplicative inverse of slope rate)   
sample weight (g) = 0.05 g/ml x 0.1 ml    
0.05 g/ml คือ 5% tissue homogenate (5 g tissue/100 ml homogenate)   
0.1 ml คือ ปริมาตรของตัวอย่างที่เติมลงใน  sample tube และ contrast tube 
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กำรตรวจวิเครำะห์ปริมำณของ tumor necrosis factor-alpha (TNF-alpha) ในเนื้อเยื่ออักเสบ โดยใช้ enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) kit 

การเตรียมตัวอย่าง น าเนื้อเยื่ออุ้งเท้าผสมกับ phosphate buffered saline (PBS) pH 7.4  ในอัตราส่วน 1:9 w/v 
น าไปปั่นให้เป็นเนื้อเดียวกัน เพื่อให้ได้ตัวอย่างแบบ tissue homogenate จากนั้นน าไป centrifuge ที่ความเร็วรอบ 3,000 
rpm เป็นเวลา 20 นาที และดูดส่วนของ supernatant เพื่อใช้ท าการทดลองต่อไป 

การเตรียม reagent  
 เตรียม rat TNF-alpha standard จากความเข้มข้นแรก 1,280 ng/L จากนั้นเจือจางแบบ 2-fold serial dilutions 
ด้วย standard diluent ให้ได้ความเข้มข้นในช่วง 40-1,280 ng/L เตรียม biotinylated Ab detection diluent โดยผสม 
biotinylated Ab เข้ากับ biotinylated diluent        
  เตรียม HRP conjugate diluent โดยใช้ concentrated HRP conjugate ผสมกับ HRP conjugate 
diluent  

เตรียม wash buffer โดยใช้ double distilled water 450 มิลลิลิตร ผสมกับ concentrated wash solution 
20 มิลลิลิตรการทดสอบ ดูด standard และ sample 50 ไมโครลิตร ลงใน well และเติม biotinylated Ab detection 
diluent 50 ไมโครลิตร จากนั้นปิด well plate และบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ล้าง plate ด้วย 
wash buffer จ านวน 5 ครั้ง และเติม HRP conjugate diluent 50 ไมโครลิตร ในแต่ละ well และบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 นาที ล้าง plate ด้วย wash buffer จ านวน 5 ครั้ง เติม chromogenic solution A 50 ไมโครลิตร และ 
chromogenic solution B 50 ไมโครลิตร  บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ในที่มืด หลังจากนั้นเติม stop 
solution 50 µL และน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง (optical density; OD) ท่ีความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ภายใน 10 นาที
หลังจากการเติม stop solution น าค่า OD ที่ได้สร้าง standard curve แบบ logistic curve (4 parameters) จากนั้น
ค านวณหาปริมาณของ TNF-alpha ในตัวอย่างจากสมการของ standard curve 
 
กำรตรวจวิ เครำะห์ป ริมำณ ของ Interleukin-1beta (IL-1beta) ใน เนื้ อ เยื่ ออั ก เสบ  โดยใช้  enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) kit 

การเตรียมตัวอย่าง น าเนื้อเยื่ออุ้งเท้าผสมกับ phosphate buffered saline (PBS) pH 7.4  ในอัตราส่วน 1:9 w/v 
น าไปปั่นให้เป็นเนื้อเดียวกัน เพื่อให้ได้ตัวอย่างแบบ tissue homogenate จากนั้นน าไป centrifuge ที่ความเร็วรอบ 3,000 
rpm เป็นเวลา 20 นาที และดูดส่วนของ supernatant เพื่อใช้ท าการทดลองต่อไป    
 การเตรียม reagent  
 เตรียม rat IL-1beta standard จากความเข้มข้นแรก 240 ng/L จากนั้นเจือจางแบบ 2-fold serial dilutions 
ด้วย standard diluent ใหไ้ด้ความเข้มข้นในช่วง 7.5-240 ng/L เต รี ย ม  biotinylated Ab detection diluent โด ย
ผสม biotinylated Ab เข้ากับ biotinylated diluent       
 เตรียม HRP conjugate diluent โดยใช้ concentrated HRP conjugate ผสมกับ HRP conjugate diluent 
เตรียม wash buffer โดยใช้ double distilled water 450 มิลลิลิตร ผสมกับ concentrated wash solution 20 มิลลิลิตร
การทดสอบ ดูด standard และ sample 50 ไมโครลิตร ลงใน well และเติม biotinylated Ab detection diluent 50 
ไมโครลิตร จากนั้นปิด well plate และบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ล้าง plate ด้วย wash buffer 
จ านวน 5 ครั้ง และเติม HRP conjugate diluent 50 ไมโครลิตร ในแต่ละ well และบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 
นาที ล้าง plate ด้วย wash buffer จ านวน 5 ครั้ง เติม chromogenic solution A 50 ไมโครลิตร และ chromogenic 
solution B 50 ไมโครลิตร  บ่มที่  37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ในที่มืด หลังจากนั้นเติม stop solution 50 
ไมโครลิตร และน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง (optical density; OD) ที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ภายใน 10 นาที
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หลังจากการเติม stop solution น าค่า OD ที่ได้สร้าง standard curve แบบ logistic curve (4 parameters) จากนั้น
ค านวณหาปริมาณของ IL-1beta ในตัวอย่างจากสมการของ standard curve  
 
กำรตรวจวิเครำะห์ปริมำณของ inducible nitric oxide synthase (iNOS) ในเนื้อเยื่ออักเสบ โดยใช้ enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) kit 

การเตรียมตัวอย่าง น าเนื้อเยื่ออุ้งเท้าผสมกับ phosphate buffered saline (PBS) pH 7.4  ในอัตราส่วน 1:9 w/v 
น าไปปั่นให้เป็นเนื้อเดียวกัน เพื่อให้ได้ตัวอย่างแบบ tissue homogenate จากนั้นน าไป centrifuge ที่ความเร็วรอบ 3,000 
rpm เป็นเวลา 20 นาที และดูดส่วนของ supernatant เพื่อใช้ท าการทดลองต่อไป 

การเตรียม reagent  
 เตรียม rat iNOS standard จากความเข้มข้นแรก 24 ng/mL จากนั้นเจือจางแบบ 2-fold serial dilutions ด้วย 
standard diluent ให้ได้ความเข้มข้นในช่วง 0.75-24 ng/mL เตรียม biotinylated Ab detection diluent โดยผสม 
biotinylated Ab เข้ากับ biotinylated diluent เตรียม HRP conjugate diluent โดยใช้ concentrated HRP conjugate 
ผสมกับ HRP conjugate diluent เตรียม wash buffer โดยใช้  double distilled water 450 มิลลิลิตร  ผสมกับ 
concentrated wash solution 20 มิลลิลิตร การทดสอบ ดูด standard และ sample 50 ไมโครลิตร ลงใน well และ
เติม biotinylated Ab detection diluent 50 ไมโครลิตร จากนั้นปิด well plate และบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 นาที ล้าง plate ด้วย wash buffer จ านวน 5 ครั้ง และเติม HRP conjugate diluent 50 ไมโครลิตร ในแต่ละ 
well และบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ล้าง plate ด้วย wash buffer จ านวน 5 ครั้ง เติม chromogenic 
solution A 50 ไมโครลิตร และ chromogenic solution B 50 ไมโครลิตร  บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ในที่
มืด หลังจากนั้นเติม stop solution 50 ไมโครลิตร และน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง (optical density; OD) ที่ความยาวคลื่น 
450 นาโนเมตร ภายใน 10 นาทีหลังจากการเติม stop solution น าค่า OD ที่ได้สร้าง standard curve แบบ logistic 
curve (4 parameters) จากนั้นค านวณหาปริมาณของ iNOS ในตัวอย่างจากสมการของ standard curve   
 
กำรตรวจวิ เค รำะห์ ป ริม ำณ ของ cyclooxygenase-2 (COX-2) ใน เนื้ อ เยื่ ออั ก เสบ  โดยใช้  enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) kit 

การเตรียมตัวอย่าง น าเนื้อเยื่ออุ้งเท้าผสมกับ phosphate buffered saline (PBS) pH 7.4  ในอัตราส่วน 1:9 w/v 
น าไปปั่นให้เป็นเนื้อเดียวกัน เพื่อให้ได้ตัวอย่างแบบ tissue homogenate จากนั้นน าไป centrifuge ที่ความเร็วรอบ 3,000 
rpm เป็นเวลา 20 นาที และดูดส่วนของ supernatant เพื่อใช้ท าการทดลองต่อไป  

การเตรียม reagent  
 เตรียม rat COX-2 standard จากความเข้มข้นแรก 64 ng/mL จากนั้นเจือจางแบบ 2-fold serial dilutions ด้วย 
standard diluent ให้ ได้ความ เข้มข้น ใน ช่วง 2-64 ng/mL เตรียม  biotinylated Ab detection diluent โดยผสม 
biotinylated Ab เข้ากับ biotinylated diluent   

เตรียม HRP conjugate diluent โดยใช้ concentrated HRP conjugate ผสมกับ HRP conjugate diluent
 เตรียม wash buffer โดยใช้ double distilled water 450 มิลลิลิตร ผสมกับ concentrated wash solution 
20 มิลลิลิตร การทดสอบ ดูด standard และ sample 50 ไมโครลิตร  ลงใน well และเติม biotinylated Ab 
detection diluent 50 ไมโครลิตร จากนั้นปิด well plate และบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ล้าง 
plate ด้วย wash buffer จ านวน 5 ครั้ง และเติม HRP conjugate diluent 50 ไมโครลิตร ในแต่ละ well และบ่มที่ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ล้าง plate ด้วย wash buffer จ านวน 5 ครั้ง เติม chromogenic solution A 50 
ไมโครลิตร และ chromogenic solution B 50 ไมโครลิตร  บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ในท่ีมืด หลังจากนั้น
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เติม stop solution 50 ไมโครลิตร และน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง (optical density; OD) ที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 
ภายใน 10 นาทีหลั งจากการเติ ม  stop solution น าค่ า  OD ที่ ได้ ส ร้ าง standard curve แบบ logistic curve (4 
parameters) จากนั้นค านวณหาปริมาณของ COX-2 ในตัวอย่างจากสมการของ standard curve  
 
กำรศึกษำทำงจุลกำยวิภำคของเนื้อเยื่ออักเสบ (Histological study)     

การเตรียมตัวอย่าง เก็บตัวอย่างเนื้อเยื่ออักเสบใน 10% neutral buffered formalin เพื่อคงสภาพของเนื้อเยื่อ 
จากนั้น dehydration ด้วย alcohol จากความเข้มข้นต่ าไปหาความเข้มข้นสูง และตรึงเนื้อเยื่อใน paraffin จากนั้นตัด
เนื้อเยื่อให้มีความหนา 5 µm ย้อมด้วย H&E staining และดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง ที่ก าลังขยาย 10X, 20X และ 
40X เพื่อดูความแตกต่างของแต่ละ section 
 

กำรศึกษำฤทธิ์ต่อกำรหำยของแผลในสัตว์ทดลอง (in vivo wound healing activity) 

สัตว์ทดลอง 
สตัว์ทดลองที่ใช้ คือ หนูขาวเพศผู้ สายพันธ์ุ Wistar rat อายุประมาณ 2 เดือน น้ าหนัก 180-200 กรัม การปฏิบัติ

กับสัตว์ทดลองไดร้ับการอนุมตัิใหท้ าการทดลองโดยคณะกรรมการจริยธรรมการใช้สตัว์ทดลองของสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์
และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย ก่อนการทดลองน าหนูทดลองปรับตัวให้เข้ากับสภาพของห้องทดลองเป็นเวลา 1 สัปดาห์ ที่
อุณหภูมิ 22±2 องศาเซลเซียส มีระดับความช้ืนสัมพัทธ์ 70% มีการควบการปิด-เปดิไฟ 12:12 ช่ัวโมง  
กำรศึกษำฤทธิ์ต่อกำรหำยของแผลของยำสมำนแผลในรูปแบบยำน้ ำมันโดยใช้วิธี excision wound model ในหนูปกต ิ
(Freitas et al., 2017)      

1) การเตรียมสาร เตรยีมยาสมานแผลให้อยู่ในรูปแบบยาน้ ามัน โดยใช้เปลือกมังคุด 62.5 กรัม ขมิน้ชัน 62.5 กรัม 
หมาก 62.5 กรัม และข้าวสาร 62.5 กรัม เคี่ยวใน virgin coconut oil 1500 มิลลิลิตร ที่อุณหภมูิ 60 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 4 ช่ัวโมง ซึ่งจะไดย้าสมานแผลในรูปแบบ hot oil extract      
     

2) การทดสอบ ก่อนการทดสอบ 1 วัน โกนขนบริเวณหลังของหนูทุกตัวขนาดพื้นท่ีประมาณ 4×4 ตารางเซนติเมตร 
จากนัน้แบ่งหนูออกเป็น 3 กลุ่มๆ ละ 10 ตัว ดังนี ้   
- กลุ่ม Control ได้รับ base oil     
- กลุ่ม Positive control ไดร้ับยาน้ ามันทองนพคุณ   
- กลุ่ม Treated ไดร้ับยาสมานแผลในรูปแบบยาน้ ามัน       

การท าให้เกิดแผลเปิด (excision wound) หนูทุกกลุ่มถูกท าให้สลบโดยฉีด pentobarbital เข้าทางช่องท้องขนาด 
45 mg/kg จากนั้นท าให้เกิดแผลแบบ excision ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร และแผลลึก 1 มิลลิเมตร โดยใช้ 
biopsy punch บริเวณหลังของหนูขาว (thoracolumbar region) ล้างแผลด้วยน้ าเกลือ จากนั้นทาสารทดสอบแผลละ 50 
ไมโครลติร ตามกลุม่ที่แบ่งไว้ หลังจากนั้นท าแผลและทาสารทดสอบใหม่วันเว้นวันจนแผลหายสนิท 

3) การวัดผลการทดสอบฤทธิ์ต่อการหายของแผล วัดเส้นผ่านศูนย์กลางของแผลโดยใช้ digital vernier caliper 
บันทึกผลวันเว้นวัน จนแผลหายสนิท จากนั้นค านวณเป็นพ้ืนท่ีของแผล และคิดเป็น % การปิดของแผล (% wound closure) 

4) เก็บตัวอย่างเนื้อเยื่อปกติและเนื้อเยื่อแผลในวันท่ี 7 และ 11 หลังการรักษา โดย sacrifice หนูดว้ย CO2 จากนัน้ 
ตัดช้ันผิวหนังบรเิวณที่ท าให้เกดิแผลออกจากตัวหนูขาว ล้างเนือ้เยื่อด้วย PBS แช่เพื่อรกัษาสภาพของเนื้อเยื่อใน
ไนโตรเจนเหลว และเก็บท่ีอณุหภมูิ -80 °C เพื่อศึกษากลไกต่อการหายของแผลต่อไป 
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กำรตรวจวิเครำะห์ปริมำณของ transforming growth factor beta1 (TGF-beta1) ในเนื้อเยื่อแผล โดยใช้ enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) kit 

การเตรียมตัวอย่าง น าเนื้อเยื่ออุ้งเท้าผสมกับ phosphate buffered saline (PBS) pH 7.4  ในอัตราส่วน 1:9 w/v 
น าไปปั่นให้เป็นเนื้อเดียวกัน เพื่อให้ได้ตัวอยา่งแบบ tissue homogenate จากนั้นน าไป centrifuge ที่ความเร็วรอบ 3,000 
rpm เป็นเวลา 20 นาที และดูดสว่นของ supernatant เพื่อใช้ท าการทดลองต่อไป     

การเตรียม reagent  
 เตรียม rat TGF-beta1 standard จากความเข้มข้นแรก 3,200 ng/L จากนั้นเจือจางแบบ 2-fold serial 
dilutions ด้วย standard diluent ให้ไดค้วามเข้มข้นในช่วง 200-3,200 ng/L เตรียม biotinylated Ab detection 
diluent โดยผสม biotinylated Ab เข้ากับ biotinylated diluent เตรียม HRP conjugate diluent โดยใช้ 
concentrated HRP conjugate ผสมกับ HRP conjugate diluent เตรียม wash buffer โดยใช้ double distilled water 
480 มิลลิลิตร ผสมกับ concentrated wash solution 20 มิลลิลติร 

การทดสอบ ดูด standard และ sample 50 ไมโครลิตร ลงใน well และเติม biotinylated Ab detection 
diluent 50 ไมโครลิตร จากนั้นปิด well plate และบม่ที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาที ล้าง plate ด้วย 
wash buffer จ านวน 5 ครั้ง และเติม HRP conjugate diluent 50 ไมโครลติร ในแตล่ะ well และบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 นาที ล้าง plate ด้วย wash buffer จ านวน 5 ครั้ง เติม chromogenic solution A 50 ไมโครลติร และ 
chromogenic solution B 50 ไมโครลติร  บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ในที่มืด หลังจากนั้นเติม stop 
solution 50 µL และน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสง (optical density; OD) ที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ภายใน 10 นาที
หลังจากการเติม stop solution น าค่า OD ที่ได้สร้าง standard curve แบบ logistic curve (4 parameters) จากนั้น
ค านวณหาปริมาณของ TGF-beta1 ในตัวอย่างจากสมการของ standard curve  
 
กำรตรวจวิเครำะห์ปริมำณของ vascular endothelial growth factor (VEGF) ในเนื้อเยื่อแผล โดยใช้ enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) kit 

การเตรียมตัวอย่าง น าเนื้อเยื่ออุ้งเท้าผสมกับ phosphate buffered saline (PBS) pH 7.4  ในอัตราส่วน 1:9 w/v 
น าไปปั่นให้เป็นเนื้อเดียวกัน เพื่อให้ได้ตัวอยา่งแบบ tissue homogenate จากนั้นน าไป centrifuge ที่ความเร็วรอบ 3,000 
rpm เป็นเวลา 20 นาที และดูดสว่นของ supernatant เพื่อใช้ท าการทดลองต่อไป 

การเตรียม reagent  
 เตรียม rat VEGF standard จากความเข้มข้นแรก 1,600 ng/L จากนั้นเจือจางแบบ 2-fold serial dilutions ด้วย 
standard diluent ใหไ้ด้ความเข้มข้นในช่วง 50-1,600 ng/L เตรียม biotinylated Ab detection diluent โดยผสม 
biotinylated Ab เข้ากับ biotinylated diluent เตรียม HRP conjugate diluent โดยใช้ concentrated HRP conjugate 
ผสมกับ HRP conjugate diluent เตรียม wash buffer โดยใช้ double distilled water 480 มิลลิลิตร ผสมกับ 
concentrated wash solution 20 มิลลิลติร  

การทดสอบ ดูด standard และ sample 50 ไมโครลิตร ลงใน well และเติม biotinylated Ab detection 
diluent 50 ไมโครลิตร จากนั้นปิด well plate และบม่ที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาที ล้าง plate ด้วย 
wash buffer จ านวน 5 ครั้ง และเติม HRP conjugate diluent 50 ไมโครลติร ในแตล่ะ well และบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 นาที ล้าง plate ด้วย wash buffer จ านวน 5 ครั้ง เติม chromogenic solution A 50 ไมโครลติร และ 
chromogenic solution B 50 ไมโครลติร  บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ในที่มืด หลังจากนั้นเติม stop 
solution 50 ไมโครลติร และน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง (optical density; OD) ที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ภายใน 
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10 นาทีหลังจากการเติม stop solution น าค่า OD ทีไ่ดส้ร้าง standard curve แบบ logistic curve (4 parameters) 
จากนั้นค านวณหาปริมาณของ VEGF ในตัวอย่างจากสมการของ standard curve  
 
กำรตรวจวิเครำะห์ปริมำณของ collagen type I ในเนื้อเยื่อแผล โดยใช้ enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA) kit 

การเตรียมตัวอย่าง น าเนื้อเยื่อผสมกับ phosphate buffered saline (PBS) pH 7.4  ในอัตราส่วน 1:9 w/v น าไป
ปั่นให้เป็นเนื้อเดียวกัน เพื่อให้ได้ตวัอย่างแบบ tissue homogenate จากนั้นน าไป centrifuge ที่ความเร็วรอบ 3,000 rpm 
เป็นเวลา 20 นาที และดดูส่วนของ supernatant เพื่อใช้ท าการทดลองต่อไป      

การเตรียม reagent  
 เตรียม rat collagen type I standard จากความเข้มข้นแรก 960 ng/mL จากนั้นเจือจางแบบ 2-fold serial 
dilutions ดว้ย standard diluent ให้ได้ความเข้มข้นในช่วง 30-960 ng/mL เตรยีม biotinylated Ab detection diluent 
โดยผสม biotinylated Ab เข้ากบั biotinylated diluent เตรียม HRP conjugate diluent โดยใช้ concentrated HRP 
conjugate ผสมกับ HRP conjugate diluent เตรยีม wash buffer โดยใช้ double distilled water 480 มิลลลิิตร ผสม
กับ concentrated wash solution 20 มลิลลิิต การทดสอบ ดดู standard และ sample 50 ไมโครลติร ลงใน well และ
เติม biotinylated Ab detection diluent 50 ไมโครลติร จากนั้นปิด well plate และบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 นาที ล้าง plate ด้วย wash buffer จ านวน 5 ครั้ง และเติม HRP conjugate diluent 50 ไมโครลติร ในแตล่ะ 
well และบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ล้าง plate ด้วย wash buffer จ านวน 5 ครั้ง เตมิ chromogenic 
solution A 50 ไมโครลติร และ chromogenic solution B 50 ไมโครลิตร  บ่มที่ 37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาที ในที่
มืด หลังจากนั้นเติม stop solution 50 ไมโครลิตร และน าไปวัดคา่การดูดกลืนแสง (optical density; OD) ที่ความยาวคลื่น 
450 นาโนเมตร ภายใน 10 นาทีหลังจากการเติม stop solution น าค่า OD ที่ไดส้รา้ง standard curve แบบ logistic 
curve (4 parameters) จากนั้นค านวณหาปรมิาณของ collagen type I ในตัวอย่างจากสมการของ standard curve   
 
กำรตรวจวิเครำะห์ปริมำณของ collagen type III ในเนื้อเยื่ออักเสบ โดยใช้ enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) kit 

การเตรียมตัวอย่าง น าเนื้อเยื่อผสมกับ phosphate buffered saline (PBS) pH 7.4  ในอัตราส่วน 1:9 w/v น าไป
ปั่นให้เป็นเนื้อเดียวกัน เพื่อให้ได้ตวัอย่างแบบ tissue homogenate จากนั้นน าไป centrifuge ที่ความเร็วรอบ 3,000 rpm 
เป็นเวลา 20 นาที และดดูส่วนของ supernatant เพื่อใช้ท าการทดลองต่อไป 

การเตรียม reagent  
 เตรียม rat collagen type III standard จากความเขม้ข้นแรก 800 ng/mL จากนั้นเจือจางแบบ 2-fold serial 
dilutions ด้วย standard diluent ให้ได้ความเข้มข้นในช่วง 25-800 ng/mL เตรยีม biotinylated Ab detection diluent 
โดยผสม biotinylated Ab เข้ากบั biotinylated diluent       
 เตรียม HRP conjugate diluent โดยใช้ concentrated HRP conjugate ผสมกับ HRP conjugate diluent
 เตรียม wash buffer โดยใช้ double distilled water 480 มิลลิลิตร ผสมกับ concentrated wash solution 
20 มิลลิลติร การทดสอบ ดูด standard และ sample 50 ไมโครลิตร ลงใน well และเติม biotinylated Ab 
detection diluent 50 ไมโครลติร จากนั้นปิด well plate และบ่มที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ล้าง 
plate ด้วย wash buffer จ านวน 5 ครั้ง และเติม HRP conjugate diluent 50 ไมโครลติร ในแต่ละ well และบม่ที่ 37 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาที ล้าง plate ด้วย wash buffer จ านวน 5 ครั้ง เติม chromogenic solution A 50 
ไมโครลติร และ chromogenic solution B 50 ไมโครลิตร  บม่ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ในที่มืด หลังจากนั้น
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เติม stop solution 50 ไมโครลติร และน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง (optical density; OD) ที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 
ภายใน 10 นาทีหลังจากการเตมิ stop solution น าค่า OD ที่ได้สร้าง standard curve แบบ logistic curve (4 
parameters) จากนั้นค านวณหาปริมาณของ collagen type III ในตัวอย่างจากสมการของ standard curve   
 
กำรศึกษำทำงจุลกำยวิภำคของเนื้อเยื่ออักเสบ (Histological study) 

การเตรียมตัวอย่าง เก็บตัวอย่างเนื้อเยื่อแผลหลังจากการทดลองในวันท่ี 7 และ 11 ใน 10% neutral buffered 
formalin เพื่อคงสภาพของเนื้อเยือ่ จากนั้น dehydration ด้วย alcohol จากความเข้มข้นต่ าไปหาความเข้มข้นสูง และตรึง
เนื้อเยื่อใน paraffin จากนั้นตัดเนื้อเยื่อให้มีความหนา 5 µm ย้อมด้วย H&E staining และดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้
แสง ที่ก าลังขยาย 10X, 20X และ 40X เพื่อดูความแตกต่างของแตล่ะ section 



67 
 

 

5. ผลกำรทดลอง 
ผลกำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรสร้ำงไบโอฟิล์ม โดยวิธี crystal violet assay 

ผลการทดสอบความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์มที่เวลา 1, 3, 5 และ 7 วัน ของ P. aeruginosa ATCC10145 

และ S. epidermidis ATCC35984 พบว่าเกิดการพัฒนาไบโอฟิล์มอย่างต่อเนื่องเมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุ์ที่ไม่สร้างไบโอ

ฟิล์ม S. epidermidis ATCC12228 จนกระทั่งเข้าสู่ระยะเจริญเติบโตโดยสมบูรณ์ ซึ่ง P. aeruginosa ATCC10145 และ S. 

epidermidis ATCC35984 ใช้เวลาในการพัฒนาไบโอฟิล์มเพื่อเข้าสู่ระยะดังกล่าว 3 และ 3-5 วัน ตามล าดับ หลังจากนั้นไบ

โอฟิล์มจะเข้าสู่ระยะแพร่กระจายเป็นระยะสุดท้ายของวงจรการเกิดไบโอฟิล์ม (รูปที่ 5.1) 
 

 

 

รูปที่ 5.1 Biofilm development (linear charts) of Pseudomonas aeruginosa ATCC10145 (), 

Staphylococcus epidermidis ATCC35984 () and Staphylococcus epidermidis ATCC12228 (). Bacterial 

growth (bar charts) of Pseudomonas aeruginosa ATCC10145 (white bars), Staphylococcus epidermidis 

ATCC35984 (grey bars) and Staphylococcus epidermidis ATCC12228 (black bars). Each symbol indicates 

the means±SD for three independent experiments performed in duplicate.  
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ผลกำรทดสอบฤทธิ์ยับย้ังกำรสร้ำงไบโอฟิล์ม 
ผลการทดสอบฤทธิย์ับยั้งการสร้างไบโอฟิลม์ โดยวิธ ีcrystal violet assay 

ผลการทดสอบยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรแห้ง ยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรสด น้ ามันสกัดเปลือกมังคุด
แห้ง และน้ ามันสกัดเปลือกมังคุดสดต่อการยับยั้งการสรา้งไบโอฟิลม์ของ P. aeruginosa ATCC10145, S. epidermidis 
ATCC35984 และ S. epidermidis ATCC12228 เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง สามารถแสดงผลการทดลองไดด้ังนี ้

ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไบโอฟิลม์ของ P. aeruginosa ATCC 10145 พบว่าสารทดสอบทั้ง 4 ชนิด ท่ี
ความเข้มข้น 0.78-50 %v/v มีประสิทธิภาพยับยั้งการสร้างไบโอฟิลม์ของ P. aeruginosa ATCC10145 ได้แตกต่างอย่างมี
นัยส าคญัทางสถิตเิมื่อเปรยีบเทียบกับกลุ่มควบคมุ (p<0.05) โดยทีค่วามเข้มข้น 50 %v/v ยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพร
แห้งและน้ ามันสกัดเปลือกมังคุดแห้งมีประสิทธิภาพดีใกลเ้คียงกัน อย่างไรก็ตามที่ความเข้มข้น 12.5-50 %v/v มผีลต่อการ
เจริญเติบโตของ P. aeruginosa ATCC10145 อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม  

ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไบโอฟิลม์ของ S. epidermidis ATCC 35984 พบว่าสารทดสอบทั้ง 4 ชนิด ท่ี
ความเข้มข้น 25-50 %v/v มีประสิทธิภาพยับยั้งการสรา้งไบโอฟิลม์ของ S. epidermidis ATCC35984 ได้แตกต่างอย่างมี
นัยส าคญัทางสถิตเิมื่อเปรยีบเทียบกับกลุ่มควบคมุ (p<0.05) โดยทีค่วามเข้มข้น 50 %v/v ยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพร
แห้งและน้ ามันสกัดเปลือกมังคุดแห้งมีประสิทธิภาพดใีกลเ้คียงกัน อย่างไรก็ตามสารทดสอบทั้ง 4 ชนิดที่ความเข้มข้น 25-50 
%v/v มีผลต่อการเจริญเติบโตของ S. epidermidis ATCC35984 อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับ
กลุ่มควบคุม ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ S. epidermidis ATCC 12228 พบว่าสารทดสอบทั้ง 4 ชนิด ท่ี
ความเข้มข้น 0.78-50 %v/v มีประสิทธิภาพยับยั้งการสร้าง 
ไบโอฟิลม์ของ S. epidermidis ATCC12228 ได้แตกต่างอย่างมีนยัส าคัญทางสถติิเมื่อเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคมุ (p<0.05) 
โดยทีค่วามเข้มข้น 50 %v/v ยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรแห้งและน้ ามันสกัดเปลือกมังคดุแห้งมีประสิทธิภาพดใีกล้เคียง
กัน อย่างไรก็ตามที่ความเข้มข้น 12.5-50 %v/v มีผลต่อการเจรญิเตบิโตของ S. epidermidis ATCC12228 อย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทยีบกับกลุ่มควบคมุ 
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รู ป ที่  5.2 Effect of different concentrations of Ya-Sa-Marn-Phlae made from dried herbs (D-YSMP; white 

bars), Ya-Sa-Marn-Phlae made from fresh herbs (F-YSMP; gray bars), hot oil extractions prepared from dried 

G. mangostana pericarp (D-GM; dark gray bars) and fresh G. mangostana pericarp (F-GM; black bars) on 

the biofilm development of Pseudomonas aeruginosa ATCC10145 ( A) , Staphylococcus epidermidis 

ATCC35984 ( B)  and Staphylococcus epidermidis ATCC12228 biofilm ( C) .  Each symbol indicates the 

means±SD for three independent experiments performed in duplicate. *p value of 0.05. 
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รู ป ที่  5.2 ( ต่ อ )  Effect of different concentrations of Ya-Sa-Marn-Phlae made from dried herbs (D-YSMP; 

white bars), Ya-Sa-Marn-Phlae made from fresh herbs (F-YSMP; gray bars), hot oil extractions prepared 

from dried G. mangostana pericarp (D-GM; dark gray bars) and fresh G. mangostana pericarp (F-GM; black 

bars) on the biofilm development of Pseudomonas aeruginosa ATCC10145 ( A) , Staphylococcus 

epidermidis ATCC35984 (B) and Staphylococcus epidermidis ATCC12228 biofilm (C). Each symbol indicates 

the means±SD for three independent experiments performed in duplicate. *p value of 0.05. 
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รู ป ที่  5.3 Effect of different concentrations of Ya-Sa-Marn-Phlae made from dried herbs (D-YSMP; white 

bars), Ya-Sa-Marn-Phlae made from fresh herbs (F-YSMP; gray bars), hot oil extractions prepared from dried 

G. mangostana pericarp (D-GM; dark gray bars) and fresh G. mangostana pericarp (F-GM; black bars) on 

growth of Pseudomonas aeruginosa ATCC10145 ( A) , Staphylococcus epidermidis ATCC35984 ( B)  and 

Staphylococcus epidermidis ATCC12228 (C). Each symbol indicates the means±SD for three independent 

experiments performed in duplicate. *p value of 0.05. 
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รูปที่ 5.3  (ต่อ) Effect of different concentrations of Ya-Sa-Marn-Phlae made from dried herbs (D-YSMP; 

white bars), Ya-Sa-Marn-Phlae made from fresh herbs (F-YSMP; gray bars), hot oil extractions prepared 

from dried G. mangostana pericarp (D-GM; dark gray bars) and fresh G. mangostana pericarp (F-GM; black 

bars) on growth of Pseudomonas aeruginosa ATCC10145 (A), Staphylococcus epidermidis ATCC35984 (B) 

and Staphylococcus epidermidis ATCC12228 (C). Each symbol indicates the means±SD for three 

independent experiments performed in duplicate. *p value of 0.05. 
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ผลกำรทดสอบฤทธิ์ยับย้ังกำรสร้ำงไบโอฟิล์มด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกรำด (scanning electron 
microscope; SEM) 

ผลการทดสอบยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรแห้ง ยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรสด น้ ามันสกัดเปลือกมังคุด

แห้งและน้ ามันสกัดเปลือกมังคุดสดที่ความเข้มข้น 50 %v/v ต่อการยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ P. aeruginosa 

ATCC10145 และ S. epidermidis ATCC35984 เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง โดยการทดสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ

ส่องกราด แสดงให้เห็นถึงการเปลีย่นแปลงโครงสร้างของไบโอฟิล์ม  

ผลกำรทดสอบฤทธิ์ยับยั้งกำรสร้ำงไบโอฟิล์มของ P. aeruginosa ATCC 10145 

ภาพจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดของ P. aeruginosa ATCC 10145 ที่เจริญเติบโตในอาหาร 

TSBGlc ซึ่งใช้เป็นกลุ่มควบคุม พบว่าเซลล์จัดเรียงตัวอย่างหนาแนน่ เกิดชั้นของไบโอฟิล์มชัดเจน เมือ่ทดสอบด้วยยาสมาน

แผลเตรียมจากสมุนไพรแห้ง ยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรสด น้ ามันสกัดเปลือกมังคดุแห้ง และน้ ามันสกัดเปลือกมังคดุสด 

พบว่าเซลล์จัดเรียงตัวอย่างกระจัดกระจาย ความหนาแน่นของเซลลน์้อยลงเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ไม่พบการพัฒนา

ช้ันของไบโอฟิล์ม เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคมุ เช่นเดียวกับการทดสอบด้วยสารองค์ประกอบทางเคมี alpha-mangostin 

ของมังคุดที่ความเข้มข้น 2 µg/ml ซึ่งใช้เป็นสารมาตรฐานเปรียบเทยีบ พบว่าเซลล์จัดเรียงตัวอย่างกระจัดกระจาย ไม่มีความ

หนาแน่นเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม  

ผลกำรทดสอบฤทธิ์ยับยั้งกำรสร้ำงไบโอฟิล์มของ S. epidermidis ATCC 35984 

ภาพจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดของ S. epidermidis ATCC 35984 ที่เจริญเติบโตในอาหาร 

TSBGlc ซึ่งใช้เป็นกลุ่มควบคุม พบว่าเซลล์จัดเรียงตัวอย่างหนาแนน่ เกิดชั้นของไบโอฟิล์มชัดเจน เมือ่ทดสอบด้วยยาสมาน

แผลเตรียมจากสมุนไพรแห้ง ยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรสด น้ ามันสกัดเปลือกมังคดุแห้ง และน้ ามันสกัดเปลือกมังคดุสด 

พบว่าเซลล์จัดเรียงตัวอย่างกระจัดกระจาย ความหนาแน่นของเซลลน์้อยลงเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ไม่พบการพัฒนา

ช้ันของไบโอฟิล์ม เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคมุ เช่นเดียวกับการทดสอบด้วยสารองค์ประกอบทางเคมี alpha-mangostin 

ของมังคุดที่ความเข้มข้น 2 µg/ml ซึ่งใช้เป็นสารมาตรฐานเปรียบเทยีบ พบว่าเซลล์จัดเรียงตัวอยา่งกระจัดกระจาย ไม่มีความ

หนาแน่นเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
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รูปที่  5.4  SEM micrographs of Pseudomonas aeruginosa ATCC10145 biofilm formation on glass surfaces. 

Biofilms were grown in TSBGlc (A) or in TSBGlc supplemented with Ya-Sa-Marn-Phlae made from dried 

herbs (B)  and fresh herbs (C) . TSBGlc supplemented with hot oil extractions prepared from dried G. 

mangostana pericarp (D)  and fresh G. mangostana pericarp (E)  or TSBGlc supplemented with alpha-

mangostin (F). All images shown were taken at magnification 2500X.  
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รูปที่ 5.5  SEM micrographs of Staphylococcus epidermidis ATCC35984 biofilm formation on glass surfaces. 

Biofilms were grown in TSBGlc (A) or in TSBGlc supplemented with Ya-Sa-Marn-Phlae made from dried 

herbs (B)  and fresh herbs (C) . TSBGlc supplemented with hot oil extractions prepared from dried G. 

mangostana pericarp (D)  and fresh G. mangostana pericarp (E)  or TSBGlc supplemented with alpha-

mangostin (F). All images shown were taken at magnification 2500X. 
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ผลกำรทดสอบฤทธิ์ยับย้ังกำรสร้ำงไบโอฟิล์ม ด้วยกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม (atomic force microscope; AFM) 

ผลการทดสอบยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรแห้ง ยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรสด น้ ามันสกัดเปลือกมังคุด

แห้ง และน้ ามันสกัดเปลือกมังคุดสดที่ความเข้มข้น 50 %v/v ต่อการยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ P. aeruginosa 

ATCC10145 และ S. epidermidis ATCC35984 เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง โดยการทดสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม ใน

รูปแบบภาพสามมิติ แสดงให้เห็นถึงการเปลี่ยนแปลงความหนาและสภาพพ้ืนผิวของไบโอฟิล์ม และวัดค่าเฉลี่ยความสูงของไบ

โอฟิล์ม (roughness average) ค่าจุดสูงสุดของไบโอฟิล์ม (peak height) และค่าความแตกต่างระหว่างจุดสูงสุดและจุดต่ าสุด

ของไบโอฟิล์ม (peak-valley height) สามารถแสดงผลการทดลองได้ดังนี้ 

ผลกำรทดสอบฤทธิ์ยับย้ังกำรสร้ำงไบโอฟิล์มของ P. aeruginosa ATCC 10145 

ภาพจากกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอมของ P. aeruginosa ATCC10145 ที่เจริญ เติบโตในอาหาร TSBGlc ซึ่งใช้เป็น

กลุ่มควบคุม แสดงไบโอฟิล์มที่มีการจัดเรียงตัวอย่างหนาแน่น โดยแสดงค่าเฉลี่ยความสูงของไบโอฟิล์ม ค่าจุดสูงสุดของไบโอ

ฟิล์ม และค่าความแตกต่างระหว่างจุดสูงสุดและจุดต่ าสุดของไบโอฟิล์มเท่ากับ 91.86, 375.13 และ 725.98 นาโนเมตร 

ตามล าดับ ทดสอบด้วยยาสมานแผลเตรยีมจากสมุนไพรแห้ง พบว่าไบโอฟิล์มมีสภาพพื้นผิวเปลี่ยนแปลงไปเมื่อเปรียบเทียบกับ

กลุ่มควบคุม โดยแสดงค่าเฉลี่ยความสูงของไบโอฟิล์ม ค่าจุดสูงสุดของไบโอฟิล์ม และค่าความแตกต่างระหว่างจุดสูงสุดและจุด

ต่ าสุดของไบโอฟิล์มเท่ากับ 45.12, 223.32  และ 399.08 นาโนเมตร ตามล าดับ ซึ่งค่าเฉลี่ยความสูงของไบโอฟิล์มและค่า

ความแตกต่างระหว่างจุดสูงสุดและจุดต่ าสุดของไบโอฟิล์มมีค่าลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับ

กลุ่มควบคุม ทดสอบด้วยยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรสด พบว่าไบโอฟิล์มมีสภาพพื้นผิวเปลี่ยนแปลงไปเมื่อเปรียบเทียบ

กับกลุ่มควบคุม โดยแสดงค่าเฉลี่ยความสูงของไบโอฟิล์ม ค่าจุดสูงสุดของไบโอฟิล์ม และค่าความแตกต่างระหว่างจุดสูงสุดและ

จุดต่ าสุดของไบโอฟิล์มเท่ากับ 49.88, 299.85 และ 519.12 นาโนเมตร ตามล าดับ ซึ่งค่าเฉลี่ยความสูงของไบโอฟิล์มมีค่า

ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ทดสอบด้วยน้ ามันสกัดเปลือกมังคุดแห้ง พบว่าไบ

โอฟิล์มมีสภาพพื้นผิวเปลี่ยนแปลงไปเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม โดยแสดงค่าเฉลี่ยความสูงของไบโอฟิล์ม ค่าจุดสูงสุด

ของไบโอฟิล์ม และค่าความแตกต่างระหว่างจุดสูงสุดและจุดต่ าสุดของไบโอฟิล์มเท่ากับ 4.64, 61.85 และ 96.33 นาโนเมตร 

ตามล าดับ ซึ่งมีค่าลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ทดสอบด้วยน้ ามันสกัดเปลือก

มังคุดสด พบว่าไบโอฟิล์มมีสภาพพื้นผิวเปลี่ยนแปลงไปเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (โดยแสดงค่าเฉลี่ยความสูงของไบโอ

ฟิล์ม ค่าจุดสูงสุดของไบโอฟิล์ม และค่าความแตกต่างระหว่างจุดสูงสุดและจุดต่ าสุดของไบโอฟิล์มเท่ากบั 10.83, 172.32 และ 

224.18 นาโนเมตร ตามล าดับ ซึ่งค่าเฉลี่ยความสูงของไบโอฟิล์มมีค่าลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อ

เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ทดสอบด้วยสารองค์ประกอบทางเคมี alpha-mangostin ของมังคุดที่ความเข้มข้น 2 µg/ml ซึ่ง

ใช้เป็นสารมาตรฐานเปรียบเทียบ พบว่าไบโอฟิล์มมีสภาพพื้นผิวเปลี่ยนแปลงไปเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม โดยแสดง

ค่าเฉลี่ยความสูงของไบโอฟิล์ม ค่าจุดสูงสุดของไบโอฟิล์ม และค่าความแตกต่างระหว่างจุดสูงสุดและจุดต่ าสุดของไบโอฟิล์ม

เท่ากับ 11.09, 115.86 และ 167.67 นาโนเมตร ตามล าดับ ซึ่งมีค่าลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบ

กับกลุ่มควบคุม 

ผลกำรทดสอบฤทธิ์ยับยั้งกำรสร้ำงไบโอฟิล์มของ S. epidermidis ATCC 35984 

ภาพจากกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอมของ S. epidermidis ATCC35984 ทีเ่จริญ เติบโตในอาหาร TSBGlc ซึ่งใช้เป็น

กลุ่มควบคุม แสดงไบโอฟิล์มที่มีการจัดเรียงตัวอย่างหนาแน่น โดยแสดงค่าเฉลี่ยความสูงของไบโอฟิล์ม ค่าจุดสูงสุดของไบโอ
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ฟิล์ม และค่าความแตกต่างระหว่างจุดสูงสุดและจุดต่ าสุดของไบโอฟิล์มเท่ากับ 214.24, 1055.94 และ 2242 นาโนเมตร 

ตามล าดับ ทดสอบด้วยยาสมานแผลเตรยีมจากสมุนไพรแห้ง พบว่าไบโอฟิล์มมีสภาพพื้นผิวเปลี่ยนแปลงไปเมื่อเปรียบเทียบกับ

กลุ่มควบคุม โดยแสดงค่าเฉลี่ยความสูงของไบโอฟิล์ม ค่าจุดสูงสุดของไบโอฟิล์ม และค่าความแตกต่างระหว่างจุดสูงสุดและจุด

ต่ าสุดของไบโอฟิล์มเท่ากับ 3.25, 44.06 และ 63.57 นาโนเมตร ตามล าดับ ซึ่งมีค่าลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 

เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ทดสอบด้วยยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรสด พบว่าไบโอฟิล์มมีสภาพพื้นผิวเปลี่ยนแปลง

ไปเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม โดยแสดงค่าเฉลี่ยความสูงของไบโอฟิล์ม ค่าจุดสูงสุดของไบโอฟิล์ม และค่าความแตกต่าง

ระหว่างจุดสูงสุดและจุดต่ าสุดของไบโอฟิล์มเท่ากับ 254.86, 829.86 และ 1965.97 นาโนเมตร ตามล าดับ แต่ไม่มีความ

แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ทดสอบด้วยน้ ามันสกัดเปลือกมังคุดแห้ง 

พบว่าไบโอฟิล์มมีสภาพพื้นผิวเปลี่ยนแปลงไปเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม โดยแสดงค่าเฉลี่ยความสูงของไบโอฟิล์ม ค่า

จุดสูงสุดของไบโอฟิล์ม และค่าความแตกต่างระหว่างจุดสูงสุดและจุดต่ าสุดของไบโอฟิล์มเท่ากับ 12.82, 101.55 และ 166.56 

นาโนเมตร ตามล าดับ ซึ่งมีค่าลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ทดสอบด้วยน้ ามัน

สกัดเปลือกมังคุดสด พบว่าไบโอฟิล์มมีสภาพพื้นผิวเปลี่ยนแปลงไปเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม โดยแสดงค่าเฉลี่ยความสูง

ของไบโอฟิล์ม ค่าจุดสูงสุดของไบโอฟิล์ม และค่าความแตกต่างระหว่างจุดสูงสุดและจุดต่ าสุดของไบโอฟิล์มเท่ากับ 180.73, 

702.02 และ 1509.63 นาโนเมตร ตามล าดับ ซึ่งคา่ความแตกต่างระหว่างจุดสูงสุดและจุดต่ าสุดของไบโอฟิล์มมีค่าลดลงอย่าง

มีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคมุ ทดสอบด้วยสารองค์ประกอบทางเคมี alpha-mangostin ของ

มังคุดที่ความเข้มข้น 2 µg/ml ซึ่งใช้เป็นสารมาตรฐานเปรียบเทียบ พบว่าไบโอฟิล์มมีสภาพพื้นผิวเปลี่ยนแปลงไปเมื่อ

เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม โดยแสดงค่าเฉลี่ยความสูงของไบโอฟิล์ม ค่าจุดสูงสุดของไบโอฟิล์ม และค่าความแตกต่างระหว่าง

จุดสูงสุดและจุดต่ าสุดของไบโอฟิล์มเท่ากับ 4.28, 71.50 และ 98.84 นาโนเมตร ตามล าดับ ซึ่งมีค่าลดลงอย่างมีนัยส าคัญทาง

สถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม  
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รู ป ที่  5.6 AFM topographic images of Pseudomonas aeruginosa ATCC10145 biofilm formation on glass 

surfaces. Biofilms were grown in TSBGlc (A), in TSBGlc supplemented with Ya-Sa-Marn-Phlae made from 

dried herbs (B) and fresh herbs (C), in TSBGlc supplemented with hot oil extractions prepared from dried 

G. mangostana pericarp (D) and fresh G. mangostana pericarp (E) or TSBGlc supplemented with alpha-

mangostin (F). All images shown were taken at magnification 5 µm2. 
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รูปที่ 5.7 AFM topographic images of Staphylococcus epidermidis ATCC35984 biofilm formation on glass 

surfaces. Biofilms were grown in TSBGlc (A), in TSBGlc supplemented with Ya-Sa-Marn-Phlae made from 

dried herbs (B) and fresh herbs (C), in TSBGlc supplemented with hot oil extractions prepared from dried 

G. mangostana pericarp (D) and fresh G. mangostana pericarp (E) or TSBGlc supplemented with alpha-

mangostin (F). All images shown were taken at magnification 5 µm2. 
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ตำรำงที่ 5.1 Surfaces of biofilms of Pseudomonas aeruginosa ATCC10145 and Staphylococcus epidermidis ATCC35984 after treatment with Ya-Sa-Marn-Phlae and 

hot oil extractions of Garcinia mangostana pericarp. 

Bacteria and tested agents Roughness average Peak height Peak-valley height 

P. aeruginosa ATCC10145 

Control 91.86±11.68 375.13±20.93 725.98±59.88 a  

Ya-Sa-Marn-Phlae made from dried herbs 45.12±11.96 * 223.32±49.81 399.08±33.15 * 

Ya-Sa-Marn-Phlae made from fresh herbs 49.88±25.85 *  299.85±47.68 519.12±89.48 

Hot oil extraction prepared from dried G. mangostana pericarp 4.64±2.11 *  61.85±29.66 *  96.33±48.60 *  

Hot oil extraction prepared from fresh G. mangostana pericarp 10.83±8.50 * 172.32±152.74 224.18±184.67 

Alpha-mangostin 11.09±5.45 *  115.86±55.47 *  167.67±82.01 * 

S. epidermidis ATCC35984 

Control 214.24±63.35  1055.94±154.60 2242.13±317.83 

Ya-Sa-Marn-Phlae made from dried herbs 3.25±2.00 * 44.06±22.53 * 63.57±27.40 * 

Ya-Sa-Marn-Phlae made from fresh herbs 254.86±141.41  829.86±222.77 1965.97±784.32 

Hot oil extraction prepared from dried G. mangostana pericarp 12.82±5.63 *   101.55±42.40 * 166.56±73.35 * 

Hot oil extraction prepared from fresh G. mangostana pericarp 180.73±16.95  702.02±121.88 1509.63±37.11 * 

Alpha-mangostin 4.28±1.82 * 71.50±19.32 *   98.84±20.01 * 

 
* Values are significantly difference by t-test (p < 0.05).
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ผลกำรทดสอบฤทธิ์กำรท ำลำยไบโอฟิล์ม 

ผลกำรทดสอบฤทธิ์กำรท ำลำยไบโอฟิล์มโดยวิธี MTT reduction assay  

ในการทดสอบการท าลายไบโอฟิล์มจะท าการทดสอบไบโอฟิล์มที่อยู่ในระยะการเจริญเติบโตโดยสมบูรณ์กับสาร

ทดสอบที่ความเข้มข้น 100 %v/v เป็นเวลา 3, 6, 9 และ 18 ช่ัวโมง ซึง่เป็นระยะเวลาที่ไบโอฟิล์มได้รับสารทดสอบ สามารถ

แสดงผลการทดลองได้ดังนี้ 

ผลกำรทดสอบฤทธิ์กำรท ำลำยไบโอฟิล์มของ P. aeruginosa ATCC10145 

ผลการทดสอบฤทธิ์การท าลายไบโอฟิล์มของ P. aeruginosa ATCC10145 หลังจากได้รับสารทดสอบเป็นเวลา 3 

ช่ัวโมง พบว่ายาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรสด น้ ามันสกัดเปลือกมังคุดสด ยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรแห้ง และน้ ามัน

สกัดเปลือกมังคุดแห้ง มีประสิทธิภาพท าลายไบโอฟิล์มได้แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับ 

PBS คิดเป็นร้อยละ 60.36, 57.17, 53.78 และ 47.85 ตามล าดับ แต่ผลการทดสอบระหว่างยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพร

สด น้ ามันสกัดเปลือกมังคุดสด และยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรแห้ง ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

(p<0.05)  

ผลการทดสอบฤทธิ์การท าลายไบโอฟิล์มของ P. aeruginosa ATCC10145 หลังจากได้รับสารทดสอบเป็นเวลา 6 

ช่ัวโมง พบว่ายาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรแห้งมีประสิทธิภาพท าลายไบโอฟิล์มได้แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

(p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับ PBS คิดเป็นร้อยละ 54.39 แต่ผลการทดสอบระหว่างยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรแห้งและ

น้ ามันสกัดเปลือกมังคุดแห้งไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05)  

ผลการทดสอบฤทธิ์การท าลายไบโอฟิล์มของ P. aeruginosa ATCC10145 หลังจากได้รับสารทดสอบเป็นเวลา 9 

ช่ัวโมง พบว่าสารทดสอบทั้ง 4 ชนิดไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับ PBS   

ผลการทดสอบฤทธ์ิการท าลายไบโอฟิล์มของ P. aeruginosa ATCC10145 หลังจากได้รับสารทดสอบเป็นเวลา 18 

ช่ัวโมง พบว่ายาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรแห้งและน้ ามันสกัดเปลือกมังคุดสดมีประสิทธิภาพท าลายไบโอฟิล์มได้แตกต่าง

อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับ PBS คิดเป็นร้อยละ 14.77 และ 11.51 ตามล าดับ แต่ผลการทดสอบ

ระหว่างยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรแห้งและน้ ามันสกัดเปลือกมังคุดสดไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

(p<0.05) 

หากพิจารณาถึงประสิทธิภาพของสารทดสอบแต่ชนิดหลังจากการทดสอบเป็นเวลา 3, 6 และ 9 ช่ัวโมง พบว่ายา

สมานแผลเตรียมจากสมุนไพรแห้งมีประสิทธิภาพในการท าลายไบโอฟิล์มได้ใกล้เคียงกันตลอดระยะเวลาของการทดสอบ คิด

เป็นร้อยละ 53.78, 54.39 และ 53.95 ตามล าดับ เช่นเดียวกันกับผลการทดสอบในน้ ามันสกัดเปลือกมังคุดแห้ง คิดเป็นร้อย

ละ 47.85, 44.61 และ 48.31 ตามล าดับ ผลการทดสอบด้วยยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรสดและน้ ามันสกัดเปลือกมังคุด

สด พบว่ามีประสิทธิภาพในการท าลายไบโอฟิล์มลดลง คิดเป็นร้อยละ 60.36, 40.01, 23.92 และ 57.17, 26.34, 10.69 

ตามล าดับ ส าหรับผลการทดสอบด้วยสารองค์ประกอบ alpha-mangostin พบว่ามีประสิทธิภาพในการท าลายไบโอฟิล์มได้

ดีกว่าทุกสารทดสอบ 

ผลกำรทดสอบฤทธิ์กำรท ำลำยไบโอฟิล์มของ S. epidermidis ATCC35984 

ผลการทดสอบฤทธิ์การท าลายไบโอฟิล์มของ S. epidermidis ATCC35984 หลังจากได้รับสารทดสอบเป็นเวลา 3 

ช่ัวโมง พบว่ายาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรแห้ง น้ ามันสกัดเปลือกมังคุดแห้ง และยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรสดมี
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ประสิทธิภาพท าลายไบโอฟิล์มได้แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับ PBS คิดเป็นร้อยละ 45.65, 

12.25 และ 7.77 ตามล าดับ นอกจากนี้ยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรแห้งมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

(p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับสารทดสอบชนิดอื่น 

ผลการทดสอบฤทธิ์การท าลายไบโอฟิล์มของ S. epidermidis ATCC35984 หลังจากได้รับสารทดสอบเป็นเวลา 6 

ช่ัวโมง พบว่ายาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรแห้ง น้ ามันสกัดเปลือกมังคุดแห้ง  และยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรสดมี

ประสิทธิภาพท าลายไบโอฟิล์มได้แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับ PBS คิดเป็นร้อยละ 68.65, 

25.41 และ 22.97 ตามล าดับ นอกจากนี้ยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรแห้งมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

(p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับสารทดสอบชนิดอื่น 

ผลการทดสอบฤทธิ์การท าลายไบโอฟิล์มของ S. epidermidis ATCC35984 หลังจากได้รับสารทดสอบเป็นเวลา 9 

ช่ัวโมง พบว่ายาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรแห้ง ยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรสด และน้ ามันสกัดเปลือกมังคุดแห้งมี

ประสิทธิภาพท าลายไบโอฟิล์มได้แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับ PBS คิดเป็นร้อยละ 71.39, 

25.69 และ 23.14 ตามล าดับ นอกจากนี้ยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรแห้งมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

(p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับสารทดสอบชนิดอื่น 

ผลการทดสอบฤทธิ์การท าลายไบโอฟิล์มของ S. epidermidis ATCC35984 หลังจากได้รับสารทดสอบเป็นเวลา 18 

ช่ัวโมง พบว่ายาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรแห้ง ยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรสด และน้ ามันสกัดเปลือกมังคุดแห้งมี

ประสิทธิภาพท าลายไบโอฟิล์มได้แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับ PBS คิดเป็นร้อยละ 72.62, 

58.39 และ 39.98 ตามล าดับ นอกจากนี้ยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรแห้งมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

(p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับสารทดสอบชนิดอื่น 

หากพิจารณาถึงประสิทธิภาพของสารทดสอบแต่ชนิดหลังจากการทดสอบเป็นเวลา 3, 6, 9 และ 18 ช่ัวโมง พบว่า

ประสิทธิภาพในการท าลายไบโอฟิล์มของยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรแห้ง และยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรสด มี

แนวโน้มเพิ่มขึ้นตลอดระยะเวลาของการทดสอบ โดยยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรแห้ง คิดเป็นร้อยละ 45.65, 68.65, 

71.39 และ 72.62 ตามล าดับ ยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรสด คิดเป็นรอ้ยละ 7.77, 22.97, 25.69 และ 58.39 ตามล าดับ 

ส าหรับผลการทดสอบในน้ ามันสกัดเปลือกมังคุดแห้ง คิดเป็นร้อยละ 12.25, 25.41, 23.14 และ 39.98 ตามล าดับ ผลการ

ทดสอบในน้ ามันสกัดเปลือกมังคุดสดไม่มีความแตกตา่งอย่างมีนัยส าคัญทางสถิตเิมื่อเปรียบเทียบกับ PBS ตลอดระยะเวลาของ

การทดสอบ ส าหรับผลการทดสอบด้วยสารองค์ประกอบ alpha-mangostin พบว่ามีประสิทธิภาพในการท าลายไบโอฟิล์มได้

ดีกว่าทุกสารทดสอบ 
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ตำรำงที่ 5.2 Biofilm eradication on mature biofilms of Pseudomonas aeruginosa ATCC10145 and Staphylococcus epidermidis ATCC35984. 

Bacteria and tested agents Percentage of biofilm eradication (%± SD) at difference contact times 

 3 h 6 h 9 h 18 h  

P. aeruginosa ATCC10145   

Phosphate-buffered saline 27.26±8.58 a 40.51±7.53 a 38.93±7.96 a -54.18±10.97a Ya-Sa-Marn-

Phlae made from dried herbs 53.78±7.036 bc 54.39±6.58 c 53.95±4.66 a 14.77±7.63 c  

Ya-Sa-Marn-Phlae made from fresh herbs 60.36±9.60 c 40.01±8.25 a 23.92±7.63 b -11.49±6.44 b  

Hot oil extraction prepared from dried G. mangostana pericarp 47.85±3.04 b 44.61±8.41 ac 48.31±14.90 a -15.86±1.92 b  

Hot oil extraction prepared from fresh G. mangostana pericarp 57.17±0.13 bc 26.34±2.94 b 10.69±4.62 b 11.51±3.37 c  

Alpha-mangostin 91.27±1.06 d 90.66±2.02 d 89.40±5.46 c 94.59±2.60 d 

S. epidermidis ATCC35984 

Phosphate-buffered saline -0.21±5.69 a 2.27±1.81a 3.85±3.50 a 9.14±2.99 a  

Ya-Sa-Marn-Phlae made from dried herbs 45.65±5.69 d 68.65±3.80 c 71.39±4.77 c 72.62±4.41d  

Ya-Sa-Marn-Phlae made from fresh herbs 7.77±3.62 bc 22.97±10.42 b 25.69±1.44 b 58.39±4.33 c  

Hot oil extraction prepared from dried G. mangostana pericarp  12.25±2.73 c 25.41±9.30 b 23.14±11.70 b 39.98±9.59 b  

Hot oil extraction prepared from fresh G. mangostana pericarp  2.64±0.02 ab  0.86±0.99 a 1.26±2.08 a 8.41±0.19 a  

Alpha-mangostin  83.83±1.14 e 87.41±3.49 d 84.75±1.82 d 88.44±2.39 e  
a-e Values in the same column with different superscripts are significantly different by the Duncan’s multiple range test (p<0.05). 
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ฤทธิ์กำรท ำลำยไบโอฟิล์ม ด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบคอนโฟคอลชนิดที่ใช้เลเซอร์ในกำรสแกน (confocal laser 

scanning microscope; CLSM) 

 ในการทดสอบฤทธิ์การท าลายไบโอฟิล์ม ด้วยกล้องจุลทรรศน์ CLSM จะท าการทดสอบไบโอฟิล์มที่อยู่ในระยะการ

เจริญเติบโตโดยสมบูรณ์กับสารทดสอบที่ความเข้มข้น 100 %v/v เป็นเวลา 3, 6, 9 และ 18 ช่ัวโมง ซึ่งเป็นระยะเวลาที่ไบโอ

ฟิล์มได้รับสารทดสอบโดยการย้อมสีไบโอฟิล์มด้วยชุดทดสอบ LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit L7007 

และท าการวเิคราะห์ Z-stack ได้แก่ มวลชีวภาพ (biomass) ความหนาเฉลี่ย (average thickness) ความหนาสูงสุด 

(maximum thickness) และอัตราส่วนพ้ืนท่ีผิวต่อปรมิาตร (surface to volume ratio) สามารถแสดงผลการทดลองได้ดังนี ้

ผลการทดสอบฤทธิ์การท าลายไบโอฟิล์มของ P. aeruginosa ATCC10145 

 ผลการทดสอบฤทธิ์การท าลายไบโอฟิล์มของ P. aeruginosa ATCC10145 ของกลุ่มควบคุมโดยการทดสอบด้วย 

PBS เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง เมื่อถ่ายด้วยกล้องจลุทรรศน์ CLSM พบว่าไบโอฟิลม์มสีภาพสมบูรณ์ย้อมติดสีเขียว และจากการ

วิเคราะห ์Z-stack พบว่ามีค่ามวลชีวภาพ ความหนาเฉลี่ย ความหนาสูงสุด และอตัราส่วนพ้ืนท่ีผิวต่อปริมาตร เท่ากับ 34, 18, 

33 และ 0.034 ตามล าดับ  

 ผลการทดสอบฤทธิ์การท าลายไบโอฟิล์มของ P. aeruginosa ATCC10145 หลังจากได้รับสารทดสอบเป็นเวลา 3 

ช่ัวโมง เมื่อถ่ายด้วยกล้องจลุทรรศน์ CLSM ไม่พบว่าสารทดสอบทั้ง 4 ชนิด ท าให้เซลลภ์ายในไบโอฟิล์มติดสีแดงเพิม่ขึ้น แต่

จากผลการวิเคราะห์ Z-stack พบว่าสารทดสอบทั้ง 4 ชนิดสามารถท าให้ค่ามวลชีวภาพ ความหนาเฉลี่ย ความหนาสูงสุด

ของไบโอฟิล์มมีคา่ลดลง และอตัราส่วนพ้ืนท่ีผิวต่อปรมิาตรมีค่าเพิ่มขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับ PBS  

 ผลการทดสอบฤทธิ์การท าลายไบโอฟิล์มของ P. aeruginosa ATCC10145 หลังจากได้รับสารทดสอบเป็นเวลา 6 

ช่ัวโมง เมื่อถ่ายด้วยกล้องจลุทรรศน์ CLSM ไม่พบว่าสารทดสอบทั้ง 4 ชนิด ท าให้เซลลภ์ายในไบโอฟิล์มติดสีแดงเพิม่ขึ้น แต่

จากผลการวิเคราะห์ Z-stack พบว่าสารทดสอบทั้ง 4 ชนิดสามารถท าให้ค่ามวลชีวภาพ ความหนาเฉลี่ย ความหนาสูงสุด

ของไบโอฟิล์มมีคา่ลดลง และอตัราส่วนพ้ืนท่ีผิวต่อปรมิาตรมีค่าเพิม่ขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับ PBS  

 ผลการทดสอบฤทธิ์การท าลายไบโอฟิล์มของ P. aeruginosa ATCC10145 หลังจากได้รับสารทดสอบเป็นเวลา 9 

ช่ัวโมง เมื่อถ่ายด้วยกล้องจลุทรรศน์ CLSM ไม่พบว่าสารทดสอบทั้ง 4 ชนิด ท าให้เซลลภ์ายในไบโอฟิล์มติดสีแดงเพิม่ขึ้น แต่

จากผลการวิเคราะห์ Z-stack พบว่าสารทดสอบทั้ง 4 ชนิดสามารถท าให้ค่ามวลชีวภาพ ความหนาเฉลี่ย ความหนาสูงสุด

ของไบโอฟิล์มมีคา่ลดลง และอตัราส่วนพ้ืนท่ีผิวต่อปรมิาตรมีค่าเพิ่มขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับ PBS  

 ผลการทดสอบฤทธิ์การท าลายไบโอฟิล์มของ P. aeruginosa ATCC10145 หลังจากได้รับสารทดสอบเป็นเวลา 

18 ช่ัวโมง เมื่อถ่ายด้วยกล้องจุลทรรศน์ CLSM ไม่พบว่าสารทดสอบทั้ง 4 ชนิด ท าให้เซลล์ภายในไบโอฟิลม์ติดสีแดงเพิ่มขึน้ 

แต่จากผลการวเิคราะห์ Z-stack พบว่าสารทดสอบทั้ง 4 ชนิดสามารถท าใหค้่ามวลชีวภาพ ความหนาเฉลี่ย ความหนาสูงสุด

ของไบโอฟิล์มมีคา่ลดลง และอตัราส่วนพ้ืนท่ีผิวต่อปรมิาตรมีค่าเพิ่มขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับ PBS  
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รูปที่ 5.8 CLSM micrographs of 3 day-old biofilm of Pseudomonas aeruginosa ATCC10145 on glass surfaces exposed to Ya-Sa-Marn-Phlae made from dried herbs (B, 

C, D and E) and Ya-Sa-Marn-Phlae made from fresh herbs (F, G, H and I) treatment for 3 (B and F), 6 (C and G), 9 (D and H) and 18 (E and I) h. Control represents the 

72 h old untreated biofilm incubated in phosphate-buffered saline during treatment period (A).  

  A B C D E 
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รูปที่ 5.9 CLSM micrographs of 3 day-old biofilm of Pseudomonas aeruginosa ATCC10145 on glass surfaces exposed to hot oil extraction prepared from dried G. 

mangostana pericarp (B, C, D and E) and hot oil extraction prepared from fresh G. mangostana pericarp (F, G, H and I) treatment for 3 (B and F), 6 (C and G), 9 (D 

and H) and 18 (E and I) h. Control represents the 72 h old untreated biofilm incubated in phosphate-buffered saline during treatment period (A). 
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ตำรำงที่ 5.3 Comstat analysis of mature biofilm of Pseudomonas aeruginosa ATCC10145 after treatment 

with Ya-Sa-Marn-Phlae and hot oil extraction Garcinia mangostana pericarp 

Tested agent Contact Parameters analyzed a  

 time Biomass Average Maximum Surface to  

 (h)  thickness thickness volume ratio 

  (µm3/µm2) (µm) (µm) (µm2/µm3) 

Phosphate-buffered saline 18 34.00 18.00 33.00 0.034 

 

Ya-Sa-Marn-Phlae 3 26.33 13.16 24.69 0.042 

made from dried herbs 6 19.30 9.653 18.10 0.056 

 9 21.50 10.75 18.82 0.051 

 18 25.21 12.60 23.64 0.044  

 

Ya-Sa-Marn-Phlae made 3 24.58 12.29 23.05 0.045 

made from fresh herbs 6 24.96 12.48 21.84 0.044 

 9 24.28 12.14 22.77 0.045 

 18 21.22 10.61 17.25 0.051 

 

Hot oil extraction prepared  3 22.56 11.28 21.15 0.049 

from dried G. mangostana  6 20.02 10.01 18.77 0.054 

pericarp  9 20.78 10.39 19.49 0.052 

 18 20.14 10.07 18.89 0.054 

 

Hot oil extraction prepared   3 29.57 14.78 27.73 0.041 

from fresh G. mangostana  6 32.12 16.06 30.12 0.039 

pericarp  9 26.77 13.38 25.10 0.045 

 18 23.89 11.94 22.40 0.049 
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ผลกำรทดสอบฤทธิ์กำรท ำลำยไบโอฟิล์มของ S. epidermidis ATCC35984 

 ผลการทดสอบฤทธิ์การท าลายไบโอฟิล์มของ S. epidermidis ATCC35984 ของกลุ่มควบคุมโดยการทดสอบด้วย 

PBS เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง จากภาพถ่ายด้วยกล้องจุลทรรศน์ CLSM พบว่าไบโอฟิล์มมีสภาพสมบรูณ์ยอ้มติดสเีขียว และจาก

การวิเคราะห์ Z-stack พบว่ามีค่ามวลชีวภาพ ความหนาเฉลีย่ ความหนาสูงสดุ และอัตราส่วนพ้ืนท่ีผวิต่อปริมาตร เท่ากบั 

24.85, 12.42, 23.30 และ 0.049 ตามล าดับ  

 ผลการทดสอบฤทธิ์การท าลายไบโอฟิล์มของ S. epidermidis ATCC35984 หลังจากได้รับสารทดสอบเป็นเวลา 3 

ช่ัวโมง เมื่อถ่ายด้วยกล้องจุลทรรศน์ CLSM พบว่าเซลล์ภายในไบโอฟิล์มส่วนใหญ่ติดสีแดงหลังจากทดสอบด้วยยาสมานแผล

เตรียมจากสมุนไพรแห้ง น้ ามันสกดัเปลือกมังคดุแห้ง และน้ ามันสกดัเปลือกมังคดุสด แสดงว่าสารทดสอบดังกล่าวมี

ประสิทธิภาพในการฆ่าเซลล์ภายในไบโอฟิลม์ ส าหรับการทดสอบดว้ยยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรสด พบว่าเซลล์

ภายในไบโอฟิล์มส่วนใหญ่ตดิสเีขียว การวิเคราะห์ Z-stack พบว่ามีเพียงยาสมานแผลเตรยีมจากสมุนไพรแห้งที่สามารถท าให้

ค่ามวลชีวภาพ ความหนาเฉลี่ยและความหนาสูงสุดลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับ PBS  

 ผลการทดสอบฤทธิ์การท าลายไบโอฟิล์มของ S. epidermidis ATCC35984 หลังจากได้รับสารทดสอบ

เป็นเวลา 6 ช่ัวโมง เมื่อถ่ายด้วยกล้องจุลทรรศน์ CLSM พบว่าเซลลภ์ายในไบโอฟลิ์มส่วนใหญ่ตดิสีแดงหลังจากทดสอบด้วยยา

สมานแผลเตรียมจากสมุนไพรแห้ง และน้ ามันสกัดเปลือกมังคุดแห้ง แสดงว่าสารทดสอบดังกล่าวมีประสิทธิภาพในการฆา่เซลล์

ภายในไบโอฟิล์ม ส าหรับการทดสอบด้วยยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรสดและน้ ามันสกัดเปลือกมงัคุดสด พบว่าเซลล์

ภายในไบโอฟิล์มส่วนใหญ่ตดิสเีขียว จากการวิเคราะห์ Z-stack พบว่าสารทดสอบทั้ง 4 ชนิดไม่มีผลตอ่มวลชีวภาพ ความหนา

เฉลี่ย ความหนาสูงสุด และอัตราสว่นพ้ืนที่ผิวต่อปริมาตรเมื่อเปรยีบเทียบกับ PBS  

 ผลการทดสอบฤทธิ์การท าลายไบโอฟิล์มของ S. epidermidis ATCC35984 หลังจากได้รับสารทดสอบ

เป็นเวลา 9 ช่ัวโมง เมื่อถ่ายด้วยกล้องจุลทรรศน์ CLSM พบว่าเซลลภ์ายในไบโอฟิล์มส่วนใหญ่ตดิสีแดงหลังจากทดสอบด้วยยา

สมานแผลเตรียมจากสมุนไพรแห้งและน้ ามันสกัดเปลือกมังคดุแห้ง แสดงว่าสารทดสอบดังกล่าวมีประสิทธิภาพในการฆา่เซลล์

ภายในไบโอฟิล์ม ส าหรับการทดสอบด้วยยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรสดและน้ ามันสกัดเปลือกมงัคุดสด พบวา่เซลล์

ภายในไบโอฟิล์มส่วนใหญ่ตดิสเีขียว จากการวิเคราะห์ Z-stack พบวา่สารทดสอบทั้ง 4 ชนิดไม่มีผลตอ่มวลชีวภาพ ความหนา

เฉลี่ย ความหนาสูงสุด และอัตราสว่นพ้ืนท่ีผิวต่อปริมาตรเมื่อเปรยีบเทียบกับ PBS  

 ผลการทดสอบฤทธิ์การท าลายไบโอฟิล์มของ S. epidermidis ATCC35984 หลังจากได้รับสารทดสอบ

เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง เมื่อถ่ายด้วยกล้องจุลทรรศน์ CLSM พบว่าเซลล์ภายในไบโอฟิลม์ส่วนใหญต่ิดสีแดงหลังจากทดสอบด้วย

ยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรแห้ง และน้ ามันสกัดเปลือกมังคุดแห้ง แสดงว่าสารทดสอบดังกล่าวมปีระสิทธิภาพในการฆ่า

เซลล์ภายในไบโอฟิลม์ ส าหรับการทดสอบด้วยยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรสดและน้ ามันสกัดเปลอืกมังคุดสด พบว่าเซลล์

ภายในไบโอฟลิ์มส่วนใหญ่ตดิสเีขียว จากการวิเคราะห์ Z-stack พบว่าสารทดสอบทั้ง 4 ชนิดไม่มีผลตอ่มวลชีวภาพ ความหนา

เฉลี่ย ความหนาสูงสุด และอัตราสว่นพ้ืนท่ีผิวต่อปริมาตรเมื่อเปรยีบเทียบกับเมื่อเปรยีบเทียบกับ PBS  
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รูปที่ 5.10  CLSM micrographs of 3 day-old biofilm of Staphylococcus epidermidis ATCC35984 on glass surfaces exposed to Ya-Sa-Marn-Phlae made from dried herbs 

(B, C, D and E) and Ya-Sa-Marn-Phlae made from fresh herbs (F, G, H and I) treatment for 3 (B and F), 6 (C and G), 9 (D and H),  and 18 (E and I) h. Control represents 

the 72 h old untreated biofilm incubated in phosphate-buffered saline during treatment period (A).  
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รูปที่ 5.11 CLSM micrographs of 3 day-old biofilm of Staphylococcus epidermidis ATCC35984 on glass surfaces exposed to hot oil extraction prepared from dried G. 

mangostana pericarp (B, C, D and E) and hot oil extraction prepared from fresh G. mangostana pericarp (F, G, H and I) treatment for 3 (B and F), 6 (C and G), 9 (D 

and H) and 18 (E and I) h. Control represents the 72 h old untreated biofilm incubated in phosphate-buffered saline during treatment period (A). 
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ตำรำงที่ 5.4 Comstat analysis of mature biofilm of Staphylococcus epidermidis ATCC35984 after treatment 

with Ya-Sa-Marn-Phlae and hot oil extraction Garcinia mangostana pericarp 

 

Tested agent Contact Parameters analyzed a  

 times Biomass Average Maximum Surface to  

  (h)  thickness thickness volume ratio 

   (µm3/µm2) (µm) (µm) (µm2/µm3) 

Phosphate-buffered saline 18 24.85 12.42 23.30 0.049 

 

Ya-Sa-Marn-Phlae 3  22.42 11.21 21.02 0.049 

made from dried herbs 6  34.70 17.35 32.54 0.033 

 9  26.78 13.39 25.11 0.042 

 18  34.93 17.46 32.75 0.33 

 

Ya-Sa-Marn-Phlae made 3 27.96 13.98 26.22 0.040 

made from fresh herbs 6 32.00 16.00 30.00 0.035 

 9 36.72 18.36 34.43 0.031 

 18 37.40 18.70 35.70 0.031 

 

Hot oil extraction prepared  3 34.45 17.22 32.30 0.033 

from dried G. mangostana 6 29.65 12.82 27.80 0.038 

pericarp 9 24.71 12.35 23.17 0.045 

 18 26.90 13.45 25.22 0.041 

 

 

Hot oil extraction prepared  3 24.72 12.36 23.18 0.045 

from fresh G. mangostana  6 32.91 16.45 30.86 0.035 

pericarp 9 24.96 12.48 23.40 0.044 

 18 31.33 15.66 29.38 0.036 
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ผลกำรทดสอบกำรระคำยเคืองเบื้องต้นในสัตว์ทดลอง 

จากผลการทดสอบความระคายเคอืงเบื้องต้นโดยใช้ ใช้กระต่ายพันธุ์นิวซีแลนด์ไวท์ ในการทดสอบจ านวน 3 ตัว 

พบว่าค่าดัชนีความระคายเคืองเบื้องต้น (Primary Irritation Index, PII) ของยาน้ ามันสมานแผลมีคา่เท่ากับ 0.42 ซึ่งจัดเป็น

ผลิตภณัฑ์ที่ไมร่ะคายเคืองตามการแบ่งเกณฑ์ของมาตรฐานผลติภณัฑ์อุตสาหกรรม กระทรวงอุตสาหกรรม (มอก. 152 – 

2555) และจัดเป็นสารที่ไม่ระคายเคืองหรือระคายเคืองเล็กน้อยเมื่อแบ่งตามเกณฑ์ของส านกังานปกป้องสิ่งแวดล้อม 

(Environmental Protection Agency -EPA)  

ตำรำงที่ 5.5  Dermal irritation study of 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.  
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ผลกำรประเมินกำรลดกำรอักเสบในสัตว์ทดลองของยำน้ ำมนัสมำนแผล (T-YaSP) 

จากการทดสอบฤทธิ์ต้านอักเสบของยาสมานแผลในรูปแบบยาน้ ามนั (T-YaSP) โดยใช้วิธี carrageenan induced 

rat paw edema พบว่า ในกลุม่ control ซึ่งไดร้ับ carrageenan ร่วมกับ vehicle มีความหนาของอุ้งเท้าเพิ่มขึ้นอย่าง

ต่อเนื่องตามระยะเวลาที่นานขึ้น (1, 2 และ 3 ช่ัวโมง) และกลุ่มที่ได้รับการรักษาด้วยยาสมานแผลในรูปแบบยาน้ ามัน และ 

phenylbutazone ซึ่งเป็นกลุ่มควบคุมบวก พบว่าสามารถลดความหนาของอุ้งเท้าได้อยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติเมื่อ

เปรียบเทยีบกับกลุ่ม control (P< 0.001) ทุกช่วงเวลา และจากการตรวจวเิคราะห์ปรมิาณของ malondialdehyde (MDA), 

nitric oxide (NO) และ myeloperoxidase (MPO) ในเนื้อเยื่ออักเสบของอุ้งเท้า พบว่า ที่เวลา 3 ช่ัวโมงหลังจากการ

เหนี่ยวน าให้เกิดการอักเสบด้วย carrageenan กลุ่ม control มีระดับของ MDA, NO และ MPO เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทาง

สถติิเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม่ intact ซึ่งเป็นเนื้อเยื่อปกติ (P< 0.001) ในส่วนของกลุ่มที่ได้รับการรักษาด้วยยาสมานแผลใน

รูปแบบยาน้ ามันและกลุ่มควบคมุบวกพบว่า มีระดับของ MDA, NO และ MPO ลดลงอยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติเมื่อ

เปรียบเทยีบกับกลุ่ม control (P< 0.001) นอกจากน้ี พบว่า ในกลุ่มควบคุมบวกมีปรมิาณการสร้าง MDA, NO และ MPO 

น้อยกว่ากลุ่มที่ได้รับการรักษาด้วยยาสมานแผลในรูปแบบยาน้ ามัน 
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รู ป ที่  5.12 Treatment with traditionally prepared-Ya-Samarn-Phlae (T-YaSP; black bars) and 5% (v/v) of 

phenylbutazone (grey bars) significantly showed the reduction of carrageenan-induced paw edema (A) 

and ethyl phenylpropiolate-induced ear edema (B) in rats in a time-dependent manner compared with 

that of the vehicle-treated group (white bars).  Paw edema degree was presented as the mean±SEM of 15 

rats per group, *p< 0.001 vs. the control (One-way ANOVA followed by Duncan). 

B 

A 
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ตำรำงที่ 5.6 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  0.04±0.02c 

phenylbutazone  3.06±0.21b  20.98±0.35ab  0.30±0.01b 

T-YaSP   3.67±0.20b  29.78±2.04b  0.33±0.00b 

Each value represents 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) 
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กลไกการลดการอักเสบในสัตว์ทดลองของยาน้ ามันสมานแผล (T-YaSP) 

จากการทดสอบฤทธิ์ต้านอักเสบของยาสมานแผลในรูปแบบยาน้ ามนัสมานแผล (T-YaSP) โดยใช้วิธี carrageenan 

induced rat paw edema และเก็บตัวอย่างเนื้อเยื่ออักเสบ เพื่อตรวจวิเคราะห์ปรมิาณของ pro-inflammatory cytokines 

ซึ่งได้แก่ tumor necrosis factor-alpha (TNF-alpha) และ interleukin-1beta (IL-1beta) และตรวจวิเคราะห์ปริมาณของ 

pro-inflammatory enzymes ซึ่งได้แก่ inducible nitric oxide synthase (iNOS) and cyclooxygenase-2 (COX-2) 

พบว่า ที่เวลา 3 ช่ัวโมงหลังจากการเหนี่ยวน าใหเ้กิดการอักเสบด้วย carrageenan กลุ่ม control มีระดับของ TNF-alpha, 

IL-1beta, iNOS และ COX-2 เพิม่ขึ้นอย่างมีนัยส าคญัทางสถิตเิมื่อเปรยีบเทียบกับกลุ่ม intact ซึ่งเป็นเนื้อเยื่อปกติ (P< 

0.001) และพบว่าในกลุ่มที่ได้รับการรักษาด้วย ยาน้ ามันสมานแผล และ phenylbutazone ซึ่งเป็นกลุ่ม positive มีระดับ

ของ TNF-alpha, IL-1beta, iNOS และ COX-2 ลดลงอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติเมื่อเปรยีบเทียบกบักลุ่ม control ซึ่งไดร้ับ 

vehicle  
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รูปที่ 5.13 Effect of traditionally prepared-Ya-Samarn-Phlae (T-YaSP) on the expression of inflammatory 

cytokines, TNF-alpha (A), IL-1beta (B), and PGE2 (C) and the production of two inducible enzymatic 

pathways, COX-2 (D) and iNOS (E) in the rat paws treated with carrageenan.  The values represent 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) was used as a positive control.  

 

D E 

A B 
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ผลการการศึกษาทางจลุกายวิภาคของเนื้อเยื่ออักเสบ (Histological study) หลังจากได้รับของยาน้ ามนัสมานแผล (T-YaSP) 

จากการศึกษาลักษณะทางจุลกายวิภาคของเนื้อเยื่ออักเสบ โดยใช้วิธีการย้อมด้วย H&E staining และดูภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์แบบใช้แสง ที่ก าลังขยาย 10X, 20X และ 40X กลุ่ม intact ซึ่งเป็นเนื้อเยื่อปกติ ไม่พบเซลล์อักเสบ ไม่พบการถูก

ท าลายของเนื้อเยื่อ และไม่พบการบวมของเนื้อเยื่อ กลุ่มควบคุมซึ่งได้รับ carrageenan ร่วมกับ vehicle พบเซลล์อักเสบซึ่ง

ย้อมติดสีม่วงแกมน้ าเงินจ านวนมากในผิวหนังช้ัน dermis และพบช่องว่างระหว่างเซลล์ ซึ่งบ่งช้ีถึงสภาวะการบวมของเนื้อเยื่อ 

กลุ่ม positive ซึ่งได้รับ carrageenan ร่วมกับ phenylburazone พบว่าความหนาแน่นของเซลล์อักเสบน้อยกว่ากลุ่มควบคุม

และกลุ่มที่ได้รับ carrageenan ร่วมกับยาน้ ามันสมานแผล (T-YaSP) นอกจากนี้พบว่ากลุ่มที่ได้รับ carrageenan ร่วมกับยา

น้ ามันสมานแผล (T-YaSP) พบว่าความหนาแน่นของเซลล์อักเสบน้อยกว่ากลุ่มควบคุม นอกจากนี้พบว่าการเรียงตัวของ 

connective tissue ซึ่งย้อมติดสีส้มแดง ในกลุ่ม positive มีลักษณะใกล้เคียงกับเนื้อเยื่อปกติในกลุ่ม intact 
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10X     40X 

  

  

  

  

รูปที่ 5.14 Representative photomicrographs of the histopathological analysis from paw tissue of rats 

showing the protective effect of traditionally prepared-Ya-Samarn-Phlae (T-YaSP; D) compared with the 

intact group (A) or carrageenan-induced rat paw edema which treated vehicle (B) or phenylbutazone (PBZ; 

C) added a positive control. White arrows: neutrophils. Scale bar: 100 µm. 

 

A 

B 

C 

D 
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ผลกำรประเมินควำมสำมำรถในกำรสมำนแผลของยำน้ ำมันสมำนแผล (T-YaSP) 

จากการทดสอบฤทธิ์สมานแผลของยาน้ ามันสมานแผล (T-YaSP) โดยใช้หนูขาวเพศผู้ สายพันธ์ุ Wistar rat และหนู

เบาหวาน GK/slac พบว่า ในกลุม่ที่ไดร้ับการรักษาด้วยยาน้ ามันสมานแผล และ ยาน้ ามันทองนพคุณ ซึ่งเป็นกลุ่มควบคมุบวก 

สามารถลดขนาดของแผลดีได้กว่ากลุ่มควบคุมไดต้ั้งแต่วันท่ี 5 ของการรักษาแผล (p< 0.05) และพบวา่การหายของแผลเมื่อใช้

ยาน้ ามันสมานแผลเกือบเป็นปกตใิช้เวลา 11 วัน ซึ่งดีกว่ายาน้ ามันทองนพคุณและกลุ่มควบคมุอย่างมนีัยส าคญัทางสถิต ิ

 

             Day 3     Day 5             Day 7   Day 9         Day 11 

 
Control 

 

Positive 

 

               T-YaSP  

 
รูปที่ 5.15. Effect of traditionally prepared-Ya-Samarn-Phlae (T-YaSP) on contraction of excisional wound. 

The macroscopic changes (A), wound area (B) and %wound closure (C) of the skin wound sites in rats 

treated with simple oil base, TNK oil (positive), or T-YaSP on days 3, 5, 7, 9 and 11 after wounding. 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). One-way ANOVA followed by 

Duncan. 

A 
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รูปที่ 23. Effect of traditionally prepared-Ya-Samarn-Phlae (T-YaSP) on contraction of excisional wound. The 

macroscopic changes (A), wound area (B) and %wound closure (C) of the skin wound sites in rats treated 

with simple oil base, TNK oil (positive), or T-YaSP on days 3, 5, 7, 9 and 11 after wounding. 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). One-way ANOVA followed by Duncan. 

 

B 

C 
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กลไกกำรสมำนแผลในสัตว์ทดลองของยำน้ ำมันสมำนแผล (T-YaSP) 

จากการตรวจวิเคราะห์ปริมาณของ transforming growth factor beta1 (TGF-beta1) และ vascular 

endothelial growth factor (VEGF) ในเนื้อเยื่อแผล โดยใช้ enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit เมื่อ

ผ่านไปเป็นเวลา 11 วัน พบว่า ในกลุ่มที่ได้รับการรักษาด้วยยาน้ ามันสมานแผล และ ยาน้ ามันทองนพคุณ ซึ่งเป็นกลุ่มควบคมุ

บวกมี ปริมาณของ TGF-beta1 และ VEGF น้อยกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถติิ (p< 0.05) โดยทีป่ริมาณของ 

TGF-beta1 และ VEGF ของกลุม่ที่ไดร้ับยาน้ ามันสมานแผลมีค่าต่ ากว่ากลุ่มที่ได้รับยาน้ ามันทองนพคุณอย่างอย่างมีนัยส าคัญ

ทางสถิติ ในกลุ่มที่ได้รับการรักษาด้วยยาน้ ามันสมานแผล และ ยาน้ ามันทองนพคุณ มีปริมาณของ collagen type I สูงกว่า

กลุ่มควบคุม และมปีริมาณของ collagen type III ต่ ากว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถติิ  

 

รูปที่  5.16. The levels of TGF-beta 1 and VEGF in wounds treated with traditionally prepared-Ya-Samarn-

Phlae (T-YaSP). Excisional wounds in rat were treated with simple oil base, TNK oil (positive), or T-YaSP 

during 11 days. The levels of TGF-beta 1 (A) and VEGF (B) evaluated by ELISA. The results represent the 

mean±SEM of 4-5 animals per group.  (a-c) Values in the same days followed by a different letter are 

significantly different (p< 0.001). One-way ANOVA followed by Duncan.   
 

A 

B 
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รู ป ที่  5.17. The levels of collagen type I and type III in wounds treated with traditionally prepared-Ya-

Samarn-Phlae (T-YaSP). Excisional wounds in rat were treated with simple oil base, TNK oil (positive), or T-

YaSP for 11 days. The levels of collagen type I (A) and type III (B) evaluated by ELISA. The results 

represent the mean±SEM of 4-5 animals per group. (a-c) Values in the same days followed by a different 

letter are significantly different (p< 0.001). One-way ANOVA followed by Duncan.    

 

B 

A 
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ผลกำรกำรศึกษำทำงจุลกำยวิภำคของเนื้อเยื่อ (Histological study) หลังจำกได้รับของยำน้ ำมนัสมำนแผล (T-YaSP) 
10X           20X   40X  

         

     

 

 

          

 

 

 

 

     

    

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 5.28.. Histology of wound tissue at day 7 after wounding in rats, stained with hematoxylin and eosin 

and treated with base oil (control), Thongnoppakhun oil (TNK; positive), traditionally prepared-Ya-Samarn-

Phlae (T-YaSP) and normal tissue (magnification 10X, 20X and 40X). 
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รูปที่ 5.19. Histology of wound tissue at day 11 after wounding in rats, stained with hematoxylin and eosin 

and treated with base oil (control), Thongnoppakhun oil (TNK; positive), traditionally prepared-Ya-Samarn-

Phlae (T-YaSP) and normal tissue (magnification 10X, 20X and 40X). 
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6. วิจำรณ์ผล 
P. aeruginosa และ S. epidermidis เป็นแบคทีเรียฉวยโอกาสที่พบได้บ่อยในการติดเช้ือบริเวณบาดแผล 

แบคทีเรียจะยึดเกาะบนเนื้อเยื่อและเกิดการสร้างไบโอฟิล์ม ส่งผลให้บาดแผลกลายเป็นแผลเรื้อรังที่รักษาได้ยาก เนื่องจากไบ

โอฟิล์มมีความต้านทานต่อการถูกท าลายด้วยระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายและยาปฏิชีวนะสูงกว่าแบคทีเรียในสภาวะปกติ 

(planktonic cell) (Shankar et al., 2005; Galkowska et al., 2009; Metcalf et al., 2015) แม้ว่าการใช้ยาปฏิชีวนะ 

vancomycin ที่ความเข้มข้นสูงกว่ากว่าความเข้มข้นต่ าที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย (minimal 

inhibitory concentration; MIC) และสู งกว่าความเข้มข้นต่ าที่ สุดที่ สามารถฆ่ าแบคที เรีย (minimal bactericidal 

concentration; MBC) สามารถยับยั้งและฆ่าแบคทีเรียในสภาวะปกติได้ แต่ยังไม่สามารถฆ่า S. epidermidis ในสภาวะไบโอ

ฟิล์ม (Drenkard et al., 2003) นอกจากนี้ไบโอฟิล์มยังส่งผลกระทบต่อกระบวนการสมานแผล (wound healing) (Metcalf 

et al., 2015) ดังนั้นการลดหรือท าลายไบโอฟิล์มจึงเป็นสิ่งที่ส าคัญต่อการสมานแผล เช่นสารสกัด Buchanania lanzan มี

ประสิทธิภาพในการสมานแผลในหนูขาว ร่วมกับฤทธ์ิยับยั้งและท าลายไบโอฟิล์ม (Pattnaik et al., 2013) ดังนั้นการศึกษาใน

ครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์หลักในการอภิปรายผลการยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มและการท าลายไบโอฟิล์มของแบคทีเรียที่ก่อไบโอ

ฟิล์มบริเวณบาดแผลคือ P. aeruginosa และ S. epidermidis ของยาสมานแผล โดยท าการเปรียบเทียบระหว่างยาที่เตรียม

จากสมุนไพรสดและสมุนไพรแห้ง 

ความต้านทานของไบโอฟิล์มส่งผลให้การรักษาโรคติดเช้ือเป็นไปได้ยากยิ่งขึ้นและยังก่อให้เกิดปัญหาการติดเชื้อซ้ า 

ดังนั้นการจัดการกับปัญหาดังกล่าวจึงมีความส าคัญต่อประสิทธิภาพในการรักษาและลดความรุนแรงของการติดเช้ือก่อนที่

แบคทีเรียจะเกิดการพัฒนาไบโอฟิล์ม (McCann et al., 2008; Yang et al., 2012) ก่อนหน้านี้มีรายงานงานการศึกษาฤทธิ์

ยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มหลายฉบับทั้งในสมุนไพรเดี่ยวและสารองค์ประกอบทางเคมี เช่น สารสกัดจากใบกระทุและสาร

องค์ประกอบทางเคมี berberine มีฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ S.epidermidis (Saising et al., 2011; Wang et al., 

2009) สารสกัดจากต้นน้ านมราชสีห์และน้ ามันอบเชยมีฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ P. aeruginosa (Perumal and 

Mahmud, 2013; Kavanaugh et al., 2012) สารสกัดของใบชุมเห็ดเทศมีฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มทั้ง P. aeruginosa 

และ S. epidermidis เป็นต้น (Saito et al., 2012) ซึ่งในการศึกษาในครั้งนี้ได้ทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มทั้งหมด 3 

วิธี ได้แก่ crystal violet assay ทดสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด และกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม  

พบว่า สารทดสอบทั้ ง 4 ชนิดมีประสิทธิภาพยับยั้ งการสร้างไบโอฟิล์มของ P. aeruginosa ATCC10145 และ  S. 

epidermidis ATCC35984 ได้ทั้งบนพ้ืนผิวโพลีสไตรีนและพื้นผิวแก้ว โดยสารทดสอบมีฤทธ์ิยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ P. 

aeruginosa ได้ดีกว่า S. epidermidis โดยที่ความเข้มข้น 50 %v/v ยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรแห้งและน้ ามันสกัด

เปลือกมังคุดแห้งมีประสิทธิภาพดีใกล้เคียงกัน และมีประสิทธิภาพดีกว่ายาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรสดและน้ ามันสกัด

เปลือกมังคุดสด อย่างไรก็ตามบางความเข้มข้นที่ทดสอบมีผลต่อการเจริญเติบโตของ P. aeruginosa และ S. epidermidis 

โดยที่ความเข้มข้น 0.78 %v/v ซึ่งเป็นค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่ใช้ในการทดสอบพบว่าสารทดสอบทั้ง 4 ชนิดมีประสิทธิภาพ

ยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ P. aeruginosa ได้มากกว่าร้อยละ 70 และยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ S. epidermidis ได้

ร้อยละ 40 ซึ่งสารทดสอบดังกล่าวมีประสิทธิภาพดีกว่าสารทดสอบชนิดอื่นท่ีเคยมีรายงานไว้ ดังเช่นรายงานการศึกษาด้วยสาร 
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oregano, carvacrol และ thymol พบว่าที่ความเข้มข้น 0.06, 0.01 และ 0.03 %v/v ตามล าดับ มีประสิทธิภาพยับยั้ง

สร้างไบโอฟิล์มของ P. aeruginosa ได้ประมาณร้อยละ 35 (Nostro et al., 2007) สารสกัดขิงที่ความเข้มข้น 1 , 5, และ 

10% ประสิทธิภาพยับยั้งสร้างไบโอฟิล์มของ S. epidermidis ได้ร้อยละ 39-56 ทั้งนี้ผลการศึกษาดังกล่าวยังสอดคล้องกับผล

การศึกษาของ Chusri และคณะ ที่ได้รายงานว่าสารสกัดเอทานอลของยาสมานแผลมปีระสิทธิภาพในการยับยั้งสรา้งไบโอฟิล์ม

ของ P. aeruginosa ATCC10145 ได้ทั้งพื้นผิวโพลีสไตรีนและพื้นผิวแก้ว (Chusri et al., 2013) โดยแสดงค่าการยับยั้งไบโอ

ฟิล์มได้มากกว่าร้อยละ 80 และสามารถยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ S. epidermidis ATCC35984 คิดเป็นร้อยละ 30-40 

(Chusri et al., 2012) มีรายงานการศึกษาในสารสกัดเอทานอลของยาสมานแผล สารสกัดเอทานอลของมังคุด  และขมิ้นที่

ความเข้มข้น 1/2MIC-1/32MIC มีฤทธ์ิยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของแบคทีเรยีกลุม่ staphylococci ที่แยกได้จากโรคเต้านมโค 

(สิริรัตน์ ทองรอด, 2556) นอกจากนี้ยังมีรายงานการศึกษาในสมุนไพรองค์ประกอบของยาสมานแผล พบว่า สารองค์ประกอบ

ทางเคมี alpha-mangostin ในเปลือกมังคุดมีฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ S. mutans (Nguyen and Marquis, 2011) 

แต่ไม่พบรายงานการศึกษาฤทธิ์ต้านไบโอฟิล์มของ P. aeruginosa และ S. epidermidis ในขณะที่ขมิ้นมีรายงานว่าสาร

องค์ประกอบทางเคมี curcumin มีฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ P. aeruginosa (Packiavathy et al., 2013) H. 

pylori (Pattiyathanee et al., 2009) ส าหรับหมากมีรายงานการศึกษาพบว่าสารสกัดจากเมล็ดหมากมีฤทธิ์ยับยั้งระบบ 

quorum-sensing ของ P. aeruginosa (Koh and Tham, 2011) แต่ไม่พบรายงานการศึกษาฤทธิ์ต้านไบโอฟิล์มในข้าวสาร 

ซึ่งผลการยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มอาจเกิดจากสารทดสอบมีผลไปยับยั้งปัจจัยต่างๆ ท่ีมีผลต่อการสร้างไบโอฟิล์ม เช่น ยับยั้ง

การยึดเกาะ ยับยั้งการเพิ่มจ านวนเซลล์ หรืออาจยับยั้งการสร้างสารเอ็กซ์โซพอลิแซคคาไรด์ (Chusri et al., 2013; Saito et 

al., 2012) ดังที่เคยมีการรายงานว่า oregano oil สามารถท าปฏิกิริยากับโปรตีนที่ผิวเซลล์ซึ่งน าไปสู่ การเปลี่ยนแปลง

โครงสร้างของผิวเซลล์ ส่งผลให้เกิดการยึดเกาะบนพื้นผิวโพลีสไตรีนได้ลดลง (Nostro et al., 2007) ดังนั้นจึงสรุปได้ว่ายา

สมานแผลเตรียมจากสมุนไพรแห้งและน้ ามันสกัดเปลือกมังคุดแห้งเป็นสูตรต ารับที่น่าสนใจในการยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มได้

ทั้ง P. aeruginosa และ S. epidermidis  

เมื่อไบโอฟิล์มเกิดการพัฒนาจนเข้าสู่ระยะการเจริญเติบโตโดยสมบูรณ์ ไบโอฟิล์มจะมีความต้านทานสูงต่อการถูก

ท าลายจากระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายและยาปฏิชีวนะมากถึง 1,000 เท่าเมื่อเทียบกับแบคทีเรียในสภาวะปกติ (Wang et 

al., 2009) ในการศึกษาในครั้งนีไ้ด้ศึกษาการท าลายไบโอฟิล์มที่มีอายุ 3 วันซึ่งเป็นไบโอฟิล์มที่อยู่ในระยะการเจริญเติบโตโดย

สมบูรณ์ สอดคล้องกับรายงานการศึกษาก่อนหน้านี้ท่ีรายงานว่าไบโอฟิล์มของ P. aeruginosa  ที่มีอายุ 3 วันเป็นไบโอฟิล์มที่

อยู่ในระยะการเจริญเติบโตโดยสมบูรณ์ (Alkawareek et al., 2012)  ส าหรับ S. epidermidis มีรายงานว่าไบโอฟิล์มที่อยู่ใน

ระยะการเจริญเติบโตโดยสมบูรณ์มีอายุ 7 วัน (Chusri et al., 2012) แต่อย่างไรก็ตามมีรายงานของ Oliveira และคณะ

รายงานว่า S. epidermidis จ านวน 22 สายพันธุ์ คิดเป็น 75.9% ของ S. epidermidis ทั้งหมด เกิดการสร้างไบโอฟิล์มมาก

ที่สุดในวันท่ี 3 (Oliveira et al., 2007) ทั้งนี้ความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์มอาจมีความแตกต่างกันข้ึนอยู่กับสายพันธ์ุของ

แบคทีเรีย ตลอดจนสภาพแวดล้อมท่ีแบคทีเรียเจริญเติบโต (Donlan, 2002; Vu et al., 2009) ในการศึกษาฤทธิ์ท าลายไบโอ

ฟิล์มมีเกณฑ์ในการพิจารณาว่าสารที่มีประสิทธิภาพดีควรมีฤทธิ์ท าลายไบโอฟิล์มได้มากกว่าร้อยละ 40 (Pitts et al., 2003) 

ซึ่งการศึกษาในครั้งนี้ท าการทดสอบฤทธิ์การท าลายไบโอฟิล์มที่ด้วยวิธี MTT reduction assay และทดสอบด้วยกล้อง
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จุลทรรศน์แบบคอนโฟคอลชนิดที่ใช้เลเซอร์ในการสแกน จากผลการศึกษาที่ได้พบว่า ยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรแห้งมี

ประสิทธิภาพในการท าลายไบโอฟิล์มทั้งบนพื้นผิวโพลีสไตรีนและพื้นผิวแก้ว โดยแสดงฤทธิ์ท าลายไบโอฟิล์มของ P. 

aeruginosa ร้อยละ 50 หลังจากการทดสอบเป็นเวลา 3-9 ช่ัวโมง และท าลายไบโอฟิล์มของ S. epidermidis ร้อยละ 45-70 

หลังจากการทดสอบเป็นเวลา 3-18 ช่ัวโมง ในระยะเวลาทดสอบเดียวกันนั้นน้ ามันสกัดเปลือกมังคุดแห้งมีประสิทธิภาพ

ท าลายไบโอฟิล์มได้ร้อยละ 40 และน้อยกว่าร้อยละ 40 ตามล าดับ ในขณะที่ผลการศึกษาท่ีได้จากกล้องจุลทรรศน์แบบคอนโฟ

คอลชนิดที่ใช้เลเซอร์ในการสแกนที่แสดงให้เห็นว่ายาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรแห้งมีประสิทธิภาพในการท าลายไบโอฟิล์ม

ได้ดีเช่นเดียวกับน้ ามันสกัดเปลือกมังคุดแห้ง จากผลการศึกษาท่ีได้สอดคล้องกับรายงานการศึกษาก่อนหน้าน้ีที่ได้รายงานว่ายา

ปฏิชีวนะ vancomycin ที่ความเข้มข้น 500 และ 1,000 µg/ml ซึ่งเป็นความเข้มข้นสูงกว่าค่า MIC มีประสิทธิภาพในการ

ท าลายไบโอฟิล์มของ S. epidermidis บนพื้นผิวโพลีสไตรีน และจากภาพถ่าย ไบโอฟิล์มด้วยกล้องแบบคอนโฟคอลชนิดที่ใช้

เลเซอร์ในการสแกน พบว่ายาปฏิชีวนะดังกล่าวสามารถฆา่เซลล์ภายในไบโอฟิล์มที่ยึดเกาะบนพ้ืนผิวพลาสติก (El-Azizi et al., 

2005) ยาปฏิชีวนะ ciprofloxacin ที่ความเข้มข้น 1-100 µM พบว่าสามารถท าลายไบโอฟิล์มของ P. aeruginosa บนพ้ืนผิว

โพลีสไตรีนได้ประมาณร้อยละ 60 และที่ความเข้มข้น 12.5 µM สามารถฆ่าเซลล์ในไบโอฟิล์ม (Kapoor et al., 2011) และ

สารส าคัญในพืชมีรายงานว่าสาร carvacrol ที่ความเข้มข้น 1 %v/v มีฤทธิ์ท าลายไบโอฟิล์มของ S. epidermidis บนพื้นผิว

โพลีสไตรีนได้มากกว่าร้อยละ 50 หลังจากทดสอบเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง (Nostro et al., 2012) ในทางกลับกันยาสมานแผล

เตรียมจากสมุนไพรแห้งมีประสิทธิภาพท าลายไบโอฟิล์มได้ดีกว่ายาปฏิชีวนะ tobramycin ที่ความเข้มข้น 1-100 µM มีฤทธิ์

ท าลายไบโอฟิล์มของ P. aeruginosa ได้ร้อยละ 30 (Kapoor et al., 2011) และสาร 3-hydroxydihydrobenzofuran 

glycosides ซึ่งเป็นสารองค์ประกอบทางเคมีที่พบในใบของ Helichrysum italicum  ที่ความเข้มข้น 128 µg/ml  มีฤทธิ์

ท าลายไบโอฟิล์มของ P. aeruginosa บนพื้นผิวโพลีสไตรีนได้เพียงร้อยละ 16 (D’Abrosca et al., 2013) นอกจากนี้เคยมี

รายงานการศึกษาด้วยสารสกัดเอทานอลของยาสมานแผล  ระบุว่าสารสกัดเอทานอลของยาสมานแผลที่ความเข้มข้น 10 

µg/ml  สามารถท าลายไบโอฟิล์มของ S. epidermidis ได้มากกว่าร้อยละ 60 หลังจากได้รับสารทดสอบเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 

และหลังจากทดสอบเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ไบโอฟิล์มถูกท าลายมากกว่าร้อยละ 90 (Chusri et al., 2012) สารสกัดเอทานอล

ของยาสมานแผลที่ความเข้มข้น 62.5 µg/ml สามารถท าลายไบโอฟิล์มของ P. aeruginosa ได้ร้อยละ 50 และไบโอฟิล์มถูก

ท าลายได้ร้อยละ 97.3 หลังจากทดสอบเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง (Chusri et al., 2013) จากผลการศึกษาดังกล่าวแสดงผลไปใน

ทิศทางเดียวกันกับการทดสอบในครั้งนี้ โดยยาสมานแผลที่เตรียมจากสมุนไพรแห้งมีประสิทธิภาพท าลายไบโอฟิล์มของ P. 

aeruginosa และ S. epidermidis ได้ดี 

การควบคุมคุณภาพและความปลอดภัยเป็นอีกหนึ่งปัญหาส าคัญของการพัฒนาผลิตภัณฑ์สมุนไพร (Xie et al., 

2006) ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงทดสอบปริมาณสารองค์ประกอบทางเคมี alpha-mangostin ซึ่งจากรายงานการวิจัยก่อน

หน้านี้เป็นสารที่มีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียได้ดีที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับสารองค์ประกอบทางเคมี catechin ใน

หมากและสารองค์ประกอบทางเคมี curcumin ในขมิ้น (สิริรัตน์ ทองรอด, 2556) จากผลการศึกษาที่ได้พบว่าน้ ามันสกัด

เปลือกมังคุดแห้งมีปริมาณสารองค์ประกอบทางเคมี alpha-mangostin มากที่สุด รองลง มาคือน้ ามันสกัดเปลือกมังคุดสด ยา

สมานแผลเตรียมจากสมุนไพรแห้ง และยาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรสด แม้ว่าประสิทธิภาพในการต้านไบโอฟิล์มของยา
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สมานแผลเตรียมจากสมุนไพรแห้งและน้ ามันสกัดเปลือกมังคุดแห้งมีประสิทธิภาพดีใกล้เคียงกัน แต่สารองค์ประกอบทางเคมี 

alpha-mangostin ในน้ ามันสกัดเปลือกมังคุดแห้งมีปริมาณมากกว่ายาสมานแผลเตรียมจากสมุนไพรแห้งประมาณ 2 เท่า 

แสดงให้เห็นว่าประสิทธิภาพในการต้านไบโอฟิล์มไม่ได้ขึ้นอยู่กับปริมาณสารองค์ประกอบทางเคมี alpha-mangostin เพียง

อย่างเดียว ดังตัวอย่างรายงานการศึกษาจากประเทศจีนที่ได้ท าการวิเคราะห์ปริมาณสารองค์ประกอบทางเคมีในยาสมุนไพร

จนี SiJunZiTang ซึ่งประกอบ ด้วยสมุนไพร 4 ชนิด พบสารองค์ประกอบทางเคมีทั้งหมด 66 ชนิด โดยมีสาร ginsenosides 

และ flavonoids เป็นสารองค์ประกอบหลัก (Wang et al., 2013) ดังนั้นในการศึกษาต่อไปควรท า การศึกษา chemical 

fingerprints ดังท่ีมีการวิจัยในยาสมุนไพรต่างๆ เพือ่ใช้เป็นแนวทางในการควบคุมภาพต่อไป 

นอกจากนี้จากผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ผิวหนังด้วยสารสกัดเฮกเซนและสารสกัดเอทานอลของสมุนไพร

แห้งในองค์ประกอบของยาสมานแผล และเปลือกมังคุดแห้ง พบว่า สารทดสอบทั้ง 4 ชนิด มีค่า IC50 มากกว่า 10 µg/ml และ

สารองค์ประกอบทางเคมี alpha-mangostin มีค่า IC50 มากกว่า 4 µg/ml ซึ่งมีความเป็นพิษน้อยกว่า ellipticine (IC50 = 

3.7 µg/ml) โดยก่อนหน้านี้มีรายงานการทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดเอทานอลและสารสกัดน้ าของยาสมานแผลต่อ 

vero cell พบว่าสารสกัดเอทานอลของยาสมานแผลมีค่า IC50 เท่ากับ 45.68 µg/ml ซึ่งมีความเป็นพิษในระดับปานกลาง 

ในขณะที่สารสกัดน้ ามีค่า IC50 มากกว่า 500 µg/ml (Chusri et al., 2013) แสดงให้เห็นว่าสารสกัดเอทานอลของยาสมาน

แผลมีความเป็นพิษต่อเซลล์ผิวหนังต่ ากว่า vero cell สอดคล้องกับรายงานการศึกษาของ Wang และคณะที่ท าการศึกษา

ความเป็นพิษของสารแซนโทนที่เป็นสารองค์ประกอบทางเคมีในเปลอืกมังคุดต่อเซลล์ผิวหนัง (normal skin fibroblast CCD-

1064Sk cell line) พบว่า สารองค์ประกอบทางเคมี alpha-mangostin, gamma-mangostin และ 8-deoxygartanine มี

ความเป็นพิษต่ า โดยแสดงค่า IC50 เท่ากับ 7.27, 11.33 และ 10.35 µg/ml ตามล าดับ (Wang et al., 2011)  
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A B S T R A C T

Ya-Samarn-Phlae (YaSP) is a traditional Thai polyherbal formula for the treatment of chronic wounds. Although
its ethanol extract has been proven to possess several wound-related biological activities, there is no scientific
information available for the infused oil of YaSP, which is its traditionally prepared form. This present study
therefore aimed to evaluate the efficacy of different infused oils obtained from either fresh or oven-dried herbal
parts of YaSP (F-YaSP and D-YaSP) against biofilms of Pseudomonas aeruginosa, which reside in chronic wounds.
Its main active herbal component, Garcinia mangostana (F-GM and D-GM), as well as α-mangostin were also
tested in this study. All infused oils significantly inhibited the biofilm formation of P. aeruginosa with a per-
centage of reduction ranging from 50 to 90%. Visualization of the inhibition of biofilm development was con-
firmed using scanning electron and atomic force microscopes. All tested agents resulted in a reduction in the
mean average roughness of the biofilm, whereas only treating with D-YaSP, D-GM, and α-mangostin led to a
decrease in both peak height and peak-valley height.

MTT reduction assays revealed that the metabolic activity of P. aeruginosa mature biofilms decreased con-
siderably up to 50% after only 3 h of incubation and after only 9 h of exposure to D-YaSP. Confocal laser
scanning micrographs illustrated that a maximum biofilm eradication was found when treated with the extracts
for 3 h, whereas the biomass, the average thickness, maximum thickness, and the surface to volume ratio of the
treated biofilm was reduced after up to 18 h of contact time. It can be concluded that D-YaSP can effectively
inhibit biofilm formation and eradicate mature biofilms of P. aeruginosa. It should be noted that G. mangostana
and α-mangostin contribute in YaSP as principle active agents for anti-biofilm efficacy.

1. Introduction

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen commonly
involved in a variety of different healthcare-associated infections, in-
cluding pneumonia, bloodstream infections, urinary tract infections,
and surgical site infections. Recently, this pathogen has become more
resistant to nearly all antibiotics such as aminoglycosides, cephalos-
porins, fluoroquinolones, and carbapenems, leading to an increase in
morbidity/mortality, length of hospital stay, and overall cost of the

treatment [1]. Moreover, the pathogen is known to be a very proble-
matic bacterium due to its ability to form resistant biofilms, and it has
been identified as one of the most common pathogens in chronic
wounds [2].

Several lines of evidence from both clinical experiences [3,4] and in
vivo studies [5,6] have demonstrated that the presence of bacterial
biofilms, in particular, P aeruginosa biofilms, are associated with the
chronicity of unhealed wounds by a prolonged inflammatory phase and
cause the impairment of epithelialization and granulation tissue
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formation. The available data also indicate that P. aeruginosa biofilms
have been found to be promoted by treatment with insulin in a diabetic
mouse model [7]. Interruption of bacterial adhesion and biofilm for-
mation therefore should be considered as novel treatment strategies for
chronic wounds. Over the past few years, there has been growing in-
terest in searching for natural compounds that act as new potential
antibacterial drugs as well as anti-biofilm agents to overcome this issue.

Ya-Samarn-Phlae (YaSP) (in Thai; Ya means medicine, Samarn
means healing, and Phlae means wound) has been traditionally em-
ployed for the treatment of chronic wounds and skin infections. It is
composed of Curcuma longa L. (rhizome), Areca catechu L. (seed), Oryza
sativa L. (seed), and Garcinia mangostana L. (pericarp). Our previous
study revealed that the ethanol extract of the formula possessed strong
antibacterial activity against methicillin-resistant Staphylococcus aureus
[8]. Moreover, it has been documented to inhibit biofilm formation of
P. aeruginosa [9] and Staphylococcus epidermidis [9]. In addition to its
antibacterial and anti-biofilm activities, YaSP also has remarkable anti-
inflammation and antioxidant abilities [8]. Our previous study also
revealed that among its herbal components, only Garcinia mangostana
ethanol extract and α-mangostin were found to possess notable anti-
bacterial and anti-biofilm activity against bovine mastitis-isolated

staphylococci [10].
During its traditional preparation, the formula is prepared by ex-

traction with freshly prepared coconut milk and low-temperature
cooking to obtain an active oil. Although our previous work indicated
an anti-biofilm activity of the ethanol extract of YaSP, the anti-biofilm
capability of a traditionally prepared form of YaSP has not been proven
yet. Therefore, this study aimed to investigate the anti-biofilm activity
of YaSP prepared from both oven-dried and fresh plant parts. Garcinia
mangostana and α-mangostin were additionally tested as active in-
gredients of YaSP. This study revealed that a poly-herbal formula, YaSP,
remarkably disturbs P. aeruginosa biofilm formation and affects its
biofilm architecture. The eradication of P. aeruginosa mature biofilms
after treating with YaSP was also demonstrated.

2. Materials and methods

2.1. Preparation and standardization of infused oil

Ya-Samarn-Phlae (YaSP) consists of equal proportions of Curcuma
longa L. (rhizome), Areca catechu L. (seed), Oryza sativa L. (seed), and
Garcinia mangostana L. (pericarp) [8]. To prepare the solution of YaSP,

Fig. 1. Effect of Ya-Samarn-Phlae made from dried herbs (white bars) or fresh herbs (grey bars), hot oil extractions prepared from dried (dark grey bars) or fresh
(black bars) pericarp of Garcinia mangostana, and pre-heated virgin coconut oil (50% v/v) as traditional extracting solvent (diagonal stripe bars), on the bacterial
growth (A) and biofilm development (B) of Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145. Growth or biofilm production of P. aeruginosa was significantly inhibited compared
with that of bacteria without the test compounds (*p < 0.05).
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the dried (D-YaSP) or fresh (F-YaSP) plants (125 g) were simmered
together with pre-heated virgin coconut oil (Tropicana® VCO; 1.5 L) at
60 °C for 4 h, while dried (D-GM) or fresh (F-GM) pericarps of Garcinia
mangostana (500 g) were used in preparation of either D-GM or F-GM
infused oil. After cooling, the infused oil was stored in a sterile amber
and airtight sealed bottle at room temperature until use. A patent for
“the preparation method of Ya-Samarn-Phlae (YaSP) as a topical wound
healing agent” has been granted under Thailand patent number 10008
(22nd June 2015).

To preliminarily confirm it as an active ingredient of the infused
oils, the α-mangostin content was analysed using a modification of a
previously described reversed-phase high-performance liquid chroma-
tography (RP-HPLC) method [11]. The HPLC model Agilent 1200 Series
(Agilent Technologies, USA) equipped with a 1200 series binary pump,
1200 Series autosampler, 1200 thermostatted column compartment,
and Agilent 1200 series diode array detector was used. The con-
centration of α-mangostin was determined on a reverse-phase ODS

Hypersil C18 column (4×250mm i.d., 5 μm). Acetonitrile:2% formic
acid buffer in a ratio of 70:30% (v/v) was used as the mobile phase at
flow rate of 1ml/min with a run time of 20min at ambient tempera-
ture. The samples dissolved in 80% methanol were injected using an
Agilent 1200 Series autosampler with an injection volume of 20 μL and
the monitoring wavelength was 245 nm. The standard solution of α-
mangostin was prepared by accurately weighing and dissolving α-
mangostin (Sigma Aldrich Chemie GmBH, Steinheim, Germany) in 80%
methanol to obtain a final concentration of 100 μg/ml. The solution was
then diluted to achieve the desired concentrations.

2.2. Bacterial strain and culture conditions

P. aeruginosa ATCC 10145 was used in this study as a biofilm po-
sitive strain. The pathogen was grown overnight at 37 °C on tryptic soy
agar (TSA). To promote biofilm formation, well-isolated colonies were
used to inoculate tryptic soy broth supplemented with 2% glucose

Fig. 2. Scanning electron micrograph images of biofilm formed by Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 on the surfaces of glass after incubation with 50% (v/v) of D-
YaSP (B), F-YaSP (C), D-GM (D) or F-GM (E). Tryptic soy broth containing 2% glucose (A) was used as the negative control and 2 μg/mL of α-mangostin (F) was
included as a representative active constituent.
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(TSBGlc) for 18 h at 37 °C. For the experiments, the suspension was then
diluted in TSBGlc to adjust the bacterial final concentration to
1× 106 CFU/ml.

2.3. Assessment of biofilm inhibition by crystal violet assay

The biofilm formation of the tested bacteria after treatment with
YaSP made from dried herbs (D-YaSP) and fresh herbs (F-YaSP) or hot
oil extractions prepared from the dried (D-GM) or fresh (F-GM) pericarp
of G. mangostana was performed by crystal violet assay in 96-well
polystyrene microtiter plates ((Nunclon™, Nunc, Thermo Scientific)
[12]. Each sample was serially diluted to obtain final concentrations
ranging from 100 to 1.53% v/v in TSBGlc containing 0.5% (v/v) of the
nonionic surfactant Tween 80, which was added to facilitate the

solubilization of the infused oil in the solution [13]. One hundred mi-
croliters of the bacterial suspension (1× 106 CFU/ml) was added to
each well along with 100 μl of the tested samples. After 48 h of in-
cubation, bacterial growth was measured at 620 nm by a multimode
plate reader (Varioskan Flash, Thermo Fisher Scientific Inc., USA).
Then, the plate was washed with 200 μl of PBS to remove planktonic
cells and dried for 1 h at room temperature. The biofilm was stained
with 0.1% crystal violet (200 μl) for 30min before washing with PBS.
DMSO was added to each well to leach the crystal violet from the
stained biofilm. The biofilm biomass based on crystal violet absorbance
was then measured at 600 nm. The pre-heated virgin coconut oil was
additionally tested to describe its biofilm inhibition ability as tradi-
tional extracting solvent. The test was performed in triplicate and
TSBGlc containing 0.5% (v/v) Tween 80 served as a negative control.

Fig. 3. Atomic force microscopy 3D images of biofilm formed by Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 on surfaces of glass after incubation with 50% (v/v) of D-YaSP
(B), F-YaSP (C), D-GM (D) or F-GM (E). Tryptic soy broth containing 2% glucose (A) was used as the negative control and 2 μg/mL of α-mangostin was included as a
representative active constituent (F). All images show an area of 5× 5 μm2.
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2.4. Visualization of biofilm architecture using scanning electron
microscopy (SEM) and atomic force microscopy (AFM)

The samples were prepared and examined as described previously
[12]. P. aeruginosa (1× 106 CFU/ml) was grown in 24-well polystyrene
plates with a glass slide in the presence or absence of the tested samples
at a final concentration of 50% (v/v) for 48 h at 37 °C. After incubation,
cells were washed with PBS and fixed with 2.5% glutaraldehyde for
1 h at room temperature. The fixed specimens were dehydrated using
ethanol at 50%, 70%, 80%, and 90% (v/v) for 15min, and 100% (v/v)
for 30min, followed by a critical point drying procedure (Quorum
Technologies EmiTech K850). The specimens were then sputter-coated
with gold and visualized by FEI-Quanta™ 400 scanning electron mi-
croscopy (SEM).

The biofilms were treated, and the samples were prepared as de-
scribed above. Sample measurements were carried out with an AFM
(Nanosurfe EasyScan 2 FlexAFM, Liestal, Switzerland) at the Centre of
Excellence in Nanotechnology for Energy, Department of Physics,
Faculty of Science, Prince of Songkla University [14].

2.5. Biofilm eradication by MTT assay

Biofilms were grown as described above and the diluted bacterial
suspension (1×106 CFU/ml) was added into 96-well polystyrene mi-
crotiter plates. The medium was changed every 24 h until a mature
biofilm was achieved. Then, the biofilm was gently washed with PBS
(200 μl) and the plate was left at room temperature for 1 h. After
drying, the biofilm was exposed to 100% v/v of the tested samples for
3, 6, 9, and 18 h. At each time point, the medium was removed by
washing with 250 μl PBS and the plate was left to dry for 1 h. Bacterial
viability was analysed using a 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) −2,5-di-
phenyl tetrazolium bromide (MTT; Sigma) reduction assay as described

previously [15]. Briefly, an aliquot of MTT solution (2mg/ml; 20 μl)
along with 180 μl of TSBGlc were added into each well. The plate was
then incubated for 3 h in the dark at 37 °C. Following the incubation,
the MTT solution was removed and replaced with 200 μl of DMSO. The
colour intensity of the DMSO dissolved formazan was determined by a
microplate reader at 482 nm. The test was performed in triplicate.
TSBGlc containing PBS served as a negative control.

2.6. Visualization of mature biofilm architecture of P. aeruginosa using
confocal laser scanning microscopy

Mature biofilms of P. aeruginosa were prepared as previously de-
scribed [16]. Three-day-old biofilms were exposed to 1ml each of D-
YaSP, F-YaSP, D-GM, and F-GM for different time intervals (3 h, 6 h, 9 h,
and 18 h). At each time point, the biofilm slides were taken out and
rinsed with hexane. The samples were analysed by confocal laser
scanning microscopy (CLSM; Zeiss LSM 710, Germany) after staining
for 30min in the dark with a LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability
Kit, a known indicator of cell viability, related to cell membrane in-
tegrity. Parameters including biofilm biomass, average and maximum
thickness, and surface to volume ratio were used to evaluate the mature
biofilm architecture of P. aeruginosa. A total of six image stacks were
acquired and quantified by COMSTAT image analysis software as pre-
viously described [17].

2.7. Statistical analysis

All data are expressed as the means ± SD or the means ± SE.
Differences between groups were described by the Duncan's multiple
range test. P values less than 0.05 were considered statistically sig-
nificant.

3. Results

3.1. D-YaSP, F-YaSP, D-GM, and F-GM reduce biofilm formation by P.
aeruginosa

The results of the biofilm inhibition, presented in Fig. 1, revealed
that D-YaSP, F-YaSP, D-GM, and F-GM at 0.78–6.25% (v/v) sig-
nificantly reduced P. aeruginosa ATCC 10145 biofilm formation without
any change in bacterial growth when compared with the control
(p < 005). Reduced biofilm formation was even observed at con-
centrations 12.50–50% (v/v), but there was also a significant decrease
in bacterial number (Fig. 1A). An inhibition of P. aeruginosa biofilm
formation of 75.64 ± 7.01% was found for the pre-heated virgin co-
conut oil at concentration of 50% (v/v).

Table 1
Mean values of roughness average, peak height, and peak-valley height of
biofilm formed by Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 over a 25-μm2 area
after incubation with 50% (v/v) of Ya-Samarn-Phlae made from dried herbs (D-
YaSP) and fresh herbs (F-YaSP) or hot oil extractions prepared from dried (D-
GM) or fresh (F-GM) pericarp of Garcinia mangostana.

Tested agents Parameters (means ± SD; nm)

Roughness average Peak height Peak-valley height

TSB+2% glucose 91.86 ± 11.68 375.13 ± 20.93 725.98 ± 59.88
D-YaSP 45.12 ± 11.96* 223.32 ± 49.81* 399.08 ± 33.15*
F-YaSP 49.88 ± 25.85* 299.85 ± 47.68 519.12 ± 89.48
D-GM 4.64 ± 2.11* 61.85 ± 29.66* 96.33 ± 48.60*
F-GM 10.83 ± 8.50* 172.32 ± 152.74 224.18 ± 184.67
α-mangostin# 11.09 ± 5.45* 115.86 ± 55.47* 167.67 ± 82.01*

*The values are significantly decreased compared with those of biofilm without
the tested agents (p < 0.05).
#: 2 μg/ml of α-mangostin was included as a representative active constituent.

Table 2
Mature biofilm eradication ability of Ya-Samarn-Phlae made from dried herbs (D-YaSP) and fresh herbs (F-YaSP) or hot oil extractions prepared from dried (D-GM) or
fresh (F-GM) pericarp of Garcinia mangostana on 3-day biofilms of Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 measured by an MTT reduction assay.

Tested agents Percentage of biofilm eradication (%±SD) at difference contact times (h);

3 h 6 h 9 h 18 h

PBS 27.26 ± 8.58d 40.51 ± 7.53c 38.93 ± 7.96c −54.18 ± 10.97d

D-YaSP 53.78 ± 7.036 bc 54.39 ± 6.58 b 53.95 ± 4.66 b 14.77 ± 7.63 b

F-YaSP 60.36 ± 9.60 b 40.01 ± 8.25c 23.92 ± 7.63c −11.49 ± 6.44c

D-GM 47.85 ± 3.04c 44.61 ± 8.41 bc 48.31 ± 14.90 b −15.86 ± 1.92c

F-GM 57.17 ± 0.13 bc 26.34 ± 2.94d 10.69 ± 4.62d 11.51 ± 3.37 b

α-mangostin# 91.27 ± 1.06a 90.66 ± 2.02a 89.40 ± 5.46a 94.59 ± 2.60a

a-eValues in the same column with different superscripts are significantly different by the Duncan's multiple range test (p < 0.05).
#: 2 μg/mL of α-mangostin was included as a representative active constituent.
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3.2. Biofilm formation of P. aeruginosa affected by YaSP and its
constituents

The architecture of the P. aeruginosa biofilm formed on a glass slide
after 48 h was investigated by SEM, which is illustrated in Fig. 2. SEM
images showed rod-shaped cells of P. aeruginosa in the control condi-
tion, forming a dense cell aggregation and biofilm formation (Fig. 2A).
In contrast, cells treated with D-YaSP (Fig. 2B), F-YaSP (Fig. 2C), D-GM
(Fig. 2D), and F-GM (Fig. 2E) displayed fewer bacterial clusters and
slight aggregation with poor formation of the biofilm when compared
with the control cells. Alpha-mangostin, a standard biomarker of G.
mangostana, also profoundly inhibited the biofilm formation of the
bacteria on a glass surface (Fig. 2F).

The three-dimensional topography of the P. aeruginosa biofilm in

different conditions examined by AFM is also given in Fig. 3. A highly
dense biofilm surface was observed in the control P. aeruginosa biofilm
(Fig. 3A), which showed a roughness average, peak height, and peak-
valley height of 91.86 ± 11.68, 375.13 ± 20.93, and
725.98 ± 59.88 nm, respectively (Table 1). Loss of the bacterial bio-
film surface was observed in the D-YaSP (Fig. 3B), F-YaSP (Fig. 3C), D-
GM (Fig. 3D), F-GM (Fig. 3E), and α-mangostin (Fig. 3F) treatment
groups, which all had a significant reduction (p < 0.05) in roughness
average when compared with those of the control biofilm. The rough-
ness averages for the treatment groups were 45.12 ± 11.96,
49.88 ± 25.85, 4.64 ± 2.11, 10.83 ± 8.50, and 11.09 ± 5.45 nm
for D-YaSP, F-YaSP, D-GM, F-GM, and α-mangostin, respectively. All
parameters, including roughness average, peak height, and peak-valley
height, were significantly decreased (p < 0.05) in the D-GM and α-

Fig. 4. Confocal laser scanning microscopy analysis of 3-day biofilms of Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 on glass surfaces after incubation with 100% (v/v) Ya-
Samarn-Phlae made from dried herbs (D-YaSP; upper panel) and fresh herbs (F-YaSP; upper panel) for 3, 6, 9, or 18 h. Control represents the 3-day biofilms incubated
in phosphate buffered saline for 18 h. Scale bars are 50 μm.

Fig. 5. Confocal laser scanning microscopy analysis of 3-day biofilms of Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 on glass surfaces after incubation with 100% (v/v) hot
oil extractions prepared from dried (D-GM; upper panel) or fresh (F-GM; lower panel) pericarp of G. mangostana for 3, 6, 9, or 18 h. The control represents the 3-day
biofilms incubated in phosphate buffered saline for 18 h. Scale bars are 50 μm.

J. Chokpaisarn et al. Microbial Pathogenesis 128 (2019) 354–362

359



mangostin treatment group compared with the control (Table 1).

3.3. Mature biofilms of P. aeruginosa were interrupted by YaSP and its
constituents

To investigate the effects of all tested agents on biofilm eradication,
biofilms were grown for 3 days and then treated with the tested agents
for 3, 6, 9, and 18 h. Table 2 shows that D-YaSP (53.78%), F-YaSP
(60.36%), D-GM (47.85%), and F-GM (57.17%) treatment effectively
eradicated the mature P. aeruginosa biofilm after 3 h of incubation
compared with the PBS control (p < 0.05). Interestingly, treatment
with the solution made from the fresh part of the herbal constituents (F-
YaSP and F-GM) for 3 h significantly decreased biofilms more than the
solution prepared from the dry plants. After 6 h of incubation time, only
D-YaSP significantly destroyed the biofilm formation by 54.39%. There
were no effects of all tested agents on biofilm eradication after 9 h of
incubation. However, at 18 h, the ability of D-YaSP and F-GM to destroy
the biofilms was clearly lost when compared with the PBS-treated
biofilms. D-YaSP and D-GM still had a similar percentage of biofilm
eradication after 9 h of treatment whereas the ability of F-YaSP and F-
GM to destroy the biofilm was apparently weakened over the tested
times. Alpha-mangostin significantly eliminated the biofilms at all
timepoints with percentages up to 89%. Notably, YaSP prepared from
both dry and fresh plants had better activity to eradicate the mature
biofilm formation than the GM solution.

To further examine the dispersal effects of all tested samples on the
established biofilms, the bacteria were grown for 3 days before starting
the treatments. CLSM was used to visualize the images. The results

Table 3
Quantitative structural parameters of 3-day biofilms of Pseudomonas aeruginosa
ATCC 10145 after treatment with Ya-Samarn-Phlae made from dried herbs (D-
YaSP) and fresh herbs (F-YaSP) or hot oil extractions prepared from dried (D-
GM) or fresh (F-GM) pericarp of Garcinia mangostana.

Tested agents Contact
times (h)

Biomass
(μm3/
μm2)

Average
thickness
(μm)

Maximum
Thickness
(μm)

Surface to
volume
ratio
(μm2/μm3)

PBS 18 34.00 18.00 33.00 0.034
D-YaSP 3 26.33 13.16 24.69 0.042

6 19.30 9.653 18.10 0.056
9 21.50 10.75 18.82 0.051
18 25.21 12.60 23.64 0.044

F-YaSP 3 24.58 12.29 23.05 0.045
6 24.96 12.48 21.84 0.044
9 24.28 12.14 22.77 0.045
18 21.22 10.61 17.25 0.051

D-GM 3 22.56 11.28 21.15 0.049
6 20.02 10.01 18.77 0.054
9 20.78 10.39 19.49 0.052
18 20.14 10.07 18.89 0.054

F-GM 3 29.57 14.78 27.73 0.041
6 32.12 16.06 30.12 0.039
9 26.77 13.38 25.10 0.045
18 23.89 11.94 22.40 0.049

Fig. 6. HPLC calibration curve of α-mangostin (a proposed active constituent; A) and its quantitative analysis in each infused oil prepared from YaSP and Garcinia
mangostana pericarp (GM; B). Values were subjected to one-way analysis of variance (ANOVA), the letter indicates the p value significance (p < 0.05).
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illustrated that P. aeruginosa biofilms treated with PBS for 18 h ex-
hibited complete structures of biofilms with more live cells (green cells)
than dead cells (red cells) (Figs. 4 and 5). The biofilms treated with D-
YaSP (for 18 h), F-YaSP (for at least 9 h), D-GM (for at least 9 h), and F-
GM (for at least 6 h) appeared to contain more bacteria with damaged
membranes, which fluoresced yellow and orange. The biofilm structure
was eradicated after treatment with all samples for 3 h (Figs. 4 and 5).
The quantitative measurements obviously confirmed that all samples
certainly influenced the biofilm structures by inducing decreases in
biomass and biofilm thickness after 3 h of treatment when compared
with the PBS control (Table 3).

3.4. α-mangostin was found in all infused oils

RP-HPLC analysis of YaSP and G. mangostana infused oils revealed
the presence of α-mangostin as a marker constituent with anti-biofilm
activity per millilitre of each infused oil as shown in Fig. 6. D-GM and F-
GM possessed higher α-mangostin contents than that of D-YaSP and F-
YaSP, and it should be noted our data clearly demonstrated that the
anti-biofilm activities of D-YaSP were significantly higher than that of
the GM infused oils. Therefore, this study has confirmed that α-man-
gostin is an active constituent in YaSP.

4. Discussion

A previous study has proposed that biofilms of P. aeruginosa proceed
through at least five phenotypic steps including (i) initiation of adhe-
sion of planktonic bacteria, (ii) irreversible attachment of the cells, (iii)
formation of microcolonies, (iv) development of a three-dimension
community, and (v) dispersion of the biofilm [18]. Among these men-
tioned steps, several studies have revealed that medicinal plants as well
as plant-derived compounds possess anti-biofilm activity, in particular,
they inhibit bacterial adherence and further interrupt the biofilm for-
mation [16,19]. For example, zingerone isolated from Zingiber officinale
was found to reduce three flagellum-mediated motilities, swimming,
swarming, and twitching, thus resulting in ineffective attachment of P.
aeruginosa cells to catheter surfaces and leading to either delay or in-
hibition of biofilm formation of this pathogen [19].

To our knowledge, no previous literature has reported the anti-
biofilm development properties of A. catechu and O. sativa, but acetone-
water extracts of A. catechu were found to display quorum sensing (QS)
antagonistic activity and inhibited flagella motility-dependent
swarming of P. aeruginosa [20]. It is well-documented that α-mangostin,
an active constituent found in the pericarp of G. mangostana [21], has
stronger antibacterial activity than that of curcumin [22] and arecoline
[23], the reported active constituents of C. longa and A. catechu, re-
spectively. This information is consistent with our previous report,
wherein the antibacterial activity of YaSP ethanol extract and α-man-
gostin had better inhibitory effects towards coagulase-negative and
-positive staphylococci isolated from bovine mastitis compared to that
of curcumin [10]. Alpha-mangostin was also found to prevent the initial
adherence of Candida albicans [24] and inhibit the biofilm development
of Streptococcus mutans, C. krusei, C. tropicalis, C. glabrata, S. epidermidis,
and S. aureus [25–27]. In spite of the antibacterial, antioxidant, and
anti-inflammatory activities of curcumin, intensive works have been
conducted on its inhibitory activity towards the biofilm formation of
several pathogens. Packiavathy et al. [16] found that curcumin is
capable of inhibiting the biofilm formation of treated uropathogens
including Escherichia coli, P. aeruginosa, Proteus mirabilis, and Serratia
marcescens by up to 80% in a dose-dependent manner and interrupting
their biofilm architecture. Previous studies have demonstrated that
curcumin inhibits flagellar-mediated swimming motility, which plays a
crucial role in the cell-to-surface adherence of P. aeruginosa and other
pathogens such as Salmonella enterica Typhimurium, Vibrio spp., E. coli,
P. mirabilis, and S. marcescens [16,28,29].The compound was ad-
ditionally found to interfere with the QS system of E. coli, Vibrio spp., S.

marcescens, and P. aeruginosa [16,28]. This can lead to interruption of
the development of signal-mediated biofilm formation and inhibit QS-
mediated virulence such as the production of rhamnolipid, exopoly-
saccharide, alginate, prodigiosin, beta-galactosidase, and acyl homo-
serine lactone [16,28,29]. Taken together, the anti-biofilm action of
YaSP on both hydrophobic and hydrophilic surfaces might be asso-
ciated with the presence of α-mangostin and curcumin in the formula,
which may interrupt the biofilm development via either the inhibition
of the QS system or disturb the swimming motility of the pathogen.

The mature biofilm has a complex architecture that increases its
resistance against the host defence system and conventional antibiotic
treatment. The findings of our study revealed that traditionally pre-
pared YaSP could eradicate a preformed biofilm of P. aeruginosa by
reducing the number of viable cells and causing cell membrane damage.
This corresponds well with the reports of Packiavathy et al. [16],
Nguyen et al. [25], and Nguyen et al. [30], who revealed that curcumin
extracted from C. longa and α-mangostin extracted from G. mangostana,
which are the components of YaSP, can disrupt the structural integrity
of S. mutans, S. aureus, E. coli, P. mirabilis, and S. marcescens biofilms.
Previous studies have reported the ability of plant-derived compounds
with anti-biofilm properties to either enhance their inhibitory effect in
combination with antibacterial agents such as zingerone/ciprofloxacin,
curcumin/ceftazidime, curcumin/ciprofloxacin, etc. [19,31], or en-
hance P. aeruginosa immune clearance in in vivo models such as baicalin
from Scutellaria baicalensis [32], ellagic acid from Terminalia chebula
[33], etc. Therefore, the alteration of preformed biofilms and modula-
tion of biofilm development resulting in thinner biofilms, as observed in
the current study, may lead to an increase in susceptibility to conven-
tional antibiotics and host immune clearance. Even though α-man-
gostin was previously found to be inactive against E. coli and P. aeru-
ginosa [34], the compound exhibits strong antimicrobial activity against
S. mutans, S. aureus, and S. epidermidis cells by disrupting the integrity
of the cytoplasmic membrane of the pathogens [21,25,30]. Further-
more, α-mangostin was found to strongly reduce cell viability in the
preformed biofilm, and the hot oil extractions obtained from both YaSP
and G. mangostana caused cytoplasmic membrane damage of P. aeru-
ginosa. It should be noted that the traditional extracting solvent, co-
conut oil, has also been reported to have inhibitory activity against C.
albicans [35], S. mutans [36], and Clostridium difficile [37]. A similar
tendency was observed in our study where the preheated virgin coconut
oil has found to possess biofilm inhibition property, however, its anti-
biofilm activity was lower than that of D-YaSP and D-GM which their
percentage of biofilm inhibition was up to 97%. Lack of systematic
studies on anti-biofilm mechanisms of both active ingredients as well as
the traditional extracting solvent of YaSP can be also mentioned as the
limitation of this study and are currently being assessed by our research
group.

Therefore, the results of the present work indicated that tradition-
ally prepared YaSP, in particular when extracted from dried herbs, has
potent anti-biofilm potency and it may serve as an add-on strategy to
reduce the development of biofilms via inhibiting biofilm formation
and eradicating preformed biofilms. Although the anti-biofilm me-
chanisms of YaSP are under ongoing investigation, the formula might
be explored in the future for its topical application, especially as a
YaSP-containing cleaning solution for chronic wounds.

5. Conclusion and prospects

Traditionally, the hot oil extraction of YaSP has been intensively
used in the treatment of chronic wounds, which invariably result in
biofilm-associated bacterial infections. This study is the first work that
explored the traditional form of YaSP, a complex herbal medicine, in-
stead of its extracts. The anti-biofilm activity of YaSP on both hydro-
phobic and hydrophilic surfaces might be partly associated with the
presence of α-mangostin in the formula. The anti-Pseudomonas biofilm
activity of the herbal formula could also be effective in the prevention
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of the development and growth of many other pathogens found in
chronic wounds such as Staphylococcus spp. and Enterococcus spp.
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