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 รายงานการวิจัย เรื่อง การศึกษาฤทธ์ิของสารวานิลลินต:อการป<องกันการตายของเซลล@ทีเ่กิดจาก ROS 

และผลกระตุKนการสมานบาดแผลในเซลล@ keratinocyte และ fibroblast เปqนการวิจัยทางหKองปฏิบัติการ 

(in-vitro) เพื่อศึกษาฤทธ์ิของสาร vanillin ในการป<องกันการตายของเซลล@ผิวหนังชนิดคีราติโนไซต@และไฟโบ

รบลาสต@จากไฮโดรเจนเปอร@ออกไซด@ (H2O2) 

งานวิจัยน้ีทำการศึกษาในเซลล@ไลน@ผิวหนังชนิด human keratinocyte (HaCaT) และ primary skin 

fibroblast โดยทำการทดสอบความเปqนพิษของสาร vanillin ต:อเซลล@ฮาแคทและไฟโบรบลาสต@ โดยวิธี MTT 

ทดสอบการตายของเซลล@แบบอะพอพโตซิสโดยการยKอมสี acridine orange และ propidium iodide 

ทดสอบการเคลื่อนที่ของเซลล@โดยวิธี scratch wound healing  ผลการวิจัย พบว:าสาร vanillin ที่ความ

เขKมขKน 0 – 500 µM ไม:มีพิษต:อเซลล@ฮาแคทและไฟโบรบลาสต@ สาร vanillin ที่ความเขKมขKนที่ไม:เปqนพิษต:อ

เซลล@ (10, 25 และ 50 µM) ทำใหKเซลล@ฮาแคทรอดชีวิตมากขึ้นจากการเหนี่ยวนำใหKตายดKวย H2O2 และยัง

พบว:าสาร vanillin ที่ความเขKมขKน 10, 25 และ 50 µM เพิ่มการเคลื่อนที่ของเซลล@ฮาแคทและไฟโบรบลาสต@

ไดKอีกดKวย โดยสรุป สาร vanillin สามารถปกป<องการตายของเซลล@ผิวหนังชั ้นนอกชนิดฮาแคทจาก

สารประกอบที่มีออกซิเจนในโมเลกุล H2O2  ไดK และสาร vanillin สามารถเพิ่มการหายของบาดแผลไดK ซึ่ง

ขKอมูลที่ไดKสามารถนำสาร vanillin ไปพัฒนาต:อยอดเปqนเครื่องสำอางสำหรับลดการเกิดริ้วรอย เพื่อป<องกัน

ผิวหนังเหี่ยวย:นไดK  
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 Abstract 

The research entitles “Protective effect of vanillin on ROS-induced cell death and 

wound healing effect in keratinocyte and fibroblast cells” is the in-vitro study to determine 

the protective effect of vanillin on H2O2-induced cell death on keratinocyte and fibroblast 

cells.  
Human keratinocyte (HaCaT) and primary skin fibroblast cells were used in this study. 

The cytotoxicity of vanillin was examined by MTT assay. Apoptotic cell death was determined 

by acridine orange and propidium iodide staining. Cell migration was investigated by scratch 

wound healing assay. The results show that 0 – 500 µM vanillin has no cytotoxicity effect to 

HaCaT and fibroblast cells. This non-toxic concentration of vanillin (10, 25 and 50 µM) 

increased the viability of H2O2–induced HaCaT cell death. Furthermore, 10, 25 and 50 µM 

vanillin enhanced the migration of HaCaT and fibroblast cells. In conclusion, vanillin protected 

the H2O2–induced HaCaT cell death and exerts would healing property. Vanillin should be 

developed to use as anti-aging in skincare product.  
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บทท่ี 1 

บทนำ 

 

 

ความแก:ของผิวหนัง (skin aging) ซึ่งเกิดจากการทำงานของเซลล@ต:าง ๆ ในชั้นผิวหนังเสื่อมลง มี

หลายสาเหตุที่นำไปสู:ความแก:หรือเสื่อมของผิวหนัง โดยเฉพาะการเกิดภาวะ oxidative stress หากเกิดข้ึนใน

ระยะเวลาสั้นเพียงช่ัวขณะน้ันจะไม:ส:งผลกระทบต:อสุขภาพมากนัก หากภาวะดังกล:าวเกิดข้ึนเปqนเวลานานจะ

ทำใหKมีความเสี่ยงในการทำลายเน้ือเย่ือต:าง ๆ เช:น เย่ือหุKมเซลล@ หรือ DNA ทำใหKผิวหนังสูญเสียความยืดหยุ:น 

และนำไปสู:การเกิดริ้วรอยที่ผิวหนังไดK โดยเฉพาะสารประกอบที่มีออกซิเจนในโมเลกุลหลายชนิดมีความว:องไว

ในการเกิดปฏิกิริยาเคมีต:าง ๆ สารประกอบออกซิเจนที่ไวก:อปฏิกิริยาเหล:าน้ี หรือ reactive oxygen species 

(ROS) การเกิด ROS น้ันอาจมาจากการเผาผลาญอาหาร และสารต:าง ๆ  ในร:างกาย กระบวนการสรKางพลงังาน 

การหายใจระดับเซลล@ กลไกการป<องกันตัวเองของร:างกายจากเชื้อจุลชีพต:าง ๆ รวมถึงรังสีอัลตราไวโอเลต  

หากร:างกายมีกระบวนการดังกล:าวที ่มากเกินไป หรือการที ่ร:างกายขาดสารตKานอนุมูลอิสระ (intrinsic 

antioxidant) จะทำใหKมีการสะสมของ ROS มากข้ึน และทำใหKเกิด oxidative stress ไดK ซึ่ง ROS มีผลทำใหK

เกิดริ้วรอยมากขึ้นอย:างชKา ๆ  ซึ่งเปqนการเปลี่ยนแปลงของผิวหนังตามวัยที่จะเกิดขึ้นในทุกคน  แมKในป�จจุบัน

เทคโนโลยีทางการแพทย@กKาวหนKาไปอย:างไม:หยุดยั้งในเรื่องของการรักษาริ้วรอยที่เกิดขึ้นแต:ทั้งหมดเปqนลKวน

เปqนการรักษาริ้วรอยแบบการเกิดความบาดเจ็บต:อร:างกายและมีค:าใชKจ:ายสูง ถKามีวิธีป<องกัน รักษา และชะลอ

การเกิดริ้วรอยบนผิวหนKาที ่ทำใหKร:างกายไม:บาดเจ็บและลดค:าใชKจ:ายน:าจะเปqนทางเลือกที่ดีสำหรับการ

แกKป�ญหาริ้วรอยบนผิว ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงจะศึกษาฤทธิ์ในหลอดทดลอง (in vitro) โดยใชKเซลล@เพาะเลี้ยง 

(cell-based assay) 2 ชนิด ไดKแก: เซลล@ผิวหนังคีราติโนไซด@ และเซลล@ไฟโบรบลาสต@ เพื่อศึกษาฤทธ์ิทาง

ชีวภาพของสาร vanillin เพื่อตรวจสอบว:าสาร vanillin สามารถป<องกันการตายของเซลล@คีราติโนไซต@ และ 

เซลล@ไฟโบรบราสต@ ที่เกิดจากสารประกอบที่มีออกซิเจนในโมเลกุล โดยจะศึกษาสารที่ทำใหKเกิด ROS คือ 

ไฮโดรเจนเปอร@ออกไซด@ (H2O2) นอกจากน้ันยังศึกษาฤทธ์ิกระตุKนการหายของบาดแผลโดยใชKแบบจำลองการ

หายของบาดแผล (in vitro wound healing model) ของสาร vanillin ดKวยวิธี scratch assay 

 

ความเปxนมาและความสำคญัของปyญหา 

ความชราของผิวหนัง (skin aging) เปqนป�ญหาที่เกิดจากการทำงานของเซลล@ต:าง ๆ ในชั้นผิวหนัง

เสื่อมลง การเปลี่ยนแปลงของผิวหนังตามวัยที่จะเกิดขึ้นในทุกคน  ที่สำคัญมีสารประกอบที่มีออกซิเจนใน

โมเลกุลเขKามาเกี่ยวขKอง ซึ่งสารประกอบที่มีออกซิเจนในโมเลกุล หมายถึง สารก:อปฏิกิริยาที่ประกอบดKวย

อะตอมออกซิเจน (Reactive oxygen species, ROS) โดย ROS สามารถแบ:งตามลักษณะของการเปqน 

radical ของโมเลกุลไดK 2 ชนิด ชนิดแรกอยู:ในรูปของอนุมูลอิสระ (free radical) เช:น oxygen radical (O2•), 
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superoxide radical (O2
•-), hydroxyl radical (OH-)  ชนิดที่สองเปqนสารประกอบโมเลกุลที่อยู:ในรูป non-

radical แต:จะมีคุณสมบัติที่ไวต:อการเกิดปฏิกิริยา oxidation เช:น ไฮโดรเจนเปอร@ออกไซด@ (H2O2)  การเกิด 

ROS น้ันอาจมาจากการเผาผลาญอาหาร สารต:าง ๆ กระบวนการสรKางพลังงาน การหายใจระดับเซลล@รวมไป

ถึงเกิดข้ึนในกลไกการป<องกันตัวเองของร:างกายจากเช้ือจุลชีพต:าง ๆ  หากร:างกายมีกระบวนการดังกล:าวที่มาก

เกินไป หรือการที่ร:างกายขาดสารตKานอนุมูลอิสระจะทำใหKมีการสะสมของ ROS มากข้ึนและทำใหKเกิดภาวะ

เครียดที่เกิดจากออกซิเดชัน (oxidative stress)  ภาวะ oxidative stress หากเกิดขึ้นในระยะเวลาสั้นเพียง

ช่ัวขณะน้ันจะไม:ส:งผลกระทบต:อสุขภาพมากนัก หากภาวะดังกล:าวเกิดข้ึนเปqนเวลานานจะทำใหKมีความเสี่ยง

ในการทำลายเน้ือเย่ือต:าง ๆ  เช:น เย่ือหุKมเซลล@ หรือ DNA ทำใหKผิวหนังสูญเสยีความยืดหยุ:นและนำไปสู:การเกดิ

ริ้วรอยไดK ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงจะทำการศึกษาผลของสาร vanillin ต:อการป<องกันการตายของเซลล@ผิวหนัง

ช้ันนอกและผิวหนังแทKที่เกิดจากสารประกอบที่มีออกซิเจนในโมเลกุล โดยจะทำการศึกษาสารที่ทำใหKเกิด ROS 

คือ ไฮโดรเจนเปอร@ออกไซด@ (H2O2) ซึ่งเปqนสารที่ทำใหKเกิด hydroxyl radical และศึกษาผลของสาร vanillin 

ต:อการหายของบาดแผล ซึ่งทั้งหมดลKวนแต:เปqนสาเหตุสำคัญในขบวนการเกิดริ้วรอยอันเปqนตKนเหตุของผิวหนัง

เหี่ยวย:น  โดยความรูKที่ไดKจากการศึกษาครั้งน้ีจะเปqนประโยชน@ถึงการนำสาร vanillin ไปใชKในอุตสาหกรรมเวช

สำอางหรือการรักษาความผิดปกติของผิวหนังไดK 

 

วัตถุประสงค1ของการวิจัย 

1. เพื่อศึกษาผลของสาร vanillin ต:อการป<องกันการตายของเซลล@ผิวหนังชนิดเซลล@คีราติโนไซด@และเซลล@ไฟ

โบรบลาสต@จาก ROS  

2. เพื่อศึกษาผลของสาร vamillin ต:อการเพิ่มการเคลื่อนที่ของเซลล@ผวิหนังชนิดเซลล@คีราติโนไซด@และเซลล@ไฟ

โบรบลาสต@ 

 

ขอบเขตของการวิจัย 

ทำการศึกษาถึงผลของสาร vanillin ต:อการกระตุKนการหายของบาดแผลและผลของสาร vanillin ต:อการ

ป<องกันการตายของเซลล@ผิวหนังจาก ROS ชนิด H2O2 ในเซลล@คีราติโนไซด@ที่และเซลล@ไฟโปรบลาสต@  
 

ประชากรและกลุ:มตัวอย:าง 

ทำการศ ึกษาในเซลล@ไลน @  2 ชน ิด ค ือ human keratinocyte (HaCaT) และ primary skin fibroblast 

(ATCC® CRL 2097, USA) 

 

ระยะเวลาที่ดำเนินการวิจัย 

12 เดือน 
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กรอบแนวคิดในการวิจัย 

 
 

ประโยชน1ท่ีคาดว@าจะไดOรับ 

1. การนำสาร vanillin ไปใชKในการป<องกันหรือชะลอการเกิดริ้วรอยรวมถึงการรักษาความผิดปกติของผิวหนัง

ไดK 

2. การนำสาร vanillin ไปใชKในการกระตุKนการหายของบาดแผลทั้งทางดKานเครื่องสำอางและการรักษาความ

ผิดปกติของผิวหนังไดK 

3. ไดKองค@ความรูKใหม:เรื่องการออกฤทธ์ิในการป<องกันการตายของเซลล@ผิวหนังของสาร vanillin   

4. สามารถตีพิมพ@ในเอกสารทางวิชาการ (technical paper) 

5. กลุ:มเป<าหมายที่จะไดKรับประโยชน@คือผูKประกอบการดKานเครื่องสำอาง  
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บทท่ี 2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวขOอง 
 

 

เมื่อมีบาดแผล หรือการติดเช้ือบริเวณเน้ือเย่ือช้ันหนังกำพรKา (epidermis) ลุกลามจนเกิดการอักเสบ 

จะทำใหKเซลล@ในระบบภูมิคุKมกัน เช:น แลงเกอร@ฮานเซลล@ (langerhans cells) เดนไดร@ติกเซลล@ (dendritic 

cells) เซลล@แมคโครฟาจ เม็ดเลือดขาวชนิดบีและชนิดที (B and T cells) พลาสมาเซลล@ (plasma cells) 

และแนทเชอรอลคิลเลอร@เซลล@ (natural killer cells ; NK cells) ถูกหลั่งออกมาเพื่อตKานเชื้อแบคทีเรีย โดย

จะไปมีผลในการกระตุKนนิวโตรฟ¥ลด@ (neutrophils) ใหKทำลายแบคทีเรีย (Nestle et al., 2009) ควบคู:ไปกับ

ขบวนการผลิตไซโตไคน@ (cytokines) ที่จะไปกระตุKน Toll-likereceptor 2 เพื่อยับยั้งการเจริญเติบโตของ

แบคทีเรีย (Kupper et al., 2004; Kobayashi et al., 2015) ซึ่งกระบวนการเหล:านี้จะกระตุKนใหKเกิดอนมุูล

อิสระ (free radical) และอนุมูลที่ว:องไวต:อปฏิกิริยาออกซิเจน (reactive oxygen species: ROS) เพิ่มข้ึน  

ซึ่งในสภาวะปกติร:างกายจะมีเอนไซม@ตKานอนุมลูอิสระ เช:น เอนไซม@คะตะเลส (catalase) กลูตาไธโอนเพอรอก

ซิเดส (glutathione peroxidase) และซุปเปอร@ออกไซด@ดิสมวิเทส (superoxide dismutase) ซึ่งมีหนKาที่คอย

ควบคุมอนุมูลอิสระต:าง ๆใหKอยู:ในระดับพอเหมาะ แต:ถKาเมื่อใดที่มีอนุมูลอิสระเกิดข้ึนในปริมาณมากเกินกว:าที่

ระบบป<องกันจะยับยั้งไดK จะทำใหKเกิดสภาวะที ่เรียกว:า “oxidative stress” ขึ้น ซึ่งจะสะสมมากขึ้นและ

ก:อใหKเกิดกระบวนการอักเสบ ทำอันตรายต:ออวัยวะและเน้ือเย่ือ รวมถึงทำใหKเกิดกระบวนการตายของเซลล@ใน

แบบต:างๆ เช:น apoptosis (Swindle et al., 2015)   

อนุมูลอิสระ (free radical)  คือ อะตอม โมเลกุล หรือ สารประกอบที่มีอิเล็กตรอนเดี่ยวและไม:

เสถียร  จึงพยายามหาอิเล็กตรอนจากสารชีวโมเลกุลอื่นมาจับคู:เพื่อความเสถียร ทำใหKเกิดความว:องไวในการ

เกิดปฏิกิริยากับสารชีวโมเลกุล ต:าง ๆ มีผลทำใหKคุณสมบัติการทำงานของสารชีวโมเลกุลเปลี่ยนไป เกิดความ

บกพร:องของเซลล@ หรือทำใหKเยื่อหุKมเซลล@ถูกทำลาย เซลล@แตกออกง:ายและตายในที่สุด โดยอนุมูลอิสระแบ:ง

ออกไดKเปqน 3 กลุ:ม คือ กลุ:มที่มีออกซิเจนเปqนองค@ประกอบสำคัญ (reactive oxygen species; ROS) กลุ:มที่มี

ไนโตรเจนเปqนองค@ประกอบสำคัญ (reactive nitrogen species; RNS) และกลุ:มที่มีคลอรีนเปqนองค@ประกอบ

สำคัญ (reactive chlorine species; RCS) โดยปกติในร:างกายระดับเซลล@ของมนุษย@มีอนุมูลอิสระในปริมาณ

นKอย ซึ่งจะทำหนKาที่เปqนตัวส:งสัญญาณต:อเซลล@ ทำใหKร:างกายมีกลไกควบคุมปริมาณอนุมูลอิสระใหKสมดุลเพื่อ

ป<องกันไม:ใหKเกิดอันตราย หากกลไกเหล:านี้เกิดความผิดปกติจะส:งผลใหKไม:สามารถควบคุมสมดุลของอนุมูล

อิสระไดK และนำไปสู:ภาวะที่มีอนุมูลอิสระมากเกินสมดุลอันเปqนตKนเหตุทำใหKเกิดโรคไดK ดังแสดงในรูปที่ 1. 
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รูปท่ี 1 แสดงแหล:งของ ROS และสมดุลของระบบ (Li et al., 2013)   

 

นอกจากน้ีอนุมูลอิสระยังเปqนสาเหตุของการอักเสบ และถKาเพิ่มการกระจายของเช้ือเขKาสู:ร:างกายทํา

ใหKภูมิคุKมกันบกพร:องและลดลง เซลล@เสื่อมหมดสภาพโดยเร็ว ในกรณีที่ร:างกายติดเช้ือไวรัสหรือแบคทีเรีย และ

ไดKรับยา หรือสารเคมี หรือรังสี จนทําใหKมีการอักเสบ เซลล@ทั่วไปจะตอบโตKโดยการผลิตสารตKานอนุมูลอสิระ

หรือแอนตี้ออกซิแดนท@ (antioxidant) ที่มีอยู:ในร:างกายมายับยั้ง หรือทําปฏิกิริยาจนทําใหKอนุมูลอิสระใน

ร:างกายลดลง แต:ถKาปฏิกิริยาการทําลายเกิดข้ึนต:อเน่ืองจนกระทั่งเซลล@ขาดกลไกหรือหมดประสิทธิภาพในการ

ป<องกันอนุมูลอิสระ จะทำใหKเกิดความไม:สมดุลในร:างกายจนทําใหKเซลล@ตายในที่สุด หรือถKาอนุมูลอิสระของ

ออกซิเจนในร:างกายมีปริมาณมากจนร:ายกายขาดสมดุล ก็จะมีปริมาณของเสียที่เกิดจากปฏิกิริยาเปอร@ออกซิ

เดช่ันในเลือดสูงข้ึน สารตKานอนุมูลอิสระจะลดปริมาณลงจนทําใหKร:างกายไม:สามารถผลิตสารตKานอนุมูลอิสระ

ไดKทัน 

สารตOานอนุมูลอิสระ (antioxidant) คือสารที ่สามารถป<องกันหรือชะลอการเกิดปฏิก ิร ิยา 

oxidation ดKวยเหตุที่ ROS เกิดขึ้นมาจากกระบวนการต:างๆในการดำรงชีวิต ดังนั้นร:างกายจึงตKองสรKางสาร

ตKานอนุมูลอิสระขึ้นมาเพื่อกำจัดและลดความรุนแรงของ ROS ที่เกิดขึ้นดKวย เช:น co-enzyme Q10 alpha-

lipoic acid เปqนตKน โดยปกติแลKวการสรKางสารตKานอนุมูลอิสระในร:างกายน้ันมีอย:างเพียงพอต:อการเกิดอนุมูล

อิสระข้ึน ภายในร:างกาย แต:หากมีสภาวะผิดปกติในร:างกาย เช:นความเครียด การนอนดึกติดต:อกันนานๆ การ 

รับประทานยาที่มีผลลด antioxidant enzyme หรือสภาวะโรคต:างๆ ก็อาจจะทาใหKการสรKางอนุมูลอิสระ 

เพิ่มขึ้นจนเสียสมดุลระหว:าง antioxidant และ อนุมูลอิสระเกิดเปqนภาวะ oxidative stress อนุมูลอิสระที่ 

ไม:ไดKถูกกาจัดจะไปทาลายเซลล@และเนื้อเยื่อทาใหKเปqนตKนเหตุของการเกิดโรคต:างๆไดK เช:น เปqนตKนเหตุของ 



 6 

ภาวะหลอดเลือดอุดตัน มะเร็ง Parkinson รวมถึงอาการอักเสบต:างๆ จะเห็นไดKว:าสารตKานอนุมูลอิสระใน 

ร:างกายน้ันมีความสาคัญในการป<องกันการเกิดโรคและความเสื่อมของร:างกายเปqนอย:างมาก 

นอกจากการไปจับกับอนุมูลอิสระแลKวสารตKานอนุมูลอิสระยังมีคุณสมบัติอื ่นๆร:วมดKวยเช:น ช:วย

ป<องกันการเกิดข้ึนของ ROS  จับกับ ROS ที่เกิดข้ึนก:อนที่ ROS น้ันจะไปทำอันตรายเน้ือเย่ือต:างๆ รวมทั้งเพิ่ม

การแสดงออกของยีนที ่ใชKสรKาง antioxidant enzyme และช:วยในการฟ© ªนฟูความเสียหายของเซลล@หรือ

เน้ือเย่ือจากการถูกทำลายดKวยอนุมูลอิสระ 

 

กลไกการตOานอนุมูลอิสระ  

1. Free radical scavenging สารตKานอนุมูลอิสระจะใหKไฮโดรเจนหรืออิเล็คตรอนแก:อนุมูลอิสระ 

และทำใหKอนุมูลอิสระมีความเสถียรมากข้ึน เมื่อสารตKานอนุมูลอิสระไดKใหKไฮโดรเจนหรืออิเล็คตรอนไปแลKว จะ

เกิดเปqนอนุมูลอิสระตัวใหม:ซึ่งมีความรุนแรงนKอยกว:าอนุมูลอิสระเดิม หรืออาจไปรวมตัวกับอนุมูลอิสระอีก

โมเลกุลหน่ึงเกิดเปqนผลิตภัณฑ@ที่เสถียร หรือมีสารตKานอนุมูลอิสระตัวอื่นๆมาใหKอิเล็คตรอนหรือไฮโดรเจนเพื่อ

เกิดผลิตภัณฑ@ที่เสถียร 

2. Singlet oxygen quenching (1O2
•) ออกฤทธิ์โดยไปยับยั้งการทำงานของ singlet oxygen โดย

การเปลี่ยน 1O2
• ใหKไปอยู:ในรูป triplet oxygen (3O2) และปล:อยพลังงานที่ไดKรับ ออกไปในรูปความรKอน 

3. Metal chelating โลหะหนักเช:น Fe2+/Fe3+ และ Cu2+ มีผลเร:งใหKเกิดปฏิกิริยา oxidation ใน

ร:างกายซึ่งโลหะหนักดังกล:าวจะไปเร:งการเกิดอนุมูลอิสระหลายประเภทเช:น peroxyl radical, hydroxyl 

radical และ alkyl radical รวมถึง singlet oxygen ดังน้ันการที่มีสารไปจับกับโลหะหนักเหล:าน้ีจะช:วยชะลอ

การเกิดอนุมูลอิสระในร:างกายไดK 

4. ยับย้ังการทำงานของเอ็นไซม@ที่เร:งปฏิกิรยิาอนุมูลอิสระ (enzyme inhibitor) สารประกอบฟaนอลคิ 

(phenolics) บางชนิด เช:น flavonoids, phenolic acid และ gallates สามารถยับย้ังการทำงานของเอนไซม@ 

lipoxygenase โดยสามารถเขKาจับกับไอออนของเหล็กซึ่งเปqน cofactor ส:งผลใหKเอนไซม@ดังกล:าวไม:สามารถ

ทำงานไดK 

 

Reactive oxygen species (ROS) และภาวะเครียดจากปฏิกิร ิยาออกซ ิเดชัน (oxidative 

stress) 

1. Reactive oxygen species (ROS) คือ อะตอมหรือโมเลกุลที่มีออกซิเจนเปqนองค@ประกอบและมี

ความไวในการทำปฏิกิริยาต:อสารอื่น โดยทั่วไป pro-oxidant จะหมายถึง ROS ซึ่งประกอบดKวย 2 กลุ:มใหญ:

ไดKแก: กลุ:มที่เปqนอนุมูล (radicals) และกลุ:มที่ไม:ใช:อนุมูล (nonradical)  โดยกลุ:มที่เปqนอนุมูลจะมีอิเล็กตรอน

ที่ไม:มีคู: (unpaired electron) อย:างนKอย 1 ตัวอยู:ที่ชั้นนอกสุด ทำใหKมีความไวในการทำปฏิกริิยากับสารอื่น 

โดยการใหKหรือรับอิเล็กตรอนเพื่อใหKตัวมันเองมีความเสถียร ตัวอย:างเช:น superoxide ion radical (O2
•-), 
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hydroxyl radical (OH•) และperoxyl radical (ROO•)  ส:วนกลุ :มที ่ไม:ใช:อนุมูล เช:น hydrogen peroxide 

(H2O2) และ organic peroxide (ROOH) เปqนตKน 

การเกิด ROS สามารถเกิดข้ึนไดKจากหลายสาเหตุทั้งจากแหล:งภายนอกร:างกาย เช:น รังสี อาหาร ยา 

มลพิษ สิ่งแปลกปลอม (xenobiotics) และ จุลชีพ หรือเกิดจากภายในร:างกาย เช:น เซลล@ เอ็นไซม@ที่ทำหนKาที่

ในการสร Kาง ROS ทั ้งทางตรงและทางอKอม กระบวนการหายใจโดยไมโตคอนเดร ีย (mitochondria 

respiration) โลหะทรานสิชัน (transition metal) รวมทั้งความผิดปกติของร:างกายและโรคต:างๆ 

2. ภาวะเครียดจากปฏิกิริยาออกซิเดชัน (oxidative stress) 

Redox reaction หรือ ปฏิกิริยา oxidation – reduction เปqนปฏิกิริยาทางชีวเคมีที่เกิดข้ึน ทั่วไปใน

ร:างกาย โดยปฏิกิริยา oxidation หมายถึง ปฏิกิริยาที่โมเลกุล หรืออะตอมมีการสูญเสีย อิเล็กตรอน และ

ปฏิกิริยา reduction หมายถึง ปฏิกิริยาที่โมเลกุล หรืออะตอมไดKรับอิเล็กตรอน โดยเรียกตวัที่ใหKอิเล็กตรอน 

ว:า reducing agent หรือ reductant และเรียกตัวรับอิเล็กตรอนว:า oxidizing agent หรือ oxidant โดย

ในทางชีววิทยาจะเรียก reductant ว:า antioxidant (สารตKานออกซิเดชัน) และเรียก oxidant ว:า pro-

oxidant (Prior and Cao, 1999) ในร:างกายของสิ่งมีชีวิตตามปกติจะมีการควบคุมสมดุลระหว:าง oxidant 

และ reductant ในสภาวะที่ร:างกายมีปริมาณ oxidant มากกว:า reductant จะเกิดภาวะ oxidative stress 

ซึ่งทำใหKเกิดความเสียหาย (oxidative damage) ตามมา (Kohen and Nyska, 2002) โดย oxidant ในที่น้ี

จะหมายถึง reactive oxygen species (ROS) ซึ่งจะเขKาทำปฏิกิริยากับชีวโมเลกุลต:างๆ เช:น ไขมัน โปรตีน 

และยังเปqนสาเหตุทำใหKดีเอ็นเอถูกทำลาย ซึ่งอาจนำไปสู:การเกิดการหยุดวงจรชีวติของเซลล@ และการตายของ

เซลล@ (cell cycle arrest and apoptosis) 

 

กลไกต@อตOานภาวะ oxidative stress ของร@างกาย 

ร:างกายมีกลไกต:อตKานภาวะ oxidative stress ไดKแก: กลไกในการซ:อมแซม เช:น กระบวนการ

ซ:อมแซมดีเอ็นเอ (Dizdaroglu et al., 2002) กลไกในการป<องกันการเกิด ROS (Kohen and Gati, 2000) 

เช:น การเปลี่ยนแปลงการทำงาน ของเอนไซม@ xanthine oxidase และกลไกทางกายภาพ เช:น วิตามินอี 

(tocopherol) ทำใหKเย่ือหุKม เซลล@แข็งแรงมากข้ึนนอกจากน้ียังมีกลไกของสารตKานออกซิเดชัน (antioxidant) 

ไดKแก: กลุ:มเอนไซม@ที่ช:วยลดปริมาณ ROS ไดKแก: superoxide dismutase (SOD), catalase, glutathione 

peroxidase และสารที ่ม ีน ้ำหน ักโมเลก ุลต่ำได Kแก :  uric acid, glutathione, tocopherol, carotenes, 

ascorbic acid และสารประกอบกลุ:มโพลีฟaนอล (polyphenol compounds) (Kohen and Nyska, 2002) 
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ว า น ิ ล ล ิ น  ( Vanillin) ห ร ื อ  4 - ไ ฮ ด ร อ ก ซี - 3 - เ ม ต ท อ ก ซ ี เ บ น ซ ั ล ด ี ไ ฮ ด 1  ( 4 - Hydroxy-3 -

methoxybenzaldehyde)  

เปqนสารทุติยภูมิ (secondary metabolites) ในธรรมชาติสามารถสกัดไดKจากฝ�กวานิลลา (Vanilla 

planifolia) (Bezerra et al., 2016) มีสูตรโมเลกุลคือ C8H8O3  ส:วนที่เปqน functional group คือ อัลดีไฮด@ 

(aldehyde) อีเทอร@ (ether) และ แอลกอฮอล@ (alcohol)  ในป�จจุบัน vanillin ที ่ถูกนำมาใชKไดKมาจาก

กระบวนการสังเคราะห@ เนื่องจากวานิลลิน ที่ไดKจากธรรมชาติมีราคาแพงมาก การสังเคราะห@วานิลลินเพื่อ

การคKาครั้งแรกตั ้งตKนจากยูจีนอล (eugenol) เมื่อผ:านกระบวนการ “ไอโซเมอเรชัน” จะไดK ไอโซยูจีนอล 

(isoeugenol) และตามดKวยกระบวนการ “ออกซิเดชัน” จะไดKวานิลลิน  สำหรับกระบวนการสังเคราะห@วานิล

ลินในป�จจุบันไดKจากปฏิกิริยาไรเมอร@-ไทมานน@ (Reimer-Tiemann reaction) วานิลลินสังเคราะห@มักนำมาใชK

เปqนสารแต:งกลิ่นใน อาหาร เครื่องด่ืม และยา  

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2 โครงสรKางของสารวานิลลิน 

 

วานิลลินจัดเปqนสารประกอบในกลุ:มโพลีฟaนอลิค (polyphenolic compounds) ซึ่งมีบทบาทสำคัญ

ในการดักจับอนุมูลอิสระต:างๆไม:ใหKไปกระตุKนหรือก:อใหKเกิดปฏิกิรยิาออกซเิดชัน โดยการใหKอนุมูล H• แก:อนุมูล

อิสระเหล:านั้น (Van Acker et al., 2000) นอกจากนี้สารประกอบ polyphenols ที่มีโครงสรKางของ ortho-

dihydroxyl phenol อยู:ในโมเลกุลยังสามารถยับย้ังการเกิดอนุมูล OH• ในปฏิกิริยาที่มีอนุมูลโลหะทรานซิชัน 

คือ Fe2+ และ Cu2+ เปqนตัวเหน่ียวนำโดยการเขKาจับกับโลหะดังกล:าวเกิดเปqนสารประกอบเชิงซKอน (complex) 

ไดKอีกดKวย (Sanchez-Moreno et al., 2000) นอกจากน้ียังมีรายงานการวิจัยถึงฤทธ์ิทางชีวภาพของวานิลลิน 

ไดKแก: ฤทธ์ิในการลดน้ำตาล ฤทธ์ิตKานการอักเสบ และฤทธ์ิยับย้ังการเจริญของเซลล@มะเร็ง (Tai et al., 2011)  

ฤทธ์ิยับย้ังเช้ือจุลินทรีย@ (Yemis, et al., 2011) นอกจากน้ียังมีฤทธ์ิตKานการเกิดออกซิเดชัน โดยที่ความเขKมขKน 

2.5 mmol/L พบว:าสามารถป<องกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของโปรตีนและไขมันที่ไมโตคอนเดรียของตับ

ไดK   มีการศึกษาผลของวานิลลินต:อการเพิ่มจำนวนและกระตุKนการส:งสัญญาณในเซลล@ผิวหนังมนุษย@ชนิดเค

อราติโนไซต@ (keratinocyte) และการรอดชีวิตของเซลล@โดยการวิเคราะห@ดKวย 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
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yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide พบว:าวานิลลินไม:มีพิษต:อเซลล@ สามารถสรKางและซ:อมแซมเซลล@

ผิวหนังไดK (Zhao, et al., 2017) 

โดยมีการวิจัยที่เปqนหลักฐานเชิงประจักษ@พบว:าสารฟaนอลิคในวานิลลินสามารถช:วยป<องกันเซลล@จาก

การถูกทำลายดKวยภาวะเครียดออกซิเดชัน (Bezerra et al., 2016) รวมทั้งในทางอุตสาหกรรมยาวานิลลินยัง

ใชKเปqนสารตKานการเกิดฟอง (antifoaming agent) ใชKในตำรับยาน้ำเพื่อลดการเกิดฟองในตำรับ (Kaur & 

Chakraborty, 2013)  
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บทท่ี 3 

วิธีดำเนินการวิจัย  

 

 

1. กลุ@มตัวอย@าง  

เซลล@ไลน@ 2 ชนิด คือ human keratinocyte (HaCaT) และ primary skin fibroblast (ATCC® CRL 2097, 

USA) 

 

2. เคร่ืองมือท่ีใชOในการวิจัย  

1. Cell culture CO2 incubator    

2. Lamina air flow hood    

3. Inverted microscope  

4. Microcentrifuge     

5. Autoclave 

6. Fluorescence microscope    

7. Water bath 

 

3. การเก็บรวบรวมขOอมูล  

ทำการวิจัยในหKองปฏิบัติการ cell culture 

 

4. วิธีการทดลองและการวิเคราะห1ขOอมูล 

4.1 การทดสอบความเปqนพิษต:อเซลล@ HaCaT และ skin fibroblast cell ของสาร vanillin โดยวิธี MTT 

assay 

การทดสอบความเปqนพิษของสาร vanillin โดยใชKเซลล@ HaCaT และ fibroblast มีวัตถุประสงค@ใน

การคัดเลือกความเขKมขKนที ่ เหมาะสมของสาร Vanillin ที ่ไม :เปqนพิษต:อเซลล@ผิวหนัง HaCaT และ 

fibroblast และเพื่อนำไปทดสอบฤทธิ์อื่น ๆ  ในเซลล@ผิวหนัง HaCaT และ fibroblast  ต:อไป  โดยเตรียม

เซลล@ HaCaT และ fibroblast ใส:ลงในจานเพาะเลี้ยงเซลล@ชนิด 96 หลุม ที่มีอาหารเพาะเลี้ยง บ:มในตูKอบ

แบบใชKคาร@บอนไดออกไซด@ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปqนเวลา 12 ชั่วโมง เมื่อครบระยะเวลาเปลี่ยน

อาหารเพาะเลี้ยงเปqนอาหารเพาะเลี้ยงที่ผสมสาร vanillin ที่ความเขKมขKนต:าง ๆ นำไปบ:มต:ออีก 24 ช่ัวโมง 

เม ื ่อครบกำหนดเต ิมสารละลาย MTT  (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
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bromide) ความเขKมขKน 0.5 มิลลิกรัมต:อมิลลิลิตร บ:มต:อเปqนระยะเวลา 4 ชั ่วโมง เมื ่อครบเวลานำ

สารละลาย MTT ออกและละลายผลึกฟอร@มาซาน (formazan crystal) ด Kวยสารละลาย DMSO 

(Dimethyl Sulfoxide) วัดค:าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร นำค:าการดูดกลืนแสงที่

อ:านไดKมาแปลผลเปqนรKอยละของการรอดชีวิตของเซลล@ (% cell viability) โดยรKอยละของการรอดชีวิต

ของเซลล@จะเท:ากับค:าการดูดกลืนแสงของหลุมที่ใส:สาร vanillin ต:อค:าการดูดกลืนแสงของหลุมควบคุมไม:

ใส:สารทดสอบใด ๆ โดยทำการทดลอง 3 ซ้ำ (triplicate) การคำนวณหารKอยละของการรอดชีวิตของเซลล@

ดังสมการ 

 

 

   

A570 of treatment คือค:าการดูดกลืนแสงของชุดที่ผสมสาร Vanillin ที่ความเขKมขKนต:าง ๆ 

A570 of control คือค:าการดูดกลืนแสงของชุดควบคุมที่ไม:ใส:สารทดสอบใด ๆ 

 

4.2 ผลการเหน่ียวนำใหKเกิดการตายแบบอะพอพโตซิสของสาร vanillin ในเซลล@ HaCaT และ fibroblast 

โดยดูการตายของเซลล@ดKวยการยKอมสีฟลูออเรสเซนต@ acridine orange และสี propidium 

iodide บันทึกภาพดKวย fluorescent microscope และทำการนับจำนวนเซลล@ที่ตายแบบอะพอพโต

ซิส (Phiboonchaiyanan, Kiratipaiboon, & Chanvorachote, 2016) ซึ่งเปqนการทดสอบความเปqน

พิษของสาร vanillin โดยใชKเซลล@ HaCaT และ fibroblast มีวัตถุประสงค@ในการคัดเลือกความเขKมขKนที่

เหมาะสมของสาร Vanillin ที่ไม:เปqนพิษต:อเซลล@ผิวหนัง HaCaT และ fibroblast และ สนับสนุนผลขKอ

ที่ 4.1 

 

4.3 ศึกษาฤทธ์ิของสาร vanillin ต:อการป<องกันเซลล@ผิวหนังจาก ROS 

4.3.1 การหาความเขKมขKนของ ROS ที่เหมาะสมต:อการทดสอบเซลล@ HaCaT และ fibroblast  

การหาความเขKมขKนของ ROS ที่เหมาะสม มีวัตถุประสงค@เพื่อนำไปทดสอบการป<องกันการตาย

ของเซลล@ HaCaT และ fibroblast จากการเหน่ียวนำดKวย ROS ไดKแก: H2O2  เตรียมเซลล@ HaCaT และ 

fibroblast cell lines ในจานเพาะเลี้ยงเซลล@ชนิด 96 หลุม จำนวน 1x104 เซลล@ต:อหลุม บ:มนาน 24 

ช่ัวโมง เมื่อครบระยะเวลาเปลี่ยนอาหารเพาะเลี้ยงเปqนอาหารเพาะเลี้ยงที่ผสมสารละลาย H2O2 ที่ความ

เขKมขKนต:าง ๆ ลงในเซลล@เพาะเลี้ยงแต:ละหลุม บ:มต:อเปqนเวลา 24 ช่ัวโมง ส:วนเซลล@กลุ:มควบคุมจะเติม

อาหารเพาะเลี้ยงในปริมาตรที่เท:ากัน ทำการประเมินการรอดชีวิตของเซลล@โดยวิธี MTT assay แปลผล

เปqนเปอร@เซ็นต@ของการรอดชีวิตของเซลล@ โดยคำนวณเปอร@เซ็นต@ของการรอดชีวิตของเซลล@กลุ:มที่ไดKรับ 

Cell viability (%) = A570 of treatment´ 100 
A570 of control 
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H2O2 เทียบกับกลุ:มควบคุมที่ไม:ใส:สารทดสอบใด ๆ ทำการทดลอง 3 ซ้ำ คัดเลือกความเขKมขKนของ 

H2O2 ที่ใหKเซลล@เหลือรอดชีวิต 50 เปอร@เซ็นต@ เพื่อนำมาศึกษาต:อไป 

 

4.3.2 ศึกษาผลของสาร vanillin ต:อการรอดชีวิตของเซลล@ HaCaT และ fibroblast จาก ROS  

ศึกษาหาความเขKมขKนและระยะเวลาของการบ:มสาร Vanillin ที่เหมาะสมต:อการป<องกันการตาย

ของเซลล@ เตรียมเซลล@ HaCaT และ fibroblast ในจานเพาะเลี้ยงเซลล@ชนิด 96 หลุม จำนวน 1x104 

เซลล@ต:อหลุม บ:มนาน 24 ชั่วโมง เมื่อครบระยะเวลาเปลี่ยนอาหารเพาะเลี้ยงเปqนอาหารเพาะเลี้ยงที่

ผสมสารvanillin โดยใชKความเขKมขKนที ่ไม:เปqนพิษต:อเซลล@ และกลุ :มควบคุมที ่ไม:ผสมใส:สารใด ๆ  

หลังจากบ:มจึงเติม H2O2 ความเขKมขKนที่ไดKจากการศึกษาในขKอ 4.2.1 บ:มต:อเปqนเวลา 24 ช่ัวโมง ทำการ

ประเมินการรอดชีวิตของเซลล@โดยวิธี MTT assay แปลผลเปqนเปอร@เซ็นต@ของการรอดชีวิตของเซลล@ 

โดยคำนวณเปอร@เซ็นต@ของการรอดชีวิตของเซลล@กลุ:มที่ไดKรับ H2O2 อย:างเดียวเทียบกับกลุ:มที่ใส:สาร 

vanillin ร:วมกับ H2O2 เปรียบเทียบกับกลุ:มควบคุมที่ไม:ใส:สารใด ๆ ทำการทดลอง 3 ซ้ำ  

 

4.4 การศึกษาฤทธ์ิกระตุKนการหายของบาดแผลในหลอดทดลอง (in vitro) ของสาร vanillin 

การทดสอบฤทธิ ์กระตุ KนการหายของบาดแผลโดยใชKแบบจำลองการหายของบาดแผล (in vitro 

wound healing model) ของสาร vanillin ดKวย วิธี Scratch assay เปqนการศึกษาในเซลล@เพาะเล ี้ยง

ชนิด HaCaT และ fibroblast โดยมีวัตถุประสงค@เพื่อประเมิน ประสิทธิภาพในการกระตุKนการเติบโต และ

เพิ่มจํานวนของเซลล@ที่เกีย่วขKองกับการซ:อมแซมบาดแผล รวมถึงการหายของบาดแผลใน in vitro wound 

healing model 

 

4.5 ประชากร  

ทำการศึกษาในหลอดทดลอง (in vitro) โดยใชKเซลล@ผิวหนังเพาะเลี้ยงชนิดคีราติโนไซด@และไฟโบรบ

ลาสต@ ทุกการศึกษาจะใชKจำนวนตัวอย:างมากกว:าหรือเท:ากับ 3  

 

4.6 การวิเคราะห@ขKอมูล  

ขKอมูลผลการทดลองทั้งหมดแสดงโดยใชKสถิติเชิงพรรณนา คือ mean ± standard deviation (โดย

วิเคราะห@ผลแบบ triplicate) สถิติในการวิเคราะห@ขKอมูลคือ one-way ANOVA ที่ระดับความเช่ือมั่น 95% 

(α = 0.05) และใชK Post hoc test ในการวิเคราะห@ความแตกต:างระหว:างขKอมูลในแต:ละกลุ :ม โดยใชK

โปรแกรม SPSS 
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บทท่ี 4 

ผลการวิเคราะห1ขOอมูล 

 

 

1.  ผลของสาร vanillin และ hydrogen peroxide (H2O2) ต:อการรอดชีวิตเซลล@ผิวหนังฮาแคท โดย

ทําการศึกษาความเปqนพิษของสาร vanillin และ H2O2 ที่ความเขKมขKนต:าง ๆ  โดยการใชKการวัดการมี

ชีวิตรอดของเซลล@โดยวิธี MTT เพื่อใหKไดKความเขKมขKนที่เหมาะสม สำหรับใชKในการทดสอบฤทธิ์อื่น ๆ  

ต:อไป 

 

1.1 ผลวิจัยพบว:าสาร vanillin  ที่ความเขKมขKน 10 – 500 µM ไม:มีผลทำใหKเซลล@ผิวหนังฮาแคทลด

จำนวนลง เมื่อเทียบกับกลุ:มควบคุมที่ไม:ไดKรับสาร vanillin  แต:ที่ความเขKมขKน 1000 µM ทำใหK

จำนวนเซลล@ผิวหนังฮาแคทที่รอดชีวิตลดลงอย:างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเทียบกับ

กลุ:มควบคุม (รูปที่ 3) ดังนั้น ผูKวิจัยจึงเลือกสาร vanillin  ที่ความเขKมขKน 0 – 50 µM สำหรับ

การศึกษาต:อไป 

 

 
รูปท่ี 3 กราฟแสดงความสัมพันธ@ระหว:างเปอร@เซ็นต@การรอดชีวิต (%cell viability) ของ

เซลล@ผิวหนังฮาแคท และความเขKมขKนของสาร vanillin ที่ความเขKมขKน 10 – 1000 µM จาก

การทดสอบดKวย MTT assay (*p-value < 0.05) 
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1.2 การทดสอบความเปqนพิษของสาร H2O2 (50 – 2000 µM) ต:อเซลล@ผิวหนังฮาแคท ผลการศึกษา

พบว:า สาร H2O2 ที่ความเขKมขKน 50 – 500 µM ไม:มีพิษต:อเซลล@ผิวหนังฮาแคท แต:ที่ความเขKมขKน 

750 – 2000 µM ทำใหKจำนวนเซลล@ผิวหนังฮาแคทที่รอดชีวิตลดลงอย:างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p 

< 0.05) เมื่อเทียบกับกลุ:มควบคุม (รูปที่ 4) ดังนั้น ผูKวิจัยจึงเลือกความเขKมขKนที่เปqนพิษต:อเซลล@

ของ H2O2 ที่ 750 µM เพื่อทำการทดสอบฤทธ์ิของสาร vanillin ในการป<องกันการตายของเซลล@

ผิวหนังฮาแคทต:อไป 

 

 

 
รูปท่ี 4 กราฟแสดงความสัมพันธ@ระหว:างเปอร@เซ็นต@การรอดชีวิต (%cell viability) ของ

เซลล@ผิวหนังฮาแคท และความเขKมขKนของสาร hydrogen peroxide (H2O2) ที่ความเขKมขKน 

50 – 2000 µM จากการทดสอบดKวย MTT assay (*p-value < 0.05) 
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2.  ผลต:อการตายของเซลล@ผิวหนังฮาแคท ของสาร vanillin ที่ความเขKมขKนที่ไม:เปqนพิษต:อเซลล@ โดยการ

ใชKการวัดการตายของเซลล@แบบ apoptosis และ necrosis โดย การยKอมสี fluorescence ชนิด 

acridine orange และ propidium iodide เพื่อยืนยันว:าความเขKมขKนที่ใชKไม:เปqนพิษต:อเซลล@ สำหรับ

ใชKในการทดสอบฤทธ์ิอื่น ๆ ต:อไป 

 

ผลวิจัยพบว:าสาร vanillin  ที่ความเขKมขKน 10, 25 และ 50 µM ไม:มีผลทำใหKเซลล@ผิวหนังฮา

แคทตายแบบ apoptosis และ necrosis เมื่อเทียบกับกลุ:มควบคุมที่ไม:ไดKรับสาร vanillin (รูปที่ 5)  

ดังน้ัน ผูKวิจัยจึงเลือกสาร vanillin  ที่ความเขKมขKน 10, 25 และ 50 µM สำหรับการศึกษาต:อไป 

 

 
รูปท่ี 5 การตายของเซลล@ฮาแคทหลังจากไดKรบัสาร vanillin ที่ความเขKมขKน 10 – 50 µM 

หลงัจากการยKอมดKวยสี fluorescence ชนิด acridine orange และ propidium iodide 
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3.  ผลป<องกันการตายของเซลล@ฮาแคทจาก hydrogen peroxide (H2O2) ของสาร vanillin โดยการใชK

การวัดการรอดชีวิตของเซลล@ โดยวิธี MTT  

 

ผลวิจัยพบว:า H2O2 ที่ความเขKมขKน 750 µM ทำใหKเซลล@ตาย โดยพบเปอร@เซน็ต@การรอดชีวิตของ

เซลล@ฮาแคทเท:ากับ 46% การใหKสาร vanillin ที่ความเขKมขKน 10, 25 และ 50 µM เปqนระยะเวลา 24 

ชั่วโมง ก:อนที่จะใหK H2O2 ทำใหKมีเปอร@เซ็นต@การรอดชีวิตของเซลล@ฮาแคทมากขึ้น โดยพบการเพิ่มข้ึน

อย:างมีนัยสำคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ:มที่ไดKรับ H2O2 อย:างเดียวที่ vanillin ความเขKมขKน 50 µM 

(รูปที่ 6) ดังนั้น จากผลการวิจัยนี้สรุปไดKว:าสาร vanillin ที่ความเขKมขKนที่ไม:เปqนพิษต:อเซลล@ฮาแคท 

ปกป<องการตายของเซลล@จาก H2O2 ไดK  

 

 
 

รูปท่ี 6 การรอดชีวิตของเซลล@ฮาแคทหลังจากไดKรบัสาร vanillin ที่ความเขKมขKน 10 – 50 

µM และ H2O2 ที่ความเขKมขKน 750 µM จากการทดสอบดKวย MTT assay (*p-value < 

0.05) 
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4.  ศึกษาความสามารถของสาร vanillin ในการเพิ่มการเคลื่อนที่ของเซลล@ฮาแคท ผูKวิจัยจึงศึกษาการ

เคลื ่อนที ่ของเซลล@ฮาแคท โดยทําการศึกษาผลของสาร vanillin ที ่ความเขKมขKนต:าง ๆ และวัด

ความสามารถในการเคลื่อนที่ของเซลล@ฮาแคทโดยวิธี wound healing assay 

 

  ผลวิจัยพบว:าเมื่อเซลล@ฮาแคทไดKรับสาร vanillin เปqนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง มีการเคลื่อนที่มากข้ึน 

เมื่อเทียบกับเซลล@ฮาแคทที่ไม:ไดKรับสาร vanillin (รูปที่ 7) โดยสรุป สาร vanillin สามารถเพิ่มการ

เคลื่อนที่ของเซลล@ผิวหนังชนิดฮาแคทไดK  

 

 
 

รูปท่ี 7 การเคลื่อนที่ของเซลล@ฮาแคทหลังจากไดKรับสาร vanillin ที่ความเขKมขKน 10 – 50 

µM เปqนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง  
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5.  ผลของสาร vanillin ต:อการรอดชีวิตเซลล@ผวิหนังไฟโบรบลาสต@ โดยทําการศึกษาความเปqนพิษของสาร 

vanillin ที่ความเขKมขKนต:าง ๆ  โดยการใชKการวัดการมีชีวิตรอดของเซลล@โดยวิธี MTT เพื่อใหKไดKความ

เขKมขKนที่เหมาะสม สำหรับใชKในการทดสอบฤทธ์ิอื่น ๆ ต:อไป 

 

ผลวิจัยพบว:าสาร vanillin ที่ความเขKมขKน 10 – 500 µM ไม:มีผลทำใหKเซลล@ผิวหนังไฟโบรบลา

สต@ลดจำนวนลง เมื่อเทียบกับกลุ:มควบคุมที่ไม:ไดKรับสาร vanillin แต:ที่ความเขKมขKน 1000 µM ทำใหK

จำนวนเซลล@ผิวหนังไฟโบรบลาสต@ที่รอดชีวิตลดลงอย:างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเทียบกับ

กลุ:มควบคุม (รูปที่ 8) ดังน้ัน ผูKวิจัยจึงเลือกสาร vanillin  ที่ความเขKมขKน 0 – 50 µM สำหรับการศึกษา

ต:อไป 

 

 

 

 
รูปท่ี 8 กราฟแสดงความสัมพันธ@ระหว:างเปอร@เซ็นต@การรอดชีวิต (%cell viability) ของ

เซลล@ผิวหนังไฟโบรบลาสต@ และความเขKมขKนของสาร vanillin ที่ความเขKมขKน 10 – 1000 

µM จากการทดสอบดKวย MTT assay (*p-value < 0.05) 

 

 

 

 

* 
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6.  ผลต:อการตายของเซลล@ผิวหนังไฟโบรบลาสต@ ของสาร vanillin ที่ความเขKมขKนที่ไม:เปqนพิษต:อเซลล@ 

โดยการใชKการวัดการตายของเซลล@แบบ apoptosis และ necrosis โดย การยKอมสี fluorescence 

ชนิด acridine orange และ propidium iodide เพื่อยืนยันว:าความเขKมขKนที่ใชKไม:เปqนพิษต:อเซลล@ 

สำหรับใชKในการทดสอบฤทธ์ิอื่น ๆ ต:อไป 

 

ผลวิจัยพบว:าสาร vanillin  ที่ความเขKมขKน 10, 25 และ 50 µM ไม:มีผลทำใหKเซลล@ผิวหนังไฟโบ

รบลาสต@ ตายแบบ apoptosis และ necrosis เมื่อเทียบกับกลุ:มควบคุมที่ไม:ไดKรับสาร vanillin (รูปที่ 

9)  ดังน้ัน ผูKวิจัยจึงเลือกสาร vanillin  ที่ความเขKมขKน 10, 25 และ 50 µM สำหรับการศึกษาต:อไป 

 

 

 
รูปท่ี 9 การตายของเซลล@ไฟโบรบลาสต@หลังจากไดKรับสาร vanillin ที่ความเขKมขKน 10 – 50 

µM หลงัจากการยKอมดKวยสี fluorescence ชนิด acridine orange และ propidium iodide 
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7.  ผลป<องกันการตายของเซลล@ไฟโบรบลาสต@จาก hydrogen peroxide (H2O2) ของสาร vanillin โดย

การใชKการวัดการรอดชีวิตของเซลล@ โดยวิธี MTT  

 

ผลวิจัยพบว:า H2O2 ที่ความเขKมขKน 750 µM ทำใหKเซลล@ตาย โดยพบเปอร@เซน็ต@การรอดชีวิตของ

เซลล@ไฟโบรบลาสต@เท :ากับ 81% การใหKสาร vanillin ที ่ความเขKมขKน 10, 25 และ 50 µM เปqน

ระยะเวลา 48 ชั่วโมง ก:อนที่จะใหK H2O2 ทำใหKมีเปอร@เซ็นต@การรอดชีวิตของเซลล@ไฟโบรบลาสต@ไม:

แตกต:างจากการไดKรับ H2O2 อย:างเดียว (รูปที่ 10) ดังนั้น จากผลการวิจัยน้ีสรุปไดKว:าสาร vanillin ที่

ความเขKมขKนที่ไม:เปqนพิษต:อเซลล@ไฟโบรบลาสต@ ไม:สามารถปกป<องการตายของเซลล@จาก H2O2 ไดK  

 

 
 

รูปท่ี 10 การรอดชีวิตของเซลล@ไฟโบรบลาสต@หลงัจากไดKรับสาร vanillin ที่ความเขKมขKน 10 

– 50 µM และ H2O2 ที่ความเขKมขKน 750 µM จากการทดสอบดKวย MTT assay (*p-value 

< 0.05) 
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8.  ศึกษาความสามารถของสาร vanillin ในการเพิ่มการเคลื่อนที่ของเซลล@ไฟโบรบลาสต@ ผูKวิจัยจึงศึกษา

การเคลื่อนที่ของเซลล@ไฟโบรบลาสต@ โดยทําการศึกษาผลของสาร vanillin ที่ความเขKมขKนต:าง ๆ และ

วัดความสามารถในการเคลื่อนที่ของเซลล@ไฟโบรบลาสต@โดยวิธี wound healing assay 

 

  ผลวิจัยพบว:าเมื่อเซลล@ฮาแคทไดKรับสาร vanillin เปqนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง มีการเคลื่อนที่มากข้ึน 

เมื่อเทียบกับเซลล@ไฟโบรบลาสต@ที่ไม:ไดKรับสาร vanillin (รูปที่ 11) โดยสรุป สาร vanillin สามารถเพิ่ม

การเคลื่อนที่ของเซลล@ผิวหนังชนิดไฟโบรบลาสต@ไดK  

 

 

 
 

รูปท่ี 11 การเคลื่อนที่ของเซลล@ไฟโบรบลาสต@หลังจากไดKรบัสาร vanillin ที่ความเขKมขKน 10 

– 50 µM เปqนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง  
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บทท่ี 5 

สรุปและอภิปรายผล 

 
สรุปผลการวิจัย  

สาร vanillin สามารถปกป<องการตายของเซลล@ผิวหนังชั้นนอกชนิดฮาแคทไดK โดยเพิ่มการรอดชีวิต

ของเซลล@จากการเหน่ียวนำใหKเกิดการตายจากสารประกอบที่มีออกซิเจนในโมเลกุล H2O2  และสาร vanillin 

สามารถเพิ่มการหายของบาดแผลไดK จากการเพิ่มการเคลื่อนที่ของเซลล@ผวิหนังชนิดฮาแคทและไฟโบรบลาสต@ 

ซึ่งขKอมูลที่ไดKสามารถนำสาร vanillin ไปพัฒนาต:อยอดเปqนเครื่องสำอางสำหรบัลดการเกิดริ้วรอย เพื่อป<องกนั

ผิวหนังเหี่ยวย:นไดK  

 

อภิปรายผลการวิจัย  

สารบริสุทธ์ิ รวมถึงสารสกัดจากพืชหลายชนิดมีรายงานการเพิ่มการสมานแผลไดK จากการที่สารน้ัน ๆ 

ม ีฤทธ ิ ์ ในการตKานอนุม ูลอ ิสระ (Artem Ataide et al., 2018) สารสก ัดจากพ ืช Grammatophyllum 

speciosum ซึ่งพบว:ามี phenolic contents และมีฤทธิ์ antioxidant จากการทดสอบดKวย DPPH assay, 

ABTS Radical Scavenging Activity แ ล ะ  Superoxide Anion Radical Scavenging (SOSA) 

Determination พรKอมกับพบอีกว:า สารสกัดจากพืช G. speciosum สามารถเพิ่มการเคลื่อนที่ของเซลล@ฮา

แคทไดK (Harikarnpakdee and Chowjarean, 2018) นอกจากนี้ยังพบรายงานของสาร curcumin ซึ่งเปqน

สาระสำคัญใน Curcuma longa (ขมิ้น) ในการเพิ่มการเคลื่อนที่ของเซลล@ไฟโบรบลาสต@ (Topman, Lin, & 

Gefen, 2013) ซ ึ ่ งส ัมพ ันธ @ก ับฤทธิ ์  ROS scavanging ของ curcumin (Barchitta et al., 2019) ด ัง น้ัน 

งานวิจัยนี้จึงศึกษาถึงผลในการเพิ่มการสมานแผล โดยทดสอบการเคลือ่นที่ของเซลล@ผิวหนังทั้งชั้นนอกและ

ชั้นใน คือ เซลล@ฮาแคทและไฟโบรบลาสต@ของสาร vanillin รวมถึงผลในการป<องกันการตายของเซลล@จาก

สารประกอบที่มีออกซิเจนในโมเลกุล 

Vanillin จัดเปqนสารประกอบในกลุ:มโพลีฟaนอลิค (polyphenolic compounds) ซึ่งมีบทบาทสำคัญ

ในการดักจับอนุมูลอิสระต:าง ๆ ไม:ใหKไปกระตุKนหรือก:อใหKเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน โดยการใหKอนุมูล H• แก:

อนุมูลอิสระเหล:านั้น (Van Acker et al., 2000) นอกจากนี้สารประกอบ polyphenols ที่มีโครงสรKางของ 

ortho-dihydroxyl phenol อยู:ในโมเลกุลยังสามารถยับยั้งการเกิดอนุมูล OH• ในปฏิกิริยาที่มีอนุมูลโลหะ

ทรานซิชัน คือ Fe2+ และ Cu2+ เปqนตัวเหน่ียวนำโดยการเขKาจับกับโลหะดังกล:าวเกิดเปqนสารประกอบเชิงซKอน 

(complex) ไดKอีกดKวย (Sanchez-Moreno et al., 2000) นอกจากน้ียังมีรายงานการวิจัยถึงฤทธ์ิทางชีวภาพ

ของวานิลลิน ไดKแก: ฤทธ์ิในการลดน้ำตาล (Srinivasan et al., 2008) ฤทธ์ิตKานการอักเสบ และฤทธ์ิยับย้ังการ

เจริญของเซลล@มะเร็ง (Tai et al., 2011) ฤทธ์ิยับยั้งเชื้อจุลินทรีย@ (Yemis et al., 2011) ผลการศึกษาครั้งน้ี 

พบว:า สาร vanillin ในขนาดที่ไม:เปqนพิษต:อเซลล@ผิวหนังชนิดฮาแคท สามารถปกป<องการตายของเซลล@ผิวหนัง
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ชนิดฮาแคทไดK โดยเพิ่มการรอดชีวิตของเซลล@จากการเหน่ียวนำใหKเกิดการตายจาก H2O2 ซึ่งน:าจะเกิดจากการ

ที่สาร vanillin มีฤทธ์ิ antioxidation ดังกล:าว  

การศึกษาครั้งนี ้ยังพบอีกว:าสาร vanillin สามารถเพิ ่มการหายของบาดแผลไดK จากการเพิ่มการ

เคลื่อนที่ของเซลล@ผิวหนังชนิดฮาแคทและไฟโบรบลาสต@ จากงานวิจัยที่ผ:านมาพบความสัมพันธ@ของการอักเสบ

และการเกิดภาวะเครียดออกซิเดชันในขั ้นตอนการสมานแผล (Frey RS, 2014) โดยพบว:าการเกิด ROS 

บริเวณแผล ส:งผลใหKกระตุKนการทำงานของเซลล@ในระบบภูมิคุKมกัน เช:น เม็ดเลือดขาวชนิด T lymphocyte 

แมคโครฟาจ B lymphocyte dendritic cells เปqนตKน ซึ่งระดับ ROS ที่สูงข้ึนจะส:งผลใหKเกิดภาวะเครียดออก

ซิเดช่ันและทำลายเซลล@ตามมาไดK ดังน้ัน สารที่ฤทธ์ิ antioxidation รวมไปถึง vanillin จึงอาจเพิ่มการสมาน

แผลไดKจากคุณสมบัติในการเปqน antioxidant  

 

ขOอเสนอแนะ 

ควรศึกษาถึงกลไกในการออกฤทธิ์ของสาร vanillin ในการป<องกันปกป<องการตายของเซลล@ผิวหนัง

และการเพิ่มการเคลื่อนที่ในเซลล@ฮาแคทและไฟโบรบลาสต@ต:อไป เพื่อที่จะพัฒนาสาร vanillin ไปพัฒนาต:อ

ยอดเปqนเครื่องสำอางสำหรับลดการเกิดริ้วรอย เพื่อป<องกันผิวหนังเหี่ยวย:นไดK  
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