
 

บทที่ 3 

ระเบียบวธีิวจิัย 
 

ขอบเขตของการวิจัย 

1. การศกึษาฤทธ์ิกระตุ้นการหายของบาดแผลในหลอดทดลอง (in vitro)  

1.1  การทดสอบฤทธ์ิเพิ่มจํานวนเซลล์ (Cell Proliferation activity) ของสารสกดัวา่นหมาว้อ

(Curcuma cf. comosa Roxb.)  ด้วยวิธี WST-1 cell proliferation assay 

1.2 การทดสอบฤทธ์ิกระตุ้นการหายของบาดแผลโดยใช้แบบจําลองการหายของบาดแผล (in vitro 

wound healing model) ด้วยวิธี Scratch assay  

2. การศกึษาฤทธ์ิกระตุ้นการหายของบาดแผลในสตัว์ทดลอง (in vivo)  

2.1 การทดสอบฤทธ์ิกระตุ้นการหายของบาดแผลของสารสกดัวา่นหมาว้อ 

2.2 การทดสอบฤทธ์ิกระตุ้นการหายของบาดแผลของตํารับครีมท่ีมีสารสกดัของวา่นหมาว้อ 

2.3 การตรวจชิน้เนือ้ทางจลุกายวิภาคศาสตร์ของเนือ้เย่ือ (Histology) 

 

สารสกัดพืชสมุนไพร 

สารสกดัหยาบ (crude extract) ด้วยตวัทําละลาย ethyl acetate ของวา่นหมาว้อ (Curcuma 

cf. comosa Roxb.) ได้จากโครงการวิจยัท่ี 1 เร่ือง โครงการวิจยัท่ี 1 เร่ือง การจําแนกชนิด การสกดั 

แยกสารบริสทุธ์ิ และศกึษาโครงสร้างเคมีของสารท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพจากเหง้าของพืชสมนุไพร 

Curcuma cf. comosa Roxb. (Plant identification, extraction, isolation and structural 

identification of bioactive compounds from rhizome of a herbal plant, Curcuma cf. comosa 

Roxb.) ภายใต้แผนงานวิจยัเดียวกนั คือ การศกึษาฤทธ์ิทางชีวภาพของพืชสมนุไพร Curcuma cf. 

comosa Roxb. และพฒันาเป็นตํารับยารักษาแผล โดยสกดัจากส่วนหวัของพืชสมนุไพร Curcuma cf. 

comosa Roxb.  ด้วยวิธี Fraction percolation ซึง่มีวิธีการสกดัโดยสงัเขป คือ ชัง่ผงพืชสมนุไพรแห้งท่ี

บดละเอียด เตมิตวัทําละลาย แล้วสกดัพืชสมนุไพรด้วยเคร่ือง Soxhlet apparatus (Buchi, 

Switzerland) เป็นเวลา 12 ชัว่โมง จากนัน้กรองสารสกดัหยาบ ระเหยแห้งด้วยเคร่ือง Rotary 

evaporator (Buchi, Switzerland) ท่ีอณุหภมูิ 50-70 องศาเซลเซียส จนสารสกดัหยาบแห้ง บรรจลุงใน

ขวดแก้ว บนัทกึนํา้หนกัสารสกดัหยาบท่ีแห้งสนิท เก็บในตู้ เย็น 
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ตอนท่ี 1  การศึกษาฤทธ์ิกระตุ้นการหายของบาดแผลในหลอดทดลอง (in vitro) ของสารสกัด

ว่านหมาว้อ  

เป็นการศกึษาในเซลล์เพาะเลีย้งชนิด L929 (mouse subcutaneous connective tissue) 

และเซลล์เพาะเลีย้งชนิด HeLa cell (human cervical carcinoma) โดยมีวตัถปุระสงค์เพ่ือประเมิน

ประสิทธิภาพในการกระตุ้นการเตบิโต และเพิ่มจํานวนของเซลล์ท่ีเก่ียวข้องกบัการซ่อมแซมบาดแผล 

รวมถึงการหายของบาดแผลใน in vitro wound healing model  

 

วัสดุและอุปกรณ์ 

  Autoclave (Kokusan Enshinkimod H-88LL, Japan) 

Cell counter (Hand Held Tally Counter, Diamond 24100, Taiwan) 

CO2 Incubator (Shellab Automatic CO2 23237C, USA)  

Haemocytometer (Neubaure BOECO, Germany) 

Hot air oven (Hearaeus Instrument, T6200, Germany) 

Laminar air flow (Holten Mod. HBB 2460, USA) 

  Micropipette (Tranferpette, Germany)  

Microplate reader (Biotek/ELX-808 IU, USA)  

  Microplate shaker (ELMI shaker ST3, USA) 

Microscope (Nikon/Alphaphot 2, Switzerland),  

pH meter (Mettler, Switzerland)  

Refrigerated Centrifuge (Labofug 200 S Hettich, Germany) 

Reverted microscope (Nikon, ECLIPESE TE 300, Japan) 

Ultrasonic bath (5210, Branson) 

Vortex mixer (Thermolyne, USA) 

Water bath (Heto-Holten A/S BWB22-2, Denmark) 

Glassware and Plasticware: 96-well microtiter plates (TPP, Switzerland), 6-well 

microtiter plates (TPP, Switzerland), disposable 0.22 µm membrane filter 

(Gelman Laboratory, USA), centrifuge tubes (TPP, Switzerland), cell culture 

bottle (TPP, Switzerland) 
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สารเคมี 

Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma, USA),  

Doxorubicin (Pfizer, USA) 

Dulbecco’ Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco, USA),  

Ethyl acetate (Merck, Germany),  

Fetal Bovine Serum (Gibco, USA),  

Penicillin/streptomycin solution (Gibco, USA),  

Sodium hydroxide (Merck, Germany),  

Sulfuric acid (Merck, Germany),  

Trypan Blue Stain (Gibco, USA), 

Trypsin EDTA (Gibco, USA),  

WST-1 cell proliferation kit assay (Roche, Switzerland) 

 

เซลล์เพาะเลีย้ง (Cell cultures) 

 เซลล์เพาะเลีย้งได้จากคณะเภสชัศาสตร์ มหาวิทยาลยัอบุลราชธานี จํานวน  2 ชนิด คือ  
1. เซลล์เนือ้เย่ือใต้ผิวหนงัของหน ูชนิด L929 (mouse subcutaneous connective tissue)  
2. เซลล์มะเร็งปากมดลกูของมนษุย์ ชนิด HeLa cell (human cervical carcinoma) 

การเพาะเลีย้งเซลล์ทัง้สองชนิด เลีย้งในอาหารเพาะเลีย้งเซลล์ชนิด Dulbecco’ Modified 

Eagle Medium (DMEM) ท่ีเติม 1% penicillin/streptomycin solution และ 10% FBS บ่มท่ีอุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส ในสภาวะท่ีมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% และเปล่ียนอาหารใหมท่กุ ๆ 3 วนั 

 

การเตรียมเซลล์เพาะเลีย้ง 

เพาะเลี ย้งเซลล์ด้วยอาหารเลีย้งเซลล์สมบูรณ์  (completed medium) ท่ีประกอบด้วย 

Dulbecco’ Modified Eagle Medium (DMEM), 1% penicillin/streptomycin solution แ ล ะ  10% 

Fetal Bovine Serum (FBS) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 ºC  สภาวะท่ีมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% ใน CO2 

incubator จนเซลล์เจริญเติบโตมีความหนาแน่น 80-100 % confluent ใช้ pipette ดดูอาหารเก่าออก

ให้หมด เติม 0.25% Trypsin EDTA ปริมาณ 2 ml ทิง้ไว้ 1 นาที เติม completed medium 5 ml ใช้    

ปิเปตดดูและเป่าสารละลาย เพ่ือให้เซลล์ท่ีเกาะอยู่หลดุออกให้หมด จากนัน้ ถ่ายสารละลายเซลล์ลงใน 

conical tube นําไปป่ันแยกด้วย Refrigerated centrifuge ท่ีความเร็ว 1,500 rpm 15 นาที ทิง้ส่วนใส 
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เติม completed medium 5 ml ผสมให้เข้ากัน นําไปป่ันแยกอีกครัง้ ทิ ง้ส่วนใสเติม completed 

medium ใหม ่ 

 

การเตรียมสารสกัดสมุนไพร 

เตรียมสารสกัดสมุนไพรให้มีความเข้มข้น 2 เท่าของความเข้มข้นท่ีใช้ทดสอบ ด้วยตัวทํา

ละลาย ethyl acetate และ completed medium โดยใช้ 1% DMSO ช่วยในการละลาย ทัง้นี ้ความ

เข้มข้นสดุท้ายของสมนุไพรท่ีใช้ทดสอบเทา่กบั 400, 200, 150, 100, 75, 50 และ 25 µg/ml  

 

วิธีดาํเนินการวิจัย 

1.1 การทดสอบฤทธ์ิเพิ่มจาํนวนเซลล์ (Cell proliferation activity) ของสารสกัดว่านหมาว้อ

(Curcuma cf. comosa Roxb.)  ด้วยวิธี WST-1 cell proliferation assay 

 Cell proliferation assay เป็นวิธีการศกึษาผลของสารทดสอบตอ่การเจริญเติบโต และการ

เพิ่มจํานวนของเซลล์เพาะเลีย้ง เทคนิคการทดสอบด้วยวิธี WST-1 cell proliferation assay อาศยั

หลกัการท่ีเซลล์ท่ีมีชีวิตจะสามารถยอ่ย WST-1 (2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-

(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium, monosodium salt) ให้เป็นสารสีเหลือง ซึง่ละลายในนํา้ได้ดี 

เม่ือใสส่ารนีล้งไปในอาหารเลีย้งเซลล์ และบม่เพาะกบัเซลล์ เป็นเวลา 4 ชัว่โมง เซลล์ท่ีมีชีวิตจะเปล่ียน

สารตัง้ต้น คือ WST-1 ไปเป็นผลิตภณัฑ์ท่ีมีสีเหลือง เม่ือนําอาหารเลีย้งเซลล์เพาะเลีย้งนัน้ไปวดัการ

ดดูกลืนแสงด้วย spectrophotometer หากเซลล์มีการเจริญเตบิโตเพิ่มจํานวน จะเกิดสารสีเหลือง

ปริมาณมาก ทําให้การดดูกลืนแสงมีคา่มาก แตห่ากเซลล์ไมเ่จริญเตบิโต หรือตายท่ีอาจมาจากความ

เป็นพิษของสารทดสอบ คา่ดดูกลืนแสงจะลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ 

  

วิธีการทดสอบด้วย WST-1 cell proliferation assay  

เจือจางเซลล์เพาะเลีย้งด้วย completed medium ให้มีความเข้มข้นของเซลล์เท่ากบั 1 X 105 

cell/ml ด้วยวิธี trypan blue assay  และนบัเซลล์ด้วยเคร่ือง Hemocytometer  เติมเซลล์เพาะเลีย้งท่ี

ปรับความเข้มข้นแล้วลงใน 96 -well plate หลุมละ 100 µl  บ่มเซลล์เพาะเลีย้งท่ีอุณหภูมิ 37 ºC  

สภาวะท่ีมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% ใน CO2 incubator เป็นเวลา 6 ชัว่โมง เพ่ือให้เซลล์เกาะติดกบั

ภาชนะ หลังจากนัน้ เติมสารสกัดสมุนไพรความเข้มข้นต่างๆ ปริมาณหลุมละ 100 µl แต่ละความ

เข้มข้นทําซํา้ 3 ครัง้ และใช้ Doxorubicin ความเข้มข้น 2 µg/ml เป็น positive control บ่มเซลล์และ

สารทดสอบท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมงเติม 5% WST-1 ทุกหลุม หลุมละ 50 µl บ่มต่อท่ี

อุณหภูมิ 37 ºC  เป็นเวลา 2 ชั่วโมง วัดค่าการดดูกลืนแสง (absorbance) ด้วย  microplate reader  
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ท่ีความยาวคล่ืน  570  nm  โดยใช้ความยาวคล่ืน  630  nm  เป็น  reference  wavelength แสดงผล

เป็นคา่ Proliferation Index (P.I.) ท่ีคํานวณได้จากสมการ  
 

Proliferation index (P.I.) =  mean absorbance of sample 

                                           mean absorbance of control 
 

 เม่ือ mean absorbance of sample คือ คา่เฉล่ียของค่าการดดูกลืนแสงของสารทดสอบ และ 

mean absorbance of control คือ ค่าเฉล่ียของค่าการดูดกลืนแสงของกลุ่มควบคุม ซึ่งไม่มีสาร

ทดสอบ 

 
1.2 การทดสอบฤทธ์ิกระตุ้นการหายของบาดแผลโดยใช้แบบจาํลองการหายของบาดแผล (in 

vitro wound healing model) ของสารสกัดว่านหมาว้อ (Curcuma cf. comosa Roxb.)  ด้วย

วิธี Scratch assay 

หลงัจากเตรียมเซลล์เพาะเลีย้ง ให้เติมเซลล์เพาะเลีย้ง ปริมาตร 500 µl และอาหารเลีย้งเซลล์ 

ป ริม าตร 500 µl ล งใน  6-well plate บ่ม เซ ล ล์ เพ าะ เลี ย้ ง ท่ี อุณ ห ภู มิ  37 ºC  ส ภ าวะ ท่ี มี ก๊ าซ

คาร์บอนไดออกไซด์ 5% ใน CO2 incubator เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ใช้ pipette tip ขนาดปริมาตร 

200 µl ขีดเส้นพาดขวางผ่านกลางหลุมของจานเลีย้งเซลล์เป็นแนวยาวตามท่ีกําหนด เพ่ือให้เกิด

ชอ่งวา่ง (artificial wound) ล้างเอาเซลล์ท่ีหลดุออกจากการขีดออกไป แล้วนําเซลล์เพาะเลีย้งนัน้ไปบม่

กบัสารสกดัว่านหมาว้อท่ีความเข้มข้นตา่งๆ ปริมาตร 1,000 µl บนัทกึภาพเซลล์เพาะเลีย้งภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์ท่ีเวลา 0, 2,  4, 8, และ 16 ชั่วโมง ฤทธ์ิกระตุ้ นการหายของแผลของสารสกัดสมุนไพร 

ประเมินจากการลดลงของพืน้ท่ีซึง่เป็นท่ีวา่งตามรอยขีดเม่ือเทียบกบักลุม่ควบคมุ 

 

ส่วนท่ี 2 การศึกษาฤทธ์ิกระตุ้นการหายของบาดแผลในสัตว์ทดลอง  

วัสดุและอุปกรณ์ 

Animal cages 

Metal ear punch diameter 2 mm. (Fisher Scientific, Pittsburgh USA)  

Microscope (Nikon/Alphaphot 2, Switzerland),  

  Micropipette (Tranferpette, Germany)  

Microtome  

Scan scope 

Vernier caliper  
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Forceps and scissors  

Glassware: Beaker, Slides and cover slips 

 

สารเคมี 

Ethyl acetate (Merck, Germany)  

Diethyl ether (Merck, Germany) 

Formalin (Merck, Germany) 

Hematoxytin & Eosin (H&E)  

Isopropyl alcohol (Carlo, Italy) 

Paraffin (Sigma Chemical, USA) 

Xylyne (Sigma Chemical, USA) 

Zoletil 100 (Virbac, France) 

Hirudoid® (Medinova Ltd, Switzerland) 

Oxoferin® (Holopack, Germany) 

 

การเตรียมสารสกัดพืชสมุนไพร 

 เตรียมสารสกดัหยาบด้วยสารละลาย ethyl acetate ของวา่นหมาว้อ (Curcuma cf. comosa 

Roxb.) ให้มีความเข้มข้น 0.1% w/v และ 0.2% w/v  

 

การเตรียมตาํรับครีมท่ีมีสารสกัดพืชสมุนไพร 

 ตํารับครีมท่ีมีสารสกัดหยาบด้วยสารละลาย ethyl acetate ของว่านหมาว้อ (Curcuma cf. 

comosa Roxb.) ได้จากโครงการวิจยัท่ี 5 เร่ืองการพฒันาตํารับยาเตรียมจากส่วนสกดัท่ีแสดงฤทธ์ิของ

พืชสมุนไพร Curcuma cf. comosa  Roxb เพ่ือใช้ในการรักษาแผล(Formulation development  of  

bioactive fraction  of Curcuma cf. comosa Roxb to  promote wound healing) ภายใต้แผนงาน

วิจัยเดียวกัน คือ การศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของพืชสมุนไพร Curcuma cf. comosa Roxb. และ

พฒันาเป็นตํารับยารักษาแผล 

 การตัง้ตํารับครีมมีรายละเอียดการเตรียมพอสงัเขป ดงันี ้
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1. เตรียม Cream base 1,000 g.  

- Oil phase : หลอม stearic acid 30 g, glyceryl monosterate 20 g, cetyl alcohol 80 

g, cremophor A25 10 g, silicone oil 5 g, isopropyl myristate 30 g ตามลําดบั บน 

water bath จนมีอณุหภมูิประมาณ 75°C  

- Water phase: โปรย carbopol ultrez 10 3 g ใน Propylene glycol 20 g จนกระจายตวั

หมด แล้วเตมินํา้ 798.9 ml จากนัน้อุ่นให้ได้อณุหภมูิประมาณ 78°C 

- ผสม oil phase ใน water phase ช้าๆ และคนสม่ําเสมอ จนอณุหภมูิประมาณ 50°C 

- เตมิ triethanolamine 5 g ครีมจะเร่ิม congeal 

- เตมิ germaben-II 8 g และ α-tocopherol 0.1 g. บรรจลุงภาชนะ 

2. เตรียมตํารับครีมท่ีมีสารสกดัด้วย ethyl acetate ของวา่นหมาว้อ ปริมาณตํารับละ 150 g โดย

ให้มีความเข้มข้น 5%w/w, 10%w/w, 15%w/w และ 20%w/w ของ cream base  

ภายหลงัการเตรียมตํารับครีม ต้องมีการประเมินตํารับตา่งๆ ดงันี ้

- การทดสอบความคงตัว (stability) ของตํารับครีมท่ีมีสารสกดัด้วย ethyl acetate ของ

วา่นหมาว้อด้วยการทํา  heating and cooling cycle โดยนําตํารับครีมท่ีมีสารสกดัด้วย 

ethyl acetate ของวา่นหมาว้อเก็บในตู้ควบคมุอณุหภมูิท่ีอณุหภมูิ 45 °C นาน 48 ชม. 

แล้วจงึนําไปเก็บในตู้ เย็นท่ีอณุหภมูิ 8 °C นาน 48 ชม. คิดเป็น 1 รอบ ทําซํา้ 10 รอบ 

- การประเมินลักษณะทางกายภาพ (appearance) ของตํารับครีมท่ีมีสารสกดัด้วย ethyl 

acetate ของวา่นหมาว้อท่ีผ่านการทํา heating and cooling cycle เปรียบเทียบกบัตํารับ

ครีมท่ีมีสารสกดัด้วย ethyl acetate ของวา่นหมาว้อท่ีเก็บไว้ในอณุหภมูิห้อง (25°C) โดย

สงัเกตลกัษณะเนือ้ครีม การแยกชัน้ การตกตะกอน  สีและกลิ่น 

- การประเมินความหนืด (Viscosity) ของตํารับครีมท่ีมีสารสกดัด้วย ethyl acetate ของ

วา่นหมาว้อท่ีผา่นการทํา heating and cooling cycle เปรียบเทียบกบัตํารับครีมท่ีมีสาร

สกดัด้วย ethyl acetate ของวา่นหมาว้อท่ีเก็บไว้ในอณุหภมูิห้อง(25°C) โดยใช้ 

Viscometer (LMS Instruments) 

- การประเมินความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของตํารับครีมท่ีมีสารสกดัด้วย ethyl acetate 

ของวา่นหมาว้อท่ีผ่านการทํา heating and cooling cycle เปรียบเทียบกบัตํารับครีมท่ีมี
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สารสกดัด้วย ethyl acetate ของวา่นหมาว้อท่ีเก็บไว้ในอณุหภมูิห้อง(25°C) โดยใช้ pH 

paper (Macherey-Nagel, Germany) ชว่ง pH 3.8- 5.5  

- การวิเคราะห์หาปริมาณสารสาํคัญในตํารับครีมท่ีมีสารสกดัด้วย ethyl acetate ของ

วา่นหมาว้อท่ีผา่นการทํา heating and cooling cycle เปรียบเทียบกบั ตํารับครีมท่ีมีสาร

สกดัด้วย ethyl acetate ของวา่นหมาว้อท่ีเก็บไว้ในอณุหภมูิห้อง(25°C) โดยใช้ HPLC 

ผลการประเมินตํารับครีมตา่งๆ อยูใ่นโครงการวิจยัท่ี 5 เร่ืองการพฒันาตํารับยาเตรียมจากสว่น

สกดัท่ีแสดงฤทธ์ิของพืชสมนุไพร Curcuma cf. comosa  Roxb เพ่ือใช้ในการรักษาแผล(Formulation 

development  of  bioactive fraction  of Curcuma cf. comosa Roxb to  promote wound 

healing)  

 

สัตว์ทดลอง 

 หนู mice พนัธุ์ C57BL/6 คละเพศ อายุ 8 สปัดาห์ นํา้หนักประมาณ 20-25 g จํานวน 36 ตวั 

จากศนูย์สตัว์ทดลองแห่งชาต ิมหาวิทยาลยัมหิดล หนถูกูเลีย้งท่ีห้องสตัว์ทดลองของคณะเภสชัศาสตร์ 

มหาวิทยาลยัอบุลราชธานี อย่างน้อย 1 สปัดาห์ก่อนการทดลอง โดยให้อาหารสําเร็จรูปตามมาตรฐาน

ของสํานกัสตัว์ทดลอง และด่ืมนํา้ตลอดเวลา เปล่ียนอาหารและนํา้ด่ืมทกุ 2 วนั เปล่ียนวสัดรุองนอนทกุ 

3 วนั สภาวะท่ีใช้ในการเลีย้ง คือ อณุหภูมิ 23 ± 2°C ความชืน้สมัพทัธ์ 55-60% ระยะเวลาท่ีสมัผสัแสง 

คือ มีแสง 12 ชั่วโมง และปิดไฟ 12 ชั่วโมง โดยการทดลองในสัตว์ทดลอง ได้รับอนุมัติการใช้

สัตว์ทดลองจากคณะกรรมการกํากับดูแลการเลีย้งและใช้สัตว์ทดลอง มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี 

(Ethics committee) (ID #7/2555/research) เอกสารดงัภาคผนวก 

 

วิธีดาํเนินการวิจัย 

 

การสร้างบาดแผล 

ฉีดยาสลบหนทูดลองด้วย Zoletil 100 จากนัน้เช็ดบริเวณใบหดู้วยแอลกอฮอล์เพ่ือทําลายเชือ้ 

เจาะใบหขูองหนทูัง้สองข้างท่ีบริเวณกลางห ู(Center of the cartilaginous part of both ears) ให้เป็น

รู (through-and-through hole) (รูปท่ี 11) ด้วย 2-mm diameter metal ear punch บนัทกึภาพ

ลกัษณะภายนอกของบาดแผล และวดัขนาดของรูท่ีเจาะทนัทีด้วย vernier caliper วดัซํา้ 3 ครัง้ (ไม่

ต้องปิดแผล และไมมี่การใช้ยาต้านจลุชีพตลอดการทดลอง) และนบัเป็นวนัท่ี 0 
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               รูปท่ี 11  การเจาะใบหขูองหนเูพ่ือให้เกิดแผล 

 

การทาบาดแผล 

แบง่หนทูดลองออกเป็น 6 กลุม่ กลุม่ละ 6 ตวั ทาสารทดสอบท่ีบริเวณบาดแผลของใบหทูัง้สอง

ข้าง ดงัรูปท่ี 12  โดยหขู้างซ้ายของหนทูดลองทกุตวั จะถกูทาด้วยตวัควบคมุ (negative control) เชน่ 

ethyl acetate หรือ cream base ส่วนหขู้างขวาของหนทูดลองทกุตวั จะถกูทาด้วยสารทดสอบ เชน่ 

สารสกดัหยาบด้วย ethyl acetate ของวา่นหมาว้อ หรือ ตํารับครีมท่ีมีสารสกดัด้วย ethyl acetate ของ

วา่นหมาว้อ หรือ positive control  

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 12 การทาสารทดสอบท่ีบริเวณบาดแผลของใบหทูัง้สองข้างของหนทูดลอง 

 

โดยหนทูดลองกลุม่ตา่งๆ จะถกูทาด้วยสารทดสอบแตกตา่งกนั ดงันี ้

หนกูลุม่ท่ี 1 (n=6) 

o  หขู้างซ้าย : ทาด้วย ethyl acetate 

o  หขู้างขวา : ทาด้วยสารสกดัหยาบของวา่นหมาว้อท่ีความเข้มข้น 0.1% w/v 

หูขวา : ทาด้วย

สารทดสอบ 

หูซ้าย : ทาด้วย 

negative control 
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หนกูลุม่ท่ี 2 (n=6) 

o  หขู้างซ้าย : ทาด้วย ethyl acetate 

o  หขู้างขวา : ทาด้วยสารสกดัหยาบของวา่นหมาว้อท่ีความเข้มข้น 0.2% w/v  

หนกูลุม่ท่ี 3 (n=6) 

o  หขู้างซ้าย : ทาด้วย ethyl acetate  

o  หขู้างขวา : ทาด้วย Oxoferin® 

หนกูลุม่ท่ี 4 (n=6) 

o  หขู้างซ้าย  : ทาด้วย cream base  

o  หขู้างขวา : ทาด้วยตํารับครีมท่ีมีสารสกดัของวา่นหมาว้อท่ีความเข้มข้น 5% w/w  

หนกูลุม่ท่ี 5 (n=6) 

o  หขู้างซ้าย  :  ทาด้วย cream base 

o  หขู้างขวา : ทาด้วยตํารับครีมท่ีมีสารสกดัของวา่นหมาว้อท่ีความเข้มข้น 10% w/w  

หนกูลุม่ท่ี 6 (n=6) 

o  หขู้างซ้าย  :  ถกูทาด้วย cream base 

o  หขู้างขวา  :  ถกูทาด้วย Hirudoid® cream 
 

หนกูลุม่ท่ี 1-3 ทาบาดแผลท่ีใบหแูตล่ะข้างด้วยสารละลาย ปริมาตร 0.2 µl สว่นหนกูลุม่ท่ี 4-6 

ทาบาดแผลท่ีใบหแูตล่ะข้างด้วยครีม ปริมาณ 10 mg ทาทกุวนั วนัละ 1 ครัง้  

 

การประเมินการหายของบาดแผล 

ถ่ายภาพลกัษณะภายนอกของบาดแผล รวมทัง้บนัทกึวนัท่ีแผลเร่ิมปิดจนกระทัง่ปิดสนิท 

รวมทัง้วดัขนาดเส้นผ่าศนูย์กลางของบาดแผลโดยใช้ vernier caliper วดัซํา้ 3 ครัง้ ในวนัท่ี 0, 1, 2, 5, 

7, 10, 15, 20, 25, 30  และคํานวณคา่ร้อยละของการหายของบาดแผล โดยใช้สตูร 

 

100
dayat diameter         

dayat diameter  -dayat diameter         
  healing  wound%

0

n0 ×=  

 

 สารท่ีมีฤทธ์ิกระตุ้นการหายของแผล จะเร่งอตัราการสร้างเนือ้เย่ือใหมม่าซอ่มแซมปิดรูแผลท่ี

เกิดขึน้ ซึง่สามารถประเมินได้จากขนาดรูเจาะท่ีเล็กลงเม่ือเวลาผา่นไป นอกจากนีย้งัสามารถประเมิน

ด้วยว่าการซ่อมแซมบาดแผลนัน้ทําให้เกิดแผลเป็น (scar) มากน้อยแคใ่หนด้วย 
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การตรวจชิน้เนือ้ทางจุลกายวิภาคศาสตร์ของเนือ้เย่ือ (Histology) 

สุม่ตรวจชิน้เนือ้ในวนัท่ี 0, 2, 5, 10  และ 20  โดยฆา่หนดู้วยวิธีดมสลบด้วย ether ตดัหหูนู

ด้วยกรรไกรท่ีฐานของใบห ู(base of the pinna) ใสใ่น 10% buffered formalin pH 7.0 เตรียมเนือ้เย่ือ

โดย Paraffin technique เพ่ือศกึษา histology ด้วยเคร่ืองมือ scan scope ดงันี ้

o Washing : ให้นํา้ไหลผา่นเนือ้เย่ือ เพ่ือล้าง 10% buffered formalin จากเนือ้เย่ือ 

o Dehydration : ดงึนํา้ออกจากเซลล์ด้วย ethanol โดยเร่ิมจากความเข้มข้นต่ําไปสงู คือ 

25%, 50%, 75%, 100% 

o Clearing : นํา dehydrant ออกจากเนือ้เย่ือ โดยใช้ xylyne เป็น Clearing agent 

o Infiltration : นํา parafin ท่ีเป็น embedding agent เข้าสูเ่นือ้เย่ือเพ่ือทําให้ง่ายตอ่การตดั 

o Embedding : ฝังเนือ้เย่ือลงใน parafin หลอมเหลว (embed) ก่อนท่ีจะนําเนือ้เย่ือมาตดั 

โดยจะใช้แบบ (mold) จากนัน้แกะพิมพ์ออกมาจะได้เป็นลกัษณะ parafin 

block 

o Sectioning : ตดัชิน้เนือ้ท่ีฝังอยูใ่น paraffin block โดยมีความหนา 4 micron ด้วยเคร่ือง 

microtome ชิน้เนือ้เย่ือท่ีได้จะมีลกัษณะเป็น ribbon 

o Adhesion : นํา section ท่ีตดัได้มายึดตดิบนแผน่ slide แก้ว โดยนํา section นัน้มาลอย

ใน water bath 50 °C ท่ีผสม gelatin จากนัน้ช้อน section ด้วย glass 

slide แล้วนํามาตัง้ทิง้ไว้บนเคร่ือง warmer 

o Staining & Mounting : ย้อมสีเพ่ือให้เห็น contrast  ใน tissue มากขึน้โดยใช้สี 

hematoxytin & eosin (H&E) จากนัน้ทําการหยด permount แล้วปิดทบั

ด้วย Cover slip โดยมีขัน้ตอนยอ่ย ดงันี ้

- Deparaffinization : ใช้ Xylene จํานวน 2 โถ เป็นตวัละลายหรือดงึ wax 

medium ออกจากชิน้เนือ้เย่ือ  

- Hydration : ล้าง xylene ให้หมดไปจากชิน้เนือ้เย่ือ และเตรียมนําสไลด์

ชิน้เนือ้เย่ือสงสูนํ่า้เพ่ือการย้อมสี โดยใช้ ethanol เรียงลําดบัจากความ

เข้มข้นสงูไปต่ํา คือ 100%, 75%, 50%, 25% 

- Staining : ย้อมสีโดยใช้สี hematoxytin & eosin (H&E) 

- Dehydration : ทําให้ชิน้เนือ้เย่ือบนสไลด์ปราศจากนํา้โดยใช้ ethanol 

เร่ิมจากความเข้มข้นต่ําไปสงู คือ 25%, 50%, 75%, 100% 

- Clearing : ทําให้ชิน้เนือ้เย่ือบนสไลด์ปราศจาก dehydrants โดยใช้ 

xylene ซึง่เป็น clearing agent เชน่เดียวกบัการเตรียมชิน้เนือ้ เน่ืองจาก 
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xylene สามารถดงึพวก ethanol ท่ีใช้เป็นตวั dehydrant ได้ดี อีกทัง้ยงั

สามารถเป็นส่ือนําและละลายเข้ากนัได้ดีกบั permount ท่ีใช้เป็น 

mounting medium  

- Mounting :นําเอา cover glass ท่ีมีขนาดใหญ่กว่าชิน้เนือ้เล็กน้อยปิด

ทบัลงบนชิน้เนือ้เย่ือบนสไลด์โดยใช้ mounting medium หยดลงบน

เนือ้เย่ือ ท่ีทําการย้อมสีเสร็จแล้ววา่งทบัด้วย cover glass เสร็จแล้ว

นําไปตากลมให้ mounting medium แห้ง แล้ว scan slide ด้วย

เคร่ืองมือ scan scope  

 การประเมินการหายของบาดแผล พิจารณาจากความหนาแนน่ของ polymorphonuclear 

(PMN), fibroblast, collagen fiber และหลอดเลือด 

 

สถติท่ีิใช้ในการวิเคราะห์ข้อมูล 

แสดงผลการทดลองในรูปแบบ mean ± standard deviation (S.D.)และวิเคราะห์คา่ทางสถิติ

โดยใช้ Student t test ค่า  p value  0.01 : p value  0.05 ถือว่าข้อมูลมีความแตกต่างอย่างมี

นยัสําคญัทางสถิต ิ

 

 

 

 

   

 


