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บทคัดย่อ 
 

 การหายของแผลมีได้สามลักษณะคือ การหายแบบปฐมภูมิ  (Primary wound 

healing) การหายแบบทุติภูมิ  (Secondary wound healing) และ  การหายแบบตติยภูมิ  (Tertiary 

wound healing) ทั้ งสามระยะจะมีกลไกตามธรรมชาติ เพื่ อ ซ่อมแซม  คือ  1. ระยะอัก เสบ 

(Inflammatory phase) 2. การสมานแผลระยะท่ี มีการแบ่งตัวของเซลล์บ ริเวณบาดแผลเพื่ อ

เสริมสร้างเน้ือเยื่อท่ีหายไป (Proliferate phase) และ 3. การหายระยะปรับโครงสร้างของแผล 

(Remodeling phase) ในการหายของแผลระยะท่ี 2 ท่ีมีการแบ่งตวัของเซลล์บริเวณบาดแผลเพื่อ

เสริมสร้างเน้ือเยือ่ท่ีหายไป (Proliferate phase) มีความสาํคญัในการสร้างเน้ือเยือ่ทดแทนในชั้นหนงั

แท ้(dermis) และชั้นหนงักาํพร้า (Epidermis) ดงันั้นการศึกษาการแบ่งตวัของเซลล์ของชั้น Dermis 

และ Epidermis หรือเซลล์ Fibroblast และ Keratinocyte ตามลาํดบั จึงอาจจะสามารถนาํมาทดสอบ

การหายของแผลใน  Vitro experiment ได้เพื่อบอกแนวโน้มการหายของแผลจากการทบทวน

วรรณกรรมเก่ียวกบัคุณสมบติัของเลือดจระเขต่้อการหายของแผลมีแนวโนม้เป็นไปในทิศทางท่ีทาํ

ให้การสมานแผลดีข้ึน คณะผูว้ิจยัศึกษาผลของเลือดจระเขท่ี้มีต่อการหายของแผลโดยศึกษาผลของ

เลือดจระเขต่้อเซลล์ (Cytotoxicity test) และผลต่อการหายของแผลในหนูทดลอง (Reepithelization 

in animal model) เพื่อรวบรวมขอ้มูลของเลือดจระเขต้่อการหายของแผลทั้ง Vitro และ Vivo effect 

สรุปผลการทดลองทั้ง Vitro และ Vivo สารสกดัจากเลือดจระเขอ้าจทั้ง Serum และ Plasma อาจจะ

มีผลดีกว่า Control ใน Vitro effect แต่ไม่แตกต่างใน  Vivo model และผลจาก Plasma extract ท่ี

เหนือกว่า Serum extract น่าจะเป็นผลจาก  Heparin มากกว่า เพราะ  Heparin เองมีผลเร่ง Cell 

proliferation ไดด้ว้ยตวัมนัเอง อยา่งไรก็ตามการพฒันาสารสกดัจากเลือดจระเขเ้พื่อนาํไปใชใ้นทาง

คลินิกควรจะตอ้งผ่านระบบการคดักรองความบริสุทธ์ิของสารสกดัและความปลอดภยัท่ีอาจเกิด

จากการปนเป้ือนทางชีวภาพจากผลิตภณัฑจ์ากสัตว ์
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Abstract 
 

 Wound healing is a complex system to repair both dermis and epidermis 

generally there are 3 main processes of wound healing, which are (1) primary wound healing, (2) 

secondary wound healing and (3) tertiary wound healing. There are three main phases of healing 

processes, which are (1) inflammatory phase, (2) proliferate phase and (3) remodeling phase. In 

proliferate phase, it is a critical step to regenerate dermal and epidermal tissue to cover denuded 

area. These need to regenerate cells of both dermis and epidermis, which are fibroblast and 

keratinocyte respectively. To study local effect of any chemical substance those can stimulate the 

reproduction of fibroblast and/or keratinocyte can represent vitro effect of those to wound 

healing.  Here we hypothesize that crocodile blood extraction will accelerate wound healing, base 

on the observation of healing process on crocodile skin after fighting without any intervention. So 

we test the crocodile blood extraction to fibroblast and keratinocyte in vitro and re-epitheliration 

in animal model, to lead to the conclusion about crocodile blood extraction to wound healing both 

in vitro and vivo result. All results showed both serum and plasma extract of crocodile blood may 

have some proliferative effect in vitro test and plasma showed superior result, anyways in animal 

model either serum or plasma extract of crocodile blood failed to accelerated wound healing 

compare to control site; Zinc paste. Moreover the superior effect of plasma extract seemed like 

that was the effect from heparin. Literature reviews showed heparin has its own proliferative 

effect. However, before developing an animal product for real clinical applications needs to 

purify the product and also prove of it will not carry animal biological product contamination to 

human. 
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บทนํา 

 

แผลท่ีผวิหนงั (Cutaneous wound) คือ การฉีกขาดของชั้นผวิหนงั ตั้งแต่ชั้นหนงักาํพร้า 

(Epidermis) จนถึงชั้นหนงัแท ้(Dermis) หรือลึกกว่า [1] การหายของแผลมีไดส้ามลกัษณะคือ การ

หายแบบปฐมภูมิ (Primary wound healing) เช่น การเยบ็ปิดแผลสดหลงัหลงัจากมีการเกิดข้ึนของ

แผลทนัที แผลชนิดน้ีจะมีรอยแผลเป็นน้อย, การหายแบบทุติภูมิ (Secondary wound healing) เช่น 

การหายเองของบาดแผล โดยรอให้ชั้นต่างๆของแผลแบ่งตวัมาเช่ือมประสานกนัเอง, และ การหาย

แบบตติยภูมิ (Tertiary wound healing) เช่น การนาํเน้ือเยื่อบริเวณอ่ืนหรือช้ินเน้ือเยื่อสังเคราะห์มา

ปะลงบนบาดแผล (Skin graft) [2] การหายแบบปฐมภูมิจะมีรอยแผลขนาดใกลเ้คียงกบับาดแผลเดิม 

ส่วนการหายแบบทุติภูมิและแบบตติยภูมิ ส่วนมากมกัจะมีรอยแผลเป็นตามขนาดและรูปร่างของ

บาดแผลซ่ึงจะมีขนาดใหญ่กว่าการหายแบบปฐมภูมิการสมานแผลทั้งสามระยะมีความสําคญัใน

แง่มุมต่างๆกนัไป ระยะอกัเสบ (Inflammatory phase) เป็นการเริมเกิดกลไกทั้งหมดของการหาย

ของแผล ไม่วา่จะเป็นการรวมตวักนับริเวณรอยเปิดของแผลของเกร็ดเลือด (Platelets aggregation), 

การสะสมของเส้นใยไฟ บริน  (Fibrin deposition), การรวมตัวของเซลล์อัก เสบชนิดต่างๆ 

(Migration of inflammatory cells) เพื่อหลั่งสารท่ีมีผลต่อการหายของแผลในระยะถัดไป เช่น 

Cytokines, growth factors เป็นตน้ การสมานแผลระยะท่ีมีการแบ่งตวัของเซลล์บริเวณบาดแผลเพื่อ

เสริมสร้างเน้ือเยื่อท่ีหายไป (Proliferate phase) มีความสําคญัคือทาํให้ปากแผลปิดสนิท ส่วนการ

หายระยะปรับโครงสร้างของแผล (Remodeling phase) มีความสําคญัดา้นการสร้างความยืดหยุ่น, 

รูปร่างและขนาดของแผลเม่ือหายสนิทแล้ว เพราะมีการปรับโครงสร้างทั้งหมดโดยเฉพะเส้นใย

ต่างๆ ท่ีเป็นส่วนประกอบของผวิหนงั เช่น เส้นใย Collagen และ Elastin เป็นตน้ หลงัจากการสมาน

แผลนั้น ผวิหนงับริเวณท่ีเกิดใหม่อาจจะไม่เหมือนเดิม 100% เช่น สีผวิบริเวณนั้นอาจจะมีสีผวิท่ีเขม้

ข้ึน (Hyperpigmentation) หรืออาจจะมีสีผิวท่ีอ่อนลง (Hypopigmentation) ซ่ึงเกิดการเปล่ียนแปลง

ในระดบัหนังกาํพร้า หากมีการเปล่ียนแปลงในชั้นหนังแทอ้าจมีผลทาํให้เกิดแผลเป็นชนิดต่างๆ 

แผลเป็ น ท่ี มี การยุบ ตัวลงไป ของผิวหนัง  (Atrophic scar), แผลเป็ น ท่ี มีการพ องนู น ข้ึน ม า

(Hypertrophic scar), บางคร้ังแผลเป็นท่ีพองนูนข้ึนมาอาจจะมีการขยายใหญ่กว่าบริเวณท่ีเป็นแผล

และอาจจะมีการขยายต่อไปไดอี้กร่วมกบัมีอาการคนัเรียกว่าแผลเป็นคีลอยด์ (Keloid) [5] หากมี

ภาวะใดๆ ท่ีทาํให้การสมานแผลระยะท่ีมีการแบ่งตวัของเซลล์บริเวณบาดแผลเพื่อเสริมสร้าง

เน้ือเยื่อท่ีหายไป (Proliferate phase) ผิดปกติ เช่น การติดเช้ือแทรกซ้อน (Infection) จะทาํให้การ

หายชะลอตวัออกไป (Delayed wound healing) ดงันั้นการดูแลแผลระยะน้ี เช่น การรักษาความชุ่ม

ช้ืนบนแผล(Moisturizing effect), การทาํความสะอาดแผล (Wound dressing), การป้องกนัการติด
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เช้ือแทรกซ้อน จึงมีความสําคญั การใชผ้ลิตภณัฑ์ทาํความสะอาดแผลท่ีมีคุณสมบติัดงักล่าวจะช่วย

ให้การสมานแผลระยะท่ีสองน้ี เซลล์สามารถแบ่งตวัได้อย่างมีประสิทธิภาพ เช่นสารทาํความ

สะอาดแผล (Wound dressing) ท่ี มีส่วนผสมของ Silver diazine หรือผลิตภัณฑ์ทางการค้าท่ี มี

คุณสมบติัดงักล่าว [6-9] นอกเหนือจากสารทาํความสะอาดแผลท่ีมีส่วนผสมของ Silver diazine 

แลว้ ยงัมีสารอ่ืนๆท่ีน่าจะ มีผลต่อกระบวนการหายของแผลแต่ยงัไม่ไดรั้บการศึกษาวจิยัอยา่งจริงจงั 

เช่น สารท่ีมีฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ(Anti-inflammatory effect), สารท่ีมีผลยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ

เช้ือแบคทีเรีย (Anti-bacterial effect), หรือสารท่ีมีผลต่อโมเลกุลและการทาํงานในระบบชีวโมเลกุล 

เช่น Cytokine หรือ Growth factor เป็นตน้คณะผูว้ิจยัจึงไดเ้ล็งเห็นความสําคญัของสารต่างๆ ท่ีเป็น

องคป์ระกอบทางธรรมชาติ ประกอบกบัองคค์วามรู้พื้นฐานของภูมิปัญญาไทยให้มีการพฒันาเป็น

รูปธรรมและมีการทดสอบดว้ยระเบียบวิธีวิจยัทางวิทยาศาสตร์อย่างเป็นระบบ เพื่อมุ่งหวงัพฒันา

องคว์ามรู้เหล่านั้นมาประยกุตใ์ชใ้หเ้กิดประโยชน์อยา่งแทจ้ริง 

 

การทบทวนวรรณกรรมที่เกีย่วข้อง 

 

จระเข ้(Crocodile) เป็นสัตวเ์ศรษฐกิจอย่างหน่ึงของประเทศ ส่วนต่างๆ ของร่างกาย

จระเขส้ามารถนาํไปแปรรูปใช้ประโยชน์ในทางอุตสาหกรรมได ้เช่น เน้ือจระเข,้ หนังจระเข,้ ไข

จระเข ้เป็นตน้ ในประเทศไทยมีฟาร์มจระเขท้ั้งขนาดใหญ่และขนาดเล็ก ในประเทศไทยจึงมีจระเข้

หลายลา้นตวัดว้ยกนั อยา่งท่ีทราบกนัดีวา่อวยัวะหลายส่วนของจระเขส้ามารถนาํมาใชป้ระโยชน์ได ้

แต่ยงัมีส่วนหน่ึงท่ียงัไม่ได้นํามาใช้ให้เกิดประโยชน์และเหลือทิ้งเป็นขยะ คือ เลือดจระเข้มี

การศึกษาในกลุ่มนกัวิจยัไทยจากมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ [Unpublished data] วา่เลือดจระเขไ้ทย

เม่ือนํามาแปรรูปเป็นผง (Freeze dried) และนําไปทดสอบในสัตว์ทดลองพบว่า เลือดจระเข้มี

คุณสมบติัตา้นแบคทีเรีย (Anti-microbial effect) สามารถเพิ่มสารอาหารในอวยัวะต่างๆ ของหนู

ทดลองได้(Nutritional supplement) [Unpublished data] คณะผู้วิจ ัยจึงเล็งเห็นความสําคัญของ

การศึกษาเลือดจระเขแ้ปรรูป เพื่อนําไปประยุกต์ใช้ประโยชน์ในทางการแพทยต่์อไป  จากการ

ทบทวนวรรณกรรมพบวา่ มีการศึกษาคุณสมบติัของเลือดจระเขท้ัว่โลก เช่น ผลของเลือดจระเขต่้อ

ระบบภูมิคุม้กนั (Immune system)[10, 11, 12], ผลของเลือดจระเขใ้นการต่อตา้นเช้ือไวรัส (Anti-

viral activity)[13], ผลของเลือดจระเขใ้นการต่อตา้นเช้ือแบคทีเรีย (Anti-bacterial activity)[14] ซ่ึง

คุณสมบติัต่างๆ ดงักล่าวมีความสําคญัต่อระบบการทาํงานของส่ิงมีชีวิต อีกทั้งมีผลทาํให้การหาย

ของแผลเป็นไปในทิศทางท่ีดีข้ึนอีกดว้ย โดยเฉพาะระยะท่ีรอการงอกของเน้ือเยือ่ผวิหนงัมาปกคลุม

บาดแผล(Re-epithelization) 
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คณะผูว้ิจยัไดพ้ิจารณาความสําคญัของเลือดและผลผลิตจากเลือด เช่น เส้นใยไฟบริน(Fibrin) และ

กลไกการแข็งตวัของเลือด (Clotting system) นอกเหนือจากเป็นกลไกทางธรรมชาติท่ีช่วยป้องกนั

การไหลออกไม่หยดุของเลือดแลว้ สารประกอบต่างๆ เหล่านั้นยงัทาํหนา้ท่ีเสมือนกาวประสานแผล

และกระตุ้นเซลล์บริเวณท่ี เป็นแผลให้แบ่งตัวอีกด้วย  [15, 16] ดังนั้ นคณะผู ้วิจ ัยจึงเล็งเห็น

ความสําคญัในการศึกษาเลือดจระเขเ้พื่อนาํความรู้ท่ีไดเ้ป็นขอ้มูลพื้นฐานในการประยุกตใ์ชก้บัการ

รักษาแผล โดยจะศึกษาผลของเลือดจระเขต่้อเซลล์ (Cytotoxicity test) และผลต่อการหายของแผล

ในหนูทดลอง (Re-epithelization in animal model) โดยจะเทียบผลกบัสารท่ีใชท้าํแผลมาตรฐานคือ 

1% Silver diazine cream 

 

ระเบียบวธีิดําเนินการวจัิย 

 

1. ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล ์

ทดสอบ Serum และ Plasma จากเลือดจระเข ้ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ กนั เพื่อทดสอบความ

เป็นพิษต่อเซลล์ดว้ยวธีิ MTT assay โดยใชเ้ซลล ์Keratinocyte และ Fibroblast สกดัจากเน้ือเยื่อจาก

ผิวหนังมนุษยท่ี์เหลือจากการผ่าตดัโดยไดรั้บอนุญาตจากกรรมการจริยธรรมวิจยั มา Culture เพื่อ

ทดสอบดงักล่าว 
 

2. การเล้ียง Keratinocyte 

Keratinocytes สกดัจากเน่ือเยื่อจากผิวหนงัมนุษยท่ี์เหลือจากการผา่ตดั เล้ียงใน Serum Free 

Medium (SFM) (Gibco) เ ติ ม ย า ป ฏิ ชี ว น ะ  Penicillin, 100 μg/mL Streptomycin, 2.5 μg/mL 

Fungizone® (Invitrogen, Grand Island, NY), แลว้ Keratinocytes จะถูก Sub-cultured เม่ือหนาแน่น

ประมาณ 90–100% ใช ้Keratinocytes ท่ี Passages ประมาณ 3–5 ในการทดสอบ 
 

3. การเล้ียง Fibroblast 

Fibroblast สกัดจากเน้ือเยื่อจากผิวหนังมนุษย์ท่ีเหลือจากการผ่าตดั เล้ียงใน Dulbecco's 

modified Eagle media (DMEM) supplemented with 2 mM L-glutamine (Sigma, St. Louis, MO) 

เ ส ริ ม ด้ ว ย  10% FBS, 100 U/mL Penicillin, 100 μL/mL Streptomycin, and 0.25 μg/ μL 

Amphotericin B ใช ้Fibroblast ท่ี Passages ประมาณ 3–5 ในการทดสอบ 
 

4. ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ (Cytotoxicity testing) ด้วย Keratinocyte และ Fibroblast ในจาน 

เล้ียง (Monolayer cultures) 
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ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ของสารสกดัจากเลือดจระเขเ้ทียบกบัต่อ Keratinocyte และ 

Fibroblast ในจานเล้ียง (Monolayer cultures) Keratinocytes เล้ียงในจาน 96 หลุม (Ninety six-well 

plates) ท่ี ความหนาแน่น 1 × 105/well ส่วน Fibroblasts ใชท่ี้ความหนาแน่น of  5 × 104/ well เล้ียง

ไปประมาณ 3–4 วนั จนกวา่จะหนาแน่นท่ีประมาณ 70–80% ของจานเล้ียงเช้ือจากนั้นนาํสารสกดั

จากเลือดจระเข,้ Serum หรือ Plasma ในความเขม้ขน้ท่ีตอ้งการทดสอบ ลงไปในจานเล้ียงเช้ือ เล้ียง

เซลล์ท่ีอุณหภูมิ 37°C  ความเขม้ขน้ของก๊าซคาร์บอนไดอ๊อกไซด์ท่ี 5% ทดสอบท่ี 48 ชัว่โมงหลงั

หยอดสารสกัดด้วย 3-(4,5-dimethyl-2- thiazolyl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay 

ใหท้าํการทดลองซํ้ าสามคร้ัง (Triple experiment) จึงนาํค่าท่ีไดม้าเฉล่ียเพื่อแปลผล 
 

5. MTT assay 

MTT คือ สารสีเหลืองทองสามารถดูดซึมโดยเซลล์ท่ีมีชีวิตเท่านั้น โดยเซลล์จะเปล่ียนสาร

สีเหลืองนั้นเป็นผลึก Formazen 8 (purple crystals) การเปล่ียนสีดงักล่าวสามารถทดสอบได้ดวย้

เคร่ือง Spectrophotometrically การวดัความเข้มข้นของสีท่ีเปล่ียนไปสามารถบ่งบอกถึงปริมาณ

เซลล์ท่ียงัมีชีวิตอยู่ ได้ ให้อ่านเทียบคล่ืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 570 nm เทียบกับความยาวคล่ืน

มาตรฐานท่ี  690 nm ผลของ MTT assay ให้วิเคราะห์โดยสถิติ Student's t- หาก p<0.05 ถือว่ามี

นยัสาํคญัทางสถิติ  
 

6. การทดสอบในหนูทดลอง (Mouse excisional wound model) 

ให้ใช้หนู Balb C mice ตดัให้มีแผลทุกชั้น (Four full-thickness) ทราบได้จากจะตดัถึงชั้น 

Panniculus carnosus ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1x1 cm2 หลังจากนั้น ให้ทาํแผลโดยสารสกดัจาก

เลือดจระเข ้ขา้งซ้าย (Experimental site) เทียบกบั 1% Silver sulfadiazine cream ขา้งขวา (Control 

site) ปิดด้วย Tegaderm (a semi-occlusive dressing) วดัขนาดแผลท่ีวนัท่ีส่ี (Post-wounding day 4, 

PWD 4) และ 7 (PWD 7) ถ่ายรูปและวดัขนาดของแผลท่ีงอกจากเซลล์ผิวหนู (Re-epithelialization) 

โดยวัดตัวช้ีว ัดคือ  อัตราการหายของแผลของ  Experimental site เทียบกับ  Control site และ

สังเกตการณ์เปล่ียนแปลงอ่ืนๆ ถา้มี เช่น ขน, ลกัษณะการหดร้ังของแผล ฯลฯ 

การคาํนวณทางสถิติใชว้ิธีการคาํนวณขนาดของการศึกษาสําหรับการศึกษาเชิงวเิคราะห์ (Analytic 

Studies) โดยใช ้Cohort Studies หรือ Intervention Studies ท่ี Outcome เป็น Proportion 

N1 = (Zα + Zβ)2 x PQ x (r + 1)               เม่ือ P = P1 + rPo    และ r =  no 

              (P1 –Po)2 x r    1 + r           n1 

n1 = จาํนวนกลุ่มท่ี Exposed หรือกลุ่ม Treatment 

no = จาํนวนกลุ่มท่ี Non-exposed หรือกลุ่ม Control 
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r = สัดส่วนของ Non-exposed ต่อ Exposed หรือ Control ต่อ Treatment 

Zα = ค่ามาตรฐานจากตาราง Z ท่ีระดบั Type I Error ท่ี 

Zβ = ค่ามาตรฐานจากตาราง Z ท่ีระดบั Type II Error ท่ี 

P = สัดส่วนของ Outcome เฉล่ียระหวา่ง 2 กลุ่ม 

Q = 1 – P 

P1 = สัดส่วนของกลุ่ม Exposed หรือกลุ่ม Treatment ท่ีเกิด Outcome 

Po = สัดส่วนของกลุ่ม Non-exposed หรือกลุ่ม Control ท่ีเกิด Outcome 

ซ่ึงจากการคาํนวณ จะตอ้งใชห้นูในการทดลอง 5 ตวั/ ครีมท่ีจะใชท้ดสอบ  
 

7. สรุปและรายงานผล  

สรุปและรายงานผลวา่สารสกดัจากเลือดจระเข ้มีพิษต่อเซลลผ์วิหนงัหรือไม่ 

และมีผลต่อการหายของแผลเป็นอยา่งไร 
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ผลการวจัิยและอภิปรายผล 

I. การทดลองรวม Cytotoxicity test จากวธีิ MTT assay โดยใช ้Fibroblast และ Keratinocyte 

1. เพาะเล้ียงเซลล์ Fibroblasts ซ่ึงสกดัจากเน้ือเยื่อจากผิวหนังมนุษยท่ี์เหลือจากการผ่าตดั เล้ียงใน 

Dulbecco's modified Eagle media (DMEM) supplemented with 2 mM L-glutamine เสริมดว้ย 10% 

FBS, 100 U/mL penicillin, 100 uL/mL streptomycin, and 0.25 μg/ μL amphotericin B ใ ช ้

Fibroblast ท่ี passages ประมาณ 3–5 ในการทดสอบ 
 

2. ทดสอบความเป็นพิษของเลือดจระเขต่้อเซลล ์Fibroblasts โดยวธีิ MTT assay  

2.1 นาํ Fibroblast ท่ี Passages ประมาณ 3–5 ท่ีเล้ียงใน 100 x 20 mm TC dish จนเจริญเต็ม 

Dish 100% Confluence แล้วมา Passages เพื่อ  Seed cell Fibroblasts ปริมาณเซลล์ตั้ งต้น  1 x 106 

cell/ ml ใน 96 Well plate เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

2.2 ลงสารสกดั 2 ชนิด 3 Dilution ไดแ้ก่  

ชนิดของสาร    Code 

- Serum ไม่เจือจาง (100%)   1 

- Serum เจือจาง 10 เท่า (10 %)  2 

- Serum เจือจาง 100 เท่า (1%)  3 

- Plasma ไม่เจือจาง (100%)   4 

- Plasma เจือจาง 10 เท่า (10 %)  5 

- Plasma เจือจาง 100 เท่า (1%)  6 

- Solvent Control    7 

- Control     8 

โดยใช ้Serum และ Plasma ของเลือดจระเขท่ี้อยูใ่นรูปของ Freeze dry มาละลายโดยใช้

นํ้ าท่ีผ่านการทาํให้ปราศจากเช้ือ และกรอง และใช้นํ้ า Distilled water in culture media (2%) เป็น 

Solvent control incubate ท่ี 37 OC เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

2.3 วเิคราะห์ MTT assay โดยการ 

- เติมสารละลาย 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

(MTT) ความเขม้ขน้ 1 mg/ ml จาํนวน 10 μl incubate ท่ี 37 OC 2 ชัว่โมง 

- Remove MTT และเติมนํ้ายา DMSO จาํนวน 100 μl incubate ท่ี 37 OC 2 ชัว่โมง 

- วเิคราะห์ผลดว้ยเคร่ือง Microplate reader ท่ีความยาวคล่ืน 550, 560 และ 570 nm 
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แสดงภาพเซลล์ Fibroblasts และเซลล์ Keratinocyte 
 

เซลล ์Fibroblasts ท่ีเล้ียงใน 100 x 20 mm TC dish ดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือ DMEM รูปท่ี 

1, 2 แสดงเซลล์ Fibroblasts ท่ีเพิ่งเร่ิมเล้ียงเซลล์จะอยูเ่ป็นเซลล์เด่ียวๆ เม่ือเล้ียงในระยะเวลาท่ีนาน

ข้ึนเซลล์ Fibroblasts จะเกาะตัวกันแน่นดังท่ีแสดงในรูปท่ี  3, 4 และใช้ Fibroblast ท่ี  Passages 

ประมาณ 3–5 ในการ ทดสอบ รูปท่ี 5 -8 แสดงเซลล์ Fibroblast (รูป 1-4) และ Keratinocyte (รูป 5-

8) ท่ี เล้ี ยงใน  100 x 20 mm TC dish ด้วยอาหารเล้ียงเช้ือ  Fibrolblast หรือ  Keratinocyte media 

ตามลาํดบั 
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 Serum   Plasma  Solvent Control  Control 

100% 10% 1% 100% 10% 1%   

0.018  0.123  0.137  0.09  0.162  0.137  0.154  0.174  

0.024  0.17  0.155  0.093  0.162  0.131  0.158  0.179  

0.025  0.12  0.15  0.088  0.158  0.14  0.157  0.174  

0.018  0.123  0.136  0.091  0.16  0.135  0.154  0.174  

0.024  0.168  0.16  0.091  0.165  0.133  0.158  0.183  

0.024  0.118  0.149  0.086  0.157  0.14  0.157  0.173  

0.017  0.118  0.131  0.087  0.155  0.131  0.149  0.169  

0.024  0.157  0.153  0.085  0.161  0.132  0.149  0.177  

0.024  0.111  0.139  0.082  0.149  0.14  0.161  0.168  

0.198  1.208  1.31  0.793  1.429  1.219  1.397  1.571  

13  77  83  50  91  78  89  100  

1  2  3  4  5  6  7  8  

ผลการวเิคราะห์ MTT assay 
 

1. การท ดสอบหาความเข้มข้นของ  Serum และ  Plasma จากเลือดจระเข้ท่ี เหมาะกับ เซลล ์ 

Fibroblasts   ดว้ยเคร่ือง Microplate reader ท่ีความยาวคล่ืน 550 , 560 และ 570 nm 
 

ตางรางที่ 1  ผลการทดสอบ cytotoxicity test ของ Serum และ Plasma ท่ีความเขม้ขน้ 100%, 10%  

และ 1% 
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 หมายเลข 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          ภาพที ่1.1  กราฟแสดง %Viable cell เม่ือเทียบกบั Control 
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ภาพที่ 1.2  กราฟแสดงผลการทดสอบความเป็นพิษของ Serum และ Plasma จากเลือดจระเข ้ต่อ

เซลล ์Fibroblasts 
 

สรุปผลการทดลอง 

จากการทดสอบพบวา่ความเขม้ขน้ของ Serum และ Plasma ท่ีใชท้ดสอบมีความ Toxic กบั 

Cell fibroblasts สูง มีผลทาํใหก้ารเจริญของ Cell ลดลง เม่ือเทียบกบั Positive control 
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รวม 

% 

หมายเลข 

 Serum    Plasma   Solvent 

Control  Control 

0.50%  0.10%  0.05%  0.025% 0.50%  0.10%  0.05%  0.025%    

0.109 0.113  0.132  0.113  0.118  0.133  0.123 0.15  0.136  0.142  

0.105  0.124  0.131  0.105  0.133  0.139  0.143  0.149  0.15  0.161  

0.108  0.108  0.127  0.112  0.126  0.135  0.143  0.139  0.151  0.139  

0.106  0.109  0.126  0.109  0.115  0.129  0.121  0.147  0.132  0.138  

0.104  0.12  0.126  0.1  0.127  0.134  0.137  0.143  0.145  0.154  

0.108  0.107  0.124  0.109  0.123  0.132  0.14  0.137  0.147  0.135  

0.105  0.108  0.125  0.109  0.114  0.128  0.121  0.147  0.132  0.138  

0.103  0.114  0.119  0.095  0.122  0.127  0.132  0.136  0.14  0.152  

0.106  0.106  0.121  0.107  0.121  0.13  0.139  0.131  0.145  0.135  

0.954  1.009  1.131  0.959  1.099  1.187  1.199  1.279  1.278  1.294  

74  78  87  74  85  92  93  99  99  100  

1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  

2. การทดสอบหาความเขม้ขน้ของ Serum และ Plasma จากเลือดจระเขท่ี้เหมาะกบัเซลล ์Fibroblasts 

ดว้ยเคร่ือง Microplate reader ท่ีความยาวคล่ืน 550, 560 และ 570 nm 
 

ตางรางที่ 2  ผลการทดสอบ cytotoxicity test ของ Serum และ Plasma ท่ีความเขม้ขน้ 0.50 %, 

0.10% ,0.05% และ 0.025% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          ภาพที ่2.1  กราฟแสดง %Viable cell เม่ือเทียบกบั Control 
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ภาพที่ 2.2  กราฟแสดงผลการทดสอบความเป็นพิษของ Serum และ Plasma จากเลือดจระเข ้ต่อ

เซลล ์Fibroblasts 
 

สรุปผลการทดลอง 

จากการทดสอบพบว่าความเขม้ขน้ของ Serum และ Plasma นั้น ท่ีความเขม้ขน้ 0.10 % มี

ผลดี  (positive effect) ต่อการเจริญของ Cell fibroblasts มากท่ีสุด  เม่ือเทียบกับ  Positive control 

ดงันั้นถดัไป จะนาํ Serum และ Plasma มาพฒันาเป็นครีม เพื่อทดสอบผลท่ีมีต่อการหายของแผลใน

สัตวท์ดลอง (Vivo experiment) 
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รวม 

% 

หมายเลข 

 Serum    Plasma   Solvent 

Control  

Heparin  

Control 

0.50%  0.10%  0.05%  0.025%  0.50%  0.10%  0.05%  0.025%     

0.113  0.127  0.132  0.132  0.132  0.139  0.132  0.136 0.144  0.15  0.149  

0.101  0.105  0.131  0.122  0.123  0.134  0.138  0.14 0.136 0.147  0.148  

0.105  0.121  0.13  0.138  0.137  0.126  0.145  0.146 0.125  0.155  0.148  

0.113  0.137  0.145  0.14  0.142  0.147  0.136  0.149 0.155 0.158  0.164  

0.108  0.116  0.138  0.134  0.132  0.146  0.141  0.149 0.147 0.146  0.159  

0.112  0.132  0.148  0.151  0.144  0.132  0.154  0.146 0.128  0.161  0.16  

0.115  0.138  0.148  0.142  0.14  0.149  0.137  0.147 0.153  0.158  0.168  

0.113  0.117  0.14  0.137  0.132  0.14  0.144  0.154 0.145 0.142  0.164  

0.116  0.13  0.148  0.153  0.142  0.145  0.154  0.15 0.131 0.162  0.163  

0.996  1.123  1.26  1.249  1.224  1.258  1.281  1.317 1.264  1.379  1.423  

70  79  89  88  86  88  90  93 89  97  100  

1  2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

3. การทดสอบหาความเขม้ขน้ของ Serum และ Plasma จากเลือดจระเขท่ี้เหมาะกบัเซลล ์Fibroblasts 

ดว้ยเคร่ือง Microplate reader ท่ีความยาวคล่ืน 550, 560 และ 570 nm 
 

ตางรางที่ 3  ผลการทดสอบ cytotoxicity test ของ Serum และ Plasma ท่ีความเขม้ขน้ 0.50%, 

0.10%, 0.05%, 0.025% และ Heparin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          ภาพที ่3.1  กราฟแสดง %Viable cell เม่ือเทียบกบั Control 
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ภาพที ่3.2  กราฟแสดงผลการทดสอบความเป็นพิษของ Serum และ Plasma จากเลือดจระเขต่้อ

เซลล ์Fibroblasts 
 

สรุปผลการทดลอง 

จากผลการทดสอบ cytotoxicity test โดยวิธี MTT assay โดยใช้เซลล์ Fibroblast สารสกดั

จากเลือดจระเขโ้ดยใช้ freeze dried serum และ plasma ท่ีความเขม้ขน้ 0.05 % มีความเป็นพิษกับ

fibroblast นอ้ยท่ีสุด 
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รวม 

% 

หมายเลข 

 Serum    Plasma   

Control 100%  10%  1%  100%  10%  1%  

0.066  0.062  0.057  0.077  0.069  0.064  0.074  

0.075  0.069  0.063  0.068  0.062  0.064  0.084  

0.07  0.064  0.058  0.068  0.067  0.072  0.083  

0.065  0.062  0.057  0.077  0.068  0.064  0.074  

0.074  0.068  0.061  0.067  0.061  0.063  0.082  

0.069  0.063  0.058  0.068  0.067  0.07  0.081  

0.065  0.062  0.057  0.076  0.067  0.064  0.073  

0.074  0.068  0.062  0.067  0.06  0.063  0.08  

0.069  0.063  0.058  0.067  0.066  0.07  0.085  

0.627  0.581  0.531  0.635  0.587  0.564  0.77  

88  81  74  89  82  83  100  

1  2  3  4  5  6  7  

4. การทดสอบหาความเขม้ขน้ของ Serum และ Plasma จากเลือดจระเขท่ี้เหมาะกบัเซลล ์

Keratinocyte 
 

ตางรางที ่4  ผลการทดสอบ cytotoxicity test ของ Serum และ Plasma ท่ีความเขม้ขน้ 100 % , 10% 

และ 1% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          ภาพที ่4.1  กราฟแสดง %Viable cell เม่ือเทียบกบั Control 
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ภาพที ่4.2  กราฟแสดงผลการทดสอบความเป็นพิษของ Serum และ Plasma จากเลือดจระเขต่้อ

เซลล ์Keratinocyte 
 

สรุปผลการทดลอง 

จากการทดสอบพบว่าความเข้มข้นของ Serum และ Plasma ท่ีความเขม้ขน้ 1 % มีความ 

Toxic กบั Cell Keratinocyte นอ้ยท่ีสุดเม่ือเทียบกบัความเขม้ขน้อ่ืน 
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รวม 

% 

หมายเลข 

  Serum (%)      Plasma %)   Heparin  Control 

10  1  0.5  0.1  0.05  0.025  10  1  0.5  0.1  0.05  0.025    

0.057  0.046  0.04 0.075  0.066  0.055  0.042  0.06 0.05  0.063  0.072  0.061  0.072  0.059  

0.049  0.045  0.046  0.074  0.07  0.05 0.041  0.062  0.049  0.063  0.076  0.058  0.074  0.061  

0.05  0.042  0.046  0.081  0.069  0.057 0.04  0.058  0.05  0.066  0.075  0.068  0.075  0.06  

0.056  0.044  0.039  0.074  0.065  0.054  0.04  0.06  0.05  0.062  0.071  0.06  0.071  0.057  

0.048  0.043  0.045  0.072  0.068  0.049  0.039  0.06  0.047  0.061  0.075  0.056  0.073  0.06  

0.048  0.041  0.045  0.079  0.067  0.055  0.038  0.056  0.048  0.065  0.074  0.067  0.073  0.059  

0.056  0.045  0.039  0.074  0.065  0.054 0.04  0.059  0.05  0.062  0.07  0.06  0.07  0.057  

0.048  0.043  0.045  0.072  0.068  0.049  0.039  0.06 0.048  0.062  0.075  0.056  0.073  0.06  

0.048  0.041  0.045  0.079  0.067  0.055  0.038  0.057  0.048  0.065  0.074  0.067  0.073  0.059  

0.46 0.39  0.39 0.68  0.605  0.478  0.357  0.532  0.44  0.569  0.662  0.553  0.654  0.532  

86  73  73  128  114  90  67  100  83  107  124     104  123  100  

1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  11  12  13  14  

5. การทดสอบหาความเขม้ขน้ของ Serum และ Plasma จากเลือดจระเขท่ี้เหมาะกบัเซลล์

Keratinocyte 
 

ตางรางที่  5  ผลการทดสอบ  cytotoxicity test ของ Serum และ  Plasma ท่ีความเข้มข้น  0.50%, 

0.10%, 0.05%, 0.025% และ Heparin 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ภาพที ่5.1  กราฟแสดง %Viable cell เม่ือเทียบกบั Control 
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ภาพที่ 5.2  กราฟแสดงผลการทดสอบความเป็นพิษของ Serum และ Plasma จากเลือดจระเขต่้อ

เซลล ์Keratinocyte 
 

สรุปผลการทดลอง 

จากผลการทดสอบ cytotoxicity test โดยวิธี MTT assay โดยใช้เซลล์ Keratinocyte สาร

สกดัจากเลือดจระเขโ้ดยใช้ freeze dried serum และ plasma ท่ีความเขม้ขน้ 0.05 % มีความเป็นพิษ

กบั Keratinocyte นอ้ยท่ีสุดโดยเฉล่ีย 

 

จากผลการท ดลองรวม  Cytotoxicity test จากวิธี  MTT assay โดยใช้  Fibroblast และ 

Keratinocyte โดยรวมพบว่า ทั้งสารสกดัจากเลือดจระเข้จาก Serum และ Plasma ท่ีความเข้มขน้ 

0.05 % มีความเป็นพิษกบั ทั้งเซลล ์Fibroblast และ Keratinocyte นอ้ยท่ีสุดโดยเฉล่ีย เราจึงเลือกสาร

สกดัท่ีความเขม้ขน้น้ี เพื่อทาํการทดสอบผลต่อการหายของแผลในสัตวท์ดลองต่อไป  

อน่ึงจากการสังเกตผลการทดลองพบวา่ ณ ท่ีความเขม้ขน้เดียวกนัของสารสกดัจาก Serum 

และPlasma สารสกัดจาก Plasma จะมีค่า Cytotoxicity test ตํ่ากว่า Serum เสมอ ส่ิงท่ีแตกต่างกัน

ระหวา่ง Serum และ Plasma extract คือ Blood anticoagulant ซ่ึง Specimen ท่ีเราใชใ้นการทดลองน้ี 
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คื อ  Heparin   ซ่ึ ง  Plasma ท่ี ใช้ ใน ก ารท ด ล อ ง น้ี มี ก าร เติ ม ส าร  Heparin เพื่ อ ใช้ เป็ น  Blood 

anticoagulant จากการ Review literatures พบว่าสาร Heparin เองมีผลบวกต่อ Cell proliferation 

และ Would healing References: Heparin effect on wound healing [1)-6)]  

ดงันั้นเราจึงตั้งสมมุติฐานจากผลการทดลองท่ีไดว้่า การท่ีสารสกดัจาก Plasma มี Positive 

effect ต่อ Cell proliferation ทั้งจาก Fibroblasts และ Kertinocytes อาจเป็นผลเน่ืองมาจาก Heparin 

เอง ไม่ไดเ้ป็นผลท่ีมา จากสารสกดัจากเลือดจระเข ้เราจึงทาํการทดลองโดยใช ้Heparin เป็นตวัแปร

เพื่อใชท้ดสอบ ใน MTT (vitro test) และ อตัราการหายของแผลในสัตวท์ดลอง Animal healing rate 

(vivo test) โดยใช้ความเข้มข้นของ Heparin ท่ี  0.2 % ทั้ งในการทดสอบ  Cytotoxicity test และ 

ความเขม้ขน้ในครีมเพื่อใชใ้นการทดสอบเพื่อทดสอบอตัราการหายของแผลในหนูทดลอง ซ่ึงเป็น

ความเขม้ขน้เดียวกนักบั Heparin ท่ีใชใ้น Plasma ท่ีไดม้า 

ผลเบ้ืองตน้ในการทดสอบ ใน MTT (vitro test) ตาราง ท่ี 5 และ ภาพท่ี 5.2 แสดงให้เห็นวา่ 

Heparin เองมีผลต่อ Cell proliferation ใกล้เคียงกบัสารสกดัจาก Plasma และดีเหนือกว่าสารสกดั

จาก Serum เทียบ ณ ความเขม้ขน้ของ Heparin 0.2% และ Freeze dried serum และ Plasma ท่ีความ

เขม้ขน้ 0.05% (Column ท่ี 13, 11 และ 5 ตามลาํดบั)  

ดงันั้นจากการทดลองใน Vitro test เบ้ืองตน้สรุปไดว้า่ 

1. ทั้ง Freeze dried serum และ Plasma ท่ีความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมท่ีสุด ซ่ึงเรา Titrate 

ไดท่ี้ 0.05% ไม่ทาํให ้เกิด Cytotoxic ต่อทั้ง Fibroblast และ Keratinocyte โดย MTT assay 

2. สารสกดัโดยวธีิ Plasma มีผลโดยการ Test cytotoxicity เหนือกวา่ สารสกดั serum 

3. ทดสอบโดยใช ้Heparin 0.2% เพื่อทดสอบวา่ ผลท่ีทาํให ้Plasma ดีเหนือกวา่ Serum 

เน่ืองมาจาก Plasma เอง หรือ Heparin ผลคือ Heparin 0.2% มีผลต่อเซลล์ใกล้เคียงกับ Plasma ท่ี

ความเขม้ขน้ 0.05 % และเหนือกวา่ Serum ท่ีความเขม้ขน้ 0.05% 

4. ผลท่ีไดจ้าก Plasma ท่ีความเขม้ขน้ 0.05% น่าจะเป็นผลจาก ตวั Heparin ท่ีเติมลงไป

เพื่อเป็นAnti-coagulant มากกวา่ 

อย่างไรก็ตาม เพื่อสรุปผลใน vivo ใน Animal wound healing model ประกอบกนัไป

ด้วย เราจึงดาํเนินการทาํการทดลองเพื่อ Observe ผลต่อ Wound healing โดยการใช้สารสกดัจาก 

Serum, Plasma และ  Heparin โดยดูว่าเม่ือเทียบกับยาท่ีใช้ เป็น  Standard treatment ต่อ  Wound 

healing: zinc paste สารสกดัจากเลือดจระเข ้(ทั้ง Serum และ Plasma) และ Hparin ผลจะเป็นเช่นไร 

 

 

References: Heparin effect on wound healing [1)-6)] 
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II. การทดลอง Animal wound healing model  

แบ่งการทดลองเป็น 4 ตอน 

1. Zinc paste vs. Cream base เพื่อทดสอบอตัราการหายของแผลระหว่าง zinc paste 

เทียบกบั cream base 

2. Zinc paste vs. Heparin in cream base เพื่อทดสอบอตัราการหายของแผลระหว่าง 

zinc paste เทียบกบั heparin in cream base 

3. Zinc paste vs. Serum in cream base  เพื่อทดสอบอตัราการหายของแผลระหว่าง 

zinc paste เทียบกบั serum in cream base 

4. Zinc paste vs. Plasma in cream base เพื่อทดสอบอตัราการหายของแผลระหว่าง 

zinc paste เทียบกบั plasma in cream base 

 

ผลการทดสอบการหายของแผลโดย Balb C mice model 

ภาพขั้นตอนการทาํให้หนู Balb C mice มีแผลทุกชั้น (Four full-thickness) ขนาดเส้น

ผา่นศูนยก์ลาง 1x1 cm2 

1. โกนขนหนูบริเวณท่ีทาํแผล  
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2. วดัขนาดแผลและตดัผวิหนงัออก full  thickness excision ถึงชั้น muscle fascia 

 

 

 

 

 

 

 

3. ทาครีม ดา้นซ้ายเป็นครีมท่ีผสมสารสกดัท่ีตอ้งการจะทดสอบ ส่วนดา้นขวาเป็น control ดว้ย zinc 

pasteและปิดแผล โดยจะเปิดทาํแผลอีก คร้ังโดยประมาณ 2 คร้ังต่อสัปดาห์ ท่ี day 3, 5, 7, 9, 11 

และ 14 ทาํการวดัขนาดทุกคร้ังท่ีทาํแผล และบนัทึกการเปล่ียนแปลงอ่ืนๆ ถา้มีเช่น ลกัษณะของ

ขน ผวิท่ีข้ึนมาใหม่ ฯลฯ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zinc paste vs. Cream base: 
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Day  

No.1  No.2  No.3  No.4  No.5  

ครีมเบส  

Zinc 

paste  ครีมเบส 

 Zinc 

paste  ครีมเบส  

Zinc 

paste  ครีมเบส  

Zinc 

paste  ครีมเบส  

Zinc 

paste  

0  23-ธ.ค.-52  24-ธ.ค.-52  

2  10/12/10/12  10/12/10/12  10/10/9/10  10/8/9/10  8/6/7/7  9/10/9/9    

6  10/10/10/10  9/10/9/10  8/8/8/8  7/7/7/7  5/5/5/5  8/9/8/8  8/5/8/5  7/9/7/9  3/4/3/4  2/3/2/3  

12  5/5/5/5  4/3/4/3  4/3/4/3  2/2/2/2  5/4/5/4  4/3/4/3  

แผลหายแต่ตรงแผลท่ีทา 

ครีมเบสขนร่วงเป็นวง 

กวา้ง  

แผลหายแต่ตรงแผลท่ี

ทา ครีมเบสขนร่วงเป็น

วง กวา้ง  

 หยดุการทาํแผลประมาณ 2 อาทิตย ์เน่ืองจากแผลหาย และครีม Zinc paste ให้ผลดีกวา่ ครีมเบส  

19  

ขนร่วง 

เลก็นอ้ย  

 ขนร่วงเป็น

วงกวา้ง  

ขนร่วง 

เลก็นอ้ย  

ขนร่วง

เลก็นอ้ย  

 ขนร่วง

เลก็นอ้ย  

 ขนร่วงเป็น

วงกวา้ง  

 

27  ขนข้ึนเตม็หมดแลว้เท่ากนัทั้งขา้งท่ีทาครีมเบสและขา้งท่ีทาครีม Zinc paste  

Day  

No.16  No.17  No.18  No.19  No.20  

ครีม เฮพาริน  

Zinc paste  

ครีม เฮพาริน  

Zinc paste  

ครีม เฮพาริน  

Zinc paste  

ครีม เฮพาริน  

Zinc paste  

ครีม เฮพาริน  Zinc 

paste  

0   26-ม.ค.-53   

3  10/10/10/10  10/10/10/10  9/8/9/8  10/9/10/9  10/10/10/10  10/9/10/9  10/10/10/10  10/10/10/10 10/10/10/10  10/7/10/7  

7  8/8/8/8  8/7/8/7  9/7/9/7  9/8/9/8  9/8/9/8  9/8/9/8  8/7/8/7  9/6/9/6  10/7/10/7  10/4/10/4  

10  4/3/4/3  3/3/3/3  5/4/5/4  5/4/5/4  3/2/3/2  4/3/4/3  3/3/3/3  4/3/4/3  6/3/6/3  4/3/4/3  

14   แผลหายแต่ขนบริเวณท่ีทาครีมเฮพารินร่วงมากกวา่บริเวณท่ีทาครีม Zinc   

21   ขนข้ึนเตม็แลว้ตั้ง 2 ขา้ง   

โดยทา ครีม Zinc paste ท่ีขา้งขวาและทาครีมเบสท่ีขา้งซา้ยของ Balb C mice 
 

ตางรางที่ 6  ผลการทดสอบการหายของแผล Balb C mice model ระหวา่งครีม Zinc เทียบกบัครีมเบส 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zinc paste vs. Cream 0.2% heparin: 

โดยทา ครีม Zinc paste ท่ีขา้งขวาและทาครีมเฮพารินเบสท่ีขา้งซา้ยของ Balb C mice 
 

ตางรางที่ 7 ผลการทดสอบการหายของแผล Balb C mice model ระหวา่งครีม Zinc เทียบกบัครีมเฮพาริน 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zinc paste vs. Cream 0.05% plasma: 
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Day  

No.21  No.22  No.23  No.24  No.25  

ครีม

พลาสมา  Zinc paste  

ครีม 

พลาสมา  
Zinc paste  

ครีม 

พลาสมา  Zinc paste  

ครีม 

พลาสมา  
Zinc paste  

ครีม 

พลาสมา 
Zinc paste  

0   8-ก.พ.-53  

4  8/8/8/8  10/7/10/7  10/9/10/9  10/9/10/9  10/9/10/9  9/8/9/8  9/8/9/8  10/9/10/9  10/10/10/10  10/8/10/8  

8  5/4/5/4  5/5/5/5  10/9/10/9  10/7/10/7  7/6/7/6  5/5/5/5  6/5/6/5  8/5/8/5  9/8/9/8  10/4/10/4  

11  แผลหาย  5/4/5/4  5/5/5/5  7/4/7/4  1/1/1/1  2/1/2/1  2/2/2/2  6/2/6/2  2/2/2/2  2/1/2/1  

14  แผลหาย  1/1/1/1  แผลหายแต่บริเวณท่ีทาครีมพลาสมาขนร่วงมากกวา่บริเวณท่ีทาครีม Zinc  

Day  

No.26  No.27  No.28  No.29  No.30  

ครีม

ซีรัม  

Zinc 

paste  ครีมซีรัม  Zinc paste  ครีมซีรัม  Zinc paste  ครีมซีรัม  

Zinc 

paste  ครีมซีรัม  

Zinc 

paste  

0    8-ก.พ.-53    

4  10/9/10/9  8/6/8/6  10/10/10/10  10/10/10/10  10/8/10/8  10/10/10/10  10/8/10/8  10/9/10/9  10/4/10/4  10/8/10/8  

8  7/5/7/5  6/3/6/3  8/6/8/6  7/7/7/7  5/5/5/5  10/4/10/4  9/8/9/8  9/8/9/8  5/4/5/4  7/5/7/5  

11  1/1/1/1  2/1/2/1  แผลหาย  1/2/1/2  1/1/1/1  4/4/4/4  2/1/2/1  แผลหาย  3/1/3/1  

14  แผลหาย  แผลหาย  1/2/1/2  แผลหาย  แผลหาย  แผลหาย  

โดยทา ครีม Zinc paste ท่ีขา้งขวาและทาครีมพลาสมา ท่ีขา้งซา้ยของ Balb C mice 
 

ตางรางที่ 8 ผลการหายของแผล Balb C mice model ระหวา่งครีม Zinc เทียบกบั ครีมพลาสมา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zinc paste vs. Cream 0.05% Serum: 

โดยทา ครีม Zinc paste ท่ีขา้งขวาและทาครีมซีรัม ท่ีขา้งซา้ยของ Balb C mice 
 

ตางรางที่ 8 ผลการทดสอบการหายของแผล Balb C mice model ระหวา่งครีม Zinc เทียบกบั ครีมซีรัม 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปภาพจากการทดลอง Zinc paste vs. Cream base: 
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รูปภาพจากการทดลอง Zinc paste vs. Cream 0.2% heparin: 
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รูปภาพจากการทดลอง Zinc paste vs. Cream 0.05% plasma: 

Day 7 No. 19 Day 7 No. 19 

Day 7 No. 20 Day 7 No. 20 
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รูปภาพจากการทดลอง Zinc paste vs. Cream 0.05% Serum: 

Day 8 No. 21 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Day 8 No. 24 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Day 11 No. 21 
 
 
 
 
 
 
 
 
Day 11 No. 24 
 
 
 
 
 
 
 
 
Day 14 No. 21 
 
 
 
 
 
 
 
 
Day 14 No. 24 
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สรุปผลการวจัิยและข้อเสนอแนะ 

Day 8 No. 29 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Day 8 No. 30 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Day 11 No. 29 
 
 
 
 
 
 
 
 
Day 11 No. 30 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Day 14 No. 29 
 
 
 
 
 
 
 
 
Day 14 No. 30 
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Vitro test 

1. จากทดสอบสารสกดัจากเลือดจระเข ้2 ชนิด คือ Serum และ Plasma (ใช้ Heparin เป็น 

Anti-coagulant) พบว่าเลือดจระเขท้ั้ ง Serum และ plasma (ใช้ Heparin เป็น Anti-coagulant) ไม่มี

ความ  Toxic กับ  Cells ทดสอบโดยวิธี MTT assay โดยเซลล์ Keratinocyte และ Fibroblast เพื่อ

เปรียบเทียบการตอบสนองจากชั้นหนงักาํพร้า และหนงัแท ้

2. จากการทดลองเพื่อหาความเขม้ขน้ของสารสกดัจากเลือดจระเขท้ั้ง Serum และ Plasma 

(ใช้  Heparin เป็น  Anti-coagulant) เพื่ อให้ได้สารสกัด ท่ี มี  Cytotoxic ต่อ เซ ลล์  Fibroblast และ 

Keratinocyte นอ้ยท่ีสุดจาก 4 ความเขม้ขน้; 100, 50, 25 และ 10 μg/ml, พบวา่ท่ีความเขม้ขน้ท่ี 0.5% 

เป็นความเขม้ข้นท่ีทาํให้สารสกดัท่ีได้เป็นพิษกบัเซลล์น้อยท่ีสุดของทั้ง Serum และ Plasma (ใช ้

Heparin เป็น Anti-coagulant) แต่สารสกดัจาก Plasma ให้ผลดีกวา่สารสกดัจาก Serum ส่ิงท่ีต่างกนั

ระหว่าง  สารสกัดจากเลือดจระเข้ทั้ ง  Serum และ  Plasma คือ  Plasma ใช้  Heparin เป็น  Anti-

coagulant   Review literature เองพบวา่ Heparin มีผลต่อการสมานแผล โดยสามารถเร่งการปิดของ

แผลได ้เราจึงทาํการทดสอบโดยใช ้Control เพิ่มโดยสาร Heparin 0.2% ตามความเขม้ขน้มาตรฐาน

ของ Heparin ท่ีใช้ป้องกนัการแข็งตวัของ Plasma จาก MTT assay พบว่า มีผล Positive effect ต่อ

การเจริญของเซลล์ Keratinocyte และ Fibroblast ใกล้เคียงกบัระดบัท่ี Plasma ให้ผลดีกว่า Serum 

ในความเขม้ขน้เดียวกนั เราจึงอนุมานวา่ ผลท่ีดีของ Plasma ท่ีเหนือกวา่ Serum เป็นผลจาก Heparin 

มากกวา่ผลของสารสกดัจากเลือดจระเขเ้อง อยา่งไรก็ดีเพื่อทดสอบผลการทดลองใน vivo; Animal 

experiment เราตดัสินใจทาํการทดสอบผลต่อการสมานแผลของสารสกดัจากเลือดจระเข้โดยวิธี 

Serum, Plasma และ Heparin เปล่าๆ เทียบกบั Standard control คือ Zinc paste ดว้ย 
 

Vivo test 

3. เราจึงใช้สารสกัดจากเลือดจระเข้โดยวิธี Serum, Plasma และ Heparin ท่ีความเขม้ข้น 

0.05%, 0.05% และ 0.2% มาทาํการทดลองในสัตวท์ดลอง เพื่อวิเคราะห์ผล in vivo model โดยทาํ

ครีมสําหรับทาํแผล Wound dressing เพื่อเทียบกบั Cream base และ Zinc paste (Standard control) 

ผลท่ีได ้คือ 

3.1 Zinc paste มีผลทาํให้อตัราการหายของแผลเร็วกว่า Cream base ในหนูทุกตวั (5 

ตวั) และสังเกตวา่ผิวดา้นท่ีทา Cream base มีขนร่วงเป็นวงกวา้งตามบริเวณท่ีทาครีม แต่ไม่เก่ียวกบั

อตัราการหายของแผล สันนิษฐานวา่เกิดจากคุณภาพของ Cream base มากกวา่ 

3.2 ครีมท่ีผลิตจากสารสกดัจากเลือดจระเขโ้ดยวธีิ Serum ท่ีความเขม้ขน้ 0.05% ไม่ได้

มีผลเร่งอตัราการหายของแผลเร็วกวา่ Zinc paste โดย Zinc paste ให้ผลดีกวา่ 3 จาก 5 ตวั (ตวัท่ี 26, 
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27 และ 30) ผลเท่ากนั 1 ตวั จาก 5 ตวั (ตวัท่ี 29) ผลสารสกดัจาก Serum ดีกว่า Zinc paste 1 จาก 5 

ตวั (ตวัท่ี 28) โดยสรุป Cream base + สารสกดัจากเลือดจระเขโ้ดยวธีิ Serum ท่ีความเขม้ขน้ 0.05%

ไม่ไดท้าํใหผ้ลการหายของแผลดีกวา่ Zinc paste 

3.3 ครีมท่ีผลิตจากสารสกัดจากเลือดจระเข้โดยวิธี Plasma ท่ีความเข้มข้น 0.05% 

ไม่ไดมี้ผลเร่งอตัราการหายของแผลเร็วกวา่ Zinc paste โดย Zinc paste ให้ผลดีกวา่ 1 จาก 5 ตวั (ตวั

ท่ี 23) ผลเท่ากนั 2 ตวัจาก 5 ตวั (ตวัท่ี 21 และ 22) ผลสารสกดัจาก Plasma ดีกวา่ zinc paste 2 จาก 5 

ตัว (ตัวท่ี 24 และ 25) โดยสรุป Cream base + สารสกัดจากเลือดจระเข้โดยวิธี Plasma ท่ีความ

เขม้ขน้ 0.05% ไม่ไดท้าํใหผ้ลการหายของแผลดีกวา่ Zinc paste 

3.4 ครีมท่ีผลิตจาก Heparin ท่ีความเขม้ขน้ 0.2% ไม่ไดมี้ผลเร่งอตัราการหายของแผล

เร็วกว่า Zinc paste โดย Heparin ให้ผลเท่ากบั Zinc paste 4 ตวั จาก 5 ตวั (ตวัท่ี 16, 17, 18 และ 20) 

ผลสารสกดัจาก Heparin ดีกว่า Zinc paste 1 จาก 5 ตวั (ตวัท่ี 19) โดยสรุป Cream base + สารสกดั

ผสม Heparin ท่ีความเขม้ขน้ 0.2% ไม่ไดท้าํใหผ้ลการหายของแผลดีกวา่ Zinc paste  
 

จากผลการทดลองทั้งหมด แสดงให้เห็นว่า สารสกดัจากเลือดจระเขโ้ดยวิธี Serum, 

Plasma และ Heparin ท่ีความเขม้ขน้ 0.05%, 0.05% และ 0.2% ไม่มีผลทาํใหเ้กิดการเป็นพิษต่อเซลล์

ผิวหนังทั้งเซลล์จาก ชั้นหนังกาํพร้าและหนังแท ้(Keratonocyte and Fibroblast) แต่ Positive effect 

ท่ีเกิดในผลจาก Plasma extraction จาก MTT assay น่าจะเกิดจาก Heparin เองมากกวา่สารสกดั และ

ผลการทดลองการสมานแผลในสัตวท์ดลองทั้งสามสารสกดัเลือดจระเขโ้ดยวธีิ Serum, Plasma และ 

Heparin ท่ีความเขม้ขน้ 0.05%, 0.05% และ 0.2% ก็ไม่ได้ให้ผลดีกว่ายามาตรฐานท่ีใช้ทาํแผลใน

ปัจจุบนั (Zinc paste) อยา่งมีนยัสาํคญั  

อน่ึงการใช้สารสกดัจากสัตวท่ี์จะพฒันามาเป็นผลิตภณัฑ์ทางคลินิกควรจะตอ้งมีการ

ตรวจสอบการปนเป้ือนทางชีวภาพ (Biological contamination) ก่อน แต่สําหรับเลือดจระเขท่ี้นาํมา

ทดสอบยงัไม่มีผลการทดสอบดงักล่าว จึงทาํให้เป็นขอ้คดัคา้นในการประยุกตใ์ชเ้ป็น End product 

ต่อไป  อีกทั้ งผลการทดสอบต่อ Wound healing effect ของสารสกัดจากจระเข้โดยวิธี Serum, 

Plasma และ Heparin ท่ีความเขม้ขน้ 0.05%, 0.05% และ 0.2% ไม่ไดมี้ผลการรักษาท่ีเหนือกวา่ Zinc 

paste ซ่ึงเป็น Standard wound dressing ท่ีปลอดภยั และใชก้นัอยา่งแพร่หลายในปัจจุบนัแต่อยา่งใด  
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