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บทนํา 
เนื่องจากการสรางเนื้อเยื่อของผิวหนังในผูปวยท่ีไดรับอุบัติเหตุจากสารเคมี  ไฟไหม  ความรอน ฯลฯ ท่ี

ทําใหเกิดการหลุดลอกของผิวหนังมักจะเกิดข้ึนอยางไมสมบูรณ  กอใหเกิดความเส่ียงตอการติดเช้ือ  การเกิด
แผลเปน  หรืออาจทําใหเกิดความผิดปกติตอการทํางานของอวัยวะนั้น ๆ ได  ดวยเหตุนี้ศัลยแพทยจึงจําเปนตอง
นําผิวหนังสวนดีของผูปวยมาติดบาดแผลดังกลาวเพื่อชวยใหการซอมแซมเปนไปอยางมีประสิทธิภาพมากข้ึน  
ซ่ึงในกระบวนการดังกลาวนอกจากจะทําใหผูปวยตองสูญเสียเนื้อเยื่อจากอวัยวะดีบางสวนและกอใหเกิดความ
เจ็บปวดแลว  ยังอาจเปนการเพิ่มความเส่ียงตอการติดเช้ือของผูปวยไดอีกดวย   ในหลายประเทศไดมีการ
พยายามนําสารโพลิเมอรมาใชติดบาดแผลแทนผิวหนังสวนดีเหลานี้แตเนื่องจากสารโพลิเมอรมักไดจากการ
สังเคราะหทางเคมีทําใหขาดคุณสมบัติท่ีเหมาะสมทางชีวภาพเชน   ความเขากันไดตอรางกายมนุษย  
ความสามารถในการเส่ือมสลายในรางกายมนุษย (biodegradable) การมีคุณสมบัติเปนสารท่ีกอใหเกิดการแพ  
อีกท้ังคุณสมบัติทางดานกายภาพอันไดแกความยืดหยุน  คุณสมบัติในการละลาย  การนําสารโพลิเมอรหรือสาร
สังเคราะหมาประยุกตใชกับผลิตภัณฑธรรมชาติบางตัวเชน ไคโตซาน ไดพิสูจนแลววาสามารถกอใหเกิดความ
เขากับเนื้อเยื่อสัตวทดลองไดดี  มีความยืดหยุนท่ีเหมาะสม  สามารถเส่ือมสลายไดโดยเอ็นไซมจากธรรมชาติ  
นํามาใชประโยชนเปนเนื้อเยื่อปดแผลไดเปนอยางดี อยางไรก็ตามไคโตซานยังมีปญหาดานการผลิตท่ีได
มาตรฐาน  มีราคาคอนเขาสูง  เปนสารกอเช้ือไดดี  อีกท้ังบางรายงานยังพบปญหาดานความเขากันไดตอรางกาย
มนุษยในขนาดโมเลกุลตาง ๆ กัน   

 โปรตีนไหมเปนโปรตีนจากธรรมชาติ  โดยเฉพาะโปรตีนจากกาวไหมท่ีเรียกวา เซริซิน (sericin) เปน
สวนท่ียังไมมีการนําไปใชประโยชนอยางจริงจัง  ในกระบวนการสาวไหมกอนทําการสาวเปนเสนใย  ผูผลิต
จะตองนํารังไหมไปตมในน้ํารอนเสียกอนเพื่อกําจัดกาวไหม  หลังจากนั้นกาวไหมจะถูกท้ิงไปในธรรมชาติซ่ึง
นอกจากจะเปนการสูญเสียโปรตีนท่ีสามารถนํามาใชประโยชนไดทางเศรษฐกิจแลว  การเส่ือมสลายของกาว
ไหมในธรรมชาติอาจกอใหเกิดมลภาวะตอส่ิงแวดลอมได     โปรตีนท่ีไดจากกาวไหมมีสวนประกอบของ
กรดอะมิโนท่ีสําคัญตอรางกายเชน serine เปนปริมาณสูง (ประมาณรอยละ 30) สามารถแข็งตัวเปนเจลท่ีมีความ
แข็งแรงและยืดหยุนตาง ๆ กันไดตามอุณหภูมิในการผลิตและสารประกอบรวมอ่ืน ๆ นอกจากนี้ยังมีคุณสมบัติ
ในการตานอนุมูลอิสระ  และสามารถปองกันการเจริญเติบโตของแบคทีเรียไดอีกดวย เนื่องจากเซริซินเปนสารท่ี
สามารถดูดซึมน้ําไดดีจึงสามารถทําใหผิวหนังชุมช้ืนอันเปนคุณสมบัติท่ีดีในการนําใชกับบาดแผลเน่ืองจากจะ
ทําใหผูปวยเกิดความเจ็บปวดนอยลง  ไดมีงานวิจัยพบวาเซริซินสามารถกระตุนการสรางและเพ่ิมการยึดเกาะกัน
ของเซลลสรางเสนใยผิวหนังของมนุษยได (human skin fibroblasts)  ผลการวิจัยเบ้ืองตนยังพบอีกวาเซริซิน
สามารถเพ่ิมการสรางคอลลาเจนทําใหบาดแผลในหนูทดลองหายไดรวดเร็วข้ึน  ดวยเหตุนี้ผูวิจัยจึงเห็นความ
เปนไปไดในการพัฒนาแผนเนื้อเยื่อปดแผลจากโปรตีนกาวไหมสําหรับการปลูกถายผิวหนังซ่ึงนอกจากจะเปน
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ประโยชนอยางยิ่งตอการแพทยแลว  ยังสามารถกอใหเกิดรายไดแกเกษตรกรอยางยั่งยืนจากการนําวัสดุเหลือใช
ทางการเกษตรมากอใหเกิดประโยชนและเพิ่มมูลคาของไหมได 

 ปจจุบันในประเทศไทยมีการนําเขาผิวหนังเทียมจากประเทศญ่ีปุนซ่ึงมีราคาสูงมาก  ผลิตภัณฑเดียวท่ีมี
การนําเขาไดแก Terudermis  และมีการใชกันอยางแพรหลายในวงการแพทย  อยางไรก็ตาม Terudermis 
ผลิตมาจาก bovine serum albumin ซ่ึงนอกจากจะมีราคาสูงมากแลว ยังกอใหเกิดการแพในผูปวยบางราย  ซ่ึง
นับเปนปญหาท่ีมีความสําคัญอยางยิ่งทางดานสาธารณสุข  หากนําโปรตีนไหมซ่ึงเปนโปรตีนท่ีผลิตจากสัตวเล็ก
ซ่ึงอาจกอใหเกิดปฏิกิริยาและการแพตอรางกายมนุษยท่ีนอยกวาจะกอใหเกิดประโยชนทางการแพทยอยางมาก  
อีกท้ังยังสามารถลดรายจายจากการนําเขาสินคาประเภทนี้ไดอยางมาก 

ไดมีการศึกษาคุณสมบัติในดานตาง ๆ ของเซริซินและพบวาเซริซินประกอบดวยกรดอะมิโนท่ีสําคัญ
ตาง ๆ เปนจํานวนมาก เชน serine ประมาณรอยละ 30, asparagine   ประมาณรอยละ 18 และ glycine   ประมาณ
รอยละ 20  และเนื่องจากกรดอะมิโนหลายตัวในเซริซินเปน polar hydrophilic groups   ทําใหเซริซินมีคุณสมบัติ
ในการละลายน้ําไดดเีม่ือเทียบกับไฟโบรอิน อีกท้ังยังมีความสามารถในการอุมน้ํา  ทําใหผิวหนังชุมช้ืนเม่ือนํามา
ทาบนผิวดวย นอกจากนี้ serine ยังเปนกรดอะมิโนท่ีเปนสวนประกอบสําคัญในผิวหนังมนุษยโดยมีคุณสมบัติ
ในการเปนสารดูดความช้ืนจากธรรมชาติ (natural moisture factor)  ซ่ึงเปนกรดอะมิโนท่ีพบไดมากในโปรตีน
กาวไหมเชนกนั 

นอกจากคุณสมบัติดังกลาวขางตนเซริซินยังมีคุณสมบัติอ่ืน ๆ อีกมากเชน  สามารถยับยั้งการสรางเม็ดสี
ท่ีผิวหนัง ยับยั้งการทําลายเซลลจากรังสียูวีท่ีทําใหเกิดเนื้องอก  ลดการแข็งตัวของเลือด เพิ่มความสามารถในการ
เกาะยึดและเพ่ิมการเจริญเติบโตของเซลลสรางเสนใย    (fibroblast)   ในหนูเม่ือใชเซริซินแทนช้ันใตผิวหนัง 
(substratum) ได ในประเทศญ่ีปุนพบวาเซริซินมีคุณสมบัติในการสงเสริมการเจริญเติบโตของ human cell line 
หลายชนิด อีกท้ังยังสามารถกระตุนการสรางและเพิ่มการยึดเกาะกันของเซลลสรางเสนใยผิวหนังของมนุษย 
(human skin fibroblasts) นอกจากนี้ยังมีรายงานวิจัยอีกเปนจํานวนมากท่ีใชโปรตีนไหมเซริซินรวมกับโปรตีน
ไหมไฟโบรอินเปนเยื่อเลือกผาน (membrane) ในการสมานแผล โดยพบวาสารท้ังสองตัวสามารถที่จะทําให
เซลลท่ีทําการเพาะเล้ียงเพิ่มจํานวนข้ึนและสามารถใชแทนคอลลาเจนได      แตเนื่องจากสารสกัดโปรตีนไหม
ไฟโบรอินมีข้ันตอนท่ียุงยากและสามารถทําใหบริสุทธ์ิไดไมงายนัก  ทําใหไฟโบรอินมีราคาคอนขางสูง     อีก
ท้ังไฟโบรอินยังสามารถนําไปใชประโยชนทางดานอ่ืน ๆ เชน  ทางดานส่ิงทอได  ดวยเหตุนี้จึงมีแนวคิดในการ
นําเฉพาะโปรตีนกาวไหมเซริซินซ่ึงเปนวัสดุเหลือใชมาประยุกตใชในการรักษาแผลสดท่ีผิวหนัง  โดยในข้ันตน
พบวาครีมเซริซินสามารถสมานแผลสดในหนูทดลองไดอยางมีประสิทธิภาพและระยะเวลาในการสมานแผล
ลดลงอยางมีนัยสําคัญเม่ือเปรียบเทียบกับการรักษาแผลดวย polyvinyl pyrrolidone (Betadine) หรือ cream 
base ซ่ึงผลของการใชเซริซินในการรักษาขั้นตนพบวาสามารถเพ่ิมปริมาณการสรางคอลลาเจนในแผล  ดังได
กลาวมาแลวในเบ้ืองตนวาปริมาณคอลลาเจนเปนปจจัยหนึ่งท่ีชวยทําใหบาดแผลหายเร็วข้ึน ดังนั้นหากสามารถ
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นําโปรตีนกาวไหมเซริซินมาสรางเปนแผนเนื้อเยื่อซ่ึงยังสามารถปลดปลอยสารสําคัญและในขณะเดียวกันยัง
สามารถปกปองบาดแผลพรอมท้ังมีรูพรุนชวยกระตุนการเคล่ือนตัวของเซลลเนื้อเยื่อก็จะมีผลทําใหแผลหายได
รวดเร็วยิ่งข้ึนดวย   

เนื่องจากเซริซินมีฤทธ์ิในการสมานแผลไดดี  จึงมีแนวคิดวาสามารถนํามาใชสรางเปนแผนเนื้อเยื่อปด
แผลสําหรับการปลูกถายผิวหนังไดอยางมีประสิทธิภาพ  ซ่ึงแนวคิดนี้ยังไมมีการศึกษาทั้งในและตางประเทศ  
อยางไรก็ตามแมวาจะมีงานวิจัยตีพิมพออกมาเปนจํานวนมากเกี่ยวกับโปรตีนเซริซิน  แตการทดลองสวนใหญ
เปนผลมาจากเซริซินของไหมพันธุตางประเทศ  ซ่ึงมีลักษณะรังไหม  โปรตีนไหมท้ังในดานปริมาณและการ
เรียงตัวแตกตางจากไหมพันธุไทย ดังนั้นการนําเซริซินจากไหมพันธุไทยซ่ึงนับวาเปนหนึ่งในพันธุไหมท่ีดีท่ีสุด
ของโลกมาศึกษาจะเปนการเพิ่มศักยภาพของผลิตผลทางการเกษตรในประเทศไทยอีกท้ังยังมีมูลคาเพิ่มอยางมาก
หากนํามาใชในทางการแพทย  นอกจากนี้ยังสามารถเพิ่มคุณภาพชีวิตของผูปวยท่ีมีแผลไฟไหม  น้ํารอนลวกซ่ึง
ไมจําเปนตองตัดผิวหนังสวนดีมาเพ่ือปะติดบริเวณที่เปนแผลอีกตอไป  ดวยแนวคิดนี้ ทําใหนักวิจัยเล็งเห็นถึง
ประโยชนและความสําคัญของโครงการนี้ท้ังในดานเศรษฐกิจ  สังคม และทางการแพทย 

 
การทบทวนวรรณกรรมที่เก่ียวของ 

ผลงานท่ีเกี่ยวของกับโปรตีนไหมมีมากมาย  แตสวนใหญจะเกี่ยวของกับโปรตีนเสนไหม (fibroin) 
ในขณะท่ีโปรตีนกาวไหม (sericin) ยังไมมีคนศึกษามากนัก  ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากการมีรายงานต้ังแตป  ค.ศ. 
1999 โดย Kurosaki และคณะกลาววา  เสนใยไหมท่ีใชในการเย็บบาดแผลหากมีสวนประกอบของเซริซินผสม
อยูจะทําใหผูปวยมีการตอบสนองโดยแสดงอาการแพไดมากกวา  อยางไรก็ตามรายงานขางตนเปนการพบใน
ผูปวยเพียงรายเดียวเทานั้น   ตอมาไดมีการศึกษาถึงผลของโปรตีนไหมท้ังไฟโบรอินและเซริซินตอการ
ตอบสนองโดย macrophage พบวาโปรตีนไหมโดยเฉพาะเซริซินไมกอใหเกิดการกระตุนของ macrophage แต
อยางใด  นอกจากนี้ยังไมเปนตัวกระตุนใหเกิดการแพ  ซ่ึงเหตุผลดังกลาวทําใหมีนักวิจัยสนใจนําโปรตีนไหมมา
ใชเปนวัสดุทางชีวเวช (biomedical materials) อยางแพรหลาย   
 มีการศึกษาผลของโปรตีนกาวไหมเซริซินตอความสามารถในการกระตุนการเจริญเติบโตของเซลล
ผิวหนังมนุษย (human fibroblast) และพบวาเซริซินสามารถกระตุนการเจริญเติบโตและเพ่ิมการยึดติด 
(attachment) กับเซลลผิวหนังไดเปนอยางดี  ซ่ึงสายพันธุไหมที่ทําการศึกษาสวนใหญจะเปนไหมจากประเทศ
จีนหรือญ่ีปุน  นอกจากนี้ผลการวิจัยในเบ้ืองตนพบวาเซริซินสามารถกระตุนการสรางคอลลาเจนในบาดแผล
ของหนูทดลองได   ซ่ึงคอลลาเจนจัดเปนปจจัยท่ีสําคัญอยางหนึ่งตอการสมานแผล  อยางไรก็ตามยังไมมี
การศึกษาการนําโปรตีนกาวไหมมาใชทําแผนปดแผลอยางจริงจัง  มีเพียงการศึกษาโครงสรางและคุณสมบัติทาง
กายภาพของเจลท่ีผลิตจากโปรตีนเสนไหมไฟโบรอินกับ polyvinyl alcohol และการศึกษาเกี่ยวกับโครงสราง
และคุณสมบัติทางกายภาพของเจลที่ผลิตจากโปรตีนกาวไหมเซริซินกับ polyvinyl alcohol เทานั้น  สวนการนํา
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โปรตีนไหมมาทําเปนโครง (scaffold)  เพื่อใชประโยชนการแพทยมีเพียงการนําโปรตีนเสนไหมไฟโบรอินมา
ประยุกตใชสําหรับเปนเอ็น (ligament) ทดแทน  และหลอดเลือด (blood vessel) เทานั้น 
 ในสวนของสิทธิบัตรและทรัพยสินทางปญญาท่ีเกี่ยวของกับโปรตีนกาวไหมเซริซินท่ีนํามาประยุกตใช
ทางการแพทยมีเฉพาะในตางประเทศ  โดยสิทธิบัตรท่ีมีเนื้อหาใกลเคียงกับงานวิจัยนี้มากท่ีสุดคือ Wound 
dressing material containing silk fibroin and sericin as main component and method for preparing same ซ่ึง
เปน United States Patent โดย Tsubouchi K และคณะ  มีเนื้อหาในการใชโปรตีนเสนไหมไฟโบรอินและ
โปรตีนกาวไหมเซริซินเพื่อใชสําหรับรักษาบาดแผล  แตสิทธิบัตรนี้เปนเพียงแตการนําโปรตีนไหมมาใชเดี่ยว ๆ 
หรือนําโปรตีนไหมมาทําเปนเกลือในรูปแบบตาง ๆ   เพื่อใชสําหรับปดแผลโดยไมมีการนําโพลิเมอรหรือสาร
อ่ืน ๆ เขามาเปนสวนประกอบ  นอกจากนี้แผนปดแผลท่ีกลาวถึงยังมีลักษณะเปนแผนฟลมท่ีมีความหนาเพียง 
10-130 ไมครอน  ไมมีลักษณะเปนแผนรูพรุนท่ีทําใหเกิดการเคล่ือน (migrate) ของเซลลผิวหนังเขาไปยังรูพรุน
นั้นได  จึงมีลักษณะแตกตางจากงานวิจัยนี้อยางชัดเจน  นอกจากนี้ยังมีสิทธิบัตรอ่ืน ๆ ท่ีเกี่ยวของเชน Wound 
covering material โดยนักวิจัยชาวญ่ีปุนทานเดียวกันท่ีกลาวถึงการนํา non-crystalline fibroin ท่ีมีความหนา 10-
100 ไมครอนมาใชเปนแผนปดแผล  ซ่ึงสิทธิบัตรนี้ก็มีความแตกตางจากงานวิจัยนี้เชนเดียวกันเนื่องจากมุงเนน
ไปท่ีโปรตีนเสนไหมไฟโบรอินในขณะท่ีงานวิจัยนี้มุงเนนท่ีโปรตีนกาวไหมเซริซิน  อีกท้ังสิทธิบัตรยัง
ครอบคลุมถึงแผนปดแผลท่ีมีความบาง  ไมใชสารอ่ืนหรือโพลิเมอรเปนสวนประกอบ  ไมมีลักษณะเปนรูพรุน
อีกดวย 
 สิทธิบัตรอ่ืนท่ีเกี่ยวของแตมีความสัมพันธนอยกวากับงานวิจัยนี้ไดแก  Skin preparations for external 
use โดย Hiraki Y และคณะ  ซ่ึงวัตถุประสงคหลักของสิทธิบัตรนี้ไมใชเพื่อผลิตวัสดุท่ีใชทางการแพทยแตเปน
ผลิตภัณฑเคร่ืองสําอาง    โดยมีความครอบคลุมถึงการใช vitamin A และอนุพันธ   รวมถึงเซริซินเปน
สวนประกอบในเคร่ืองสําอางดังกลาว  
 ในดานกระบวนการผลิตโครง (scaffold) มีการจดสิทธิบัตรในเร่ือง Method for preparing porous 
polymer scaffold for tissue engineering using gel spinning molding technique โดย Kim SH และคณะ ซ่ึง
วิธีการผลิตดังกลาวแมวาเจาของสิทธิบัตรจะอางวา spinning molding technique จะทําใหไดโครงท่ีมีรูพรุน
ขนาดเทากัน รูพรุนสามารถเช่ือมตอกันไดดีและมีประสิทธิภาพมากกวาโครงที่สรางข้ึนดวยวิธีอ่ืน  แตการผลิต
โครงท่ีใชในงานวิจัยนี้ทําไดโดยกระบวนการ freeze-drying ซ่ึงก็มีการยอมรับวาสามารถใหรูพรุนท่ีมี
ประสิทธิภาพดีเชนเดียวกัน 
 รายละเอียดของวัตถุดิบท่ีจะนํามาใชในงานวิจัยอันไดแกโปรตีนกาวไหมเซริซิน  Tsubouchi K และ
คณะไดจดสิทธิบัตรเกี่ยวกับน้ําหนักโมเลกุลของเซริซินท่ีมีผลตอการกระตุนการเจริญเติบโตของเซลลไวใน 
Sericin-containing material, process for producing the same method of using the same โดยระบุวาเซริซินท่ีมี
น้ําหนักโมเลกุล 400,000 ท่ีถูกวัดโดย SDS-PAGE จะมีความสามารถในการกระตุนการเจริญเติบโตของเซลล
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ไดมากท่ีสุด  อยางไรก็ตามเซริซินท่ีเราสกัดไดจะมีน้ําหนักโมเลกุลเปนชวงต้ังแต 25-450 kDa ซ่ึงในงานวิจัยนี้
ไมมีวัตถุประสงคเพื่อคัดเลือกเซริซินท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลในชวงใดชวงหนึ่งโดยเฉพาะเน่ืองจากจะทําใหวัสดุท่ี
ผลิตข้ึนมีราคาแพงจากกระบวนการคัดแยกน้ําหนักโมเลกุลของเซริซิน  และไมไดนํามาใชเพื่อกระตุนการ
เจริญเติบโตของเซลลเทานั้น  ทําใหสิทธิบัตรท่ี Tsubouchi K จดไวไมเกี่ยวของโดยตรงกับงานวิจัยนี้   
 ในสวนของการนําโพลิเมอรหรือสารอ่ืน ๆ มาใชเพื่อผลิตเปนวัสดุทางการแพทย (medical materials) 
พบวา Tanabe และคณะไดจดสิทธิบัตร Medical material of polyvinyl alcohol and process of making ในป ค.ศ. 
1988  โดยมีรายละเอียดเกี่ยวกับการนํา polyvinyl alcohol มาทําเปน hydrogel เพื่อใชเปนสวนประกอบในวัสดุ
ทางการแพทยตาง ๆ เนื่องจาก polyvinyl alcohol เปนโพลิเมอรหนึ่งท่ีนักวิจัยสนใจท่ีจะนํามาใชผลิตแผนเนือ้เยือ่
ปดแผลรวมกับโปรตีนกาวไหม  แตในสิทธิบัตรดังกลาวระบุถึงความเขมขนของ polyvinyl alcohol ท่ีสูงกวา
รอยละ 6 และมี degree of hydrolysis คอนขางสูงถึงรอยละ 97  อีกท้ังมี polymerization degree ไมตํ่ากวา 1,100 
ซ่ึงในงานวิจัยนี้ใชความเขมขนของ polyvinyl alcohol ท่ีตํ่ากวามาก  นอกจากนี้สิทธิบัตรดังกลาวยังเปน
สิทธิบัตรท่ีคอนขางเกา  ไมไดระบุถึงการนํา polyvinyl alcohol มาผลิตเปนแผนหรือนํามาใชสําหรับบาดแผล
ดวย 
 ดังจะเห็นไดวา  มีสิทธิบัตรท้ังในและตางประเทศท่ีเกี่ยวของกับโปรตีนกาวไหมเซริซินท่ีนํามาใช
ทางดานการแพทยไมมากนัก  โดยสิทธิบัตรท่ีเกี่ยวของมักจะอางถึงท้ังโปรตีนกาวไหมและโปรตีนเสนไหม  อีก
ท้ังยังไมมีความเกี่ยวของโดยตรงกับการนํามาใชทําแผนเนื้อเยื่อปดแผล  อยางไรก็ตามยังมีสิทธิบัตรเกี่ยวของกับ
โปรตีนกาวไหมที่นํามาใชกับผิวหนังไมวาจะเพ่ือวัตถุประสงคดานความงามในรูปแบบของเคร่ืองสําอางหรือ
รูปแบบเพื่อใชทางการแพทย  ซ่ึงเปนหลักฐานอยางหนึ่งท่ีแสดงใหเห็นวาโปรตีนกาวไหมมีประสิทธิภาพในการ
รักษาเซลลผิวหนังไดเปนอยางดี  สนับสนุนแนวคิดในการนําโปรตีนกาวไหมมาใชเพื่อผลิตแผนเนื้อเยื่อปดแผล
ได 
 
ระเบียบวิธีดําเนินการวิจัย 

การสกัดโปรตีนกาวไหม 
1.  คัดเลือกสายพันธุไหมท่ีมีความเหมาะสม  โดยดูจากลักษณะทางกายภาพของรังไหม  เสนใย  

แหลงผลิตท่ีไดมาตรฐาน  โดยดูจากกระบวนการควบคุมระหวางการผลิต  แหลงอาหารท่ีใชใน
การเล้ียงไหม   

2. ทําการสกัดโปรตีนกาวไหมจากรังไหมดวยวิธีตาง ๆ อันไดแก  การใชความรอน  การใชกรด/
ดาง และการใชสารละลายยูเรีย ทําการหาประสิทธิภาพในการผลิตและคุณภาพของโปรตีนกาว
ไหมท่ีไดรับ  เนื่องจากกรรมวิธีการสกัดท่ีแตกตางกันจะใหโปรตีนกาวไหมท่ีมีคุณสมบัติ  
คุณภาพ  ปริมาณของกรดอะมิโนท่ีแตกตางกัน  ซ่ึงอาจมีผลตอคุณสมบัติในการสมานแผลได  
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การศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพ  เคมีและชีวภาพของโปรตีนกาวไหม 
ศึกษาลักษณะสมบัติของผงโปรตีนกาวไหมในดานการละลาย  เคมี (ปริมาณกรดอะมิโน)  และ
ชีวภาพ (ความเขากันไดกับเซลลผิวหนังแท  ความสามารถในการกระตุนการสรางคอลลาเจน  การ
กระตุนการสรางสารกอการอักเสบ)   
 
การเตรียมและศึกษาลักษณะสมบัติของแผนเนื้อเยื่อ 
1. เตรียมแผนเนื้อเยื่อโดยใชโปรตีนกาวไหมผสมกับโพลิเมอรตาง ๆ เชน polyvinyl alcohol หรือ 

poloxamer  ในอัตราสวนตาง ๆ โดยวิธี freeze drying       
2. ศึกษาลักษณะสมบัติของแผนเนื้อเยื่อท่ีข้ึนรูปในดานกายภาพ  ไดแก  ลักษณะทางภายนอก  รู

พรุนและความพรุน (electromicroscope)  
 

ผลการวิจัย 
การคัดเลือกสายพันธุไหมที่มีความเหมาะสม 
 คณะผูวิจัยไดทําการหาแหลงวัตถุดิบรังไหมจากแหลงผลิตขนาดใหญตาง ๆ พบวาแหลงผลิตรังไหมท่ีมี
ขนาดใหญเพียงพอท่ีจะสามารถนําไปพัฒนาเปนแหลงผลิตโปรตีนกาวไหมเชิงพาณิชยอีกท้ังยังมีการควบคุม
คุณภาพในการผลิตรังไหมมี 2 แหลงไดแก 

1. บริษัท จุลไหมไทย  จํากัด  ซ่ึงผลิตรังไหมพันธุไทยแทและพันธุไทยผสม จังหวัดเพชรบูรณ 
2. ไหมพันธุนางนอยศรีสะเกษ 1  จากกลุมชาวบาน  จังหวัดศรีสะเกษ 
จากการพิจารณาลักษณะทางกายภาพของรังไหมสายพันธุตาง ๆ และสอบถามขอมูลจากแหลงผลิตท้ัง

ในดานจํานวนผลผลิตตอป  ความยาก-งายในการเล้ียง  แหลงอาหารที่ใชและความสมํ่าเสมอของการผลิต  ผูวิจัย
ไดคัดเลือกรังไหมสายพันธุไทยผสมจํานวน 18 สายพันธุจากบริษัท จุลไหมไทย จํากัด และ 1 สายพันธุจาก
จังหวัดศรีสะเกษมาเพ่ือทําการทดสอบคุณสมบัติของโปรตีนกาวไหมตอไป  ตารางท่ี 1 สรุปลักษณะทาง
กายภาพของรังไหมแตละสายพันธุและ ภาพท่ี 1 แสดงลักษณะทางกายภาพของรังไหมสายพันธุตาง ๆ ท้ังส้ิน
จํานวน 19 สายพันธุ 
 
ตารางท่ี 1  ลักษณะทางกายภาพของรังไหมท่ีใชในการทดสอบ 

ชื่อสายพันธุ ลักษณะทางกายภาพของรังไหม 
จุล 1/1 รังไหมสีขาว  มีขนาดรังใหญ  รังอวนและมีเปลือกแข็ง 
จุล 1/2 รังไหมสีขาว  ลักษณะคอนขางรี 
จุล 1/3 รังไหมสีขาว  ลักษณะอวนปอม 
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จุล 3/1 รังไหมสีเขียวเหลือง  เปลือกคอนขางบาง 
จุล 3/2 รังไหมสีเขียวเหลือง  ลักษณะคอนขางรี  เปลือกแข็ง 
จุล 3/3 รังไหมสีเขียวเหลือง  ลักษณะคอนขางรี  เปลือกบาง 
จุล 4/1 รังไหมสีเหลืองเขม  ลักษณะคอนขางรี 
จุล 4/2 รังไหมสีเหลืองเขม  ลักษณะอวนปอม  เปลือกแข็ง 
จุล 5/1 รังไหมสีขาว  ลักษณะอวนปอม 
จุล 5/2 รังไหมสีขาว  เปลือกแข็ง 
จุล 5/3 รังไหมสีขาว รังคอนขางเล็ก  มีลักษณะรี 
จุล 5/4 รังไหมสีขาว  ลักษณะอวนปอม  เปลือกแข็ง 
จุล 6/1 รังไหมสีขาว  เปลือกแข็ง  ลักษณะรังใหญ 
จุล 6/2 รังไหมสีขาว  ลักษณะคอนขางรี  เปลือกบาง 
จุล 10/1 รังไหมสีเขียว  ลักษณะยาวรี  เปลือกบาง 
จุล 10/2 รังไหมสีเขียวเขม  รังใหญ  ลักษณะยาวรี   
จุล 10/3 รังไหมสีเขียวเหลือง  ลักษณะอวนปอม  เปลือกบาง 
จุล 10/4 รังไหมสีเขียวออน  เปลือกบาง ลักษณะอวนปอม 

นางนอยศรีสะเกษ 1 รังไหมสีเหลืองเขม  เปลือกบาง ลักษณะรังยาว 
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ภาพท่ี 1  ลักษณะของรังไหมสายพันธุตาง ๆ ท้ัง 19 สายพันธุ 
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ผูวิจัยไดนํารังไหมแตละสายพันธุมาจํานวน 3 รุน  ทําการวัดขนาดรังไหมท้ังความกวาง  ยาว  และ
น้ําหนักไมตํ่ากวา 1,000 รัง เพื่อเปรียบเทียบความแตกตางในแตละรุน  พบวาขนาดและนํ้าหนักของรังไหมใน
แตละรุนและสายพันธุแสดงไดตามตารางท่ี 2 
 
ตารางท่ี 2   ขนาดและนํ้าหนักของรังไหมในแตละรุนของสายพันธุตาง ๆ  

สายพันธุ รุน 
น้ําหนักเฉลี่ย 

(กรัม) SD `น้ําหนัก 
ความกวาง
เฉลี่ย (ซม.) 

SD ความ
กวาง 

ความยาวเฉลี่ย 
(ซม.) SD ความยาว 

จุล 1/1 1 0.436 0.054 1.830 0.106 3.380 0.103 
 2 0.462 0.055 1.730 0.082 3.110 0.160 
 3 0.421 0.049 1.790 0.095 3.410 0.153 

คาเฉล่ียท้ัง 3 รุน 0.440 0.052 2.675 0.106 3.300 0.180 

จุล 1/2 1 0.371 0.031 1.580 0.148 3.160 0.151 
 2 0.366 0.039 1.630 0.116 3.330 0.189 
 3 0.360 0.032 1.740 0.177 3.240 0.167 
คาเฉล่ียท้ัง 3 รุน 0.366 0.035 1.650 0.132 3.243 0.188 

จุล 1/3 1 0.378 0.032 1.970 0.067 2.790 0.137 
 2 0.375 0.019 1.850 0.151 2.840 0.117 
 3 0.368 0.025 1.840 0.114 2.820 0.121 
คาเฉล่ียท้ัง 3 รุน 0.374 0.025 1.887 0.129 2.817 0.127 

จุล 3/1 1 0.159 0.018 1.620 0.114 3.240 0.151 
 2 0.174 0.015 1.660 0.143 3.280 0.123 
 3 0.165 0.020 1.640 0.132 3.240 0.135 
คาเฉล่ียท้ัง 3 รุน 0.166 0.018 1.640 0.127 3.253 0.135 

จุล 3/2 1 0.244 0.045 1.740 0.126 3.160 0.201 
 2 0.255 0.038 1.720 0.148 3.260 0.196 
 3 0.248 0.040 1.720 0.135 3.210 0.206 

คาเฉล่ียท้ัง 3 รุน 0.249 0.041 1.727 0.134 3.210 0.200 

จุล 3/3 1 0.260 0.046 1.580 0.063 3.450 0.118 
 2 0.299 0.027 1.590 0.099 3.440 0.158 
 3 0.275 0.038 1.650 0.081 3.510 0.132 
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คาเฉล่ียท้ัง 3 รุน 0.278 0.042 1.607 0.084 3.467 0.136 

จุล 4/1 1 0.326 0.013 1.560 0.070 3.280 0.063 
 2 0.308 0.016 1.550 0.071 3.270 0.142 
 3 0.331 0.014 1.610 0.065 3.410 0.114 

คาเฉล่ียท้ัง 3 รุน 0.322 0.016 1.573 0.069 3.320 0.117 

จุล 4/2 1 0.307 0.023 1.830 0.095 2.880 0.140 
 2 0.303 0.030 1.850 0.071 2.860 0.117 
 3 0.310 0.027 1.780 0.080 2.820 0.124 

คาเฉล่ียท้ัง 3 รุน 0.307 0.026 1.820 0.082 2.853 0.126 

จุล 5/1 1 0.396 0.052 1.700 0.105 3.260 0.135 
 2 0.396 0.034 1.750 0.085 3.280 0.114 
 3 0.410 0.045 1.820 0.115 3.140 0.128 

คาเฉล่ียท้ัง 3 รุน 0.401 0.042 1.757 0.099 3.227 0.124 

จุล 5/2 1 0.399 0.051 1.750 0.108 3.310 0.137 
 2 0.394 0.031 1.720 0.114 3.320 0.155 
 3 0.410 0.029 1.810 0.120 3.260 0.127 

คาเฉล่ียท้ัง 3 รุน 0.401 0.041 1.760 0.112 3.297 0.142 

จุล 5/3 1 0.318 0.029 1.630 0.067 3.240 0.143 
 2 0.329 0.018 1.640 0.070 3.280 0.155 
 3 0.365 0.024 1.710 0.072 3.310 0.161 

คาเฉล่ียท้ัง 3 รุน 0.337 0.025 1.660 0.069 3.278 0.147 

จุล 5/4 1 0.341 0.035 1.900 0.082 2.960 0.097 
 2 0.328 0.023 1.890 0.088 2.940 0.107 
 3 0.349 0.031 1.920 0.076 2.870 0.089 

คาเฉล่ียท้ัง 3 รุน 0.339 0.030 1.903 0.083 2.923 0.100 

จุล 6/1 1 0.390 0.049 1.790 0.110 3.270 0.095 
 2 0.373 0.069 1.800 0.125 3.200 0.231 
 3 0.385 0.051 1.840 0.135 3.310 0.115 

คาเฉล่ียท้ัง 3 รุน 0.383 0.059 1.810 0.124 3.260 0.176 
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จุล 6/2 1 0.373 0.041 1.880 0.092 3.290 0.160 
 2 0.382 0.042 1.800 0.082 3.220 0.114 
 3 0.380 0.038 1.820 0.079 3.310 0.155 

คาเฉล่ียท้ัง 3 รุน 0.378 0.041 1.833 0.084 3.273 0.139 

จุล 10/1 1 0.285 0.023 1.720 0.079 3.540 0.126 
 2 0.274 0.024 1.710 0.057 3.440 0.107 
 3 0.291 0.021 1.800 0.062 3.510 0.115 

คาเฉล่ียท้ัง 3 รุน 0.283 0.023 1.743 0.067 3.500 0.121 

จุล 10/2 1 0.291 0.021 1.750 0.053 3.530 0.116 
 2 0.290 0.021 1.760 0.070 3.540 0.135 
 3 0.310 0.019 1.800 0.062 3.510 0.122 

คาเฉล่ียท้ัง 3 รุน 0.297 0.020 1.770 0.060 3.527 0.126 

จุล 10/3 1 0.270 0.021 1.810 0.057 3.300 0.082 
 2 0.245 0.076 1.840 0.097 3.300 0.133 
 3 0.261 0.035 1.910 0.074 3.150 0.114 

คาเฉล่ียท้ัง 3 รุน 0.259 0.056 1.853 0.082 3.250 0.119 

จุล 10/4 1 0.281 0.021 1.900 0.094 3.360 0.107 
 2 0.286 0.016 1.810 0.041 3.360 0.082 
 3 0.292 0.018 2.100 0.077 3.420 0.079 

คาเฉล่ียท้ัง 3 รุน 0.286 0.019 1.939 0.087 3.383 0.096 

นางนอย 1 0.210 0.013 1.610 0.058 3.160 0.171 
 2 0.225 0.017 1.580 0.064 3.080 0.048 
 3 0.219 0.008 1.520 0.061 3.220 0.210 
คาเฉล่ียท้ัง 3 รุน 0.218 0.014 1.570 0.062 3.153 0.181 

 
  

จากคุณลักษณะในเบ้ืองตน  คณะผูวิจัยไดทําการคัดเลือกสายพันธุไหมเพื่อนํามาใชทดสอบตอไปท้ังส้ิน
จํานวน 4 สายพันธุอันไดแก จุล 1/1 (รังไหมสีขาว),  จุล 3/2 (รังไหมสีเขียวเหลือง),  จุล 4/2 (รังไหมสีเหลือง
เขม) และพันธุนางนอยศรีสะเกษ 1 (รังไหมสีเหลืองเขม) เพื่อใชในการสกัดโปรตีนกาวไหม 
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การสกัดโปรตีนกาวไหมจากรังไหมดวยวิธีตาง ๆ กัน 
 ผูวิจัยไดใชวิธีตาง ๆ ในการสกัดโปรตีนกาวไหมจากรังไหมจํานวนท้ังส้ิน 4 วิธีไดแก 

1. การสกัดดวยความรอน   
2. การสกัดดวยสารละลายกรด 
3. การสกัดดวยสารละลายดาง 
4. การสกัดดวยสารละลายยูเรีย 
โดยแตละวิธีมีรายละเอียดในการสกัดดังตอไปนี ้
 
การสกัดดวยความรอน 
โดยการนํารังไหมมาตัดเปนช้ินขนาด 5 มิลลิเมตร  5 มิลลิเมตร ในกรณีท่ีรังไหมมีสี  อาจทําการสกัด

สีออกกอน  โดยการสกัดสีของรังไหมทําไดโดยการใชสารละลาย 70% ethanol จนกวาสีจะละลายออกหมดแลว
นํารังไหมท่ีสกัดสีออกแลวไปตากใหแหงในบรรยากาศปกติ  หลังจากนั้นนํารังไหมท่ีตองการสกัดโปรตีนกาว
ไหมมาใสในน้ํา (อัตราสวนน้ําหนักรังไหม:น้ํากล่ันบริสุทธ์ิ = 1:30)  และสกัดดวยความรอนท่ีอุณหภูมิ 121C 
นาน 60 นาที  ท้ิงใหเย็นแลวทําการกรองผานกระดาษกรองเพ่ือแยกโปรตีนกาวไหมเซริซินออกจากโปรตีนเสน
ไหมไฟโบรอิน  นําสารละลายโปรตีนกาวไหมเซริซินไปทําใหแหงดวยวิธี freeze-drying 

 
การสกัดดวยสารละลายกรด 
นํารังไหมมาตัดเปนช้ินขนาด 5 มิลลิเมตร  5 มิลลิเมตร ในกรณีท่ีรังไหมมีสี  อาจทําการสกัดสีออก

กอน  โดยการสกัดสีของรังไหมทําไดโดยการใชสารละลาย 70% ethanol จนกวาสีจะละลายออกหมดแลวนํารัง
ไหมที่สกัดสีออกแลวไปตากใหแหงในบรรยากาศปกติ  หลังจากนั้นนํารังไหมท่ีตองการสกัดโปรตีนกาวไหมมา
ใสในสารละลาย 1.25% citric acid (อัตราสวนน้ําหนักรังไหม:สารละลายกรด = 9:160)  และสกัดท่ีอุณหภูมิ 
80C นาน 30 นาที   ท้ิงใหเย็นแลวทําการกรองผานกระดาษกรองเพ่ือแยกโปรตีนกาวไหมเซริซินออกจาก
โปรตีนเสนไหมไฟโบรอิน  นําสารละลายท่ีไดไป dialyze ผาน membrane (MWCO 6,000-8,000) เปนเวลา 72 
ช่ัวโมง  หลัง dialyze นําสารละลายท่ีไดไปทําใหแหงดวยวิธี freeze-drying 

 
การสกัดดวยสารละลายดาง 
นํารังไหมมาตัดเปนช้ินขนาด 5 มิลลิเมตร  5 มิลลิเมตร ในกรณีท่ีรังไหมมีสี  อาจทําการสกัดสีออก

กอน  โดยการสกัดสีของรังไหมทําไดโดยการใชสารละลาย 70% ethanol จนกวาสีจะละลายออกหมดแลวนํารัง
ไหมที่สกัดสีออกแลวไปตากใหแหงในบรรยากาศปกติ  หลังจากนั้นนํารังไหมท่ีตองการสกัดโปรตีนกาวไหมมา
ใสในสารละลาย 0.5% sodium carbonate (อัตราสวนน้ําหนักรังไหม:สารละลายดาง = 9:160)  และสกัดท่ี
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อุณหภูมิ 80C นาน 30 นาที   ท้ิงใหเย็นแลวทําการกรองผานกระดาษกรองเพ่ือแยกโปรตีนกาวไหมเซริซินออก
จากโปรตีนเสนไหมไฟโบรอิน  นําสารละลายท่ีไดไป dialyze ผาน membrane (MWCO 6,000-8,000) เปนเวลา 
72 ช่ัวโมง  หลัง dialyze นําสารละลายท่ีไดไปทําใหแหงดวยวิธี freeze-drying 

 
การสกัดดวยสารละลายยูเรีย 
นํารังไหมมาตัดเปนช้ินขนาด 5 มิลลิเมตร  5 มิลลิเมตร ในกรณีท่ีรังไหมมีสี  อาจทําการสกัดสีออก

กอน  โดยการสกัดสีของรังไหมทําไดโดยการใชสารละลาย 70% ethanol จนกวาสีจะละลายออกหมดแลวนํารัง
ไหมที่สกัดสีออกแลวไปตากใหแหงในบรรยากาศปกติ  หลังจากนั้นนํารังไหมท่ีตองการสกัดโปรตีนกาวไหมมา
ใสในสารละลาย 8M urea (อัตราสวนน้ําหนักรังไหม:สารละลายยูเรีย = 6:150)  และสกัดท่ีอุณหภูมิ 85C นาน 
30 นาที   ท้ิงใหเย็นแลวทําการกรองผานกระดาษกรองเพ่ือแยกโปรตีนกาวไหมเซริซินออกจากโปรตีนเสนไหม
ไฟโบรอิน  นําสารละลายท่ีไดไป dialyze ผาน membrane (MWCO 6,000-8,000) เปนเวลา 72 ช่ัวโมง  หลัง 
dialyze นําสารละลายท่ีไดไปทําใหแหงดวยวิธี freeze-drying 

 
  จากผลการสกัดพบวาปริมาณผลผลิต (yield) ท่ีไดในแตละวิธีมีความแตกตางกันโดยวิธีการสกัดดวย
สารละลายดางจะใหปริมาณผลผลิตตํ่าท่ีสุด  สวนวิธีการสกัดดวยความรอนและสารละลายยูเรียจะใหผลผลิต
คอนขางสูง  โดยผลผลิตท่ีไดจากการสกัดแตละสายพันธุแสดงในตารางท่ี 3 
 
ตารางท่ี 3   ปริมาณผลผลิตของโปรตีนกาวไหมที่สกดัจากไหมสายพันธุตาง ๆ กันดวยวิธีการสกดัท่ีแตกตางกนั 

สายพันธุ/วิธีสกัด คาเฉล่ียปริมาณผลผลิต  (Ave. % yield) SD 
จุล 1/1 H 
จุล 1/1 U 
จุล 1/1 A 
จุล 1/1 B 
จุล 3/2 H 
จุล 3/2 U 
จุล 3/2 A 
จุล 3/2 B 
จุล 3/2 H* 
จุล 3/2 U* 
จุล 3/2 A* 

21.27 
18.60 
15.19 
12.18 
18.36 
21.08 
8.41 
6.93 
17.00 
23.10 
8.33 

3.83 
4.08 
2.14 
1.11 
0.29 
4.19 
1.45 
0.85 
1.12 
2.85 
0.95 
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จุล 3/2 B* 
จุล 4/2 H 
จุล 4/2 U 
จุล 4/2 A 
จุล 4/2 B 
จุล 4/2 H* 
จุล 4/2 U* 
จุล 4/2 A* 
จุล 4/2 B* 

นางนอยศรีสะเกษ H 
นางนอยศรีสะเกษ U 
นางนอยศรีสะเกษ A 
นางนอยศรีสะเกษ B 
นางนอยศรีสะเกษ H* 
นางนอยศรีสะเกษ U* 
นางนอยศรีสะเกษ A* 
นางนอยศรีสะเกษ B* 

 

5.93 
21.47 
20.43 
13.60 
12.69 
17.58 
20.33 
7.86 
6.60 
19.26 
26.61 
15.11 
12.28 
21.33 
23.42 
17.05 
9.83 

1.16 
0.62 
2.22 
1.17 
0.87 
2.21 
2.45 
0.89 
1.67 
1.47 
2.22 
0.98 
1.68 
0.73 
2.65 
1.44 
1.29 

* แสดงการสกัดสีกอนนาํมาสกัดโปรตีนกาวไหม 
H = การสกัดดวยความรอน, U=การสกัดดวยสารละลายยูเรีย, A=การสกัดดวยสารละลายกรด, B=การสกัดดวย
สารละลายดาง 
หมายเหตุ  คาท่ีแสดงเปนคาเฉล่ียจากการสกัดท้ังส้ิน 6 คร้ัง 
  จากผลการสกัดพบวา  ปริมาณของสารสกัดท่ีไดและลักษณะทางภายนอกเชน สี  ความหนืดของการ
สกัดในแตละรุนไมแตกตางกันมากนัก   
 
การศึกษาคาการละลายของโปรตีนกาวไหมที่สกัดดวยวิธีตาง ๆ กันท่ีอุณหภูมิและpH ตาง ๆ กัน 
วิธีการทดสอบ 

1. นําผงของโปรตีนกาวไหมในปริมาณท่ีมากเกินพอมาใสในหลอดทดลองที่บรรจุสารละลาย 
phosphate buffer solution pH 7.0  ปดดวย parafilm ใหสนิท (หรือปรับ pH ใหเปน 5 หรือ 9 ดวย
สารละลาย HCl หรือ NaOH) 
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2. Vortex ใหเขากันนาน 1 นาที  
3. นําหลอดทดลองดังกลาวมาใสใน water bath ท่ีมีการเขยาอยางสม่ําเสมอและปรับอุณหภูมิใหอยูท่ี 

25 องศาเซลเซียส (หรือ 37, 50 องศาเซลเซียส ในกรณีท่ีตองการศึกษาผลของอุณหภูมิ) นาน 3 
ช่ัวโมง 

4. นําสารละลายในขอ 3 มาทําการ vortex อีกคร้ังประมาณ 1 นาที 
5. นําตัวอยางดังกลาวมา centrifuge  ท่ี 2800 g นาน 50 นาที 
6. นํา supernatant มาวัดคาการละลายโดยใช BCA kit (เอกสารอางอิงท่ี 1) 
หมายเหตุ:  ดัดแปลงมาจาก Stenvall et al. High-throughput solubility assay for purified recombinant 
protein immunogens. Biochim Biophys Acta, 2005. 1752(1): p. 6-10. 

  
จากการศึกษาคาการละลายของโปรตีนกาวไหมท่ีสกัดดวยวิธีตาง ๆ กันท่ีอุณหภูมิ 25, 37 และ 50 องศา

เซลเซียสไดผลดังตารางท่ี 4 และภาพท่ี 2 ดังนี้ 
 
ตารางท่ี 4  คาการละลายของโปรตีนกาวไหมสายพันธุตาง ๆ กันท่ีสกัดดวยวิธีตาง ๆ กันท่ีอุณหภูมิ 25, 37 และ 
50 องศาเซลเซียส 
 

คาการละลาย (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
สายพันธุไหม 

ท่ี 25C ท่ี 37C ท่ี 50C 
จุล 1/1 U 0.31 4.52 4.25 
จุล 1/1 H 33.74 48.68 42.55 
จุล 1/1 A 30.68 36.65 31.24 
จุล 1/1 B 154.78 245.20 225.74 
จุล 3/2 U 3.47 6.26 2.24 
จุล 3/2 H 146.43 148.09 101.57 
จุล 3/2 A 53.59 58.05 84.25 
จุล 3/2 B 208.35 228.96 187.22 
จุล 3/2 U* 3.84 6.51 4.04 
จุล 3/2 H* 152.32 192.99 123.40 
จุล 3/2 A* 23.32 29.36 35.55 
จุล 3/2 B* 186.70 271.06 184.66 
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จุล 4/2 U 2.67 7.12 5.53 
จุล 4/2 H 48.33 64.83 56.47 
จุล 4/2 A 33.70 12.69 41.29 
จุล 4/2 B 187.43 194.79 233.39 
จุล 4/2 U* 2.89 2.45 6.75 
จุล 4/2 H* 145.81 190.18 221.70 
จุล 4/2 A* 23.90 26.56 27.37 
จุล 4/2 B* 232.88 269.82 204.88 
นางนอยศรีสะเกษ 1 U 3.66 4.64 4.39 
นางนอยศรีสะเกษ 1 H 66.56 75.68 73.25 
นางนอยศรีสะเกษ 1 A 26.44 33.90 30.65 
นางนอยศรีสะเกษ 1 B 196.14 283.19 187.69 
นางนอยศรีสะเกษ 1 U* 0.86 1.18 1.63 
นางนอยศรีสะเกษ 1 H* 83.71 92.44 92.86 
นางนอยศรีสะเกษ 1 A* 29.45 25.86 28.28 
นางนอยศรีสะเกษ 1 B* 265.73 312.84 215.34 
* แสดงการสกัดสีกอนนาํมาสกัดโปรตีนกาวไหม 
H = การสกัดดวยความรอน, U=การสกัดดวยสารละลายยูเรีย, A=การสกัดดวยสารละลายกรด, B=การสกัดดวย
สารละลายดาง 
หมายเหตุ  คาท่ีแสดงเปนคาเฉล่ียจากการสกัดท้ังส้ิน 3 คร้ัง 
  คาดังกลาวสามารถนํามาแสดงไดดังภาพที ่2 
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* แสดงการสกัดสีกอนนาํมาสกัดโปรตีนกาวไหม 
H = การสกัดดวยความรอน, U=การสกัดดวยสารละลายยูเรีย, A=การสกัดดวยสารละลายกรด, B=การสกัดดวย
สารละลายดาง 
  ภาพท่ี 2: ผลของอุณหภูมิตอการละลายของโปรตีนกาวไหมท่ี pH 7.0 
   
  คาการละลายของโปรตีนกาวไหมที่ pH ตาง ๆ กัน ณ อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสแสดงในตารางท่ี 5 
และภาพท่ี 3 ดงันี้ 
 
ตารางท่ี 5  คาการละลายของโปรตีนกาวไหมสายพันธุตาง ๆ กันท่ีสกัดดวยวิธีตาง ๆ กันท่ี pH 5, 7 และ 9 

คาการละลาย (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ท่ี 25C 
สายพันธุไหม 

pH 5.0  pH 7.0 pH 9.0 
จุล 1/1 U 1.84 0.31 1.44 
จุล 1/1 H 90.47 33.74 122.77 
จุล 1/1 A 31.52 30.68 14.13 
จุล 1/1 B 170.96 154.78 241.52 



 30

จุล 3/2 U 1.84 3.47 1.13 
จุล 3/2 H 150.51 146.43 112.32 
จุล 3/2 A 44.54 53.59 24.70 
จุล 3/2 B 216.60 208.35 285.67 
จุล 3/2 U* 5.84 3.84 6.68 
จุล 3/2 H* 131.77 152.32 105.62 
จุล 3/2 A* 22.33 23.32 20.02 
จุล 3/2 B* 180.92 186.70 317.43 
จุล 4/2 U 0.40 2.67 1.77 
จุล 4/2 H 108.79 48.33 101.56 
จุล 4/2 A 27.74 33.70 21.54 
จุล 4/2 B 188.03 187.43 217.78 
จุล 4/2 U* 1.26 2.89 0.13 
จุล 4/2 H* 118.40 145.81 124.16 
จุล 4/2 A* 32.60 23.90 13.72 
จุล 4/2 B* 264.70 232.88 267.81 
นางนอยศรีสะเกษ 1 U 1.01 3.66 1.56 
นางนอยศรีสะเกษ 1 H 72.51 66.56 48.15 
นางนอยศรีสะเกษ 1 A 17.81 26.44 7.86 
นางนอยศรีสะเกษ 1 B 181.43 196.14 261.24 
นางนอยศรีสะเกษ 1 U* 0.32 0.86 0.90 
นางนอยศรีสะเกษ 1 H* 22.71 83.71 26.49 
นางนอยศรีสะเกษ 1 A* 8.45 29.45 10.80 
นางนอยศรีสะเกษ 1 B* 182.34 265.73 238.23 
* แสดงการสกัดสีกอนนาํมาสกัดโปรตีนกาวไหม 
H = การสกัดดวยความรอน, U=การสกัดดวยสารละลายยูเรีย, A=การสกัดดวยสารละลายกรด, B=การสกัดดวย
สารละลายดาง 
หมายเหตุ  คาท่ีแสดงเปนคาเฉล่ียจากการสกัดท้ังส้ิน 3 คร้ัง 
  คาดังกลาวสามารถนํามาแสดงไดดังภาพที ่3 
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* แสดงการสกัดสีกอนนาํมาสกัดโปรตีนกาวไหม 
H = การสกัดดวยความรอน, U=การสกัดดวยสารละลายยูเรีย, A=การสกัดดวยสารละลายกรด, B=การสกัดดวย
สารละลายดาง 
  ภาพท่ี 3: ผลของ pH ตอการละลายของโปรตีนกาวไหมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
 
  จากผลการทดลองจะเหน็ไดวาอุณหภูมิมีผลตอคาการละลายของโปรตีนกาวไหม  โดยโปรตีนกาวไหม
สามารถละลายไดดีข้ึนในสภาวะท่ีมีอุณหภูมิสูง   ซ่ึงสอดคลองกับผลการวิจัยท่ีรายงานวา  โปรตีนกาวไหมเปน
โปรตีนท่ีประกอบไปดวยเปปไทดประมาณ 18 ชนิดท่ีมีน้ําหนกัโมเลกุลตาง ๆ กนั  โดยเปปไทดท่ีมีน้ําหนัก
โมเลกุลตํ่าจะสามารถละลายไดดีในอุณหภูมิตํ่า  สวนเปปไทดท่ีมีน้ําหนกัโมเลกลุสูงจะสามารถละลายไดเม่ือ
เพิ่มอุณหภูมิ  อยางไรก็ตามหากมีการเพิ่มอุณหภูมิสูงกวา 37 องศาเซลเซียสเชน 50 องศาเซลเซียส  ผลพบวาคา
การละลายของโปรตีนกาวไหมลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบัท่ี 37 องศาเซลเซียส  ท้ังนี้อาจเนือ่งมาจากการเกิด 
polymerization ของโปรตีนท่ีอุณหภูมิสูง  ดังนั้นควรใชอุณหภูมิเพยีง 37 องศาเซลเซียสในการละลายโปรตีน
กาวไหมเพ่ือใหไดคาการละลายสูงสุด  นอกจากนี้โปรตีนกาวไหมจากสายพันธุไหมท่ีแตกตางกันยังมีคาการ
ละลายแตกตางกันอีกดวย   
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  ผลของ pH ท่ีมีตอคาการละลายของโปรตีนกาวไหมพบวา  โปรตีนกาวไหมท่ีสกดัดวยสารละลายดาง
ละลายไดดีท่ีสุดใน pH ท่ีเปนดาง (pH 9.0) และมีคาการละลายสูงสุดเม่ือเปรียบเทียบกับวิธีการสกัดตาง ๆ และที่ 
pH อ่ืน ๆ  ในสวนของวิธีการสกัดอ่ืน ๆ ไมสามารถสรุปไดวาคาการละลายของโปรตีนกาวไหมจะละลายไดดี
ในภาวะท่ีเปนกรดหรือดาง  ท้ังนี้ความแตกตางของคาการละลายใน pH ตางกันอาจเน่ืองมาจากความแตกตาง
ของกรดอะมิโนท่ีเปนองคประกอบในโปรตนีกาวไหมหลังจากการสกัด  สงผลใหประจุรวมของโปรตีนกาว
ไหมที่ไดจากการสกัดดวยวธีิท่ีแตกตางกนัมีความแตกตางกันดวย 
  ในสวนของวธีิการสกัดก็มีผลตอคาการละลายของโปรตีนกาวไหม  โดยวิธีการสกดัดวยสารละลายดาง
จะใหโปรตีนกาวไหมท่ีมีคาการละลายสูงสุด  รองลงมาคือโปรตีนกาวไหมท่ีไดจากการสกัดดวยความรอน, ดวย
สารละลายกรดและสารละลายยูเรียตามลําดับ  ซ่ึงสอดคลองกันในทุกสายพันธุ 
  ในสวนของการสกัดสีจะพบวา  สวนใหญการสกัดสีออกจากรังไหมกอนท่ีจะนํามาสกัดโปรตีนกาว
ไหมเซริซินมักจะสงผลใหคาการละลายของโปรตีนกาวไหมเพ่ิมสูงข้ึน  ท้ังนีอ้าจเนื่องมาจากการจับตัวกัน
ระหวางโปรตีนกาวไหมกับสาร carotenoid หรือ flavonoid ซ่ึงเปนสารประกอบหลักท่ีกอใหเกดิสีในรังไหม  
สงผลใหเกิดเปนสารประกอบโมเลกุลใหญท่ีมีการละลายลดลง 
  จากคาการละลายสามารถสรุปไดวาการนาํโปรตีนกาวไหมมาผสมรวมกับโพลิเมอรเพื่อข้ึนรูปเปนแผน
เนื้อเยื่อควรหลีกเล่ียงการใชโปรตีนกาวไหมที่ไดจากการสกัดดวยสารละลายยูเรียและสารละลายกรด  แตควรใช
โปรตีนกาวไหมที่สกัดดวยดางหรือความรอนแทนเนื่องจากมีคาการละลายท่ีสูงกวา  ทําใหสามารถใชโปรตีน
กาวไหมในความเขมขนสูงได 
 
การศึกษาความหนืดของโปรตีนกาวไหมที่สกัดดวยวิธีตาง ๆ กันในความเขมขนตาง ๆ กัน 
วิธีการทดสอบ 

1. นํารังไหมมาสกัดดวยความรอนในน้ํา 
2. นําตัวอยางท่ีไดมากรองเพ่ือเอากากไหมออกดวยกระดาษกรองเบอร 1 
3. นําสารละลายท่ีไดในขอ 2) มาทําใหเขมขนดวยการระเหยนํ้าออกท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสนาน 

3 ช่ัวโมง 
4. นําสารละลายในขอ 2) มาทําการวัดความเขมขนของโปรตีนดวย BCA kit พรอมวัดความหนืด 
5. ทํา serial dilution ของสารละลายโปรตีนกาวไหมในขอ 4) ดวยน้ําบริสุทธ์ิจํานวน 5 ความเขมขน  

วัดความหนืดของแตละความเขมขน 
 จากการทดสอบโดยใชรังไหมสายพันธุจุล 1/1 ซ่ึงเปนสายพันธุท่ีไมมีสีมาเปนตัวแทนเพื่อทดสอบคา
ความหนืดของสารละลายโปรตีนกาวไหมที่สกัดดวยความรอนในความเขมขนตาง ๆ กันไดผลดังแสดงในภาพ
ท่ี 4 
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y = 281.7x2 - 11.933x + 0.2368

R2 = 0.9359
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ภาพท่ี 4:  คาความหนืดของสารละลายโปรตีนกาวไหมจากสายพันธุจุล 1/1 ท่ีความเขมขนตาง ๆ กัน ณ 
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
หมายเหตุ  คาท่ีแสดงเปนคาเฉล่ียจากการสกัดและวัดท้ังส้ิน 3 คร้ัง 
 
 จากผลการทดลองจะเห็นไดวา  สารละลายโปรตีนกาวไหมที่มีความเขมขนสูงข้ึนจะมีความหนืดเพิ่ม
มากข้ึน  ซ่ึงความเขมขนท่ีสูงมาก ๆ อาจไมเหมาะตอการนํามาประยุกตใชตอไปเนื่องจากสามารถเขากับ
สารละลายของโพลิเมอรอยางสม่ําเสมอไดยาก  โดยนํ้าบริสุทธ์ิท่ีอุณหภูมิหองซ่ึงจะเปนตัวทําละลายท่ีใชในการ
ละลายโพลิเมอรมีความหนืดประมาณ 1.0 mPa.S    จากคาดังกลาวจะเห็นไดวาสารละลายโปรตีนกาวไหมท่ีได
จากไหมสายพันธุจุล 1/1 ดวยวิธีการสกัดดวความรอน  ท่ีนํามาใชไมควรมีความเขมขนสูงกวา 0.08 กรัม/
มิลลิลิตร หรือ 80 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
 
การศึกษาความเปนพิษตอเซลลของโปรตีนกาวไหมที่สกัดดวยวิธีตาง ๆ กัน 
 โดยกอนท่ีจะมีการศึกษาคุณสมบัติในการกระตุนการสรางคอลลาเจนของโปรตีนกาวไหมตอเซลล  
จําเปนตองมีการศึกษาความเปนพิษของโปรตีนกาวไหมตอเซลลกอน  เนื่องจากปริมาณของเซลลท่ีเพิ่มข้ึนหรือ
ลดลงอาจมีผลตอปริมาณคอลลาเจนท่ีถูกสรางข้ึนได  วิธีการทดสอบความเปนพิษของโปรตีนกาวไหมตอเซลล
ทําไดโดยใช 3-(4,5-dimethylthiazolyl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay ซ่ึงมีข้ันตอนดังนี้ 
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วิธีการทดสอบความเปนพิษของโปรตีนกาวไหมตอเซลล 
1. นําเซลลท่ีตองการทดสอบ ซ่ึงในท่ีนี้ใช  L929 mouse fibroblast cells ในความเขมขนเร่ิมตน 2 x 

104/หลุมมาใสในถาดหลุมขนาด 96 หลุม/plate ซ่ึงมี Dulbecco,s Modified Eagle Medium 
(DMEM) รวมกับ fetal bovine serum (FBS) เปนองคประกอบ 

2. หลังจากเล้ียงนาน 24 ช่ัวโมง  ทําการเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลพรอมกับเติมสารละลายโปรตีนกาว
ไหมในน้ําบริสุทธ์ิท่ีความเขมขนตาง ๆ เขาไปในแตละหลุม (โดยสารละลายโปรตีนกาวไหมที่จะ
เติมเขาไปในอาหารเล้ียงเซลลตองผานกระบวนการฆาเช้ือโดยใช  filter sterilization ผาน 0.22 m 
membrane filter (Sartorius Ltd., Epsom, UK)) ทําใหความเขมขนของโปรตีนกาวไหมในแตละ
หลุมเปน 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ 

3. ในหลุมท่ีไมมีโปรตีนกาวไหมเปนสวนประกอบรวมกับอาหารเล้ียงเซลลจะจัดเปน negative 
control  พรอมกันนั้นในสวนท่ีเปน positive control จะมีการเติม melittin ซ่ึงเปนเปปไทดท่ีไดจาก
พิษของผ้ึงเขาไปในอาหารเล้ียงเซลลดวย 

4. หลังจากเล้ียงนาน 24 ช่ัวโมง  ปริมาณเซลลในแตละหลุมจะถูกวิเคราะหดวย MTT assay และวัดคา
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 570 nm เปรียบเทียบกับปริมาณเซลลท่ีมีอยูใน negative control 

 
 ผลการทดสอบความเปนพษิของโปรตีนกาวไหมตอเซลลไฟโบรบลาสตแสดงในภาพท่ี 5 
  หมายเหตุ  คาท่ีแสดงเปนคาเฉล่ียจากการสกัดและวัดท้ังส้ิน 6 คร้ัง 
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* แสดงการสกัดสีกอนนาํมาสกัดโปรตีนกาวไหม 
H = การสกัดดวยความรอน, U=การสกัดดวยสารละลายยูเรีย, A=การสกัดดวยสารละลายกรด, B=การสกัดดวยสารละลายดาง 
ภาพที่ 5:  ผลการทดสอบความเปนพิษของโปรตีนกาวไหมที่สกัดดวยวิธีตาง ๆ กันในความเขมขนตาง ๆ ตอเซลลไฟโบรบลาสต หลังการเลี้ยงนาน 24 ชม.
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 จากผลการทดลองจะเห็นไดวาโปรตีนกาวไหมท่ีไดจากวิธีการสกัดท่ีแตกตางกันแสดงความเปนพิษตอ
การเจริญเติบโตของไฟโบรบลาสตแตกตางกัน    โดยโปรตีนกาวไหมที่ไดจากการสกัดดวยความรอนไมมีความ
เปนพิษตอเซลล (ปริมาณเซลลหลังจากการเล้ียงนาน 24 ช่ัวโมงมีจํานวนมากกวารอยละ 80 เม่ือเปรียบเทียบกับ 
negative control) นอกจากนี้ในความเขมขนของโปรตีนกาวไหมในระดับตํ่า ๆ คือ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรยัง
สามารถกระตุนการเจริญเติบโตของเซลลไดดวยโดยปริมาณของเซลลสูงกวารอยละ 100  เม่ือเปรียบเทียบกับ 
negative control  สวนโปรตีนกาวไหมท่ีไดจากการสกัดดวยสารละลายยูเรียมีความเปนพิษตอเซลลสูงท่ีสุดเม่ือ
เปรียบเทียบกับวิธีการสกัดท้ัง 4 วิธี  โดยปริมาณของเซลลไฟโบรบลาสตท่ีเหลือหลังจากการเล้ียงนาน 24 
ช่ัวโมงมีตํ่ากวารอยละ 70 ของทุกสายพันธุในทุก ๆ ความเขมขน   
 ในสวนของสารกอสีในรังไหมพบวา  สารกอสีมีผลตอการกระตุนการเจริญเติบโตของไฟโบรบลาสต
ได  โดยเม่ือเปรียบเทียบปริมาณเซลลหลังการเล้ียงนาน 24 ช่ัวโมงในไหมสายพันธุ จุล 3/2 และ 4/2 รวมถึงพันธุ
นางนอยศรีสะเกษพบวา  โปรตีนกาวไหมท่ีไดจากการสกัดโดยไมแยกสารกอสีออกจะสามารถกระตุนการ
เจริญเติบโตของไฟโบรบลาสตไดมากกวาโปรตีนกาวไหมที่ไดจากรังไหมสายพันธุเดียวกันแตมีการสกัดสารกอ
สีออก  ซ่ึงอาจกลาวไดวา flavonoid และ carotenoid ในรังไหมมีประโยชนในการกระตุนการเจริญเติบโตของ
เซลลนอกเหนือไปจากคุณสมบัติในการปองกันรังไหมอีกดวย 
 จากขอมูลดังกลาวจะเห็นไดวาโปรตีนกาวไหมท่ีไดจากการสกัดดวยความรอนจะมีความเปนพิษตอ
เซลลตํ่าท่ีสุด  ดังนั้นจึงควรใชโปรตีนกาวไหมที่ไดจากการสกัดดวยวิธีนี้ในการสรางแผนเนื้อเยื่อตอไป  
นอกจากนี้ความเขมขนของโปรตีนกาวไหมในระดับตํ่า ๆ คือ 0.2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร จะเปนความเขมขนท่ี
เหมาะสมในการนํามาใชสรางแผนเนื้อเยื่อดวย 
 
การศึกษาคุณสมบัติในการกระตุนการสรางคอลลาเจนของโปรตีนกาวไหมที่สกัดดวยวิธีตาง ๆ กัน 
วิธีทดสอบความสามารถในการกระตุนการสรางคอลลาเจนของโปรตีนกาวไหม 

1. นําเซลลท่ีตองการทดสอบ ซ่ึงในท่ีนี้ใช  L929 mouse fibroblast cells ในความเขมขนเร่ิมตน 2 x 
104/หลุมมาใสในถาดหลุมขนาด 96 หลุม/plate ซ่ึงมี Dulbecco,s Modified Eagle Medium 
(DMEM) รวมกับ fetal bovine serum (FBS) เปนองคประกอบ 

2. หลังจากเล้ียงนาน 24 ช่ัวโมง  ทําการเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลพรอมกับเติมสารละลายโปรตีนกาว
ไหมในน้ําบริสุทธ์ิท่ีความเขมขนตาง ๆ เขาไปในแตละหลุม (โดยสารละลายโปรตีนกาวไหมที่จะ
เติมเขาไปในอาหารเล้ียงเซลลตองผานกระบวนการฆาเช้ือโดยใช  filter sterilization ผาน 0.22 m 
membrane filter (Sartorius Ltd., Epsom, UK)) ทําใหความเขมขนของโปรตีนกาวไหมในแตละ
หลุมเปน 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ 
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3. ในหลุมท่ีไมมีโปรตีนกาวไหมเปนสวนประกอบรวมกับอาหารเล้ียงเซลลจะจัดเปน negative 
control  พรอมกันนั้นในสวนท่ีเปน positive control จะมีการเติม melittin ซ่ึงเปนเปปไทดท่ีไดจาก
พิษของผ้ึงเขาไปในอาหารเล้ียงเซลลดวย 

4. หลังจากเล้ียงนาน 24 ช่ัวโมง  สารละลายในสวนของ supernatant จะถูกนํามาทดสอบปริมาณของ
คอลลาเจนชนิดท่ี 1 ดวย Sircol collagen assay kit (Biocolor Ltd., Northern Ireland, UK) 
(เอกสารแนบท่ี 2) วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 500 nm เปรียบเทียบกับ standard curve ของคอลลาเจน
ชนิดท่ี 1 ท่ีสกัดจากวัว 

 
ผลการทดสอบคุณสมบัติในการกระตุนการสรางคอลลาเจนของโปรตีนกาวไหมท่ีสกัดดวยวิธีตาง ๆ 

กันแสดงในภาพท่ี 6 
  หมายเหตุ  คาท่ีแสดงเปนคาเฉล่ียจากการสกัดและวัดท้ังส้ิน 6 คร้ัง 
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* แสดงการสกัดสีกอนนาํมาสกัดโปรตีนกาวไหม, H = การสกัดดวยความรอน, U=การสกัดดวยสารละลายยูเรีย, A=การสกัดดวยสารละลายกรด,  
B=การสกัดดวยสารละลายดาง 
ภาพที่ 6:  ผลของโปรตีนกาวไหมที่สกัดดวยวิธีตาง ๆ กันที่ความเขมขนตาง ๆ ตอการสรางคอลลาเจนชนิดที่ 1 ของเซลลไฟโบรบลาสต หลังการเลี้ยงนาน 24 ชม.
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  ผลการทดลองจะเห็นไดวา  โปรตีนกาวไหมสามารถกระตุนการสรางคอลลาเจนชนิดท่ี 1    จากเซลล
ไฟโบรบลาสตได  โดยเมื่อความเขมขนของโปรตีนกาวไหมท่ีเพิ่มข้ึนจะสามารถกระตุนการสรางคอลลาเจนได
เพิ่มมากข้ึนเชนกัน      และเม่ือเปรียบเทียบปริมาณคอลลาเจนท่ีถูกสรางข้ึนจากโปรตีนกาวไหมที่สกัดดวยวิธี
ตาง ๆ กันพบวา  โปรตีนกาวไหมที่สกัดดวยความรอนสามารถกระตุนการสรางคอลลาเจนไดสูงสุด  ในขณะท่ี
โปรตีนกาวไหมที่สกัดดวยสารละลายยูเรียสามารถกระตุนการสรางคอลลาเจนไดตํ่าสุด  นอกจากน้ีโปรตีนกาว
ไหมท่ีสกัดจากสายพันธุไหมที่มีสียังสามารถกระตุนการสรางคอลลาเจนไดสูงกวาหากไมผานการสกัดสี  
ในขณะท่ีโปรตีนกาวไหมที่ผานการสกัดสีกอนจะมีคุณสมบัติในการกระตุนการสรางคอลลาเจนไดลดลง 
 
 อยางไรก็ตาม  ปริมาณคอลลาเจนท่ีถูกกระตุนจากโปรตีนกาวไหมที่ผานการสกัดดวยสารละลายยูเรียมี
ปริมาณตํ่ากวาปริมาณคอลลาเจนท่ีถูกกระตุนจากโปรตีนกาวไหมท่ีสกัดดวยความรอนอาจเนื่องมาจากปริมาณ
เซลลท่ีเหลือหลังจากการเล้ียง 24 ช่ัวโมงดวยโปรตีนกาวไหมที่สกัดดวยยูเรียมีปริมาณตํ่ากวากลุมท่ีไดรับ
โปรตีนกาวไหมที่สกัดดวยความรอน  ดังนั้นจึงจําเปนตองหาปริมาณคอลลาเจนตอเซลลดังแสดงในภาพท่ี 7
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* แสดงการสกัดสีกอนนาํมาสกัดโปรตีนกาวไหม, H = การสกัดดวยความรอน, U=การสกัดดวยสารละลายยูเรีย, A=การสกัดดวยสารละลายกรด,  
B=การสกัดดวยสารละลายดาง 
ภาพที่ 7:  ปริมาณคอลลาเจนตอเซลลไฟโบรบลาสต (L929) ที่ถูกสรางขึ้นหลังจากไดรับโปรตีนกาวไหมที่สกัดดวยวิธีตาง ๆ ในความเขมขนตาง ๆ นาน 24 ชม.
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 แมจะคํานวณปริมาณคอลลาเจนท่ีถูกสรางข้ึนตอปริมาณเซลลไฟโบรบลาสตท่ีเหลืออยูดังกราฟรูปท่ี 7  
ผลยังพบวา  โปรตีนกาวไหมที่สกัดดวยสารละลายยูเรียยังมีคุณสมบัติในการกระตุนการสรางคอลลาเจนไดตํ่า
กวาโปรตีนกาวไหมที่ไดจากการสกัดวิธีอ่ืนๆ  แมวาปริมาณคอลลาเจนท่ีถูกกระตุนจากโปรตีนกาวไหมที่สกัด
ดวยวิธีตาง ๆ กันจะมีความแตกตางกันไมมากนักก็ตาม  โดยปริมาณคอลลาเจนท่ีถูกสรางข้ึนหลังจากการ
กระตุนดวยโปรตีนกาวไหมท่ีสกัดดวยความรอน, สารละลายกรด และสารละลายดางมีปริมาณแตกตางกันไม
มากนัก  เม่ือพิจารณารวมกับผลของโปรตีนกาวไหมตอความเปนพิษของเซลล  ทําใหวิธีการสกัดดวยความรอน
นาจะเปนวิธีท่ีเหมาะสมท่ีสุดเนื่องจากไมมีความเปนพิษตอเซลลแตในขณะเดียวกันก็ยังสามารถกระตุนการ
สรางคอลลาเจนชนิดท่ี 1 จากเซลลไดในปริมาณสูง 
 
การศึกษาปริมาณของกรดอะมิโนประเภทตาง ๆ ของโปรตีนกาวไหมที่สกัดดวยวิธีตาง ๆ กัน 
 เนื่องจากการใชความรอน, สารละลายกรด, สารละลายดาง หรือสารละลายยูเรียในการสกัดโปรตีนกาว
ไหมอาจสงผลใหตําแหนงการตัดของโปรตีนกาวไหมแตกตางกัน          ดวยเหตุนี้จึงสงผลใหปริมาณของ
กรดอะมิโนแตละชนิดของโปรตีนกาวไหมแตกตางกันดวย     ซ่ึงกรดอะมิโนแตละชนิดมีคุณสมบัติ, ประจุและ
ขนาดท่ี แตกตางกัน  ดวยเหตุนี้การศึกษาปริมาณของกรดอะมิโนประเภทตาง ๆ ของโปรตีนกาวไหมท่ีสกัดดวย
วิธีตาง ๆ อาจชวยอธิบายคุณสมบัติของโปรตีนกาวไหมเหลานั้นได 
 
วิธีการทดสอบปริมาณกรดอะมิโนประเภทตาง ๆ ของโปรตีนกาวไหม 

1. นําโปรตีนกาวไหมที่ไดจากการสกัดดวยวิธีตาง ๆ กันมาทําการ hydrolyze ดวย 4 M 
methanesulfonic acid ท่ีประกอบดวย 0.2% 3-(2-aminoethyl) indole ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส
ภายใตภาวะสูญญากาศนาน 24 ช่ัวโมง 

2. นําตัวอยางท่ีไดมาทําการวิเคราะหปริมาณกรดอะมิโนดวย amino acid analyzer (Hitachi L-8500A, 
Tokyo, Japan) 

 
ผลจากการวิเคราะหแสดงในตารางท่ี 6 ดังนี้
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ตารางที่ 6    ปริมาณกรดอะมิโนของโปรตีนกาวไหมสายพันธุตาง ๆ ที่สกัดดวยวิธีตาง ๆ กัน 
   1/1 U 1/1 H 1/1 A 1/1 B 3/2 U 3/2 H 3/2 A 3/2 B 4/2 U 4/2 H 4/2 A 4/2 B 

Asp 18.31 15.64 15.93 19.88 17.93 15.62 16.00 21.58 17.69 15.97 16.61 19.92 
Ser 31.27 33.63 31.86 30.01 32.24 34.50 32.01 28.41 30.69 33.84 31.95 27.59 
Glu 6.27 4.61 5.75 5.93 6.02 4.76 5.40 7.66 5.97 4.86 5.88 7.03 
Gly 11.23 15.03 10.49 11.01 10.75 15.09 10.38 11.16 10.96 15.14 10.69 12.58 
His 3.26 1.06 2.47 1.72 2.82 1.22 2.83 2.38 2.50 1.37 2.29 2.15 
Arg 5.41 2.87 4.92 4.92 5.21 2.95 4.87 3.79 5.71 3.09 5.24 4.83 
Thr 8.36 8.16 8.51 6.49 8.78 8.43 8.78 6.09 9.04 8.34 8.30 5.56 
Ala 4.33 4.10 3.72 4.21 3.80 4.45 3.57 3.96 4.63 4.98 3.56 4.40 
Pro 1.46 0.54 0.78 1.24 0.79 0.62 0.73 0.92 1.16 0.71 0.79 1.01 
Cys 0.39 0.44 0.53 0.23 0.33 0.43 0.50 0.19 0.42 0.27 0.52 0.16 
Tyr 0.36 3.45 5.56 5.24 1.24 3.64 5.81 4.92 2.67 3.47 5.59 4.90 
Val 2.96 2.88 2.95 2.94 3.28 3.04 3.03 3.03 2.98 2.92 2.76 2.99 
Met 0.12 3.39 0.06 0.15 0.08 0.57 0.06 0.13 0.06 0.18 0.05 0.15 
Lys 3.14 2.35 3.48 2.89 3.55 2.51 3.03 2.71 2.50 2.78 3.16 3.08 
Ile 0.96 0.56 0.87 0.75 0.95 0.65 0.90 0.87 0.74 0.61 0.66 1.03 

Leu 1.58 1.00 1.43 1.56 1.58 1.15 1.44 1.51 1.63 1.11 1.37 1.81 
Phe 0.60 0.28 0.71 0.81 0.66 0.39 0.67 0.72 0.63 0.36 0.57 0.81 

Total 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 
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H = การสกัดดวยความรอน, U=การสกัดดวยสารละลายยูเรีย, A=การสกัดดวยสารละลายกรด, B=การสกัดดวย
สารละลายดาง 
หมายเหตุ:  คาท่ีแสดงเปนคาเฉล่ียจากการวเิคราะหท้ังส้ิน 3 คร้ัง 
  

ตารางท่ี 7    ปริมาณกรดอะมิโนของโปรตีนกาวไหมสายพันธุนางนอยศรีสะเกษท่ีสกัดดวยวิธีตาง ๆ กัน 
   นางนอย U นางนอย H นางนอย A นางนอย B 

Asp 18.68 18.25 16.59 19.23 
Ser 30.77 30.79 32.61 29.91 
Glu 7.23 7.69 8.15 8.55 
Gly 10.30 9.55 9.29 10.07 
His 3.28 2.80 3.00 3.58 
Arg 5.02 4.26 4.66 4.43 
Thr 7.57 7.34 7.10 5.15 
Ala 4.17 3.76 3.68 4.09 
Pro 0.98 0.73 0.72 0.99 
Cys 0.85 0.40 0.56 0.11 
Tyr 0.64 4.52 4.50 4.67 
Val 2.98 2.89 2.63 2.99 
Met 0.13 0.14 0.07 0.08 
Lys 3.96 3.60 3.54 2.56 
Ile 1.15 1.06 0.79 1.10 

Leu 1.57 1.39 1.21 1.60 
Phe 0.72 0.85 0.89 0.88 

Total 100.00 100.00 100.00 100.00 
หมายเหตุ:  คาท่ีแสดงเปนคาเฉล่ียจากการวเิคราะหท้ังส้ิน 3 คร้ัง 
 
 จากผลการทดลองจะเห็นวา      รังไหมสายพันธุเดียวกันเม่ือนํามาสกัดดวยวิธีตางกันก็ใหปริมาณ
กรดอะมิโนแตละชนิดแตกตางกันดวย  อยางไรก็ตามโปรตีนกาวไหมจากทุกสายพันธุและวิธีการสกัดมี
สวนประกอบของกรดอะมิโน serine สูงท่ีสุด  รองลงมากคือ aspartic acid ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองท่ี
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รายงานโดยนักวิจัยอ่ืน  ซ่ึงความแตกตางของกรดอะมิโนท่ีเปนสวนประกอบในโปรตีนกาวไหมอาจสงผลตอ
คุณสมบัติทางกายภาพและชีวภาพดวย 
 
การศึกษาคุณสมบัติในการกระตุนการสราง interleukin-1 จากโปรตีนกาวไหมสายพันธุตาง ๆ 
วิธีการทดสอบ 

1. นําเซลลท่ีตองการทดสอบ ซ่ึงในที่นี้ใช  mouse monocyte cell line J774.2 หรือ rat alveolar 
macrophage cell line NR 8383  ในความเขมขนเร่ิมตน 5 x 105/หลุมมาใสในถาดหลุมขนาด 96 
หลุม/plate ซ่ึงมี Dulbecco,s Modified Eagle Medium (DMEM) รวมกับ fetal bovine serum (FBS) 
เปนองคประกอบ 

2. หลังจากเล้ียงนาน 24 ช่ัวโมง  ทําการเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลพรอมกับเติมสารละลายโปรตีนกาว
ไหมในน้ําบริสุทธ์ิท่ีความเขมขนตาง ๆ เขาไปในแตละหลุม (โดยสารละลายโปรตีนกาวไหมที่จะ
เติมเขาไปในอาหารเล้ียงเซลลตองผานกระบวนการฆาเช้ือโดยใช  filter sterilization ผาน 0.22 m 
membrane filter (Sartorius Ltd., Epsom, UK)) ทําใหความเขมขนของโปรตีนกาวไหมในแตละ
หลุมเปน 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ 

3. ในหลุมท่ีไมมีโปรตีนกาวไหมเปนสวนประกอบรวมกับอาหารเล้ียงเซลลจะจัดเปน negative 
control  พรอมกันนั้นในสวนท่ีเปน positive control จะมีการเติม lipopolysaccharide (LPS) จาก 
E.coli  เขาไปในอาหารเล้ียงเซลลดวย 

4. หลังจากเล้ียงนาน 24 ช่ัวโมง  สวนใสเหนือเซลล (supernatant) ในแตละหลุมจะถูกวิเคราะหเพื่อหา 
interleukin-1 ดวย rat หรือ mouse ELISA assay kit (R&D Systems) (เอกสารแนบ 3) และวัดคาการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 570 nm. เปรียบเทียบกับปริมาณเซลลท่ีมีอยูใน negative control  โดย
มี minimal detectable dose อยูท่ี 3.0 pg/mL 

 
ผลการศึกษา 
 เนื่องจากโปรตีนกาวไหมท่ีสกัดดวยความรอนจะเปนวิธีการสกัดท่ีใหโปรตีนกาวไหมท่ีกระตุนการ
เจริญเติบโตของเซลลผิวหนังไดสูงท่ีสุด  อีกท้ังยังสามารถกระตุนการสรางคอลลาเจนไดสูงสุดอีกดวย  ดังนั้นจึง
นําโปรตีนกาวไหมที่สกัดดวยความรอนจากไหมสายพันธุตาง ๆ มาศึกษาคุณสมบัติในการกระตุนการสราง 
interleukin-1  ไดผลดังภาพท่ี 8 
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หมายเหตุ:  1/1H = โปรตีนกาวไหมสายพนัธุจุล 1/1 ท่ีสกัดดวยความรอน, 3/2 H = โปรตีนกาวไหมสายพันธุจุล 
3/2 ท่ีสกัดดวยความรอน, 4/2 H = โปรตีนกาวไหมสายพนัธุจุล 4/2 ท่ีสกัดดวยความรอน, NN = โปรตีนกาวไหม
สายพันธุนางนอยศรีสะเกษที่สกัดดวยความรอน 
ภาพท่ี 8:  ผลการกระตุนสาร interleukin-1  จากโปรตีนกาวไหมสายพันธุตาง ๆ ท่ีสกัดดวยความรอน 
 
 ผลจากการศึกษาพบวาโปรตีนกาวไหมแตละสายพันธุมีคุณสมบัติในการกระตุนการสราง interleukin-1  
ไดแตกตางกัน  โดยโปรตีนกาวไหมสายพันธุนางนอยศรีสะเกษมีคุณสมบัติในการกระตุนการสราง interleukin-
1  ไดสูงสุด  ในขณะท่ีโปรตีนกาวไหมจากไหมสายพันธุจุล 1/1 และ 3/2 มีคุณสมบัติในการกระตุนการสราง 
interleukin-1  ตํ่าและมีคาไมแตกตางกันมากนักเม่ือเพิ่มความเขมขนของโปรตีนกาวไหมเขาไปในอาหารเล้ียง
เซลล  ในขณะท่ีโปรตีนกาวไหมจากไหมสายพันธุจุล 4/2  สามารถกระตุนการสราง interleukin-1  ไดสูงกวาเม่ือ
เทียบกับสายพันธุจุลอ่ืน ๆ  อีกท้ังความเขมขนของโปรตีนกาวไหมสายพันธุจุล 4/2 ท่ีเพิ่มข้ึนสามารถกระตุนการ
สราง interleukin-1  ไดสูงข้ึนเชนเดียวกับท่ีพบในโปรตีนกาวไหมที่สกัดจากไหมสายพันธุนางนอยศรีสะเกษ 
 จากผลการศึกษาดังกลาวสามารถสรุปไดวาโปรตีนกาวไหมจากไหมสายพันธุจุล 1/1 และ จุล 3/2 นาจะ
กอใหเกิดการแพหรือการระคายเคืองไดนอยกวาโปรตีนกาวไหมจากไหมสายพันธุจุล 4/2 และสายพันธุนางนอย
ศรีสะเกษ 
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การศึกษาคุณสมบัติในการกระตุนการสราง tumor necrosis factor- จากโปรตีนกาวไหมสายพันธุตาง ๆ 
วิธีการทดสอบ 

1. นําเซลลท่ีตองการทดสอบ ซ่ึงในที่นี้ใช  mouse monocyte cell line J774.2 หรือ rat alveolar 
macrophage cell line NR 8383  ในความเขมขนเร่ิมตน 5 x 105/หลุมมาใสในถาดหลุมขนาด 96 
หลุม/plate ซ่ึงมี Dulbecco,s Modified Eagle Medium (DMEM) รวมกับ fetal bovine serum (FBS) 
เปนองคประกอบ 

2. หลังจากเล้ียงนาน 24 ช่ัวโมง  ทําการเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลพรอมกับเติมสารละลายโปรตีนกาว
ไหมในน้ําบริสุทธ์ิท่ีความเขมขนตาง ๆ เขาไปในแตละหลุม (โดยสารละลายโปรตีนกาวไหมที่จะ
เติมเขาไปในอาหารเล้ียงเซลลตองผานกระบวนการฆาเช้ือโดยใช  filter sterilization ผาน 0.22 m 
membrane filter (Sartorius Ltd., Epsom, UK)) ทําใหความเขมขนของโปรตีนกาวไหมในแตละ
หลุมเปน 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ 

3. ในหลุมท่ีไมมีโปรตีนกาวไหมเปนสวนประกอบรวมกับอาหารเล้ียงเซลลจะจัดเปน negative 
control  พรอมกันนั้นในสวนท่ีเปน positive control จะมีการเติม lipopolysaccharide (LPS) จาก 
E.coli  เขาไปในอาหารเล้ียงเซลลดวย 

4. หลังจากเล้ียงนาน 24 ช่ัวโมง  สวนใสเหนือเซลล (supernatant) ในแตละหลุมจะถูกวิเคราะหเพื่อหา 
tumor necrosis factor- ดวย rat หรือ mouse ELISA assay kit (R&D Systems) (เอกสารแนบ 4) 
และวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 570 nm. เปรียบเทียบกับปริมาณเซลลท่ีมีอยูใน negative 
control  โดยมี minimal detectable dose อยูท่ี 5.0 pg/mL 

 
ผลการศึกษา 
 เนื่องจากโปรตีนกาวไหมท่ีสกัดดวยความรอนจะเปนวิธีการสกัดท่ีใหโปรตีนกาวไหมที่กระตุนการ
เจริญเติบโตของเซลลผิวหนังไดสูงท่ีสุด  อีกท้ังยังสามารถกระตุนการสรางคอลลาเจนไดสูงสุดอีกดวย  ดังนั้นจึง
นําโปรตีนกาวไหมที่สกัดดวยความรอนจากไหมสายพันธุตาง ๆ มาศึกษาคุณสมบัติในการกระตุนการสราง 
tumor necrosis factor- ไดผลดังภาพท่ี 9 
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หมายเหตุ:  1/1H = โปรตีนกาวไหมสายพนัธุจุล 1/1 ท่ีสกัดดวยความรอน, 3/2 H = โปรตีนกาวไหมสายพันธุจุล 
3/2 ท่ีสกัดดวยความรอน, 4/2 H = โปรตีนกาวไหมสายพนัธุจุล 4/2 ท่ีสกัดดวยความรอน, NN = โปรตีนกาวไหม
สายพันธุนางนอยศรีสะเกษที่สกัดดวยความรอน 
ภาพท่ี 9:  ผลการกระตุนสาร tumor necrosis factor- จากโปรตีนกาวไหมสายพันธุตาง ๆ ท่ีสกัดดวยความรอน 
 

ผลจากการศึกษาพบวาโปรตีนกาวไหมแตละสายพันธุมีคุณสมบัติในการกระตุนการสราง tumor 
necrosis factor-  ไดแตกตางกัน  โดยโปรตีนกาวไหมสายพันธุนางนอยศรีสะเกษมีคุณสมบัติในการกระตุน
การสราง tumor necrosis factor-   ไดสูงสุด  ในขณะท่ีโปรตีนกาวไหมจากไหมสายพันธุจุล 1/1 มีคุณสมบัติ
ในการกระตุนการสราง tumor necrosis factor- ตํ่าท่ีสุด  นอกจากนี้โปรตีนกาวไหมจากไหมสายพันธุจุล 3/2 
และ 4/2 มีคุณสมบัติในการกระตุนการสราง tumor necrosis factor- ไดสูงกวาโปรตีนกาวไหมจากสายพันธุ
จุล 1/1  แตไมแตกตางกันมากนักโดยเฉพาะท่ีความเขมขนสูงกวา 0.4 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร   
 จากผลการศึกษาดังกลาวสามารถสรุปไดวาโปรตีนกาวไหมจากไหมสายพันธุจุล 1/1 นาจะกอใหเกิด
การแพหรือการระคายเคืองไดนอยกวาโปรตีนกาวไหมจากไหมสายพันธุจุล 3/2 , จุล 4/2 และสายพันธุนางนอย
ศรีสะเกษ 
 อยางไรก็ตาม  ความเขมขนของ proinflammatory cytokines อันไดแก interleukin-1  และ tumor 
necrosis factor- ท่ีนอยกวา 100 ng/mL มักจะไมกอใหเกิดความเปนพิษหรือระคายเคืองตอเซลล  ดังนั้นอาจ
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กลาวไดวาโปรตีนกาวไหมจากไหมสายพนัธุจุล 1/1 ท่ีสกัดดวยความรอนท่ีเปนสวนประกอบในอาหารเล้ียง
เซลลในปริมาณท่ีสูงถึง 0.6 มิลลิกรัม/มิลลิลิตรไมนาจะกอใหเกดิความเปนพิษหรือระคายเคือง 
 
การศึกษาคุณสมบัติในการกระตุนการสราง nitric oxide จากโปรตีนกาวไหมสายพันธุตาง ๆ 
วิธีการทดสอบ 

1. นําเซลลท่ีตองการทดสอบ ซ่ึงในท่ีนี้ใช  L929 mouse fibroblast cells ในความเขมขนเร่ิมตน 5 x 
105/หลุมมาใสในถาดหลุมขนาด 96 หลุม/plate ซ่ึงมี Dulbecco,s Modified Eagle Medium 
(DMEM) รวมกับ fetal bovine serum (FBS) เปนองคประกอบ 

2. หลังจากเล้ียงนาน 24 ช่ัวโมง  ทําการเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลพรอมกับเติมสารละลายโปรตีนกาว
ไหมในน้ําบริสุทธ์ิท่ีความเขมขนตาง ๆ เขาไปในแตละหลุม (โดยสารละลายโปรตีนกาวไหมที่จะ
เติมเขาไปในอาหารเล้ียงเซลลตองผานกระบวนการฆาเช้ือโดยใช  filter sterilization ผาน 0.22 m 
membrane filter (Sartorius Ltd., Epsom, UK)) ทําใหความเขมขนของโปรตีนกาวไหมในแตละ
หลุมเปน 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ 

3. ในหลุมท่ีไมมีโปรตีนกาวไหมเปนสวนประกอบรวมกับอาหารเล้ียงเซลลจะจัดเปน control   
4. หลังจากเล้ียงนาน 24 ช่ัวโมง  สารละลายในสวนของ supernatant จะถูกนํามาทดสอบปริมาณของ 

nitric oxide ดวย Griess reaction ซ่ึงเปนการนํา 100 L Griess reagent (1% N-(1-Napthyl)-
ethylenediamine dihydrochloride และ 1% sulfanilamide ใน 2.5% phosphoric acid) ในปริมาณท่ี
เทากับสารละลายสวนของ supernatant มาผสมใหเขากัน  วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 570 nm 
เปรียบเทียบกับ standard curve ของ NaNO  

 
ผลการศึกษา 
 จากการศึกษาพบวาโปรตีนกาวไหมจากไหมสายพันธุจุล 3/2, 4/2 และสายพันธุนางนอยศรีสะเกษไม
สามารถกระตุนการสราง nitric oxide จากเซลลได  มีเพียงโปรตีนกาวไหมจากไหมสายพันธุจุล 1/1 ท่ีสามารถ
กระตุนการสราง nitric oxide ได  โดยความเขมขนของโปรตีนกาวไหมท่ีสูงข้ึนจะสามารถกระตุนการสราง 
nitric oxide จากเซลลไดมากข้ึนดวยดังแสดงผลในภาพท่ี 10 
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Sericin Conc. (mg/ml)
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ภาพท่ี 10:  ปริมาณสาร nitric oxide ท่ีถูกสรางข้ึนจากเซลลหลังจากถูกกระตุนดวยโปรตีนกาวไหมสายพันธุจุล 
1/1 ท่ีสกัดดวยความรอน (* แสดงถึงการมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ) 
 
 Nitric oxide ปกติมักจะถูกสรางในระหวางท่ีเซลลมีการอักเสบ เชนในระหวางการเกิดกระบวนการ
สมานแผล  อยางไรก็ตามปริมาณของ nitric oxide ท่ีตํ่า ๆ จะมีประโยชนตอเซลลเนื่องจากจะสามารถกระตุน
การสรางคอลลาเจนหรือโปรตีนอ่ืน ๆ ท่ีสําคัญตอเซลลได   
 
การศึกษาคุณสมบัติของโพลิเมอรตาง ๆ ท่ีมีอยูในทองตลาดที่สามารถนํามาใชทําแผนเนื้อเยื่อและข้ึนรูปแผน
เนื้อเยื่อ 
 โพลิเมอรท่ีไดรับการรับรองจาก FDA เพื่อนํามาใชในการทําแผนเนื้อเยื่อในมนุษยไดแก 

1. Polyvinyl alcohol 
2. Poloxamer (Pluronic) 
3. Agarose 

ซ่ึงไดนําโพลิเมอรชนิดตาง ๆ มาผสมกับโปรตีนกาวไหมเซริซินเพื่อข้ึนรูปเปนแผนเนื้อเยื่อใน
อัตราสวนตาง ๆ กัน  พบวาจากคุณสมบัติทางกายภาพ  polyvinyl alcohol เปนโพลิเมอรท่ีเหมาะสมที่สุดท่ีจะ
นํามาใชทําแผนเนื้อเยื่อปดแผลเน่ืองจากใหแผนเนื้อเยื่อท่ีมีความยืดหยุนเหมาะสม  เปนเนื้อเดียวกัน  ไมมีรอย
แตกบนแผนเนื้อเยื่อ  อยางไรก็ตาม  แผนเนื้อเยื่อท่ีไดยังมีผลึกน้ําอยูบนพื้นผิวเนื้อเยื่อเล็กนอย  ซ่ึงเปนผลมาจาก

*

*

*
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การแข็งตัวท่ีเร็วเกินไปในระหวางกระบวนการ freeze-dry  ซ่ึงจําเปนท่ีตองปรับเปล่ียนสภาวะใหเหมาะสม
ตอไป 
 
วิธีการทดลอง 

1. นํา polyvinyl alcohol มาละลายในนํ้าใหมีความเขมขนรอยละ 5  และนําไปอุนท่ี 37 องศาเซลเซียส
นาน 5 ช่ัวโมง 

2. นําสารละลายของโปรตีนกาวไหมเซริซินมาผสมกับสารละลายในขอ 1)  เพื่อใหไดความเขมขน
ตาง ๆ กัน 

3. เทสารละลายท่ีไดลงในแผนข้ึนรูป  นําไปแชแข็งท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสนาน 24 ช่ัวโมง 
4. นําแผนท่ีไดในขอ 3) ไปข้ึนรูปโดยใชเคร่ือง freeze-dryer 

 
ผลการทดลอง 
 จากการทดสอบผสมสารละลาย polyvinyl alcohol กับโปรตีนกาวไหมในอัตราสวนตาง ๆ ไดแก 
 2% polyvinyl alcohol   
 1% sericin + 2% polyvinyl alcohol   
 2% sericin + 2% polyvinyl alcohol   

3% sericin + 2% polyvinyl alcohol   
4% sericin + 2% polyvinyl alcohol   
5% sericin + 2% polyvinyl alcohol   
ไดแผนเนื้อเยือ่ท่ีมีลักษณะทางกายภาพดังท่ีแสดงในตารางท่ี 8 

 
ตารางท่ี 8    ลักษณะทางกายภาพของแผนเนื้อเยื่อท่ีมีสวนประกอบของโปรตีนกาวไหมและโพลิเมอรใน
อัตราสวนตาง ๆ กัน 
 

สวนประกอบของแผนเนื้อเยื่อ ลักษณะทางกายภาพ 
2% Polyvinyl alcohol   เปราะบาง  แตกงาย  ไมเปนแผนเรียบเนียน 
1% Sericin + 2% Polyvinyl alcohol   แผนเปราะงาย  เรียบเนยีนข้ึนเล็กนอยแตไมมีความยืดหยุน 
2% Sericin + 2% Polyvinyl alcohol   เปราะเล็กนอย  มีการแยก phase (สีไมสมํ่าเสมอ) 
3% Sericin + 2% Polyvinyl alcohol   แผนเรียบเนียน  ยืดหยุนคอนขางดี  ไมมีการแยก phase 
4% Sericin + 2% Polyvinyl alcohol แผนเปราะเล็กนอย  มีสีเขมและไมคอยเปนเนื้อเดยีวกัน 
5% Sericin + 2% Polyvinyl alcohol แผนเปราะมาก  มีการแยกช้ันและไมเปนเนื้อเดียวกนั 
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 ลักษณะทางกายภาพของแผนปดแผลแสดงไดดังภาพที่ 11-12 
 

 
 

ภาพท่ี 11:  ลักษณะทางกายภาพของแผนเนือ้เยื่อท่ีมีสวนประกอบของ polyvinyl alcohol  รอยละ 2 
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ภาพท่ี 12:  ลักษณะทางกายภาพของแผนเนือ้เยื่อท่ีมีสวนประกอบของ polyvinyl alcohol รอยละ 2 และมีโปรตีน
กาวไหมเปนสวนประกอบอยูต้ังแตรอยละ 1-5 ตามลําดับ 

 
จากคุณสมบัติทางกายภาพ  ทําใหมีการคัดเลือกสวนประกอบท่ีเปน 3% Sericin + 2% Polyvinyl 

alcohol มาทําเปนแผนเนื้อเยื่อปดแผล  พบวาแผนเนื้อเยื่อทุกชนดิมีลักษณะเปนรูพรุน  ดังนั้นจงึไดนําแผน
ดังกลาวไปศึกษาความเปนรูพรุนโดยการสองกลอง scanning electron microscope (SEM)  ภาพตัดขวางไดผลดงั
ภาพท่ี 13-18 
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ภาพท่ี 13:  ภาพตัดขวางของแผนเนื้อเยื่อท่ีประกอบดวย 2% polyvinyl alcohol เม่ือสองดวย SEM 

 
 

 
ภาพท่ี 14:  ภาพตัดขวางของแผนเนื้อเยื่อท่ีประกอบดวย 1% sericin + 2% polyvinyl alcohol เม่ือสองดวย SEM 
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ภาพท่ี 15:  ภาพตัดขวางของแผนเนื้อเยื่อท่ีประกอบดวย 2% sericin + 2% polyvinyl alcohol เม่ือสองดวย SEM 

 
 

 
ภาพท่ี 16:  ภาพตัดขวางของแผนเนื้อเยื่อท่ีประกอบดวย 3% sericin + 2% polyvinyl alcohol เม่ือสองดวย SEM 
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ภาพท่ี 17:  ภาพตัดขวางของแผนเนื้อเยื่อท่ีประกอบดวย 4% sericin + 2% polyvinyl alcohol เม่ือสองดวย SEM 

 
 

 
ภาพท่ี 18:  ภาพตัดขวางของแผนเนื้อเยื่อท่ีประกอบดวย 5% sericin + 2% polyvinyl alcohol เม่ือสองดวย SEM 

 
 จากภาพถาย SEM จะเห็นไดวาแผนเนื้อเยื่อท่ีมีสวนประกอบเปน 2% polyvinyl alcohol, 1% sericin + 
2% polyvinyl alcohol และ 2% sericin + 2% polyvinyl alcohol  ยังมีลักษณะเปนแผนเนื้อเยื่อท่ีไมสมบูรณ  มี
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การเรียงตัวเปนช้ันโดยไมเกิดเปนรูพรุน  อีกท้ังยังมีการเรียงตัวแบบไมสมํ่าเสมอซ่ึงไมเหมาะสมตอการนํามาใช
เปนแผนเนื้อเยื่อ 
 เม่ือเพิ่มความเขมขนของโปรตีนกาวไหมมากข้ึนเปน 3% sericin + 2% polyvinyl alcohol  พบวาแผน
เนื้อเยื่อท่ีไดมีการข้ึนรูปเปนรูพรุนท่ีสมํ่าเสมอ  แตละชองของรูพรุนมีการเช่ือมตอกันซ่ึงลักษณะดังกลาวจะเปน
ลักษณะท่ีเหมาะสมตอการเคล่ือนตัวของเซลลเนื้อเยื่อเพื่อการสมานแผล  แตเม่ือเพิ่มความเขมขนของโปรตีน
กาวไหมมากข้ึนเปน 4% และ 5% พบวารูพรุนบนแผนเนื้อเยื่อมีลักษณะใหญข้ึน  ไมสมํ่าเสมอท่ัวแผน  มี
ลักษณะคอนขางเปราะดังจะเห็นไดจากการมีแตกหักระหวางชองรูพรุน   
 ผลจากการศึกษาจึงสรุปไดวา  แผนเนื้อเยื่อท่ีข้ึนรูปจาก 3% sericin + 2% polyvinyl alcohol  มีความ
เหมาะสมท่ีจะนํามาใชพัฒนาเปนแผนปดแผลตอไป 
 
อภิปรายและวิจารณผล 
 จากผลการศึกษาพบวารังไหมสายพันธุไทยสามารถนํามาสกัดโปรตีนกาวไหมเซริซินไดดวยวิธีตาง ๆ 
อันไดแก  การสกัดดวยความรอน  การสกัดดวยสารละลายกรด  สารละลายดางและสารละลายยูเรีย  เชนเดียวกับ
ไหมสายพันธุอ่ืน ๆ ท่ัวโลก  ซ่ึงกระบวนการสกัดดวยความรอนและการสกัดดวยสารละลายยูเรียจะใหปริมาณ
การผลิต (% yield) ไดสูงกวาเม่ือเทียบกับกระบวนการสกัดดวยกรดและดาง  โดยปริมาณของโปรตีนกาวไหมท่ี
สกัดไดดวยความรอนหรือสารละลายยูเรียคิดเปนประมาณรอยละ 20 ซ่ึงใกลเคียงกับผลของนักวิจัยอ่ืน ๆ ท่ี
รายงานวาโปรตีนกาวไหมเปนสวนประกอบในรังไหมประมาณรอยละ 30 และสามารถสกัดออกมาไดประมาณ
รอยละ 20  เม่ือนําโปรตีนกาวไหมที่ไดมาศึกษาคุณสมบัติในการละลายพบวา  โปรตีนกาวไหมสามารถละลาย
ไดดีข้ึนในสภาวะท่ีมีอุณหภูมิสูง  ซ่ึงสอดคลองกับผลการวิจัยท่ีรายงานวา  โปรตีนกาวไหมเปนโปรตีนท่ี
ประกอบไปดวยเปปไทดประมาณ 18 ชนิดท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลตาง ๆ กัน  โดยเปปไทดท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลตํ่าจะ
สามารถละลายไดดีในอุณหภูมิตํ่า  สวนเปปไทดท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลสูงจะสามารถละลายไดเม่ือเพิ่มอุณหภูมิ  
อยางไรก็ตามหากมีการเพิ่มอุณหภูมิสูงกวา 37 องศาเซลเซียสจะทําใหคาการละลายลดลง  ท้ังนี้อาจเนื่องมาจาก
การเกิด polymerization ของโปรตีนท่ีอุณหภูมิสูง  นอกจากนี้โปรตีนกาวไหมจากไหมสายพันธุท่ีตางกันยังมีคา
การละลายตางกันดวย 
 เม่ือศึกษาปริมาณกรดอะมิโนประเภทตาง ๆ ของโปรตีนกาวไหมที่สกัดดวยวิธีตาง ๆ กันพบวา วิธีการ
สกัดท่ีแตกตางกันสงผลใหปริมาณกรดอะมิโนแตละชนิดในโปรตีนกาวไหมแตกตางกันดวย  อยางไรก็ตาม
ปริมาณกรดอะมิโน serine ยังมีสูงสุด (ประมาณรอยละ 30) รองลงมาคือกรดอะมิโน aspartic acid (ประมาณรอย
ละ 17)  สําหรับโปรตีนกาวไหมจากไหมทุกสายพันธุและทุกวิธีการสกัด  ซ่ึงสอดคลองกับผลท่ีรายงานโดย
นักวิจัยอ่ืน  เปนท่ีนาสังเกตุวา  โปรตีนกาวไหมจากไหมสายพันธุจุล 1/1 ท่ีสกัดดวยความรอน    มีปริมาณ
กรดอะมิโน methionine สูงกวาโปรตีนกาวไหมที่สกัดจากไหมสายพันธุอ่ืนและวิธีการสกัดอ่ืนอยางมีนัยสําคัญ 
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 จากการศึกษาผลของ pH ท่ีมีตอคาการละลายของโปรตีนกาวไหมพบวา  โปรตีนกาวไหมที่สกัดดวย
สารละลายดางสามารถละลายไดดีท่ีสุดใน pH ท่ีเปนดาง  (pH 9.0)  และมีคาการละลายสูงสุดเม่ือเปรียบเทียบกับ
วิธีการสกัดอ่ืน ๆ  ซ่ึงผลของคาการละลายท่ีแตกตางกันนี้อาจเนื่องมาจากความแตกตางของกรดอะมิโนท่ีเปน
องคประกอบในโปรตีนกาวไหมหลังการสกัด  สงผลใหประจุรวมของโปรตีนกาวไหมที่ไดจากวิธีการสกัดท่ี
แตกตางกันมีความแตกตางกันดวย  นอกจากนี้ยังพบวา  การสกัดสีออกจากรังไหมกอนท่ีจะนํามาสกัดโปรตีน
กาวไหมมักจะสงผลใหคาการละลายของโปรตีนกาวไหมเพิ่มสูงข้ึน  ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากการจับตัวกันระหวาง
โปรตีนกาวไหมกับสาร flavonoid  หรือสาร carotenoid ซ่ึงเปนสารประกอบหลักท่ีกอใหเกิดสีในรังไหม  สงผล
ใหเกิดเปนสารประกอบโมเลกุลใหญท่ีมีคาการละลายลดลง 
 ในสวนของการศึกษาคาความหนืดของสารละลายโปรตีนกาวไหมพบวา  โปรตีนกาวไหมท่ีมีความ
เขมขนสูงข้ึนจะมีความหนืดเพิ่มมากข้ึน  โดยความเขมขนของโปรตีนกาวไหมที่มีความหนืดเหมาะสมท่ีจะ
นํามาผสมกับโพลิเมอรไมควรเกิน 80 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร เพื่อหลีกเล่ียงความหนืดท่ีสูงเกินไปจนอาจทําใหการ
ผสมรวมเขากับโพลิเมอรทําไดยาก  ซ่ึงผลนี้สอดคลองกับความเขมขนของโปรตีนกาวไหมที่นํามาใชในการทํา
แผนฟลมท่ีรายงานโดยนักวิจัยอ่ืน ๆ 
 เม่ือนําโปรตีนกาวไหมที่สกัดดวยวิธีตาง ๆ กันมาทดสอบความเปนพิษตอเซลลไพโบรบลาสตพบวา  
โปรตีนกาวไหมที่สกัดดวยวิธีท่ีแตกตางกันแสดงความเปนพิษตอเซลลไดแตกตางกัน  โดยโปรตีนกาวไหมท่ีได
จากการสกัดดวยความรอนไมมีความเปนพิษตอเซลลหลังจากใสโปรตีนกาวไหมเขาไปในอาหารเล้ียงเซลลนาน 
24 ช่ัวโมง  นอกจากนี้ความเขมขนของโปรตีนกาวไหมในระดับตํ่า ๆ คือ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรยังสามารถ
กระตุนการเจริญเติบโตของเซลลไดอยางมีประสิทธิภาพ  ซ่ึงผลดังกลาวสอดคลองกับผลการทดลองที่รายงาน
โดยนักวิจัยอ่ืนท่ีระบุวาโปรตีนกาวไหมสามารถกระตุนการเจริญเติบโตของเซลลไดหลายชนิดและสามารถ
นํามาใชพัฒนาเปน serum-free media ได  อยางไรก็ตามผูวิจัยยังพบวา  โปรตีนกาวไหมที่สกัดดวยสารละลาย
ยูเรียมีความเปนพิษสูงสุดเม่ือเปรียบเทียบกับวิธีการสกัดทุกวิธี  และพบลักษณะเชนเดียวกันนี้กับโปรตีนกาว
ไหมที่สกัดไดจากไหมทุกสายพันธุ 
 สารกอสีในรังไหมอันประกอบดวยสารประเภท flavonoid  หรือ carotenoid  ยังมีผลตอการกระตุนการ
เจริญเติบโตของไฟโบรบลาสตเซลลดวย  โดยพบวาโปรตีนกาวไหมที่ไดจากการสกัดโดยไมแยกสารกอสีออก
จะสามารถกระตุนการเจริญเติบโตของไฟโบรบลาสตไดมากกวาโปรตีนกาวไหมท่ีไดจากรังไหมสายพันธุ
เดียวกันแตมีการสกัดสารกอสีออก  ดังนั้นจึงอาจกลาวไดวา flavonoid  และ carotenoid  ในรังไหมมีประโยชน
ในการกระตุนการเจริญเติบโตของเซลลได 
 จากการนําโปรตีนกาวไหมมาศึกษาผลในการกระตุนการสรางคอลลาเจนจากเซลลพบวา  โปรตีนกาว
ไหมสามารถกระตุนการสรางคอลลาเจนชนิดท่ี 1 จากเซลลไฟโบรบลาสได  โดยเม่ือความเขมขนของโปรตีน
กาวไหมท่ีเพิ่มข้ึนจะสามารถกระตุนการสรางคอลลาเจนไดเพิ่มมากข้ึนเชนกัน  และเม่ือเปรียบเทียบปริมาณ
คอลลาเจนท่ีถูกสรางข้ึนจากโปรตีนกาวไหมท่ีสกัดดวยวิธีตาง ๆ กันพบวา  โปรตีนกาวไหมที่สกัดดวยความ
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รอนสามารถกระตุนการสรางคอลลาเจนไดสูงท่ีสุด  ในขณะท่ีโปรตีนกาวไหมที่สกัดดวยสารละลายยูเรียจะ
สามารถกระตุนการสรางคอลลาเจนไดตํ่าท่ีสุด  นอกจากนี้โปรตีนกาวไหมที่สกัดจากไหมสายพันธุท่ีมีสียัง
สามารถกระตุนการสรางคอลลาเจนไดสูงกวาหากไมผานการสกัดสี  ในขณะท่ีโปรตีนกาวไหมท่ีผานการสกัดสี
กอนจะมีคุณสมบัติในการกระตุนการสรางคอลลาเจนไดลดลง 
 เม่ือนําโปรตีนกาวไหมจากการสกัดดวยความรอนมาศึกษาถึงคุณสมบัติในการกระตุนการสรางสารกอ
การอักเสบอันไดแก interleukin-1 และ tumor necrosis factor- พบวา  โปรตีนกาวไหมจากไหมตางสายพันธุ
สามารถกระตุนการสราง interleukin-1 และ tumor necrosis factor- ไดแตกตางกัน  โดยโปรตีนกาวไหมจาก
ไหมสายพันธุจุล 1/1 สามารถกระตุนการสราง interleukin-1 และ tumor necrosis factor- จากเซลลไดตํ่าท่ีสุด  
ในขณะท่ีโปรตีนกาวไหมจากไหมสายพันธุนางนอยศรีสะเกษสามารถกระตุนการสราง interleukin-1 และ 
tumor necrosis factor- ไดสูงท่ีสุด  หรืออาจกลาวไดวา  โปรตีนกาวไหมจากไหมสายพันธุจุล 1/1 มีโอกาส
กอใหเกิดการระคายเคืองหรืออักเสบตํ่าท่ีสุด  ในขณะท่ีมีโอกาสเกิดการระคายเคืองหรือแพจากการใชโปรตีน
กาวไหมจากไหมสายพันธุนางนอยศรีสะเกษไดมากกวาโปรตีนกาวไหมจากสายพันธุอ่ืน  อยางไรก็ตามโปรตีน
กาวไหมจากไหมสายพันธุจุล 1/1 เปนโปรตีนกาวไหมชนิดเดียวท่ีสามารถกระตุนการสราง nitric oxide จาก
เซลลได  ซ่ึง nitric oxide มักจะถูกสรางในระหวางท่ีเซลลเกิดการอักเสบ  แตปริมาณของ nitric oxide ท่ีตํ่า ๆ จะ
มีประโยชนตอเซลลเนื่องจากจะสามารถกระตนการสรางคอลลาเจนหรือโปรตีนอ่ืน ๆ ท่ีสําคัญตอเซลลได 
 การนําโปรตีนกาวไหมมาขึ้นรูปเปนแผนเนื้อเยื่อรวมกับโพลิเมอรพบวา  โพลิเมอรท่ีเหมาะสมท่ีสุดใน
การขึ้นรูปคือ polyvinyl alcohol เนื่องจากเปนโพลิเมอรท่ีผานการรับรองจาก FDA ประเทศสหรัฐอเมริกาให
สามารถนํามาใชในมนุษยได  นอกจากนี้แผนเนื้อเยื่อท่ีข้ึนรูปมีลักษณะทางกายภาพท่ีเหมาะสม  เปนเนื้อเดียวกัน  
มีความยืดหยุนดี  ไมมีรอยแตกบนแผนเนื้อเยื่อ  เม่ือนํา polyvinyl alcohol ในความเขมขนรอยละ 2 มาผสมกับ
โปรตีนกาวไหมเพื่อข้ึนรูปเปนแผนเนื้อเยื่อโดยใชโปรตีนกาวไหมที่มีความเขมขนต้ังแตรอยละ 1-5 พบวา
อัตราสวนท่ีเหมาะสมสําหรับแผนเนื้อเยื่อคือ  polyvinyl alcohol รอยละ 2 และโปรตีนกาวไหมรอยละ 3 ซ่ึงจะ
ใหแผนเนื้อเยื่อท่ีเรียบเนียน  ยืดหยุนดี  ไมมีการแยกเปนสวน  นอกจากน้ีเม่ือศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพของ
แผนดังกลาวโดยใชกลอง scanning electron microscope (SEM) ดูภาพตัดขวาง  พบวาแผนเนื้อเยื่อดังกลาวมี
ลักษณะเปนรูพรุนท่ีสมํ่าเสมอ  แตละชองของรูพรุนมีการเช่ือมตอกันซ่ึงเปนลักษณะท่ีเหมาะสมตอการเคล่ือน
ตัวของเซลลเนื้อเยื่อเพื่อการสมานแผล  ซ่ึงสวนประกอบดังกลาวจึงเหมาะสมท่ีจะนํามาใชทําแผนเนื้อเยื่อเพื่อ
ทดสอบในข้ันตอไป   
 
สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 
 จากผลการวิจัยจะเห็นไดวาโปรตีนกาวไหมจากไหมสายพันธุไทยสามารถนํามาใชประโยชนในทาง
การแพทยไดโดยไมกอใหเกิดความเปนพิษตอเซลล  โดยโปรตีนกาวไหมท่ีไดจากไหมตางสายพันธุกันจะมี
คุณสมบัติทางกายภาพและชีวภาพท่ีแตกตางกัน  อีกท้ังวิธีการสกัดโปรตีนกาวไหมยังมีผลตอคุณสมบัติทาง
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กายภาพและชีวภาพอีกดวย  เม่ือนําโปรตีนกาวไหมมาผสมรวมกับโพลิเมอรท่ีเหมาะสมจะสามารถขึ้นรูปเปน
แผนเนื้อเยื่อท่ีมีคุณลักษณะเหมาะสมท่ีจะนําไปพัฒนาเปนแผนเนื้อเยื่อปดแผลได  สวนของรังไหมท่ีเหลือจาก
การสกัดโปรตีนกาวไหมออกแลวสามารถนําไปสาวเพ่ือใชในอุตสาหกรรมส่ิงทอตอไป 
 ผลการศึกษาในเบ้ืองตนไดแสดงใหเห็นถึงศักยภาพของโปรตีนกาวไหมในการนํามาประยุกตใชทาง
กายแพทย  อยางไรก็ตามผลการศึกษาดังกลาวเปนเพียงการศึกษา in vitro ซ่ึงหากจะนํามาใช ประโยชนและเพิ่ม
คุณคาในเชิงพาณิชย  จําเปนตองมีการศึกษาคุณสมบัติของแผนเนื้อเยื่อดังกลาวในสัตวทดลองตอไป 
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