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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 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


