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บวับกเป็นพืชสมนุไพรไทยท่ีใช้ในการรักษาแผลเป็นชนิดนูนและคีลอยด์แตย่งัไม่พบ

การรายงานว่ามีเวชส าอางจากบัวบกท่ีใช้ในการรักษาแผลเป็นชนิดท่ีลึกบุ๋ม  งานวิจัยนี มี้
วตัถุประสงค์เพ่ือพัฒนาต ารับเซรัมจากสารสกัดบวับกเพ่ือรักษาแผลเป็นจากการเกิดสิว  ซึ่งเป็น
แผลเป็นชนิดลกึบุม๋ พฒันาเซรัมจากการปรับเปล่ียนสารชว่ยทางเภสชักรรม ใช้สารสกดับวับกจาก
บริษัท (commercial extract), สารสกัดจากการแยกสกัดด้วยบิวทานอล (butanol extract) และ
สารสกัดบวับกจากห้องปฏิบตัิการ (in-house crude extract) พบว่าการเติม poloxamer 188 ท า
ให้ได้ต ารับมีลักษณะทางกายภาพท่ีใส และการปรับเปล่ียน buffering agent ท าให้ได้ต ารับท่ีมี
เสถียรภาพตอ่การเปล่ียนแปลงความเป็นกรดด่าง ต ารับเซรัมผสมสารสกดับวับกในความเข้มข้น 
5-10% มีเสถียรภาพทางกายภาพดี ยกเว้นเซรัมท่ีมี 5% ของสารสกัดบวับกจากห้องปฏิบตัิการ 
การปลดปล่อยและการซึมผ่านของ 7.5% โดยน า้หนกัของสารสกัดจากบริษัทในเซรัม พบการซึม
ผ่านและปลดปล่อยได้เร็วกว่าต ารับเซรัมอ่ืน  เม่ือเปรียบเทียบการซึมผ่านเฉพาะสารออกฤทธ์ิ 
พบว่าเซรัมท่ีมีสารสกัด 5% ของสารสกัดจากการแยกสกัดด้วยบิวทานอลมีการซึมผ่านของ
ปริมาณสารออกฤทธ์ิกลุ่ม asiaticosides สูงท่ีสุด การศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์  HaCaT พบ
เพียงสารสกดัและเซรัมผสมสารสกดัจากห้องปฏิบตัิการท่ีมีการรอดชีวิตของเซลล์ต ่ากว่า 90% พบ
เฉพาะสารสกดัและเซรัมผสมสารสกดัจากการแยกสกดัด้วยบวิทานอลท่ีท าให้เกิดการเคล่ือนท่ีของ
เซลล์มากกวา่กลุม่ควบคมุ และเซรัมดงักลา่วท าให้เซลล์เคล่ือนท่ีได้มากกวา่ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง การ
พัฒนาเซรัมจากสารสกัดบัวบกโดยการเปล่ียนสารช่วยทางเภสัชกรรมท าให้ได้ต ารับเซรัมท่ีมี
เสถียรภาพและประเภทสารสกัดบวับกส่งผลต่อเสถียรภาพของต ารับตลอดจนประสิทธิภาพของ
บัวบก ดังนัน้เซรัมจากสารสกัดบัวบกจากการแยกสกัดด้วยบิวทานอลเหมาะสมท่ีจะน าไป
ท าการศกึษาตอ่ไป 
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Centella asiatica is a Thai medicinal plant used for the treatment of 

hypertrophic scar and keloid. A cosmeceutical product from Centella asiatica for the 
treatment of depressed scar has not been reported. The objective of this study was to 
develop serum containing Centella asiatica extract. The pharmaceutical excipients were 
adjusted to achieve an appropriate formulation. The different type of extracts have been 
added into the serum including the commercial extract, butanol extract and in-house 
crude extract. The results showed that the physical appearance of the serum containing 
poloxamer 188 was clear. The optimization of formulation by modifying the buffering 
agent resulted into the good stability. The serum containing 5-10% Centella asiatica 
extract have the good physical and rheological stability except the serum containing 5% 
in-house crude extract. The extract release and permeability of the serum containing 
7.5% commercial extract were faster than the other serum formulations. The permeability 
of asiaticosides from the serum containing 5% butanol extract showed the highest 
permeation of asiaticosides. Only the in-house crude extract and the serum containing 
the in-house crude extract demonstrated the cell survival less than 90%. The cell 
migration of the butanol extract and the serum containing butanol extract produced 
more cell movement than the control. The serum containing 5%  butanol extract has the 
best chance to be developed for the tretment of depressed scar from acne. 

 
Keyword : Centella asiatica, serum, stability, release, permeability 
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บทที่ 1 
บทน า 

 

1.1 ภูมิหลัง 
รอยแผลเป็นเกิดได้หลงัจากการเป็นสิว เม่ือเกิดขึน้แล้วไม่ได้เพียงเกิดลกัษณะท่ีไม่น่าดู

บนผิวหน้า แต่ยังสามารถก่อปัญหาอ่ืนได้ เช่น ท าให้เกิดอาการคัน แสบ (Fearmonti, Bond, 
Erdmann, & Levinson, 2010) และอาจเกิดการติดเชือ้บริเวณแผลเป็นได้ บวับกเป็นพืชสมุนไพร 
ท่ีมีรายงานการวิจัยในการใช้รักษารอยแผลเป็น (Al-Attar & Duebel, 2006) มีฤทธ์ิในการระงับ
ประสาท ช่วยในการท างานของระบบภูมิคุ้ มกันให้ดีขึน้ (Brinkhaus, Lindner, Schuppan, & 
Hahn, 2000) และยงัมีฤทธ์ิในการสมานแผล  อย่างไรก็ตามยงัมีงานวิจยัไม่มากนักท่ีศึกษาฤทธ์ิ
ของต ารับบัวบกต่อการสมานแผลในเซลล์เพาะเลีย้งหรือฤทธ์ิของต ารับบวับกในการรักษารอย
แผลเป็นจากสิว 

เซรัม (serum) เป็นผลิตภณัฑ์บ ารุงผิวท่ีมีความเข้มข้นของสารส าคญัในการออกฤทธ์ิสูง
เม่ือเทียบกับผลิตภัณฑ์บ ารุงผิวประเภทอ่ืน เช่น ครีมหรือโลชัน (Nilsuwankosit, Suwansichon, 
Winitchai, & Rimkeeree, 2014) เซรัมมีข้อดีอีกหลายอย่าง เช่น เป็นต ารับท่ีซึมเข้าสู่ผิวหนังได้
ง่าย มีความหนืดไม่สูง จึงท าให้ผิวไม่เหนียวเหนอะหนะ ปัจจุบนัต ารับครีมหรือเจลจากสารสกัด
บวับกมีความเข้มข้นของสารส าคญัต ่า การเพิ่มความเข้มข้นของสารส าคญั โดยพฒันาเป็นเซรัมก็
น่าจะส่งผลต่อประสิทธิภาพในการรักษารอยแผลเป็นได้ดีขึน้  อย่างไรก็ตามความเข้มข้นของ
สารส าคญัท่ีเพิ่มมากขึน้อาจท าให้เกิดการระคายเคืองหรือเกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ผิวหนังได้ 
ดงันัน้นอกจากประสิทธิภาพในการรักษารอยแผลเป็นแล้วยงัต้องค านึงถึงการทดสอบการระคาย
เคอืงหรือการเกิดความเป็นพิษตอ่เซลล์ผิวหนงัของเซรัมท่ีมีความเข้มข้นของสารส าคญัสงูอีกด้วย 

แม้จะมีการทดลองประสิทธิภาพของสารสกดับวับกจากหลายงานวิจยั ทัง้การทดลองใน
เซลล์เพาะเลีย้งและการศกึษาทางคลินิก แตก่ารทดลองประสิทธิภาพในเซลล์เพาะเลีย้งกับต ารับ
จากสารสกัดบวับกในปัจจุบนัยงัท าได้ยาก เน่ืองจากมีการรบกวนจากสารช่วยทางเภสชักรรมใน
ต ารับ เซรัมเป็นต ารับท่ีมีน า้เป็นองค์ประกอบหลกั จึงสามารถท าการศึกษาประสิทธิภาพในเซลล์
เพาะเลีย้งได้ ดังนัน้การวิจัยนีจ้ึงได้พัฒนาต ารับเซรัมสารสกัดบัวบกเพ่ือเป็นทางเลือกใหม่อี ก
ทางเลือกหนึ่งให้กับการรักษารอยแผลเป็นบนผิวหน้าหลังการเกิดสิว โดยค านึงถึงประสิทธิภาพ
และเสถียรภาพของต ารับ นอกจากจะเป็นการพฒันาต ารับรูปแบบใหม่ส าหรับบวับก แล้วยงัเป็น
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การเพิ่มมูลค่าให้กับบวับกในการพัฒนาเป็นเวชส าอางท่ีมีผลการยืนยันจากการทดลองในเซลล์
เพาะเลีย้ง (Azis et al., 2017) 

 
1.2 วัตถุประสงค์ 

1. เพ่ือพฒันาต ารับเซร่ัมสารสกดับวับกให้มีประสิทธิภาพและเสถียรภาพ 
2. เพ่ือเปรียบเทียบผลของคลอโรฟิลล์ตอ่เสถียรภาพของต ารับเซร่ัมสารสกดับวับก 
3. เพ่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพการสมานแผลของสารสกดับวับกกบัต ารับเซร่ัมจากสาร

สกดับวับกในเซลล์เพาะเลีย้ง 
 
1.3 ขอบเขตของการวิจัย 

พฒันาต ารับเซรัมจากบวับกโดยการปรับเปล่ียนสารช่วยทางเภสชักรรมในต ารับ ศึกษา
การปลดปล่อย การซึมผ่านและสมบตัทิางกายภาพและเคมี การปลดปล่อย (release) การซมึผา่น 
(permeable) และสมบัติทางกายภาพและเคมี เม่ือคัดเลือกต ารับท่ีมีประสิทธิภาพในด้านการ
ปลดปล่อย การซมึผา่นและเสถียรภาพมาท าการศกึษาเก่ียวกบัประสิทธิภาพในการรักษาแผลเป็น
ในการเพาะเลีย้งเซลล์ โดยศกึษาผลของสารสกดับวับกเดี่ยวและผลของต ารับเซร่ัมสารสกดับวับก
ตอ่การเคล่ือนท่ีของเซลล์ (migration) และความเป็นพิษ (cytotoxicity) ตอ่เซลล์เพาะเลีย้ง  

 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  

ได้ต ารับเซร่ัมสารสกัดบวับกท่ีมีประสิทธิภาพและเสถียรภาพพร้อมท่ีจะน าไปศกึษาทาง
คลินิกตอ่ไป 



 
 

บทที่ 2 
เอกสารงานและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 แผลเป็น  

แผลเป็น คือ รอยแผลท่ีเกิดหลงัจากการหายของแผลจากกระบวนการหายของแผลท่ีไม่
สมบูรณ์ หรือผิดปกติ สามารถเกิดได้หลังจากอุบตัิเหตุ สิว และหลังการผ่าตดั เป็นต้น เม่ือแผล
หายแล้วจะทิง้ ร่องรอยไว้ได้หลากหลายลักษณะ แต่ลกัษณะท่ีเป็นแผลเป็นท่ีถือว่าผิดปกติแบ่ง
ออกได้เป็น 3 ลกัษณะ ดงัตอ่ไปนี ้

2.1.1 แผลเป็นท่ีโตนูน  
มีลกัษณะใหญ่และนนูกวา่แผลเป็นปกต ิสามารถแบง่ได้ 2 แบบ ได้แก่ 
ก. แผลเป็นนูนเกิน (hypertrophic scar) เป็นแผลเป็นท่ีใหญ่นูน แต่ไม่เกินขอบเขต

ของแผลเกิดจากการการหายเองของแผลขนาดใหญ่ท่ีผิวหนงั ซึ่งท าการรักษาหายแล้วนัน้เกิด การ
สร้างคอลลาเจนท่ีมากเกินไป โดยในระยะแรกจนถึงระยะสดุท้ายจะมีลกัษณะนนูใหญ่ มีสีแดงเข้ม 
และอาจมีอาการคนัเป็นระยะเวลานาน (ภาพประกอบ 1) 

ข. แผลเป็นคีลอยด์ เกิดจากการท่ีผิวหนงับริเวณท่ีเป็นแผลหลงัท าการรักษาหายแล้ว
เกิดการสร้างคอลลาเจนท่ีมากเกินไป และอาจเกิดขึน้จากความผิดปกติทางภูมิคุ้ มกันวิทยา 
(immunology)  เน่ืองจากมีรายงานว่าพบสารท่ีเก่ียวข้องกบัภูมิคุ้มกนับางชนิด คือ โกรทแฟคเตอร์ 
เป็นปัจจัยกระตุ้ นการ เจริญของเซลล์ท่ีเข้ามาซ่อมแซมบาดแผลมากกว่าแผลเป็นปกติทั่วไป 
แผลเป็นชนิดนีนู้นและขยายใหญ่เกินขอบเขตของแผลเดิมไปมาก มีความหนา หรือย่น และจะ
ขยายใหญ่ขึน้จนท าให้ใหญ่กว่ารอยแผล  สามารถเกิดได้ทุกจุดบนร่างกาย โดยเฉพาะบริเวณ
กระดกูหน้าอกท่ีใกล้เคียงกบักระดกูซ่ีโครงและไหล่ (ภาพประกอบ 2) 

2.1.2 แผลเป็นท่ีลึกบุ๋ม (depressed scar)  
มีลักษณะเป็นร่องหรือรูบุ๋มลึกลงไปภายในผิวหนัง หลังจากการเป็นแผล เช่น 

แผลเป็นท่ีเกิดจากสิว อีสุกอีใส  เป็นต้น อาจเกิดขึน้จากความผิดปกติทางภูมิคุ้ มกันวิทยา 
(immunology) มีรายงานว่าพบสารท่ีเก่ียวข้องกบัภูมิคุ้มกนับางชนิดคือ โกรทแฟคเตอร์ เป็นปัจจยั
กระตุ้นการเจริญของเซลล์ท่ีเข้ามาซอ่มแซมบาดแผลน้อยกวา่แผลปกตทิัว่ไป (ภาพประกอบ 3) 

2.1.3 แผลเป็นท่ีมีการหดรัง้ร่วมด้วย (scar contracture)  
แผลเป็นชนิดนีเ้กิดขึน้บริเวณข้อต่อและส่วนท่ีถูกดึงให้เคล่ือนท่ีได้ และอาจดึงรัง้

อวยัวะบริเวณแผลให้ผิดรูปถึงขัน้พิการได้ (ภาพประกอบ 4) (Fearmonti et al., 2010) 
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ท่ีมา: http://medicalpoint.org/hypertrophic-scar/ 

 

 
 

 
ท่ีมา: http://serior.info/keloid 

 

ภาพประกอบ 1 แสดงลกัษณะแผลเป็นชนิด hypertrophic scar          

ภาพประกอบ 2 แสดงลกัษณะแผลเป็นชนิด keloid 
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ภาพประกอบ 3 แสดงลกัษณะแผลเป็นชนิด depressed scar 
 

ท่ีมา: http://www.conceptcosmeticsurgeryservices.com 
 

 
 

ภาพประกอบ 4 แสดงแผลเป็นชนิด scar contracture 
 

ท่ีมา: http://www.ijps.org/viewimage 
 

2.2 กระบวนการสมานแผลและการเกิดแผลเป็น (Wound healing and scar)  
เม่ือร่างกายได้รับบาดแผล โดยปกติจะเกิดกระบวนการสมานแผลและเกิดแผลเป็นโดย

ธรรมชาต ิประกอบไปด้วย 4 ระยะ ท่ีอาจมีชว่งเวลาทบัซ้อนกนัได้ดงันี ้
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ระยะท่ี 1 ระยะห้ามเลือด (Hemostasis) เป็นระยะแรกหลงัเกิดบาดแผลทนัที กระตุ้นให้
เกิด กระบวนการสร้างลิ่มเลือด (blood clot หรือ fibrin clot) โดยเกล็ดเลือด (platelet) ซึง่จะฟอร์ม
ตวัเป็นร่างแหหรือตาขา่ย ซึง่ท าให้เลือดหยดุไหลอยา่งรวดเร็ว 

ระยะ ท่ี  2 ระยะอัก เสบ  (Inflammation) เป็น ระยะ ท่ี เกิดหลังจาก coagulation มี 
การเคล่ือนท่ีของเซลล์เม็ดเลือดขาวมาท่ีบาดแผลเป็นจ านวนมากเพ่ือคอยก าจดัเชือ้ก่อโรค และมี 
macrophage มาปลดปล่อย cytokine หรือ growth factor เพ่ือท าหน้าท่ีควบคุมและซ่อมแซม 
connective tissue matrix   

ระยะท่ี 3 ระยะการสร้างเนือ้เย่ือเส้นใยหรือระยะการเพิ่มจ านวนของเซลล์ (Proliferative) 
เป็นระยะท่ีเพิ่มความทนทานให้กับบาดแผลและขอบของบาดแผล เกิดการเช่ือมต่อกนัและมีการ
สร้าง collagen ท่ีเพิ่มมากขึน้ เม่ือผ่านไปประมาณ 1 สัปดาห์ จะมีการสร้าง collagen ท่ีลดลง 
นอกจากนีย้งัมีการสร้างเส้นเลือดตา่งๆ และสว่นท่ีเรียกวา่ ground substance 

ระยะท่ี 4 Remodeling เป็นระยะสดุท้ายของกระบวนการหายของแผล เกิดภาวะสมดลุ
ของการสร้างและท าลาย collagen เนือ้เย่ือเก่ียวพันมีการสร้างและยังก่อตวักันขึน้ใหม่ เรียกว่า
แผลเป็น (scar) ซึง่ในสภาวะปกติโดยทัว่ไปแล้ว ภายในช่วงแรกๆจะมีความนนูเล็กน้อย สีคอ่นข้าง
แดง ซึ่งพบวา่จะสามารถหายไปได้เองในเวลาไมน่าน แผลจะมีความทนทานท่ีสดุและสามารถหาย
ได้ในระยะนี ้(Kirsner & Eaglstein, 1993; Velnar, Bailey, & Smrkolj, 2009) 
 

 
 

ภาพประกอบ 5 แสดงกระบวนการสมานแผลและการเกิดแผลเป็น 
 

ท่ีมา: http://www.shieldhealthcare.com/community/wound/2015/12/18/how-  
wounds-heal-the-4-main-phases-of-wound-healing/  
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2.3 การรักษาแผลเป็น 
ปัจจบุนัในทางการแพทย์มีการรักษาแผลเป็นหลากหลายวิธี ดงัตอ่ไปนี ้
1. แผน่ซิลิโคน (silicone gel sheet)  
แผ่นซิลโคนเป็นวัสดุท่ีท าจากซิลิโคน มีลักษณะสีใส เหนียวและนุ่ม สามารถแปะกับ

ผิวหนงัมนุษย์ได้ดี ท าให้ชุ่มชืน้ลดความแห้งกร้านและความตึงของแผลเป็น ส่งผลให้การอกัเสบ
ลดลง และยงัมีสารส่ือกลาง (mediators) ต่างๆ ท าหน้าท่ีลดการสร้างคอลลาเจน ช่วยให้แผลเป็น
นุ่มและแบนราบ นอกจากนีย้งัมีสมบตัิช่วยลดการระคายเคืองแผลบนผิวหนัง วิธีนีเ้ป็นวิธีท่ีง่าย 
ได้ผลดีในการรักษาแผลเป็น และมีความปลอดภัยในระดบัสูง จึงได้รับความนิยมในการใช้เป็น
ทางเลือกแรกส าหรับการรักษาแผลเป็น ใช้เร่ิมใช้ได้หลงัจากแผลปิดสนิท ด้วยการปิดท่ีแผลเป็น วนั
ละ 12-24 ชัว่โมง ยกเว้นตอนอาบน า้ พบการรายงานว่ามีการศึกษาการใช้แผ่นปิดซิลิโคนรักษา
แผลเป็นนาน 1 ปี พบว่า 33.33% ของผู้ ใช้มีความพึงพอใจในการรักษาแผลเป็นได้อย่างดี รวมถึง 
33.33% ของผู้ ใช้มีความพอใจท่ีแผลเป็นดีขึน้ ในระดับปากลาง และอีก 33.33% ของผู้ ใช้มี
แผลเป็นท่ีดีขึน้เล็กน้อยหรือไม่ดีขึน้เลย (Goldenberg & Berman, 2014; Juanita et al., 2015; 
Juckett & Hartman-Adams, 2009)   

2. ยาทาเฉพาะท่ีแบบเจลซิลิโคน (tropical silicone gel) 
ยาทาเฉพาะท่ีแบบเจลซิลิโคนเป็นรูปเภสชัภัณฑ์รูปแบบหนึ่งท่ีมีลกัษณะกึ่งแข็งกึ่งเหลว 

สีใส มีน า้และซิลิโคนเป็นสว่นประกอบ สามารถทาลงบนผิวหนงัในบริเวณท่ีต้องการ และเน่ืองจาก
มีส่วนประกอบของน า้ท าให้ชุ่มชืน้ลดความแห้งกร้านและความตึงของแผลเป็น ส่งผลให้การ
อกัเสบลดลง นอกจากนีย้งัมีรายงานการศึกษาการเปรียบเทียบการรักษาแผลเป็นด้วยการรักษา
แบบแผ่นซิลิโคนกับการใช้ยาทาเฉพาะท่ีแบบเจลซิลิโคน วนัละ 2 ครัง้ เช้าและเย็น นาน 3 เดือน 
พบวา่ยาทาเฉพาะท่ีแบบเจลซิลิโคนท าให้แผลเป็นแบนราบ ยบุตวัลง และลดสีแดงของแผลเป็นได้
ดีกวา่แผ่นซิลิโคน และยงัลดอาการคนั ระคายเคือง ได้ใกล้เคียงกบัแผน่ซิลิโคน ทัง้นีก้ารรักษาแบบ
การใช้ยาทาเฉพาะท่ีแบบเจลซิลิโคนก็ยังมีความสะดวก ง่ายต่อการใช้กว่าการรักษาแบบแผ่น
ซิลิโคน และยงัสามารถรักษาแบบวิธีเด่ียวหรือรักษาร่วมกับวิธีอ่ืนได้อีกด้วย (Al-Attar & Duebel, 
2006; Chernoff, 2007) 

3. ยาฉีดสเตียรอยด์ (intralesional corticosteroid injections) 
ยาฉีดเป็นเภสัชภัณ ฑ์ รูปแบบหนึ่ ง ท่ี มีลักษณะเป็นของเหลว สีใส  ท่ีนิยมใช้คือ 

triamcinolone acetonide ขนาด 10-40 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ฉีดเข้าไปทางในชัน้ผิวหนังแท้ทุก  
4-6 สปัดาห์จนแผลเป็นยบุตวัลงและเรียบ การฉีดจะช่วยลดการอกัเสบลดอาการปวดและคนัของ
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แผลเป็นได้โดยกลไกยบัยัง้การหลั่งสารตวักลางจาก tissue macrophage และยงัไปช่วยลดการ
ส ร้ า ง  collagen glycoaminoglycan เพิ่ ม ก า ร ส ร้ า ง  enzyme proteinase ล ด ก า ร เ กิ ด 
inflammation และเพิ่ม tissue hypoxia สารตัวกลางจะท าการลดการสร้างคอลลาเจน และ
เปล่ียนแปลงการสร้าง glucosaminoglycan  และ fibroblast proliferation ท าให้แผลเป็นแบน
ราบลง การรักษาแบบการใช้ยาฉีดคอร์ติโคสเตียรอยด์สามารถใช้เพียงชนิดเดียวหรือใช้ร่วมกบัการ
รักษาอ่ืนๆ เช่น การผ่าตดั เป็นต้น เม่ือใช้เป็นการรักษาเพียงวิธีเดียวจะมีอตัราการตอบสนองร้อย
ละ 50-100 และมีอตัราการกลบัมาเป็นใหม่ เหลือร้อยละ 9-50 นอกจากนีก้ารใช้ยาฉีดสเตียรอยด์
สามารถท าให้เกิดผลข้างเคียงอ่ืนๆ ตามมาได้ ได้แก่ สีผิวซีดลง (hypopigmentation) ผิวหนงัและ
ชั น้ ไขมัน ใต้ ผิ วหนั ง ฝ่ อตัว  (skin และ  subcutaneous fat atrophy) เป็ นแผล  (ulceration)  
มีเส้นเลือดฝอยเกิดขึน้ (telangiectasia) (Goldenberg & Berman, 2014; Juanita et al., 2015)  

4. การผา่ตดั (Surgery) 
การผ่าตดันัน้ควรเลือกเป็นวิธีหลงัจากการใช้วิธีดงัท่ีกล่าวมาแล้วขัน้ต้นไม่ได้ผล เพราะ

เป็นวิธีท่ียุ่งยากต้องใช้แพทย์เฉพาะทางผิวหนงัและช านาญการในการผ่าตดั เป็นการกระตุ้นให้มี
การสร้าง collagen bundles ขึน้มาใหม่ การรักษาด้วยการผ่าตดัเพียงอย่างเดียว พบว่ามีโอกาสท่ี
แผลเป็นจะกลับมาใหม่สูงถึงร้อยละ 45-93 (Niessen, Spauwen, Schalkwijk, & Kon, 1999; 
Robson et al., 1992) ในขณะท่ีการผ่าตัดร่วมกับการฉีดยาฉีดสเตียรอยด์ triamcinolone 
acetonide หลงัการผ่าตดัพบว่ามี cure rate สูงถึงร้อยละ 80 (Ketchum, Robinson, & Masters, 
1971) ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาในปัจจุบนัพบว่าการรักษาด้วยวิธีผ่าตดัร่วมกับการรักษาแบบ 
adjuvant therapy เช่น  การใช้แผ่นซิลิ โคน การฉีดยาฉีดสเตียรอยด์ (intralesional steroid 
injection) หรือการรักษาโดยฉายรังสี  (Radiation Therapy) จะช่วยลด recurrence rate ได้ 
(Goldenberg & Berman, 2014; Juanita et al., 2015) 

5. Imiquimod 5% cream 
Imiquimod 5% cream เป็นเภสชัภัณฑ์รูปแบบหนึ่งท่ีมีลกัษณะกึ่งแข็งกึ่งเหลว สีขาวขุ่น 

จัด เป็ น ยา ใน รูปแบบ  immune response modifier มี กล ไก ไปกระตุ้ น  interferon α และ 
proinflammatory  cytokine ท าให้ collagen เส่ือมแล้วสลายเพิ่มมากยิ่งขึน้  และยังสามารถ
กระตุ้นการท างานของยีนท่ี ควบคมุกระบวนการท าลายตวัเองของเซลล์ซึ่งจ าเป็นต่อพัฒนาการ 
การเพิ่มจ านวนของเซลล์ในระบบ ภูมิคุ้ มกันและการรักษาสมดุลของเนือ้เย่ือในสิ่งมี ชีวิต 
(apoptosis) (Zurada, Kriegel, & Davis, 2006) นอกจากนีย้งัช่วยป้องกันการกลบัมาเป็นซ า้ของ
แผลเป็นภายหลังจากการผ่าตัด ใช้ทาวันเว้นวันในตอน กลางคืน เป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ 
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ผลข้างเคียงท่ีพบได้หลงัจาการใช้ Imiquimod 5% cream ได้แก่ การระคายเคืองและสีผิวเข้มขึน้ 
(Juckett & Hartman-Adams, 2009) 

6. การรักษาโดยฉายรังสี (Radiaiton Therapy) 
การรักษาโดยฉายรังสีเป็นวิธีการฉายรังสีขนาดต ่าๆ ท่ี 1,200 cGy เป็นเวลา 3 วนั ซึ่งถ้า

ฉายรังสีขนาดท่ีสูงจะท าให้เกิดมะเร็ง นิยมท าร่วมกนัหลงัวิธีการผ่าตดั โดยพบว่ามีประสิทธิภาพ
การรักษาสูงถึง ร้อยละ 65-99 เม่ือเทียบกับการผ่าตัดเพียงอย่างเดียวและมีเปอร์เซ็นต์การ
คืนกลบัมาเป็นแผลเป็นซ า้ท่ีน้อย (Klumpar, Murray, & Anscher, 1994; Kovalic & Perez, 1989
) มีกลไกการท างานโดยไปกระตุ้ นการเกิด apoptosis ของเซลล์ fibroblast และส่งผลต่อการ
จดัเรียงตวัของ collagen bundles นอกจากนีย้งัมีข้อเสีย คือ เม่ือใช้ไปนานๆแล้วอาจจะท าให้เกิด
เป็นมะเร็งได้ (Borok et al., 1988) 

7. การรักษาโดยใช้เลเซอร์ (Laser Therapy) 
การรักษาโดยใช้เลเซอร์เป็นวิธีการใช้ argon และ CO2 laser ซึ่งให้ผลประสิทธิภาพใน

การรักษาแผลเป็นได้อย่างไม่คอ่ยชดัเจน ตอ่มาได้มีการน า pulsed dye laser (PDL) นิยมใช้ความ
ยาวคล่ืนประมาณ 585-595 นาโนเมตร มีกลไกโดยไปกระตุ้นกระบวนการ apoptosis ของเซลล์ 
fibroblast และกระตุ้นการเส่ือมและสลาย collagen (Kuo et al., 2005) เพ่ือท าให้รอยแดงและ
อาการคนัลดลง (Karsai, Adrian, Hammes, Thimm, & Raulin, 2007) 
 
2.4 บัวบก (Centella asiatica)  

2.4.1 ข้อมูลท่ัวไป 
บัวบกจัดอยู่ ในวงศ์  Apiaceae ห รือ  Umbeljiferae มี ช่ือทางวิทยาศาสตร์ว่า 

Centella asiatica นอกจากนีย้งัมีช่ืออ่ืนๆอีก ได้แก่ Hydrocotyle asiatica L, Hydrocotyle lunata 
Lam, Centella coriacea Nannfd เป็นต้น 
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ภาพประกอบ 6 แสดงลกัษณะของบวับก  
 

ท่ีมา : (Azis et al., 2017) 
 
2.4.2 ข้อมูลทางพฤกษศาสตร์  

สณัฐานท่ีมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า ดอกจะมีสีม่วงอ่อนๆ ใบบางและนุ่ม มีสีเขียว เส้น
ผา่นศนูย์กลางอยูท่ี่ 2-5 เซนติเมตร กลิ่นคล้ายใบยาสบู มีรสขม ก้านใบยาวท่ีมาจากส่วนท่ีเรียกว่า 
node คล้ายต้นกหุลาบและตดิกบัสว่นท่ีเรียกวา่ ไหล (runners) (Arora, Kumar, & Dubey, 2002)  

 
2.4.3 สารออกฤทธ์ิท่ีส าคัญของบัวบก 

Asiaticoside, asiatic acid, madecassic acid แล ะ  madecassoside (Inamdar, 
Yeole, Ghogare, & de Souza, 1996) 
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ภาพประกอบ 7 แสดงโครงสร้างทางเคมีของ asiaticoside (A), asiatic acid (B), 

madecassic acid (C) และ madecassoside (D)  
 

ท่ีมา : (Pan et al., 2010) 
 
2.4.4 การศึกษาทางเภสัชจลนศาสตร์ (pharmacokinetics) 

ปัจจุบัน มีการศึกษาทางด้าน  pharmacokinetics จากสารสกัดบัวบก ทั ง้ใน
สัตว์ทดลองและมนุษย์ ซึ่งการทดลองในมนุษย์แบบ randomized cross-over จ านวน 12  
การทดสอบ พบว่าอาสาสมคัรสามารถดดูซึม asiaticoside (mixture) จากการให้แบบ oral dose 
ได้ (Brinkhaus et al., 2000) การศึกษาในสตัว์ทดลองแบบ in vivo พบว่ามีการเกิดการเปล่ียนรูป
จาก asiaticoside ไปเป็น asiatic acid นัน่แสดงให้เห็นว่าความเข้มข้นสงูสุดของ asiatic acid ใน
พลาสมาเพิ่มขึน้อย่างมีนยัส าคญั ทัง้แบบ single oral administration และ repeated oral dose 
และมีการศึกษาเปรียบเทียบหลังจากท่ีมีการให้ madecassoside, asiaticoside, asiatic acid 
และ madecassic acid รวมสาร 4 ชนิด ในหนทูดลองพบว่ามี bio-availability อยู่ในช่วง 30-50% 
(van Der Watt & Pretorius, 2001) 

 



  12 

2.4.5 การศึกษาทางเภสัชพลศาสตร์ (pharmacodynamics)  
การศึกษา pharmacodynamic ของ  Centella asiatica มีการศึกษาทั ง้ ในการ

ทดลองแบบ in vitro, in vivo และในสัตว์ทดลอง การศึกษาแบบ in vitro โดยใช้สารสกัดจาก
บวับกและ asiaticoside มีอย่างแพร่หลาย เช่น การสมานแผล (wound healing) การปอ้งกนัแผล 
(ulcer-protective) เภสัชวิทยาของจิตประสาท (psychoneuro-pharmacological) ฤทธ์ิการต้าน
จลุชีพ (antimicrobial) และฤทธ์ิการต้านไวรัส (antiviral) การทดลองแบบ in vivo มีการศึกษาใน 
fibroblasts ระดบัเซลล์ ชีวเคมี กลไกต่างๆ ตลอดจนทางคลินิกในมนุษย์ พบว่าสารสกัดบวับกมี
ความเก่ียวข้องในการเร่งสมานแผลในสภาวะท่ีมีความผิดปกติของผิวหนังท าให้ granuloma  
มีปริมาณท่ีลดลงและท าให้เพิ่มความทนต่อแรงตึงของแผล นอกจากนีย้งัพบว่ามีการสังเคราะห์ 
collagen เพิ่ มขึ น้  มี การเพิ่ มจ านวนของเซลล์ในชัน้  germ layer และมีการขยายตัวของ 
keratohyaline granules ในเนือ้เย่ือแผลเป็นอีกด้วย (Brinkhaus et al., 2000) และในการศึกษา
โดยใช้สตัว์ทดลอง พบวา่ asiaticoside สง่เสริมและกระตุ้นการสมานแผลในหนทูดลองและยงัชว่ย
เพิ่มความตึงผิวให้กับผิวท่ีพึ่งเกิดใหม่ สามารถรักษารอยแผลเป็นประเภท hypertrophic scars 
และ keloids  ได้โดยลดการเป็นพงัผืดในแผล ปอ้งกนัการเกิดรอยแผลเป็นใหม่ กลไกของการออก
ฤทธ์ิแบ่งได้เป็น 2 แบบ ได้แก่ เพิ่มการสังเคราะห์ collagen และ acidic mucopolysaccharide 
และยับยั ง้ระยะการอัก เสบ  (inflammatory phase) ของ hypertrophic scars และ keloids 
นอกจากนีย้ังสามารถไปรบกวนกระบวนการสร้างแผลเป็นโดยเพิ่ ม กิจกรรมของเซลล์  
myofibroblasts และ immature collagen (Morisset et al., 1987)  

 
2.5 รูปแบบผลิตภัณฑ์จากสารสกัดบัวบกและต ารับยาจากบัวบกในปัจจุบัน 

1 ครีมบวับก มีสว่นประกอบของสารสกดับวับก 7% ช่วยสมานแผล ลบรอยแผลเป็นและ
จดุดา่งด า ท าให้แผลนุม่เร็วขึน้ 

2 เจลล้างบวับก กระตุ้นการสร้างเนือ้เย่ือและเซลล์ผิวใหม่ ท าให้แผลเป็นจางลง 
3 แชมพบูวับก มีสว่นประกอบบวับกสด 20% สมานแผลบนหนงัศีรษะ 
4 สบูบ่วับก 0.75% สมานแผล ท าให้แผลเป็นจางลง 
5 โทนเนอร์บวับก ท าความสะอาดผิวหน้าและลดรอยแผลเป็น 
6 แคปซูลบวับก ช่วยขบัปัสสาวะและบ ารุงสมอง (Al-Attar & Duebel, 2006; Brinkhaus 

et al., 2000; Tenni et al., 1988) 



  13 

เซรัม คือ ผลิตภัณฑ์บ ารุงผิวประเภทหนึ่งในรูปแบบสารละลายท่ีมีความหนืด ท่ีได้รับ
ความนิยมและมีมลูคา่ อาจจดัเป็นเคร่ืองส าอาง ยาหรือเวชภณัฑ์ขึน้อยู่กบัสารส าคญัหรือสารออก
ฤทธ์ิท่ีผสมเข้าไปว่ามีฤทธ์ิในการรักษา เชน่ รักษาแผลหรือบ ารุงเพ่ือความสวยงาม ยกตวัอย่างเช่น
เซรัมวิตามินอี เซรัมวิตามินซี เซรัมจากสารสกดัพืช เซรัมจากพิษผึง้ ซึ่งชว่ยในเร่ืองความกระจ่างใส
ลดริว้รอย หน้าเต่งตึง  กระชบั เร่งผมยาว เร่งคิว้ดก ผลิตภัณฑ์ดแูลบ ารุงผิวในรูปแบบเซรัมมีข้อ
ได้เปรียบมากกว่าผลิตภณัฑ์ ดแูลผิวอ่ืนๆ เช่น ครีมหรือเจล หลายประการ ได้แก่ มีสารส าคญัหรือ
สารออกฤทธ์ิท่ีเป็นส่วนประกอบเข้มข้นกว่า ปริมาณในการใช้ต่อครัง้ท่ี น้อยเพียงแค่หยด 
ส่วนประกอบส่วนใหญ่ของ เซรัม คือ น า้ จึงไม่ เหนียวเหนอะ มีโมเลกุลท่ีขนาดเล็กกว่าจึงมีเนือ้
สัมผัสท่ีเบากว่า ซึมเข้าผิวง่าย รวดเร็วและล า้ลึกกว่าจึงท าให้เห็นประสิทธิภาพได้เร็ว เป็นต้น
(Nilsuwankosit et al., 2014) ต ารับเซร่ัมโดยทั่วไปจะ ประกอบด้วยน า้ เป็นองค์ประกอบหลัก  
ส า ร บั ฟ เฟ อ ร์  (buffering agent) ไ ด้ แ ก่  sodium citrate, boric  acid เ ป็ น ต้ น ร ว ม ทั ้ ง 
พอลิ เม อ ร์  (polymer) เป็ น สาร เพิ่ ม ค วามห นื ด  ไ ด้ แก่  poloxamer 188, sodium alginate 
gelatin,carbomer เป็นต้น และมีสารส าคญัต่างๆท่ีออกฤทธ์ิในด้านการรักษา บ ารุงและเพ่ือ เพิ่ม
ความสวยงาม   

การทดสอบเซร่ัม โดยทัว่ไปจะแบง่ออกเป็น 2 แบบ ได้แก่ ทางกายภาพและเคมี 
ก. การทดสอบทางกายภาพ  ได้แก่ ค่าความหนืด มีเหน่วยเป็นเซนติพอยต์ (cP) ใช้

เคร่ืองมือทางวิทยาศาสตร์วัด ได้แก่ เคร่ืองวัดค่าความหนืดแบบต้านการหมุน (Rotational 
Brookfield Viscometer) หรือเคร่ืองวดัความหนืด Rheometer, ความเป็นเนือ้เดียวกัน ใช้สายตา
สงัเกต, คณุภาพทางจลุินทรีย์ตามวิธี (มอก. 152-2539) ต้องไม่มีหรือต้องมีจ านวนจลุินทรีย์ตามท่ี
ได้ก าหนด, คา่สี L*, a*, b* 

ข. การทดสอบทางเคมี ได้แก่ คา่ความเป็นกรดเป็นดา่ง (pH) ใช้เคร่ือง pH meter ในการ
วัด, การทดสอบความคงตัวในสภาวะเร่งด้วยวิธี heating and cooling cycle (4º C เป็นเวลา    
24 ชั่วโมง ในเคร่ืองท าความเย็น  สลับกับ 45º C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ในเคร่ือง incubator) 
(Kannasood, Rimkeeree, Winitchai, & Tadakittisarn; Nilsuwankosit et al., 2014) 

 
2.6 การศึกษาผลของสารสกัดบัวบกในเซลล์เพาะเลีย้ง 

ปัจจุบันมีการศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ (cytotoxicity) และอัตราการเคล่ือนท่ีของ
เซลล์ (cell migration) กันอย่างมากมาย ทัง้นีข้ึน้อยู่กับเป้าหมายในการน าสารสกัดบวับกไปใช้
ประโยชน์ จากรายงานพบว่ามีการศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ประสาท PC12 (rat PC12 
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pheochromocytoma) และ IMR32 (human IMR32 neuroblastoma) โดยทดสอบกับสารสกัด
บวับกท่ีสกดัด้วย 20% ethanol ท่ีมีความเข้มข้นตัง้แต ่25-100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ประเมินผล
การทดสอบท่ีเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง พบว่าความอยู่รอดของเซลล์  (cell availibity) ทัง้ 2 ชนิด  
คือ PC12 และ IMR32 มีค่ามากกว่า 85.5% และ 133.3% ตามล าดบั ผลการทดลองชีใ้ห้เห็นว่า
สารสกัดบวับกท่ีสกัดด้วย ethanol 20% ท่ีความเข้มข้นน้อยกว่า 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรไม่มี
ความเป็นพิษตอ่เซลล์เม่ือเปรียบเทียบกบั control ท่ีระดบันยัส าคญั P > 0.05 (Chen, Jang, Li, & 
Surh, 2005) และได้มีการศกึษาความเป็นพิษตอ่เซลล์ผิวหนงัและการเคล่ือนท่ีของเซลล์โดยใช้สาร
สกดับวับกมากมาย  มีรายงานการศกึษาการทดสอบความเป็นพิษตอ่เซลล์ผิวหนัง HDF (human 
dermal fibroblast) และ HaCaT (human epidermal cell line) โดยใช้สารสกัดบวับกท่ีสกัดด้วย
เมทานอลท่ีความเข้มข้นตัง้แต ่0.19-100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร พบวา่ความอยูร่อดของเซลล์ทัง้ 2 
ชนิด คือ HDF และ HaCaT มีค่ามากกว่า 90% โดยสารสกัดบวับกท่ีสกัดจาก methanol ท่ีความ
เข้มข้นสูงสุด (100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) แสดงผลร้อยละความอยู่รอดของ HDF และ HaCat 
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมั่น  P < 0.05 เม่ือเปรียบเทียบกับ control และท่ี
ความเข้มข้นต ่าสุด (0.19 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) พบว่า ผลร้อยละความอยู่รอดของ HDF และ 
HaCaT แตกต่างกันอย่างมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ P < 0.05 เม่ือเปรียบเทียบกับ control 
เช่นเดียวกนั  ในการศกึษาการเคล่ือนท่ีของ HDF และ HaCat ประเมินผลท่ีเวลา 40 ชัว่โมง พบว่า
ให้ผลท่ี เหมือนกัน คือ สารสกัดบัวบกท่ีสกัดด้วย methanol ท่ีความเข้มข้น 0.2 และ 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท าให้อัตราการเคล่ือนท่ีของเซลล์มากกว่า PDGF (Platelet-derived 
growth factor) ซึ่งเป็น  positive control อย่างมีนัยส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมั่น  P < 0.05 (Azis 
et al., 2017) นอกจากนีย้ังพบว่ามีการศึกษาความเป็นพิษของสารสกัดบวับกด้วยน า้ สารสกัด
บัวบกในรูปแบบ nano-encapsulation และเจลาตินในรูปแบบ nano-encapsulation ท่ีความ
เข้มข้นในช่วง 0.2-1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ท าการทดลองกับเซลล์  CCD-986sk (human skin 
fibroblast cells) พบว่า เม่ือเพิ่มความเข้มข้นของทกุรูปแบบขึน้ สารสกดับวับกด้วยน า้มีความเป็น
พิษสูงสุด (15%) และเจลลาตินในรูปแบบ nano-encapsulation มีความเป็นพิษต ่าสุด (5%) 
อย่างมีนยัส าคญัเม่ือเทียบกบั control ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ P < 0.01 ในความเข้มข้นเดียวกนั  คือ 
1 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร จะเห็นได้ว่าสารสกดับวับกในรูปแบบ nano-encapsulation มีความเป็น
พิษต ่ากวา่สารสกดับวับกด้วยน า้ท่ีความเข้มข้นเดียวกนั (Kwon et al., 2012) 



 
 

บทที่ 3  
วิธีการทดลอง  

 
3.1 อุปกรณ์ เคร่ืองมือและสารเคมี  

3.1.1 อุปกรณ์และเคร่ืองมือ  
1. ตู้อบควบคมุอณุหภมูิ      Memtmert, Germany 
2. เคร่ืองกลัน่ระเหยแบบหมนุ     BUCHI, Switzerland  
3. เคร่ืองวดัความเป็นกรดดา่ง     Eutech instruments, Singapore 
4. เคร่ืองวดัความหนืด       Thermo scientific, Germany 
5. เคร่ืองบดลดขนาด       FRITSCH, Germany  
6. Franz-diffusion cell      Perme gear, USA 
7. เคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู   Agilent technology, USA  
8. เคร่ืองวิเคราะห์การดดูกลืนแสง     Vankel, USA 
9. ตู้ปลอดเชือ้      Safe FAST Classic 212, Italy   
10. หม้อนึง่ฆา่เชือ้แรงดนัไอน า้    Meditip, TOMY SX-500, USA 
11. เคร่ืองวดัคา่การดดูกลืนแสงในไมโครเพลท Molecular Devices, USA 
12. กล้องจลุทรรศน์      Nikon eclipse, Japan 
13. ตู้บม่ภายใต้ก๊าซคาร์บอนไดออกไซค์   New Brunswick, England 

 
3.1.2 สารเคมี  

1. 95% ethanol   Merck, Germany  
2. Dichloromethane  Merck, Germany  
3. Butanol    Merck, Germany 
4. Glycerin   SL Quality supply LTD PART, Thailand  
5. Sodium alginate  BASF, Germany 
6. Carbopol 940   BASF, Germany 
7. Poloxamer 188   BASF, Germany 
8. Dulbecco's modified Eagle medium (DMEM) Corning, USA  
9. Fetal bovine serum (FBS) Gibco, USA 
10. 0.25% Trypsin-EDTA  Gibco, USA 
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11. 1% Penicillin-streptomycin Gibco, USA 
12. สารสกดับวับกจากน า้  Specialty Natural Products, Thailand  
 

3.1.3 สมุนไพรและสารสกัดที่ใช้ในการศึกษา  
1. บัวบ ก  (Centella asiatica) จากตลาดองค รัก ษ์  ต .องค รัก ษ์  อ .องค รัก ษ์                

จ.นครนายก 
2. สารสกดับวับก ด้วยน า้เป็นตวัท าละลาย (บริษัทสเปลเชียลตี ้เนเชอรัล โปรดกัซ์) 

3.1.4 เซลล์เพาะเลีย้งที่ใช้ในการศึกษา 
HaCaT (Human epidermal keratinocytes) CLS 300493 

 
3.2. วิธีการทดลอง 

3.2.1 การเตรียมสารสกัดบัวบก 
1. การเตรียมบวับกแห้ง 

1.1 น าบวับกสว่นเหนือดนิมาล้าง   
1.2 ชัง่บนัทกึน า้หนกับวับกสด   
1.3 อบด้วยเคร่ือง hot air oven ท่ีอุณหภูมิ 50º C เป็นเวลา 48 ชั่วโมง บันทึก

น า้หนกัท่ีชัง่ได้หลงัอบแห้ง  
1.4 น าบวับกแห้งท่ีได้มาบดด้วยเคร่ือง cutting mill แร่งขนาดรูเปิด 2 มิลลิเมตร     
1.5 ชัง่น า้หนกับวับกแห้งท่ีท าการบดแล้วบนัทกึน า้หนกัท่ีชัง่ได้  

2. การสกดับวับกด้วยวิธีการหมกั (Maceration)  
2.1 น าผงบัวบกแห้งน า้หนัก 450 กรัม มาใส่ลงใน erlenmeyer flask ขนาด  

3 ลิตร 
2.2 เตมิ 95% ethanol ปริมาตร 2 ลิตร หมกัเป็นเวลา 3 วนั  
2.3 ท าการกรองสารละลาย (filtrate) ออกจากกากบัวบกด้วยกรวยกรอง 

(funnel) 
2.4 น าสารละลายท่ีได้ไประเหยแห้งด้วยเคร่ือง Rotary evaporator อุณหภูมิ 

60° C และระเหยแห้งบน water bath ตามล าดบั  
2.5 น ากากบวับกไปท าการหมกัซ า้อีก 2 ครัง้ โดยเร่ิมท าตัง้แตข่ัน้ตอนท่ี 2.2-2.4 
2.6 น าสารสกดับวับกท่ีได้จากการหมกัทัง้ 3 ครัง้มารวมกนั และบนัทกึน า้หนกั 
2.7 ค านวณหาร้อยละโดยผลผลิต (yield) 
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3.2.2 การแยกสารสกัดบัวบก 
 

  
1. ละลายสารสกัดบวับกจากข้อ 3.2.1 ปริมาณ 1 กรัม ด้วย dichloromethane 150 

มิลลิลิตร    
2. เทสารละลายลงในกรวยแยกขนาด 500 มิลลิลิตร เติมน า้ลงไป 150 มิลลิลิตร ท า

การเขยา่ 1 นาทีแล้วหยดุพกั 3 นาที จนครบ 1 ชัว่โมง รอจนแยกออกเป็น 2 ชัน้     
3. ไขเอาสารสกัดบวับกในชัน้ dichloromethane และสกดับวับกในชัน้น า้ ท่ีแยกกัน

เป็น 2 ชัน้ออก โดยต้องเปิดฝาไว้ในขณะท่ีไข 
4. น าสารสกัดบัวบกในชัน้ dichloromethane ระเหยในตู้ดูดควันจนแห้งสนิทและ

บนัทกึน า้หนกัท่ีได้  
5. น าสารสกัดบัวบกชัน้น า้เติมลงไปในกรวยแยกอันใหม่ เติม butanol ลงไป 150 

มิลลิลิตร ท าการเขยา่ 1 นาทีแล้วหยดุพกั 3 นาที จนครบ 1 ชัว่โมง รอจนแยกออกเป็น 2 ชัน้ 
6. ไขเอาสารสกัดบวับกในชัน้น า้และสกัดบวับกในชัน้ butanol ท่ีแยกกันเป็น 2 ชัน้

ออก โดยต้องเปิดฝาไว้ในขณะท่ีไข 
7. น าสารสกัดบวับกในชัน้น า้และสกัดบวับกในชัน้ butanol ระเหยบน water bath 

ในตู้ดดูควนัจนแห้งสนิทและบนัทกึน า้หนกัท่ีได้ 
 
 



  18 

3.2.3 การวิเคราะห์หาปริมาณด้วยวิธีโครมาโทกราฟีแบบเยื่อบางสมรรถนะสูง 
(High performance thin Layer chromatography, HP-TLC)  

วิเคราะห์หาปริมาณสารส าคญัในสารสกดับวับกด้วยเทคนิค HP-TLC 
1. ละลายตัวอย่าง สารสกัดบัวบกและสารมาตรฐาน asiaticoside ปริมาณ  

1 มิลลิกรัม ด้วย methanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร    
2. Spot ตัวอย่างและสารสกัดบัวบกลงบน TLC silica gel 60 F254 Glass plates 

ขนาด 20x10 เซนติเมตร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร และท าการ spot สารมาตรฐานปริมาตร 0.5, 1, 
2, 4, 8, 16 และ 32 ไมโครลิตร ด้วยเคร่ือง CAMAG Automatic TLC Sampler ขนาดแบรน 0.6 
เซนติเมตร เว้นระยะจากปลายด้านล่าง 1 เซนติเมตร และเว้นระยะด้านข้างแผ่นทัง้สองด้านๆ     
ละ 1.5 เซนตเิมตร   

3. วางแผ่น  TLC plate ใน  chromatographic tank โดย ใช้  mobile phase เป็ น 
chloroform: methanol: water (15:7:1 v/v) ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ระยะทางท่ีสารเคล่ือนท่ี 8 
เซนตเิมตร  

4. สังเกตลักษณะของสารท่ีแยกได้ในโครมาโทรแกรม โดยการตรวจสอบภายใต้
แสงอัลตร้าไวโอเลตท่ีความยาวคล่ืน 254 และ 366 นาโนเมตร สเปรย์ด้วยน า้ยาตรวจสอบ 
anisaldehyde/H2SO4  

5. ให้ความร้อนท่ี 100-105º C เป็นระยะเวลา 5-10 นาที และน าไปส่องดภูายใต้แสง
อลัตราไวโอเลตท่ีความยาวเคล่ือน 366 นาโนเมตร และแสงธรรมชาติ บนัทกึภาพท่ีได้ 

6. สแกนด้วยเคร่ือง TLC Scanner บนัทกึผลและค านวณหาคา่ Rf 
วิธีค านวณหาคา่ Rf 

Rf =
ระยะทางท่ีสารเคล่ือนท่ี

ระยะทางท่ีตวัท าละลายเคล่ือนท่ี
 

 
วิธีการเตรียมน า้ยาพน่  

ผสม anisaldehyde 0.5 มิลลิลิตร ใน glacial acetic acid 10 มิลลิลิตร จากนัน้
เติม methanol  85 มิลลิลิตร และเติม concentrated sulphuric acid 5 มิลลิลิตร (van Der Watt 
& Pretorius, 2001) 
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 3.2.4 การเตรียมต ารับเซร่ัมจากบัวบก  
เตรียมต ารับเซรัมดงัสตูรในตารางท่ี 1   
1. แบ่งน า้ออกเป็น 3 ส่วน เร่ิมจากส่วนท่ี 1 ลดอุณหภูมิด้วยการแช่เย็นแล้วละลาย 

poloxamer 188 หรือเพิ่มอณุหภูมิด้วยการให้ความร้อนแล้วละลาย sodium alginate หรือละลาย 
carbopol 940  

2. น าน า้ส่วน ท่ี  2 ผสมลงไปกับ  propylene glycol, glycerine, Tween 80 และ 
vitamin E acetate น าสว่นท่ี 1 และ สว่นท่ี 2 ผสมกนั  

3. ละลายสารสกัดบวับกด้วย alcohol แล้วผสมลงไป ในสารละลายผสมของส่วนท่ี         
1 และสว่นท่ี 2 

4. ผสมน า้ส่ วน ท่ี  3 โดยละลาย  sodium citrate, citric acid, methyl paraben            
และ  disodium EDTA ในต ารับท่ีใช้ carbopol 940 ปรับความเป็นด่างให้แก่ต ารับด้วย 10% 
triethanolamine หลงัจากเตมิน า้สว่นท่ี 3 แล้ว 

พฒันาต ารับโดยปรับเปล่ียนความเข้มข้นของ poloxamer 188 ท่ีความเข้มข้น 2.5-
7.5% ประเภทต่างๆ ของสารสกัดบวับก และความเข้มข้นของสารสกัดบัวบกท่ีความเข้มข้น 5-
10% 

 
ตาราง 1 แสดงสว่นประกอบของเซรัมสารสกดับวับก  
 

ส่วนประกอบ %w/w หน้าทีใ่นต ารบั 

Water q.s. to 100% Vehicle 

Poloxamer 188/ sodium 
alginate/ carbopol 940 

0.25-0.75 Gelling agent  

Centella asiatica extract 

(crude extraction or butanol 
extraction) 

5-10 

 

Active ingredient 

Propylene glycol 3.00 Humectant  

Glycerin 3.00 Humectant  
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ตาราง 1 (ตอ่)  

ส่วนประกอบ %w/w หน้าทีใ่นต ารบั 

Tween 80 0.30 Emulsifier  

Vitamin E acetate 0.30 Antioxidant 

Disodium EDTA 0.05 Chelating agent 

Citric acid 0.06 Buffering agent 

Methylparaben 0.10 Preservative 

Sodium citrate 0.24 Buffering agent 

95% ethanol 5.00  Viscosity decreasing agent 

 
ท่ีมา (Han et al., 2015) 
 
3.2.5 การศึกษาสมบัตทิางเคมี    

วดัความเป็นกรด-ดา่งของเซรัมสารสกดับวับกด้วย pH meter ตวัอยา่งละ 3 ซ า้    
3.2.6 การศึกษาสมบัตทิางกายภาพ      

สงัเกตการแยกชัน้และวดัความหนืดด้วย Rheometer ด้วยหวัแบบ plate and plate 
geometry ก าหนด shear rate ท่ี 0.1-100/sec โดยใช้ตวัอย่างประมาณ 3 มิลลิลิตร ตอ่ครัง้ วดัผล 
3 ครัง้ตอ่  1 ตวัอย่าง ประเมินพฤติกรรมการไหลและความหนืดจากกราฟ shear stress กบั shear 
rate และกราฟ viscosity กบั shear rate    

3.2.7 การศึกษาเสถียรภาพ        
ศึกษาเสถียรภาพด้วยวิธี  heating-cooling cycle จ านวน 6 วัฏจักร โดยเก็บท่ี

อณุหภูมิ 4 ºC เป็นเวลานาน 24 ชัว่โมง และท่ีอณุหภูมิ 45 ºC เป็นเวลานาน 24 ชัว่โมง นบัเป็น 1 
วฏัจกัร ท าการศกึษาสมบตัทิางกายภาพและสมบตัทิางเคมีในทกุ 2 วฏัจกัร    

3.2.8 การปลดปล่อยสารสกัด    
ศึกษาการปลดปล่อยสารสกัดด้วยวิ ธี  Franz diffusion cell โดยใช้  cellulose 

acetate membrane และส่วน receptor ท่ีบรรจุ phosphate buffer pH 5.5 ตัง้  water bath ท่ี
อณุหภูมิ 37 ºC±0.5 ºC และใส่ตวัอย่างลงไปท่ี donor ปริมาณ 0.3 กรัม เก็บตวัอย่างสารละลาย
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ใน receptor ปริมาตร 6 มิลลิลิตร  แบบเติมทดแทน ท่ีช่วงเวลา 10 นาที ถึง 2 ชั่วโมง มาท าการ
วิเคราะห์สารสกดัด้วยเทคนิค UV-Vis spectrophotometry ท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร 

3.2.9 การศึกษาการซึมผ่านของสารสกัดบัวบกทางผิวหนัง  
ศึกษาการซึมผ่านของสารสกัดบัวบกทางผิวหนังด้วย Franz diffusion cell โดยใช้

หนังลูกหมูตายแรกเกิด และส่วน receptor ท่ีบรรจุ phosphate buffer pH 7.4 ตัง้ water bath ท่ี
อุณหภูมิ 37 ºC และใส่ตัวอย่างลงไปท่ี donor ปริมาณ 0.3 กรัม เก็บตัวอย่างสารละลายใน 
receptor ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ท่ีช่วงเวลา 10 นาที ถึง 2 ชั่วโมง มาท าการวิเคราะห์ปริมาณ
สารส าคัญ ด้วยเทคนค  UV-Vis spectrophotometry ท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร และ 
HPTLC ท่ีความยาวคล่ืน 210 นาโนเมตร 

3.2.10 การเพาะเลีย้งเซลล์ (cell culture)  
เซลล์ท่ีน ามาใช้ในการเพาะเลีย้งและทดสอบ คือ HaCaT (human epidermal 

keratinocyte)     
1. ละลายเซลล์เพาะเลีย้งท่ีแช่แข็งด้วย water bath ท่ีอุณหภูมิ 37 ºC ท าความ

สะอาด vial ด้วย 70% ethanol  
2. เป ล่ียนถ่าย  cell suspension ลงใน  centrifuge tube ท่ี มีอาหารเลี ย้ งเซลล์ 

DMEM ปริมาตร 10 มิลลิลิตรน าไปป่ันเหว่ียงท่ี ความเร็วรอบ 3,500 rpm เป็นเวลา 5 นาที เปล่ียน
ถ่ายสว่น supernatant ออก ใช้นิว้เคาะ vial        

3. เติมอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ซึ่งประกอบด้วย 10% Fetal 
Bovine Serum (FBS) กบั 1% penicillin และ streptomycin ลงใน centrifuge tube         

4. เต รียม  T-flask ท่ี มี อาหารเลี ย้ ง เซล ล์  DMEM ป ริม าตร 10 มิ ลลิ ลิ ต ร  ซึ่ ง
ประกอบด้วย 10% FBS กบั 1% penicillin และ streptomycin     

5. เป ล่ียนถ่าย  cell suspension ใส่ลงใน T-flask ท่ี เต รียมไว้  บ่ม ใน  5% CO2 
incubator ท่ีอุณหภูมิ 37 ºC เปล่ียนถ่ายอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM ใหม่หลงัจากบ่มได้ 24 ชัว่โมง 
และเปล่ียนถ่ายอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM ทกุ 48 ชัว่โมงก่อนท าการ subculture/passaging เม่ือมี
ความหนาแนน่ของเซลล์ 70-80% ของพืน้ท่ีผิวภาชนะ      

การ sub culture/passaging          
1. เปล่ียนถ่ายอาหารเลีย้งเซลล์ออก ท าการล้างเซลล์ด้วย PBS (phosphate buffer 

saline) ปริมาตร 5 ml และท าการเปล่ียนถ่ายออก เติม Trypsin-EDTA 0.25% ลงไป 3 มิลลิลิตร 
น าไปบม่ใน 5% CO2 incubator ท่ีอณุหภมูิ 37 ºC เป็นเวลา 3-5 นาที 

2. สอ่งภายใต้กล้องจลุทรรศน์เพ่ือสงัเกตลกัษณะของเซลล์         
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3. เติมอาหารเลี ย้ งเซล ล์  DMEM ลงไป  4 มิ ลลิ ลิ ตร เพ่ื อหยุดกระบวนการ 
Trypsonization   

4. เตรียม T-flask ท่ีมีอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ซึ่งประกอบด้วย 
10% FBS กบั 1% penicillin และ streptomycin     

5. เปล่ียนถ่าย cell suspension ปริมาตร 7 มิลลิลิตร ใส่ลงใน T-flask ท่ีเตรียมไว้ 
บม่ใน 5% CO2 incubator ท่ีอณุหภมูิ 37 ºC  

การนบัเซลล์ด้วย Haemocytometer   
1. หลังจากกระบวนการ trypsonization แล้ว ท าการเปล่ียนถ่าย cell suspension 

ลงใน eppendorf 
2. เตรียม trypan blue 2 หยดๆ ละ 10 ไมโครลิตร แยกกนับนแผน่พาราฟิล์ม      
3. ท าการเจือจาง 4 เท่า โดยเปล่ียนถ่าย cell suspension ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 

ลงบนแผน่พาราฟิล์มผสมกบั trypan blue จ านวน 2 หยดๆ ละ 10 ไมโครลิตร ท่ีได้ท าการเตรียมไว้  
4. เป ล่ี ยนถ่ าย  trypan blue-cell suspension ป ริม าตร 10 ไม โค รลิ ต ร  ล งใน 

haemocytometer แล้วน าไปส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ท าการนับเซลล์และค านวณดังสูตร
ตอ่ไปนี ้(Lindee, 2007; Liu et al., 2011; Thibodeaux et al., 1992) 

 
ปริมาณเซลล์ (cell/ml)      =    คา่เฉล่ียของ cell/square × dilution factor × 104     
 

3.2.11 การศึกษาความเป็นพษิต่อเซลล์ (cytotoxicity) ด้วยวิธี MTS assay  
1. เปล่ียนถ่ายเซลล์เพาะเลีย้งท่ีมีปริมาณของเซลล์เท่ากบั 5,000 เซลล์ตอ่หลมุ ลงใน 

96 well plate ท่ีมีอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM ท่ีประกอบด้วย 10%  FBS กับ 1%  penicillin และ 
streptomycin บ่มใน 5% CO2 incubator ท่ีอุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จนเซลล์เจริญ
และเกาะบนผิวภาชนะท่ีใช้เพาะเลีย้ง (monolayer)  

2. เปล่ียนถ่ายอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM ออก เติมสารละลายตวัอย่างท่ีเจือจางด้วย
อาหารเลีย้งเซลล์ DMEM ท่ีแต่ละความเข้มข้น ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และใช้อาหารเลีย้งเซลล์ 
DMEM เป็น control บม่ใน 5% CO2 incubator ท่ีอณุหภมูิ 37 ºC เป็นเวลา 48 ชัว่โมง     

3. เปล่ียนถ่ายสารละลายตวัอย่างท่ีเจือจางด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM ออก ล้าง
เซลล์ด้วย PBS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จ านวน 2-3 ครัง้ เติมอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM ลงไปหลุมละ 
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100 ไมโครลิตร และเติมสารละลาย MTS ปริมาตร 20 ไมโครลิตร บ่มใน 5% CO2 incubator ท่ี
อณุหภมูิ 37 ºC เป็นเวลา 3 ชัว่โมง 

4. น าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 490 นาโนเมตร ด้วยเคร่ืองเคร่ืองวดั
คา่การดดูกลืนแสงในไมโครเพลท ท าการทดสอบละ 5 ซ า้ (n = 5) 

5. สร้างกราฟร้อยละการรอดชีวิตของเซลล์และค านวณหาค่าความเข้มข้นของสาร
ตวัอยา่งท่ีท าให้เซลล์ตายร้อยละ 50 หรือคา่ IC50 

 

ร้อยละการรอดชีวิตของเซลล์ =
𝐴 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒 490

𝐴 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 490
 ×100 

 
โดยท่ี  
A sample 490 คือ ค่าการดดูกลืนแสงของเซลล์ท่ีท าการทดสอบกับตวัอย่างท่ี 490 

นาโนเมตร    
A control 490 คือ ค่าการดูดกลืนแสงของกลุ่มควบคุมท่ี 490 นาโนเมตร (Malich, 

Markovic, & Winder, 1997)    
 

3.2.12 การศึกษาอัตราการเคล่ือนที่ของเซลล์ (cell migration) ด้วยวิธี Scratch 
assay test  

1. เปล่ียนถ่ายเซลล์เพาะเลีย้งท่ีมีปริมาณของเซลล์เท่ากับ 1.2 × 104 เซลล์ต่อหลุม 
ลงใน 24 well plate ท่ีมีอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM ท่ีประกอบด้วย 10% FBS กับ 1% penicillin
และ streptomycin บ่มใน 5% CO2 incubator ท่ีอุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จนเซลล์
เจริญและเกาะบนผิวภาชนะท่ีใช้เพาะเลีย้ง (monolayer)  

2. เปล่ียนถ่ายอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM ท่ีประกอบด้วย 10% FBS กบั 1% penicillin
และ streptomycin ออก เติมอาหารเลีย้งเซลล์ใหม่ หลุมละ 500 ไมโครลิตร บ่มใน 5%  CO2 
incubator ท่ีอณุหภมูิ 37 ºC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และเปล่ียนถ่ายอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM ออก 

3. เติมสารละลายตัวอย่างซึ่งผสมอยู่ในอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM ท่ีความเข้มข้น
ตา่งๆ ท่ีได้ท าการคดัเลือกไว้ จากการท าการศกึษาก่อนหน้านี ้หลมุละ 500 ไมโครลิตร บ่มใน 5% 
CO2 incubator ท่ีอณุหภูมิ 37 ºC เป็นเวลา 48 ชัว่โมง และเปล่ียนถ่ายสารละลายตวัอยา่งซึ่งผสม
อยูใ่นอาหารเลีย้งเซลล์ออก   
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4. ล้างเซลล์ด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM ท่ีไม่มี FBS ใช้ SPLScartm Scratcher ขีด
ตรงกลางของแตล่ะหลมุและล้างเซลล์ท่ีหลดุออกด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM ท่ีไมมี่ FBS                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                       

5. ถ่ายภาพรอยขีดตรงกลางของแตล่ะหลมุโดยใช้กล้องจลุทรรศน์ (Nikon eclipse) 
6. บ่มใน 5% CO2 incubator ท่ีอุณหภูมิ 37 ºC และถ่ายภาพท่ีเวลา 0, 24 และ 48 

ชัว่โมง 
7. วดัพืน้ท่ีระยะหา่งของเซลล์ด้วยโปรแกรม CellSens Standard   
8. ท าการทดสอบ 3 ซ า้ และค านวณหาค่าร้อยละการเคล่ือนท่ีของเซลล์ (relative 

migration) (Fronza, Heinzmann, Hamburger, Laufer, & Merfort, 2009)  

ร้อยละการเคล่ือนท่ีของเซลล์ = 
พืน้ท่ีระยะห่างของเซลล์ในวนัแรก − พืน้ท่ีระยะห่างของเซลล์ในวนัถดัไป

พืน้ท่ีระยะห่างของเซลล์ในวนัแรก
 ×100 
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บทที่ 4 
ผลการด าเนินวิจัย 

 

การพฒันาเซรัมจากสารสกัดบวับกเพ่ือใช้รักษาแผลเป็นชนิดลึกบุ๋ม (depressed scar) 
ได้ท าการตัง้ต ารับและพัฒนาต ารับเซร่ัมพืน้ฐานท่ีมีลักษณะทางกายภาพใส ไม่แยกชัน้และมี
เสถียรภาพท่ีดีเพ่ือน าไปพฒันาเป็นต ารับเซร่ัมผสมสารสกัดบวับก โดยใช้สารสกัดบวับกท่ีมีการ
แยกสารสกดัเพ่ือแยกสารอ่ืนท่ีไม่ใชก่ลุ่มสารออกฤทธ์ิออกจากสารสกดับวับก ซึง่สารกลุ่มนีอ้าจจะ
มีผลตอ่เสถียรภาพและประสิทธิภาพของต ารับและเพื่อศกึษาประสิทธิภาพของต ารับเซร่ัมผสมสาร
สกดับวับกจึงท าการศกึษาการปลดปล่อยสารสกดัและการซมึผ่านของสารสกดั ทดสอบความเป็น
พิษตอ่เซลล์และศกึษาอตัราการเคล่ือนท่ีของเซลล์ของต ารับสารสกดับวับก 

 
4.1 ผลการสกัดและแยกสารสกัดบัวบก 

การแยกสารสกัดบัวบกจากบริษัท (commercial extract) ใช้ตัวท าละลาย (solvent)     
3 ชนิด ได้แก่ ไดคลอโรมีเทน น า้และบิวทานอล จากผลการทดลองพบว่าร้อยละปริมาณสารสกัด 
(yield) ของสารสกัดบวับกท่ีแยกจากน า้มีร้อยละปริมาณสารสกัดสูงท่ีสุด รองลงมาคือสารสกัด
จากการแยกสกัดด้วยบิวทานอลและสารสกัดจากการแยกด้วยไดคลอโรมีเทน ตามล าดับ    
(ตาราง 2) สารสกดับวับกมีสารท่ีออกฤทธ์ิในการรักษารอยแผลเป็น ได้แก่ asiaticoside และสาร
ในกลุ่ม glycoside อ่ืนๆ (Morisset et al., 1987) เม่ือผ่านการแยกสกัดควรอยู่ในชัน้ของตัวท า
ละลายบวิทานอล เน่ืองด้วยหลกัการ like dissolve like ท่ีกล่าววา่สารท่ีมีสภาพขัว้เหมือนกนัจะถกู
ดดูมาอยู่ด้วยกนั (Conover, 2009) อะเซียติโคไซด์และสารในกลุ่ม glycoside เป็นสารกลุ่มกึ่งมีขัว้ 
(semipolar substance) จึงถูกแยกสกัดไปอยู่ในชัน้ของบิวทานอลท่ีมีขัว้มากกว่าไดคลอโรมีเทน 
แตมี่ขัว้ต ่ากวา่น า้ ในขณะท่ีคลอโรฟิลล์จะไปอยูใ่นชัน้ไดคลอโรมีเทน เน่ืองด้วยความเป็นสารท่ีมีขัว้
ต ่า (non-polar substance) (Wasielewski et al., 1990) ท าให้สงัเกตพบชัน้ไดคลอโรมีเทนเป็นสี
เขียวเม่ือผา่นการแยกสกดั 
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ตาราง 2 แสดงร้อยละปริมาณสารสกดัของสารสกดับวับกเม่ือเทียบกบัน า้หนกัแห้ง 
 

ชัน้ของตวัละลาย ร้อยละปริมาณสารสกดั (%) 

สารสกดับวับกจาก 

ห้องปฏิบตักิาร 

สารสกดับวับกจากบริษัท 

Water 41.62±0.19 81.15±0.22 

Butanol 8.80±0.06 12.21±0.12 

Dichloromethane 23.12±0.12 1.41±0.08 

 
4.2 ผลการพัฒนาต ารับและเสถียรภาพของเซรัมจากสารสกัดบัวบก 

การพัฒนาต ารับเซรัมได้ท าการศึกษาผลของชนิดพอลิเมอร์ซึ่งเป็นสารให้ความหนืด 
(gelling agent) โด ย ศึ ก ษ าพ อ ลิ เม อ ร์  3 ช นิ ด  ไ ด้ แ ก่  sodium alginate, poloxamer 188           
และ carbopol 940 ต ารับเซรัมท่ีมี sodium alginate ในความเข้มข้น 0.25%, 0.5% และ 0.75% 
โดยน า้หนัก มีลักษณะทางกายภาพท่ีใสและขุ่นเม่ือความเข้มข้นมากขึน้ แต่มีสีเหลืองเข้มตาม
ปริมาณ sodium alginate ท่ีมากขึน้ เน่ืองจาก sodium alginate ท่ีน ามาใช้ตัง้ต ารับนัน้มีผงสี
น ้า ต าล  แ ล ะต า รับ ท่ี ไ ด้ จ าก  sodium alginate มี  pH อยู่ ใน ช่ ว ง  5.5-5.8 (ต า รา ง ท่ี  3)                 
เม่ือเปรียบเทียบกบัต ารับเซรัมท่ีมี poloxamer 188 เป็นสารเพิ่มความหนืด แม้จะได้ pH ของต ารับ
ใกล้เคียงกับ sodium alginate แต่ต ารับท่ีได้จะไม่มีสี ต ารับจะเร่ิมขุ่นเม่ือใส่ poloxamer 188 
มากกว่า 0.5% โดยน า้หนัก (ตาราง 3) เพราะเน่ืองจากเม่ือปริมาณ  poloxamer 188 มากขึน้แต่
ปริมาณน า้ในต ารับเท่าเดิม จึงเกิดการแย่งจับกับน า้ระหว่าง poloxamer 188 และสารช่วยทาง
เภสชักรรมอ่ืนในต ารับ ได้แก่ สารจ าพวกเกลือ และสารให้ความชุ่มชืน้ ท าให้เกิดการขุ่น (Bodratti 
& Alexandridis, 2018) ส าหรับการเตรียมต ารับด้วย carbopol 940 จะได้ต ารับท่ีมี pH สูงท่ีสุด 
(> 7.5) (ตารางท่ี 3) เน่ืองจาก carbopol 940 เกิดการพองตวัขึน้กลายเป็นเจลท่ี pH เป็นกลางเม่ือ
เติม  triethanolamine โดย  carbopol 940 เร่ิมจะก่อตัวเป็น เจล ท่ี  pH มากกว่า  5.5 (Islam, 
Rodríguez-Hornedo, Ciotti, & Ackermann, 2004) 
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ดงันัน้เม่ือเปรียบเทียบ pH ของต ารับเซรัมจากการเตรียมด้วยพอลิเมอร์ 3 ชนิด พบว่า
ต ารับเซรัมท่ีเตรียมจาก sodium alginate และ poloxamer 188 มีค่า pH เหมาะสม เน่ืองด้วยมี
ค่า pH ใกล้เคียงกับผิวหนัง  (Wilhelm, Cua, & Maibach, 1991) คือมี  pH อยู่ในช่วง 5.5-5.8    
แต ่sodium alginate มีสีเหลืองและขุ่น ท าให้ไม่น่าใช้และสีอาจจะไปผสมกบัสีของสารสกดัส่งผล
ต่อการเปล่ียนแปลงทางกายภาพได้ต่อไป ในขณะท่ี poloxamer 188 มีลักษณะทางกายภาพท่ี
ดีกว่า คือ ใสและไม่มีสี จึงเหมาะสมน ามาเป็นสารเพิ่มความหนืดของเซรัมจากสารสกดับวับกใน
ความเข้มข้นต ่ากวา่ 0.5% w/w 

มีการศึกษาปริมาณสารช่วยเพิ่มความหนืดท่ีเหมาะสมของผลิตภัณฑ์เซรัม โดยน า      
พอลิเมอร์ Carbopol® Ultrez 10 เป็นสารช่วยให้ความหนืดเช่นเดียวกับต ารับเซรัมจากสารสกัด
บวับกท่ีเตรียมขึน้ในความเข้มข้น 0.1% และ 0.2% โดยน า้หนัก พบว่าเซรัมต ารับท่ีใช้พอลิเมอร์ 
Carbopol® Ultrez 10 ในความเข้มข้น 0.1% โดยน า้หนัก ไม่เกิดการแยกชัน้และตกตะกอน    
และในความเข้มข้น 0.2% โดยน า้หนัก ไม่เป็นเนือ้เดียวกัน มีความหนืด มากกว่าเน่ืองจากมี
ปริมาณ Carbopol® Ultrez 10 ท่ีมากกว่า และมีคา่ pH อยูใ่นชว่ง 6.6-7.3 (Nilsuwankosit et al., 
2014) ดงันัน้ความเข้มข้นของสารเพิ่มความหนืดของต ารับเซรัม จงึส่งผลตอ่ลกัษณะทางกายภาพ
ของต ารับเซรัมได้ 
 
ตาราง 3 แสดงผลของต ารับเซรัมพืน้ฐานท่ีเตรียมจากพอลิเมอร์ท่ีความเข้มตา่งๆ  
 

ชนิดของพอลิเมอร์และ 
ความเข้มข้น (%) 

ลกัษณะทางกายภาพ Shear rate (s-1) pH 

ความใส สี 5 100 
 
Sodium alginate 

0.25 ใส เหลืองออ่น 1.62±0.22 1.03±0.01 5.75±0.020 
0.50 ขุน่ เหลืองออ่น 7.97±0.46 1.58±0.08 5.48±0.015 
0.75 ขุน่ เหลืองส้ม 9.39±0.87 2.00±0.26 5.42±0.025 

 
Poloxamer 188 

0.25 ใสมาก ไมมี่สี 3.02±0.56 1.12±0.37 5.77±0.011 
0.50 ใสมาก ไมมี่สี 3.11±0.49 1.16±0.11 5.74±0.010 
0.75 ขุน่ ขาว 3.24±0.25 1.24±0.25 5.70±0.030 

 
Carbopol 940 

0.25 ใส ขาว > 19000 > 1500 7.65±0.035 
0.50 ใส ขาว > 44000 > 3500 7.62±0.015 
0.75 ใส ขาว > 49000 > 3600 7.60±0.040 
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เม่ือผสมสารสกัดบัวบกจากบริษัท พบว่าต ารับ เซรัมท่ีผสม 5%, 7.5% และ 10%       
โดยน า้หนกั มีลกัษณะทางกายภาพท่ีมีสีน า้ตาลท่ีเข้มขึน้ตามความเข้มข้นของสารสกัดท่ีเพิ่มขึน้ 
เน่ืองจากการสารสกดัมีสีเขียวอมน า้ตาล (ตาราง 4) เม่ือเปรียบเทียบเซรัมท่ีมี 5% โดยน า้หนกัของ
สารสกัดบัวบกจากบริษัทและ 5% โดยน า้หนักของสารสกัดจากการแยกสกัดด้วยบิวทานอล 
(butanol extract) พบวา่เซรัมท่ีมี 5% โดยน า้หนกัของสารสกดัจากการแยกสกดัด้วยบวิทานอลมีสี
ท่ีอ่อนกว่า เน่ืองจากการแยกสารสกดัท าให้สารมีสีถกูแยกสกดัออกมาในชัน้ของไดคลอโรมีเทนซึ่ง
เป็นคนละตวัท าละลายกับชัน้ตวัท าละลายส าหรับสารออกฤทธ์ิ และเน่ืองจากไม่ได้ท าการแยก
สกัดสารออกจากสารสกัดในเซรัมท่ีมี 5% โดยน า้หนักของสารสกัดบัวบกจากห้องปฏิบัติการ     
(in-house crude extract) จงึท าให้ต ารับมีสีเขียวเข้มและทบึแสง (ตาราง 4) 
 
ตาราง 4 แสดงลกัษณะทางกายภาพของต ารับเซรัมท่ีความเข้มข้นและประเภทตา่งๆ 

 

ประเภทและความเข้มข้นของสารสกดั ลกัษณะทางกายภาพ 

ความใส สี 

5% สารสกดับวับกจากบริษัท ใส น า้ตาล 

7.5% สารสกดับวับกจากบริษัท ใส  น า้ตาล 

10% สารสกดับวับกจากบริษัท ใส  น า้ตาล 

5% สารสกดัจากการแยกสกดัด้วยบิวทานอล ใส  น า้ตาลอมเหลือง  

5% สารสกดับวับกจากห้องปฏิบตักิาร ทบึ  เขียวเข้ม 

 
เม่ือใส่สารสกดับวับกลงไปในต ารับ พบวา่ต ารับเซรัมท่ีมีสารสกดับวับกทกุต ารับมีคา่ pH 

ท่ีต ่าลง (ตาราง 5) อยู่ในช่วง 3.9-4.6 อาจส่งผลระคายเคืองต่อผิวหนัง  (Wilhelm et al., 1991) 
และต ารับเกิดการแปรปรวนของ pH เม่ือทดสอบเสถียรภาพ จึงปรับเปล่ียนอัตราส่วนของสาร
บฟัเฟอร์ (buffering agent) ได้แก่ sodium citrate และ citric acid เพ่ือให้บฟัเฟอร์ในต ารับมีค่า
ความจุบฟัเฟอร์ (buffer capacity) สูงขึน้ เพราะเม่ือต ารับเซรัมมีคา่ความจุบฟัเฟอร์เพิ่มขึน้ส่งผล
ให้ต ารับเซร่ัมท่ีสามารถตรึงค่า pH ไม่ให้เปล่ียนแปลงไปมาก (Jørgensen & Mejer, 1977)      
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(ตาราง 5) ภายหลงัจากการปรับเปล่ียนสารบฟัเฟอร์จงึท าให้เซรัมจากสารสกดับวับกทกุต ารับมีคา่ 
pH อยู่ในช่วง 5-6 ซึ่งใกล้เคียงกับคา่ pH ของผิวหนงั (ตาราง 5) เสถียรภาพของต ารับเซรัมท่ีไม่มี
สารสกดับวับกและต ารับเซรัมท่ีมี 5%, 7.5% และ 10% โดยน า้หนกัของสารสกดับวับกจากบริษัท
พบว่ามีเสถียรภาพท่ีดี เน่ืองจากค่า pH ไม่ค่อยเปล่ียนแปลงและไม่เกิดการแยกชัน้เม่ือผ่านไป      
6 cycles และความเข้มข้นท่ีเพิ่มขึน้ของสารสกดัไมส่ง่ผลตอ่เสถียรภาพ และเม่ือเปรียบเทียบต ารับ
เซรัมท่ีมี 5% โดยน า้หนกัของสารสกดับวับกจากบริษัท สารสกัดจากการแยกสกดัด้วยบิวทานอล
และสารสกดับวับกจากห้องปฏิบตัิการ พบว่าต ารับเซรัมท่ีมี 5% โดยน า้หนกัของสารสกดัจากการ
แยกสกดัด้วยบิวทานอล มีเสถียรภาพท่ีดีเทียบเท่ากบัต ารับเซรัมท่ีมี 5% โดยน า้หนกัของสารสกัด
บัวบกจากบริษัท  ยกเว้น เซรัม ท่ีประกอบด้วย 5% โดยน า้หนักของสารสกัดบัวบกจาก
ห้องปฏิบัติการ พบเสถียรภาพท่ีไม่ดี เกิดการแยกชัน้ตัง้แต่ 4 cycles อาจเน่ืองมาจาก 5%        
โดยน า้หนักสารสกัดบวับกจากห้องปฏิบตัิการ มีสารท่ีส่งผลต่อเสถียรภาพของเซรัม และท าการ
แยกสกดัสารในชัน้ไดคลอโรมีเทนเปรียบเทียบระหว่างสารสกดับวับกจากบริษัทกบัสารสกดับวับก
จากห้องปฏิบัติการ พบว่าสารในชัน้ไดคลอโรมีเทนของสารสกัดบัวบกจากห้องปฏิบัติการมี
ปริมาณมากกวา่ ซึง่ในสารสกดัชัน้ไดคลอโรมีเทนมีสารสีเขียว คือ คลอโรฟิลด์ ออกมากบัไดคลอโร
มีเทนด้วย ดังนัน้สารในกลุ่มนีจ้ึงน่าจะส่งผลรบกวนต่อเสถียรภาพทางกายภาพของต ารับ 
สมมตุิฐานยืนยนัด้วยต ารับผสม 5% สารสกดัจากการแยกสกดัด้วยบิวทานอลท่ีสกดัสารในกลุ่มนี ้
ออก ท่ีไมเ่กิดอเสถียรภาพทางกายภาพ (ตาราง 5) 

ความหนืดของต ารับเซร่ัมท่ีไม่มีสารสกัดและต ารับเซรัมท่ีมีสารสกัดต่างกัน พบว่าการ
เติมสารสกดับวับกท าให้ต ารับมีความหนืดขึน้เล็กน้อย (ตาราง 6) และเม่ือเปรียบเทียบความหนืด
ของเซรัมท่ีมี 5%, 7.5% และ 10% โดยน า้หนักของสารสกัดบัวบกจากบริษัท พบว่าไม่ต่างกัน 
ความเข้มข้นของสารสกัดไม่มีผลต่อความหนืด เม่ือเปรียบเทียบความหนืดของต ารับเซรัมท่ีเติม 
5% สารสกัดบวับกเท่ากนั ระหว่างสารสกดับวับกจากบริษัท สารสกดัจากการแยกสกดัด้วยบิวทา
นอลและสารสกัดบวับกจากห้องปฏิบตัิการก็ได้ความหนืดไม่แตกต่างกัน (ตาราง 6) มีการศึกษา
ผลของสารสกดัตอ่ความหนืดของต ารับครีมท่ีผสมสารสกดัจากพืช ได้แก่ ชะเอมเทศ แปะก๊วย บวั
หลวง พบว่าความหนืดของต ารับลดลงเม่ือใส่สารสกัดจากพืช เป็นเพราะสารสกัดท าการเจือจาง
ด้วยน า้ท าให้เป็นการเพิ่มน า้ในวัฏภาคน า้ของครีม จึงส่งผลให้ความหนืดของต ารับลดลง  (Di 
Mambro & Fonseca, 2005) ซึ่งไม่สอดคล้องกับงานทดลองนีซ้ึ่งเป็นต ารับเซร่ัมท่ีมีน า้เป็น
องค์ประกอบหลกั 
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เม่ือน าต ารับเซรัมมาศึกษาเสถียรภาพทางกายภาพ ไม่พบการเปล่ียนแปลงของความ
หนืดกบัต ารับท่ีไมเ่ตมิสารสกดับวับก (ตาราง 6) เม่ือเติมสารสกดัประเภทตา่งๆ ลงไปในต ารับเซรัม 
พบเพียงต ารับผสมสารสกดั 5% โดยน า้หนกัของสารสกดับวับกจากห้องปฏิบตัิการท่ีมีความหนืด
ลดลงอย่างชดัเจนเม่ือทดสอบด้วย shear rate 5/s เน่ืองด้วยการเปล่ียนแปลงทางกายภาพท่ีเกิด
การแยกชัน้ของต ารับ 5% โดยน า้หนกัของสารสกดับวับกจากห้องปฏิบตัิการ เม่ือผ่านการทดสอบ
เสถียรภาพไป 4 cycles (ตาราง 5) ท าให้เกิดการแยกตวัของสารเพิ่มความหนืด (gelling agent) 
ออกมาจากสารอ่ืนในต ารับท าให้ความหนืดลดลงอยา่งชดัเจน 

 
ตาราง 5 แสดงผลของสมบตัทิางเคมแีละทางกายภาพของเซรมัจากสารสกดับวับก 
 

 
 
หมายเหต:ุ - คือ ไมเ่กิดการแยกชัน้; + คือ เกิดการแยกชัน้     
Before คือ ก่อนการปรับเปล่ียนสารบฟัเฟอร์; After คือ หลงัจากการปรับเปล่ียนสารบฟัเฟอร์ 
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ตาราง 6 แสดงผลเสถียรภาพของต ารับเซรัมจากสารสกดับวับก 

 

Shear rate 
(s-1) 

Cycle  Serum 
without 
Centella 
asiatica 
extract 

  Viscosity 
(CPs) 

  

5% 
commerci
al extract 

7.5% 
commercial 

extract 

10% 
commercial 

extract 

 5% butanol 
extract 

5% in-house 
crude 
extract 

5 initial 3.11±0.49   5.09±0.17  5.12±0.35  5.80±0.41  4.68±0.24  4.69±0.28  

2 cycles 3.14±0.67   5.66±0.45  5.67±0.78  6.80±0.31  3.72±0.54  2.59±0.29   

4 cycles   3.41±0.16   5.42±0.51  3.34±0.44  5.78±0.54  3.08±0.48  1.41±0.13   

6 cycles   3.49±0.52   5.57±0.69  3.35±0.16  5.55±0.26  3.38±0.13  1.25±0.38   

100 initial  1.16±0.11  1.54±0.12  1.74±0.17  1.81±0.15  1.06±0.05  1.23±0.13  

2 cycles  1.07±0.08  2.07±0.10  1.44±0.07  1.41±0.06  1.36±0.05  1.42±0.09  

4 cycles  1.06±0.17  1.45±0.08  1.68±0.14  1.45±0.09  1.14±0.11  1.18±0.08  

6 cycles  1.10±0.05  1.36±0.03  1.68±0.05  1.94±0.12  1.17±0.09  1.13±0.09 
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4.3 ผลการปลดปล่อยและการซึมผ่านของเซร่ัมจากสารสกัดบัวบก 
จากการศึกษาการปลดปล่อยสารสกัดโดยเปรียบเทียบต ารับท่ีผสมสารสกัดบัวบก

ประเภทตา่งๆ พบว่าการปลดปลอ่ยของสารสกดัท่ีเวลา 10-60 นาที ของเซรัมท่ีประกอบด้วย 7.5% 
โดยน า้หนักของสารสกัดบัวบกจากบริษัทปลดปล่อยได้เร็วกว่าสารสกัดชนิดเดียวกัน ท่ี
ประกอบด้วยสารสกัด 10% และ 5% โดยน า้หนัก (ภาพประกอบ 8) ตามหลักการแพร่การ
ปลดปล่อยสารสกดัจากต ารับท่ีมีความเข้มข้นของสารสกดัท่ีสงูกว่าจะเกิดการปลดปล่อยสารสกดั
ได้เร็วกว่า ผลการทดลองนีต้่างจากงานวิจัยท่ีทดสอบการปลดปล่อยสารส าคัญจากแผ่นแปะ
สมุนไพรบัวบกด้วยวิธีเดียวกัน พบว่าแผ่นแปะสมุนไพรบัวบกมีการปลดปล่อยสารส าคัญ 
madecassoside และ asiaticoside หมดท่ีเวลา 135 นาที และ 180 นาที ตามล าดบั และต ารับท่ี
มีสารสกัด 1% ปลดปล่อยได้เร็วกว่าต ารับท่ีมีสารสกัด 2% ซึ่งหากมีการเติมสารสกัดสมุนไพร
เพิ่มขึน้ ผลิตภัณฑ์แผ่นแปะสมุนไพรจะมีการปลดปล่อยท่ีนานขึน้ (Prasertwaree, Mingmuang, 
Thongdee, Onthong, & Chansuwanich) ทัง้นีอ้าจเพราะต ารับเซรัมท่ีประกอบด้วย 10% โดย
น า้หนักของ crude extract มีขีดจ ากัดการละลายใน phosphate buffer medium จึงท าให้มีการ
ปลดปลอ่ยสารสกดัท่ีช้ากวา่ในเซรัมท่ีมี 7.5% โดยน า้หนกัของสารสกดับวับกจากบริษัท 

เม่ือเปรียบเทียบการปลดปลอ่ยสารสกดับวับกท่ีเวลา 10-60 นาที ระหวา่งเซรัมบวับกท่ีมี 
5% โดยน า้หนักของสารสกัดจากการแยกสกัดด้วยบิวทานอล กับ 5% โดยน า้หนักของสารสกัด
บวับกจากบริษัท พบว่าต ารับท่ีประกอบด้วย 5% โดยน า้หนกัของสารสกัดจากการแยกสกัดด้วย 
บิวทานอล ปลดปล่อยได้เร็วกว่าเพียงเล็กน้อยเท่านัน้ และทุกต ารับเกิดการปลดปล่อยสารสกัด
อยา่งสมบรูณ์หลงัจากเวลา 2 ชัว่โมง (ภาพประกอบ 8) 
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ภาพประกอบ 8 แสดงแสดงการปลดปล่อยสารสกดัของเซรมัทีป่ระกอบดว้ยสารสกดัแต่ละชนิด 
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การซึมผ่านของสารสกัด ท่ี เวลา 10-300 นาที  ของเซรัม ท่ีวิ เคราะห์ ด้วยวิ ธี  UV-
spectrophotometry พบว่า เซร่ัมท่ีประกอบด้วย 7.5% โดยน า้หนกัของสารสกดับวับกจากบริษัท 
สามารถซึมผ่านได้เร็วกว่าเซรัมท่ีประกอบด้วยสารสกัด 10% และ 5% ตามล าดบั สาเหตท่ีุต ารับ
เซรัมท่ีประกอบไปด้วย 10% โดยน า้หนักของสารสกัดบัวบกจากบริษัท มีการซึมผ่านน้อยกว่า
ต ารับเซรัมท่ีมี 7.5% โดยน า้หนักของสารสกัดบัวบกจากบริษัท  อาจเพราะขีดการละลายใน 
phosphate buffer medium เช่น เดี ยวกับการทดสอบการปลดปล่อยสารสกัด  และ เม่ื อ
เปรียบเทียบการซึมผ่านของสารสกดัเซรัมท่ีมีสว่นประกอบของ 5% โดยน า้หนกัของสารสกดับวับก
จากบริษัทกับ 5% โดยน า้หนักของสารสกัดจากการแยกสกัดด้วยบิวทานอล พบว่าต ารับท่ี
ประกอบด้วย 5% โดยน า้หนกัของสารสกัดบวับกจากบริษัท ซึมผ่านได้เร็วกว่า (ภาพประกอบ 9) 
เน่ืองด้วยผิวหนงัลกูหมตูายแรกคลอดมีความชอบไขมนัมากกวา่แผน่ cellulose membrane ท าให้
สารสกัดท่ีไม่ผ่านการแยกสกัดจะมีสารไม่มีขัว้อยู่มากกว่าสารสกัดจากการแยกสกัดด้วย            
บิวทานอลท่ีซึมผ่านมาได้ อาจเป็นสารจ าพวกไม่มีขัว้ จึงได้ท าการทดสอบปริมาณสารออกฤทธ์ิ
จ าพวก asiaticoside ท่ีซึมผ่านออกมาด้วยเทคนิค HPTLC เพ่ือเปรียบเทียบปริมาณสารออกฤทธ์ิ
ท่ีซึมผ่านระหว่างต ารับท่ีประกอบด้วย 5% โดยน า้หนักของสารสกัดบัวบกจากบริษัทกับ 5%     
โดยน า้หนกัของสารสกดัจากการแยกสกดัด้วยบิวทานอล พบว่าแม้ 5% โดยน า้หนกัของสารสกัด
จากการแยกสกัดด้วยบิวทานอลจะมีการซึมผ่านของสารสกัดได้ไม่ดีแต่เม่ือวิเคราะห์หาปริมาณ
สารออกฤทธ์ิท่ีซึมผ่านพบมีแนวโน้มสูงท่ีสุด เน่ืองด้วยสารสกัด 5% โดยน า้หนกัของสารสกัดจาก
การแยกสกดัด้วยบวิทานอลมีปริมาณสารออกฤทธ์ิสงูท่ีสดุ (ภาพประกอบ 10) 
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ภาพประกอบ 9 แสดงการซมึผ่านของสารสกดัจากต ารบัเซรมัทีผ่สมสารสกดับวับก 
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ภาพประกอบ 10 แสดงการซมึผ่านของ asiaticoside จากต ารบัเซรมัทีผ่สมสารสกดับวับก 
 
4.4 ผลการทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล์ (Cytotoxicity) 

การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ โดยใช้ human keratinocyte (HaCaT) จะพิจารณา
จากคา่ร้อยละการรอดชีวิต พบวา่ผลความเป็นพิษตอ่เซลล์ HaCaT ของสารสกดั 10%, 7.5% และ 
5% โดยน า้หนักของสารสกัดบวับกจากบริษัท รวมถึงสารกสดั 5% โดยน า้หนกัของสารสกัดจาก
การแยกสกดัด้วยบิวทานอลมีค่าร้อยละการรอดชีวิต มากกว่า 90% แต่สารสกดั 5% โดยน า้หนกั
ของสารสกดับวับกจากห้องปฏิบตักิารมีคา่ร้อยละการรอดชีวิตน้อยกว่า 90% ส าหรับผลความเป็น
พิษตอ่เซลล์ human keratinocyte ของต ารับ (ท่ีผ่านการเจือจาง 1000 เท่า) ท่ีประกอบด้วย 10%, 
7.5% และ 5% โดยน า้หนกัของสารสกดับวับกจากบริษัท รวมถึง 5% โดยน า้หนกัของสารสกดัจาก
การแยกสกัดด้วยบิวทานอลมีค่าร้อยละการรอดชีวิตมากกว่า 90% แต่ต ารับท่ีประกอบด้วย 5% 
โดยน า้หนักของสารสกัดบัวบกจากห้องปฏิบัติการ มีค่าร้อยละการรอดชีวิตน้อยกว่า 90% 
เชน่เดียวกนัผลการทดสอบสารสกดั (ภาพประกอบ 11) ผลการทดลองนีส้อดคล้องกบังานวิจยัท่ีใช้
สารสกดับวับกจากเมทานอลท่ีความเข้มข้น 0.195-100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ทดสอบความเป็น
พิษต่อเซลล์ HaCaT พบว่าสารสกดับวับกจากเมทานอลทุกความเข้มข้นมีคา่ร้อยละการรอดชีวิต
ของเซลล์มากกว่า 90% (Azis et al., 2017) เหตผุลท่ีสารสกดับวับกจากห้องปฏิบตัิการและต ารับ
ท่ีมีสารสกัดดงักล่าว ท่ีมีค่าร้อยละการรอดชีวิตน้อยกว่า 90% อาจเป็นเพราะสารสกดับวับกจาก
ห้องปฏิบตัิการอาจมีสารกลุ่มท่ีมีความเป็นพิษต่อเซลล์  ดงันัน้จึงไม่เหมาะสมท่ีจะน าไป scratch 
assay test ซึ่งเป็นการทดลองตอ่ไป และจากผลการทดสอบสารสกดัและต ารับอ่ืนท่ีให้ผลการรอด
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ชีวิตของเซลล์ HaCaT มากกว่า 90% จึงสรุปได้ว่าไม่มีพิษต่อเซลล์ HaCaT และสามารถน าไป
ทดสอบ scratch assay test ได้ตอ่ไป 

 
(ก) 

 

 
(ข) 

  

ภาพประกอบ 11 แสดงกราฟร้อยละการรอดชีวิตของสารสกดัตอ่เซลล์ human keratinocyte (ก) 
และร้อยละการรอดชีวิตของต ารับท่ีมีสารสกดัตอ่เซลล์ human keratinocyte (ข) 
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4.5 ผลการศึกษาอัตราการเคล่ือนที่ของเซลล์ (Cell migration)  
การศึกษาอตัราการเคล่ือนท่ีของเซลล์จะพิจารณาจากค่าร้อยละการเคล่ือนท่ีของเซลล์ 

พบว่าสารสกัด 10% , 7.5% และ 5% โดยน า้หนักของสารสกัดบัวบกจากบริษัท ท าให้เซลล์ 
HaCaT ไม่มีการเคล่ือนท่ีเข้าหากันเม่ือเทียบกับกลุ่มควบคมุทัง้ท่ีเวลา 24 และ 48 ชัว่โมงแต่สาร
สกัด 5% โดยน า้หนกัของสารสกัดจากการแยกสกัดด้วยบิวทานอล ท าให้เซลล์มีการเคล่ือนท่ีเข้า
หากนัมากกวา่กลุ่มควบคมุตัง้แตท่ี่เวลา 24 ชัว่โมง (ตารางท่ี 7) และเม่ือศกึษาต ารับเซรัมท่ีเจือจาง
และมีสารสกัด 10%, 7.5% และ 5% โดยน า้หนักของสารสกัดบวับกจากบริษัท เซลล์ก็ไม่มีการ
เคล่ือนท่ีเข้าหากนัเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคมุ ท่ีเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง เช่นเดียวกนั อาจเน่ืองจาก
ปริมาณร้อยละสารสกดัมีสารอ่ืนๆ ท่ีอาจส่งผลให้เซลล์หยดุการเจริญและไม่อาจสามารถเคล่ือนท่ี
เข้ามาหากันได้ จากการสืบค้นข้อมลูพบว่า มีการศึกษาท่ีไม่สอดคล้องกับการทดลองนี ้ท่ีทดสอบ
อตัราการเคล่ือนท่ีของเซลล์ HaCaT โดยใช้สารสกัดบวับกจาก เมทานอลท่ีความเข้มเข้น 0.2, 6 
และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าท่ีเวลา 40 ชัว่โมง สารสกัดบวับกจากเมทานอลทุกความ
เข้มข้นท าให้อัตราการเคล่ือนท่ีของเซลล์ มากกว่า PDGF (Platelet-derived growth factor)      
ซึ่งเป็น positive control และอาหารเลี ย้งเซลล์ ซึ่งเป็น negative control (Azis et al., 2017)     
ซึ่งเม่ือเปรียบเทียบกบัการทดลองพบว่าความเข้มข้นของสารสกดัท่ีใช้ต ่ากว่าในการทดลองนีม้าก 
จงึให้ผลการทดลองตา่งกนั 

เม่ือเปรียบเทียบการเคล่ือนท่ีเข้าหากันของต ารับเซรัมท่ีประกอบด้วยสารสกัด 5%        
โดยน า้หนักของสารสกัดจากการแยกสกัดด้วยบิวทานอล เกิดการเคล่ือนท่ีเข้าหากันของเซลล์ 
HaCat มากกว่ากลุ่มควบคมุตัง้แตท่ี่เวลา 24 ชัว่โมงเช่นเดียวกันกับสารสกดั 5% โดยน า้หนกัของ
สารสกดัจากการแยกสกดัด้วยบิวทานอล เน่ืองจากได้มีการแยกสารอ่ืนๆ ท่ีอาจส่งผลให้เซลล์หยดุ
การเจริญและไม่อาจสามารถเคล่ือนท่ีเข้ามาหากันได้ออกแล้ว และพบว่าการเคล่ือนท่ีเข้าหากัน
ของเซลล์ท่ีมีต ารับเซรัมผสมสารสกัด 5% โดยน า้หนักของสารสกัดจากการแยกสกัดด้วย           
บิวทานอล เคล่ือนท่ีเข้าหากันได้มากกว่าสารสกัด 5% โดยน า้หนกัของสารสกดัจากการแยกสกัด
ด้วยบวิทานอลเปลา่ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง (ตารางท่ี 7) อาจเพราะสารอ่ืนในต ารับเซร่ัมชว่ยส่งเสริมการ
เคล่ือนท่ีของเซลล์ HaCaT ร่วมกบัสารสกดัจากการแยกสกดัด้วยบวิทานอลด้วย 
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ตาราง 7 แสดงผลการศกึษาอตัราการเคล่ือนท่ีของเซลล์ของสารสกดับวับกและต ารับท่ีมีสารสกดั
บวับกท่ีเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง 

 

หมายเหต:ุ * คือ ไมมี่พืน้ท่ีระหวา่งเซลล์เน่ืองจากเซลล์ได้เคล่ือนท่ีเข้ามาปิดสนิทกนัลวั

Test solution ร้อยละการเคล่ือนท่ีของเซลล์ 

24 h.  48 h.  

 

สารสกดั 

5% สารสกดับวับกจากบริษัท < 0.01 < 0.01 

7.5% สารสกดับวับกจากบริษัท < 0.01 < 0.01 

10% สารสกดับวับกจากบริษัท < 0.01 < 0.01 

5% สารสกดัจากการแยกสกดัด้วยบิวทานอล 61.55±9.14 100±0.00* 

 

ต ารับเซรัมท่ี

มีสารสกดั 

5% สารสกดับวับกจากบริษัท < 0.01 < 0.01 

7.5% สารสกดับวับกจากบริษัท < 0.01 < 0.01 

10% สารสกดับวับกจากบริษัท < 0.01 < 0.01 

5% สารสกดัจากการแยกสกดัด้วยบิวทานอล 66.13±4.49 100±0.00* 

กลุม่ควบคมุ Dulbecco's modified Eagle medium 

(DMEM) 

46.84±2.69 100±0.00* 
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 
การตัง้ต ารับและพัฒนาต ารับเซรัมพืน้ฐานโดยการใช้ poloxamer 188 ท าให้ต ารับมี

ลกัษณะ  ทางกายภาพท่ีใส ไม่มีสีและได้สมบตัิทางกายภาพดีกว่าการใช้ sodium alginate และ 
carbopol 940 การตัง้ต ารับโดยใช้สารสกัดบวับกจากบริษัท (commercial extract), สารสกัดจาก
การแยกสกัดด้วยบิวทานอล (butanol extract) และสารสกดับวับกจากห้องปฏิบตัิการ (in-house 
crude extract) พบว่าต ารับเซรัมท่ีมี 5% โดยน า้หนักของสารสกัดบัวบกจากห้องปฏิบัติการมี
เสถียรภาพไม่ดีเพราะเกิดการแยกชัน้ตัง้แต ่4 cycles และท าให้ความหนืดเปล่ียนแปลงเม่ือศกึษา
เสถียรภาพ อาจเน่ืองมาจากมีสารกลุ่มไมมี่ขัว้จ าพวกคลอโรฟิลล์ท่ีอาจจะสง่ผลตอ่เสถียรภาพของ
เซร่ัม แต่ต ารับเซรัมผสมสารสกัดบัวบกอ่ืนในความเข้มข้น 5-10% มีเสถียรภาพทางกายภาพดี 
เน่ืองจากค่า pH และความหนืดไม่ค่อยเปล่ียนแปลงและไม่เกิดการแยกชัน้เม่ือผ่านไป 6 cycles 
และความเข้มข้นท่ีเพิ่มขึน้ของสารสกัดไม่ส่งผลต่อเสถียรภาพ การปรับเปล่ียน buffering agent 
ในต ารับท าให้ได้ต ารับท่ีมี pH อยู่ในช่าง 5-6 และมีเสถียรภาพท่ีดี การปลดปล่อยและการซึมผ่าน
ของสารสกดัพบวา่เซรัมท่ีมี 7.5% โดยน า้หนกัของสารสกดับวับกจากบริษัทปลดปล่อยและซึมผา่น
ได้มากท่ีสุดเพราะว่ามีความเข้มข้นมาก แต่เซรัมท่ีมี 10% โดยน า้หนักของสารสกัดบัวบกจาก
บริษัทมีการซึมผ่านน้อยกว่าเซรัมท่ีมี 7.5% โดยน า้หนกัของสารสกดับวับกจากบริษัท อาจเพราะ
ขีดการละลายใน phosphate buffer medium เม่ือเปรียบเทียบการซึมผ่านสารออกฤทธ์ิ พบว่า
เซรัมท่ีมีสารสกัด 5% โดยน า้หนกัของสารสกัดจากการแยกสกัดด้วยบิวทานอล พบปริมาณสาร
ออกฤทธ์ิมากท่ีสุด การศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ HaCaT พบว่ามีเพียงเซรัมผสมสารสกัดและ
สารสกดับวับกจากห้องปฏิบตักิารท่ีพบการรอดชีวิตของเซลล์น้อยกวา่ 90% อาจเป็นเพราะมีสารท่ี
ท าให้เกิดความเป็นพิษตอ่เซลล์ การศกึษาการเคล่ือนท่ีของเซลล์พบวา่แคเ่ฉพาะเซรัมผสมสารสกดั
และสารสกัดจากการแยกสกัดด้วยบิวทานอลท่ีท าให้การเคล่ือนท่ีของเซลล์มากกว่ากลุ่มควบคมุ 
และเซรัมดงักลา่วท าให้เซลล์เคล่ือนท่ีได้มากกว่าท่ีเวลา 24 ชัว่โมง อาจเพราะสารอ่ืนในต ารับเซรัม
ช่วยส่งเสริมการเคล่ือนท่ีของเซลล์ HaCaT ร่วมกับสารสกัดสารสกัดจากการแยกสกัดด้วย         
บิวทานอล การพัฒนาเซรัมจากสารสกัดบัวบกโดยการเปล่ียนสารช่วยทางเภสัชกรรมท าให้ได้
ต ารับเซรัมท่ีมีเสถียรภาพ และประเภทของสารสกัดบวับกมีผลต่อเสถียรภาพของต ารับ การสกัด
สารอ่ืนท่ีไม่ใช่สารออกฤทธ์ิออกจากสารสกดับวับกส่งผลดีตอ่การเคล่ือนท่ีเข้าหากันของเซลล์และ
เซรัมช่วยส่งเสริมการเคล่ือนท่ีของเซลล์ได้ดีกว่าสารสกดับวับกเดี่ยว ดงันัน้ต ารับเซร่ัมจากสารสกดั



  39 

จากการแยกสกดัด้วยบิวทานอล จึงเป็นต ารับท่ีเหมาะสมในการน ามาศึกษาทางคลินิกตอ่ไปเพ่ือ
ฤทธ์ิในการรักษาแผลเป็นชนิดบุม๋ลกึจากการเกิดสิว 

 
ข้อเสนอแนะ 

1. การทดสอบอตัราการเคล่ือนท่ีของเซลล์ควรจะเพิ่มช่วงเวลาในการถ่ายรูปเก็บข้อมลูท่ี
เวลา 36 ชัว่โมง   

2. การทดสอบความเป็นพิษตอ่เซลล์ควรจะเพิ่มการทดสอบกบั positive control 
3. ควรตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารออกฤทธ์ิจากสารสกัดบัวบกก่อนน ามาเตรียมต ารับ

เซร่ัมจากสารสกดับวับก 
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ภาคผนวก ก 
 
 



 
 

ผลการเคล่ือนท่ีของเซลล์ 
 
 ผลของสารสกดัตอ่การเคล่ือนท่ีของเซลล์ Human keratinocyte (HaCaT) 
 
ก (1)                                             ก (2)  ก (3) 
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ภาพประกอบ 12 แสดงผลของสารสกดัตอ่การเคล่ือนท่ีของเซลล์ Human keratinocyte (HaCaT) 
 

ก = 5% สารสกดัจากบริษัท  
ข = 7.5% สารสกดัจากบริษัท 
ค = 10% สารสกดัจากบริษัท 
ง = 5% สารสกดัจากการแยกสกดัด้วยบวิทานอล 
จ = กลุม่ควบคมุ 
1 = เร่ิมต้น; 2 = 24 ชัว่โมง; 3 = 48 ชัว่โมง 



 
 

ผลของเซรัมท่ีมีสารสกดัตอ่การเคล่ือนท่ีของเซลล์ Human keratinocyte (HaCaT) 
  
ก (1)                                             ก (2)  ก (3)  
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ค (1)                                              ค (2)  ค (3) 

 

 

 

 

  
ง (1)                                              ง (2)  ง (3)  

 



 
 

จ (1)                                              จ (2)  จ (3) 
 
 

 

 

 

  

 

 

 

 

 
 

ผลของกราฟสมการเส้นตรงของสารสกดัและสารออกฤทธ์ิ 

ภาพประกอบ 13 แสดงผลของเซรัมท่ีมีสารสกดัตอ่การเคล่ือนท่ีของเซลล์ Human keratinocyte (HaCaT) 
 

ก = เซรัมท่ีมี 5% โดยน า้หนกัของสารสกดัจากบริษัท  
ข = เซรัมท่ีมี 7.5% โดยน า้หนกัของสารสกดัจากบริษัทท 
ค = เซรัมท่ีมี 10% โดยน า้หนกัของสารสกดัจากบริษัท 
ง = เซรัมท่ีมี 5% โดยน า้หนกัของสารสกดัจากการแยกสกดัด้วยบวิทานอล 
จ = กลุม่ควบคมุ 
1 = เร่ิมต้น; 2 = 24 ชัว่โมง; 3 = 48 ชัว่โมง 

y = 0.0023x - 0.0568
R² = 0.9992
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ภาพประกอบ 14 แสดงกราฟมาตรฐานของสารสกดัจากการแยกสกดัด้วยบวิทานอล 
ในฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 7.4 ท่ีวดัด้วย UV spectrophotometry ท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร 



 
 

y = 0.0009x - 0.0242
R² = 0.9998
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ภาพประกอบ 15 แสดงกราฟมาตรฐานของสารสกดับวับกจากบริษัทในฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 
pH 7.4 ท่ีวดัด้วย UV spectrophotometry ท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

y = 0.3951x + 82.598
R² = 0.9646
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ภาพประกอบ 16 แสดงกราฟมาตรฐานของ asiaticoside ด้วยเทคนิค HPTLC 
 ท่ีความยาวคล่ืน 210 นาโนเมตร 
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