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บทคัดย(อ

รายงานการวิจัย เร่ือง การพัฒนาตำรับอนุภาคนาโนสำหรับรักษาบาดแผลท่ีผิวหนังจากสารสกัด

เอทานอลของขDาวหักไรซGเบอรGร่ี เป\นการวิจัยทางหDองปฏิบัติการ เพ่ือพัฒนาทรานสเฟอรGโซมท่ีบรรจุสาร

สกัดจากขDาวหักไรซGเบอรGร่ี เพ่ือเพ่ิมความคงตัวใหDกับสารสกัด และเพ่ิมฤทธ์ิในการสมานบาดแผลของสาร

สกัด  

ขDาวหักไรซGเบอรGร่ีเกิดขึ้นอยSางหลีกเลี่ยงไมSไดDจากกระบวนการสีขDาวอินทรียGในประเทศไทย ที่ผลิต

ไดDหลายตันตSอปMและมีมูลคSาต่ำ มีงานวิจัยที่ตีพิมพGถึงสารอาหารอันทรงคุณคSาในสารสกัดขDาวหักไรซGเบอรGร่ี 

(RBE) เชSน แกมมาโอไรซานอล ปริมาณกรดไขมัน สารฟMนอลิก และสารฟลาโวนอยดG ที่มีฤทธิ์ตDานอนุมูล

อิสระ สารอาหารเหลSานี้สามารถนำไปใชDเป\นสSวนประกอบสำคัญในผลิตภัณฑGยาไดD แตSยังไมSมีการใชD

ประโยชนGจากกลไกนี้ในการสมานบาดแผล ในงานวิจัยนี้ ไดDมีการพยายามพัฒนาทรานสเฟอรGโซมที่บรรจุ

สารสกัดจากขDาวหักไรซGเบอรGร่ี (T-RBE) เพื่อเพิ่มความคงตัวใหDกับสารสกัด และเพิ่มฤทธิ์ทางชีวภาพของ

สารสกัด เทคโนโลยีสีเขียวถูกนำมาใชDในการเตรียม T-RBE โดยเป\นรายแรกท่ีใชDลาโนลิน PEG-75 (สารลด

แรงตึงผิวที่ไมSมีประจุ) ทำหนDาท่ีเป\นเอจแอคติเวเตอรG ผSานกระบวนการโฮโมจิไนซGเซชั่นดDวยความเร็วสูง

โดยไมSตDองใชDตัวทำละลายอินทรียG สSงผลใหDไดDอนุภาคทรงกลมขนาด 256.60 ± 1.59 นาโนเมตร ศักยGซีตา

เชิงลบที ่ 35.30 ± 1.26 คSาดัชนีการกระจายตัวของอนุภาคต่ำกวSาหนึ ่ง (0.25 ± 0.01 mV) และ

ประสิทธิภาพการกักเก็บสารสำคัญคือ 65.30 ± 2.98% โดย T-RBE มีความคงตัวสูงในชSวงเวลา 3 เดือน 

ไมSเป\นพิษตSอเซลลGไฟโบรบลาสตGและเซลลG HaCaT ของมนุษยG และสามารถเพิ่มการสมานบาดแผล โดย

ผSานเสDนทางการสSงสัญญาณ FAK/AKT ที่เกี่ยวกับการเคลื่อนที่ของเซลลG ลดระดับการผลิตไนไตรตG และ

ยับยั้งการเติบโตของเชื ้อ S. aureus โดยเทียบกับสารสกัด สูตรตำรับ T-RBE ชSวยใหDการปลดปลSอย

สารสำคัญเป\นแบบตSอเนื่อง และเพิ่มการซึมผSานสารสำคัญผSานผิวหนังไดDอยSางมีประสิทธิภาพ เหนือกวSา

สารสกัด ซึ่งชี้ใหDเห็นถึงศักยภาพในการใชD T-RBE ในระบบผิวหนังสำหรับการรักษาบาดแผลที่บกพรSอง

และหายชDา 
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 Abstract 

The research entitles “Development of nanoparticle formulation for skin wound 

healing from ethanolic riceberry broken rice extract” is the in-vitro study to develop 

riceberry broken rice extract-loaded transfersomes for improving the extract stability, and 

subsequently enhanced its wound healing property.  

Riceberry broken rice is inevitably generated from milling organic rice process in 

Thailand for several tons per year with low value. The valuable nutrients of Riceberry 

broken rice extract (RBE) has been published such as gamma-oryzanol, fatty acid content, 

phenolics and flavonoids with antioxidant activities. These can be applied as potentially 

active ingredients in pharmaceutical products, but its mechanisms for wound healing have 

not been exploited. In this research, an attempt has been made to develop RBE-loaded 

transfersomes (T-RBE) for improving the extract stability, and subsequently enhanced its 

bioactivities. The green technology was used to prepare T-RBE with the first to use PEG-75 

lanolin (nonionic surfactant) as edge activator via a high speed homogenization process 

without the use of organic solvents, resulting in homogeneous spherical nanoparticles with 

sizes of 256.60 ± 1.59 nm, negative zeta potential in -35.30 ± 1.26, polydispersity index 

value less than one (0.25 ± 0.01 mV), and entrapment efficiency of 65.30 ± 2.98 %. The T-

RBE was highly stable over a period of 3 months, not toxic to human fibroblast and HaCaT 

cells, and was able to enhance wound healing via the FAK/AKT signaling pathway, decrease 

nitrite production levels and inhibit the growth of S. aureus compared to the extract. T-

RBE formulation effectively sustained release of biological compounds and efficiently 

enhanced skin penetration over the extract, suggesting a potential use of T-RBE as dermal 

systems for impaired and delayed wound treatment.  
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บทนำ 

 

 

ความเปTนมาและความสำคัญของปWญหา 

 การสมานบาดแผลของผิวหนัง (acute wound healing) เป\นกระบวนการที ่ซับซDอนในการ

ซSอมแซมตัวเองของผิวหนังหลังจากไดDรับบาดเจ็บ ในผิวหนังปกติ ชั้นหนังกำพรDา (epidermis) และช้ัน

หนังแทD (dermis) จะทำหนDาที่สรDางเกราะกำบังป¶องกันรSางกายจากสิ่งแวดลDอมภายนอก เมื่อเกราะ

ป¶องกันน้ีถูกทำลายจะมีกระบวนการทางสรีรวิทยาเพ่ือรักษาบาดแผลท่ีเกิดข้ึนทันที นอกจากน้ีเม่ือเกิดการ

บาดเจ็บของผิวหนังจะมีกระบวนการทางชีวเคมีที่ซับซDอนเกิดขึ้นเป\นขั้นตอนที่สอดรับกันอยSางดีเพื่อรักษา

บาดแผล ซึ่งขั้นตอนการหายของแผลในขั้นตอนแรกเรียกวSา phase of coagulation หลอดเลือดเกิดการ

หดตัว (vasoconstriction) และมี platelets aggregation นำไปสูSการเกิด blood clot ทำใหDเลือดหยุด

และปกคลุมบาดแผลในระยะแรก ขั้นตอนที่สองคือ inflammatory phase เม็ดเลือดขาวจะเคลื่อนที่มา

บริเวณบาดแผล ทำใหDเกิดอาการ ปวด บวม แดง รDอนบริเวณแผล เม็ดเลือดขาวจะปลSอยเอนไซมGโปรตีเอส 

(protease) ม าย S อย  cell debris, bacteria และ  extracellular matrix ท ี ่ บ าดแผล  นอกจาก น้ี  

macrophage ซึ่งเป\นเซลลGที่สำคัญตSอการสมานบาดแผลจะหลั่ง growth factor ตSางๆ  อีกหลายชนิดมา

กระตุDนการเกิด proliferation phase ซึ่งเป\นขั้นตอนที่สามของการสมานบาดแผล เกิดการกระตุDนการ

สรDางคอลลาเจน (collagen) โดยเพิ่มการแบSงตัวและการเคลื่อนที่ของเซลลGไฟโบรบลาสตG (fibroblast) 

และเซลลGคีราติโนไซตG (keratinocyte) กระตุDนการสรDาง extracellular matrix การสรDางเสDนเลือดใหมS 

(angiogenesis) และการส ั ง เคราะห G เซลล G เย ื ่ อบ ุผ ิ ว  (re-epithelialization) ข ั ้นตอนส ุดท Dายคือ 

remodelling phase จะมีการเก ิด collagen remodelling และมีการลดจำนวนเซลลGต Sางๆ ของ

บาดแผลลง (decreasing cellularity) (Guo & Dipietro, 2010) 

 อยSางไรก็ตามแผลที ่ไมSสามารถหายไดDตามปกติจะกลายเป\นแผลเรื ้อรัง (chronic wound 

healing) ซึ่งอาจเกิดจากป†จจัยตSางๆ เชSน แผลในผูDสูงอายุ การสูบบุหรี่ การดื่มสุรา การติดเชื้อ ภาวะการ

ขาดสารอาหาร ตำแหนSงของแผล ภาวะโรคที่เป\นอยูS เชSน โรคเบาหวาน โรคอDวน โรคมะเร็ง เป\นตDน โดย

ป†จจัยเหลSานี้จะไปยับยั้งการสมานบาดแผลจากกลไกตSาง ๆ เชSน ทำใหDความยืดหยุSนของหลอดเลือดลดลง

สSงผลใหDผนังหลอดเลือดฝอยฉีกขาดงSาย ทำใหDการไหลเวียนเลือดและการนำออกซิเจนมายังบริเวณแผล

ลดลงสSงผลใหDแผลอยูSในภาวะขาดออกซิเจน (hypoxia) ทำใหDความสามารถในการสังเคราะหGคอลลาเจน

ของรSางกายลดลงสSงผลใหDเสDนใยคอลลาเจนอSอนแอ การทำหนDาที ่ของเม็ดเลือดขาวลดลงทำใหD

ความสามารถในการจับกินเชื้อโรคของเม็ดเลือดขาวลดลงสSงผลใหDแผลมีโอกาสติดเชื้อสูง โดยการติดเช้ือ

และการขาดออกซิเจนของแผลจะกระตุDน inflammatory phase ใหDยาวนานและรุนแรงขึ้น ทำใหDมีการ

หลั ่งเอนไซมG matrix metalloproteases (MMPs) เพิ ่มมากขึ ้น และมีการเพิ ่มระดับของ reactive 



 2 

oxygen species (ROS) ซึ่งจะสSงผลเสียตSอแผล รวมทั้งรบกวนการสังเคราะหGเซลลGเยื่อบุผิวและการสรDาง

หลอดเลือดฝอยอีกดDวย ซึ่งการรักษาบาดแผลไมSดีอาจนำไปสูSการเกิดรอยโรคและรอยแผลเป\นซึ่งยากจะ

รักษาตSอไป (Guo & Dipietro, 2010; Sandra et al., 2012; Fitzmaurice et al., 2011) 

 แมDในป†จจุบันเทคโนโลยีทางการแพทยGกDาวหนDาไปอยSางไมSหยุดยั้งในเรื่องการรักษาบาดแผลท่ี

เกิดขึ้น เชSน การใชDแผSนป´ดแผล การใชDยาทาแผลสด (antiseptic products) รวมทั้งการใชDเลเซอรGลดรอย

แผลเป\น ซึ่งลDวนเป\นการรักษาบาดแผลที่มีคSาใชDจSายสูง ดังนั้นหากมีวิธีป¶องกัน รักษา และสมานบาดแผล

บนผิวหนังไดDอยSางรวดเร็ว โดยทำใหDรSางกายไมSบาดเจ็บและลดคSาใชDจSาย จึงนSาจะเป\นทางเลือกที่ดีสำหรับ

การป¶องกันและแกDป†ญหาการเกิดแผลเรื้อรัง โดยเฉพาะอยSางยิ่งการใชDสารจากธรรมชาติซึ่งเป\นที่นิยมมาก

ขึ้นเนื่องจากความประทับใจของผูDบริโภคที่พิจารณาผลิตภัณฑGจากสารธรรมชาติวSาอาจจะปลอดภัยกวSา

ผลิตภัณฑGจากสารสังเคราะหGที่ใชDกันแบบดั้งเดิม นอกจากนี้สSวนผสมจากธรรมชาติมักมีฤทธิ์ตDานอนุมูล

อิสระ (antioxidant) และฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืนๆ ท่ีเป\นประโยชนGตSอการรักษาบาดแผล โดยหน่ึงในสSวนผสม

จากธรรมชาติที่เป\นที่รูDจักกันทั่วโลกคือ สารสกัดจากขDาว (Oryza sativa L., Poaceae) ซึ่งมีรายงานวSามี

ฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีศักยภาพในอุตสาหกรรมอาหารและยา ท้ังน้ีประเทศไทยมีความอุดมสมบูรณGดDวยขDาวมี

สีหลายชนิด หนึ่งในขDาวมีสีซึ่งเป\นที่นิยมและมีรายงานวิจัยสนับสนุนที่ตีพิมพGในวารสารวิชาการระดับ

นานาชาติที่เกี่ยวกับฤทธิ์การตDานอนุมูลอิสระ รวมทั้งฤทธิ์ทางชีวภาพอื่น ๆ คือ ขDาวไรซGเบอรGรี่ (riceberry 

rice) (Teeranachaideekul et al., 2018) โดยในขั ้นตอนการสีข DาวไรซGเบอรGร ี ่จะพบวSามีข>าวหัก 

(broken rice) เกิดขึ้นไดDถึง 20-30% ขDาวหักนี้หมายถึง เมล็ดขDาวหักที่มีความยาวตั้งแตS 2.5 สSวนขึ้นไป 

และใหDรวมถึงเมล็ดขDาวแตกเป\นซีกที่มีเนื้อที่เหลืออยูSไมSถึง 80% ของเมล็ด และในแตSละฤดูการเก็บเกี่ยว

จะไดDขDาวหักไรซGเบอรGรี่ (riceberry broken rice) จากการสีขDาวในปริมาณมากถึง 1,200-1,800 ตัน ขDาว

หักในปริมาณมากนี้จะถูกขายในทDองตลาดดDวยราคาถูก เพื่อเป\นอาหารสัตวG หรือเป\นวัตถุดิบสำหรับทำ

ขนม ทำเสDนก¨วยเตี๋ยว ในงานวิจัยที่ผSานมาพบวSา สารสกัดจากขDาว (riceberry rice extract) มีคุณสมบัติ

กระตุDนการสมานบาดแผล (Amin et al., 2015) ลดความเสี่ยงตSอการเกิดมะเร็ง (Tan et al., 2013) ลด

การหลุดรSวงของเสDนผม และลดการหงอกของเสDนผมไดD (Choi et al., 2014; Choi et al., 2015) 

 ป†จจุบันมีการศึกษาวิจัยในการนำสSงตัวยาหรือสารสำคัญดDวย ลิโพโซม (liposomes) มากมาย 

หลายการศึกษาพบวSา ลิโพโซมชSวยเพิ่มการซึมผSานผิวหนังของสารสำคัญไดD เนื่องจากสSวนประกอบและ

โครงสรDางของลิโพโซมที่คลDายคลึงกับผิวหนัง จึงสามารถซึมผSานผิวหนังไดDดีกวSาระบบนำสSงชนิดอื่น (He 

et al., 2019) นอกจากนี้ยังสามารถนำสSงตัวยาหรือสารสำคัญสูSบริเวณผิวที่มีป†ญหา เชSน โรคสะเก็ดเงิน 

(psoriasis), ติดเชื้อรา (mycosis), บริเวณที่มีขนดก (idiophatic hirsutism) และบริเวณผิวที่มีการติด

เชื้ออื่น ๆ ไดD เนื่องจากลิโพโซมสามารถกักเก็บตัวยาไวDในถุงไดDในปริมาณสูงจึงมีประโยชนGในการนำสSงตัว

ยาหรือสารสำคัญเฉพาะที่บนผิวหนัง ทำใหDสามารถลดขนาดยาลง และลดการเกิดอาการระคายเคือง

บริเวณผิวหนังไดD นอกจากนี้สารสำคัญหลายชนิดมีความคงตัวต่ำ เชSน เอนไซมG โปรตีน และสารตDาน

ปฎิกิริยาออกซิเดชัน (antioxidant) เชSน วิตามินซี และวิตามินอี ลิโพโซมชSวยป¶องกันสารสำคัญเหลSาน้ี
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จากการสลายตัวในสภาวะแวดลDอมไดD (Bozzuto & Molinari, 2015) ลิโพโซมสามารถชSวยป¶องกันการ

ระเหยของน้ำ ออกจากผิวหนังโดยไขมันที่เป\นสSวนประกอบของลิโพโซมจะแผSเป\นฟ´ลGมปกคลุมผิวหนังไวD 

(Chauhan et al., 2003) ในทDองตลาดไดDมีผลิตภัณฑGที่มีอนุภาคนาโนเป\นระบบนำสSง เชSน DECORTÉ 

Liposome, NanoVital Q10, Cosme Decorte Liposome, RATCHA Liposome Serum ซึ่งสามารถ

นำสSงสารสำคัญไดDอยSางมีประสิทธิภาพดีกวSาตำรับแบบเกSา เชSน ครีม หรือ อิมัลชั่น นอกจากนี้ยังทำใหD

ผลิตภัณฑGมีความนSาสนใจและเป\นการเพ่ิมมูลคSาใหDกับผลิตภัณฑGอีกดDวย 

 ดังนั้นโครงการวิจัยนี้จะเป\นการพัฒนาตSอยอดเพื่อใหDเกิดความสมบูรณGในงานวิจัย เพื่อใหDไดD

ผลิตภัณฑGรักษาบาดแผลที่มีประสิทธิภาพ ในรูปแบบลิโพโซมที่บรรจุดDวยสารสกัดจากขDาวหักไรซGเบอรGร่ี 

การวิจัยนี้เริ่มจากการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพตSาง ๆ ที่สนับสนุนกลไกที่เกี่ยวขDองกับการรักษาบาดแผลของ

สารสกัดจากขDาวหักไรซGเบอรGร่ี ประกอบดDวยการศึกษาความเป\นพิษของสารสกัดขDาวหักไรซGเบอรGร่ีตSอเซลลG

ผิวหนังคีราติโนไซตG และไฟโบรบลาสตG ดDวยวิธี MTT assay นอกจากนั้นยังทำการศึกษาถึงการเพ่ิม

ศักยภาพในการเคล่ือนท่ีของเซลลG (migration) และการเพ่ิมจำนวนของเซลลGท่ีกระตุDนโดยสารสกัดขDาวหัก

ไรซGเบอรGร่ี และดูถึงการเปลี่ยนแปลงระดับโปรตีนที่เกี่ยวขDองกับการเคลื่อนที่ของเซลลGเมื่อมีการซSอมแซม

บาดแผลดDวยวิธี western blot analysis ทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียที่สามารถกSอใหDเกิดการ

ติดเชื ้อบริเวณผิวหนังและเนื้อเยื ่ออSอน ทดสอบฤทธิ์ตDานการอักเสบในเซลลGเพาะเลี ้ยงแมคโครฟาจ 

(macrophage) ทำการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดขDาวหักไรซGเบอรGรี่ในการยับยั้งการทำงานของเอนไซมGอิ

ลาสเตส (elastase) และเอนไซมGคอลลาจิเนส (collagenase) รวมทั้งทำการทดสอบฤทธิ์ตDานอนุมูลอิสระ

ดDวยวิธีตSาง ๆ เพื่อเป\นขDอมูลในการนำไปใชDพัฒนาสูตรตำรับลิโพโซมบรรจุสารสกัดจากขDาวหักไรซGเบอรGร่ี

ตSอไป ตSอจากนั้นทำการทดสอบการปลดปลSอยตัวยาจากตำรับลิโพโซม (evaluation of drug release) 

โดยใชD  Franz diffusion cell การทดสอบการซ ึมผ Sานผ ิวหน ังของตำร ับล ิ โพโซม ( in vitro skin 

permeation) รวมทั้งศึกษาความคงตัวทางเคมีและทางกายภาพของสูตรตำรับลิโพโซมที่เตรียมขึ้น ดังน้ัน

งานวิจัยนี้จึงมีความนSาสนใจเป\นอยSางมากในการนำเศษขDาวหักซึ่งเป\นของเหลือจากการสีขDาวมาพัฒนา

เป\นผลิตภัณฑGลิโพโซมรักษาบาดแผล เป\นการเพิ่มมูลคSาสารจากธรรมชาติ และยังถือเป\นองคGความรูDใหมS

ของการใชDสารสกัดจากขDาวหักไรซGเบอรGร่ีในการสมานบาดแผลอีกดDวย 

 

วัตถุประสงคf 

1) ศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพโดยไมSใชDเซลลGเพาะเลี้ยง (non cell-based assay) โดยศึกษาฤทธ์ิ

ตDานอนุมูลอิสระ (antioxidant activity) ฤทธิ ์ยับยั ้งเอนไซมGอิลาสเตส (anti-elastase 

activity) และฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมGคอลลาจิเนสanti-collagenase activity) ของสารสกัดขDาว

หักไรซGเบอรGร่ี 

2) ศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพโดยใชDเซลลGเพาะเลี้ยง (cell-based assay) โดยศึกษาฤทธิ์ตDานเช้ือ

แบคทีเรีย (antibacterial activity) ท่ีกSอใหDเกิดการติดเชื้อบริเวณผิวหนังและเนื้อเยื่ออSอน 
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ทำการศึกษาถึงการเพิ่มศักยภาพในการเคลื่อนที่ของเซลลGผิวหนัง (migration) และการเพ่ิม

จำนวนของเซลลGที่กระตุDนโดยสารสกัดขDาวหักไรซGเบอรGรี่ รวมทั้งศึกษาการเปลี่ยนแปลงของ

ระดับโปรตีนที่เกี่ยวขDองกับการเคลื่อนที่ของเซลลGผิวหนัง ทดสอบฤทธิ์ตDานการอักเสบใน

เซลลGเพาะเล้ียงแมคโครฟาจ  

3) พัฒนาตำรับลิโพโซมใชDเฉพาะที่จากสารสกัดขDาวหักไรซGเบอรGรี่สำหรับรักษาบาดแผลบริเวณ

ผิวหนัง ศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสูตรตำรับ รวมถึงการศึกษาความคงตัวของผลิตภัณฑG 

 

 

กรอบแนวคิดในการวิจัย 

 

การวิเคราะห*หาปริมาณสารองค*ประกอบที่สำคัญในสารสกัดข<าวหักไรซ*เบอร*รี่ 

i 

การควบคุมมาตรฐานของสารสกัดข<าวหักไรซ*เบอร*รี่ 

i 

การศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพและคุณสมบัติของสารสกัดข<าวหักไรซ*เบอร*รี่ 

i 

การหาคNาการละลาย และความคงตัวทางเคมีกายภาพของสารละลายสารสกัดข<าวหักไรซ*เบอร*รี่ 

i 

พัฒนาสูตรตำรับลิโพโซมผสมสารสกัดข<าวหักไรซ*เบอร*รี่ 

i 

การศึกษาลักษณะและคุณสมบัติทางเคมีกายภาพของลิโพโซมบรุรสารสกัดข<าวหักไรซ*เบอร*รี่ 

i 

การประเมินความคงตัวสูตรตำรับลิโพโซมผสมสารสกัดข<าวหักไรซ*เบอร*รี่ 

i 

การศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของลิโพโซมบรรจสุารสกัดข<าวหักไรซ*เบอร*รี่ 

 

 

 



 

 

5 

ประโยชนfท่ีคาดว(าจะได>รับ  

ความรูDท่ีไดDจากการศึกษาวิจัยน้ีสามารถพัฒนาใหDเกิดผลิตภัณฑGใหมSในรูปแบบลิโพโซมบรรจุสารสกัดขDาว

หักไรซGเบอรGร่ีสำหรับสมานบาดแผลท่ีมีประสิทธิภาพ มีความคงตัว และมีความปลอดภัย  

1. ไดDองคGความรูDใหมSเรื่องการกระตุDนการสมานบาดแผลของเซลลGผิวหนังคีราติโนไซตG และไฟโบ

รบลาสตG 

2. สามารถตีพิมพGในเอกสารทางวิชาการ (technical paper) 

3. กลุSมเป¶าหมายท่ีจะไดDรับประโยชนGคือ ผูDท่ีสนใจ และตDองการนำงานวิจัยไปใชDในการสSงเสริม

การแปรรูปเพ่ือเพ่ิมมูลคSาผลิตผลทางการเกษตรใหDเป\นท่ียอมรับ รวมถึงผูDประกอบการดDาน

ยาและเคร่ืองสำอาง 
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บทท่ี 2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวข>อง 

 

 

ข>าวไรซfเบอรfร่ี (Riceberry rice) 

ในประเทศไทยมีพันธุ Gข Dาวจำนวนมาก และยังมีรายงานวSาขDาวมีส ี (pigmented rice) มี

ความสามารถในการตDานอนุมูลอิสระที่สูงกวSาขDาวที่ไมSมีสี (white rice) ซึ ่งประเทศไทยมีความอุดม

สมบูรณGไปดDวยขDาวมีสีหลายชนิด หนึ่งในขDาวมีสีซึ่งเป\นที่นิยม มีกำลังผลิตที่มากพอในการทำอุตสาหกรรม

เชิงพาณิชยG และมีรายงานวิจัยสนับสนุนที่ตีพิมพGในวารสารวิชาการระดับนานาชาติที่เกี่ยวกับฤทธิ์การตDาน

อนุมูลอิสระ รวมทั้งฤทธิ์ทางชีวภาพอื่นๆ คือ ขDาวไรซGเบอรGรี่ (riceberry rice) (Teeranachaideekul et 

al., 2018) 

ขDาวไรซGเบอรGรี่ (riceberry rice) เป\นขDาวเจDา ไมSไวแสง เมล็ดขDาวกลDองมีสีมSวงเขDม เป\นสายพันธุGท่ี

ถูกพัฒนาขึ้นมาใหมSโดยการผสมขDามพันธุGระหวSาง ขDาวเจDาหอมนิล มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรG (พันธุGพSอ) 

กับขDาวขาวดอกมะลิ 105 (ขDาวหอมมะลิ) จากสถาบันวิจัยขDาว (พันธุGแมS) โดยเริ่มผสมพันธุGเมื่อปM พ.ศ. 

2545 ณ ศูนยGวิทยาศาสตรGขDาว มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรG วิทยาเขตกำแพงแสน จ.นครปฐม ขDาวสาย

พันธุGพิเศษสีมSวงนี้สามารถปลูกไดDตลอดทั้งปM ตDองปลูกแบบเกษตรอินทรียG รวมทั้งตDองปลูกในสภาพอากาศ

เย็น ไมSเชSนนั้นอาจสSงผลตSอสีของเมล็ดขDาว และจะทำใหDคุณคSาทางโภชนาการที่มีอยูSในขDาวไรซGเบอรGรี่มีไมS

ครบถDวนสมบูรณGไดD ขDาวไรซGเบอรGรี่อุดมไปดDวยคุณคSาทางอาหารสูง โดยคุณประโยชนGที่เดSนชัดที่สุดจะพบ

ไดDในเยื่อหุDมเมล็ดขDาว และรำขDาว โดยมีคุณสมบัติตSอตDานอนุมูลอิสระไดDดี โดยสSวนประกอบสำคัญของสาร

สกัดจากขDาวสี ไดDแกS กรดฟ´นอลิก (phenolic acids),  ฟลาโวนอยดG (flavonoids), แอนโทไซยานิน 

(anthocyanins), โปรแอนโทไซยานิน (proanthocyanins), โทโคฟMรอล (tocopherols) และ แกมมาโอ

ไรซานอล (γ-oryzanol) นอกจากนั้นยังอุดมไปดDวยสารอาหารอื่นๆที่มีประโยชนGตSอรSางกายอีกมากมาย

หลายชนิด ซึ่งสารอาหารเหลSานี้มีสSวนชSวยในการบำรุงรSางกาย ลดความเสี่ยงตSอการเกิดมะเร็ง และชSวย

ป¶องกันโรคตSางๆไดD นอกจากนั้นยังมีสSวนชSวยในการสรDางคอลลาเจน (collagen) ชSวยลดความเสื่อมของ

ผิวหนังไดDอีกดDวย 

ในขั้นตอนการสีขDาวไรซGเบอรGรี่ จะพบวSามีขDาวหัก (broken rice) เกิดขึ้นไดDถึง 20-30% ขDาวหักน้ี

หมายถึง เมล็ดขDาวหักที่มีความยาวตั้งแตS 2.5 สSวนขึ้นไป และใหDรวมถึงเมล็ดขDาวแตกเป\นซีกที่มีเนื้อท่ี

เหลืออยูSไมSถึง 80% ของเมล็ด และในแตSละฤดูการเก็บเกี่ยวจะไดDขDาวหักไรซGเบอรGรี่ (riceberry broken 

rice) จากการสีขDาวในปริมาณมากถึง 1,200-1,800 ตัน ขDาวหักในปริมาณมากนี้จะถูกขายในทDองตลาด

ดDวยราคาถูกเพ่ือเป\นอาหารสัตวG หรือเป\นวัตถุดิบสำหรับทำขนม ทำเสDนก̈วยเต๋ียว  
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จากรายงานการวิจัยพบวSา โครงสรDางที ่หลากหลายและความซับซDอนของโครงสรDาง ทำใหD

สารประกอบฟMนอลมีคุณสมบัติในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มากมาย จึงทำใหDมีการนำมาใชDประโยชนG

เก่ียวกับผิวหนัง ดังน้ี (Działo et al., 2016) 

1 การสSงเสริมสุขภาพตามคุณสมบัติการตDานอนุมูลอิสระ (antioxidant) การตDานการ

อักเสบ  (anti-inflammatory) และการตDานเช้ือจุลชีพ (antimicrobial action) 

2 การชะลอวัย (anti-aging) เชSน การฟ≥ ¥นฟูเซลลGผิว การกระตุ DนการสรDางคอลลาเจน 

(collagen) และอีลาสติน (elastin) ลดการสรDางเมลานิน (melanin) การป¶องกันรังสียูวี 

เป\นตDน 

3 รักษาอาการผิดปกติของผิวหนัง เชSน โรคสะเก็ดเงิน มะเร็งผิวหนัง ผื ่นคันโรซาเซีย 

(rosacea) เป\นตDน 

4 การสมานบาดแผล เชSน แผลผSาตัด แผลเร้ือรัง แผลไฟไหมD เป\นตDน 

ในงานวิจัยที่ผSานมาพบวSา สารสกัดจากขDาวหักไรซGเบอรGร่ี (riceberry broken rice extract) มี

คุณสมบัติกระตุDนการสมานบาดแผล (Amin et al., 2015) ลดความเสี่ยงตSอการเกิดมะเร็ง (Tan et al., 

2013) ลดการหลุดรSวงของเสDนผม และลดการหงอกของเสDนผมไดD (Choi et al., 2014; Choi et al., 

2015; Luang-In et al., 2018) Somted และคณะ (2015) ศึกษาฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย

กSอโรค 6 ชนิด ไดDแกS Bacillus cereus, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Pseudomonas 

aeruginosa, Salmonella enteritis และ Staphylococcus aureus ของขDาวเมล็ดสีมSวง 4 ชนิด ไดDแกS 

ขDาวหอมลDานนา ขDาวหอมนิล ขDาวไรซGเบอรGรี่ และขDาวเหนียวดำพันธุGลืมผัว โดยใชDวิธี agar disc diffusion 

ผลการวิจัยพบวSา สารสกัดแอนโทไซยานินจากขDาวเมล็ดสีมSวงแตSละชนิด มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเช้ือ

แบคทีเรียทั้ง 6 ชนิด โดยเรียงลำดับเชื้อที่มีความกวDางของบริเวณยับยั้ง (inhibitory zone) มากที่สุดไป

นDอยท่ีสุด ดังน้ี Bacillus cereus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, salmonella enteritis, 

Enterobacter aerogenes และ Pseudomonas aeruginosa  

Pukdee และคณะ (2016) ศึกษาการสกัดขDาวไรซGเบอรGร่ีดDวยเอทานอล 50, 60, 70, 80, 90 และ 

100 เปอรGเซ็นตG โดยใชDวิธีแชSยุSย เป\นเวลา 2, 4, 6 และ 12 ชั่วโมง ผลการวิจัยพบวSา ขDาวไรซGเบอรGรี่ที่สกัด

ดDวยเอทานอล 70 เปอรGเซ็นตG เป\นเวลา 6 ชั่วโมง มีปริมาณสารประกอบฟMนอลโดยรวมและสารกลุSมแอน

โท ไ ซย าน ิ น โ ดย ร วมส ู ง ท ี ่ ส ุ ด  ค ื อ  53.354±1.373 mg GAE/g extract (milligram gallic acid 

equivalent/gram extract) แ ล ะ  42.582±2.892 mg C3G/g extract (milligram cyanidin-3-

glucoside/gram extract) ตามลำดับ และเมื่อนำสารสกัดที่ไดDมาทดสอบการตDานอนุมูลอิสระดDวยวิธี 

ABTS และ FRAP พบวSา มีคSา IC50 (50% inhibitory concentration) เทSากับ 0.015±0.0003 มิลลิกรัม

ต S อ ม ิ ล ล ิ ล ิ ต ร  แ ล ะ  2,765.766±39.844 mg TEAC/g extract (milligram Trolox equivalent 

antioxidant capacity/gram extract) ตามลำดับ จึงสรุปไดDวSา สารสกัดขDาวไรซGเบอรGรี่มีศักยภาพในการ

นำไปประยุกตGใชDทางยาและเคร่ืองสำอางไดD 
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Teeranachaideekul และคณะ (2018) ศึกษาปริมาณสารประกอบฟMนอลโดยรวม ปริมาณ

สารประกอบฟลาโวนอยดGโดยรวม และฤทธิ์ทางชีวภาพ เพื่อนำไปประยุกตGใชDในทางยาและเครื่องสำอาง 

ของขDาวสี 5 สายพันธุG ไดDแกS ขDาวสังขGหยด ขDาวมันปู ขDาวหอมนิล ขDาวไรซGเบอรGรี่ และขDาวลืมผัว โดยสกัด

ทั ้งเมล็ดดDวยเอทานอล 50 เปอรGเซ็นตG ผลการวิจัยพบวSา ปริมาณสารประกอบฟMนอลโดยรวมและ

สารประกอบฟลาโวนอยดGโดยรวมของขDาวทั้ง 5 สายพันธุGอยูSในชSวง 128-322 mg GAE/g extract และ 

86-341 mg CE/g extract  (milligram catechin equivalent/gram extract) ตามลำดับ รวมถึงมีฤทธ์ิ

ในการตDานอนุมูลอิสระสูง เมื่อทดสอบดDวยวิธี DPPH และ ABTS นอกจากนี้ยังมีประสิทธิภาพในการยับย้ัง

เอนไซมGไทโรซิเนส (tyrosinase) ยับยั้งการสรDาง AGEs (glycation end products) สามารถดูดซับรังสียู

วี และมีความปลอดภัยตSอเซลลGไฟโบรบลาสตG (fibroblasts) ของมนุษยG โดยพบวSา ที่ระดับความเขDมขDน 

400 ไมโครกรัมตSอมิลลิลิตร การรอดชีวิตของเซลลGสูงกวSา 50 เปอรGเซ็นตG               

Boonpisuttinant และคณะ (2019) ศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจากแกลบและรำขDาว

ไรซGเบอรGรี่ โดยใชDวิธีสกัด 3 แบบ คือ ตDมดDวยน้ำ แชSยุSยดDวยเอทานอล 95 เปอรGเซ็นตG และบSมดDวยเชื้อรา 

Saccharomyces cerevisae var. burgundy ผลการวิจัยพบวSา องคGประกอบทางเคมีที่พบโดยสSวนใหญS

ในสารสกัดจากแกลบและรำขDาวที่ไดDจากการสกัดทั้งสามแบบ คือ สารกลุSมแซนโทน (xanthones) และฟ

ลาโวนอยดG (flavonoids) โดยสารสกัดรำขDาวไรซGเบอรGรี่ที่บSมดDวยเชื้อ Saccharomyces cerevisae var. 

burgundy มีความสามารถในการตDานอนุมูลอิสระ DPPH และการจับกับโลหะ (metal chelating 

capacity) เมื่อทดสอบดDวยวิธี ferrous ion chelating สูงที่สุด เมื่อเปรียบเทียบกับวิตามินซี และกรดเอ

ทิล ีนไดอะมีนเตตราอะซิต ิค (ethylenediamine tetraacetic acid; EDTA) โดยมีค Sา IC50 เท Sากับ 

0.25±0.02 และ 0.22±0.02 ม ิลล ิกร ัมต Sอม ิลล ิล ิตร ตามลำด ับ และเม ื ่อทดสอบด Dวยว ิธ ี  ferric 

thiocayanate พบวSา สารสกัดรำขDาวไรซGเบอรGรี่ที่ตDมดDวยน้ำ มีความสามารถในยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา

ออกซิเดชันของไขมัน (lipid peroxidation) และจากการทดสอบ ดDวยวิธี Dapachrome พบวSา สารสกัด

รำขDาวไรซGเบอรGร่ีท่ีบSมดDวย Saccharomyces cerevisae var. burgundy สามารถยับย้ังเอนไซมGไทโรซิเน

สไดDดีท่ีสุด โดยมีคSา IC50 เทSากับ 0.11±0.01 มิลลิกรัมตSอมิลลิลิตร 

 

Acute wound healing  

โดยทั่วไปในคนปกติที่แข็งแรง เวลาเกิดบาดแผล (มีการบาดเจ็บตSอผิวหนังถึงชั้น dermis) จะมี

กลไกการหายของแผลเกิดขึ ้นไดDเองโดยธรรมชาติ ซึ ่งจะมีขั ้นตอนการหายของแผลดังนี ้ (phase of 

wound healing) (Cohen et al., 1999; Dang et al., 2003; Guo & Dipietro, 2010) 

1. Phase of coagulation เมื ่อมีบาดแผลเกิดขึ ้น จะมีการฉีกขาดของเสDนเลือด ทำใหDเกิด 

bleeding รSางกายจะมีปฏิกิริยาตSอเสDนเลือดทำใหDเกิด vasoconstriction และมี platelets aggregation 

ซึ่งเกิดขึ้นไดDโดยอาศัย chemical substance จากเซลลGที ่เกิด injury เป\นตัวกระตุDน นำไปสูSการเกิด 

blood clot (coagulation cascade) ซึ ่งมี coagulation factor ตSาง ๆ รSวมดDวย ใน blood clot จะ
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ประกอบดDวย fibrin ซึ่งอยูSในรูปของ meshwork ทำใหDเลือดหยุดและจะปกคลุมบาดแผลในระยะแรก 

นอกจากนี้ยังจะเป\น frame work ใหDเซลลGตSางๆในขบวนการของ wound healing เขDามา ถDา fibrin 

meshwork ไมSสมบูรณG ก็จะมีผลตSอ wound healing ไดD platelets นอกจากจะเป\นเซลลGเริ่มตDนของ

ขบวนการ wound healing แลDวโดยการเกิด aggregation ตัวมันเองยังมีการปลSอย cytokine ตSางๆมา

กระตุDนทำใหDกระบวนการของ wound healing ดำเนินตSอไปดDวย เชSน platelet – derived growth 

factor (PDGF), Transforming growth factor (TGF), fibroblast growth factor -2 (FGF-2) เป\นตDน  

2. Inflammatory phase เร่ิมเกิดข้ึนภายใน 10-30 นาที หลังจากเกิดบาดแผล ซ่ึงจะมีการเกิด 

vasodilation, increased capillary permeability, complement activation, white blood cell 

(PMN, monocyte) migration ทำใหDเกิดอาการ ปวด บวม แดง รDอน ที่บริเวณแผล เมื่อ white blood 

cell มาที่แผล ก็จะทำลาย cell debris, bacteria และ extracellular matrix ที่ Injured โดยการปลSอย 

enzyme protease มายSอย นอกจากนี้แมคโครฟาจซึ่งเป\นเซลลGที่สำคัญตSอ wound healing ยังหล่ัง 

growth factor ต S า ง ๆ  อ ี ก หล ายต ั ว ม าก ร ะต ุ D น ก า ร เ ก ิ ด  proliferation เ ช S น  angiogenesis, 

epithelialization, fibroblast proliferation, migration และ collagen synthesis เป\นตDน  

3. Proliferation phase บาดแผลจะมีการเกิด granulation tissue, angiogenesis, wound 

contracture และ epithelialization ซึ ่งจะมีเซลลGตSางๆเขDามาแทนที่ inflammatory cell การสรDาง 

granulation tissue ความหมายคือการมี new extracellular matrix เกิดขึ้น สSวนใหญSก็คือคอลลาเจน

ซึ่งถูกสรDางโดยไฟโบรบลาสตG โดยมี cytokine มาเป\นตัวกระตุDนทำใหDเกิด fibroblast proliferation, 

fibroblast migration และ collagen synthesis นอกจากนี้ในกระบวนการสรDางคอลลาเจน ยังมีสาร

ตSางๆ ที่มีความสำคัญตSอกระบวนการนี้ เชSน วิตามินซี เหล็ก และออกซิเจน ซึ่งเป\น co-factor สำคัญใน

การเกิด hydroxylation ของ prolene และ lysine เป\นตDน 

การเกิด angiogenesis ซึ่งถูกกระตุDนโดยแมคโครฟาจ และภาวะ tissue hypoxia โดยแมคโคร

ฟาจ ซ ึ ่งเป \นเซลล Gท ี ่ม ีบทบาทสำคัญในทุกกระบวนการของ wound healing จะหลั ่งสารพวก 

transforming growth factor มากระตุDน endothelial cell สรDางเสDนเลือดใหมSเกิดข้ึน  

การเก ิด wound contraction เซลล Gไฟโบรบลาสต Gนอกจากจะสร Dางคอลลาเจน และ 

extracellular matrix อื่นๆแลDว ยังมีบทบาทสำคัญในการเกิด wound contracture โดยตัวมันเองจะ

เคลื่อนไปที่ขอบของแผล และเปลี่ยนเป\น myofibroblast ซึ่งจะมีพลังในการดึงขอบแผลเขDาหากัน ใน

แผลท่ีปลSอยใหDหายเองจะมี wound contracture มากกวSาในแผลท่ีเย็บป́ด (primary closure)  

การเกิด epithelialization เซลลGคีราติโนไซตG หรือ epithelial cell จะเคลื่อนที่มาปกคลุม 

granulation tissue โดยที่การเคลื่อนที่และการแบSงตัวจะมาจากบริเวณขอบแผล และในสSวนของ skin 

appendage ( hair follicle, sebaceous gland, sweat gland) ที่ยังหลงเหลืออยูSในบาดแผล โดยการ

กระตุDนของ growth factor ตSางๆ ที่หลั่งจากแมคโครฟาจ เชSน fibroblast growth factor, insulin-like 

growth factor, epidermal growth factor เป\นตDน นอกจากนี้ epithelialization ยังเกิดไดDดีในแผลท่ี
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มี moist wound environment และเกิดไดDชDาถDามี necrotic tissue และ scab ขวางอยูS epithelial 

cell จะแบSงตัวและเคลื่อนที่มาปกคลุม granulation tissue จนหมด ถึงจะหยุดกระบวนการซึ่งเรียก

กระบวนการน้ีวSา contract inhibition  

4. Remodelling phase หรือ maturation phase เป \นระยะสุดทDายของกระบวนการ 

wound healing ซ่ึงจะเร่ิมประมาณ 20 วัน หลังการเกิดบาดแผลและดำเนินตSอไปไดD ต้ังแตSหลายเดือนไป

จนถึงหลายปM ขึ ้นอยูSกับบาดแผลนั้นๆ เชSน ตำแหนSง, ระยะเวลาการหายของแผล, ความรุนแรงของ

บาดแผล ระยะนี้แผลจะมีความแข็งแรงขึ้น (increase tensile strength) โดยมีการเกิด collagen cross 

link และมีการลดจำนวนเซลลGตSางๆของบาดแผลลง (decreasing cellularity) ซึ่งชSวงนี้แผลเป\น (scar) 

จะมีเลือดมาเลี้ยงลดลง การสรDางคอลลาเจนลดลง และมีการทำลายของคอลลาเจนมากขึ้น จนถึงภาวะ

สมดุลของการสรDางและทำลายคอลลาเจนทำใหDแผลเป\นนิ่มลง, แบนลง, เรียบ และมีสีจาง ซึ่งขบวนการ

เหลSาน้ีถูกควบคุมโดยเซลลGแมคโครฟาจ สำหรับแผลเป\นท่ี mature แลDว ความแข็งแรงก็ไมSเกิน 80% ของ

ผิวหนังปกติ และเป\นสSวนที่ไมSมี sebaceous, sweat gland, hair follicle จึงทำใหDมีการแหDงและแตก

งSายกวSาผิวหนังปกติ 

 

Chronic wound healing  

Chronic wound healing หร ือ non-healing ulcer เก ิดจากท ี ่แผลไม Sสามารถหายตาม

กระบวนการของ acute wound healing ได Dแต Sจะมีการหยุดที ่  phase ใด Phase หนึ ่ง ด ังน้ี มี 

prolonged หรือ repeated ของ inflammatory phase ซึ ่งอาจเกิดจากมี infection, มี repeated 

trauma หรือมี necrotic tissue เหลืออยูS ทำใหDมีการกระตุDน PMN และเซลลGแมคโครฟาจ หลั่งเอนไซมG

โปรติเอสอยู Sตลอดเวลา ทำใหDมีการทำลายของ extracellular matrix (ECM) ตSางๆ และเกิดการ 

degrade ของ growth factor ทำใหDเกิดความผิดพลาดและผิดปกติของข้ันตอน proliferative phase ไมS

สามารถเกิด granulation tissue formation หรือ epithelialization ไดD นอกจากนี้ chronic wound 

fluid ก็มีคุณสมบัติแตกตSางตรงกันขDามกับ acute wound fluid คือใน acute wound fluid จะมี pro-

inflammatory cytokines (TNF-2 และ IL-1) สูงสุดใน 2-3 วัน หลังจากเกิดบาดแผลและจะลดลงอยSาง

มากในระยะตSอมา ซึ่งกระบวนการหายของแผลก็จะดำเนินไปตามปกติ สSวนใน chronic wound fluid 

จะมีระดับ pro-inflammatory cytokines อยูSในปริมาณท่ีสูงอยูSตลอดเวลา และใน acute wound fluid 

ก็จะมี growth factor เชSน PDGF, IL-6, TGF-2, TGF-β จำนวนมาก เพื่อ กระตุDนขั้นตอน proliferate 

phase ตรงกันขDามกับ chronic wound fluid ซึ ่งมี growth factor เหลSานี ้ปริมาณที่นDอย และยังมี

เอนไซมG matrix metalloprotease (MMPS) ซึ่งไปทำลาย extracellular matrix และทำลาย growth 

factor ดDวย ทำใหDกระบวนการหายของแผลผิดปกติ ดังน้ันการควบคุม exudate ใน chronic wound จึง

มีความสำคัญในการรักษาแผล (Cohen et al., 1999; Dang et al., 2003; Guo & Dipietro, 2010) 
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การหายของแผลมีปWจจัยท่ีเก่ียวข>องหลายประการ  

1. อายุ ผูDสูงอายุมีภาวะเสี่ยงตSอการติดเชื้อเนื่องจากรSางกายของผูDสูงอายุ จะตอบสนองตSอการ

อักเสบไดDลดลง ผนังหลอดเลือดหนาตัว ความยืดหยุSนของหลอดเลือดลดลง ทำใหDการไหลเวียน

เลือดและการนำออกซิเจนมายังบริเวณแผลลดลง และ ความสามารถในการสังเคราะหGคอลลา

เจนของรSางกายลดลง ทำใหDเสDนใยคอลลาเจนอSอนแอ ทำใหDเพิ่มความเสี่ยงในการติดเชื้อ และทำ

ใหDการหายของแผลชDาลง 

2. ภาวะโภชนาการ การไดDรับสารอาหารที่เป\นประโยชนGอยSางเพียงพอ เชSน คารGโบไฮเดรต โปรตีน 

ไขมัน วิตามิน เกลือแรS จะทำใหDเซลลGตSางๆของรSางกายทำงานไดDอยSางมีประสิทธิภาพ รSางกายมี

ภูมิตDานทานเชื้อโรค และชSวยสSงเสริมใหDแผลหายเร็วขึ้น สารอาหารที่ชSวยในการสSงเสริมการหาย

ของแผล เชSน 

2.1 โปรตีน เป\นองคGประกอบสำคัญของเนื้อเยื่อ ชSวยสSงเสริมการสรDางเนื้อเยื่อที่สึกหรอ 

และเป\นสSวนประกอบของเม็ดเลือดแดงที่นำออกซิเจนไปยังบริเวณแผล ถDาขาด

โปรตีนจะทำใหDการสังเคราะหGคอลลาเจนลดลง ความแข็งแรงของแผลลดลง และ

การตอบสนองทางภูมิคุDนกันเสียไป การจับกินเชื้อโรคของเม็ดเลือดขาวเลื่อมลง ทำ

ใหDการทำหนDาที่ของ leucocyte ลดลง ทำใหDแผลติดเชื้องSาย และการหายของแผล

ชDาลง 

2.2 คารGโบไฮเดรตและไขมัน เป\นแหลSงพลังงานของเซลลGตSางๆ เชSน เซลลGเม็ดเลือดขาว 

เซลลGไฟโบรบลาสตG ถDารSางกายขาดสารอาหารประเภทคารGโบไฮเดรตและ ไขมัน 

รSางกายจะดึงโปรตีนที่สะสมไวDมาใชD ทำใหDโปรตีนที่จะใชDในการสSงเสริมการหายของ

แผลลดลง ทำใหDการหายของแผลชDา และเส่ียงตSอการเกิดการติดเช้ือมากข้ึน 

2.3 วิตามินและเกลือแรS เป\นป†จจัยที่เกี่ยวขDองกับการหายของแผล วิตามินซี มีความ

จำเป\นในการสรDางคอลลาเจน และมีบทบาทสำคัญชSวยในการหายของแผล วิตามิน

เอ ชSวยในการสรDางเยื่อบุผิว ชSวยในการหายของแผล สังกะสีและธาตุเหล็ก ชSวยใน

การสรDางคอลลาเจน สรDางภูมิตDานทานโรค ชSวยในการทำหนDาที่ของเม็ดเลือดแดงใน

การนำออกซิเจนไปยังเนื้อเยื่อ ถDาขาดวิตามินและเกลือแรSดังกลSาว จะทำใหDผนัง

หลอดเลือดฝอยฉีกขาดงSาย การทำหนDาที่ของเม็ดเลือดขาวลดลง การสังเคราะหGเสDน

ใยคอลลาเจนนDอยลง ทำใหDการเรียงตัวใหมSของคอลลาเจนใชDเวลานานขึ้น ทำใหDการ

หายของแผลชDาลง และเน้ือเย่ือท่ีสรDางใหมSไมSแข็งแรง 

3. การสูบบุหร่ี สารพิษในบุหรี่ เชSน นิโคติน คารGบอนมอนนอกไซดG จะรบกวนกระบวนการหายของ

แผล โดยนิโคตินทำใหDหลอดเลือดหดตัว ทำใหDเลือดไปเลี้ยงบริเวณแผลลดลง และยับยั้งการ

สังเคราะหGเซลลGเยื่อบุผิวบริเวณบาดแผล คารGบอนมอนนอกไซดGจะจับกับฮีโมโกลบินจนแนSน 

เรียกวSาคารGบอกซีฮีโมโกลบิน ทำใหDฮีโมโกลบินไมSสามารถปลSอยออกซิเจนใหDแกSเนื ้อเยื ่อไดD
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ตามปกติ บริเวณแผลจึงไดDรับออกซิเจนนDอย ทำใหDแผลหายชDา การสูบบุหรี่เป\นป†จจัยเสี่ยงท่ี

สำคัญท่ีทำใหDเกิดภาวะแทรกซDอน เก่ียวกับการหายของแผล 

4. การติดเชื้อ ทำใหDรบกวนกระบวนการหายของแผล ทั้งนี้มีป†จจัยที่เกี่ยวขDอง เชSน ชนิดและจำนวน

ของเช้ือโรค ภาวะภูมิตDานทางของรSางกาย 

5. โรคท่ีเปTนอยู(และการรักษา เชSน 

5.1 โรคมะเร็ง ผูDป∑วยโรคมะเร็งที่ไดDรับการรักษาโดยรังสีรักษาและเคมีบำบัด จะทำใหD

หลอดเลือดแดงถูกทำลาย เลือดจึงมาเลี ้ยงบริเวณแผลลดลง และมีการทำลาย

เนื้อเยื่อปกติ รวมทั้งยับยั้งการแบSงตัวของเซลลGไฟโบรบลาสตG และการสังเคราะหG

คอลลาเจน ทำใหDการสรDางเน้ือเย่ือใหมSถูกรบกวน ภูมิตDานทานโรคของรSางกายถูกกด 

ระยะการอักเสบของแผลจึงนานข้ึน ทำใหDแผลหายชDา 

5.2 โรคเบาหวาน ผูDป∑วยโรคเบาหวานมีระดับน้ำตาลในเลือดสูง ทำใหDความสามารถใน

การจับกินเช้ือโรคของเม็ดเลือดขาวลดลง แผลมีโอกาสติดเช้ือสูง ทำใหDรบกวนการ

หายของแผล โดยรบกวนการสังเคราะหGคอลลาเจน และการสรDางหลอดเลือดฝอย 

ทำใหDหลอดเลือดฝอยอSอนแอ ฉีกขาดงSาย 

6. การได>รับเลือดและออกซิเจนของเนื้อเยื่อบริเวณแผล การที่เนื้อเยื่อไดDรับเลือดไปเลี้ยงอยSาง

เพียงพอ เป\นสิ่งสำคัญในการนำสารอาหารไปเลี้ยงเนื้อเยื่อ สรDางภูมิตDานทานโรค สังเคราะหG

คอลลาเจน สรDางเยื่อบุผิว เพื่อซSอมแซมสSวนที่สึกหรอหรือถูก ทำลาย ผูDป∑วยที่มีภาวะเสียเลือด มี 

hypovolemia จะมีผลทำใหDการหายของแผลชDาลง 

7. ตำแหน(งของแผล มีความเกี่ยวขDองกับระยะเวลาการหายของแผล เนื่องจากตำแหนSงที่ตSางกันจะ

มีปริมาณเลือดมาเลี้ยงตSางกัน เชSน แผลบริเวณขDอเทDา ขDอเขSา ขDอศอก เป\นตำแหนSงที่มีเลือดมา

เลี้ยงนDอยกวSาบริเวณอื่น และบริเวณดังกลSาวมีการ เคลื่อนไหวมาก จึงรบกวนกระบวนการหาย

ของแผล บริเวณท่ีมีเลือดมาเล้ียงมาก เชSน ใบหนDา ลำคอ แผลจะหายเร็วกวSา 

8. สิ่งแปลกปลอมในแผล เชSน มีสิ่งแปลกปลอมตกคDาง ทำใหDเป\นแหลSงอาหารของแบคทีเรีย ทำใหD

เชื้อแบคทีเรียเจริญเติบโตไดDดี รบกวนกระบวนการหายของแผล เนื่องจากการทำงานของเม็ด

เลือดขาวถูกขัดขวาง ระยะเวลาการอักเสบนานมากข้ึน ทำใหDแผลหายชDา 

 

การติดเช้ือบริเวณผิวหนังและเน้ือเย่ืออ(อน 

การติดเชื ้อที ่ผิวหนังและเนื้อเยื ่ออSอน (skin and soft tissue infections, SSTIs) พบไดDบSอย

ในทางเวชปฏิบัติ มีหลายสาเหตุและหลายอาการแสดง การติดเชื้อดังกลSาวเป\นไดDตั้งแตSชั้นหนังกำพรDา 

(epidermis) ชั้นหนังแทD (dermis) พังผืด (fascia) เนื้อเยื่อใตDผิวหนัง (subcutaneous tissue) และช้ัน

กลDามเนื ้อ (muscle) ซึ ่งความรุนแรงจะเพิ ่มขึ ้นตามลำดับ เชื ้อที ่พบเป\นสาเหตุสSวนใหญS ไดDแกS 

Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes แ ล ะ เ ช ื ้ อ ช น ิ ด อ ื ่ น ๆ ใ น ก ล ุ S ม ข อ ง 
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Staphylococcus และ Streptococcus  อาจพบสาเหตุมาจากแบคทีเรียแกรมลบ เชSน Pseudomonas 

aeruginosa รวมถึงเชื ้อชนิดอื ่นๆ เชSน Enterococcus spp., Clostidium spp. เชื ้อรา (fungi) (Ki & 

Rotstein, 2008) และ  Bacillus cereus (Michelotti & Bodansky, 2015) นอกจ ากน ี ้ ย ั ง พบวS า 

Staphylococcus epidermidis ซึ่งเป\นเชื้อประจำถิ่น (normal flora) บริเวณผิวหนังและเยื่อเมือก เป\น

เชื้อฉวยโอกาส (opportunistic pathogens) สามารถกSอใหDเกิดการติดเชื้อในโรงพยาบาล (nosocomial 

infections) แตSไมSกSอใหDเกิดความรุนแรง (Otto, 2009) โดยแบคทีเรียดังกลSาวสามารถกSอใหDเกิดการติด

เชื้อบริเวณผิวหนังและเนื้อเยื่ออSอน เชSน ฝMหนอง (abscess) แผลเบาหวาน (diabetes)   เซลลGเนื้อเย่ือ

อักเสบ (cellulitis) โรคแบคทีเรียกินเนื ้อ (necrotizing fasciitis) แผลติดเชื ้อจากการผSาตัด เป\นตDน 

แบคทีเรียแกรมลบ เชSน Pseudomonas aeruginosa เป\นเชื้อฉวยโอกาสที่เจริญในสภาวะที่มีออกซิเจน 

กSอใหDเกิดการติดเชื้อที่รุนแรง และเป\นหนึ่งในสาเหตุที่พบมากที่สุดของภาวะการติดเชื้อ โดยแบคทีเรีย

ดังกลSาวสามารถกSอใหDเกิดการติดเชื ้อบริเวณผิวหนังและเนื ้อเยื ่ออSอน เชSน โรคแบคทีเรียกินเน้ือ 

(necrotizing fasciitis) แผลติดเช้ือจากการผSาตัด เป\นตDน (Leong et al., 2018) 

มีรายงานวิจัยพบวSา สารกลุ SมฟลาโวนอยดGบางชนิด เชSน ฟลาโวนอล (flavonols) ฟลาโวน 

(flavones) ฟลาเวน (flavanes) โดยเฉพาะชาลโคน (chalcones) มีฤทธ์ิในการตDานเช้ือแบคทีเรียแรงกวSา

ยาในทDองตลาดที่ผSานเกณฑGมาตรฐาน 6 เทSา และอนุพันธGสังเคราะหGของสารกลุSมฟลาโวนอยดGบางตัวมี

ฤทธิ ์ตDานเชื ้อแบคทีเรียดื ้อยาทั ้งแกรมบวกและแกรมลบ รวมถึง Escherichia coli, Pseudomonas 

aeruginosa และ Staphylococcus aureus แรงกวSายาในทDองตลาดที่ผSานเกณฑGมาตรฐาน 20-80 เทSา 

(Farhadi et al., 2019) 

 

ฤทธ์ิต>านการอักเสบ  

เซลลGแมคโครฟาจ (macrophage) มีบทบาทสำคัญในกระบวนการอักเสบ โดยจะถูกกระตุDน

โดยตรงจากเชื้อโรค (recognizing pathogens) หรือไซโตไคนG (cytokines) จากเซลลGในระบบภูมิคุDมกัน 

เซลลGแมคโครฟาจที่ถูกกระตุDนจะหลั่งเอนไซมGและสารชักนำการอักเสบ ไดDแกS inducible nitric oxide 

synthase (iNOS) สำหรับการสรDางไนตริกออกไซดG (NO) และ cyclooxygenase-2 (COX-2) สำหรับการ

ส ร D า ง พ ร อ ส ต า แ ก น ด ิ น , tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), interleukin-1b (IL-1b), 

interleukin-6 (IL-6) และ interleukin-8 (IL-8) โดยไนตริกออกไซดG จัดเป\นสารสื่อกลางการอักเสบท่ี

สําคัญในกระบวนการอักเสบ ไนตริกออกไซดGมีผลทําใหDเกิดภาวะหลอดเลือดขยายตัว เพ่ิมความสามารถใน

การซึมผSานของผนังหลอดเลือด ทําใหDเกิดอาการบวมในบริเวณที่มีการอักเสบ ดังนั้นการยับยั้งการทํางาน

ของไนตริกออกไซดG นับเป\นแนวทางสําคัญในการควบคุมและบรรเทาการอักเสบ การใชDยาหรือสารเคมี

เพื่อยับยั้งการอักเสบแผนป†จจุบันสSวนใหญSเป\นยากลุSม NSAIDs และ steroids  (Alderton et al., 2001; 

Chumseng et al., 2010) 
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HaCaT cell lines  

เป\น immortalized human epithelial cell line ซึ่งถูกพัฒนาขึ้นจากผิวผูDใหญS โดยในปM พ.ศ. 

2542  Boukamp และคณะ นำ epithelial cells จากเซลลGเยื ่อบุผิวจากขอบของเนื ้องอกสSวนหลัง

ดDานบนจากผูDป∑วยชายอายุ 62 ปM ที ่ปกป¶องการสัมผัสกับแสงแดดโดยตรง โดย HaCaT cell lines มี

คุณสมบัติคลDายคลึงกับเซลลGคีราติโนไซตGของมนุษยG เนื่องจาก HaCaT cell lines จะมีโปรตีนบนผิวเซลลG 

เชSน K1, K10, Involucrin และ filagrin ซึ่งโปรตีนเหลSานี้เป\นตัวบSงชี้ของเซลลGคีราติโนไซตGของมนุษยG 

นอกจากนี้ยังพบวSา DNA fingerprint ของ HaCaT cell lines มีรูปแบบไมSเปลี่ยนแปลงเมื่อเลี้ยง HaCaT 

cell lines ในระยะยาว ดังนั้นจึงเป\นที่ยอมรับในการใชD HaCaT cell lines เพื่อเป\นตัวแทนของเซลลGคีรา

ติโนไซตGในหลอดทดลอง (Boukamp et al., 1988) ดังตัวอยSางที่มีรายงานศึกษาวิจัยที่ใชD HaCaT cell 

lines มาตรวจสอบการเพิ่มคุณสมบัติของเซลลGตDนกำเนิดคีราติโนไซดGเพื่อรักษาความสามารถในการ

สรDางใหมSและฟ≥¥นฟูเซลลGผิวหนังของสารวานิลลิน (Taboonpong et al., 2017) และสารสกัดวSานเพชรหึง 

(Chowjarean et al., 2018) 

 

การเคล่ือนท่ีของเซลลfผิวหนัง keratinocytes โดยการทำงานของโมเลกุลนำส(งสัญญาณ 

การถSายโอนสัญญาณหรือการแปรสัญญาณ (signal transduction) ในเซลลG เป\นกระบวนการ

ทางเคมีหรือทางกายภาพ โดยเป\นลำดับการทำงานหรือลำดับเหตุการณGในระดับโมเลกุล ที่โมเลกุลสSง

สัญญาณ (signaling molecules) จะเร่ิมทำงานจากหนSวยรับ (receptors) ซ่ึงมีผลใหDเซลลGตอบสนองหรือ

เปลี่ยนการทำงาน ความเปลี่ยนแปลงที่เกิดจากการจับของลิแกนดG (ligands) กับหนSวยรับ จะกSอลำดับ

การสSงสัญญาณ (signaling cascade) ซึ่งเป\นลำดับเหตุการณGทางเคมีชีวภาพตามวิถีการสSงสัญญาณ 

(signaling pathway) ตSาง ๆ เชSน การอยู SรอดของเซลลG (cell viability) การแบSงตัวของเซลลG (cell 

proliferation) การเคลื ่อนที ่ของเซลลG (cell migration) จากงานวิจัยพบวSา การเคลื ่อนที ่ของเซลลG

ผิวหนังคีราติโนไซตGในกระบวนการสมานบาดแผลมีความเกี่ยวขDองกับโปรตีนนำสSงสัญญาณ (signaling 

proteins) 2 ชนิด คือ  

Focal adhesion kinase (FAK) เป\นโปรตีนท่ีไมSจัดอยูSในกลุSมของ tyrosine kinase receptor 

ทำหนDาที่เหนี่ยวนำสัญญาณภายในเซลลG มีการแสดงออกในเซลลGหลายชนิด เมื่อมีการกระตุDนที่หนSวยรับ 

จะสSงผลกระตุDนการทำงานของ FAK ทำใหDเกิดกระบวนการทางชีววิทยา เชSน การเคลื่อนที่ของเซลลG การ

เพ่ิมจำนวนเซลลG การอยูSรอดของเซลลG การเกาะติดของเซลลG (cell adhesion) การรุกรานของเซลลG (cell 

invasion) นอกจากนี้ FAK ยังมีบทบาทสำคัญในกระบวนการซSอมแซมเนื้อเยื่อหลังไดDรับบาดเจ็บ มีการ

อธิบายถึงหนDาที่ของ FAK ซึ่งมีความเกี่ยวขDองกับการควบคุมการสรDางพอลิเมอรGของ F-actin และการ

หมุนเวียนของโมเลกุล focal adhesions (FAs) ซึ่งจำเป\นสำหรับการสรDางรูปรSางและการเคลื่อนที่ของ

เซลลGผิวหนัง (Serrels et al., 2007; Zhao & Guan, 2011) จากรายงานวิจัยพบวSา FAK มีการแสดงออก

หรือทำงานเพิ ่มขึ ้นในคีราติโนไซตGที ่กำลังเคลื ่อนที ่ในการทดลองกับเซลลGเพาะเลี ้ยงแบบชั ้นเดียว 
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(monolayer) (Gates et al., 1994; Romer et al., 1994) การศึกษาที ่มีจำนวนมากขึ ้นพบวSา FAK 

กระตุ Dนให Dเก ิดการทำงานในลำดับถ ัดไป เช Sน กระตุ Dน ATP-dependent tyrosine kinase (Akt), 

mitogen-activated protein kinase (MAPK)  หรือกระตุ Dนยีนในกลุ Sม Ras เชSน Member A (RhoA) 

และ Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (Rac1) รวมทั้งกระตุDนโปรตีนที่ควบคุมการแบSง

เซลลG หรือ Cdc42 ซ่ึงลDวนมีบทบาทในการปรับรูปรSาง และการเคล่ือนท่ีของเซลลG (Zhao & Guan, 2011; 

Sulzmaier et al., 2014) กระบวนการตSางๆจะเกิดขึ้นเมื่อเซลลGมีการเคล่ือนที่  โดยพบวSา Rac1 จะ

กระตุDนการสรDางไซโตพลาสซึม (cytoplasm) ยื่นออกมาภายนอกเซลลG (lamellipodia และ filopodia) 

เพื่อเป\นตัวขับใหDเซลลGสามารถเคลื่อนที่ไดD (Nobes & Hall, 1999; Etienne-Manneville & Hall, 2002) 

สSวน RhoA มีสSวนเกี่ยวขDองกับการสรDาง FAs และการหดตัวของเสDนใย actin (Etienne-Manneville & 

Hall, 2002) 

ATP-dependent tyrosine kinase (Akt) หร ือเร ียกอีกอยSางหนึ ่งว Sา protein kinase B 

(PKB) เป\น serine/threonine kinase ซึ่งมีบทบาทเกี่ยวขDองกับกระบวนการหลายอยSางภายในเซลลG เชSน 

การอยูSรอดของเซลลG การเมแทบอลิซึมของเซลลG (cell metabolism) การเพิ่มจำนวนเซลลG และการ

เคลื่อนที่ของเซลลGผSาน PI3K/Akt signaling pathway โดย Akt จะถูกดึงมายังบริเวณพลาสมาเมมเบรน 

(plasma membrane) และถูกกระตุDนใหDทำงานดDวยการเติมหมูSฟอสเฟต (phosphorylation) Akt ที่ถูก

กระตุDนจะทำหนDาท่ีเป\นตัวกลางในการกระตุDนและยับย้ังโมเลกุลเป¶าหมายตSางๆท่ีอยูSภายในเซลลG มีรายงาน

การศึกษาผลของสารสกัด Centella asiatica ในการกระตุDนการเคลื่อนที่ของคีราติโนไซตG ผSานทาง 

FAK/Akt, ERK และ p38 MAPK signaling pathways พบวSา สารสกัด Centella asiatica ชักนำการ

เติมหมูSฟอสเฟตใหDแกS FAK และ Akt เชSนเดียวกับ ERK และ p38 MAPK มีผลทำใหDเกิดการเคล่ือนท่ีของคี

ราติโนไซตG (Singkhorn et al., 2018) งานวิจัยของ Jai Yu และคณะ (2010) ระบุวSา PI3K-Akt pathway 

มีความเกี่ยวขDองกับการควบคุม actin cytoskeleton และการเคลื่อนที่ของเซลลG และพบวSา MicroRNA-

205 สSงเสริมการสSงสัญญาณของ Akt อีกท้ังมีผลใหDคีราติโนไซตGบริเวณกระจกตาเช่ือมติดกันไดDเร็วมากข้ึน 

 

ลิโพโซม (liposomes)  

ลิโพโซม (liposomes) คืออนุภาคที่มีขนาดเล็กกวSาระดับไมครอน (submicron) มีลักษณะเป\น

ถุงกลมๆของสารไขมัน โดยสารไขมันเหลSานี้เป\นสารชนิดแอมฟาพาติก (amphipathic) กลSาวคือมีทั้งกลุSม

มีขั ้ว (polar) ชอบน้ำและกลุSมที่ไมSชอบน้ำในโมเลกุล (hydrophobic) ซึ่งสSวนใหญSเป\นไขมันประเภท 

phospholipids ท ั ้ งจากธรรมชาต ิและส ั ง เคราะหGข ึ ้ น  เชSน  phosphatidyl-choline (lecithin), 

phosphatidyl-ethanolamine, phosphatidyl-glycerol และ phosphatidyl-ionositol เป\นตDน เม่ือ

ผสมลงในสารละลายน้ำ โมเลกุลของสารไขมันประเภท phospholipids สามารถจัดเรียงตัวเป\นชั้นสลับ

กับชั้นโมเลกุลของน้ำในสารละลายน้ำไดDเพราะโครงสรDางโมเลกุลประกอบดDวยทั้งสSวนมีขั้ว (polar) ชอบ

น้ำ (hydrophilic) และสSวนที่ไมSมีขั้ว (nonpolar) ไมSชอบน้ำ (hydrophobic) เมื่ออยูSในน้ำจะจัดเรียงตัว
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โดยนําสSวนที่มีขั้วหรือมีประจุหันออกหาโมเลกุลน้ำ ในขณะเดียวกันจะเอาสSวนที่ไมSมีขั้วหันเขDาหาสSวนที่ไมS

มีขั้วของโมเลกุลพวกเดียวกัน โดยจะอยูSในลักษณะของการเรียงตัวเป\นแถวของโมเลกุลไขมันซDอนกันเป\น

ผนังสองชั้นหรือ lipid bilayer หากลิโพโซมมี lipid bilayer เพียงชั้นเดียว จะจัดเป\นลิโพโซมประเภท 

unilamellar bilayer vesicles (ULVs) หากลิโพ โซมมี lipid bilayer มากกวSาหนึ่งชั ้น (โดยมีชั ้นของ

สารละลายน้ำกั้นอยูSระหวSางผนังสองชั้น) จะจัดเป\นลิโพโซมประเภท multilamellar bilayer vesicles 

(MLVs) ตัวยาหรือสารสําคัญที่มีคุณสมบัติชอบน้ำจะกักเก็บอยูSในสSวนของชั้นที ่มีขั ้ว สSวนตัวยาหรือ

สารสําคัญที ่มีคุณสมบัติไมSชอบน้ำจะแทรกอยูSใน lipid bilayer โดยทั ่วไปตัวยาหรือสารสําคัญที ่มี

คุณสมบัติชอบน้ำจะถูกกักเก็บในลิโพโซมไดDมากกวSาพวกท่ีมีคุณสมบัติไมSชอบน้ำ  

 

การประยุกตfใช>ลิโพโซมเพ่ือช(วยเพ่ิมความคงตัวของสารสําคัญทางเวชสําอาง  

สารสําคัญทางเวชสําอางบางชนิดมีความคงตัวต่ำ เชSน เอนไซมG โปรตีน และสารตDานปฎิกิริยา

ออกซิเดชัน (antioxidant) เชSน วิตามินซี และวิตามินอี ลิโพโซมชSวยป¶องกันสารสําคัญเหลSานี้จากการ

สลายตัวในสภาวะแวดลDอม (Bozzuto & Molinari, 2015) loele และคณะ (2005) ศึกษาการสลายตัว

จากแสง (photodegradation) ของ retinoic acid (tretinoin และ isotretinoin) ที ่เตรียมในรูปแบบ

ของสารละลายเอธานอลและลิโพโซม โดยใชDแสงจากหลอดซีนอน (xenon lamp) ในชSวงความยาวคล่ืน 

300-800 นาโนเมตร จากการศึกษาพบวSา tretinoin ในรูปแบบของสารละลายเอธานอล สลายตัวเป\น 

13-cis-retinoic acid และ isotretinoin acid สลายตัวเป\น 9-cis-retinoic acid อยSางรวดเร็ว แลDว 13-

cis-retinoic จึงคSอยๆเปลี ่ยนเป\น 9-cis-retinoic acid อยSางชDาๆ แตS tretinoin และ isotretinoin ใน

รูปแบบลิโพโซมมีความคงตัวมากกวSา 

 

การประยุกตfใช>ลิโพโซมเพ่ือช(วยเพ่ิมการซึมผ(านผิวหนังของสารสําคัญ  

จากสSวนประกอบและโครงสรDางของลิโพโซมที่คลDายคลึงกับผิวหนัง จึงสามารถซึมผSานผิวหนังไดD

ดีกวSาระบบนําสSงชนิดอื ่น (He et al., 2019)  Padamwar และ Pokharkar เตรียมลิโพโซมที่เก็บกัก 

vitamin E acetate โดยวิธีการฉีดดDวยเอธานอล (ethanol injection method) แลDวนําไปเตรียมตSอใน

รูปแบบเจล จากการศึกษาการสะสมของ vitamin E acetate ในผิวหนังหนูโดยใชD Franz Diffusion cell 

พบวSา สูตรตํารับที่ประกอบดDวยลิโพโซมใหDการสะสมของ vitamin E acetate ในผิวหนังมากกวSาสูตรที่ไมS

มีลิโพโซมถึง 7 เทSา และเมื่อเปรียบเทียบลิโพโซมของ vitamin E acetate ที่เตรียมในรูปแบบเจลกับเจล

เปลSา และ vitamin E acetate ในรูปแบบครีมที่มีขายในทDองตลาด พบวSาลิโพโซมในรูปแบบเจลใหDการ

สะสมของ vitamin E acetate ในผิวหนังท่ีมากกวSา 6 และ 4 เทSาตามลําดับ 
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การประยุกตfใช>ลิโพโซมเพ่ือช(วยกักเก็บน้ำในผิวหนัง  

ลิโพโซมสามารถชSวยป¶องกันการระเหยของน้ำออกจากผิวหนังโดยไขมันที่เป\นสSวนประกอบของลิ

โพโซมจะแผSเป\นฟ́ลGมปกคลุมผิวหนังไวD (Chauhan et al., 2003) Betz และคณะศึกษาผลของลิโพโซมท่ี

มีตSอการรักษาความชุSมชื้นของผิวหนัง โดยการเปรียบเทียบลิโพโซมที่เตรียมจากฟอสโฟลิป́ดที่ไดDจากไขS

และถั่วเหลือง ทําการทดสอบที่ทDองแขนของอาสาสมัคร 10 คน อายุระหวSาง 24-32 ปM จากการศึกษา

พบวSาลิโพโซมที่เตรียมจากฟอสโฟลิป́ดที่ไดDจากไขSมีประสิทธิภาพในการรักษาความชื้นบนผิวหนังมนุษยGท่ี

สูงกวSาเมื่อเปรียบเทียบกับลิโพโซมที่เตรียมจากฟอสโฟลิป́ดที่ไดDจากถั่วเหลือง และการลดฟอสโฟลิป́ดในลิ

โพโซมลงจะลดประสิทธิภาพในการรักษาความชื้นบนผิวหนังมนุษยG นอกจากนี้ยังพบวSาลิโพโซมที่เตรียม

จากฟอสโฟลิป́ดที่ไดDจากไขSและถั่วเหลืองที่มีความเขDมขDนของไขมัน 1 และ 2 เปอรGเซ็นตGมีประสิทธิภาพใน

การเพ่ิมความช้ืนบนผิวหนังหลังจากการใชD 

 

การประยุกตfใช>ลิโพโซมเพ่ือลดการระคายเคืองจากสารสําคัญทางเวชสําอาง 

 การกักเก็บสารสําคัญที่กSอใหDเกิดการระคายเคืองไวDในลิโพโซมจะชSวยลดการสัมผัสของสารกับ

ผิวหนัง (Chauhan et al., 2003) และควบคุมการปลดปลSอยสารสําคัญใหDอยูSในระดับที่ไมSกSอใหDเกิดการ

ระคายเคือง (Kaur et al., 2007) จึงชSวยลดการระคายเคืองลงไดD Perugini และคณะศึกษาความสามารถ

ในการลดการระคายเคืองของ glycolic acid เมื ่อพัฒนาใหDอยูSในรูปของลิโพโซมและไมโครสเฟMยสG 

(microsphere) โดยจากการศึกษาพบวSา ลิโพโซมสามารถควบคุมการปลดปลSอย glycolic acid ใหDชDาลง

ไดD โดยสัดสSวนระหวSาง glycolic acid และไขมันที่ดีที่สุด คือ 5 ตSอ 1 ในหนSวยอัตราสSวน โมลารG (molar 

ratios) ไมโครสเฟMยรGที่เตรียมจากไคโตแซน (chitosan) ไมSสามารถควบคุมการปลดปลSอยของ glycolic 

acid ไดD 
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บทท่ี 3 

วิธีดำเนินการวิจัย  

 

 

1 การสกัดข>าวหักไรซfเบอรfร่ี  

 โดยการนำเมล็ดของขDาวไรซGเบอรGรี่มาบดลดขนาด แชSสกัดดDวยเอทิลแอลกอฮอลG 50 เปอรGเซ็นตG 

ในอัตราสSวนขDาวไรซGเบอรGรี่ตSอเอทิลแอลกอฮอลGเทSากับ 1:9 (โดยน้ำหนักตSอปริมาตร) ทำการ sonicate 

อยSางตSอเนื่องเป\นเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 40ºC นำสารสกัดที่ไดDมาทำใหDแหDง โดยการระเหยดDวยเครื่อง 

rotary evaporator คำนวณหาปริมาณสารสกัดจากขDาวหักไรซGเบอรGรี่ที่ไดD (% yield) (Peanparkdee, 

Patrawart, & Iwamoto, 2019) และนำสารสกัดขDาวหักไรซGเบอรGรี่ที่ไดDมาศึกษาตSอไป การคำนวณหา % 

yield ดังสมการ 

 

 

2 วิเคราะหfหาปริมาณฟÑนอลิกรวม (total phenolic content) ด>วยวิธี Folin-Ciocalteu  

method 

 วิเคราะหGหาปริมาณฟMนอลิกรวมของสารสกัดขDาวหักไรซGเบอรGรี ่ โดยวิธี Folin-Ciocalteu 

method โดยนําสารสกัดขDาวหักไรซGเบอรGรี่มาละลายในตัวทำละลายที่เหมาะสม เติม Folin-Ciocalteu 

reagent ลงไปในสารละลายของสารตัวอยSางท่ีความเขDมขDนตSาง ๆ  ตSอมาเติม Na2CO3 ความเขDมขDน 10% 

(w/v) เขยSาใหDเข Dากัน ตั ้งทิ ้งไว Dเป\นเวลา 1 ชั ่วโมง นำสารละลายที ่ได DไปวัดคSาการดูดกลืนแสง

อัลตราไวโอเลตท่ีความยาวคล่ืน 765 nm คำนวณคSาปริมาณสารประกอบฟMนอลิกรวม เปรียบเทียบคSาการ

ดูดกลืนแสงที่วัดไดDกับกราฟมาตรฐานของสารละลาย gallic acid แปลผลแสดงในหนSวยมิลลิกรัมสมมูลยG

ของ gallic acid ต Sอน ้ำหน ักกร ัมของสารต ัวอย Sาง (mg GAE/g extract) ทำการทดลอง 3 ซ้ำ 

(Kanlayavattanakul, Lourith, & Chaikul, 2016) 

3 การควบคุมมาตรฐานของสารสกัดข>าวหักไรซfเบอรfร่ี 

 ทำการศึกษาพัฒนาวิธีวิเคราะหG เพื่อหาปริมาณสารสำคัญ (marker) ในสารสกัดขDาวหักไรซGเบอรG

รี ่โดยใชDเทคนิคโครมาโทกราฟฟMแบบของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) (Chen et al., 2016; Lee et al., 

2015) และทำการตรวจสอบความถูกตDองของวิธีวิเคราะหGตาม AOAC international guidelines for 

validation of botanical identification methods 

(1) การควบคุมมาตรฐานโดยใชDการวิเคราะหGหาปริมาณกรดโปรโตคาเทชูอิก (protocatechuic 

acid) โดยใชDเทคนิคโครมาโทกราฟฟMแบบของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) 

(2)  การวิเคราะหGหาปริมาณน้ำในสารสกัดขDาวหักไรซGเบอรGรี ่โดยการไตเตรทดDวยวิธี Karl 

Fischer (Karl Fischer titration) 

% yield  =  น้ำหนักของสารสกัดข:าวหักไรซ>เบอร>รี่  x 100 
        น้ำหนักแห:งของข:าวหักไรซ>เบอร>รี่ 
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4 การศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดข>าวหักไรซfเบอรfร่ี 

 4.1 ศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพโดยไมSใชDเซลลG (non cell-based assay) 

 (1) ฤทธ์ิยับย้ังเอนไซมG elastase 

 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมG elastase ของสารสกัดขDาวหักไรซGเบอรGรี่ในหลอดทดลองดัดแปลง

จากวิธีการทดสอบของ Thring และคณะ (2009) โดยประเมินการยับยั ้งการตัด substrate คือ N-

succinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilide (AAAPVN) ดDวยเอนไซมG elastase จากเซลลGตับของหมู ความเขDม

ของคSาการดูดกลืนแสงที่ลดลงบSงบอกถึงความสามารถการยับยั้งการทำงานของเอนไซมG elastase ซึ่งมี

วิธีการเตรียมดังน้ี เตรียมสารละลาย tris-HCl buffer ความเขDมขDน 0.2 M, pH 8.0 เพ่ือละลาย substrate 

เตรียมสารละลายเขDมขDน (stock solution) ของเอนไซมG porcine pancreatic elastase (PPE) ความ

เขDมขDน 10 µg/mL ในน้ำปราศจากเช้ือ เตรียมสารละลาย substrate AAAPVN ความเขDมขDน 1.6 mM ใน

สารละลาย tris-HCl buffer เตรียมสารละลายเจือจางของสารตัวอยSางที่ความเขDมขDนตSาง ๆ ในตัวทำ

ละลายที่เหมาะสม แลDวนำสารละลายสารตัวอยSางบSมกับเอนไซมG elastase เป\นเวลา 15 นาทีในถาดชนิด 

96 หลุม ก Sอนเต ิม substrate เพ ื ่อเร ิ ่มปฏิกร ิยา บ Sมเป \นเวลา 20 นาที ว ัดค Sาการดูดกลืนแสง

อัลตราไวโอเลต (UV absorbance) ที ่ความยาวคลื ่น 390 nm และใชD epigallocatechin-3-gallate 

(EGCG) เป\นสารควบคุมชนิดบวก (positive control) สSวนสารควบคุมชนิดลบ (negative control) ใชD

ตัวทำละลาย อSานผลและบันทึกคSาการดูดกลืนแสง การแปลผลเป\นเปอรGเซ็นตGการยับย้ังเอนไซมG elastase 

(% inhibition) การคำนวณเปอรGเซ็นตGการยับย้ังเอนไซมG elastase ดังสมการ 

     

Acontrol คือ คSาการดูดกลืนแสงของตัวทำละลาย 

Asample คือ คSาการดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอยSาง หรือ EGCG 

เขียนกราฟแสดงความสัมพันธGระหวSางคSาการดูดกลืนแสง และเปอรGเซ็นตGการยับยั้งเอนไซมG 

elastase จากนั้นนำสมการเสDนตรงของสารตัวอยSางที่ไดDมาคำนวณหาความเขDมขDนของสารที่สามารถ

ยับยั ้งการทำงานของเอนไซมG elastase ไดD 50% (IC50) เพื ่อเปรียบเทียบฤทธิ ์ในการตDานเอนไซมG 

elastase ของสารตัวอยSาง และสารมาตรฐาน EGCG 

(2) ฤทธ์ิยับย้ังเอนไซมG collagenase 

การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมG collagenase ไดDดัดแปลงจากวิธีการทดสอบของ Thring และ

คณะ (2009) โดยประเมินการยับยั้งการตัด substrate คือ N-[3-(2-Furyl) acryloyl]-Leu-Gly-Pro-Ala 

(FALGPA) ดDวยเอนไซมG collagenase type IV จาก clostridium histolyticum โปรตีนสังเคราะหG 

FALGPA นี้จำเพาะเจาะจงกับการตัดดDวยเอนไซมG collagenase เทSานั้น ความเขDมของคSาการดูดกลืนแสง

ที่ลดลงบSงบอกถึงความสามารถการยับยั้งการทำงานของเอนไซมG collagenase ซึ่งมีวิธีการเตรียมดังน้ี 

เตรียมสารละลาย tricine buffer ความเขDมขDน 50 mM, pH 7.5 เตรียมสารละลายเอนไซมG collagenase 
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type IV จาก clostridium histolyticum ความเขDมขDน 2 U/mL ในสารละลาย tricine buffer เตรียม

สารละลาย substrate FALGPA ความเขDมขDน 2 mM ในสารละลาย tricine buffer เตรียมสารละลาย

เจือจางของสารตัวอยSางท่ีความเขDมขDนตSาง ๆ ในตัวทำละลายท่ีเหมาะสม ป́เปตสารละลาย tricine buffer 

25 µL สารละลายตัวอยSาง 25 µL และเอนไซมG collagenase 25 µL ใสSในถาดหลุมชนิด 96 หลุม นำไป

บSมเป\นเวลา 15 นาที ป́เปตสารละลาย FALGPA 100 µL ใสSตามลงไปในหลุม ท้ิงไวDนาน 20 นาที จากน้ัน

ว ัดค Sาการด ูดกล ืนแสงอ ัลตราไวโอเลต (UV absorbance) ท ี ่ความยาวคล ื ่น 340 nm และใชD  

epigallocatechin-3-gallate (EGCG) เป\น positive control สSวน negative control ใชDตัวทำละลาย 

อSานผลและบันทึกคSาการดูดกลืนแสง แปลผลเป\นเปอรGเซ็นตGการยับยั ้งเอนไซมG collagenase (% 

inhibition) โดยคำนวณเป\นเปอรGเซ็นตGการยับย้ังเอนไซมG collagenase ดังสมการ 

 

Acontrol คือ คSาการดูดกลืนแสงของตัวทำละลาย 

Asample คือ คSาการดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอยSาง หรือ EGCG 

เขียนกราฟแสดงความสัมพันธGระหวSางคSาการดูดกลืนแสงและเปอรGเซ็นตGการยับยั้งเอนไซมG collagenase 

จากนั้นนำสมการเสDนตรงของสารตัวอยSางที่ไดDมาคำนวณหาความเขDมขDนของสารตัวอยSางที่สามารถยับย้ัง

การทำงานของเอนไซมG collagenase ไดD 50% (IC50) เพื ่อเปรียบเทียบฤทธิ ์ในการตDานเอนไซมG 

collagenase ของสารตัวอยSาง และสารมาตรฐาน EGCG 

(3) การทดสอบฤทธิ ์การตDานอนุมูลอิสระโดยวิธี 1,1-diphenyl-2-picrylhydracyl (DPPH) 

assay 

ทดสอบโดยเตรียมสารละลายเจือจางของสารสกัดขDาวหักไรซGเบอรGร่ีท่ีความเขDมขDนตSาง ๆ  ใชDเอทา

นอลเป\นตัวทำละลาย และเตรียมสารละลาย DPPH ความเขDมขDน 100 µM โดยละลาย DPPH 0.0020 g 

ดDวยเอทานอลจนครบ 50 mL ป´เปตสารละลายของสารสกัดขDาว 100 µL ใสSลงหลุมใน microplate จาก

นั้นป´เปตสารละลาย DPPH 100 µL ใสSตามลงไป นำ microplate ที่หยอดสารเรียบรDอยแลDวไปอบที่ 37
๐

C เป\นเวลา 30 นาที จากนั้นนำไปวัดคSาการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลต (UV absorbance) ที่ความยาว

คลื่น 520 nm นำคSาการดูดกลืนแสงที่ไดDมาเทียบเป\นเปอรGเซ็นตGการยับยั ้งการเกิดออกซิเดชัน (% 

inhibition) แลDวนำมาเขียนกราฟแสดงความสัมพันธGระหวSางคSาการดูดกลืนแสงและ % inhibition 

จากนั้นนำสมการเสDนตรงของสารสกัดที่ไดDมาคำนวณหาความเขDมขDนของสารสกัดที่สามารถยับยั้งการเกิด

ออกซิเดชันไดD 50% (IC50) เพื ่อเปรียบเทียบฤทธิ ์ในการตDานอนุมูลอิสระของสารสกัดขDาวและสาร

มาตรฐานอDางอิง (Tachibana et al., 2001) 
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(4) การทดสอบฤทธิ์การตDานอนุมูลอิสระโดยวิธี 2,2′-Azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6 

sulfonic acid) (ABTS) assay 

เตรียมสารละลาย ABTS (2,2’-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid)) ความ

เขDมขDน 7mM โดยละลายสาร ABTS  ที่ชั่งอยSางแมSนยำ 0.0188 g ดDวย DI water จนครบ 5 mL โดยใชD 

volumetric flask ขนาด 5 mL เตรียมสารละลาย K2S2O8 ความเขDมขDน 2.45 mM โดยละลายสาร 

K2S2O8 ที่ชั่งอยSางแมSนยำ 0.0066 g ดDวย DI water จนครบ 10 mL โดยใชD volumetric flask ขนาด 10 

mL ผสม ABTS 4 mL กับ K2S2O8 6 mL เก็บไวDในที่มืดเป\นเวลา 18 ชม. จากนั้นเจือจางสารละลายดDวย

เอทานอล 25 เทSา ไดDเป\น ABTS
 
working solution เตรียมสารละลายเจือจางของสารสกัดขDาวที่ความ

เขDมขDนตSาง ๆ  เชSน 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 และ 1.56 µg/mL โดยใชDตัวทำละลายที่เหมาะสม 

ป´เปตสารละลายของสารสกัดขDาวความเขDมขDนตSาง ๆ  20 µL ใสSในถาดชนิด 96 หลุม และป´เปต

สารละลาย ABTS
 
working solution 180 µL ใสSตามลงไปในถาดชนิด 96 หลุม นำถาด 96 หลุมที่หยอด

สารเรียบรDอยแลDวไปบSม (incubate) ที่อุณหภูมิหDอง 25
๐
C ในที่มืดเป\นเวลา 5 นาที วัดคSาการดูดกลืนแสง

อัลตราไวโอเลต (UV absorbance) ในเครื่องอSานปฏิกิริยาบนไมโครเพลท (Microplate reader) ที่ความ

ยาวคลื่น 750 nm คำนวณเปอรGเซ็นตGการยับยั้งการเกิดออกซิเดชัน (% inhibition) เขียนกราฟแสดง

ความสัมพันธGระหวSางคSาการดูดกลืนแสงและ %inhibition จากนั้นนำสมการเสDนตรงที่ไดDมาคำนวณหา

ความเขDมขDนของสารสกัดขDาวที่สามารถยับยั้งการเกิดออกซิเดชันไดD 50% (IC50) เพื่อเปรียบเทียบฤทธิ์ใน

การตDานอนุมูลอิสระของสารสกัดขDาวและสารมาตรฐานอDางอิง (Harikarnpakdee & Chowjarean, 

2018) 

4.2 ศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพโดยใชDเซลลG (cell-based assay) 

 (1) การเพาะเล้ียงเซลลG 

ทำการเพาะเลี้ยงเซลลGของผิวหนังโดยใชDเซลลGไลนGชนิด HaCaT (human keratinocyte cells) 

และ human primary skin fibroblast cells ในอาหารเพาะเลี้ยงชนิด dulbecco’s modified eagle 

medium (DMEM) ท่ีเติม 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS), สารละลายยาเพนิซิลลิน (100 U/mL 

) และสเตรปโตมัยซิน (100 U/mL) บนจานเพาะเลี้ยงเซลลGแบบจานเดี่ยวเสDนผSาศูนยGกลางขนาด 100 

mm นำไปบSมในตูDอบแบบใชDคารGบอนไดออกไซดG ที่อุณหภูมิ 37
๐
C ในอากาศที่มีคารGบอนไดออกไซดGความ

เขDมขDน 5% (v/v) เพ่ือทำการศึกษาตSอไป 

(2) การทดสอบความเป\นพิษตSอเซลลGโดยวิธี MTT assay 

 การทดสอบความเป\นพิษของสารสกัดขDาวหักไรซGเบอรGรี ่ โดยใชDเซลลG HaCaT และ human 

primary skin fibroblast cells มีวัตถุประสงคGในการคัดเลือกความเขDมขDนที่เหมาะสมของสารสกัดขDาว

หักไรซGเบอรGรี ่ ที ่ไมSเป\นพิษตSอเซลลG และนำไปทดสอบฤทธิ์อื ่น ๆ ตSอไป โดยเตรียมเซลลGใสSลงในจาน

เพาะเลี้ยงเซลลGชนิด 96 หลุม จำนวน 1 x 10
4
 เซลลGตSอหลุม ที่มีอาหารเพาะเลี้ยง บSมในตูDอบแบบใชD

คารGบอนไดออกไซดGที่อุณหภูมิ 37
๐
C เป\นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบระยะเวลาเปลี่ยนอาหารเพาะเลี้ยงเป\น
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อาหารเพาะเลี้ยงที่ผสมสารสกัดขDาวหักไรซGเบอรGรี่และสารเทียบที่ความเขDมขDนตSาง ๆ  นำไปบSมตSออีก 24 

ชั ่วโมง เมื ่อครบกำหนดเติมสารละลาย 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide (MTT) ความเขDมขDน 0.5 mg/mL ปริมาตร 100 µL ตSอหลุม บSมตSอเป\นระยะเวลา 4 ชั่วโมง 

เมื่อครบเวลานำสารละลาย MTT ออกและละลายผลึกฟอรGมาซาน (formazan crystal) ดDวยสารละลาย 

dimethyl sulfoxide (DMSO) ปริมาตร 100 µL วัดคSาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 570 nm นำคSา

การ ดูดกลืนแสงที่อSานไดDมาแปลผลเป\นเปอรGเซ็นตGของการรอดชีวิตของเซลลG (% cell viability) โดย

เปอรGเซ็นตGของการรอดชีวิตของเซลลGจะเทSากับคSาการดูดกลืนแสงของหลุมที่ใสSสารสกัดขDาวหักไรซGเบอรGร่ี

และสารเทียบตSอคSาการดูดกลืนแสงของหลุมควบคุมที่ไมSใสSสารทดสอบใด ๆ  (untreated control) ทำ

การทดลอง 3 ซ้ำ (triplicate) การคำนวณหาเปอรGเซ็นตGของการรอดชีวิตของเซลลG ดังสมการ 

% cell viability   =           A of treatment      x  100 

                  A of untreated control 

A of treatment คือคSาการดูดกลืนแสงของกลุSมท่ีผสมสารสกัดขDาวหักไรซGเบอรGร่ี 

A of untreated control คือคSาการดูดกลืนแสงของกลุSมควบคุมท่ีไมSใสSสารทดสอบใดๆ  

(3) การศึกษาฤทธ์ิกระตุDนการเคล่ือนท่ี (migration) ของเซลลGโดยสารสกัดขDาวหักไรซGเบอรGร่ี 

ศึกษาพฤติกรรมการเคลื่อนที่ (migration) ของเซลลG โดยสารสกัดขDาวหักไรซGเบอรGรี ่ ซึ ่งเป\น

การศึกษาในเซลลGผิวหนังเพาะเล้ียงชนิดคีราติโนไซดG และ human primary skin fibroblast cells โดยมี

วัตถุประสงคGเพื่อประเมินประสิทธิภาพในการกระตุDนการเคลื่อนที่ของเซลลGที่เกี่ยวขDองกับการซSอมแซม

ผิวหนัง ภายหลังจากเตรียมเซลลGเพาะเลี้ยงชนิดคีราติโนไซดG หรือ human primary skin fibroblast 

cells จำนวน 5,000 เซลลGตSอหลุม ในจานเพาะเล้ียงเซลลGชนิด 96 หลุม บSมเซลลGท่ีอุณหภูมิ 37 ºC สภาวะ

ท่ีมีก√าซคารGบอนไดออกไซดG 5% ใน CO2 incubator เป\นเวลา 24 ช่ัวโมง จากน้ันใชDปลาย tip ขูดเสDนพาด

ขวางผSานกลางหลุมของจานเลี้ยงเซลลG เพื่อใหDเกิดชSองวSาง (artificial wound) ลDางเอาเซลลGที่หลุดออก

จากการขีดออกไป แลDวนําเซลลGเพาะเล้ียงไปบSมกับสารสกัดขDาวหักไรซGเบอรGร่ีท่ีความเขDมขDนท่ีไมSเป\นพิษตSอ

เซลลG บันทึกภาพเซลลGเพาะเลี้ยงภายใตDกลDองจุลทรรศนGที่เวลา 0, 6, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง ฤทธิ์กระตุDน

การเคลื่อนที่ของเซลลGโดยสารสกัดขDาวหักไรซGเบอรGรี่ จะประเมินจากการลดลงของพื้นที่ซึ่งเป\นที่วSางตาม

รอยขีดดDวยการเปรียบเทียบกับกลุSมควบคุม (กลุSมที่ไมSใสSสารสกัดขDาวหักไรซGเบอรGร่ี) โดยใชDโปรแกรม 

Image J 

(4) ศึกษาความสามารถของสารสกัดขDาวหักไรซGเบอรGรี่ตSอการเพิ่มระดับโปรตีนที่เกี่ยวกับการ

เคล่ือนท่ีของเซลลGคีราติโนไซดGดDวยเทคนิค SDS-PAGE และ western blot analysis 

เมื ่อเห็นการเปลี ่ยนแปลงที่ชัดเจนในการกระตุDนการหายหรือสมานของแผลที่เกี ่ยวกับการ

เคล่ือนท่ีของเซลลGคีราติโนไซดG หลังจากท่ีเซลลGไดDรับสารสกัดขDาวหักไรซGเบอรGร่ีแลDว ผูDวิจัยทําการศึกษาการ

เปลี่ยนแปลงระดับโปรตีนที่เกี่ยวกับการเคลื่อนที่ของเซลลG ดDวยวิธี western blot analysis โดยโปรตีนท่ี

เกี่ยวขDองคือ AKT และ FAK โดยเตรียมเซลลG HaCaT ใสSลงในจานเพาะเลี้ยงเซลลGชนิด 6 หลุม จำนวน 
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5x10
4
 เซลลGตSอหลุม บSมในตูDอบแบบใชDคารGบอนไดออกไซดG ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป\นเวลา 24 

ช่ัวโมง เม่ือครบระยะเวลาเปล่ียนอาหารเพาะเล้ียงเป\นอาหารเพาะเล้ียงท่ีผสมสารสกัดขDาวหักไรซGเบอรGร่ี ท่ี

ความเขDมขDนที่ไมSเป\นพิษตSอเซลลG บSมตSอเป\นระยะเวลานาน 24 ชั่วโมง เมื่อครบระยะเวลาลDางเซลลGดDวย 

phosphate buffered saline (PBS) แลDวนำเซลลGมายSอยในสารละลายบัฟเฟอรG (lysis buffer) ที่เย็น 

เพื่อทำใหDเซลลGแตก โดยบSมบนน้ำแข็งนาน 45 นาที นำโปรตีนที่ผSานการยSอยแลDวมาวิเคราะหGหาปริมาณ

โปรตีนดDวย BCA protein assay kit ทำการแยกโปรตีนดDวยวิธี SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis) หลังจากแยกโปรตีนจะทำการยDายโปรตีน (protein transfer) 

จากเจลสูSแผSนเมมเบรน nitrocellulose ขนาด 0.45 µm จากนั้นทำการ blocking เพื่อป¶องกันการเกิด 

non-specific โปรตีนอื่น  ๆ  เขDามาจับกับแผSนเมมเบรน ดDวย non - fat dry milk ที่อุณหภูมิหDอง เป\น

เวลา 1 ชั่วโมง และมีการติดตามผลโดยการ probe เมมเบรน เพื่อหาโปรตีน AKT, phosphorylation-

AKT, FAK, phosphorylation-FAK และ beta-actin ดDวยแอนติบอดีที่เฉพาะเจาะจงกับโปรตีนดังกลSาว

แตSละชนิด เป\นเวลา 12 ชั่วโมงที่ อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เมื่อครบเวลานำเมมเบรนมาลDางสองครั้งดDวย

สารละลาย TBST เป\นเวลา 10 นาที และบSมดDวยแอนติบอดี ้ชนิดที ่ 2 (horseradish peroxidase-

coupled secondary antibodies) เป\นเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหDอง และใสS super signal west pico 

chemiluminescence substrate วัดการเรืองแสงของโปรตีนแตSละชนิด และทำการวิเคราะหGปริมาณ

ความเขDมขDนของการเรืองแสงของโปรตีนแตSละชนิด ทำการทดลอง 3 ซ้ำ 

ก า ร ป ร ะ เ ม ิ น ผ ล ก า ร แ ส ด ง อ อ ก ข อ ง โ ป ร ต ี น  AKT, phosphorylation-AKT, FAK, 

phosphorylation-FAK จะเปรียบเทียบระหวSางกลุSมควบคุมที่ไมSใสSสารทดสอบใด  ๆ  กับกลุSมที่ใสSสาร

สกัดขDาวหักไรซGเบอรGร่ีท่ีความเขDมขDนตSาง  ๆ  สังเกตการเปล่ียนแปลงการแสดงออกของโปรตีน ถDาสารสกัด

ขDาวหักไรซGเบอรGรี่มีความสามารถในเพิ่มการแสดงออกของโปรตีนความหนาของ band จะเขDมขึ้น แปลผล

เป\นระดับของโปรตีนสัมพัทธG (relative protein level) โดยคำนวณอัตราสSวนของระดับโปรตีนของกลุSม

ท่ีใสSสารสกัดขDาวหักไรซGเบอรGร่ีตSอระดับโปรตีนของกลุSมควบคุมท่ีไมSใสSสารทดสอบใดๆ   

(5) การศึกษาผลของสารสกัดตSอการยับยั้งการสรDางไนตริกออกไซดG (NO) ภายในเซลลGเพาะเลี้ยง

แมคโครฟาจ (RAW 264.7) ท่ีถูกกระตุDนดDวยสาร lipopolysaccharide (LPS)  

นำเซลลGแมคโครฟาจ (RAW 264.7) มาเล้ียงในถาดเพาะเล้ียงเซลลG 96 หลุม ท่ีมีอาหารเล้ียงเซลลG 

RPMI 1640 โดยใหDมีปริมาณเซลลGเทSากับ 1×10
5
 เซลลG ตSอหลุมเป\นเวลา 24 ชั่วโมง ใน CO

2
 incubator 

ที่มี CO
2
 5% และอุณหภูมิ 37°C จากนั้นเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลGชนิดเดิมออก และเปลี่ยนเป\นอาหาร

เลี้ยงเซลลGที่มีสารสกัดละลายอยูSในความเขDมขDนตSาง ๆ กัน สSวนกลุSมควบคุมไดDรับเฉพาะสาร DMSO 

(0.5% v/v) ในการทดลองนี้จะใชDสาร L-N G-nitroarginine methyl ester (L-NAME) ที่ความเขDมขDน 

2µM เป\นสารมาตรฐาน โดยในแตSละหลุมจะเติมสาร LPS ใหDไดDความเขDมขDนสุดทDายในอาหารเลี้ยงเซลลG

เทSากับ 100 ng/mL เพื่อกระตุDนการสรDาง NO จากเอนไซมG inducible nitric oxide synthase (iNOS) 

จากนั้นนำไปเลี้ยงใน CO
2
 incubator เป\นเวลา 24 ชั่วโมง และทำการตรวจวัดปริมาณของ NO ที่สรDาง
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ขึ้นจากเซลลGแมคโครฟาจ ในรูปของ nitrite โดยนำอาหารเลี้ยงเซลลGมาทำปฏิกิริยากับ Griess reagent 

จากนั้นนำไปวัดคSาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร โดยใชDเครื่อง microplate reader 

เปรียบเทียบคSาการดูดกลืนแสงของกลุSมที่ไดDรับสารสกัดที่ความเขDมขDนตSาง ๆ กัน กับกลุSมควบคุมที่ไดDรับ

เฉพาะ vehicle (0.5% DMSO) โดยคำนวณคSาที่ไดDในรูป % of control โดยใหDกลุSมควบคุมมีปริมาณ 

nitrite เป\น 100%  

5 ศึกษาการทดสอบความไวต(อสารสกัดของเชื ้อแบคทีเรีย (antibacterial susceptibility 

test) 

แบคทีเรียท่ีใชDทดสอบ: Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 

   : Escherichia coli ATCC 25922 

   : Pseudomonas aeruginosa ATCC 27533 

เพาะเล้ียงแบคทีเรียในอาหาร Tryptic soy agar (TSA) บSมท่ีอุณหภูมิ 37°C เป\นเวลา 24 ช่ัวโมง และ

เก็บไวDในตูDเย็น  

5.1 ทดสอบฤทธ์ิในการยับย้ังเช้ือแบคทีเรียดDวยวิธี disc diffusion (ตามวิธีของ Kirby-Bauer)  

(1) เตรียมสารละลายตัวอยSางที่ความเขDมขDนระหวSาง 0.1-10 mg/mL โดยเจือจางลงครั้งละ 2 

เทSาดDวยน้ำ  

(2) เตรียมแผSนกระดาษกรอง (paper disc) ขนาดเสDนผSานศูนยGกลาง 6 mL นำไปฆSาเชื ้อท่ี

อุณหภูมิ 121°C เป\นเวลา 30นาที  

(3) ป´เปตเชื้อทดสอบที่เจือจางแลDวจำนวน 100 µL ลงบนผิวหนDาอาหาร Mueller-Hinton agar 

(MHA) เกล่ียใหDท่ัวดDวยแทSงแกDวสามเหล่ียม และท้ิงไวDใหDแหDงประมาณ 5 นาที  

(4) ใชDปากคีบปลอดเชื้อคีบ paper disc วางบนอาหารโดยใหDแผSน paper disc หSางกัน 15-20 

mm โดยหSางจากขอบจานอาหาร 15 mm  

(5) ป´เปตสารละลายตัวอยSางจำนวน 10 µL หยดลงบน paper disc และนำไปบSมที่อุณหภูมิ 

37°C     

เป\นเวลา 24 ช่ัวโมง  

(6) อSานและบันทึกผลโดยใชD vernier caliper วัดเสDนผSานศูนยGกลางของบริเวณยับยั ้ง รอบ 

paper disc ท้ังหมด 3 คร้ัง และคำนวณหาสSวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน ทำการทดลองท้ังหมด 3 ซ้ำ  

5.2 หาความเขDมขDนต่ำสุดที่สามารถยับยั้งเชื้อไดD (minimum inhibitory concentration; MIC) 

โดยวิธี broth microdilution 

(1) เตรียมสารละลายตัวอยSางที่ความเขDมขDนระหวSาง 0.1-10mg/mL โดยเจือจางครั้งละ 2 เทSา

ดDวยน้ำ  

(2) ป´เปตสารละลายตัวอยSางจำนวน 20 µL ลงใน 96 well plate และเติม MHB ลงไปจำนวน 

80µL  
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(3) เติมเชื้อที่เจือจางแลDวจำนวน 100 µL ตามลงไปและนำไปบSมที่อุณหภูมิ 37°C เป\นเวลา 16-

18 ช่ัวโมง  

(4) เมื่อครบเวลาใหDเติมสารละลาย resazurin (ความเขDมขDน 0.04 % (w/v) จำนวน 20 µL ลง

ในแตSละหลุม และนำไปบSมตSอท่ีอุณหภูมิ  37°C เป\นเวลา 4 ช่ัวโมง  

(5) อSานผลและบันทึกคSาความเขDมขDนที่นDอยที่สุดที่ไมSมีการเจริญของเชื้อ โดยสังเกตการเปลี่ยนสี

ของ resazurin ซ่ึงมีสีน้ำเงิน หากมีการเจริญของเช้ือสีของ resazurin จะเปล่ียนเป\นสีชมพู   

(6) ทำการทดสอบ 3 ซ้ำ (โดยเลือกคSา MIC ท่ีเหมือนกันอยSางนDอย 2 ซ้ำ)  

5.3 ทดสอบหาความเขDมขDนต่ำสุดท่ีสามารถฆSาเช้ือไดD (minimum bactericidal concentration; 

MBC) ดDวยวิธี drop plate  

(1) ป´เปตอาหารที่ไมSมีการเจริญเติบโตของเชื้อจากการหาคSา MIC จำนวน 5 µL ลงบนอาหาร

เล้ียงเช้ือ MHA และปลSอยท้ิงไวDใหDแหDง  

(2) นำไปบSมท่ีอุณหภูมิ 37°C เป\นเวลา 24 ช่ัวโมง  

(3) อSานผลและบันทึกคSาความเขDมขDนที่นDอยที่สุดที่ไมSมีโคโลนีของเชื้อบนอาหาร ทดสอบซ้ำ 3 

คร้ัง เพ่ือยืนยันผล  

6 ศึกษาเพื่อตรวจสอบค(าการละลายของสารสกัดข>าวหักไรซfเบอรfรี่ในตัวทำละลายต(าง ๆ  และ

ศึกษาความคงตัวทางเคมีกายภาพ (physicochemical property) ของสารละลายสารสกัด

ข>าวหักไรซfเบอรfร่ีท่ีได>  

ทำการตรวจสอบคSาการละลายของสารสกัดขDาวหักไรซGเบอรGรี่ ในตัวทำละลายตSาง ๆ  เชSน น้ำ, 

polyethylene glycol 400, glycerine, propylene glycolและ butylene glycol รวมถึงสSวนผสมของ

ตัวทำละลายเหลSานี้กับน้ำในอัตราสSวนตSาง ๆ  เพื่อคัดเลือกตัวทำละลายหรือตัวทำละลายผสมที่เหมาะสม 

เพื่อนำสารละลายของสารสกัดขDาวมาศึกษาความคงตัวทางเคมีกายภาพ โดยจะเลือกตัวทำละลายท่ี

สามารถละลายสารสกัดขDาวหักไรซGเบอรGรี่ไดDมากที่สุด นำตัวทำละลายท่ีผSานการคัดเลือกมาเตรียมเป\น

สารละลายสารสกัดขDาวหักไรซGเบอรGรี่ในความเขDมขDนที่สูงพอและคาดวSาสูตรตำรับที่ไดDไมSกSอใหDเกิดการ

ระคายเคืองตSอผิวหนัง (arbitrary concentration) นำสารละลายที่ไดDมาทดสอบความคงตัวทางเคมี

กายภาพดDวยวิธี heating-cooling cycle ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง สลับกับอุณหภูมิ 

45 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง ตามลำดับ เมื่อครบ 6 รอบ นำมาประเมินความคงตัว การประเมิน

ความคงตัวทางกายภาพ ไดDแกS สี ความหนืด และการตกตะกอน สSวนการประเมินความคงตัวทางเคมีจะ

ทำการประเมิน คSาความเป\นกรดดSาง (pH), วิเคราะหGหาปริมาณสารเทียบ (marker) ดDวยเทคนิค HPLC 

โดยจะเปรียบเทียบกับคSาเริ่มตDน ทำการคัดเลือกตัวทำละลายผสมและความเขDมขDนของสารสกัดขDาวหัก

ไรซGเบอรGร่ีท่ีใหDความคงตัวทางเคมีกายภาพท่ีดีท่ีสุด มาพัฒนาเป\นสูตรตำรับลิโพโซมสำหรับผิวหนังของสาร

สกัดขDาวหักไรซGเบอรGร่ี 
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7 พัฒนาสูตรตำรับลิโพโซมบรรจุสารสกัดข>าวหักไรซfเบอรfร่ี 

ทำโดยการศึกษาปริมาณของสSวนประกอบไขมันในสูตรตำรับ โดยสSวนประกอบไขมันในสูตรตำรับ

เชSน lecithin surfactant และ mineral oil เพื่อหาระดับความเขDมขDนของสารใหDมีความเหมาะสมในสูตร

ตำรับลิโพโซม รวมทั้งศึกษากระบวนการเตรียมลิโพโซม โดยหาจำนวนรอบป†∆น และเวลาที่ใชDในการป†∆น

ผสมดDวยเครื่อง homogenizer ที่เหมาะสม เพื่อใหDไดDลิโพโซมที่มีขนาดตามตDองการ นำสารละลายสาร

สกัดขDาวหักไรซGเบอรGรี่จากขDอ 7.5 มาบรรจุในสูตรตำรับลิโพโซมที่เตรียมไดD ปรับเปลี่ยนความเขDมขDนของ

สารสกัดขDาวใหDเหมาะสม ทำการคัดเลือกสูตรตำรับที ่เหมาะสมโดยดูจากขนาดของลิโพโซมที ่ไดD 

%entrapment efficiency คSา pH ของระบบ เพ่ือนำสูตรท่ีผSานการคัดเลือกมาศึกษาตSอไป 

8 การศึกษาลักษณะและคุณสมบัติทางเคมีกายภาพของลิโพโซมบรรจุสารสกัดข>าวหักไรซfเบอรf

ร่ี 

 (1) การตรวจสอบลักษณะรูปรSาง (morphology) ของลิโพโซม 

 ตรวจสอบลักษณะรูปรSาง (morphology) ของลิโพโซม ดDวยกลDองจุลทรรศนGอิเล็กตรอนแบบสSอง

ผSาน (Transmission electron microscope, TEM)  

(2) การประเมินคุณลักษณะตSาง ๆ ของลิโพโซม (characterization of Riceberry broken rice 

extract loaded liposome formulation) 

การวัดขนาด การกระจายขนาด และประจุของลิโพโซม โดยวัดขนาดอนุภาค (size) การกระจาย

ขนาด (polydispersity index, PDI) และศักยGซีตDารG (zeta potential) โดยใชDเครื่อง Zetasizer Nano 

ZS จำนวนตัวอยSางละ 3 ซ้ำ  

(3) การวิเคราะหGหาปริมาณสารสำคัญ (marker) ในสารสกัดขDาวหักไรซGเบอรGรี่ที่กักเก็บในลิโพ

โซมโดยวิธี HPLC (entrapment efficiency) 

 วิธีเตรียม โดยนำลิโพโซมกักเก็บสารสกัดขDาวหักไรซGเบอรGรี่ มาละลายดDวย 0.1% Triton® x-100 

ผสมใหDเขDากันโดยใชDเครื่องเขยSา vortex® แลDวนำไปป†∆นเหวี่ยงดDวยความเร็ว 10,000 rpm นาน 10 นาที 

ดูดสารละลายใส ดDานบน นำมาวิเคราะหGหาปริมาณสารดDวยเครื ่อง High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) 

(4) การทดสอบการปลดปลSอยตัวยาจากตำรับลิโพโซม (in vitro of drug release) 

วิธีเตรียม นำลิโพโซมที่กักเก็บสารสกัดขDาวหักไรซGเบอรGรี่ สูตรที่ดีที่สุด ทดสอบโดยใชD dialysis 

bag (molecular weight cut off, MWCO 3500 Da) 

(a) แชS dialysis bag ในน้ำกลั่นที่อุณหภูมิหDองเป\นเวลา 12 ชั่วโมง จากนั้นนำไปลDางซ้ำ

อีกคร้ังดDวยน้ำกล่ัน 

(b) ใสSตัวอยSางจำนวน 1 กรัม และ phosphate buffer (pH 6.8) ลงใน dialysis bag 

แลDวนำมายึดกับอุปกรณGสำหรับทดสอบ 
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(c) บรรจุ phosphate buffer (pH 6.8) จำนวน 200 มิลลิลิตร ลงใน chamber และ

ป†∆นตลอดเวลาดDวยความเร็ว 50 รอบตSอนาที คงระดับอุณหภูมิที่ 37±0.5 องศา

เซลเซียส  

(d) เก็บตัวอยSางจำนวน 2 มิลลิลิตร ที่เวลา 15, 30 นาที 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10 และ 

12 ชั่วโมง พรDอมทั้งใสS phosphate buffer (pH 6.8) คืนกลับไปในปริมาตรเทSากับ

ท่ีดูดออกมา  

(e) นำตัวอยSางที่เก็บ ณ เวลาตSาง ๆ ไปหาปริมาณสารสำคัญ โดยดำเนินตามวิธีในหัวขDอ

การควบคุมมาตรฐานของสารสกัด  

(5) การทดสอบการซึมผSานผิวหนังของตำรับลิโพโซม (in vitro skin permeation)  

วิธีเตรียม นำลิโพโซมที่กักเก็บสารสกัดขDาวหักไรซGเบอรGรี่ สูตรที่ดีที่สุด มาทดสอบการซึมผSานทาง

ผิวหนังดDวยเครื่อง Franz diffusion cell โดยใชDหนังหมู (porcine skin) เป\นตัวแทนของผิวหนังชั้นสต

ราตัมคอรGเนียม สุ Sมเก็บตัวอยSางทุก 0, 2, 4, 6, 8, 10 และ 12 ชั ่วโมง วิเคราะหGปริมาณสารสำคัญท่ี

ปลดปลSอยดDวยเคร่ือง High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

(6)  การประเมินฤทธ์ิทางชีวภาพของสูตรตำรับลิโพโซม (evaluation of bioactivity)  

วิธีเตรียม นำลิโพโซมที่กักเก็บสารสกัดขDาวหักไรซGเบอรGรี่ สูตรที่ดีที่สุด มาทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ 

ดังน้ี  

(a) ศึกษาความเป\นพิษตSอเซลลGคีราติโนไซตG และเซลลGไฟโบรบลาสตG 

(b) ศึกษาฤทธ์ิกระตุDนการเคล่ือนท่ี (migration) ของเซลลGคีราติโนไซตG  

    และเซลลGไฟโบรบลาสตG 

(c) ศึกษาฤทธ์ิกระตุDนการแบSงตัวของเซลลG (cell proliferation) ของเซลลGคีราติโนไซตG  

(d) ศึกษาฤทธ์ิยับย้ังการสรDางไนตริกออกไซดG (NO) ภายในเซลลGเพาะเล้ียงแมคโครฟาจ     

     (RAW 264.7) ท่ีถูกกระตุDนดDวยสาร lipopolysaccharide (LPS)  

  (e) ศึกษาการทดสอบความไวตSอสูตรตำรับของเช้ือแบคทีเรีย  

                            (antibacterial susceptibility test) 

(7) ศึกษาความคงตัวทางกายภาพและเคมี ของสูตรตำรับลิโพโซมบรรจุสารสกัดขDาวหักไรซGเบอรG

รี่ สูตรที่ดีที่สุด โดยเก็บไวDที่อุณหภูมิ 4, 25 และ 40 องศาเซลเซียส เป\นเวลา 3 เดือน ประเมินความคงตัว

ที่เวลา 0, 1, 2 และ 3 เดือน โดยประเมินคุณลักษณะตSาง ๆ ของลิโพโซม ไดDแกS สี คSาพีเอช (pH) ความ

หนืด การตกตะกอน ขนาดอนุภาค (size) การกระจายขนาด (polydispersity index, PDI) และศักยG

ซีตDารG (zeta potential) ของลิโพโซม และวิเคราะหGหาปริมาณสารสำคัญ (marker) ดDวยเทคนิค HPLC 

โดยจะเปรียบเทียบกับคSาเร่ิมตDน  
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บทท่ี 4 

ผลการวิเคราะหfข>อมูล และการอภิปรายผล 

 

 

1.The analysis of Riceberry broken rice extract (RBE) 

- Analysis of phenolic acids in RBE by HPLC  

- Determination of total phenolic content by Folin-Ciocalteu method 

The study was conducted to develop an analytical method to quantify 

protocatechuic acid (marker) in RBE using high performance liquid chromatography (HPLC) 

technique. Chromatographic conditions were used as shown in Table 1. and the HPLC 

chromatogram of protocatechuic acid (PA) is shown in Figure 1. The study found that RBE 

contained protocatechuic acid of 2.426 mg/g extract. 

The study found that RBE contained a total phenolic content of 324.50 ± 4.62 mg 

gallic acid equivalent (mg GAE/g extract) as shown in Table 2.  

Table 1. Chromatographic conditions of HPLC 
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Figure 1. HPLC chromatogram of (a) RBE and (b) standard protocatechuic acid (PA) at 

wavelength of 260 nm.  

 

2. Study of the biological activity of RBE without using cell culture (non cell-based 

assay) 

- Inhibitory effect on collagenase and elastase enzymes  

- Antioxidant activity by ABTS reducing activity  

- Antioxidant activity by DPPH radical scavenging activity 

Table 2. Total phenolic content, antioxidant activities and enzymatic inhibitions of RBE 

Sample/Test TPC a DPPH b ABTS b Anticollagenase 
c 

Antielastase 
c 

RBE 
 

324.50 ± 

4.62 

82.59 ± 

0.42 

391.0 ± 

0.07 

142.71 ± 0.96 33.61 ± 0.59 

Ascorbic acid ND 9.23 

±0.09 

66.67 ± 

0.47 

ND ND 

EGCG 
 

ND ND ND 28.20 ± 0.00 23.10 ± 0.00  

Quercetin ND ND ND ND 61.86 ± 1.07 

      a 
Total phenolic content (TPC) was reported as mg of gallic acid equivalent (GAE)/g.  

 (a) 

 (b) 

PA 

PA 
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        b
 DPPH radical scavenging activity and ABTS reducing activity were represented as 

50% of inhibitory concentration (IC50) in µg/ml. 

       c
 Anticollagenase and antielastase were represented as 50% of inhibitory 

concentration (IC50) in µg/ml. 

      EGCG = Epigallocatechin gallate 

      ND = not determined 

This study found that RBE has collagenase enzyme inhibitory activity with IC50 value 

of 142.71 ± 0.96 mg/mL and EGCG standard substance has IC50 value of 28.20 ± 0.00 

mg/mL, while elastase enzyme inhibitory activity was found to have IC50 value of 33.61 ± 

0.59 mg/mL and EGCG standard substance has IC50 value of 23.10 ± 0.00 mg/mL as shown 

in Table 2. 

RBE had DPPH free radical scavenging activity with IC50 value of 82.59 mg/mL, while 

vitamin C standard had IC50 value of 9.23 mg/mL. For the antioxidant activity by ABTS 

method, RBE compound had IC50 value of 391.0 ± 0.07 mg/mL and vitamin C standard 

compound had IC50 value of 66.67 ± 0.47 mg/mL as shown in Table 2. 

3. Preparation of transfersome formulation 

 To improve RBE stability and its appearance, Riceberry rice transfersomal 

formulation (T-RBE) was performed using all ingredients demonstrated in Table 3, resulting 

in a yellowish liquid (Figure 2). The T-RBE displayed a miscellaneous and soft Riceberry 

rice scent. The physicochemical characterization of formulated T-RBE was investigated and 

shown in Table 4. The particle size had a range of 253.0 ± 37.4 nm, with a low 

polydispersity index (PdI = 0.23 ± 0.07) and negatively charged surface due to 

phospholipids. The pH value of obtained transfersome was relatively neutral and viscosity 

was quite a low value. The entrapment efficiency was approximately 63.68 ± 1.45%. 

 

Figure 2. The appearance of T-RBE formulation, resulting in a yellowish liquid 
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Table 3. Chemical components of formulated T-RBE    

Components                        Amount (%) 

RBE       0.5 

Mineral oil      0.6 

Soybean lecithin      0.6 

PEG-75 lanolin      0.06 

PG       10 

Deionized water qs. to     100 

                                               

Table 4. Physicochemical properties of formulated T-RBE 

Parameters      Initial 

Size (nm)      256.60 ± 1.59  

Polydispersity index (PdI)     0.25 ± 0.01 

Zeta potential (mV)     -35.30 ± 1.26  

pH       5.89 ± 0.14 

Viscosity (cP)      2.64 ± 0.06 

Entrapment efficiency (%)    65.30 ± 2.98  

 

Physicochemical characterization of formulated nanoparticles showed a 

transmission electron microscope (TEM) image of T-RBE as a spherical particle, 

multinuclear structure, non-aggregated with uniform and homogenous distribution which 

is characteristic morphology for vesicular systems (Figure 3). 

 

Figure 3. TEM images of Riceberry rice transfersomal formulation (T-RBE) 
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4. Effect of RBE and transfersome (T-RBE) on the viability and death of human 

keratinocyte (HaCaT) and human primary skin fibroblast cells 

The cytotoxicity of RBE and T-RBE was first investigated in human keratinocyte 

(HaCaT) and human primary skin fibroblast cells. RBE at a concentration ranging from 10 

to 50 μg/mL has no cytotoxic effect on both cells. Taken together, blank-T and T-RBE (10 

– 50 μg/mL of RBE) show no toxicity to both cells. Moreover, cells were subjected to 

staining with Hoechst 33342/PI fluorescence dye for apoptotic or necrotic screening. There 

was no chromosomal condensation, and necrotic (PI-stained cell) has been found. The 

results confirm that RBE and T-RBE at 10 – 50 μg/mL were safe for human keratinocyte 

and primary skin fibroblast cells (Figure 4). Therefore, this range of concentration was used 

for further experiments. 

 

5. RBE and transfersome (T-RBE) enhance wound healing in human keratinocyte 

(HaCaT) and human primary skin fibroblast cells 

The scratch migration experiment has been employed to assess the wound healing 

characteristics of RBE and T-RBE. The RBE at 10 – 50 μg/mL enhanced the migration of 

HaCaT cells at 18 and 24 h relative to the control group. The T-RBE at concentrations of 

10 – 50 μg/mL enhanced the migration of HaCaT cells at 18 h in comparison to RBE. A 

similar response has been observed in human primary skin fibroblast cells after 12 and 18 

h of treatment. The results demonstrated that RBE enhances wound healing in human 

keratinocyte and primary skin fibroblast cells. T-RBE possesses superior wound healing 

properties compared to RBE (Figure 5- 6). 
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Figure 4. Evaluation of cytotoxicity and cell death following RBE and T-RBE 

treatment on (a) human keratinocytes (HaCaT) and (b) human primary skin 

fibroblast cells. Cell viability was assessed by MTT assay following treatment 

with RBE (10 – 50 μg/mL) and T-RBE (10 – 50 μg/mL of RBE) for 24 h. The data 

is expressed as the mean ± SD (n = 3). *p < 0.05 indicates a statistically significant 

difference from the control group. Detection of apoptosis and necrosis was 

conducted using Hoechst 33342 and propidium iodide (PI) staining following 

treatment with RBE (10 – 50 μg/mL) and T-RBE (10 – 50 μg/mL of RBE) for 24 h. 
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6. RBE increases migration marker protein expression in human keratinocyte (HaCaT) 

cells 

The FAK/AKT pathway serves as the primary mechanism for cell migration; 

consequently, the expression levels of FAK/AKT proteins were assessed in HaCaT cells. 

The phosphorylation levels of the active forms of FAK (p-FAK) and AKT (p-AKT) were 

examined. The RBE treatment at concentrations of 25 and 50 μg/mL resulted in an 

elevation of p-FAK levels in comparison to the control group. The level of p-AKT was 

elevated following RBE treatment at concentrations ranging from 10 to 50 μg/mL. The 

results indicate that RBE enhances wound healing via the FAK/AKT signaling pathway 

(Figure 7). 

 

7. Anti-inflammatory activity 

Nitric oxide (NO) is well known to be one of the major regulators of wound healing. 

However, excessive NO production was demonstrated to play a critical role in the 

pathogenesis of inflammation and can lead to cellular death and tissue damage in high 

amounts by reacting with reactive oxygen species. Therefore, inhibition of NO production 

is an important strategy for the screening of anti-inflammatory formulation. The effects of 

RBE, blank-T and T-RBE on NO production were assessed by Griess assay for evaluating the 

decrease in nitrite production levels. In the present study, these formulations exert anti-

inflammatory effects in LPS induced RAW 264.7 macrophage dose dependent manner. T-

RBE decreased NO levels by 0.61 times as much as TA in LPS-stimulated RAW 264.7 cells 

and showed the strongest anti-inflammatory affect at the highest dose administered (1.0 

mg/mL). T-RBE had a significantly higher anti-inflammatory effect than RBE at every 

concentration (*p < 0.05), whereas blank-T showed the lowest percentage of NO inhibition. 
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Figure 5. Effect of RBE and T-RBE on the migration of human keratinocyte cells. Cell 

migration was evaluated using a scratch wound healing assay after treatment with RBE 

(10 – 50 μg/mL) and T-RBE (10 – 50 μg/mL of RBE) for 24 h. (a) The wound area was 

imaged with an inverted microscope at 0, 6, 12, 18, and 24 time intervals. (b) The 

percentage of wound area at each time point has been computed in relation to the 

area at 0 hours. The data is shown as the mean ± standard deviation (n = 3). *p < 0.05 

denotes a statistically significant difference from the control group. 
#p < 0.05 signifies a 

statistically significant difference from the RBE at the similar concentration. 
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Figure 6. Effect of RBE and T-RBE on the migration of human primary skin fibroblast 

cells. Cell migration was evaluated using a scratch wound healing assay after treatment 

with RBE (10 – 50 μg/mL) and T-RBE (10 – 50 μg/mL of RBE) for 24 h. (a) The wound 

area was imaged with an inverted microscope at 0, 6, 9,12, 18, and 24 time intervals. 

(b)The percentage of wound area at each time point has been computed in relation to 

the area at 0 hours. The data is shown as the mean ± standard deviation (n = 3). *p < 

0.05 denotes a statistically significant difference from the control group. 
#p < 0.05 

signifies a statistically significant difference from the RBE at the similar concentration. 
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Figure 7. Effect of RBE on the expression of migratory marker proteins in human 

keratinocyte HaCaT cells. (a) Cellular migratory protein markers FAK, 

phosphorylated FAK, AKT, and phosphorylated AKT were assessed using Western 

blot analysis following treatment with RBE (10 – 50 μg/mL) and T-RBE (10 – 50 

μg/mL of RBE) for 48 h. (b) The relative expression of p-FAK/FAK and p-AKT/AKT 

was quantified and depicted as the relative protein level. *p < 0.05 indicates a 

statistically significant disparity from the control group. 

 

8. Microbiological studies of RBE, T-RBE and blank-T 

 The potential antibacterial activity of RBE, T-RBE and blank-T against pathogenic 

bacteria was evaluated and shown in Table 5. These substances produced significant zones 

of inhibition only against S. aureus ATCC 25923, with no zone of inhibition against 

Escherichia coli ATCC 25922 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27533. These results 

exhibited antibacterial activity against S. aureus ATCC 25923 with inhibition zones ranging 

from 8.67-9.0 mm. The MIC and MBC values of RBC against S. aureus ATCC 25923 were 50 

and 200 mg/mL. 
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Table 5. Antibacterial activity, MIC and MBC (mg/ml) of RBE, T-RBE and blank-T against 

pathogenic bacteria 

 

9. In vitro release study  

In vitro PA release of RBE solution and T-RBE was evaluated via dialysis membrane 

with Franz diffusion apparatus using pH 7.4 as release medium. The releasing profile (Figure 

8) demonstrated that RBE solution was released simultaneously of 97.18% within 5 h, 

whereas T-RBE provided prolonged - controlled release pattern with 41.60% burst effect 

within 30 min. Nonetheless, improved gradual release of PA from T-RBE was achieved as 

72.30% within 12 h. The release of therapeutic agents from pharmaceutical dosage form 

is important for therapeutic efficacy. The absence of lag time and the rapid release of 

therapeutic agents in the initial phase will greatly promote healing. Subsequently, the 

controlled release will further enhance the efficacy of the treatment (Potisuwan et al., 

2023). 

 

Figure 8. In vitro PA releasing profiles of extract solution and T-RBE within 12 h using Franz 

diffusion cells. 

Organisms               Inhibition   

MIC/MBC 

(mg/mL)  

  RBE T-RBE 

blank-

T   RBE 

Staphylococcus aureus ATCC 

25923 + + ¯ 
 

50/200 

Escherichia coli ATCC 25922 ¯ ¯ ¯ 
 

nd 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 

27533 ¯ ¯ ¯   nd 
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 From the past research, Transfersome has been reported a burst effect during the 

first hours upon administration. Considering that a small breakage of the lipid bilayer was 

occurred due to the vesicle deformation taking place during the permeation, allowing a 

partial release of the drug located in the core (Omar et al., 2019).   

 

10. Porcine skin permeabilization 

 In order to investigate the potency of T-RBE on transdermal delivery, skin 

penetration was performed using ex vivo porcine skin. Imaging mass microscope (IMS) 

analysis was employed to observe a cumulative amount of PA that transported across 

porcine skin of PA standard, RBE and T-RBE. Figure 9 showed that PA standard can 

penetrate well into porcine skin. It was also observed that T-RBE showed a higher amount 

of accumulated PA on the skin compared to RBE.  

Additionally, the permeability of T-RBE was greater and deeper than RBE at 24 h. This 

result indicated that skin penetration of formulated T-RBE was noticeably enhanced 

compared to those of extract. According to the ex vivo skin permeation study, T-RBE 

possibly enhanced the efficiency of the extract by increasing permeability. This result is 

due to the presence of PEG-75 lanolin acting as an edge activator in the formulation. PEG-

75 lanolin is a nonionic surfactant which provides flexibility to the vesicles, prevent 

rupture, and allows the vesicles to deform and penetrate skin pores (Nayak and 

Tippavajhala, 2020).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9. The IMS image showed the cumulative amount of PA (blue) permeated through 

porcine skin, which was treated with PA standard, RBE and T-RBE for 24 h. PA was detected 

at 153.02 m/z.  

 

PA standard RBE T-RBE 

100 

 
50 

 

0 
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 Previous research suggested that the penetration of the formulation through the 

skin is forced by a osmotic gradient that is caused by the different water content between 

the relatively dehydrated skin surface and the aqueous viable epidermis. A lipid 

formulation applied in the surface of the skin avoids evaporation and, consequently, 

dehydration, allowing transfersomes to reach deeper layers of the skin (Fernández-García 

et al., 2020). 

A 

 

B 
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C 

 

Figure 10. % entrapment efficiency (%EE; A), mean vesicle size (B), polydispersity index (PDI) and 
zeta potential (C) of T-RBE after 3 months storage at 4°C, 25°C and 40°C. (Results presented as a 
mean ± S.D, n=3). 

 

 
Figure 11. % protocatechuic acid of RBE solution as controlled formulation after 3 

months storage at 4°C, 25°C and 40°C. (Results presented as a mean ± S.D, n=3). 
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 The stability study was performed at different temperatures as per the ICH 

guidelines and to identify any possible change in the vesicular structure of transfersomes 

and leaking out of active substance from it. Optimized transfersome formulation (T-RBE) 

was selected for stability studies. The vesicular suspension was kept in sealed vials (10ml) 

for 3 months to study its stability in terms of %EE, vesicle size, PDI and zeta potential at 

refrigerator temperature (4°C/60 ± 5%RH), room temperature (25°C/60 ± 5%RH) and 

accelerated temperature (40°C/75 ± 5%RH). The pH and viscosity of the obtained vesicles 

were also investigated. T-RBE formulation stored at 4°C and 25°C showed no color change, 

no sedimentation and resist the aggregation and fusion. Furthermore, it showed a non-

significant (p > 0.05) change in %EE, vesicle size, zeta potential and polydispersity as shown 

in figure 10A-10C. However, T-RBE stored at 40°C showed slight precipitation which could 

be easily redispersed on gentle shaking. In addition, it showed a significant change from 

initial time (*p < 0.05) in %EE and vesicle size. It was observed that %EE decreases at these 

time intervals, and %EE was seen to decrease with each raise of the temperature, as in 

accelerated temperature (40°C) when %EE was determined at 0, 1, 2, and 3 months, then 

it was found to be 65.30 ± 2.98, 56.51 ± 1.94, 54.84 ± 4.53 and 50.75 ± 0.50, respectively. 

Significant decrease in %EE was detected representing leakage of major constituents from 

transfersomes. It was also found that vesicle size was increased with the raise of 

temperature and time intervals. At these time intervals in 40°C, vesicle size was found to 

be 256.60 ± 1.59, 273.73 ± 4.05, 270.70 ± 6.50 and 285.37 ± 6.53, respectively. Increasing 

the size of T-RBE stored at 40°C could be possibly attributed to the aggregation and fusion 

of vesicles at this temperature. Therefore, T-RBE formulation stored at the 4°C and 25°C 

showed an enhanced stability as the %EE and vesicle size did not change during and till 

the end of the storage study. No considerable change was seen in PDI and zeta potential 

at accelerated temperature (Figure 10C). Additionally, there was no significant change in 

pH characteristic (5.05-5.93) of T-RBE in stability testing. However, the viscosity of T-RBE 

was slightly decreased at 40°C (1.43-1.83) compared to 4°C and 25°C (2.05-2.64), which is 

probably due to the presence of precipitation in the formulation. Moreover, the chemical 

stability of RBE solution (controlled formulation) has also been investigated. Major 

constituent of RBE (PA) was used as marker for the quantitative analysis by using HPLC. It 

was noted that the PA content in RBE solution significantly decreased from initial time at 

all temperatures after the stability study (*p < 0.05) as shown in figure 11. These results 
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probably caused by the beneficial of transfersome delivery system, therefore, a 

nanocoating of those herbal ingredients protects the active chemicals from degradations 

and thus enhance the stability and efficacy (Opatha et al., 2020; Pradeep & Kumar, 2018). 

These results all suggested that the obtained vesicles were physiochemically stable. It 

could be concluded from the stability study that keeping vesicles at 4°C and 25°C is the 

best to minimize problems associated with instability issues. 
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บทท่ี 5 

สรุปผลการทดลอง 

 

 

 The objective of the present research was to develop RBE-loaded transfersomes 

(T-RBE) for improving the extract stability, and subsequently enhanced its molecular 

mechanisms and bioactivities in order to increase the value of Riceberry broken rice. RBE 

showed high total phenolic content together with increasing expression of migration 

protein marker (FAK/AKT), and exhibited important biological properties such as 

anticollagenase, antielastase and antioxidant activities. These findings refer to a potential 

alternative natural agent for wound healing products. The green technology  can be used 

to produce transfersomes from PEG-75 lanolin as edge activator without use organic 

solvent. When compared with the extract, it was found that T-RBE formulation exhibited 

significant anti-inflammatory effect in RAW 264.7 macrophage cells and effective wound 

healing in human keratinocyte (HaCaT) and human primary skin fibroblast cells. 

Furthermore, formulated T-RBE are highly stable and have a prolonged release. Then, T-

RBE can also enhance the potency of RBE on wound healing. On the basis of this study, 

we suggest that T-RBE could potentially be applied as a promising active ingredient in the 

treatment of impaired wound. 
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