
รหสัโครงการ R2554B053                                                                                                                   หนา้ 1 

 
 

รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ� 
 
 

โครงการ: การทดสอบความเป�นพิษและประสิทธิภาพผลการเร�งการฟ��นตัวของบาดแผลของเจลไฟโปรอินใน
สัตว%ทดลอง (Toxicity testing and wound healing efficacy of fibroin gel in animal model) 

 
 
 
 
 

โดย 
 

ผศ.ดร. ณัถวุฒิแซ6ลิ้ม และคณะ 
 

31 กรกฏาคม 2555 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

สัญญาเลขท่ี R2554B053 



รหสัโครงการ R2554B053                                                                                                                   หนา้ 2 

 
 

รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ� 
 
 

โครงการ: การทดสอบความเป�นพิษและประสิทธิภาพผลการเร�งการฟ��นตัวของบาดแผลของเจลไฟโปรอินใน
สัตว%ทดลอง (Toxicity testing and wound healing efficacy of fibroin gel in animal model) 

 
 
 
 
 
 
 

คณะะผูIวิจัย 
 

1. ผศ.ดร. ณัถวุฒิแซ6ลิ้ม 
ภาควิชาเภสชักรรมปฏิบัติ คณะเภสัชศาสตร� มหาวิทยาลัยนเรศวร 

2. นาย นิคม นาคสุพรรณ 
นิสิตหลักสูตรวิทยาศาสตรดุษฏีบัณฑิต สาขาเภสชัศาสตร� คณะเภสัชศาสตร� มหาวิทยาลัยนเรศวร 

3. ดร. พรนรินทร� เทพาวราพฤกษ� 
ภาควิชาสรีรวิทยา คณะวิทยาศาสตร�การแพทย� มหาวิทยาลัยนเรศวร 

4. ผศ.ดร. นิวัติ เทพาวราพฤกษ� 
ภาควิชาสรีรวิทยา คณะวิทยาศาสตร�การแพทย� มหาวิทยาลัยนเรศวร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

สนับสนุนโดยงบประมาณแผ6นดิน มหาวิทยาลัยนเรศวร 
 
 



รหสัโครงการ R2554B053                                                                                                                   หนา้ 3 

Abstract 
 
 

The primary objective of this study is to demonstrate the efficacy of purified silk protein-fibroin 
gel preparation on wound healing effect and its toxicity in animal model.  

It’s been known that silk protein-fibroin offers special properties in animal and clinical uses, 
namely non-allergy, tissue compatibility, bio-degradability, and safety profile.  Recently, some studies 
suggested that fibroin may contain ability to help wound healing by increasing rate and amount of 
proliferating cells, inhibiting free radicals, and protecting cell from apoptosis. These evidences, however, 
were from in-vitro models. Together with our previous findings, fibroin from difference sources generated 
different physical, chemical, and biological results. Therefore, we developed our own process to purified 
fibroin from Thai yellow silk cocoon. Our silk fibroin contains high quality, molecular weight homogeneity, 
water solubility, heat and wide pH ranges tolerability. This in-house fibroin showed significant increase in 
cell proliferation on both cultured primary fibroblasts and keratinocytes, and promoted wound healing in 
ex-vivo porcine skin wound healing model.  

In this experiment, 38 male Sprague-Dawley rats with 200-250g in weight were used. Animal were 
randomly assigned by numbers preset for operating dates, wound treatment patterns, and wound 
harvesting dates.   Animals were kept in individual cage in temperature-controlled room (25±2 °C), 12 
hours dark-light cycles. Food and water were provided ad lib (the protocol was approved by Naresuan 
University Animal Ethics Committee). Wounding procedure, in brief, animals were anesthetized by 40 
mg/kg Nembutal ip and given antibiotic 50mg/kg ampicillin ip, hair at the back of the animals were 
removed by electric clipper and surgical blade, proposed wound positions were marked using a guiding 
grid, four full thickness wounds (two wounds/ side) were made using a biopsy punch (0.6 cm Ø) with 1 cm 
apart from each other and 0.5 cm away from animal vertebral line. Afterwards, four wound treatment 
preparations, fibroin 1% gel in PBS, fibroin 2.5% gel in PBS, PBS (control), and carboxy methyl cellulose 
(CMC) 1% gel in PBS (control for occlusion effect) were applied onto designated wounds at 20µl/wound. 
All wounds in each animal were secured with elastic TegadermTM film (3MTM) 6x7 cm to protect leakage of 
treatment preparations and contaminations. Neck ring was then put on to avoid wound scratching and 
tearing. Wounds were harvested at specified date post wound operation, D1, D3, D5, D7, and D14 (D1, D3, 
D5, D7 N=8, only D14 N=6).  Animals were euthanized, and each wound was inspected, photographed, 
and measured before wounds harvesting and storage for histology and immunostaining studies. Abnormal 
signs and symptoms on skin such as allergy, inflammation was closely observed by the experts throughout 
the study. To evaluate the wound healing effect of treatment groups, histology and expression of specific 
proteins, Ki67, CK14, CK10, and collagen I of each wound were extensively studied.  

General physical observation, all animal were healthy, gaining weight, no stress signs. All wounds 
showed no signs of infection, allergy, or tissue toxicity event from any received treatment preparations. 
Histology study revealed no significant difference among treatment groups after 1 day post wounding in 
term of mean% wound coverage (% re-epithelialization). All groups stayed around 11-13% wound 
coverage. Three days after operation (D3), wounds treated with fibroin gel 2.5% significantly showed the 
highest of mean% wound coverage (or %re-epithelialization, %RE)  at 70% compared to CMC 1% (49.5%), 
fibroin gel 1% (47%), และ PBS (42.7%) by ANOVA (p<0.01). Complete wound coverage (100 %RE) were 
clearly observed  3/8 wounds in wounds treated with fibroin gel 2.5% and 1/8 wounds in fibroin gel 1% 
treatment group. No complete wound coverage was observed in wounds with CMC 1% treated or PBS 
treated groups. After 5, 7, and 14 days post wounding there were no statistical difference of %wound 
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coverage in any groups since more wounds started to heal completely, and were completely healed by 
14 days.    

The expression patterns of basic protein markers in skin cells used in this study to help evaluation 
of abnormal healing process were Ki67 (indicating cell proliferation), CK1/10 (indicating differentiated 
keratinocytes), CK14 (indicating un-differentiated keratinocytes), and collagen I (matrix protein).  The 
immunostaining study clearly showed all wounds in all groups were healed normally in the same 
patterns. 

In conclusion, this study clearly demonstrated that fibroin gel treatment (single dose) accelerated 
wound healing in animal model by increasing wound epithelial migration. Wounds treated with fibroin gel 
2.5% provided a better wound healing result than wounds with fibroin gel 1%. The maximal efficacy could 
be observed after 3 days. Both concentration preparations used in this study contained no cell or tissue 
toxicity, or inhibited wound healing process.  The results were further confirm the healing effect of silk 
protein fibroin previously reported in primary cell lines and in ex-vivo porcine skin wound healing models. 
The next step we will move to clinical trial level.  
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บทคัดย6อ 
 
 

วัตถุประสงค%หลักของโครงการน้ี จะมุ�งเนpนศึกษาศึกษาความเป�นพิษต�อผิวหนัง และประสิทธิภาพผลการเร�งการฟ��น
ตัวของบาดแผลของสารสกัดโปรตนีจากรังไหม fibroin ในรูปแบบยาเตรยีมแบบเจลในสตัว%ทดลอง (Sprague-Dawley rat) 
และมีการวางแผนของโครงการในอนาคตท่ีคณะผูpวิจัยตั้งเปwาท่ีจะพัฒนาสูตรตํารับเพ่ือพัฒนาเป�นยาช�วยเร�งการฟ��นตัวของ
บาดแผลในมนุษย%ต�อไป 

ซ่ึงทราบเป�นเวลายาวนานแลpวว�า โปรตีน fibroin มีคณุสมบัติเขpากันไดpดีกับร�างกาย ไม�ก�อใหpเกิดการแพp และสามารถ
ย�อยสลายไดpในร�างกาย มีความปลอดภัยสูง ตลอดจนมีรายงานหลายช้ินระบุผลของสารสกัดโปรตีน fibroin อาจเสรมิสรpางหรือ
เร�งกระบวนการฟ��นตัวของบาดแผล โดยสามารถช�วยเร�งการเจริญเตบิโตและเพ่ิมจํานวนของเซลล% มีฤทธ์ิยับยั้งการเกิดอนุมลู
อิสระ และปwองกันการตายของเซลล%จากการขาดซีรั่ม แต�ส�วนใหญ�ของรายงานจะเป�นการทดลองใน in-vitro model 
นอกจากน้ันพบว�าผลติภณัฑ% fibroin ท่ีนํามาทดสอบจากรังไหมต�างชนิดกัน แหล�งผลิตท่ีต�างกัน จะมคุีณลักษณะท่ีมีแตกต�าง
กันมากท้ังดpานกายภาพและเคมี ตลอดจนประสิทธิภาพการออกฤทธ์ิทางชีวภาพ ทีมผูpวิจัยจึงไดpพัฒนาคิดคpนวิธีการสกัดโปรตีน
ไหม fibroin จากรังไหมสเีหลืองของไทย และทําการพิสูจน%คณุลักษณะของผลิตภณัฑ% ซ่ึงทีมผูpวิจัยประสพความสําเร็จในการ
แยกสกัดโปรตีน fibroin จากรังไหมเหลืองพันธุ%ไทยไดpสําเร็จ โดยไดpสารสกัดโปรตีนท่ีมีคณุภาพสูง ขนาดของโมเลกุลค�อนขpาง
คงท่ี มีการละลายไดpดีท่ี pH ต�างๆ และทนความรpอนดี ผูpวิจัยไดpนําโปรตีน fibroin ท่ีแยกสกัดน้ีมาทดสอบกับ cell lines (in-
vitro model) และ กับโมเดลผิวหนังสุกรท่ีเพาะเลี้ยงท่ีพัฒนามาทดสอบผลต�อการฟ��นตัวของบาดแผล (ex-vivo porcine skin 
wound healing model) ซ่ึงโมเดลน้ีพัฒนาข้ึนโดยทีมวิจัยเช�นกัน ผลการทดลองสนับสนุนว�า fibroin สามารถเร�งการเพ่ิม
จํานวนของเซลล% และเร�งการฟ��นตวัของบาดแผลดีกว�ากลุ�มควบคุมอย�างมีนัยสําคัญ  

การทดลองใชpสัตว%ทดลอง หนูเรท ตัวผูp นํ้าหนักตัว 200-250 กรัม โดยสตัว%ทดลองแต�ละตัวจะถูกสุ�มใหpหมายเลขเพ่ือ
สะดวกในการกําหนดวันการทําบาดแผลและการเก็บบาดแผล ตลอดจนระบุการใชpสารทดสอบในตําแหน�งแต�ละตําแหน�งของ
บาดแผล สัตว%ทดลองจะถูกเลี้ยงในกรง 1 ตัวต�อกรง ภายในหpองท่ีควบคุมอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส และมีแสงสว�าง 12 
ช่ัวโมงสลับความมืด 12 ช่ัวโมง มกีารใหpอาหารและนํ้าอย�างบริบูรณ% (โครงการน้ีผ�านการเห็นชอบจากคณะกรรมการ
จรรยาบรรณการใชpสัตว%ทดลอง มหาวิทยาลัยนเรศวรเป�นท่ีเรยีบรpอย) ในข้ันตอนการทําบาดแผล สตัว%ทดลองจะถูกวางยาสลบ
ดpวย Nembutal ในขนาด 40 mg/kg และ ampicillin 50mg/kg เขpาช�องทpอง จากน้ันขนบนหลังสัตว%จะถูกโกนและฆ�าเช้ือ
โรค กําหนดจุดท่ีจะทําการผ�าตัดเอาส�วนผิวหนังช้ัน epidermis และ dermis ออก ซ่ึงตําแหน�งท่ีกําหนดจะขนานตามแนว
กระดูกสันหลังระหว�างขาหนpาและขาหลัง โดยใชp guiding grid เป�นตัวช�วยกําหนดตําแหน�ง ทําการเจาะบาดแผลโดยใชp 
biopsy punch จํานวน 4 บาดแผล (ขpางละ 2 บาดแผล) ขนาดเสpนผ�าศูนย%กลาง 0.6 cm. บาดแผลห�างจากกัน 1 cm และ
ห�างจากแนวกระดูกสันหลัง 0.5 cm. กลุ�มการทดลองมี 4 กลุ�มคือ 1. ยาเตรยีมสารสกัดรังไหม fibroin ในรูปแบบเจลท่ีมคีวาม
เขpมขpนของ fibroin 1% gel in PBS, 2. ยาเตรียมสารสกัดรังไหม fibroin ในรูปแบบเจลท่ีมีความเขpมขpนของ fibroin 2.5% 
gel in PBS, 3. PBS (กลุ�มควบคุม), และ 4. carboxy methyl cellulose (CMC)  1% gel in PBS (control for occlusion 
effect) โดยจะใส�สารทดสอบแต�ละชนิด จํานวน 20µl ในบาดแผลตามตําแหน�งของสัตว%ทดลองแต�ละตัวตามการสุ�ม
สัตว%ทดลองขpางตpน (D1, D3, D5, D7 ชุดละ 8 ตัว ยกเวpน D14 มีจํานวน 6 ตัว)  หลังผ�าตัดบาดแผลของสัตว%ทดลองจะถูกป�ด
ดpวย TegadermTM film (3MTM) ขนาด 6x7 cm. เพ่ือปwองกันการไหลออกของสารทดสอบและปwองกันบาดแผลจากการติดเช้ือ
หรือปนเป��อนวัสดุรองนอน และใส�ปลอกคอสัตว%ทดลองเพ่ือปwองกันการกัดแทะหรือเลยีบาดแผล ผ�าตดัเก็บบาดแผล ในวันท่ี 1 
(D1), 3 (D3), 5 (D5),  7 (D7), และ 14 (D14)  วันหลังทําบาดแผล โดยก�อนการผ�าตดัจะมีการประเมินลักษณะบาดแผล และ
การฟ��นตัวของบาดแผลก�อน โดยท้ังการถ�ายรูปบาดแผล การวัดขนาดของบาดแผลท่ีลดลง และการสงัเกตอ่ืนๆ ประเมินผลการ
เกิดพิษท่ีเกิดกับผิวหนัง เช�น การอักเสบ การแพp เป�นตpน (โดยผูpเช่ียวชาญดpานสตัว%ทดลอง) ตรวจสอบทาง histology ของ
บาดแผลทุกช้ินเพ่ือประเมินผลการฟ��นตัวของบาดแผล และทําการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนต�างๆท่ีเก่ียวขpองกับการ
ฟ��นตัวของบาดแผล Ki67, CK14, CK10, และ collagen I สัตว%ทดลองจะถูกทําใหpสิ้นชีวิตอย�างสงบและรวดเร็วโดยใชp 
guillotine  

ผลทางกายภาพตรวจสอบทางกายภาพ สัตว%ทดลองมีสุขภาพแข็งแรงดี นํ้าหนักตัวเพ่ิมข้ึน ไม�มีการแสดงถึงอาการ
เครียด สภาพโดยท่ัวไปของบาดแผลท่ีทําไวpบนหลังสตัว%ทดลอง พบว�าไม�มีการตดิเช้ือ ไม�มีขpอบ�งช้ีการแพpหรือความเป�นพิษของ 
สารทดสอบ และสัตว%ทดลองมีการฟ��นตัวของบาดแผลท่ีเป�นปกติ ทุกบาดแผลบนสตัว%ทดลองทุกตัวจะมีการสมานตัวท่ีหายสนิท
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ภายใน 14 วัน ผลจากการศึกษาทาง histology ของบาดแผลบนหลงัสัตว%ทดลอง 1, 3, 5, 7, 14 วัน ภายหลังจากการทํา
บาดแผลและการใหpสารทดสอบโดยการวิเคราะห%การเคลื่อนท่ีของ epidermal migration (EM) ในรปู %RE (% re-
epithelialization) หรือ % wound coverage พบว�า %RE มีความแตกต�างอย�างเห็นไดpชัดเจนในบาดแผลบนหลัง
สัตว%ทดลอง 3 วันภายหลังจากการทําบาดแผล โดยกลุ�มบาดแผลท่ีไดpรับสารทดสอบ fibroin gel 2.5% (70%), จะมี %RE สูง
กว�ากลุ�มบาดแผลท่ีไดpรับสารทดสอบอ่ืนๆ CMC 1% (49.5%), fibroin gel 1% (47%), และ PBS (42.7%) อย�างมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (ANOVA, p<0.01) และเมื่อเทียบผลระหว�างกลุ�มบาดแผลท่ีไดpรับสารทดสอบ fibroin gel 2.5% กับ fibroin gel 
1%  กลุ�มบาดแผลท่ีไดpรับสารทดสอบ fibroin gel 2.5% จะใหpผล %RE ท่ีสูงท่ีนัยสําคัญเช�นกัน (ANOVA, p<0.05)  
นอกจากน้ันในกลุ�มบาดแผลท่ีไดpรบัสารทดสอบ fibroin gel 2.5% จะมีบาดแผลท่ีเกิดการ re-epithelialization อย�างสมบูณ% 
(complete wound coverage) อยู�ถึง 3 บาดแผลใน 8 บาดแผลของกลุ�ม ในขณะท่ีกลุ�มบาดแผลท่ีไดpรับสารทดสอบ fibroin 
gel 1% มีบาดแผลท่ีเกิด complete healing เพียง 1 บาดแผลใน 8 บาดแผลของกลุ�มเท�าน้ัน และในกลุ�ม CMC 1%  และ 
PBS ไม�มีบาดแผลใดเกิด complete wound coverage เลย ส�วนค�า %RE ในบาดแผลบนหลังสัตว%ทดลอง 5, 7, และ 14 วัน 
ภายหลังจากการทําบาดแผลจะไม�พบความแตกต�างอย�างมีนัยสําคัญทางสถิติระหว�างกลุ�มบาดแผลท่ีไดpรับสารทดสอบท้ัง 4 
กลุ�ม โดยบาดแผลในแต�ละกลุ�มจะมี complete wound coverage มากข้ึน และมี complete healing ในเวลา 14 วัน  

ในการศึกษาทาง Immunostaining เพ่ือประเมินผลการแสดงออกของโปรตีนพ้ืนฐานของผิวหนัง เช�นโปรตีน Ki67 
(บ�งช้ีสภาวะ cell proliferation) โปรตีน CK1/10 (บ�งช้ีสภาวะ differentiated keratinocytes) โปรตีน CK14 (บ�งช้ีสภาวะ 
un-differentiated keratinocytes) และโปรตีน collagen I (matrix protein) พบว�าบาดแผลทุกกลุ�มมีการแสดงออกของ
โปรตีนพ้ืนฐานของผิวหนังท่ีเป�นปกติของการฟ��นตัวของบาดแผล และไม�มีความแตกต�างกันระหว�างกลุ�มการทดลอง 

สรุปโดยย�อ จากผลการทดลองน้ีสามารถระบุไดpว�า fibroin gel เพียงครั้งเดียว มผีลช�วยเร�งการฟ��นตัวของบาดแผลใน
สัตว%ทดลองใหpเกิดไดpเร็วข้ึน โดย fibroin gel 2.5% จะใหpผลดีกว�า fibroin gel ท่ี 1% โดยประสิทธิภาพจะสูงสดุประมาณวันท่ี 
3 ภายหลังการเกิดบาดแผล และพบว�า fibroin gel ท้ัง 2 ความเขpมขpนไม�ก�อใหpเกิดพิษต�อเซลล% หรือขัดขวางกระบวนการฟ��น
ตัวของบาดแผล ซ่ึงเป�นการยืนยันผลในทิศทางเดียวกันกับผลการทดลองของโปรตีน fibroin ของทีมผูpวิจัยใน cell lines และ 
ex-vivo porcine skin wound healing models ซ่ึงสามารถนําผลการวิจัยของโครงการน้ีไปสู�การทดลองทางคลินิกต�อไป 
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Executive Summary 

 
 

โครงการ”การทดสอบความเป�นพิษต�อผิวหนัง และประสิทธิภาพผลการเร�งการฟ��นตัวของบาดแผลของสารสกัด
โปรตีนจากรังไหม fibroin ในรูปแบบยาเตรียมแบบเจล (gel) ในสัตว%ทดลอง (in-vivo animal model)” น้ี ไดpรับการ
สนับสนุนทุนการทําวิจัยจากงบประมาณแผ�นดินประจําป� พ.ศ. 2554 ดpวยเงินทุนสนับสนุน 365,000 บาท โดยมรีะยะเวลาการ
ดําเนินการวิจยั 1 ป� วัตถุประสงค%หลักของโครงการน้ี จะมุ�งเนpนศึกษาศึกษาความเป�นพิษต�อผิวหนัง และประสิทธิภาพผลการ
เร�งการฟ��นตัวของบาดแผลของสารสกัดโปรตีนจากรังไหม fibroin ในรูปแบบยาเตรียมแบบเจล (gel) ในสัตว%ทดลอง (in-vivo 
animal model) และมีการวางแผนของโครงการในอนาคตท่ีคณะผูpวิจัยตั้งเปwาท่ีจะพัฒนาสตูรตาํรับเพ่ือพัฒนาเป�นยาช�วยเร�ง
การฟ��นตัวของบาดแผลในมนุษย%ต�อไป 

เน่ืองจากในโครงการน้ีไดpมีการวางแผนการทดลองท่ีละเอียดและเขpมงวด จึงทําใหpสามารถหลีกเลี่ยงการใชp
สัตว%ทดลองท่ีมากเกินความจําเป�น และสามารถทําการทดลองไดpอย�างราบรื่น แต�การดําเนินการวิจัยมปี�ญหาจากสาเหตุท่ี
ปwองกันไม�ไดpหลายประการเช�น เงินทุนสนับสนุนล�าชpากว�ากําหนด การทดลองท่ีตpองใชpเวลาและความสามารถเฉพาะตัวของ
ผูpปฏิบัติงานวิจยั การเขpาถึงและคุณภาพของเครื่องมือสําคัญต�อการทําวิจัย ตลอดผลการทดลองท่ีตpองใชpเวลาในการวิเคราะห% 
เป�นตpน อย�างไรก็ตามการดําเนินการโครงการวิจัยน้ีก็สามารถเสร็จสิน้เป�นท่ีเรียบรpอยและผลการวิจยับรรลุวัตถุประสงค%ท่ีวางไวp  

ความสําเร็จของโครงการน้ี ผลการวิจัยไดpถูกนําเสนอผลงานในระดบัประเทศเป�นอย�างนpอย และคาดว�าเน้ือหาวิจัยจะ
ตีพิมพ%และนําเสนอในท่ีประชุมวิชาการในอนาคต 

คณะผูpวิจัยขอบคุณหน�วยงานต�างๆท่ีใหpความสนับสนุนการวิจัยเป�นอย�างดี เช�น คณะเภสัชศาสตร% และมหาวิทยาลัย
นเรศวร ฐานะตpนสังกัด  หน�วยปฏบัิติการวิจัย Biotechnology and Molecular Biology Research Unit (BMBR) คณะ
เภสัชศาสตร%ในเรื่องเครื่องมือและหpองปฏิบัติการวิจยั สํานักงานคณะกรรมการวิจัยแห�งชาติ ผูpสนับสนุนทุนวิจัย และศูนย%ความ
เป�นเลิศนววัตกรรมทางเคมี (PERCH-CIC) มหาวิทยาลัยมหิดล 

                                                                              
  ผศ.ดร. ณัถวุฒิ แซ�ลิม้ 
  (หัวหนpาโครงการวิจัย) 
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1. บทนํา 

 
บาดแผลบนผิวหนังเกิดข้ึนไดpจากหลายสาเหตุอาทิ จากอุบัติเหตุ จากการผ�าตัด หรือจากโรคบางโรค เช�น 

โรคเบาหวาน ซ่ึงมักเป�นบาดแผลชนิดเรื้อรัง รักษาไดpยากเน่ืองจากอัตราการฟ��นตัวของบาดแผลชpา ภาวะการเกิดบาดแผลมีผล
ต�อการดํารงชีวิตประจําวันและคุณภาพชีวิตของผูpป�วย ตลอดจนการสูญเสยีรายไดpของผูpป�วย และของรัฐในดpานการใหpบริการ
ทางดpานการรักษา  

การศึกษากระบวนการฟ��นตัวของบาดแผลของผิวหนังมนุษย%สามารถกระทําไดpหลายวิธี โดยวิธีท่ีดีท่ีสดุคือการศึกษาท่ี
ไดpผลจากการทดลองจากผิวหนังมนุษย%โดยตรง แต�การใชpผิวหนังมนุษย%ในการทดลองมีความเป�นไปไดpยากเน่ืองจาก ป�ญหาใน
การหาแหล�งวัตถุดิบ ขpอขัดแยpงทางศาสนา คณะผูpวิจัยไดpดําเนินการทดลองจนประสบความสําเร็จในการสรpางตpนแบบการ
ทดลองโดยใชpผิวหนังสุกร (ex-vivo porcine skin model) มาเพาะเลี้ยงในหpองปฏิบัติการเพ่ือเป�นตpนแบบในการทําการศึกษา
และวิจัยกระบวนการฟ��นตัวของบาดแผล (อนุสิทธิบัตรเลขท่ี 6245 ลงวันท่ี 26 พฤษภาคม 2554 “สตูรอาหารและวิธีการ
เพาะเลี้ยงอวัยวะผิวหนังหมูแบบ ex-vivo เพ่ือเป�นโมเดลในการศึกษาระบบผิวหนังท้ังในภาวะปกติและมีบาดแผล” ) ซ่ึงการใชp
ผิวหนังสุกรเพ่ือการศึกษา มีขpอดีหลายประการ ไดpแก� เป�นการใชpวัตถุดิบท่ีสามารถจัดหาไดpง�ายภายในประเทศ, สามารถ
ควบคุมคุณภาพใหpมีความสม่าํเสมอ, ตลอดจนไม�ตpองมีขpอกังวลในแง�จริยธรรมเก่ียวกับการใชpมนุษย% หรือสัตว%ทดลองท่ีมีชีวิต
เพ่ือใชpในงานวิจัย  

สารสกัดโปรตีนจากรังไหม fibroin และ sericin มีคุณสมบัติเหมาะสมท่ีจะนํามาเตรียมรูปแบบเจล เน่ืองจากมีการ
เรียงตัวท่ีเป�นระเบียบ และสายโซ�โมเลกุลของ polypeptides ท่ีมีนํ้าหนักโมเลกุลสูง มีลักษณะเหยียดยาวและยดึตดิกันดpวย
พันธะไฮโดรเจนท่ีแข็งแรงระหว�างหมู�คาร%บอกซิลและหมู�อะมิโน นอกจากน้ีสารสกัดโปรตีนจากรังไหมมีคุณสมบัตเิขpากันไดpดีกับ
ร�างกาย ไม�ก�อใหpเกิดการแพp และสามารถย�อยสลายไดpในร�างกาย มคีวามปลอดภัยสูง มีรายงานหลายช้ินระบุผลของสารสกัด
โปรตีนจากรังไหม fibroin และ sericin ท่ีอาจเสริมสรpางหรือเร�งกระบวนการฟ��นตัวของบาดแผล โดยสามารถช�วยเร�งการ
เจริญเติบโตและเพ่ิมจํานวนของเซลล% (Terada S., et al., 2005) มีฤทธ์ิยับยั้งการเกิดอนุมลูอิสระ (lipid peroxidation and 
tyrosinase activity inhibition) (Takahashi M., et al., 2003; Takahashi M., et al., 2005) และปwองกันการตายของ
เซลล%จากการขาดซีรัม่ (cell death protection by serum deprivation) (Kato N., et al., 1998) 

ทีมผูpวิจัยพบว�าผลิตภณัฑ% fibroin และ sericin ท่ีนํามาทดสอบ หากผลิตจากรังไหมต�างชนิดกัน แหล�งท่ีมา หรือ
ผูpผลิตท่ีต�างกัน จะมีคุณลักษณะท่ีมีแตกต�างกันมากท้ังดpานกายภาพและเคมี ตลอดจนประสิทธิภาพของสารสกัดในแง�การออก
ฤทธ์ิทางชีวภาพ เหตุท่ีทําใหpเกิดความแตกต�างน้ี ไม�เพียงแต�เกิดจากความแตกต�างในกระบวนการผลติแลpว ยังน�าจะมีป�จจัย
อ่ืนๆท่ีอาจมีความเก่ียวขpองอีกหลายๆป�จจัย เช�น ชนิดของสายพันธุ%ไหม กระบวนการซับซpอนในการสรpาง mRNA และโปรตีน
ของ fibroin และ sericin ตลอดจนป�จจัยจากสภาวะแวดลpอมของการเพาะเลี้ยงไหม เป�นตpน ทีมผูpวิจยัจึงไดpคดิคpนวิธีการสกัด
โปรตีนไหม fibroin และ sericin จากรังไหมสีเหลืองของไทย และทําการพิสูจน%คณุลักษณะของผลิตภณัฑ% ซ่ึงทีมผูpวิจยัประสพ
ความสําเร็จในการแยกสกัดโปรตนี fibroin และ sericin จากรังไหมเหลืองพันธุ%ไทยไดpครบวงจรโดยมีของเสียจากกระบวนการ
ผลิตนpอยมาก และไดpสารสกัดโปรตีนท่ีมีคุณภาพสูง ขนาดของโมเลกุลค�อนขpางคงท่ี มีการละลายนํ้าและใน buffer ไดpดีท่ี pH 
ต�างๆค�อนขpางกวpาง (pH 5-9) ทนความรpอนดี (อนุสิทธิบัตรเลขท่ี 6272 ลงวันท่ี 31 พฤษภาคม 2554 “กรรมวิธีการสกัดครบ
วงจรของสารรงควัตถุสีเหลือง โปรตีนเซอริซิน และโปรตีนไฟโบรอิน จากรังไหมเหลือง” ) 

ผูpวิจัยไดpนําตpนแบบผิวหนังสุกรท่ีเพาะเลี้ยงท่ีพัฒนามาทดสอบผลต�อการฟ��นตัวของบาดแผลของโปรตีนสกัดจากรัง
ไหม fibroin  และ sericin ท่ีแยกสกัดไดpขpางตpน ผลการทดลองพบว�ากลุ�มทดลองท่ีไดpรบัโปรตีนไฟโปรอินใหpผลเร�งการฟ��นตัว
ของบาดแผลดีกว�ากลุ�ม EGF (epidermal growth factor, positive control) และ PBS (phosphate buffer saline, 
negative control) อย�างมีนัยสําคัญทางสถิติ ในขณะท่ีโปรตีนเซอร%ริซินใหpผลไม�แตกต�างกับกลุ�ม PBS และส�งผลใหpกลุ�ม
บาดแผลท่ีไดpรับสารไฟโปรอินเจล เซลล%ผิวหนัง keratinocytes จะสามารถเคลื่อนตัวครอบคลมุบาดแผลไดpท้ังหมดเร็วข้ึนกว�า
กลุ�มอ่ืนๆ (ตารางท่ี 1 และ 2) 

จากผลของการวิจยัในโมเดลผิวหนังสุกรเพาะเลี้ยงท่ีพบว�าโปรตีนไหม fibroin มีผลต�อการเร�งการฟ��นตัวของบาดแผล 
ดังน้ันทีมผูpวิจัยจึงเสนอโครงการต�อเน่ืองจากการวิจัยน้ี โดยจะทําการทดสอบความเป�นพิษ (toxicity) ต�อผิวหนัง และ
ประสิทธิภาพผลการเร�งการฟ��นตัวของบาดแผลของสารสกัดโปรตีนจากรังไหมไฟโปรอินในรูปแบบยาเตรียมแบบเจล (gel) ใน
สัตว%ทดลอง (in-vivo animal model) ซ่ึงหากไดpผลท่ีดีก็จะสามารถขยายการทดลองไปสู�การทดลองในมนุษย%ต�อไปในอนาคต 
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ซ่ึงหากโครงการฯน้ีประสบความสาํเร็จ ก็จะเป�นประโยชน%อย�างยิ่งยวดต�อผูpป�วย เน่ืองจากสามารถทําการพัฒนาไปเป�นยาช�วย
เร�งการฟ��นตัวของบาดแผล ซ่ึงจะสามารถลดค�าใชpจ�ายของผูpป�วยลงอย�างมีนัยสําคัญ ตลอดจนสามารถเพ่ิมคุณภาพชีวิตและ
จิตใจของผูpป�วย เช�นลดจํานวนครัง้ท่ีผูpป�วยตpองไปรับการรักษาท่ีโรงพยาบาล ลดจํานวนวันท่ีผูpป�วยตpองอยู�โรงพยาบาลเน่ืองจาก
บาดแผลหายเร็วข้ึน ผูpป�วยสามารถกลับไปใชpชีวิตปกติไดpเร็วข้ึน ในส�วนของโรงพยาบาลเองก็จะสามารถลดค�าใชpจ�ายและ
บุคลากรของหน�วยงานลง ยิ่งไปกว�าน้ันหากสามารถพัฒนาสารออกฤทธ์ิดังกล�าวไปสู�ระดับอุตสาหกรรม ซ่ึงจะเป�นผลประโยชน%
ทางเศรษฐกิจของชาติโดยภาพรวม 

โครงการน้ีในระยะท่ี 1 ผูpวิจัยจะมุ�งเนpนศึกษาศึกษาความเป�นพิษต�อผิวหนัง และประสิทธิภาพผลการเร�งการฟ��นตัว
ของบาดแผลของสารสกัดโปรตีนจากรังไหม fibroin ในรูปแบบยาเตรียมแบบเจล (gel) ในสัตว%ทดลอง (in-vivo animal 
model) ในระยะท่ี 2 ของโครงการ หากพบว�าการศึกษามผีลเชิงบวก คณะผูpวิจัยตั้งเปwาท่ีจะพัฒนาสตูรตํารับเพ่ือพัฒนาเป�นยา
ช�วยเร�งการฟ��นตัวของบาดแผลในสัตว%ทดลอง และมนุษย%ต�อไป 
 
 
ตารางที่ 1. แสดงผลเปรยีบเทียบผลของ Fibroin, Sericin, EGF, และ PBS ต6อการฟ̂_นตัวของบาดแผลของโมเดลผิวหนังสุกรเพาะเลี้ยง หลัง
การเพาะเลี้ยง 1, 2, และ 3 วัน (N = 6 ในแต6ละกลุ6ม) 

            
PBS (Phosphate buffer saline)  EGF (10 ng/mL epidermal growth factor) 
SN (1% Sericin gel)   FN (1% Fibroin gel) 
Complete healing = การท่ีเซลล% keratinocytes ของช้ัน Epidermis เคล่ือนตัวปกคลุมบาดแผลท้ังหมด 
 
 
ตารางที่ 2.  แสดงผลเปรียบเทียบผลของ fibroin, sericin, EGF, และ PBS ต6อการเคลื่อนตัวของชั้น epidermis (keratinocyte 
migration rate) ปกคลุมบาดแผลของโมเดลผิวหนังสุกรเพาะเลี้ยง หลังการเพาะเลี้ยง 2 วัน (N = 6)  

             
 

             
PBS (Phosphate buffer saline) EGF (10 ng/mL epidermal growth factor) 
SN (1% Sericin gel)  FN (1% Fibroin gel) 
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2. การทดลอง 
 

2.1 การเตรียมและผลิตสารสกัดรังไหม fibroin 
 

• การจัดเตรียมผลิตภัณฑ%สารสกัดรงัไหม fibroin ดังแสดงในรูปท่ี 1 (โดยกรรมวิธีท่ีทีมผูpวิจัยคิดคpนข้ึน ซ่ึงจะไดpสารสกัด 
fibroin ท่ีมีความบริสุทธ์ิสูง คุณภาพสม่ําเสมอ ปราศจากเช้ือ และไม�มีการปนเป��อนโลหะหนักหรือเกลือ)  

• การเตรียมสารสําหรับการทดลองในแต�ละกลุ�ม โดยวิธี freshly prepared and sterile technique 
o ยาเตรียมสารสกัดรังไหมไฟโปรอินในรูปแบบเจลท่ีมีความเขpมขpนของไฟโบรอิน 1% in PBS  
o ยาเตรียมสารสกัดรังไหมไฟโปรอินในรูปแบบเจลท่ีมีความเขpมขpนของไฟโบรอิน 2.5% in PBS  
o PBS เพ่ือใชpสําหรับกลุ�มควบคุม 
o ยาเตรียม methyl cellulose  1% in PBS เพ่ือใชpสําหรับกลุ�มควบคุม (occlusion effect) 

 

 

                                รูปที่1. แสดงขั้นตอนต6างๆโดยย6อในการสกัดและทําใหIบรสิุทธิ์ของโปรตีน fibroin จากรังไหมไทยสีเหลือง  
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2.2 การทดสอบผลพิษและประสิทธภิาพของ fibroin gel ต6อการฟ̂_นตัวของผิวหนัง หรือเปkนพิษต6อผิวหนัง
สัตว�ทดลอง 

 
ไดpทําการทดลองเบ้ืองตpน การทดสอบหัตถการ การซักซpอม เพ่ือหาขpอมูลเบ้ีองตpน ป�ญหาท่ีอาจพบ ตลอดจนฝ�กการผ�าตัด 

การซักซpอมก�อนการทดลองจริง ดงัน้ี 
• ใชpสัตว%ทดลอง หนู Sprague-Dawley rat ตัวผูp ขนาดนํ้าหนักตัว 200 ถึง 250 กรัม จํานวนละ 2  ตัว 
• สัตว%ทดลองจะถูกเลีย้งในกรงภายในหpองท่ีควบคุมอุณหภมูิ 25±2 องศาเซลเซียส และมีแสงสว�าง 12 ช่ัวโมงสลับความมดื 

12 ช่ัวโมง มีการใหpอาหารและนํ้าอย�างบริบูรณ%ตลอดการทดลอง สตัว%ทดลองจะถูกเลี้ยงใหpเคยชินกับสถานท่ีก�อนทําการ
ทดลองอย�างนpอย 1 สัปดาห% 

• ทํา full thickness wound model กับสัตว%ทดลอง โดยท่ีสตัว%ทดลองจะถูกวางยาสลบโดยการฉีดยาสลบ Nembutal 
ในขนาด 50 มิลลิกรัมต�อนํ้าหนักสตัว% 1 กิโลกรัม เขpาช�องทpอง (intra-peritoneal)  ขนบนหลังสัตว%จะถูกโกนและฆ�าเช้ือ
โรคโดยใชp 70% ethanol และ betadine ทําการผ�าตดัเอาส�วนผิวหนังรวมช้ัน epidermis และ dermis ออก (ความลึก
ถึงช้ัน panniculus carnosus) จํานวน 6 บาดแผล ขนาดเสpนผ�าศูนย%กลาง 0.6 เซนติเมตร (รูปท่ี 2) 

• ปะทับบาดแผลท้ังหมดดpวยแผ�นฟ�ล%ม Tegaderm (3M) ขนาด 6x7 cm. 
 

 
                     รปูที ่2.A การ�ตูนแสดงตาํหน6งเจาะบาดแผลบนหลงัหนูใหญ6 (rat) 6 บาดแผล (บริเวณทีแ่สดงเปkนรูปสี่เหลีย่ม) 

 
รูปที่ 2.B  แสดงตาํแหน6งบนหลังหนู rat ที่เจาะจริงของบาดแผล 6 บาดแผล โดยตําแหน6งที่เจาะจะมีการใชI grid เปkนตัวบ6งตาํแหน6ง (รูปบน) 
ก6อนเจาะบาดแผลโดยใชI biopsy punch เสIนผ6าศูนย�กลางขนาด 6 มิลลิเมตร  (รปูกลาง) และปะทบัดIวย Tegaderm film  (รูปล6าง) 
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ทําการวิเคราะห%ผลเบ้ืองตpนก�อนเริม่ทําการทดลองจริง ซ่ึงไดpผลดังน้ี 
จาก histologic study พบว�าช้ันผิวหนังท่ีส�วนหลังของหนู rat จะมีช้ัน epidermis หรือหนังแทpท่ีบางกว�าของคน

และสุกรมาก (5-6µm ในหนู rat และ 50-200µm ในสุกรและคน) โดยในหนูใหญ�จะมีช้ัน epidermis ท่ีประกอบดpวยช้ัน 
epidermal cells ประมาณ 2-3 ช้ันเท�าน้ัน ดังแสดงในรูปท่ี 3 บาดแผลท่ีเจาะบนหลังหนูใหญ�จะมีความลึกถึงช้ันกลpามเน้ือ
เรียบช้ันบางๆใตpผิวหนังท่ีเรียกว�า panniculus carnosus (PC) ซ่ึงถือว�าเป�นความลึกของบาดแผลท่ีเหมาะสม (กลpามเน้ือช้ันน้ี
ไม�ปรากฏในมนุษย% หรือสุกร) ดังแสดงในรูปท่ี 4  

                              

 
รูปที่ 3. Histology แสดงการเปรียบเทียบความหนาของชั้นผิวหนังที่ส6วนหลังของหนูใหญ6 (ภาพดIานซIาย) และสกุร (ภาพดIานขวา) โดย 
H&E staining 

 
 
รูปที่ 4. Histology แสดงชั้นผิวหนังส6วนบาดแผลที่ส6วนหลังของหนูใหญ6ที่ทาํการเจาะ โดยมีความลึกของแผลที่ระดับชั้น panniculus 
carnosus (H&E staining) 
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นอกจากน้ัน ยังพบว�าการทําบาดแผล 6 บาดแผลบนหลังหนู rat น้ันมีความไม�เหมาะสม เน่ืองจากจะมีการลาดเท
ทางดpานขpางของบาดแผลท่ีไม�เท�ากันทําใหpเมื่อใส�สารละลาย หรือเจล จะทําใหpสารดังกล�าวไหลออกไปดpานขpางแมpนจะตดิแผ�น 
Tegaderm film แลpวก็ตาม และสัตว%ทดลองสามารถเอ้ียวตัวมาทําลายแผ�น Tegaderm film และเลยีสารละลายหรือเจลออก
ไปไดpจากบาดแผลคู�ดpานล�างสุดไดp  ดังน้ันในการทดลองจริงจะทําการเจาะบาดแผลเพียง 4 บาดแผล และมีการใหpยา 
ampicillin antibiotic 50mg/kg แก�สัตว%ทดลอง และลดขนาดยาสลบลงเหลือ 40 mg/kg และยกเลกิการใชp betadine เพ่ือ
หลีกเลี่ยงผลกระทบจากยา betadine 

 
การทดลองจริงโดยมีข้ันตอนต�อดังน้ี (ดู flow chart และภาพประกอบ) 

• ใชpสัตว%ทดลอง (Sprague-Dawley rat) ตัวผูp ขนาดนํ้าหนักตัว 200 ถึง 250 กรัม โดยสตัว%ทดลองแต�ละตัวจะถูกสุ�มใหp
หมายเลข (R9, R10, R11, …, R48) พ่ือสะดวกในการกําหนดวันการทําบาดแผลและการกําหนดวันของการเก็บบาดแผล 
ตลอดจนการกําหนดการใชpสารทดสอบในตําแหน�งแต�ละตําแหน�งของบาดแผล (pattern 1, 2, 3,  หรือ 4) ดูรูปท่ี 5 
ประกอบ 

• สัตว%ทดลองจะถูกเลีย้งในกรง 1 ตัวต�อกรง ภายในหpองท่ีควบคุมอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส และมแีสงสว�าง 12 ช่ัวโมง
สลับความมืด 12 ช่ัวโมง มีการใหpอาหารและนํ้าอย�างบริบูรณ%ตลอดการทดลอง สัตว%ทดลองจะถูกเลี้ยงใหpเคยชินกับ
สถานท่ีก�อนทําการทดลองอย�างนpอย 1 สัปดาห% 

• ในข้ันตอนการทําบาดแผล full thickness wound model กับสัตว%ทดลอง  
o สัตว%ทดลองจะถูกวางยาสลบโดยการฉีดยาสลบ Nembutal ในขนาด 40 mg/kg และ ampicillin 50mg/kg 

เขpาช�องทpอง (intra-peritoneal)   
o ขนบนหลังสัตว%จะถูกโกนและฆ�าเช้ือโรคโดยใชp 70% ethanol 
o กําหนดจุดท่ีจะทําการผ�าตดัเอาส�วนผิวหนังรวมช้ัน epidermis และ dermis ออก (ความลึกถึงช้ัน panniculus 

carnosus) ซ่ึงตําแหน�งท่ีกําหนดจะขนานตามแนวกระดูกสันหลังระหว�างขาหนpาและขาหลัง โดยใชp guiding 
grid เป�นตัวช�วยกําหนดตําแหน�ง (บาดแผลห�างจากกัน 1 cm และห�างจากแนวกระดูกสันหลัง 0.5 cm.) 

o เจาะบาดแผลโดยใชp biopsy punch จํานวน 4 บาดแผล (ขpางละ 2 บาดแผล) ขนาดเสpนผ�าศูนย%กลาง 0.6 cm.  
o ระหว�างการทําบาดแผลหากสัตว%ทดลองมีอาการตื่นจะมีการใชp halothane ช�วยโดยไม�มีการฉีด Nembutal 

เพ่ิมเตมิ และใชp adrenaline 0.1mg/ml in NSS ในการหยุดเลือดท่ีบาดแผลหากจําเป�น 
• กลุ�มการทดลองมี 4 กลุ�มการทดลองดังน้ี  

o ยาเตรียมสารสกัดรังไหม fibroin ในรูปแบบเจลท่ีมีความเขpมขpนของ fibroin 1% in PBS  
o ยาเตรียมสารสกัดรังไหม fibroin ในรูปแบบเจลท่ีมีความเขpมขpนของ fibroin 2.5% in PBS  
o PBS เพ่ือใชpสําหรับกลุ�มควบคุม 
o ยาเตรียม carboxy methyl cellulose (CMC)  1% in PBS เพ่ือใชpสําหรับกลุ�มควบคุม (occlusion effect) 

• ทําการใส�สารทดสอบแต�ละชนิด จํานวน 20µl ในบาดแผลของสตัว%ทดลองตามการสุ�มสัตว%ทดลองขpางตpน (ชุดละ 8 ตัว 
ยกเวpน D14 มีจํานวน 6 ตัว)  และตําแหน�งของบาดแผล (ตาม P1, P2, P3, P4)  

• บาดแผลของสัตว%ทดลองจะถูกป�ดดpวย elastic film Tegaderm (3M) ขนาด 6x7 cm. เพ่ือปwองกันการไหลออกของสาร
ทดสอบและปwองกันบาดแผลจากการติดเช้ือหรือปนเป��อนวัสดุรองนอน และใส�ปลอกคอสัตว%ทดลองเพ่ือปwองกันการกัด
แทะหรือเลียบาดแผล 

• ผ�าตัดเก็บบาดแผล ในวันท่ี 1 (D1), 3 (D3), 5 (D5),  7 (D7), และ 14 (D14)  วันหลังทําบาดแผล โดยก�อนการผ�าตัดจะมี
การประเมินลักษณะบาดแผล และการฟ��นตัวของบาดแผลก�อน โดยท้ังการถ�ายรูปบาดแผล การวัดขนาดของบาดแผลท่ี
ลดลง และการสังเกตอ่ืนๆ ประเมนิผลการเกิดพิษท่ีเกิดกับผิวหนัง เช�น การอักเสบ การแพp เป�นตpน (โดยผูpเช่ียวชาญดpาน
สัตว%ทดลอง หรือสัตวแพทย%)  

• ตรวจสอบทาง Gross histology และ  Immunohistochemistry ช้ินบาดแผลทุกช้ิน เพ่ือประเมินผลการฟ��นตัวของ
บาดแผลในระดับเซลล% และทําการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนต�างๆท่ีเก่ียวขpองกับการฟ��นตัวของบาดแผล เช�น 
Ki67, CK14, CK10 เป�นตpน 

Note: สัตว%ทดลองจะถูกทําใหpสิ้นชีวิตอย�างสงบและรวดเร็วโดยใชp guillotine (ก�อนการเก็บช้ินบาดแผล) 
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รูปที่ 5. สุ6มใหIหมายเลข (R9, R10, R11, …, R48) สัตว�ทดลองแต6ละตัวการเพ่ือสะดวกในการกําหนดวันของการเก็บบาดแผลและ
การกําหนดการใชIสารทดสอบในตําแหน6งแต6ละตาํแหน6งของบาดแผล (pattern 1, 2, 3,  หรือ 4) 

 
2.3 การศึกษาเพ่ือประเมินผล Immunohistochemistry (IHC) และ Immuno-fluorescent (IF) staining 

 
ทําการศึกษาประเมินผลในระดับเซลล% และระดับโมเลกุลของบาดแผลจากการทดลอง โดยตดิตามการแสดงออกของ

โปรตีนชนิดต�างๆท่ีเฉพาะเจาะจงกับเซลล% ต�างๆ โดยใชpวิธี Immunohistochemistry staining (IHC) และ/หรือ Immuno-
fluorescent (IF) staining ดังแสดงตาม flowchart ดังน้ี 

 
Immunohistochemistry staining; IHC (VECTASTAIN Elite ABC kit) 

Cryostat sections (8 µm thickness) 
� 

Acetone fixation at -20 °C for 10 min 
� 

Endogenous peroxidase quenching: 0.3% H2O2 in TBS (pH 7.6) for 30 min 
� 
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TBS washing for 3 times (10 min each) 
� 

Blocking step: 3% normal serum in 0.1% Triton-X 100 in TBS, for 10 min 
� 

Primary antibodies: Optimal dilution*, 1h at room temperature 
-*Ki67 (1:50) 
-*K14 (1:5000) 
-*K1/10 (1:250) 

TBS washing for 3 times (5 min each) 
� 

Biotinylated secondary antibodies: 30 min at room temperature (RT) 
� 

TBS washing for 3 times 
� 

Avidin-biotin complex incubation: 30 min at RT 
� 

TBS washing for 3 time 
� 

Incubate sections in peroxidase substrate solution (DAB) for 2-5 min 
� 

Rinse sections in ddH2O for 10 min 
� 

Counterstain (Haematoxylin) and mount 
� 

Analyze under BX50 OLYMPUS conjugated A640 digital camera Canon 
 

 
Immuno-fluorescent; IF staining 
Cryostat sections (8 µm thickness) 

� 
Acetone fixation at -20 °C for 10 min 

� 
Blocking step: 3% normal serum in 0.1% Triton-X 100 in PBS, for 10 min 

� 
Primary antibodies: Optimal dilution, 1h at RT 

PBS washing for 3 times (5 min each) 
� 

Secondary antibodies (Molecular Probe): 30 min at RT 
AlexaFlour 488 (2 mg/m) (1:1500 in PBS) 
AlexaFlour 594 (2 mg/m) (1:1500 in PBS) 

� 
PBS washing for 3 times 

� 
DAPI (1 mg/ml) 1:5000 in PBS for 1min 
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� 
Rinse sections in ddH2O for 10 min 

� 
Mount and analyze under fluorescent microscope (Scope. A1, Carl Ziess, AxioCam HRC CCD camera) 

Filters: DAPI, GFP, and Texas Re 
 
 
 

3. ผลการทดลองและวิจารณ�ผลการทดลอง 
 

3.1 การเตรียมและผลิตสารสกัดรังไหม fibroin 
 

• โดยใชpกรรมวิธีท่ีทีมผูpวิจัยคิดคpนข้ึน จะไดpสารสกัดไฟโปรอินท่ีมคีวามบริสุทธ์ิสูง คุณภาพสม่ําเสมอ ปราศจากเช้ือ และไม�มี
การปนเป��อนโลหะหนักหรือเกลือ (ดังแสดงในรูปท่ี 6)   

• การเตรียมสารสําหรับการทดลองในแต�ละกลุ�ม โดยวิธี freshly prepared and sterile technique พบว�ายาเตรยีมสาร
สกัดรังไหม fibroin รูปแบบเจลท่ีมีความเขpมขpนของ fibroin 1% และ 2.5% in PBS ไดpสารละลายเจลใสไม�มสีี ทนทาน
การฆ�าเช้ือโดยใชpหมpอน่ึง autoclave และยาเตรียม carboxy methyl cellulose  1% in PBS ไดpสารละลายเจลใสไม�มี
สีเพ่ือใชpสําหรับเป�นกลุ�มควบคุมเลยีนแบบสภาวะบาดแผลท่ีมีการใหpสารประเภทเจล (occlusion effect)  

 
 

 
 
รูปที่ 6. แสดงผลิตภัณฑ�โปรตีน fibroin บริสุทธิข์องจากรังไหม (A, B) Agarose gel electrophoresis แสดงขนาดโมเลกุลของ sericin ลู6ที่ 
2 และ fibroin ลู6ที่ 3 (C) และรูปถ6าย SEM ของผลึก fibroin (D) 
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3.2 การทดสอบผลพิษและประสิทธภิาพของ fibroin เจลต6อการฟ̂_นตัวของผิวหนัง หรือเปkนพิษต6อผิวหนัง
สัตว�ทดลอง 
 

ผลทางกายภาพตรวจสอบทางกายภาพ  
 
 สัตว%ทดลองมีสุขภาพแข็งแรงดี นํ้าหนักตัวเพ่ิมข้ึน ไม�มีการแสดงถึงอาการเครียด และไม�มีการตายของสัตว%ทดลอง
ระหว�างการเลี้ยง สภาพทางกายภาพโดยท่ัวไปของบาดแผลท่ีทําไวpบนหลังสัตว%ทดลอง (ซ่ึงแต�ละบาดแผลไดpรบัการใส�สาร
ทดสอบ 1 ชนิด จาก 4 ชนิดคือ fibroin gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% in PBS, หรือ PBS จํานวน 
20 µl เพียงครั้งเดียว) พบว�าไม�มีการติดเช้ือ ไม�มีขpอบ�งช้ีการแพpหรือความเป�นพิษของ สารทดสอบ และสัตว%ทดลองมีการฟ��นตัว
ของบาดแผลท่ีเป�นปกติ (ดูรูปท่ี 7-11) แผ�น Tegaderm film จะค�อยๆหลดุออกจากตัวสตัว%ทดลองภายในวันท่ี 3 หลังการทํา
บาดแผล และหลดุหมดทุกตัวภายในวันท่ี 7 การใชpแผ�น Tegaderm film น้ีมีวัตถุประสงค%เพ่ือปwองกันไม�ใหpสารทดสอบท่ีใส�ใน
บาดแผลไหลออก หรือสตัว%ทดลองเลียท้ิงภายใน 24 ช่ัวโมง ตลอดจนการปwองกันบาดแผลไม�ใหpปนเป��อนวัสดุรองนอนหรือสิ่ง
ขับถ�ายจากสัตว%ทดลอง ดังน้ันการใชpแผ�น film ชนิดน้ีจึงมีความเหมาะสมในการทดลองน้ี การประเมนิดpวยสายตาพบว�าทุก
บาดแผลบนสตัว%ทดลองทุกตัว (ตาม code ในตาราง 3) จะมีการสมานตัวท่ีหายสนิทภายใน 14 วัน (ดูรูปท่ี 7-11 และรูปท่ี 12) 
โดยท่ัวไป จํานวนวันท่ีบาดแผลหายสนิทน้ันจะข้ึนกับขนาดของบาดแผล และสุขภาพของสัตว%ทดลองแต�ละตัว (การทดลองน้ี
บาดแผลมีขนาดเสpนผ�าศูนย%กลาง 6mm.) อย�างไรก็ตามเราไม�สามารถบ�งบอกความแตกต�างไดpโดยสายตาว�าบาดแผลท่ีไดpรับ
สารทดสอบแต�ละชนิดบนหลังสตัว%ทดลองแต�ละตัวมีอัตราการฟ��นตวัของบาดแผลแตกต�างกันหรือไม�  
 
 
ตารางที่ 3.  แสดง code ของสัตว�ทดลอง (rat) และรายละเอียดของตําแหน6งการใหIสารทดสอบของบาดแผลแต6ละตําแหน6งบนหลังสตัง�
ทดลอง ของ fibroin gel 1%, fibroin gel 2.5%, CMC 1%, และ PBS  (N = 8 ยกเวIน Day14 N = 6)  
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รูปที่ 7. ภาพถ6ายแสดงบาดแผลบนหลงัสัตว�ทดลอง (rat) 1 วัน ภายหลังจากการทําบาดแผลและใหIสารทดสอบ 4 ชนิด คือ fibroin 
gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% in PBS, หรือ PBS (1 ชนิดต6อบาดแผล) N=8 
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รูปที่ 8. ภาพถ6ายแสดงบาดแผลบนหลงัสัตว�ทดลอง (rat) 3 วัน ภายหลังจากการทําบาดแผลและใหIสารทดสอบ 4 ชนิด คือ fibroin 
gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% in PBS, หรือ PBS (1 ชนิดต6อบาดแผล) N=8 
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รูปที่ 9. ภาพถ6ายแสดงบาดแผลบนหลงัสัตว�ทดลอง (rat) 5 วัน ภายหลังจากการทําบาดแผลและใหIสารทดสอบ 4 ชนิด คือ fibroin 
gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% in PBS, หรือ PBS (1 ชนิดต6อบาดแผล) N=8 
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รูปที่ 10. ภาพถ6ายแสดงบาดแผลบนหลังสัตว�ทดลอง (rat) 7 วัน ภายหลังจากการทําบาดแผลและใหIสารทดสอบ 4 ชนิด คือ fibroin 
gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% in PBS, หรือ PBS (1 ชนิดต6อบาดแผล) N=8 
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รูปที่ 11. ภาพถ6ายแสดงบาดแผลบนหลังสัตว�ทดลอง (rat) 14 วัน ภายหลังจากการทําบาดแผลและใหIสารทดสอบ 4 ชนิด คือ fibroin 
gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% in PBS, หรือ PBS (1 ชนิดต6อบาดแผล) N=6 
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   รปูที่ 12. ภาพถ6ายแสดงบาดแผลบนหลังสัตว�ทดลอง (rat) ภายหลังจากการทําบาดแผล 0, 1, 3, 5, 7, และ 14 วัน 
 
 
ผลทางกายภาพโดยการตรวจสอบทาง histology ของบาดแผล  
 
 ผลจากการศึกษา ภาพถ�าย histology ของบาดแผลบนหลังสัตว%ทดลอง (rat) 1, 3, 5, 7, 14 วัน ภายหลังจากการทํา

บาดแผลและการใหpสารทดสอบ คือ fibroin gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% in PBS, หรือ PBS (1 
ชนิดต�อบาดแผล N=8 ยกเวpน Day14 N=6) โดยในรูปท่ี 14-18 จะแสดงเฉพาะตัวแทนในแต�ละกลุ�มวัน (1, 3, 5, 7, 14 วัน) 
ภาพถ�าย histology ของบาดแผลแต�ละช้ินจะถูกนํามาวัดค�า epidermal layer migration (EM, micron) เพ่ือนํามาคํานวน
หาค�า % re-epithelialization (%RE = [EM/3,000]x100) ซ่ึงค�า 3,000 micron  ไดpมาจากระยะทางจากขอบแผลถึงจุด
ก่ึงกลางบาดแผลท่ีทําไวpดpวย biopsy punch ขนาด 600 micron (0.6 mm.) ในรูปท่ี 13 แสดงตัวอย�างวัดค�า epidermal 
layer migration (EM) จะไดpจากวัดการเคลื่อนท่ีของช้ัน epidermal (keratinocytes) layer จากขอบบาดแผลเริม่แรก 
(wound edge แสดงโดยรูป =>) ไปจนถึง epidermal migrating tip (แสดงโดยรปู *) และการคํานวนหาอัตราส�วนระหว�าง
ความหนาของช้ัน epidermis ท่ีบริเวณบาดแผล (wounded skin, W) ต�อความหนาช้ัน epidermis รอบบาดแผลท่ีมผีิวหนัง
ปกติ (peripheral intact skin, P) ผลสรุปแสดงไวpในตารางท่ี 4 ซ่ึงแสดงผลการวัด และคํานวนค�า epidermal layer 
migration (EM), % of re-epithelialization (%RE), P/W ratio และ complete healing  (CH) ของบาดแผลใน
สัตว%ทดลอง (rat) แต�ละกลุ�มท่ีไดpรบัสารทดสอบ fibroin gel 1%, fibroin gel 2.5%, CMC 1%, หรือ PBS  (N = 8 ยกเวpน 
Day14 N = 6) ในวันท่ี 1, 3, 5, 7, 14 วันภายหลังการทําบาดแผล และแสดงผลการวิเคราะห%หานัยสาํคัญทางสถิตโิดย 
ANOVA  โดยรูปแสดง histogram ท่ี 19 และ 20 และในตารางท่ี 4 

 ลักษณะโดยท่ัวไป บาดแผลบนหลงัสัตว%ทดลอง 1 วันภายหลังจากการทําบาดแผล (รูปท่ี 14) จะพบว�ามีการเคลื่อน
ตัวเขpามาของช้ัน dermis มาท่ีบริเวณบาดแผล (ซ่ึงมีการผ�าตัดเอาช้ัน dermis ออกไปแลpว - ดูรูปท่ี 4)  กลpามเน้ือช้ัน PC มีการ
แตกกระจายของมัดกลpามเน้ือ และเพ่ิมจํานวนข้ึนอย�างเห็นไดpชัดเพ่ือแทนท่ีกลpามเน้ือส�วนท่ีถูกตดัออกไปตอนทําบาดแผล ทํา
ใหpบาดแผลดูตื้นข้ึนมาออกเห็นไดpชัดเจน แต�ต�อมขุมขนจะไม�มีกระจายตัวเขpามาบริเวณแผล  ช้ัน epidermis เริ่มมีการเคลื่อนท่ี
เขpาสู�บรเิวณบาดแผล ซ่ึงในการวิเคราะห%การเคลื่อนท่ีของ epidermal migration (EM) (ดู รูปท่ี 19) ในรูป % re-
epithelialization (%RE) หรือ % wound coverage (ดู รูปท่ี 20 ในกลุ�มวันท่ี 1) โดย ANOVA ไม�พบว�าความแตกต�างอย�าง
มีนัยสําคัญของ %RE  ของกลุ�มบาดแผลท่ีไดpรับสารทดสอบ fibroin gel 1% (11.3%), fibroin gel 2.5% (13.5%), CMC 1% 
(12.6%) , หรือ PBS (12.3%)  
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 ค�า %RE มีความแตกต�างอย�างเห็นไดpชัดเจนในบาดแผลบนหลังสัตว%ทดลอง 3 วันภายหลังจากการทําบาดแผล 
(ตารางท่ี 4, รูปท่ี 15 และ 20) กลุ�มบาดแผลท่ีไดpรับสารทดสอบ fibroin gel 2.5% (70%), จะมี %RE สูงกว�ากลุ�มบาดแผลท่ี
ไดpรับสารทดสอบอ่ืนๆ CMC 1% (49.5%), fibroin gel 1% (47%), และ PBS (42.7%) อย�างมีนัยสําคัญทางสถิติ (ANOVA, 
p<0.01) และเมื่อเทียบผลระหว�างกลุ�มบาดแผลท่ีไดpรับสารทดสอบ fibroin gel 2.5% กับ fibroin gel 1%  กลุ�มบาดแผลท่ี
ไดpรับสารทดสอบ fibroin gel 2.5% จะใหpผล %RE ท่ีสูงท่ีนัยสําคัญเช�นกัน (ANOVA, p<0.05)  นอกจากน้ันในกลุ�มบาดแผล
ท่ีไดpรับสารทดสอบ fibroin gel 2.5% จะมีบาดแผลท่ีเกิดการ re-epithelialization อย�างสมบูณ% (complete healing, 
100% wound coverage) อยู�ถึง 3 บาดแผลใน 8 บาดแผลของกลุ�ม ในขณะท่ีกลุ�มบาดแผลท่ีไดpรับสารทดสอบ fibroin gel 
1% มีบาดแผลท่ีเกิด complete healing เพียง 1 บาดแผลใน 8 บาดแผลของกลุ�มเท�าน้ัน และในกลุ�ม CMC 1%  และ PBS 
ไม�มีบาดแผลใดเกิด complete wound coverage เลย 

 ค�า %RE ในบาดแผลบนหลังสัตว%ทดลอง 5, 7, และ 14 วัน ภายหลงัจากการทําบาดแผล (รูปท่ี 16, 17, 18) จะมี
ค�าท่ีไม�มีความแตกต�างอย�างมีนัยสาํคัญทางสถิตริะหว�างกลุ�มบาดแผลท่ีไดpรับสารทดสอบท้ัง 4 กลุ�ม (รูปแสดง 20 และตารางท่ี 
4) โดยบาดแผลในแต�ละกลุ�มจะมี complete wound coverage มากข้ึน และจะมี complete healing ท้ังหมดในเวลา 14 
วัน ในรูปท่ี 18 จะสังเกตุไดpว�าภายหลัง 14 วันหลังการมีบาดแผลต�อมขุมขนจะไม�มีการเคลื่อนท่ีเขpาสู�บริเวณท่ีเคยมีแผล (scar) 

ดังน้ันผลการทดลองน้ีจึงสามารถระบุไดpว�า fibroin gel เพียงครั้งเดยีว มีผลช�วยเร�งการฟ��นตัวของบาดแผลใน
สัตว%ทดลองใหpเกิดไดpเร็วข้ึน โดย fibroin gel 2.5% จะใหpผลดีกว�า fibroin gel ท่ี 1% โดยประสิทธิภาพจะสูงสดุประมาณวันท่ี 
3 ภายหลังการเกิดบาดแผล  แสดงถึงการใชpระยะเวลาในการออกฤทธ์ิท่ีชpา (delayed) ของสารทดสอบ อาจเป�นผลเน่ืองจาก
การฟ��นตัวของบาดแผลจําเป�นตpองมีการสรpางมวลสารทดแทนส�วนท่ีเสียไป ซ่ึงจําเป�นตpองใชpเวลาในการสรpาง และพบว�า 
fibroin gel ท้ังในความเขpมขpน 2.5% และ 1.0% ไม�ก�อใหpเกิดพิษต�อเซลล% หรือขัดขวางกระบวนการฟ��นตัวของบาดแผล และ
ผลของความหนือเป�นเจลไม�มีผลต�อกระบวนการฟ��นตัวของบาดแผล ซ่ึงสังเกตุไดpจากกลุ�มบาดแผลท่ีใหpสารท่ีมคีวามหนืดเช�น 
1% CMC 

จาก ตารางท่ี 4 และรูปท่ี 21 ในส�วนค�า W/P ratio ซ่ึงเป�นอัตราส�วนความหนาของช้ัน epidermis ท่ีบริเวณ
บาดแผลต�อท่ีบรเิวณผิวหนังปกติรอบบาดแผล พบว�าทุกกลุ�มบาดแผลของทดลองจะมีการเพ่ิมข้ึนสูงของค�า W/P ratio ในวันท่ี 
1 (ระหว�าง 2.6-3.4 เท�า), วันท่ี 3  (ระหว�าง 5.5-7.6 เท�า), วันท่ี 5  (ระหว�าง 6.3-6.9 เท�า), วันท่ี 7  (ระหว�าง 4.1-8.5 เท�า) 
และค�อยๆ ลดลงไป วันท่ี 14  (ระหว�าง 2.2-2.8 เท�า) ซ่ึงเป�นเรื่องปกติของกระบวนการฟ��นตัวของบาดแผล เซลล% 
keratinocytes จะมีการแบ�งตัวเพ่ิมข้ึน และหนาช้ันข้ึนในบริเวณท่ีขอบแผลและเคลื่อนตัวเขpาปกคลมุบาดแผล เมื่อ
กระบวนการเสร็จเสร็จสิ้นค�า W/P ratio จะเป�นปกติ (บาดแผลหลงัจาก 14 วัน ซ่ึงเกิด complete healing แลpว แต�ยังคงใชp
เวลาในระยะของ wound remodeling) เมื่อพิจารณาในวันท่ี 3 หลังการทําบาดแผลจะพบว�า ค�า W/P ratio ในกลุ�มบาดแผล
ท่ีไดpรับสารทดสอบ fibroin 1% (ratio 7.6) และ 2.5% (ratio 6.0) จะค�าสูงอย�างมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ�ม PBS 
(ratio 5.5) และกลุ�ม 1% CMC (ratio 5.6)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



รหสัโครงการ R2554B053                                                                                                                   หนา้ 27 

 
 

รูปที่ 13. แสดงตัวอย6างวดัค6า epidermal layer migration (EM) จะไดIจากวัดการเคลื่อนที่ของชั้น epidermal (keratinocytes) 
layer จากขอบบาดแผลเริม่แรก (wound edge แสดงโดยรปู =>) ไปจนถึง epidermal migrating tip (แสดงโดยรูป *) และการ
คํานวนหาอัตราส6วนระหว6างความหนาของชั้น epidermis ที่บริเวณบาดแผล (wounded skin, W) ต6อความหนาชั้น epidermis รอบ
บาดแผลที่มีผิวหนังปกติ (peripheral intact skin, P) 

 
 

  
รูปที่ 14. ภาพถ6าย histology แสดงตวัอย6างบาดแผลบนหลังสตัว�ทดลอง (rat) 1 วัน ภายหลังจากการทําบาดแผล ภายหลังการใหIสาร
ทดสอบ คือ fibroin gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% in PBS, หรือ PBS (1 ชนิดต6อบาดแผล N=8) 
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 รูปที่ 15. ภาพถ6าย histology แสดงตัวอย6างบาดแผลบนหลังสัตว�ทดลอง (rat) 3 วัน ภายหลังจากการทําบาดแผล ภายหลังการใหIสาร
ทดสอบ คือ fibroin gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% in PBS, หรือ PBS (1 ชนิดต6อบาดแผล N=8) 
 

รูปที่ 16. ภาพถ6าย histology แสดงตวัอย6างบาดแผลบนหลังสตัว�ทดลอง (rat) 5 วัน ภายหลังจากการทําบาดแผล ภายหลังการใหIสาร
ทดสอบ คือ fibroin gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% in PBS, หรือ PBS (1 ชนิดต6อบาดแผล N=8) 
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 รูปที่ 17. ภาพถ6าย histology แสดงตัวอย6างบาดแผลบนหลังสัตว�ทดลอง (rat) 7 วัน ภายหลังจากการทําบาดแผล ภายหลังการใหIสาร
ทดสอบ คือ fibroin gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% in PBS, หรือ PBS (1 ชนิดต6อบาดแผล N=8) 
 

 รูปที่ 18. ภาพถ6าย histology แสดงตัวอย6างบาดแผลบนหลังสัตว�ทดลอง (rat) 14 วัน ภายหลังจากการทาํบาดแผล ภายหลังการใหI
สารทดสอบ คือ fibroin gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% in PBS, หรือ PBS (1 ชนิดต6อบาดแผล N=6) 
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ตารางที่ 4.  แสดงผลการวดั และคํานวนค6า epidermal layer migration (EM), % of re-epithelialization (%RE), P/W ratio และ 
complete healing  (CH) ของบาดแผลในสัตว�ทดลอง (rat) แต6ละกลุ6มทีไ่ดIรับสารทดสอบ fibroin gel 1%, fibroin gel 2.5%, CMC 
1%, หรือ PBS  (N = 8 ยกเวIน Day14 N = 6) ในวันที่ 1, 3, 5, 7, 14 วันภายหลังการทาํบาดแผล 

  

 
รูปที่ 19. ภาพ histogram แสดง epidermal migration ของชั้นผิวหนัง  (epidermal layer) ขอบาดแผลบนหลังสัตว�ทดลอง (rat) 1, 3, 
5, 7, และ14 วัน ภายหลังจากการทําบาดแผล ภายหลังการใหIสารทดสอบ คือ fibroin gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 
1% in PBS, หรือ PBS (N=8 ยกเวIนวันที่ 14 N=6) 
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รูปที่ 20. ภาพ histogram แสดง re-epithelialization ตัวของชั้นผิวหนัง  (epidermal layer) ขอบาดแผลบนหลังสัตว�ทดลอง (rat) 1, 
3, 5, 7, และ14 วัน ภายหลงัจากการทําบาดแผล ภายหลังการใหIสารทดสอบ คือ fibroin gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, 
CMC 1% in PBS, หรือ PBS (N=8 ยกเวIนวันที่ 14 N=6) 
 
 
 

 
 
รูปที่ 21. ภาพ histogram แสดงอัตราส6วนความหนาตัวของชั้นผิวหนัง (epidermal layer) ของบริเวณบาดแผลกับบริเวณรอบๆบาดแผล  
(ผิวหนังปกติก) บนหลังสัตว�ทดลอง (rat) 1, 3, 5, 7, และ14 วัน ภายหลังจากการทําบาดแผล ภายหลังการใหIสารทดสอบ คือ fibroin gel 
1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% in PBS, หรือ PBS (N=8 ยกเวIนวันที่ 14 N=6) 
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3.3 การศึกษาเพ่ือประเมินผล Immunohistochemistry (IHC) หรือ Immuno-fluorescent (IF) staining 
 

เน่ืองจากในการทดลอง immunostaining น้ันผูpวิจัยไดpถ�ายภาพโดยเนpนในจุดท่ีสําคัญในแต�ละบรเิวณของบาดแผล 
ดังน้ันเพ่ือความเขpาใจไดpง�ายข้ึนในแต�ละภาพจะแสดงตําแหน�งบนบาดแผลของภาพน้ันๆ ดังแสดงในรูปท่ี 22   

 
 
รูปที่ 22. ภาพจําลองแสดงตําแหน6งของภาพบนบาดแผลบนหลังสตัว�ทดลอง (สีทึบ) โดยตาํแหน6ง A = intact or peripheral skin area,  
B = edge of wound, และ C= middle of wound 
 
 
การศึกษาเพ่ือประเมินผล Immunohistochemistry (IHC) โปรตีน Ki67 
 

โปรตีน Ki-67 เป�นโปรตีนท่ีอยู�ใน nucleus ทําหนpาท่ีร�วมกับ ribosomes ระหว�าง RNA transcription (Jorn, et 
al. 2006) โปรตีน Ki-67 จะมีการแสดงออก เมื่อเซลล%อยู�ในช�วงการเพ่ิมจํานวนและจะไม�มีการแสดงออกในขณะท่ีเซลล%อยู�
ในช�วงพัก (ระยะ G0, resting cell) (Klein, et al., 2000) ดังน้ันจึงสามารถนําผลการแสดงออกของโปรตีน Ki-67 มาใชpเป�น
ตัวบ�งช้ีสภาวะ cell proliferation ท่ีกําลังเกิดข้ึนในระหว�างการฟ��นตัวของบาดแผลไดpดี (Onuma, et al., 2001; Usui, et 
al., 2008) 

จากการสุ�มตัวอย�างสตัว%ทดลอง 1 ตัว ในแต�ละกลุ�มวันของการทดลอง  (1, 3, 5, 7, 14 วันหลังทําบาดแผล) มาทํา 
immunostaining ดpวย antibody ต�อโปรตีน Ki67 (ผลแสดงในรูปท่ี 23-27 และสรุปใน รูปท่ี 28 และ 29 และในตารางท่ี 5 
และ 6) ซ่ึงพอสรุปไดpว�า อัตราส�วนของจํานวนเซลล%ในช้ันผิวหนัง epidermis ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีน Ki67  ระหว�าง
ผิวหนังบริเวณบาดแผล (W) กับผวิหนังปกติรอบๆบาดแผล (P, ผิวหนังปกติก) บนหลังสัตว%ทดลอง (rat) 1, 3, 5, 7, และ14 วัน 
ภายหลังจากการทําบาดแผล ภายหลังการใหpสารทดสอบ คือ fibroin gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% 
in PBS, หรือ PBS ไม�มีความแตกต�างอย�างมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางท่ี 5 และรูปท่ี 28) โดยการใชpสูตรคํานวน ดpานล�าง 
ยกเวpนในวันท่ี 5 ซ่ึงพบว�ากลุ�ม fibroin 2.5% มีจํานวนบริเวณบาดแผลมเีซลล%ท่ีอยู�ในระยะ proliferation (Ki67) มากกว�ากลุ�ม
ท่ีไดpรับสารทดสอบอ่ืนๆ หากคิดเฉพาะรpอยละจํานวนเซลล%ในช้ันผิวหนัง epidermis ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีน Ki67 
ผิวหนังบริเวณบาดแผล (รปูท่ี 29 และตารางท่ี 6) จะเห็นผลท่ีชัดเจนข้ึน โดยผลแสดงบ�งถึงรpอยละของเซลล%ในช้ัน epidermis 
ท่ีบริเวณบาดแผลท่ีอยู�ในระยะ proliferation phase จะไม�แตกต�างกันอย�างมีนัยสําคัญในช�วงฟ��นตัวของบาดแผลไม�ว�าจะ
ไดpรับสารทดสอบใดๆ แต�จะข้ึนอยู�กับว�ามีปริมาณเซลล%ท้ังหมดเท�าใด ซ่ึงในกลุ�ม fibroin gel จะมีปรมิาณเซลล%มากกว�า
โดยเฉพาะวันท่ี 3 (รูปท่ี 20 และ 21)  
 
% mean ratio ของเซลล%ในช้ันผวิหนัง epidermis ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีน Ki67 ระหว�างผิวหนังบริเวณบาดแผลกับ
ผิวหนังปกต ิ= [(Wound – Intact)/Intact]*100 
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รูปที่ 23. ภาพถ6าย immune-staining ของโปรตีน Ki67 บนบาดแผลบนหลังสัตว�ทดลอง (rat) 1 วัน ภายหลังจากการทําบาดแผล ภายหลัง
การใหIสารทดสอบ คือ fibroin gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% in PBS, หรือ PBS 



รหสัโครงการ R2554B053                                                                                                                   หนา้ 34 

 
 
รูปที่ 24. ภาพถ6าย immune-staining ของโปรตีน Ki67 บนบาดแผลบนหลังสัตว�ทดลอง (rat) 3 วัน ภายหลังจากการทําบาดแผล ภายหลัง
การใหIสารทดสอบ คือ fibroin gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% in PBS, หรือ PBS 
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รูปที่ 25. ภาพถ6าย immune-staining ของโปรตีน Ki67 บนบาดแผลบนหลังสัตว�ทดลอง (rat) 5 วัน ภายหลังจากการทําบาดแผล ภายหลัง
การใหIสารทดสอบ คือ fibroin gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% in PBS, หรือ PBS 
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รูปที่ 26. ภาพถ6าย immune-staining ของโปรตีน Ki67 บนบาดแผลบนหลังสัตว�ทดลอง (rat) 7 วัน ภายหลังจากการทําบาดแผล ภายหลัง
การใหIสารทดสอบ คือ fibroin gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% in PBS, หรือ PBS 
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รูปที่ 27. ภาพถ6าย immune-staining ของโปรตีน Ki67 บนบาดแผลบนหลังสัตว�ทดลอง (rat) 14 วัน ภายหลังจากการทําบาดแผล 
ภายหลังการใหIสารทดสอบ คือ fibroin gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% in PBS, หรือ PBS 
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 รูปที ่28. ภาพ histogram แสดงแสดงค6าโดยประมาณเปkนอัตราส6วนของจํานวนเซลล�ในชั้นผิวหนัง epidermis ที่มีการแสดงออกของ
โปรตีน Ki67  ระหว6างผิวหนังบริเวณบาดแผล (W) กับผิวหนังปกตริอบๆบาดแผล (P, ผิวหนังปกติก) บนหลงัสัตว�ทดลอง (rat) 1, 3, 5, 7, 
และ14 วัน ภายหลังจากการทาํบาดแผล ภายหลังการใหIสารทดสอบ คือ fibroin gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% 
in PBS, หรือ PBS (N=1, 3 measurement) 
 
 
 
 
ตารางที่ 6. แสดงค6าโดยประมาณเปkนรIอยละของจํานวนเซลล�ในชั้นผิวหนัง epidermis ที่มีการแสดงออกของโปรตีน Ki67  ที่ผิวหนังบริเวณ
บาดแผล 
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รูปที่ 29. ภาพ histogram แสดงแสดงค6าโดยประมาณเปkนรIอยละของจํานวนเซลล�ในชั้นผิวหนัง epidermis ที่มกีารแสดงออกของโปรตีน 
Ki67  ที่ผิวหนังบริเวณบาดแผล (W) บนหลังสัตว�ทดลอง (rat) 1, 3, 5, 7, และ14 วัน ภายหลังจากการทาํบาดแผล ภายหลังการใหIสาร
ทดสอบ คือ fibroin gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% in PBS, หรือ PBS (N=1, 3 measurement) 
 
 
การศึกษาเพ่ือประเมินผล Immunohistochemistry (IHC) โปรตีน CK14, CK1/10 และ collagen 

 
โปรตีน cytokeratins เป�นโปรตีนท่ีสรpางโดยเซลล% keratinocytes ของผิวหนัง โดยจะถูกสรpางและทําหนpาท่ีอยู�ใน 

cytoplasm โดยปกติ cytokeratins มีหลายรูปแบบมากกว�า 20 รูปแบบ (isoforms) และจะจับคู�กันแบบ hetero-dimers 
ระหว�าง cytokeratin ท่ีต�างรูปแบบกันแบบเจาะจง เช�น cytokeratin14 (K14) จะจับคู�กับ cytokeratin5 (K5) 
cytokeratin1 (K1) จะจับคู�กับ cytokeratin10 (K10) เป�นตpน  cytokeratins ทําหนpาท่ีเป�นโครงสรpางใหpเกิดการเสถียรของ
ช้ันผิวหนัง (epidermal stability) (Moll, et al., 1998) รวมถึงการทําปฏิกิรยิา (interact) กับโปรตนีชนิดอ่ืนๆ ในสภาวะ
ผิวหนังปกติการแสดงออกของโปรตีน cytokeratin 1/10 (K1/10) จะปรากฏในช้ัน spinous และช้ัน granular layer 
(suprabasal layer) ของ epidermis เป�นการบ�งบอกถึงสภาวะการเปลี่ยนแปลงแบบ differentiation ของเซลล% 
keratinocytes ในช้ันน้ันๆ ในทางกลับกัน การแสดงออกของโปรตนี cytokeratin 5/14 (K5/14) ในช้ัน basal layer ของ 
epidermis เป�นการบ�งบอกถึงสภาวะ un-differentiation ของเซลล% keratinocytes ในผิวหนังท่ีอยู�ระหว�างการฟ��นตัวของ
บาดแผลจะพบการแสดงออกของโปรตีน K5 และ K14 ท่ี epidermal migrating tip  

โปรตีน collagen เป�นโปรตีนส�วนประกอบของ connective tissue โดยเฉพาะ fibrous tissues เช�น tendon, 
ligament, ผิวหนัง เป�นตpน เซลล% fibroblast จะเป�นเซลล%ท่ีสรpาง collagen ซ่ึง collagen จะประกอบดpวยสายโปรตีน 3 สาย 
(triple helix) และจะม ีcommon motifs ของ amino acid sequence คือ glycine-proline-X และ glycine-X-
hydroxyproline (โดย X จะเป�น amino acid อ่ืนๆ) อย�างนpอย collagen มีมากกว�า 28 ชนิดท่ีพบบ�อยมีอยู� 5 ชนิด คือ 
ccollagen I,II, III, IV, และ V โดย ผิวหนังจะพบ collagen type I มากท่ีสุด  

จากผลการยpอม immunostaining ของ CK14 (รูปท่ี 30-34), CK1/10 (รูปท่ี 35-39) และ collagen type I (รูปท่ี 
40-45) พบว�าบาดแผลทุกกลุ�มมีการแสดงออกของโปรตีนพ้ืนฐานของผิวหนังท่ีเป�นปกติ 
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รูปที่ 30. ภาพถ6าย immune-staining ของโปรตีน CK14 บนบาดแผลบนหลังสัตว�ทดลอง (rat) 1 วัน ภายหลังจากการทําบาดแผล 
ภายหลังการใหIสารทดสอบ คือ fibroin gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% in PBS, หรือ PBS 
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รูปที่ 31. ภาพถ6าย immune-staining ของโปรตีน CK14 บนบาดแผลบนหลังสัตว�ทดลอง (rat) 3 วัน ภายหลังจากการทําบาดแผล 
ภายหลังการใหIสารทดสอบ คือ fibroin gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% in PBS, หรือ PBS 
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รูปที่ 32. ภาพถ6าย immune-staining ของโปรตีน CK14 บนบาดแผลบนหลังสัตว�ทดลอง (rat) 5 วัน ภายหลังจากการทําบาดแผล 
ภายหลังการใหIสารทดสอบ คือ fibroin gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% in PBS, หรือ PBS 
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รูปที่ 33. ภาพถ6าย immune-staining ของโปรตีน CK14 บนบาดแผลบนหลังสัตว�ทดลอง (rat) 7 วัน ภายหลังจากการทําบาดแผล 
ภายหลังการใหIสารทดสอบ คือ fibroin gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% in PBS, หรือ PBS 
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รูปที่ 34. ภาพถ6าย immune-staining ของโปรตีน CK14 บนบาดแผลบนหลังสัตว�ทดลอง (rat) 14 วัน ภายหลังจากการทําบาดแผล 
ภายหลังการใหIสารทดสอบ คือ fibroin gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% in PBS, หรือ PBS 
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รูปที่ 35. ภาพถ6าย immune-staining ของโปรตีน CK1/10 บนบาดแผลบนหลังสัตว�ทดลอง (rat) 1 วัน ภายหลงัจากการทําบาดแผล 
ภายหลังการใหIสารทดสอบ คือ fibroin gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% in PBS, หรือ PBS 
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รูปที่ 36. ภาพถ6าย immune-staining ของโปรตีน CK1/10 บนบาดแผลบนหลังสัตว�ทดลอง (rat) 3 วัน ภายหลงัจากการทําบาดแผล 
ภายหลังการใหIสารทดสอบ คือ fibroin gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% in PBS, หรือ PBS 
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รูปที่ 37. ภาพถ6าย immune-staining ของโปรตีน CK1/10 บนบาดแผลบนหลังสัตว�ทดลอง (rat) 5 วัน ภายหลงัจากการทําบาดแผล 
ภายหลังการใหIสารทดสอบ คือ fibroin gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% in PBS, หรือ PBS 
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รูปที่ 38. ภาพถ6าย immune-staining ของโปรตีน CK1/10 บนบาดแผลบนหลังสัตว�ทดลอง (rat) 7 วัน ภายหลงัจากการทําบาดแผล 
ภายหลังการใหIสารทดสอบ คือ fibroin gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% in PBS, หรือ PBS 
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รูปที่ 39. ภาพถ6าย immune-staining ของโปรตีน CK1/10 บนบาดแผลบนหลังสัตว�ทดลอง (rat) 14 วัน ภายหลังจากการทาํบาดแผล 
ภายหลังการใหIสารทดสอบ คือ fibroin gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% in PBS, หรือ PBS 
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รูปที่ 40. ภาพถ6าย immune-staining ของโปรตีน collagen I บนบาดแผลบนหลังสัตว�ทดลอง (rat) 1 วัน ภายหลังจากการทาํบาดแผล 
ภายหลังการใหIสารทดสอบ คือ fibroin gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% in PBS, หรือ PBS 
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รูปที่ 41. ภาพถ6าย immune-staining ของโปรตีน collagen I บนบาดแผลบนหลังสัตว�ทดลอง (rat) 3 วัน ภายหลังจากการทาํบาดแผล 
ภายหลังการใหIสารทดสอบ คือ fibroin gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% in PBS, หรือ PBS 
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รูปที่ 42. ภาพถ6าย immune-staining ของโปรตีน collagen I บนบาดแผลบนหลังสัตว�ทดลอง (rat) 5 วัน ภายหลังจากการทาํบาดแผล 
ภายหลังการใหIสารทดสอบ คือ fibroin gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% in PBS, หรือ PBS 
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รูปที่ 43. ภาพถ6าย immune-staining ของโปรตีน collagen I บนบาดแผลบนหลังสัตว�ทดลอง (rat) 7 วัน ภายหลังจากการทาํบาดแผล 
ภายหลังการใหIสารทดสอบ คือ fibroin gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% in PBS, หรือ PBS 



รหสัโครงการ R2554B053                                                                                                                   หนา้ 55 

 

 
 

รูปที่ 44. ภาพถ6าย immune-staining ของโปรตีน collagen I บนบาดแผลบนหลังสัตว�ทดลอง (rat) 14 วัน ภายหลังจากการทําบาดแผล 
ภายหลังการใหIสารทดสอบ คือ CMC 1% in PBS, หรือ PBS 
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รูปที่ 45. ภาพถ6าย immune-staining ของโปรตีน collagen I บนบาดแผลบนหลังสัตว�ทดลอง (rat) 14 วัน ภายหลังจากการทําบาดแผล 
ภายหลังการใหIสารทดสอบ คือ  fibroin gel 1% in PBS หรือ fibroin gel 2.5% in PBS 
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4. สรุปผลการศึกษา 
 

วัตถุประสงค%หลักของโครงการน้ี จะมุ�งเนpนศึกษาศึกษาความเป�นพิษต�อผิวหนัง และประสิทธิภาพผลการเร�งการฟ��น
ตัวของบาดแผลของสารสกัดโปรตนีจากรังไหม fibroin ในรูปแบบยาเตรยีมแบบเจล (gel) ในสัตว%ทดลอง (in-vivo animal 
model) และมีการวางแผนของโครงการในอนาคตท่ีคณะผูpวิจัยตั้งเปwาท่ีจะพัฒนาสูตรตํารับเพ่ือพัฒนาเป�นยาช�วยเร�งการฟ��นตัว
ของบาดแผลในมนุษย%ต�อไป 

โครงการน้ี เป�นโครงการสืบเน่ืองจากผลการวิจัยก�อนหนpาของทีมวิจยั ท่ีมุ�งเนpนศึกษาศึกษาความเป�และประสิทธิผล
การเร�งการฟ��นตัวของบาดแผลของสารสกัดโปรตีนจากรังไหม fibroin ซ่ึงทราบเป�นเวลายาวนานแลpวว�า โปรตีน fibroin มี
คุณสมบัติเขpากันไดpดีกับร�างกาย ไม�ก�อใหpเกิดการแพp และสามารถย�อยสลายไดpในร�างกาย มีความปลอดภัยสูง ตลอดจนมี
รายงานหลายช้ินระบุผลของสารสกัดโปรตีน fibroin อาจเสรมิสรpางหรือเร�งกระบวนการฟ��นตัวของบาดแผล โดยสามารถช�วย
เร�งการเจริญเติบโตและเพ่ิมจํานวนของเซลล% มีฤทธ์ิยับยั้งการเกิดอนุมูลอิสระ และปwองกันการตายของเซลล%จากการขาดซีรั่ม 
แต�ส�วนใหญ�ของรายงานจะเป�นการทดลองใน in-vitro model นอกจากน้ัน ผูpวิจัยพบว�าผลิตภัณฑ% fibroin ท่ีนํามาทดสอบ 
หากผลติจากรังไหมต�างชนิดกัน แหล�งผลิตท่ีต�างกัน จะมีคุณลักษณะท่ีมีแตกต�างกันมากท้ังดpานกายภาพและเคมี ตลอดจน
ประสิทธิภาพการออกฤทธ์ิทางชีวภาพ เหตุของความแตกต�างน้ีอาจมีสาเหตุจากความแตกต�างในกระบวนการผลิต หรือป�จจัย
อ่ืนๆ เช�น ชนิดของสายพันธุ%ไหม ป�จจัยจากสภาวะแวดลpอมของการเพาะเลี้ยงไหม เป�นตpน เพ่ือหลีกเลี่ยงผลกระทบดขpางตpน 
ทีมผูpวิจัยจึงไดpพัฒนาคิดคpนวิธีการสกัดโปรตีนไหม fibroin จากรังไหมสีเหลืองของไทย และทําการพิสจูน%คุณลักษณะของ
ผลิตภณัฑ% ซ่ึงทีมผูpวิจัยประสพความสําเร็จในการแยกสกัดโปรตีน fibroin จากรังไหมเหลืองพันธุ%ไทยไดpสําเรจ็ โดยไดpสารสกัด
โปรตีนท่ีมคุีณภาพสูง ขนาดของโมเลกุลค�อนขpางคงท่ี มีการละลายไดpดีท่ี pH ต�างๆ และทนความรpอนดี ผูpวิจัยไดpนําโปรตีน 
fibroin ท่ีแยกสกัดน้ีมาทดสอบกับ cell lines (in-vitro model) และ กับโมเดลผิวหนังสุกรท่ีเพาะเลี้ยงท่ีพัฒนามาทดสอบผล
ต�อการฟ��นตัวของบาดแผล (ex-vivo porcine skin wound healing model) ซ่ึงโมเดลน้ีพัฒนาข้ึนโดยทีมวิจัยเช�นกัน ผลการ
ทดลองสนับสนุนว�า fibroin สามารถเร�งการเพ่ิมจํานวนของเซลล% และเร�งการฟ��นตัวของบาดแผลดีกว�ากลุ�มควบคุมอย�างมี
นัยสําคัญ ดังน้ันเพ่ือเป�นการยืนยนัว�าสามารถใชp ex-vivo porcine skin wound healing model แทนการทําการทดลองใน
สัตว%ทดลองหรือมนุษย% จึงมีการทําวิจัยของโครงการ in-vivo animal model ชุดน้ีข้ึนเพ่ือท่ีจะไดpขpอมูลในการสนับสนุนใหpใชp
โมเดลน้ีแทนการใชpสตัว%ทดลองหรอืมนุษย%ในการทดลองในอนาคต และเพ่ือใหpไดpขpอมูลขนาดยา ความเป�นพิษ ประสิทธิภาพ
ของสารสกัด fibroin เพ่ือเป�นแนวทางพัฒนาตํารับของโปรตีน fibroin สู� clinical trial ต�อไป 

การทดลองโดยย�อมดีังน้ี ใชpสัตว%ทดลอง (Sprague-Dawley rat) ตัวผูp นํ้าหนักตัว 200-250 กรัม โดยสัตว%ทดลองแต�
ละตัวจะถูกสุ�มใหpหมายเลขเพ่ือสะดวกในการกําหนดวันการทําบาดแผลและการกําหนดวันของการเก็บบาดแผล ตลอดจนการ
กําหนดการใชpสารทดสอบในตําแหน�งแต�ละตําแหน�งของบาดแผล สัตว%ทดลองจะถูกเลีย้งในกรง 1 ตัวต�อกรง ภายในหpองท่ี
ควบคุมอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส และมีแสงสว�าง 12 ช่ัวโมงสลับความมดื 12 ช่ัวโมง มีการใหpอาหารและนํ้าอย�างบริบูรณ%
สัตว%ทดลองจะถูกเลีย้งใหpเคยชินกับสถานท่ีก�อนทําการทดลองอย�างนpอย 1 สัปดาห% (โครงการน้ีผ�านการเห็นชอบจาก
คณะกรรมการจรรยาบรรณการใชpสัตว%ทดลอง มหาวิทยาลยันเรศวรเป�นท่ีเรียบรpอย) ในข้ันตอนการทําบาดแผล สัตว%ทดลองจะ
ถูกวางยาสลบโดยการฉีดยาสลบ Nembutal ในขนาด 40 mg/kg และ ampicillin 50mg/kg เขpาช�องทpอง (intra-
peritoneal)  ขนบนหลังสตัว%จะถูกโกนและฆ�าเช้ือโรค กําหนดจุดท่ีจะทําการผ�าตัดเอาส�วนผิวหนังรวมช้ัน epidermis และ 
dermis ออก ซ่ึงตําแหน�งท่ีกําหนดจะขนานตามแนวกระดูกสันหลังระหว�างขาหนpาและขาหลัง โดยใชp guiding grid เป�นตัว
ช�วยกําหนดตําแหน�ง บาดแผลห�างจากกัน 1 cm และห�างจากแนวกระดูกสันหลัง 0.5 cm. ทําการเจาะบาดแผลโดยใชp 
biopsy punch จํานวน 4 บาดแผล (ขpางละ 2 บาดแผล) ขนาดเสpนผ�าศูนย%กลาง 0.6 cm. กลุ�มการทดลองมี 4 กลุ�มการ
ทดลองดังน้ี 1. ยาเตรยีมสารสกัดรังไหม fibroin ในรูปแบบเจลท่ีมคีวามเขpมขpนของ fibroin 1% in PBS, 2. ยาเตรียมสารสกัด
รังไหม fibroin ในรูปแบบเจลท่ีมคีวามเขpมขpนของ fibroin 2.5% in PBS, 3. PBS เพ่ือใชpสําหรับกลุ�มควบคุม, 4. ยาเตรียม 
carboxy methyl cellulose (CMC)  1% in PBS เพ่ือใชpสําหรับกลุ�มควบคุม (occlusion effect) โดยจะใส�สารทดสอบแต�
ละชนิด จํานวน 20µl ในบาดแผลของสัตว%ทดลองตามการสุ�มสตัว%ทดลองขpางตpน (ชุดละ 8 ตัว ยกเวpน D14 มีจํานวน 6 ตัว)  
และตําแหน�งของบาดแผล บาดแผลของสัตว%ทดลองจะถูกป�ดดpวย Tegaderm film (3M) ขนาด 6x7 cm. เพ่ือปwองกันการไหล
ออกของสารทดสอบและปwองกันบาดแผลจากการติดเช้ือหรือปนเป��อนวัสดุรองนอน และใส�ปลอกคอสตัว%ทดลองเพ่ือปwองกัน
การกัดแทะหรือเลยีบาดแผล ผ�าตดัเก็บบาดแผล ในวันท่ี 1 (D1), 3 (D3), 5 (D5),  7 (D7), และ 14 (D14)  วันหลังทํา
บาดแผล โดยก�อนการผ�าตัดจะมีการประเมินลักษณะบาดแผล และการฟ��นตัวของบาดแผลก�อน โดยท้ังการถ�ายรูปบาดแผล 
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การวัดขนาดของบาดแผลท่ีลดลง และการสังเกตอ่ืนๆ ประเมินผลการเกิดพิษท่ีเกิดกับผิวหนัง เช�น การอักเสบ การแพp เป�นตpน 
(โดยผูpเช่ียวชาญดpานสัตว%ทดลอง หรือสัตวแพทย%) ตรวจสอบทาง gross histology และ  Immunohistochemistry ช้ิน
บาดแผลทุกช้ิน เพ่ือประเมินผลการฟ��นตัวของบาดแผลในระดับเซลล% และทําการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนต�างๆท่ี
เก่ียวขpองกับการฟ��นตัวของบาดแผล เช�น Ki67, CK14, CK10 เป�นตpน สัตว%ทดลองจะถูกทําใหpสิ้นชีวิตอย�างสงบและรวดเร็วโดย
ใชp guillotine (ก�อนการเก็บช้ินบาดแผล) ผลการศึกษาสามารถนําสรุปดังน้ี 

ผลทางกายภาพตรวจสอบทางกายภาพ สัตว%ทดลองมีสุขภาพแข็งแรงดี นํ้าหนักตัวเพ่ิมข้ึน ไม�มีการแสดงถึงอาการ
เครียด และไม�มีการตายของสัตว%ทดลองระหว�างการเลี้ยง สภาพทางกายภาพโดยท่ัวไปของบาดแผลท่ีทําไวpบนหลังสตัว%ทดลอง 
พบว�าไม�มีการติดเช้ือ ไม�มีขpอบ�งช้ีการแพpหรือความเป�นพิษของ สารทดสอบ และสัตว%ทดลองมีการฟ��นตัวของบาดแผลท่ีเป�น
ปกติ แผ�น Tegaderm film จะค�อยๆหลดุออกจากตัวสตัว%ทดลองภายในวันท่ี 3 หลังการทําบาดแผล และหลุดหมดทุกตัว
ภายในวันท่ี 7 การใชpแผ�น Tegaderm film น้ีมีวัตถุประสงค%เพ่ือปwองกันไม�ใหpสารทดสอบท่ีใส�ในบาดแผลไหลออก หรือ
สัตว%ทดลองเลียท้ิงภายใน 24 ช่ัวโมง ตลอดจนการปwองกันบาดแผลไม�ใหpปนเป��อนวัสดรุองนอนหรือสิ่งขับถ�ายจากสัตว%ทดลอง 
ดังน้ันการใชpแผ�น film ชนิดน้ีจึงมีความเหมาะสมในการทดลองน้ี การประเมินดpวยสายตาพบว�าทุกบาดแผลบนสัตว%ทดลองทุก
ตัวจะมีการสมานตัวท่ีหายสนิทภายใน 14 วัน โดยท่ัวไป จํานวนวันท่ีบาดแผลหายสนิทน้ันจะข้ึนกับขนาดของบาดแผล และ
สุขภาพของสัตว%ทดลองแต�ละตัว (การทดลองน้ีบาดแผลมีขนาดเสpนผ�าศูนย%กลาง 6mm.) อย�างไรก็ตามเราไม�สามารถบ�งบอก
ความแตกต�างไดpโดยสายตาว�า บาดแผลท่ีไดpรับสารทดสอบแต�ละชนิดบนหลังสตัว%ทดลองแต�ละตัวมีอัตราการฟ��นตัวของ
บาดแผลแตกต�างกันหรือไม�  

ผลทางกายภาพโดยการตรวจสอบทาง histology ของบาดแผล ผลจากการศึกษาจากภาพถ�าย histology ของ
บาดแผลบนหลังสัตว%ทดลอง 1, 3, 5, 7, 14 วัน ภายหลังจากการทําบาดแผลและการใหpสารทดสอบ คือ fibroin gel 1% in 
PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% in PBS, หรือ PBS (1 ชนิดต�อบาดแผล N=8 ยกเวpน Day14 N=6) และภาพถ�าย 
histology ของบาดแผลแต�ละช้ินจะถูกนํามาวัดค�า epidermal layer migration (EM, micron) โดยวัดการเคลื่อนท่ีของช้ัน 
epidermal (keratinocytes) layer จากขอบบาดแผลเริม่แรก เพ่ือนํามาคํานวนหาค�า %RE (% re-epithelialization) และ
คํานวนหาอัตราส�วนระหว�างความหนาของช้ัน epidermis ท่ีบริเวณบาดแผลต�อความหนาช้ัน epidermis รอบบาดแผลท่ีมี
ผิวหนังปกติ (P/W ratio) และ complete healing  (CH) ของบาดแผลในสตัว%ทดลองแต�ละกลุ�ม และแสดงผลการวิเคราะห%
หานัยสําคัญทางสถิตโิดย ANOVA ลักษณะโดยท่ัวไป บาดแผลบนหลังสัตว%ทดลอง 1 วันภายหลังจากการทําบาดแผลจะพบว�า
มีการเคลื่อนตัวเขpามาของช้ัน dermis มาท่ีบริเวณบาดแผล กลpามเน้ือช้ัน PC มีการแตกกระจายของมัดกลpามเน้ือ และเพ่ิม
จํานวนข้ึนอย�างเห็นไดpชัดเพ่ือแทนท่ีกลpามเน้ือส�วนท่ีถูกตัดออกไปตอนทําบาดแผล ทําใหpบาดแผลดตูื้นข้ึนมาออกเห็นไดpชัดเจน 
แต�ต�อมขุมขนจะไม�มีกระจายตัวเขpามาบริเวณแผล  ช้ัน epidermis เริ่มมีการเคลื่อนท่ีเขpาสู�บริเวณบาดแผล ซ่ึงในการวิเคราะห%
การเคลื่อนท่ีของ epidermal migration (EM) ในรูป %RE หรือ % wound coverage โดย ANOVA ไม�พบว�าความแตกต�าง
อย�างมีนัยสําคัญของ %RE  ของกลุ�มบาดแผลท่ีไดpรับสารทดสอบ fibroin gel 1% (11.3%), fibroin gel 2.5% (13.5%), 
CMC 1% (12.6%) , หรือ PBS (12.3%) ค�า %RE มีความแตกต�างอย�างเห็นไดpชัดเจนในบาดแผลบนหลังสัตว%ทดลอง 3 วัน
ภายหลังจากการทําบาดแผล กลุ�มบาดแผลท่ีไดpรับสารทดสอบ fibroin gel 2.5% (70%), จะมี %RE สูงกว�ากลุ�มบาดแผลท่ี
ไดpรับสารทดสอบอ่ืนๆ CMC 1% (49.5%), fibroin gel 1% (47%), และ PBS (42.7%) อย�างมีนัยสําคัญทางสถิติ (ANOVA, 
p<0.01) และเมื่อเทียบผลระหว�างกลุ�มบาดแผลท่ีไดpรับสารทดสอบ fibroin gel 2.5% กับ fibroin gel 1%  กลุ�มบาดแผลท่ี
ไดpรับสารทดสอบ fibroin gel 2.5% จะใหpผล %RE ท่ีสูงท่ีนัยสําคัญเช�นกัน (ANOVA, p<0.05)  นอกจากน้ันในกลุ�มบาดแผล
ท่ีไดpรับสารทดสอบ fibroin gel 2.5% จะมีบาดแผลท่ีเกิดการ re-epithelialization อย�างสมบูณ% (complete wound 
coverage) อยู�ถึง 3 บาดแผลใน 8 บาดแผลของกลุ�ม ในขณะท่ีกลุ�มบาดแผลท่ีไดpรับสารทดสอบ fibroin gel 1% มีบาดแผลท่ี
เกิด complete healing เพียง 1 บาดแผลใน 8 บาดแผลของกลุ�มเท�าน้ัน และในกลุ�ม CMC 1%  และ PBS ไม�มีบาดแผลใด
เกิด complete wound coverage เลย ส�วนการคํานวนค�า %RE ในบาดแผลบนหลังสตัว%ทดลอง 5, 7, และ 14 วัน ภายหลัง
จากการทําบาดแผลจะไม�พบความแตกต�างอย�างมีนัยสําคัญทางสถิติระหว�างกลุ�มบาดแผลท่ีไดpรับสารทดสอบท้ัง 4 กลุ�ม โดย
บาดแผลในแต�ละกลุ�มจะมี complete wound coverage มากข้ึน และจะมี complete healing ท้ังหมดในเวลา 14 วัน 
และจะสังเกตไุดpว�าภายหลัง 14 วันหลังการมีบาดแผลต�อมขุมขนจะไม�มีการเคลื่อนท่ีเขpาสู�บริเวณท่ีเคยมีแผล (scar) ในส�วนค�า 
W/P ratio ซ่ึงเป�นอัตราส�วนความหนาของช้ัน epidermis ท่ีบริเวณบาดแผลต�อท่ีบรเิวณผิวหนังปกติรอบบาดแผล พบว�าทุก
กลุ�มบาดแผลของทดลองจะมีการเพ่ิมข้ึนสูงของค�า W/P ratio ในวันท่ี 1 (ระหว�าง 2.6-3.4 เท�า), วันท่ี 3  (ระหว�าง 5.5-7.6 
เท�า), วันท่ี 5  (ระหว�าง 6.3-6.9 เท�า), วันท่ี 7  (ระหว�าง 4.1-8.5 เท�า) และค�อยๆ ลดลงไป วันท่ี 14  (ระหว�าง 2.2-2.8 เท�า) 



รหสัโครงการ R2554B053                                                                                                                   หนา้ 59 

ซ่ึงเป�นเรื่องปกติของกระบวนการฟ��นตัวของบาดแผล เซลล% keratinocytes จะมีการแบ�งตัวเพ่ิมข้ึน และหนาช้ันข้ึนในบริเวณท่ี
ขอบแผลและเคลื่อนตัวเขpาปกคลมุบาดแผล เมื่อกระบวนการเสร็จเสร็จสิ้นค�า W/P ratio จะเป�นปกติ (บาดแผลหลังจาก 14 
วัน ซ่ึงเกิด complete healing แลpว แต�ยังคงใชpเวลาในระยะของ wound remodeling) เมื่อพิจารณาในวันท่ี 3 หลังการทํา
บาดแผลจะพบว�า ค�า W/P ratio ในกลุ�มบาดแผลท่ีไดpรบัสารทดสอบ fibroin 1% (ratio 7.6) และ 2.5% (ratio 6.0) จะค�าสูง
อย�างมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ�ม PBS (ratio 5.5) และกลุ�ม 1% CMC (ratio 5.6) ดังน้ันผลการทดลองน้ีจึงสามารถ
ระบุไดpว�า fibroin gel เพียงครั้งเดยีว มีผลช�วยเร�งการฟ��นตัวของบาดแผลในสัตว%ทดลองใหpเกิดไดpเร็วข้ึน โดย fibroin gel 
2.5% จะใหpผลดีกว�า fibroin gel ท่ี 1% โดยประสิทธิภาพจะสูงสุดประมาณวันท่ี 3 ภายหลังการเกิดบาดแผล  แสดงถึงการใชp
ระยะเวลาในการออกฤทธ์ิท่ีชpา (delayed) ของสารทดสอบ อาจเป�นผลเน่ืองจากการฟ��นตัวของบาดแผลจําเป�นตpองมีการสรpาง
มวลสารทดแทนส�วนท่ีเสียไป ซ่ึงจําเป�นตpองใชpเวลาในการสรpาง และพบว�า fibroin gel ท้ังในความเขpมขpน 2.5% และ 1.0% 
ไม�ก�อใหpเกิดพิษต�อเซลล% หรือขัดขวางกระบวนการฟ��นตัวของบาดแผล และผลของความหนือเป�นเจลไม�มีผลต�อกระบวนการฟ��น
ตัวของบาดแผล ซ่ึงสังเกตไุดpจากกลุ�มบาดแผลท่ีใหpสารท่ีมีความหนืดเช�น 1% CMC 

ในการศึกษาเพ่ือประเมินผล Immunohistochemistry ของโปรตีน Ki67 ซ่ึงใชpเป�นตัวบ�งช้ีสภาวะ cell 
proliferation ท่ีกําลังเกิดข้ึนในระหว�างการฟ��นตัวของบาดแผล จากการสุ�มตัวอย�างสตัว%ทดลอง 1 ตัว ในแต�ละกลุ�มวันของการ
ทดลอง  (1, 3, 5, 7, 14 วันหลังทําบาดแผล) มาทํา immunostaining ดpวย antibody ต�อโปรตีน Ki67 พอสรุปไดpว�า 
อัตราส�วนของจํานวนเซลล%ในช้ันผิวหนัง epidermis ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีน Ki67  ระหว�างผิวหนังบริเวณบาดแผลกับ
ผิวหนังปกติรอบๆบาดแผลบนหลงัสัตว%ทดลอง (rat) 1, 3, 5, 7, และ14 วัน ภายหลังจากการทําบาดแผล ภายหลังการใหpสาร
ทดสอบ คือ fibroin gel 1% in PBS, fibroin gel 2.5% in PBS, CMC 1% in PBS, หรือ PBS ไม�มีความแตกต�างอย�างมี
นัยสําคัญทางสถิติ ยกเวpนในวันท่ี 5 ซ่ึงพบว�ากลุ�ม fibroin 2.5% มีจํานวนบริเวณบาดแผลมเีซลล%ท่ีอยู�ในระยะ proliferation 
มากกว�ากลุ�มท่ีไดpรบัสารทดสอบอ่ืนๆ หากคิดเฉพาะรpอยละจํานวนเซลล%ในช้ันผิวหนัง epidermis ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีน 
Ki67 ผิวหนังบริเวณบาดแผลจะเห็นผลท่ีชัดเจนข้ึน โดยผลแสดงบ�งถึงรpอยละของเซลล%ในช้ัน epidermis ท่ีบริเวณบาดแผลท่ี
อยู�ในระยะ proliferation phase จะไม�แตกต�างกันอย�างมีนัยสําคัญในช�วงฟ��นตัวของบาดแผลไม�ว�าจะไดpรับสารทดสอบใดๆ 
แต�จะข้ึนอยู�กับว�ามีปริมาณเซลล%ท้ังหมดเท�าใด ซ่ึงในกลุ�ม fibroin gel จะมีปรมิาณเซลล%มากกว�าโดยเฉพาะวันท่ี 3  

การศึกษาเพ่ือประเมินผล Immunohistochemistry ของโปรตีน CK14, CK1/10 และ collagen โปรตีน CK1/10 
จะปรากฏในช้ัน spinous และช้ัน granular layer (suprabasal layer) ของ epidermis เป�นการบ�งบอกถึงสภาวะการ
เปลี่ยนแปลงแบบ differentiation ของเซลล% keratinocytes ในช้ันน้ันๆ ในทางกลับกัน การแสดงออกของโปรตีน CK14 จะ
จํากัดเฉพาะในช้ัน basal layer ของ epidermis เป�นการบ�งบอกถึงสภาวะ un-differentiation ของเซลล% keratinocytes ใน
ผิวหนังท่ีอยู�ระหว�างการฟ��นตัวของบาดแผลจะพบการแสดงออกของโปรตีน CK14 ท่ี epidermal migrating tip ส�วนโปรตีน 
collagen เป�นโปรตีนส�วนประกอบของ connective tissue โดยเฉพาะ fibrous tissues เช�น tendon, ligament, ผิวหนัง 
เป�นตpน เซลล% fibroblast จะเป�นเซลล%ท่ีสรpาง collagen โดยท่ีผิวหนังจะพบ collagen type I มากท่ีสุด จากผลการยpอม 
immunostaining ของ CK14, CK1/10 และ collagen type I พบว�าบาดแผลทุกกลุ�มมีการแสดงออกของโปรตีนพ้ืนฐานของ
ผิวหนังท่ีเป�นปกติ และไม�มีความแตกต�างกันรพหว�างกลุ�มการทดลอง 

สรุปโดยย�อ จากผลการทดลองน้ีสามารถระบุไดpว�า fibroin gel เพียงครั้งเดียว มผีลช�วยเร�งการฟ��นตัวของบาดแผลใน
สัตว%ทดลองใหpเกิดไดpเร็วข้ึน โดย fibroin gel 2.5% จะใหpผลดีกว�า fibroin gel ท่ี 1% โดยประสิทธิภาพจะสูงสดุประมาณวันท่ี 
3 ภายหลังการเกิดบาดแผล และพบว�า fibroin gel ท้ังในความเขpมขpนไม�ก�อใหpเกิดพิษต�อเซลล% หรือขัดขวางกระบวนการฟ��นตัว
ของบาดแผล ซ่ึงเป�นการยืนยันผลของโปรตีน fibroin ของทีมผูpวิจัยคpนพบท้ังใน cell line และ ex-vivo porcine skin 
wound healing models ซ่ึงสามารถนําผลการวิจัยของโครงการน้ีไปสู�การทดลองทางคลินิกต�อไป 
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6. ภาคผนวก 

 

1. ประวัติผูIวิจัย ผศ.ดร.ณัถวุฒิ แซ6ลิ้ม 
 

2. ความกIาวหนIาตามตัวชี้วัดเพ่ือการประเมินผลลําเร็จของโครงการ 
2.1. นําเสนอผลงานในรูปแบบ Oral presentation และตีพิมพ%ใน Proceedings โดย นายนิคม นาคสุพรรณ 

นิสิตบัณฑิตศึกษา คณะเภสัชศาสตร% มหาวิทยาลัยนเรศวร ช่ือเรื่อง “Toxicity Testing and Wound 
Healing Efficacy of Fibroin Gel in Animal Model” ในโครงการประชุมนานาชาติ แม�ฟwาหลวง
วิชาการ ประจําป� พ.ศ. 2555 “Future Challenges towards ASEAN Integration” ณ 
มหาวิทยาลยัแม�ฟwาหลวง ระหว�างวันท่ี 29-30 พฤศจิกายน และ 1 ธันวาคม 2555 

2.2. วิทยากรรับเชิญบรรยาย หัวขpอ “Wound Healing Efficacy and Wound Toxicity of Fibroin Silk 
Protein” ในการประชุม “International Conference on the Advances in Natural Products 
Science and Development of Natural Medicine” ณ มหาวิทยาลัย Kangwon National 
University ประเทศเกาหลี ระหว�างวันท่ี 18 – 20 พฤศจิกายน 2555 โดยคําเชิญของ Prof. Dr. 
Cheol Ho Park, Director of Institute of Bioscience & Biotechnology, Kangwon National 
University, Chunchon, Korea. 
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ท่ีอยู�ท่ีทํางาน:      ท่ีอยู�บpาน: 
ภาควิชาเภสัชกรรมปฏิบัต ิ     10 ถนนตpนโพธ์ิ  
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โทรศัพท% 04-6207980 โทรสาร 055-261057  อีเมล%: nut456zz@yahoo.com 
ตําแหน�งป�จจุบัน  
อาจารย% และนักวิจัย คณะเภสัชศาสตร% มหาวิทยาลัยนเรศวร  
ประวัติการศึกษา และการวิจัย 
วิจัยหลังปรญิญาเอก  2548 มหาวิทยาลยั University of Hamburg, Hamburg, ประเทศเยอรมัน (ก.ย.-ธ.ค.) 
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ประเทศญี่ปุ�น (ก.ย.-พ.ย.) 
ปริญญาเอก   2546 มหาวิทยาลยัศูนย%การแพทย%เท็กซัส  ณ ซานเอนโทนีโอ เมืองซานเอนโทนีโอ  

มลรัฐเท็กซัส ประเทศอเมริกา สาขาชีววิทยาของเซลล%และโครงสรpาง 
  University of Texas Health Science Center at San Antonio  

(UTHSCSA) in Cellular and Structural Biology  
ภายใตpการดูแลของ J. D. Lechleiter, Asso.Prof. 

Doctor of Pharmacy 2541 มหาวิทยาลยัวิสคอนซิน เมืองเมดสิัน มลรัฐวิสคอนซิน ประเทศอเมริกา 
University of Wisconsin, Madison, USA. 

ปริญญาโทสาขาวิทยาศาสตร%ประยุกต% 
2538 มหาวิทยาลยันิวเซpาธ%เวลส% เมืองซิดนีย% ประเทศออสเตรเลีย สาขาวิทยาศาสตร%ทาง

อาหารและเทคโนโลย ี
University of New South Wale, Sydney, Australia (Master of Applied 
Sciences in Food Science and Technology) 
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Prince of Songkla University, School of Pharmacy, Songkla, Thailand 

ประวัติการทํางาน 
2539 – ป�จจุบัน   อาจารย% และนักวิจัย คณะเภสัชศาสตร% มหาวิทยาลัยนเรศวร 
2550 – 2552   รองคณบดฝี�ายวิจัยและบริการสังคม คณะเภสัชศาสตร% มหาวิทยาลยันเรศวร 
 
งานวิจัยขณะน้ี 

• The role of silk protein extracts, sericin and fibroin, on wound healing using ex-vivo porcine skin 
model and in-vivo animal model. 

• Application of the ex-vivo porcine skin model for the study of wound healing effects of herbal 
extracts coated scaffolds. 

• Application of the ex-vivo porcine skin model for melanoma study. 
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• Application of the ex-vivo porcine skin model for screening of wound helaing promoting agents 
from herbal extracts. 

• Development of cell-based model of NFAT nuclear-cytoplasm translocation for screening of 
immunosuppressant and immuno-enhancing agents. 

• Acceleration of the wound healing rate by fibroin gel with targeting connexin43 antisense on ex-
vivo pocine skin wound healing model. 

• Isolation, identification, and characterizatin of active compounds as wound healing promotor from 
black and white jelly fungi. 

• Searching for molecular targets and mechanism of actions of saponin glycosides from Bacopa 
monnieri on cardiovascular system. 

 
ทุนวิจัย 

• หัวหนpาโครงการวิจัยเรื่อง “บทบาทของสารสกัดโปรตีนจากรังไหมเซอรริซินละไฟโบรอินต�อขบวนการฟ��นตัวของ
บาดแผลเมื่อศึกษาดpวยวิธีการเพาะเลี้ยงผิวหนังหม”ู ระยะเวลา 2 ป� ศูนย%เทคโนโลยีโลหะและวัสดุแห�งชาติ 
สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตร%และเทคโนโลยีแห�งชาติ ป� 2552 - 2553 จํานวนเงิน 894,300 บาท โครงการวิจัยเสร็จ
สิ้น 

• หัวหนpาโครงการวิจัยเรื่อง “ความสัมพันธ%ระหว�าง single nucleotide polymorphisms (C3445T และ 
G2677T/A) ของยีน MDR1 กับการแสดงออกของ P-glycoprotein ในกลุ�มอาสาสมคัรชาวไทย โดยใชpตัวอย�างจาก
เม็ดเลือดขาว” ระยะเวลา 1 ป� งบประมาณแผ�นดินป� 2552 จํานวนเงิน 300,000 บาท โครงการวิจยัเสร็จสิ้น 

• หัวหนpาโครงการวิจัยเรื่อง “การสรpาง cell-based model สําหรับ NFAT nuclear-cytoplasm translocation” 
ระยะเวลา 1 ป� มหาวิทยาลัยนเรศวรป� 2553 จํานวนเงิน 80,000 บาท โครงการวิจัยเสร็จสิ้น 

• หัวหนpาโครงการวิจัยเรื่อง “บทบาทของโครงสรpางเพ่ือใหpเซลล%ยึดเกาะท่ีเคลือบสารสมุนไพรต�อการฟ��นตัวของ
บาดแผลบนผิวหนัง”  ระยะเวลา 1 ป� งบประมาณแผ�นดินป� 2553 จํานวนเงิน 900,000 บาท โครงการวิจัยเสร็จสิ้น 
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โมเลกุล” ระยะเวลา 1 ป� งบประมาณแผ�นดินป� 2553 จํานวนเงิน 300,000 บาท โครงการวิจัยเสร็จสิ้น 

• หัวหนpาโครงการวิจัยเรื่อง “การทดสอบความเป�นพิษและประสิทธิภาพผลการเร�งการฟ��นตัวของบาดแผลของเจลไฟ
โปรอินในสัตว%ทดลอง” ระยะเวลา 1 ป� งบประมาณแผ�นดินป� 2554 จํานวนเงิน 365,000 บาท โครงการวิจัยเสร็จ
สิ้น 

• หัวหนpาโครงการวิจัยเรื่อง “การแยกสกัดและตรวจสอบคุณลักษณ%ของสารออกฤทธ์ิเร�งการรักษาตัวของบาดแผลจาก
เห็ดหูหนูขาวและดาํ” ระยะเวลา 1 ป� งบประมาณแผ�นดินป� 2555 จํานวนเงิน 500,000 บาท กําลังดาํเนินการเสร็จ
สิ้น 

• หัวหนpาโครงการวิจัยเรื่อง “การคpนหาเปwาหมายการออกฤทธ์ิในระดบัโมเลกุลของสารซาโปนินไกล%โคไซค%จากพรหม"ิ 
ระยะเวลา 1 ป� งบประมาณแผ�นดนิป� 2555 จํานวนเงิน 450,000 บาท หัวหนpาโครงการวิจยั  (35%) กําลังดําเนิน
โครงการ 

• หัวหนpาโครงการวิจัยเรื่อง “ผลของการเร�งการรักษาตัวของบาดแผลของเจลไฟโปรอินผสมสารแอนไทเซ็นส%ต�อโปรตีน
คอนเนซิน 43 โดยใชpโมเดลผิวหนังสุกรเพาะเลี้ยง” ระยะเวลา 1 ป� งบประมาณแผ�นดิน ป� 2555 จํานวนเงิน 
407,300 บาท กําลังดําเนินโครงการ 

• หัวหนpาโครงการวิจัยเรื่อง “การพัฒนา cell-based model สําหรบัการศึกษา NFAT (Nuclear factor of 
activated T cells) nuclear-cytoplasm translocation และการประยุกษ%ใชpในการตรวจสอบสารออกฤกษ%ยับยั้ง
หรือกระตุpนระบบภูมิคมุกันจากสารสกัดพืชสมุนไพร” ระยะเวลา 1 ป� งบประมาณแผ�นดิน ป� 2556 จํานวนเงิน 
571,900 บาท เริ่มดําเนินโครงการ 
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• Chocron ES, Sayre NL, Holstein D, Saelim N, Ibdah JA, Dong LQ, Zhu X, Cheng SY, and Lechleiter 
DJ. The Trifunctional Protein Mediates Thyroid Hormone Receptor-Dependent Stimulation of 
Mitochondria Metabolism Molecular Endocrinology 2012 26: 1117-1128. 

• Khamlue R, Naksupan N, Ounaroon A, Saelim∗∗∗∗ N. Skin wound healing promoting effect of 
polysaccharides extracts from Tremella fuciformis and Auricularia auricula on the ex-vivo porcine 
skin wound healing model. International Proceedings of Chemical, Biological & Environmental 
Engineering IPCBEE 2012 43: 93-98. 

• Khamlue R, Ounaroon A, Saelim∗∗∗∗ N. Purification and characterization of polysaccharides extracted 
from Tremella fuciformis and Auricularia auricula. MFUIC-2012. 2012 in press. 
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สิทธิบัตร 

• อนุสิทธิบัตร เลขท่ี 0903000191 เรื่อง กรรมวิธีการสกัดครบวงจรของสารรงควัตถุสีเหลือง โปรตีนเซอริซิน และ
โปรตีนไฟโบรอิน จากรังไหมเหลือง 2554 

• อนุสิทธิบัตร เลขท่ี 0903000493 เรื่อง วิธีการเพาะเลี้ยงอวัยวะผิวหนังหมูแบบ Ex-vivo  เพ่ือใชpเป�นโมเดล (model) 
ในการศึกษาระบบผิวหนังท้ังในภาวะปกติและมีบาดแผล 2554 
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ผลงานวิจัย Poster, oral presentation 

• Oral presentation “Characterization of silk protein extracts, Sericin and Fibroin, from Thai yellow 
silk cocoons for medical material application” ประชุมวิชาการนเรศวรวิจัยครั้งท่ี 5 มหาวิทยาลัยนเรศวร 
พิษณุโลกป� 2552 

• Poster presentation  และนําเสนอตัวอย�างผลติภณัฑ% ในการประชุมเภสัชกรรมแห�งชาติ ครั้งท่ี 6 เรื่อง “Isolation 
and purification of silk proteins, sericin and fibroin” ณ โรงแรมโกลเดpน ทิวลิป กรุงเทพฯ 27-28 มกราคม 
2553 

• Poster presentation  “Cell proliferation effect of Thai medicinal plant extracts on primary porcine 
dermal fibroblasts” ประชุมวิชาการนเรศวรวิจัยครั้งท่ี 6 มหาวิทยาลัยนเรศวร พิษณุโลกป� 2553 

• Poster presentation  “Skin wound healing promoting effect of some Thai medicinal plant extracts 
on ex-vivo porcine skin wound healing model” ประชุมวิชาการนเรศวรวิจัยครั้งท่ี 6 มหาวิทยาลัยนเรศวร 
พิษณุโลกป� 2553 

• Poster presentation  “Isolation and Cultivation of Primary Skin Cell, Keratinocytes, Melanocytes, 
and Fibroblasts from Porcine Skins” ณ โรงแรมระยองรสีอร%ท จังหวัดระยองโครงการพัฒนานักวิจัยไทยดpาน
วิทยาศาสตร%เคมีและเภสัช และ NRCT-CPS Conference V. Drug Discovery: Development of Drug Design-
based Pharmaceutics จัดโดยศูนย% PERCH-CIC คณะวิทยาศาสตร%มหาวิทยาลัยมหิดล กันยายน 2553 

• Poster presentation  “Isolation and Cultivation of Primary Skin Cell, Keratinocytes, Melanocytes, 
and Fibroblasts from Porcine Skins” ณ ศูนย%วิจยัเทคโนโลยตีัวอ�อนและเซลล%ตpนกําเนิด จัดโดยมหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีสรุนาร ีจังหวัดนครราชสีมา กรกฎาคม 2553 

• Poster presentation  “Development of cell-based model for NFAT nuclear-cytoplasm 
translocation for bioactive immuno-modulator screening” PERCH-CIC congress VII: Chemistry, 
Environment and Society ณ โรงแรมจอมเทียน พัทยา จังหวัดชลบุร ี โดย Center of Excellence for 
Innovation in Chemistry (PERCH-CIC) 4-7 May 2011 

• Poster presentation  “Skin wound healing promoting effect of some Thai medicinal plant extracts 
on ex-vivo porcine skin wound healing model” PERCH-CIC congress VII: Chemistry, Environment 
and Society ณ โรงแรมจอมเทียน พัทยา จังหวัดชลบุร ี โดย Center of Excellence for Innovation in 
Chemistry (PERCH-CIC) 4-7 May 2011 

• Poster presentation  “Preparation and charracterization of silk protein, sericin & fibroin, isolated 
from Thai yellow skil cocoons” งานประชุมวิชาการและนิทรรศการ “ทรัพยากรไทย: กpาวสู�โลกกวpางอย�าง
มั่นใจ” ณ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลอีสาน จังหวัดนครราชสีมา ตุลาคม 2554 

• Poster presentation และนําเสนอตัวอย�างผลติภณัฑ% ในการประชุมเภสัชกรรมแห�งชาติ ครั้งท่ี 8 เรื่อง “From 
Silk to Wound” ณ มหาวิทยาลยันเรศวร พิษณุโลก 30 มกราคม 2555. 

 
การอบรมวิชาการ และจริยธรรม 

• United Nations Industrial Development Organization “Global Workshop on GMP in the 
Pharmaceutical Sector” Montreal, Canada. 19 – 30 June 1995. 

• มหาวิทยาลยั Toyama Medical and Pharmaceutical University, Toyama,  ประเทศญี่ปุ�น September - 
November 2004 

• มหาวิทยาลยั University of Hamburg, Hamburg, ประเทศเยอรมัน (September - December 2005 
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• หลักสตูรจริยธรรมในมนุษย% หลักสูตร “International Course on Research Ethics” จัดการอบรม 
โดย WHO-TDR Clinicsl Coordination and Training Center, Thammasat University, Thailand ระหว�าง
วันท่ี 27-30 September, 2010  

• หลักสตูรจริยธรรมในมนุษย% หลักสูตร “หลักการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย% และการทบทวนพิจารณาโครงการวิจัย
ในมนุษย%” จัดการอบรมโดย ชมรมจริยธรรมการวิจัยในคนในประเทศไทย (FERCIT) ร�วมกับ มหาวิทยาลัยนเรศวร 
Naresuan University, Thailand ระหว�างวันท่ี 13 September, 2012 

• หลักสตูรจริยธรรมในมนุษย% หลักสูตร “International Course on Surveying and Evaluating Ethical Review 
Practices” the Faculty of Medicine, Chulalongkorn University จัดการอบรมโดย FERCAP-SIDCER-
NECAST ระหว�างวันท่ี 28-30 September, 2012  
 

การประชุมวิชาการ 
• การประชุมวิชาการ ”the 4th World Congress on Regenerative Medicine 2009” ณ. โรงแรม Bangkok 

convention center and Centara grand hotel  กรุงเทพฯ ระหว�างวันท่ี 12-14 March 2009 
• การประชุมวิชาการ ”the 4th SUT Stem Cell Workshop Proceedings: Stem Cell Innovation: a Milestone 

beyond Life Science Roadblocks” ณ. โรงแรม Suranaree University of Technology จังหวัดนครราชสีมา 
ระหว�างวันท่ี 24-30 July 2010 

• การประชุมวิชาการ Bio-Asia Project: PLANTASAFE 2nd Seminar, From Pharmacognosy to Pharmcology: 
Interative approach of natural product research หัวขpอ ”Ex-vivo porcine skin wound healing 
model” 13 – 19 Februery 2010. Pitsanuloke, Thailand. 

• การประชุมวิชาการ Bio-Asia Project: PLANTASAFE 3rd Seminar, Forum on international herbs research 
and development  หัวขpอ ”Ex-vivo porcine skin wound healing model and its appication” 25 July – 
8 August 2010. Urumqi, Xinjiang, China. 

• การประชุมวิชาการ ”the 2nd Current Drug Development Internatioanl Conference 2012” ณ. โรงแรม 
Phuket Graceland Resort and Spa Hotel  จังหวัดภูเก็ต ระหว�างวันท่ี 2-4 ม.ค. 2012 
 

Invited Speaker 
• ในการประชุมวิชาการ Bio-Asia Project: PLANTASAFE 2nd Seminar, From Pharmacognosy to 

Pharmcology: Interative approach of natural product research หัวขpอ ”Ex-vivo porcine skin wound 
healing model” 13 – 19 Februery 2010. Pitsanuloke, Thailand. 

• ในการประชุมวิชาการ Bio-Asia Project: PLANTASAFE 3rd Seminar, Forum on international herbs 
research and development  หัวขpอ ”Ex-vivo porcine skin wound healing model and its appication” 
25 July – 8 August 2010. Urumqi, Xinjiang, China. 

• ในการประชุม “International Conference on the Advances in Natural Products Science and 
Development of Natural Medicine” หัวขpอ “Wound Healing Efficacy and Wound Toxicity of Fibroin 
Silk Protein” ณ มหาวิทยาลัย Kangwon National University ประเทศเกาหลี ระหว�างวันท่ี 18 – 20 
พฤศจิกายน 2555 โดยคําเชิญของ Prof. Dr. Cheol Ho Park, Director of Institute of Bioscience & 
Biotechnology, Kangwon National University, Chunchon, Korea 
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                                                 Nuttawut Saelim, Pharm.D., Ph.D.                     
 
Office Address:      Home Address: 
Department of Pharmacy Practice    16/2 Tee-lek Street 
Faculty of Pharmaceutical Sciences,    Muang District 
Naresuan University, Pitsanuloke    Suratthani     
Thailand 65000      Thailand 84000 
Tel 04-6207980 Fax 055-261057 
Email: nut456zz@yahoo.com 
 
Current position 
Lecturer and researcher, Department of Pharmacy Practice, Faculty of Pharmaceutical Sciences, Naresuan 
University, Thailand 
 
Education and degrees 
Post doctoral   2005  University of Hamburg, Hamburg, Germany (Sep.-Dec.) 
Post doctoral  2004  Toyama Medical and Pharmaceutical University, Toyama, Japan (Sep.-
Nov.) 
Ph.D.   2003  University of Texas Health Science Center at San Antonio (UTHSCSA),  

San Antonio, Texas, USA. in Cellular and Structural Biology  
under supervision of  J. D. Lechleiter, Asso.Prof. 

Pharm.D. 1998  University of Wisconsin, Madison, USA. 
M.S.  1995  University of New South Wale, Sydney, Australia in Food  

Sciences and Technology 
B.S.  1986  Prince of Songkla University, School of Pharmacy, Songkla, Thailand 
 
Academic appointments and previous positions 
1996 – present   Lecturer and researcher, Department of Pharmacy Practice,  

Faculty of Pharmaceutical Sciences, Naresuan University,  
Thailand 65000 

2007 – 2009 Assoc. Dean for research and public services, Faculty of Pharmaceutical 
Sciences, Naresuan University 

Current research 
• The role of silk protein extracts, sericin and fibroin, on wound healing using ex-vivo porcine skin 

model and in-vivo animal model. 
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• Application of the ex-vivo porcine skin model for the study of wound healing effects of herbal 
extracts coated scaffolds. 

• Application of the ex-vivo porcine skin model for melanoma study. 
• Application of the ex-vivo porcine skin model for screening of wound helaing promoting agents 

from herbal extracts. 
• Development of cell-based model of NFAT nuclear-cytoplasm translocation for screening of 

immunosuppressant and immuno-enhancing agents. 
• Acceleration of the wound healing rate by fibroin gel with targeting connexin43 antisense on ex-

vivo pocine skin wound healing model. 
• Isolation, identification, and characterizatin of active compounds as wound healing promotor from 

black and white jelly fungi. 
• Searching for molecular targets and mechanism of actions of saponin glycosides from Bacopa 

monnieri on cardiovascular system. 
 
Publications 

 
• Saelim, N. et al. Nontranscriptionsl modulation of intracellular Ca2+ signaling by ligand stimulated 

thyroid hormone receptor. J Cell Biol. 2004 Dec 6; 167(5): 915-24. 
• Suwanakitch P, Jeenapongsa R, Saelim N, Tohda M and Watanabe H. Altered mRNA expression in 

ischemic rat brain. Thai Journal of  Pharmacology 2005; 27: 52. 
• Suwanakitch P, Jeenapongsa R, Tohda M,  Saelim N and Watanabe H. Expression of Alzheimer-

related genes in rat brain (Abstract number A1-031P). Federation of European Biochemical 
Societies Journal 2005; 272: S1. 

• Hayashi H, Tohda M, Saelim N, Murakami Y and Matsumoto K. Influences of the mRNA expression 
of amyloid precursor protein and the related factors in primary cultured cortex cells. Journal of  
Pharmacological Sciences 2005; 97: 261. 

• Saelim, N. Isolation of amyloid precursor protein (APP) gene from NG cell line. J. Health Res. 2007 
; 21(3): 185-194. 

• Saelim N, Holstein D, Chocron ES, Camacho P, Lechleiter JD. Inhibition of apoptotic potency by 
ligand stimulated thyroid hormone receptors located in mitochondria. Apoptosis. 2007; 12: 1781-
1794. 

• Suwanakitch P., Jeenapongsa R, Watanabe H, and Saelim N. Comparison of Alzheimer disease-
related gene expressions in differentiated and undifferentiated NG108-15 cells. ScienceAsia 2008; 
34:35-42. 

• Sudchada P, Oo-puthinan S, Kerpin O, and Saelim N. ABCB1 gene expression in peripheral blood 
mononuclear cells in healthy Thai males and females. Genet. Mol. Res. 2010; 9(2): 1177-1185. 

• Sudchada P, Saelim N, Oo-puthinan S, and Kerpin O. Relationship between the 3435C>tT and 
2677G>T/A polymorphisms and ABCB1 expression in peripheral blood mononuclear cells 
extracted from Thai males volunteers. Thai J. of Genet. 2011; 4(2): 143-157. 

• Chocron ES, Sayre NL, Holstein D, Saelim N, Ibdah JA, Dong LQ, Zhu X, Cheng SY, and Lechleiter 
DJ. The Trifunctional Protein Mediates Thyroid Hormone Receptor-Dependent Stimulation of 
Mitochondria Metabolism Molecular Endocrinology 2012 26: 1117-1128. 
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• Khamlue R, Naksupan N, Ounaroon A, Saelim∗∗∗∗ N. Skin wound healing promoting effect of 
polysaccharides extracts from Tremella fuciformis and Auricularia auricula on the ex-vivo porcine 
skin wound healing model. International Proceedings of Chemical, Biological & Environmental 
Engineering IPCBEE 2012 43: 93-98. 

• Khamlue R, Ounaroon A, Saelim∗∗∗∗ N. Purification and characterization of polysaccharides extracted 
from Tremella fuciformis and Auricularia auricula. MFUIC-2012. 2012 in press. 

• Naksupan N, Saelim∗∗∗∗N, Pornarin Taepavarapruk P, and Taepavarapruk N. Toxicity testing and 
wound healing efficacy of fibroin gel in animal model. MFUIC-2012. 2012 in press. 
 

Patents 
• Petty Patent No. 0903000191 (2011) Extraction and purification processes of yellow pigment, 

sericin and fibroin proteins from Thai yellow silk cocoons. 
• Petty Patent No. 0903000493 (2011) Development of Ex-vivo porcine skin model and optimizing 

ex-vivo skin tissue culture conditions. 
 

Trainings 
• United Nations Industrial Development Organization “Global Workshop on GMP in the 

Pharmaceutical Sector” Montreal, Canada. 19 – 30 June 1995. 
• Toyama Medical and Pharmaceutical University, Toyama, JAPAN.  September - November 2004. 
• University of Hamburg, Hamburg, GERMANY. September - December 2005. 
• Human ethics training course “International Course on Research Ethics” by WHO-TDR Clinicsl 

Coordination and Training Center, Thammasat University, THIALAND on 27-30 September, 2010. 
• Human Ethics course หลักสูตร “Principle of research ethics related to human subjects and human 

reearch protocol reviewing” by FERCIT and Naresuan University, Naresuan University, THIALAND. 
13 September, 2012. 

• Human Ethics course “International Course on Surveying and Evaluating Ethical Review Practices” 
the Faculty of Medicine, Chulalongkorn University, THIALAND. Host by FERCAP-SIDCER-NECAST 28-
30 September, 2012. 

 
Invited Speaker 

• Bio-Asia Project: PLANTASAFE 2nd Seminar, From Pharmacognosy to Pharmcology: Interative 
approach of natural product research. ”Ex-vivo porcine skin wound healing model” 13 – 19 
Februery 2010. Pitsanuloke, Thailand. 

• Bio-Asia Project: PLANTASAFE 3rd Seminar, Forum on international herbs research and 
development. ”Ex-vivo porcine skin wound healing model and its appication” 25 July – 8 August 
2010. Urumqi, Xinjiang, China. 

• International Conference on the Advances in Natural Products Science and Development of 
Natural Medicine. “Wound Healing Efficacy and Wound Toxicity of Fibroin Silk Protein” Kangwon 
National University, Korea 18 – 20 November 2012. Invited by Prof. Dr. Cheol Ho Park, Director of 
Institute of Bioscience & Biotechnology, Kangwon National University, Chunchon, Korea. 

 


