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งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม สารลิโมนีน และสารทรานแคริ

โอฟิลลีน ซึ่งเป็นองค์ประกอบของน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูมต่อการปิดของบาดแผล และศึกษากลไกการสมานแผลที่
เกี่ยวข้องกับระดับการแสดงออกของยีนอะควาพอริน-3 ด้วยวิธี RT real-time PCR สร้างบาดแผลโดยวิธี scratch และ 
culture insert ในเซลล์เคราติโนไซต์ (HaCaT) ที่เลี้ยงในอาหารที่มี FBS ร้อยละ 2 สังเกตการปิดบาดแผลของเซลล์
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ บันทึกผลโดยการถ่ายภาพและ คำนวณร้อยละการปิดของบาดแผล ผลการศึกษาพบว่าในช่วง
ความเข้มข้นที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ ที่เวลา 24 ชั่วโมง น้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม (5 µg/mL) ส่งผลให้การปิดของ
บาดแผล (ร้อยละ 84.51) เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (ร้อยละ 30.81) (*P<0.05) 
สารทรานแคริโอฟิลลีน (4 µg/mL) ส่งผลให้การปิดของบาดแผล (ร้อยละ 77.99) เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติเมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (ร้อยละ 43.45) (*P<0.05) ส่วนการปิดของบาดแผลจากการกระตุ้นด้วยสารลิโมนีนทุก
ความเข้มข้นไม่ต่างจากกลุ่มควบคุม ที่เวลา 48 ชั่วโมงสารทรานแคริโอฟิลลีน (0.8 µg/mL) ส่งผลให้การปิดของบาดแผล 
(ร้อยละ 83.99) เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (ร้อยละ 58.52) (*P<0.05) การปิดของ
บาดแผลจากการกระตุ้นด้วยน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูมและสารลิโมนีนทุกความเข้มข้นไม่ต่างจากกลุ่มควบคุม  และ
ผลการศึกษาการมีชีวิตรอดของเซลล์ในอาหารที่มี FBS ร้อยละ 2 ท่ี 24 ชั่วโมง ด้วย WST-1 assay พบว่าร้อยละการมี
ชีวิตของเซลล์ที่ได้รับน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม  (5 µg/mL) ไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม แสดงว่าการปิดของ
บาดแผลไม่สัมพันธ์กับการเพิ่มจำนวนเซลล์ ในขณะที่ร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ (ร้อยละ 110.09) ที่ได้รับสารทรานแคริ
โอฟิลลีน (4 µg/mL) เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (*P<0.05) แสดงให้เห็นว่าการปิด
ของบาดแผลสัมพันธ์กับการเพิ่มจำนวนเซลล์ร่วมกับการเคลื่อนที่ของเซลล์ ผลการศึกษาระดับการแสดงออกของยีนอะค
วาพอริน-3 พบว่าเซลล์ที่ได้รับน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม  (5 µg/mL) และเซลล์ที่ได้รับสารทรานแคริโอฟิลลีน (4 
µg/mL) มีการแสดงออกของยีนเพิ่มขึ้น 3.7±1.2 เท่า และ 3.0±0.9 เท่าของกลุ่มควบคุม ตามลำดับ การศึกษานี้เป็นครั้ง
แรกที่พบว่าฤทธิ์สมานแผลของน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูมมีความสัมพันธ์กับฤทธิ์ของสารทรานแคริโอฟิลลีนใน
องค์ประกอบและสัมพันธ์กับการแสดงออกของยีนอะควาพอริน-3 
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The purpose of this research is to study the effects of volatile oil from bael leaf, limonene and 

trans-caryophyllene, which are components of bael leaf oil, on wound closure. The wound healing 
mechanism related to the expression level of the aquaporin-3 gene was studied by RT real-time PCR. 
Wounds were created by scratch and insert culture in keratinocyte (HaCaT) cells cultured in a medium 
containing 2% FBS. The wound closure was observed under a microscope, the results were photographed 
and the percentage of wound closure was calculated. The results showed that in the range of non-toxic 
concentrations at 24 h, bael leaf oil (5 µg/mL) resulted in a significant increase in wound closure (84.51%) 
compared to the control group (30.81%) (*P<0.05), and trans-caryophyllene (4 µg/mL) resulted in a 
significant increase in wound closure (77.99%) compared to the control group (43.45%) (*P<0.05). Wound 
closure was not significantly different from the control group at any concentration of limonene. At 48 h, trans-
caryophyllene (0.8 µg/mL) resulted in significant increase in wound closure (83.99%) compared to the 
control group (58.52%) (*P<0.05). Wound closure from all concentrations of bael leaf oil and limonene was 
not different from the control group. The results of the cell viability study in 2% FBS medium at 24 hours by 
WST-1 assay showed that the percentage of cell viability treated with bael leaf oil (5 µg/mL) was not different 
from the control group. This suggests that wound closure is unrelated to cell proliferation. The percentage of 
cell viability (110.09%) that received trans-caryophyllene (4 µg/mL) was significantly increased compared to 
the control group (*P<0.05). Thus, wound closure is associated with cell proliferation and cell migration. The 
results of a study on the expression level of the aquaporin-3 gene revealed that cells treated with bael leaf oil 
(5 µg/mL) and trans-caryophyllene (4 µg/mL) had 3.7±1.2 fold and 3.0±0.9 fold increase in gene expression, 
respectively, compared to the control group. This is the first study to demonstrated that the wound healing 
effect of bael leaf oil is related to the activity of trans-caryophyllene in its constituents and to the expression 
of the aquaporin-3 gene. 
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บทที่ 1  
บทนำ 

1.1 ภูมิหลัง 
ผิวหนังทำหน้าที่เป็นเกราะป้องกันระหว่างร่างกายและสิ่งแวดล้อมภายนอกเมื่อร่างกาย

เกิดบาดแผลที่ผิวหนังจะมีกระบวนการรักษาบาดแผลเกิดขึ้นเองตามกลไกธรรมชาติ โดยการหาย
ของบาดแผลในแต่ละคนใช้ระยะเวลาในการรักษาแตกต่างกันอาจเกิดจากความผิดปกติของ
ผิวหนัง ปัญหาที่เกิดตามมาแผลอาจติดเชื้อแบคทีเรียแล้วนำไปสู่แผลเรื้อรังได้ และเมื่อแผลหาย
สนิทแล้วจะเกิดรอยแผลเป็นที่เกิดจากเซลล์สร้างคอลลาเจนมาซ่อมแซมบริเวณบาดแผลมาก
เกินไป มีรายงานว่า beta-caryophyllene ซึ่งเป็นสารประเภท terpenes ในน้ำมันหอมระเหยที่พบ
ในพริกไทยดำ อบเชย กานพลู ลาเวนเดอร์ และกัญชา เป็นต้น (Fidyt et al., 2016) มีฤทธิ์ช่วยใน
การรักษาบาดแผลบนผิวหนังของหนูโดยทำให้เซลล์เพิ่มจำนวนและการเคลื่อนย้ายของเซลล์
เพิ่มขึ้นซึ่งเป็นกระบวนการที่สำคัญในการรักษาบาดแผล (Koyama et al., 2019) และผล
การศึกษาในหนูที่มีบาดแผลพบว่ามีการแสดงออกของยีนอะควาพอริน-3 (aquapotin-3, AQP-3) 
ปริมาณมากบริเวณบาดแผลที่มีความสัมพันธ์ในการส่งเสริมการหายของบาดแผล (Kyoko 
Nakahigashi et al., 2011) 

ในปัจจุบันมีความนิยมเลือกใช้การแพทย์ทางเลือกมากขึ้นกล่าวคือมีการนำส่วนของสาร
สกัดหรือน้ำมันหอมระเหยที่ได้จากส่วนของพืชมาใช้มากขึ้น จากการสืบค้นงานวิจัยพบว่าในใบ

ม ะ ตู ม มี น้ ำ มั น ห อ ม ร ะ เห ย ป ร ะ เภ ท  terpenes ไ ด้ แ ก่  limonene, caryophyllene, α-

phellenderene, α-pinene (Verma et al., 2014) เป็นองค์ประกอบหลักซึ่งอาจมีฤทธิ์ช่วยในการ
รักษาบาดแผลได้ อย่างไรก็ตามยังไม่พบว่ามีรายงานการศึกษาฤทธิ์และกลไกของน้ำมันหอม
ระเหยจากใบมะตูมต่อการหายของบาดแผล ดังนั้นผู้วิจัยจึงเล็งเห็นถึงความสำคัญของการแพทย์
ทางเลือกในการนำน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูมมาใช้ศึกษาฤทธิ์การหายของบาดแผล รวมถึง
กลไกที่เกี่ยวข้องกับการแสดงออกของยีนอะควาพอริน-3 โดยศึกษาในเซลล์เคราติโนไซต์ของ
มนุษย์ (Human keratinocyte cell line, HaCaT) ซึ่งเป็นเซลล์ที่เกี่ยวข้องในกระบวนการหายของ
บาดแผลที่ชั้นผิวหนัง (Massimo M. Santoro & Giovanni Gaudino, 2005) หากงานวิจัยดำเนิน
ไปตามเป้าหมาย น้ำมันหอมระเหยใบมะตูมอาจนำไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ทางเลือกที่ใช้สำหรับ
รักษาบาดแผลที่ผิวหนังที่มีความปลอดภัย มีประสิทธิผลที่ดี 
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1.2 วัตถุประสงค ์
1. ศึกษาฤทธิ์ต่อการหายของบาดแผลของน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูมในเซลล์เคราติ

โนไซต์ของมนุษย์ 
2. ศึกษาการแสดงออกของยีนอะควาพอริน-3 ในกลไกการหายของบาดแผลในเซลล์

เคราติโนไซต์ของมนุษย์ 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
1. ศึกษาความเข้มข้นของน้ำมันหอมระเหยที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์เคราติโนไซต์ของมนุษย์ 
ทดสอบความเข้มข้นที่เหมาะสมต่อการหายของบาดแผล 
2. ศึกษากลไกการหายของบาดแผลในระดับเซลล์เมื่อใช้น้ำมันหอมระเหยที่ความเข้มข้น

ที่ทำให้บาดแผลหายดีที่สุด โดยวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีนอะควาพอริน -3 ในเซลล์เครา
ติโนไซต์ของมนุษย์ 

1.4 ตัวแปรทีศ่ึกษา 
1. การทดสอบฤทธิ์การหายของบาดแผล 
ตัวแปรอิสระ : ความเข้มข้นของน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม 
ตัวแปรตาม : % การหายของบาดแผล 
2. การแสดงออกของยีนอะควาพอริน-3 
ตัวแปรอิสระ : ความเข้มข้นของน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูมที่ทำให้บาดแผลหายดี

ที่สุด 
ตัวแปรตาม : ระดับการแสดงออกของยีนอะควาพอริน-3 

1.5 นิยามศพัท์เฉพาะ 
1. กระบวนการหายของบาดแผล  คือ การซ่อมแซมเมื่อผิวหนังเกิดบาดแผลซึ่งเป็น

กระบวนที่เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ โดยมี 4 ระยะ ได้แก่ ระยะห้ามเลือด ระยะอักเสบ ระยะการ
เพิ่มจำนวนเซลล์ และระยะการปรับเปลี่ยนสู่สภาวะปกติ 

2. การหายของบาดแผล คือ การเปลี่ยนแปลงของเซลล์จากขอบของบาดแผลเข้ามาใกล้
กันและประสานเป็นเนื้อเดียวกัน 

3. น้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม คือ น้ำมันหอมระเหยที่ได้จากการกลั่นด้วยน้ำ วิธีการ
กลั่นโดยใบมะตูมแช่อยู่ในน้ำเดือดและใช้ความร้อนเพื่อให้กลั่นน้ำมันหอมระเหยออกจากใบมะตูม 
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1.6 กรอบแนวคิดในงานวจิัย 
1. การทดสอบฤทธิ์การหายของบาดแผล 

 
 

 

2. การแสดงออกของยีนอะควาพอริน-3 
 

 

 

 

1.7 สมมุตฐิานในการวิจยั 
น้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูมมีผลกระตุ้นการเคลื่อนที่หรือการเพิ่มจำนวนของเซลล์

เคราติโนไซต์ของมนุษย์ ช่วยส่งเสริมการหายของบาดแผลและสัมพันธ์กับการแสดงออกของ
ยีนอะควาพอริน-3 ภายในเซลล์ 

1.8 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
1. ทราบถึงความเข้มข้นของน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูมต่อการหายของบาดแผล 
2. เข้าใจกลไกการหายของบาดแผลที่เกิดจากฤทธิ์ของน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูมว่า

สัมพันธ์กับการแสดงออกของยีนอะควาพอริน-3 
 
 
 
 
 
 
 

 

ตัวแปรอิสระ : น้ำมันหอม
ระเหยจากใบมะตูม 
 

ตัวแปรอิสระ : ความเข้มข้น
ของน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูมที่
ทำให้  % การปิดของบาดแผลสูงที่สุด 
 

ตัวแปรตาม : % การปิดของ
บาดแผล 
 

ตั ว แ ป รต า ม  : ระ ดั บ ก า ร
แสดงออกของยีนอะควาพอริน-3 
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บทที่ 2  
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 มะตูม  
2.1.1 ลักษณะทางพฤกษศาสตร์  

มะตูมมีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Aegle marmelos (L.) Correa (Bael) จัดอยู่ในวงศ์ 
Rutaceae มีถิ่นกำเนิดในภาคเหนือของอินเดีย พบได้ทั่วไปในคาบสมุทรอินเดียและในประเทศศรี
ลังกา พม่า บังกลาเทศ ไทยและอินโดจีน (Rahman & Parvin, 2014) ลำต้นสูง 18 เมตร เปลือก
ลำต้นมีสีเทาเรียบเป็นร่องตื้น เนื้อไม้แข็ง มีสีขาวแกมเหลืองและมีกลิ่นหอมโคนต้นและกิ่งก้านมี
หนามแหลมยาว แข็ง ออกเดี่ยวหรือเป็นคู่ตามกิ่ง ใบประกอบแบบขนนก ใบย่อยรูปไข่หรือรูปหอก
มี 3 ใบ ดอกสีขาวหรือขาวอมเขียว มีกลิ่นหอม ผลมีเปลือกแข็งเรียบและมีเส้นผ่านศูนย์กลาง 5-15 
เซนติเมตร เนื้อผลเหนียวข้น มีกลิ่นหอม และมีเมล็ดจำนวนมากแทรกอยู่ในเนื้อผล โดยเมล็ดจะมี
ขนหนาปกคลุม (Wikipedia สารานุกรมเสร,ี 2020: Online) (ภาพประกอบ 1) 

 

ภาพประกอบ 1 ลักษณะของใบมะตูม 
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2.1.2 สารสำคัญที่เป็นองค์ประกอบของน้ำมันหอมระเหยในใบมะตูม  
Verma et al. (2014) ได้ทำการศึกษาองค์ประกอบของน้ำมันหอมระเหยตามฤดูกาล

ในใบมะตูมโดยทำการสกัดด้วยวิธี hydrodistillation และวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีด้วย
เทคนิค  gas chromatography (GC) และ  gas chromatography-mass spectroscopy (GC-

MS) พ บ ส า ร ส ำ คั ญ ก ลุ่ ม เท อ ร์พี น อ ย ด์  (terpenoid) ได้ แ ก่  limonene 31.0–90.3%, α-

phellandrene <0.05–43.5%, (E)-β-ocimene 0.7–7.9%, α-pinene <0.05–7.5% แ ล ะ  (E)-

caryophyllene 0.5–5.3%, β-elemene <0.05–4.2% และ germacrene B 0.0–3.3%  
Fawzi Mahomoodally et al. (2018) ได้ทำการศึกษาองค์ประกอบของน้ำมันหอม

ระเหยและคุณ สมบัติทางเภสัชวิทยาในใบมะตูมโดยนำใบสดมาทำ การสกัดด้วยวิธี  
hydrodistillation และวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิค GC-MS พบว่ามีสาร limonene 

มากถึง 74.9% ตามด้วย β-phellandrene 4.4%, p-cymene 4.2%, (E)-β-ocimene 2.5% และ 

β-caryophyllene 2.0%  
Rathee et al. (2017) ได้ทำการศึกษาองค์ประกอบของน้ำมันหอมระเหยในใบมะตูม

ทำการแยกน้ำมันหอมระเหยโดยใช้วิธีการสกัดแบบ hydrodistillation และวิเคราะห์องค์ประกอบ
ทางเคมีของน้ำมันหอมระเหยด้วยเทคนิค GC-MS จากการวิเคราะห์พบองค์ประกอบที่สำคัญถึง 
13 ชนิด มากกว่า 85% เป็นองค์ประกอบของน้ำมันซึ่งพบเป็นสารประกอบโมโนเทอร์พีน ได้แก่  

limonene 67.83% , caryophyllene 8.76% , α-Ocimene 4.84% , cubedol 3.29% , humulene 

2.84%, myrcene 2.60% และ α-copaene 2.53%  
Satyal et al. (2012) ได้ทำการศึกษาองค์ประกอบของน้ำมนัหอมระเหยและฤทธิ์ทาง

ชีวภาพในใบมะตูมในประเทศเนปาล โดยนำใบสดมาบดและทำการสกัดด้วยวิธี hydrodistillation 
และวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิค  GC-MS พบองค์ประกอบในน้ำมันหอมระเหยที่
สามารถระบุได้ถึง 81 ชนิด องค์ประกอบหลักที่พบในปริมาณมากที่สุด ได้แก่ limonene 64.1%, 

(E)-β-ocimene 9.7%, germacrene B 4.7%, (E)-caryophyllene 2.4%, myrcene 2.0%, (Z)-

β-ocimene 1.9%, (2Z,6E)-farnesol 1.9%, linalool 1.8% และ γ-curcumene 1.7%  
Nabaweya A. Ibrahim et al. (2015) ได้ทำการศึกษาองค์ประกอบทางเคมี ฤทธิ์

ต้านจุลชีพและเชื้อราของน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูมในประเทศอียิปต์ โดยนำใบสดมาทำการ
สกัดด้วยวิธี  hydrodistillation และวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิค GC-MS พบ

องค์ประกอบสำคัญ 27 ชนิดในน้ำมันหอมระเหยพบมาก ได้แก่ α- phellandrene 20.97%, α-
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pinene 17.76% , δ-carene 16.37%  γ-cadinene 8.01% , trans-2-hydroxycinnmic acid 

6.85% และ β-myrcene 4.32%  
จากรายงานการศึกษาการวิเคราะห์องค์ประกอบเคมีในใบมะตูมด้วยเทคนิค  GC-

MS ที่สกัดด้วยวิธี hydrodistillation พบว่าสารที่เป็นองค์ประกอบหลักในใบมะตูมคือ สารกลุ่ม
เทอร์พีนอยด์ (ตาราง 1) โครงสร้างทางเคมีของสารกลุ่มเทอร์พีนอยด์ที่พบในน้ำมันหอมระเหยที่
สกัดจากใบมะตูมแสดงใน (ตาราง 2) และองค์ประกอบของน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูมที่ได้
จากการสกัดด้วยน้ำที่ใช้ในการศึกษานี้แสดงใน (ตาราง 3)  
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ตาราง 1 องคป์ระกอบหลักที่พบในนำ้มันหอมระเหยจากใบมะตูม 

Ram S Verma  
et al.,2013 

Mohamad 
Fawzi 
Mahomoodallya 
Verma  
et al.,2018 

Deepti 
Rathee 
Verma  
et al.,2017 
 

Prabodh 
Satyal. 
et al.,2012 

Nabaweya A. 
Ibrahim  
et al.,2015 

limonene  
(31.0–90.3%) 

limonene 
(74.9%) 

limonene 
(67.83%) 

limonene  
(64.1%) 

α-phellandrene 
(20.97%) 

α-
phellandrene 
(<0.05–43.5%) 

β-phellandrene 
(4.4%) 

caryophyllene 
(8.76%) 

(E)-β-ocimene 
(9.7%) 

α-pinene  
(17.76%) 

(E)-β-ocimene 
(0.7–7.9%) 

p-cymene  
(4.2%) 

α-ocimene 
(4.84%) 

germacrene B 
(4.7%) 

δ-carene  
(16.37%) 

α-pinene  
(<0.05–7.5%) 

(E)-β-ocimene 
(2.5%) 

cubedol  
(3.29%) 

(E)-
caryophyllene 
(2.4%) 

γ-cadinene  
(8.01%) 

(E)-
caryophyllene 
(0.5–5.3%) 

β-
caryophyllene 
(2.0%) 

humulene 
(2.84%) 

myrcene  
(2.0%) 

trans-2-
hydroxycinnmic 
acid (6.85%) 
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ตาราง 2 แสดงโครงสร้างองค์ประกอบหลักของสารกลุ่มเทอร์พนีอยดท์ี่พบในใบมะตูม 

สารหลัก โครงสร้าง สูตรโมเลกุล 
 
 

limonene 

 

 

 
 

C10H16 

 
α-phellandrene 

 

 
C10H16 

 
α-pinene 

 

 
C10H16 

 

δ-carene 

 

 
C10H16 

 
caryophyllene 

 

 
C15H24 

 
(E)-β-ocimene 

 

 
C10H16 

 

γ-cadinene 

 

 
C15H24 

 
germacrene D 

 

 
C15H24 
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ตาราง 3 องคป์ระกอบของน้ำมันหอมระเหยในใบมะตมูที่ใช้ในการศกึษานี้ (ได้จากการสกัดด้วยวิธ ี
hydrodistillation และวิเคราะห์องค์ประกอบด้วยวิธ ีGC-MS) 

ลำดับ องค์ประกอบ อัตราส่วน (%) 
1 beta-myrcene 0.072 
2 limonene 0.321 
3 cis-ocimene 1.512 
4 trans-ocimene 6.591 
5 linalool 3.995 
6 octatriene-2-ol 1.399 
7 beta-elemene 11.322 
8 trans-caryophyllene 14.863 
9 alpha-humulene 6.252 
10 germacrene D 24.659 
11 germacrene B 3.594 
12 germacrene A 11.647 
13 delta-cadinene 1.238 
14 caryophyllene oxide 4.603 
15 unknown 2.758 
16 unknown 3.223 
17 phytol 1.953 

 
2.1.3 ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของใบมะตูม  

ใบมะตูมมีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาที่หลากหลาย เช่น ฤทธิ์ต้านการปวดและต้านการ
อักเสบ ฤทธิ์ต้านแผลในกระเพาะอาหาร ฤทธิ์ต้านจุลชีพและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ดังนี้ 

ฤทธิ์ต้านการปวดและต้านการอักเสบในหนูเผือกจากใบและผลมะตูมที่สกัดด้วยเอ
ทานอลโดยให้ยาขนาด 100 และ 200 mg/kg ของน้ำหนักตัวเป็นเวลา 1 ชั่วโมงก่อนการทดสอบ
ด้ วยวิธี  Eddy’s hot plate เที ยบ กับ กลุ่ ม ควบ คุม ที่ ใช้  1% carboxy methyl cellulose เป็ น 
negative control และ pentazocine 10 mg/kg เป็น positive control พบว่าสารสกัดจากใบและ
ผลที่ขนาด 200 mg/kg มีฤทธิ์ต้านการปวดอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.001) และวิธี acetic 
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acid induced writhing เทียบกับกลุ่มควบคุมที่ใช้ diclofenac 10 mg/kg เป็น positive control 
พบว่าสารสกัดจากใบและผลที่ขนาด 200 mg/kg มีฤทธิ์ต้านการปวดอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ  
(P<0.01) ในส่วนการทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบทดสอบด้วยวิธี  carrageenan Induced paw 
edema ที่ขนาดยา 200 mg/kg เทียบกับกลุ่มควบคุมที่ใช้ diclofenac 10 mg/kg เป็น positive 
control พบว่าสารสกัดจากใบและผลที่ขนาด  100 และ 200 mg/kg มีฤทธิ์ลดการอักเสบไม่
แตกต่างกับกลุ่มควบคุม (P>0.05) (K et al., 2017)   

ฤทธิ์ต้านการอักเสบเรื้อรังในหนูของสารสกัดด้วยน้ำและเอทานอลจากใบมะตูมโดย
ใช้วิธี cotton pellet implantation ป้อนยาให้ทางปากเป็นเวลา 7 วัน ในขนาด 100 mg/kg ของ
น้ำหนักตัวเทียบกับยาต้านการอักเสบมาตรฐาน indomethacin 10 mg/kg พบว่าเปอร์เซ็นต์ยับยั้ง
การก่อตัวของแกรนูโลมาหลังการรักษาด้วยสารสกัดด้วยน้ำเท่ากับ 16.5% เอทานอล 25.72% 
และ indomethacin 39.37% (Rahman, Eva, et al., 2016)  

ฤทธิ์ต้านแผลในกระเพาะอาหารเหนี่ยวนำให้เกิดแผลในกระเพาะอาหารหนูด้วย 
90% เอทานอล 1 mL/ต่อน้ำหนักตัวหนู 1 kg  หลังจาก 1 ชั่วโมง หนูจะได้รับสารสกัดเอทานอล
จากใบมะตูม 400  mg/kg ของน้ำหนักตัวและได้รับ omeprazole 10 mg/kg จากผลการทดลอง
พบว่าสารสกัดเอทานอลจากใบ 400  mg/kg สามารถยับยั้งแผลในกระพาะอาหารได้ 56.33%  
และ omeprazole ยับยั้งแผลในกระพาะอาหารได้ 50.44% (Rahman, Quader, et al., 2016)  

ฤทธิ์ต้านจุลชีพและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระศึกษาผลของสารสกัดจากใบมะตูมที่สกัด
ด้วยตัวทำละลาย 4 ชนิด คือ อะซิโตน คลอโรฟอร์ม เมทานอล และ เฮกเซน ในการต้านเชื้อ P. 
aeruginosa, B. subtilis, S. aureus, K. pneumonia, E. coli และเชื้อรา A. niger, A. flavus 
และ Fusarium ด้วยวิธี disc diffusion พบว่าสารสกัดจาก อะซีโตน และ เฮกเซน มีฤทธิ์ต้านเชื้อ
แบคทีเรีย B. subtilis และ P. aurogenosa และสามารถยับยั้งเชื้อรา A. niger ส่วนการทดสอบ
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH พบว่าสารสกัดใบมะตูมด้วยเอทานอล มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
ดีที่สุดโดยสามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้ 63.84% (Karumaran et al., 2016) 
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2.2 ระบบห่อหุ้มร่างกาย  
ผิวหนังเป็นอวัยวะที่มีขนาดใหญ่ที่สุดของร่างกายมีหน้าที่ปกป้องอวัยวะภายในจาก

สิ่งแวดล้อมภายนอก ช่วยป้องกันเชื้อโรคและอันตรายต่างๆ จากภายนอก ป้องกันการระเหยของ
น้ำใต้ผิวหนังและช่วยรักษาอุณหภูมิของร่างกายให้คงที่ เป็นต้น ผิวหนังของคนเราประกอบด้วย    
3 ชั้นหลัก (Patel et al., 2017) (ภาพประกอบ 2) คือ 

1. ชั้นหนังกำพร้า (epidermis) มีส่วนประกอบหลัก 4 ชนิด คือ เซลล์เคราติโนไซต์ 
(keratinocyte) เซลล์เมลาโนไซต์ (melanocytes) เซลล์แลงเกอร์ฮานส์ (langerhans cells) และ 
เซลล์เมอร์เกิล (merkel cells) 

2. ชั้นหนังแท้ (dermis) ประกอบด้วยไฟโบรบลาสต์ (fibroblast) ทำหน้าที่สร้างคอลลา
เจน (collagen) อิลาสติน (elastin) และมีส่วนประกอบของมาตริกซ์นอกเซลล์ (extracellular 
matrix) ในชั้นนี้จะมีส่วนหลอดเลือด (capillaries) จำนวนมาก 

3. ชั้นไขมัน (hypodermis) ประกอบด้วยเซลล์ไขมัน (adipocytes) เป็นแหล่งพลังงานให้
ความอบอุ่นแก่ร่างกายจากความหนาวเย็นและความบาดเจ็บ 

 
 

 

ภาพประกอบ 2 โครงสรา้งผิวหนัง 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Boury-Jamot et al. (2009). 
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ในชั้นหนังกำพร้าซึ่งเป็นชั้นนอกสุดของผิวหนัง มีความหนาประมาณ 0.05-0.1 
มิลลิเมตร ประกอบด้วยเซลล์หลัก 4 ชนิด ได้แก่ เซลล์เคราติโนไซต์ เซลล์เมลาโนไซต์ เซลล์แลง
เกอร์ฮานส์ และ เซลล์เมอร์เกิล โดยเซลล์เคราติโนไซต์เป็นเซลล์หลักในชั้นของหนังกำพร้าประเภท 
stratified squamous epithelium เซลล์เคราติโนไซต์จะยึดติดกันด้วยโปรตีนหลายกลุ่มที่สำคัญ
คือ เดสโมโซม (desmosome) สำหรับการยึดติดกับหนังแท้มีชั้น basement membrane (Dermo-
epidermal junction) เป็นตัวกั้น มีส่วนประกอบโปรตีนหลายชนิดในชั้นนี้ เช่น  เฮมิเดสโมโซม 
(hemidesmosome) คอลลาเจนประเภทที่ 1, 2, 3  เป็นต้น 

เซลล์เคราติโนไซต์ที่ผิวหนังสามารถแบ่งเป็นชั้นต่างๆ ตามรูปร่างและส่วนประกอบใน
เซลล์เรียงจากชั้นในไปนอกสุด ดังนี้  

stratum basale เป็นชั้นล่างสุดในชั้นนี้พบมีเคราติโนไซต์ที่มีคุณสมบัติเป็นสเต็มเซลล ์ 
(stem cell) ของผิวหนังซึ่งสามารถแบ่งตัวและสร้างเป็นเซลล์เคราติโนไซต์ตัวใหม่ได ้

stratum spinosum เป็นชั้นที่ประกอบด้วยเซลล์เคราติโนไซต์ซ้อนกัน รูปร่างเป็นหนาม 
(spinous/prickle cell) 

stratum granulosum ประกอบด้วยเซลล์เคราติโนไซต์ซ้อนกัน 3-5 ชั้น ลักษณะเด่นคือมี
เม็ดแกรนูล (granule) ภายในเซลล์ซึ่งเม็ดแกรนูล ดังกล่าวคือ keratohyaline granules มีหน้าที่
ช่วยในการสร้างเคราติน 

stratum corneum หรือผิวหนังชั้นขี้ไคลเป็นชั้นนอกสุดของหนังกำพร้า ประกอบด้วย 
เซลล์เคราติโนไซต์ที่ไม่มีนิวเคลียส เรียกว่า คอร์นีโอไซต์ (corneocytes) ตัวเซลล์จะแบนมีไขมันมา
เคลือบระหว่างเซลล์ 

สำหรับชั้น stratum lucidum เป็นเพียงช่องว่างระหว่างชั้น stratum granulosum and 
stratum corneum โดยจะพบแค่ผิวหนังบริเวณฝ่ามือฝ่าเท้า บางครั้งเรียกรวมผิวหนังชั้น stratum 
basale และ stratum spinosum ว่าเป็น stratum malpighii 

การแบ่งตัวและเจริญของเคราติโนไซต์ จากชั้น stratum basale ไปถึงชั้น stratum 
corneum ใช้เวลา 2 สัปดาห์ และชั้น stratum corneum ใช้เวลาลอกหลุดอีก 2 สัปดาห์ ทำให้
ระยะเวลารวมของผิวหนัง ชั้นกำพร้าจากชั้นล่างสุดเจริญไปจนเป็นชั้นขี้ไคลแล้วลอกหลุดใช้เวลา
รวม 4 สัปดาห์  
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2.3 กลไกการรักษาบาดแผล  
กลไกการรักษาบาดแผลที่ผิวหนังเมื่อเกิดการบาดเจ็บชั้นหนังกำพร้าและชั้นหนังแท้ใน

คนที่ปกติร่างกายจะมีกลไกในการซ่อมแซมเกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ โดยมี 4 ระยะ (ภาพประกอบ 
3) ดังนี้ 

ระยะที่ 1 ระยะห้ามเลือด (hemostasis phase) หลังจากได้รับบาดเจ็บหลอดเลือดที่ถูก
ทำลายจะหดตัว (vasoconstriction) จากนั้นเกล็ดเลือดจะถูกกระตุ้นให้มารวมตัว (aggregation) 
จับกันเป็นลิ่มเลือด ผสานเป็นร่างแหอุดรอยรั่วของหลอดเลือดทำให้เลือดไม่ไหลออก (fibrin clot) 
เพื่อป้องกันแบคทีเรียและเชื้อโรคเข้าสู่บริเวณแผล  

ระยะที่ 2 ระยะอักเสบ (inflammation phase) หลังการควบคุมการไหลของเลือดได้  
เซลล์ภูมิคุ้มกัน (mastocyte) จะหลั่งไคโตไคน์เคลื่อนที่ไปยังบริเวณแผลเพื่อกำจัดเชื้อแบคทีเรีย
และสิ่งแปลกปลอมต่างๆ ทำให้แผลมีลักษณะบวมแดง (Lorena Maria Cucci et al., 2021) 
จากนั้นเซลล์เม็ดเลือดขาวนิวโทรฟิลล์ (neutrophil) และมาโครฟาจ (macrophage) จำนวนมาก
จะออกมากำจัดแบคทีเรียและเนื้อเยื่อที่ตายแล้ว  นอกจากนี้ยังมีการหลั่งสารกระตุ้นการ
เจริญเติบโต (growth factors) ที่จำเป็นต่อการสร้างเมทริกซ์ กระตุ้นการสร้างไฟโบรบลาสต์ และ
สร้างหลอดเลือดใหม่ (angiogenesis) เพื่อช่วยฟื้นฟูหลังจากเกิดแผล  

ระยะที่ 3 ระยะการเพิ่มจำนวนเซลล์ (proliferation phase) ในระยะนี้จำเป็นต้องอาศัย
ออกซิเจนและสารอาหารที่เพียงพอเพื่อสังเคราะห์คอลลาเจน โดยไฟโบรบลาสต์ เคลื่อนที่เข้าไปที่
แผลทำการสร้างเส้นใยโปรตีนที่เรียกว่า คอลลาเจนประเภทที่ 3 (type III collagen) โดยสาร
กระตุ้นการเจริญเติบโต ส่งผลให้แผลแข็งแรงเกิดสะเก็ดปกคลุมแผลในขณะเดียวกันก็ทำหน้าที่
สร้างเส้นเลือดใหม่  

ระยะที่ 4 ระยะการปรับเปลี่ยนสู่สภาวะปกติ (remodeling phase) ขั้นตอนของระยะนี้
คือการหดตัวของแผลเกือบหายดีและคอลลาเจนประเภทที่ 3 สะสมไว้เปลี่ยนแปลงไปเป็นรูปแบบ
ของคอลลาเจนประเภทที่ 1 (type I collagen) ซึ่งมีความต้านทานต่อแรงดึง ผิวและหลอดเลือด
แข็งแรงขึ้นกระบวนการนี้อาจใช้เวลามากกว่า 1 ปี โดยมีความแข็งแรงประมาณ ร้อยละ 80 ของ
ผิวหนังปกติเท่านั้น (นงนุช หอมเนียม, 2557) 
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ภาพประกอบ 3 กลไกของการรักษาบาดแผลและส่วนประกอบหลักของเซลล์ 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Lorena M. Cucci et al. (2021).  

เซลล์เคราติโนไซต์ เป็นเซลล์ที่อยู่ล่างสุดในชั้นล่างสุดของชั้นหนังกำพร้ามีการแบ่งตัว
ตลอดเวลา โดยเซลล์ชนิดนี้จะมีการเคลื่อนที่สู่ชั้นผิวหนังด้านบนเมื่อมีอายุมากขึ้น และเกิดการ
เสื่อมสภาพจนกลายเป็นเซลล์ที่ตายแล้ว โดยเซลล์เคราติโนไซต์ทำหน้าที่ป้องกันการสูญเสียน้ำ
ให้กับชั้นของผิวหนัง (M. M. Santoro & G. Gaudino, 2005)   

เซลล์เคราติโนไซต์ยังทำหน้าที่ในการฟื้นฟูผิวหนังชั้นนอกหลังจากได้รับบาดเจ็บ  โดย
เกี่ยวข้องกับการซ่อมแซมบาดแผลหลังจากกระบวนการอักเสบของบาดแผล ที่เกี่ยวข้องกับ
กระบวนการสร้างเนื้อเยื่อใหม่ที่เรียกว่า re-epithelialization โดยจะมีการเคลื่อนที่ (migration) 
และการเพิ่มจำนวนเซลล์ (proliferation) ของเซลล์เคราติโนไซต์จากขอบของบาดแผล (wound 
edge) เข้ามาสู่บริเวณบาดแผล (denuded area) (Pastar et al., 2014; Massimo M. Santoro & 
Giovanni Gaudino, 2005) 

 ในสัตว์ทดลองการเคลื่อนที่ของเซลล์เคราติโนไซต์ เกิดจากการเปลี่ยนแปลงของ
กระบวนการต่างๆ ภายในเซลล์ ได้แก่ 

1. เกิดการสลายของโปรตีนเฮมิเดสโมโซมที่เชื่อมระหว่างเซลล์เคราติโนไซด์กับชั้นหนัง
กำพร้าและมาตริกซน์อกเซลล์  

2. เกิดการหดสั้นของโปรตีนภายในเซลล์ ได้แก่ tonofilaments และ keratin filaments 
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3. เกิดการสลายตัวของโปรตีนเดสโมโซม ที่ทำหน้าที่ยึดติดเซลล์กับเซลล์ข้างเคียง 

4. เกิดการเปลี่ยนแปลงโครสร้างของสายใยแอคติน (actin filament) เกิดการสร้างส่วน
ยื่นออกมา เรียกว่า ลาเมลลิโพเดีย (lamellipodia) และเกิดการยึดติดกับมาตริกซ์นอกเซลล์ครั้ง
ใหม่ (focal contacts) เพื่อการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า (Singer & Clark, 1999) 

โดยเซลล์เคราติโนไซต์ที่บริเวณขอบของบาดแผลจะทำหน้าที่ เป็นตัวนำ ( leading 
keratinocyte) จะเคลื่อนที่ไปข้างหน้า (actively migrating cells) สู่บริเวณของบาดแผล ส่วน
เซลล์เคราติโนไซต์ส่วนที่ติดตามมานั้นจะเกิดการแบ่งตัว เกิดเป็นพื้นของบาดแผล (wound bed) 
โดยในสัตว์ทดลอง การเคลื่อนที่และการแบ่งตัวของเซลล์ทั้งสองส่วนนี้ เกี่ยวข้องกับการทำงาน
ร่วมกันของปัจจัยหลัก ได้แก่  สารกระตุ้นการเจริญ เติบโต , อินทิกริน (Integrin), เอนไซม์  
metalloproteases (MMPs) รวมถึงองค์ประกอบของโปรตีนภายในมาตริกซ์นอกเซลล์ที่แตกต่าง
กัน (ตาราง 4)  

การเคลื่อนที่ของเซลล์เคราติโนไซต์หลังจากที่เกดิบาดแผลขึ้น นั้นเกี่ยวข้องกับการทำงาน
ของสารกระตุ้นการเจริญเติบโต เช่น Macrophage stimulating proteins ช่วยกระตุ้นกระบวนการ 
re-epithelization เมื่ อ จั บ กั บ  Ron tyrosine kinase receptor, Trasforming growth factor-b 
(TGF-b) ช่วยกระตุ้นให้เกิดการแสดงออกของยีนและโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการเคลื่อนที่ของเซลล์ 
เช่น โปรตีนอินทิกริน และ เอนไซม์ metalloproteases โดยการทำงานของโปรตีนอินทิกรินที่
เกี่ยวข้องกับการเคลื่อนที่ของเซลล์เคราติโนไซต์ ได้แก่ a3b1, a6b4, avb6 ซึ่งทำหน้าที่ในการจับ
กับโปรตีนภายในมาตริกซ์นอกเซลล์ คือ Laminin 5 ทำให้เกิดการสร้างสัญญาณภายในเซลล์ (cell 
signalling) ทำให้เซลล์เกิดการเปลี่ยนแปลงรูปร่าง นอกจากนี้ เอนไซม์ metalloproteases-1, 2, 9 
และ 10 ที่ทำหน้าที่ย่อยโปรตีนในมาตริกซ์นอกเซลล์ในขณะที่เซลล์เกิดการเคลื่อนที่เขาสู่บาดแผล
และกระตุ้นการเชื่อมการยึดติดระหว่างเซลล์ได้ 
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ตาราง 4 แสดงความสัมพันธ์ของประเภทของ growth factors, Integrin, เอนไซม ์
metalloproteases (MMPs) ที่มีบทบาทตอ่การเคลื่อนที่ของเซลล์เคราติโนไซต์ ที่บาดแผลของหนู
ในกระบวนการ re-epithelialization   

 Reepithelization 
(migration) 

Reepithelization 
 (proliferation) 

Growth 
factors 

MSP, TGFb1 EGFs, TGFa, KGF, GM-CSF 

Integrins a3b1, a6b4, avb6 avb3/b5, b4, b1 
ECM Laminin-5 Laminins and collagens 
MMPs MMP-1, 2, 9, 10 MMP3 

ที่มา : M. Santoro and G Gaudino (2005). 

2.4 การเคลือ่นที่ของเซลล์  
เป็นกลไกในระดับโมเลกุลที่ตอบสนองต่อปัจจัยภายนอก เช่น การเคลื่อนที่ของเซลล์เพื่อ

สมานแผล โดยมีลำดับในการเคลื่อนที่ของเซลล์เริ่มจาก 1) การยืดออก (protrusion) ของลาเมลลิ
โพเดียและฟิโลโพเดีย (filopodia) ตรงบริเวณขอบนำของเซลล์ที่เต็มไปด้วยเส้นใยแอคติน การยืด
ออกของฟิโลโพเดียทำหน้าที่เป็นเซ็นเซอร์ในการตรวจสอบสภาพแวดล้อมในการย้ายเซลล์ 2) การ
ยึดเกาะ (adhesion) เซลล์จะแผ่ส่วนลาเมลลิโพเดียออกมายึดกับมาตริกซ์นอกเซลล์เพื่อสร้างแรง
ดึงทำให้เซลล์สามารถเคลื่อนที่ไปข้างหน้า 3) การเคลื่อนที่ของเซลล์ (movement) เซลล์ส่วนท้าย
จะมีการหดตัวไปในทิศทางเดียวกับตัวเซลล์ 4) ถอนการยึดเกาะ (deadhesion)  เซลล์ส่วนท้าย
ถอนออกจากมาตริกซ์เก่าที่ถูกย่อยสลายด้วยเอนไซม์ MMPs และเคลื่อนที่ต่อไปข้างหน้า 
(ภาพประกอบ 4 A) (Bras et al., 2022) 

การเคลื่อนที่ของเซลล์ในกระบวนการสมานแผลมีลักษณะการเคลื่อนที่ของเซลล์
ประสานกันเป็นกลุ่มเซลล์ (collective cell migration) โดยการยึดเกาะกันและมีปฏิสัมพันธ์
ระห ว่ าง เซ ล ล์ แล ะ เซ ล ล์  ด้ วย  แอ ด เฮี ย เรน ส์ จั งก์ ชั น  (adherens junction), เด ส โม โซ ม 
(desmosome), ไทธ์จังก์ชัน (tight junctions) และ แกปจังก์ชัน (gap junction) เพื่อให้ เซลล์
สามารถเคลื่อนที่ไปข้างหน้าร่วมกันได้ (ภาพประกอบ 4 B) (Shellard & Mayor, 2020) 
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(A) 

 
(B) 

 

ภาพประกอบ 4 แสดงลำดับการเคลื่อนที่ของเซลล์ (A) การเคลื่อนที่ของเซลล์แบบเซลล์
เดี่ยวและแบบกลุ่มเซลล์ที่มีการยึดเกาะระหว่างเซลล์และเซลล์ (B) 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Saw et al. (2015). 
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2.5 น้ำมันหอมระเหยต่อกระบวนการรักษาบาดแผล  
ฤทธิ์ต้านการอักเสบและฤทธิ์รักษาบาดแผลจากน้ำมันหอมระเหย Oregano เป็นพืชใน

วงศ์  lamiaceae โดยทดสอบในเซลล์ เคราติ โนไซต์ของมนุษย์  (HaCaT) พบว่าสารที่ เป็น
องค์ประกอบหลักของน้ำมันหอมระเหยจากการวิเคราะห์ด้วย GC-MS คือสารประเภทโมโนเทอร์
พีน ได้แก่ carvacrol 35.95%, thymol 25.02% และ p-cymene 21.54% ผลการทดสอบฤทธิ์ต้าน
การอักเสบโดยการเหนี่ยวนำให้เกิดการอักเสบด้วย  interferon-gamma (IFN), histamine (H) 
พบว่าสามารถลดสารสื่อกลางในการกระตุ้นการอักเสบ (pro-inflammatory) ได้แก่ ROS, ICAM-
1, iNOS, COX-2, 8-OHdG, MMP-1 และ MMP-12 และในส่วนฤทธิ์สมานแผลจากการทดสอบ
ด้วยวิธี scratch assay พบว่าความเข้มข้น 25 µg/mL ทำให้บาดแผลแคบลงเมื่อเทียบกับกลุ่ม
ควบคุมได้อย่างมีนัยสำคัญทางสถิต ิ(p< 0.05) (Avola et al., 2020) 

ฤทธิ์รักษาบาดแผลของน้ำมันหอมระเหยที่มี beta-caryophyllene เป็นองค์ประกอบ
หลักทดสอบบนผิวหนังหนู โดยการหยดน้ำมันหอมระเหยความเข้มข้น 50 mg/kg ของน้ำหนักตัว
ลงบนหลังหนูที่ถูกทำให้เป็นแผล ทำการย้อมสี Immunofluorescence ของ keratin-14 พบการ
เคลื่อนที่ของเซลล์เคราติโนไซต์บริเวณขอบของบาดแผลเข้าสู่บริเวณแผลมากกว่ากลุ่มควบคุม ใน
ส่วน proliferating cell nuclear antigen (PCNA) พบว่าเซลล์มีการเพิ่มจำนวนที่ขอบของแผล
อย่างมากทั้งในการทดสอบด้วยน้ำมันหอมระเหยและกลุ่มควบคุม ซึ่งผลของ  keratin-14 และ 
PCNA แสดงให้เห็นว่าน้ำมันหอมระเหยมีผลต่อการสร้างเนื้อเยื่อใหม่และการเพิ่มจำนวนของเซลล์ 
หรือกระบวนการ re-epithelialization ทดสอบการเพิ่มจำนวนของเซลล์ (proliferation) ด้วย 5-
bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) พบว่ามีการเพิ่มขึ้นของจำนวนเซลล์ที่ผิวหนังชั้นนอก ที่รูขุมขน

และบริเวณแผลและพบว่าน้ำมันหอมระเหยที่ความเข้มข้น 26 μM เซลล์มีการเพิ่มจำนวนสูงสุด
และลดลงเมื่อความเข้มข้นสูงขึ้นแสดงว่าการรักษาด้วยน้ำมันหอมระเหย มีผลต่อการเพิ่มจำนวน
เซลล์และเพิ่มการสร้างเนื้อเยื่อใหม่มากกว่าการยับยั้งการอักเสบ ในส่วนผลการทดสอบการรักษา
บาดแผลด้วยวิธี scratch พบว่าความกว้างของบาดแผลแคบลงลง 39.2% ในขณะที่กลุ่มควบคุม
แคบลงลง 6.7% ในเวลา 6 ชั่วโมง (Koyama et al., 2019)  

ฤทธิ์ต้านการอักเสบของน้ำมันหอมระเหยจาก Lindera erythrocarpa จากการสกัดด้วย
วิธี hydrodistillation วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของน้ำมันหอมระเหยด้วยเทคนิค GC-MS 

พบว่ามีองค์ประกอบหลักได้แก่  nerolidol 18.73%, caryophyllene 14.41%, α-humulene 

7.73%, germacrene D 4.82% และ α-pinene 4.47% พบว่าน้ำมันหอมระเหยสามารถยับยั้ง
ก า ร เ กิ ด  inducible nitric oxide synthase ( iNOS) , cyclooxygenase-2 ( COX-2) , 
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prostaglandin E2 (PGE2) ในเซลล์เพาะเลี้ยงแมคโครฟาจ (RAW 264.7) ที่ถูกกระตุ้นด้วย 
lipopolysaccharide (LPS) สูงกว่าเซลล์ที่ไม่ได้ใช้น้ำมันหอมระเหย (Ko et al. (2017) สอดคล้อง
กับการทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบของน้ำมันหอมระเหยจาก Tagetes minuta ที่มีองค์ประกอบ

ห ลั ก ไ ด้ แ ก่  Dihydrotagetone 33.86%, E-Ocimene 19.92%, tagetone 16.15%, cis-β-
ocimene (7.94%), Z-ocimene (5.27%) และ limonene 3.1% ผลการทดสอบพบว่าน้ำมันหอม
ระเหยที่ความเข้มข้น 50 µg/mL สามารถลดการสร้าง NADH oxidase, inducible nitric oxide 

synthase (iNOS) และลดการแสดงออกของยีน TNF-α  ที่ถูกกระตุ้นด้วย lipopolysaccharide 
(LPS) ในเซลล์เพาะเลี้ยงแมคโครฟาจ (J774.1A) ได้อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ  (P<0.001) 
(Karimian et al., 2014)  

ฤทธิ์ต้านการอักเสบของน้ำมันหอมระเหยจาก Seseli gummiferum (SG) และ Seseli 
corymbosum subsp.coiymbosum (SC) จากการวิเคราะห์ด้วย GC-FID และ GC-MS พบว่า
น้ำมันหอมระเหยจาก (SG) มีองค์ประกอบหลักได้แก่ germacrene D 54.1% และ sabinene 

22.4% และในน้ำมันหอมระเหย (SC) ได้แก่ β-phellandrene 29.2%, α-phellandrene 8.2% 
และ germacrene D 2.5% ทดสอบในเซลล์เพาะเลี้ยงแมคโครฟาจ (RAW 264.7) ที่ถูกกระตุ้น
ด้วย lipopolysaccharide (LPS) ผลการทดสอบพบว่าน้ำมันหอมระเหยจาก (SG) และ (SC) 
สามารถยับยั้งการผลิต nitric oxide (NO) ที่ IC50 เท่ากับ 108.2 และ 56.1 µg/mL ตามลำดับและ
ยังสามารถยับยั้ง  prostaglandin E2 (PGE2) ที่  IC50 เท่ากับ  95.5 µg/mL และ 49.4 µg/mL 
ต า ม ล ำ ดั บ  ส อ ด ค ล้ อ ง กั บ ก า ร ล ด ล ง ข อ ง  inducible nitric oxide synthase ( iNOS) , 
cyclooxygenase-2 (COX-2) (Tosun et al., 2016)  

ฤทธิ์รักษาบาดแผลในการนำมาประยุกต์ใช้ทางคลินิกของน้ำมันหอมระเหยจาก 
lavender, chamomile, tea tree , thyme และ ocimum ทดสอบโดยหยดน้ำมันหอมระเหยจาก 
lavender และ chamomile ลงบาดแผลโดยตรงในผู้ป่วยบาดแผลเรื้อรัง 3-4 คน ผลการรักษา
พบว่าบาดแผลหายเร็วกว่ากลุ่มควบคุม น้ำมันหอมระเหยจาก tea tree ใช้รักษาโรคกระดูกอักเสบ
และรักษาบาดแผลเรื้อรัง น้ำมันหอมระเหยจาก thyme ช่วยระงับความเจ็บปวดในหนูที่เกิด
บาดแผลจากการถูกไฟไหม้และช่วยในการรักษาบาดแผล  และการทา thyme ช่วยกระตุ้นการ
สะสมคอลลาเจนการสร้างเส้นเลือดและการเคลื่อนที่ของเคราติโนไซต์ในการรักษาบาดแผล 
ocimum ช่วยรักษาแผลสิว (Woollard et al., 2007) 
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2.6 ความสัมพันธ์ของอะควาพอริน-3 กับการรักษาบาดแผล  
อะควาพอริน (aquaporins; AQP) เป็นโปรตีนที่ฝังอยู่ในเยื่อหุ้มเซลล์ ทำหน้าที่เป็นช่อง

ทางผ่านของน้ำและโมเลกุลขนาดเล็กที่ไม่มีขั้ว พบโปรตีนชนิดนี้ได้ทั้งในแบคทีเรีย พืชและสัตว์ 
โดยแบ่งเป็น 2 กลุ่มใหญ่คือ orthodox aquaporins และ aquaglyceroporins โครงสร้างของ   
อะควาพอรินประกอบด้วย 6 หน่วย เชื่อมต่อกันด้วย loop A-E เรียกว่ามอนอเมอร์ (monomer)  
ในการควบคุมการผ่านของน้ ำแต่ละ มอนอเมอร์จะรวมกัน เป็น เตตระเมอร์  (tetramer) 
(ภาพประกอบ 5 A) และส่วนที่ไม่ชอบน้ำของ loop B และ E มีกรดอะมิโน NPA (asparagine-
proline-alanine) ทำหน้าที่ป้องกันไม่ให้โมเลกุลที่มีประจุผ่านเข้าออก ในการรวมตัวเป็น เตตระ
เมอรจ์ะมีรูปร่างเหมือนเป็นรูเพื่อให้น้ำผ่าน (ภาพประกอบ 5 B) (Khan et al., 2021)   

 

ภาพประกอบ 5 โครงสรา้งมอเนอร์เมอร์และการรวมตัวเป็นเตตระเมอร ์(A) และมุม
จำลองภาพด้านบนในลักษณะการรวมตัวเป็นเตตระเมอร์ของอะควาพอรินแสดงช่อง

ทางการผ่านของน้ำ (B) 

ที่มา: Khan et al. (2021). 

อะควาพอรินที่พบในร่างกายมนุษย์มี 13 ชนิด ได้แก่ AQP0 ถึง AQP12 ซึ่ง AQP 0,1, 2, 
4, 5, 6 และ 8 เรียกว่า orthodox aquaporins ทำหน้าที่ขนส่งน้ำเพียงอย่างเดียว ในขณะเดียวกัน 
AQP 3, 7, 9, และ 10 เรียกว่า aquaglyceroporins ทำหน้าที่ขนส่งกลีเซอรอล (glycerol) ยูเรีย 
(urea) แอมโมเนีย (ammonia) และโมเลกุลขนาดเล็กที่ เป็นกลาง (Portincasa & Calamita, 
2019) สำหรับอะควาพอรินที่พบบริเวณผิวหนัง ได้แก่ AQP1, AQP3, AQP5, AQP7, AQP9 และ 
AQP10 (Pastar et al., 2014; Massimo M. Santoro & Giovanni Gaudino, 2005) โดยพบการ
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แสดงออกของยีนและโปรตีนอะควาพอรินชนิด AQP3, AQP9 และ AQP10 ที่เซลล์เคราติโนไซต์ใน
ชั้นผิวหนังของมนุษย์และในสัตว์ทดลอง (Boury-Jamot et al., 2006; Ma et al., 2002; Sougrat 
et al., 2002; Y Sugiyama  et al., 2001) และพบว่าอะควาพอริน -3 มีรายงานการศึกษาที่
เกี่ยวข้องกับผิวหนังมากที่สุด (Gaelle et al., 2007) จากการศึกษาโดยใช้หนูสายพันธุ์อะควาพอ
ริน-3 null mice สนับสนุนความสำคัญของอะควาพอริน-3 ในเซลล์เคราติโนไซต์ว่าทำหน้าที่
กระตุ้นการขนส่งน้ำ (water transport) ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการการเคลื่อนที่ของเซลล์ เร่งให้
เกิดการหายของบาดแผลที่ผิวหนัง (healing of cutaneous wounds) กระตุ้นให้เกิดการขนส่ง   
กลีเซอรอล (glycerol transport) ทำให้ผิวหนังชุ่มชื้นและยืดหยุ่น (skin hydration and elasticity) 
และช่วยเพิ่มจำนวนเซลล์ เป็นต้น (Gaelle et al., 2007) อย่างไรก็ดีพบว่าการแสดงออกของอะค
วาพอริน-3 ที่มากเกินไป (overexpression of AQP-3) ส่งผลให้เกิดความผิดปกติได้ เช่น เกิดเนื้อ
งอกของผิวหนัง (skin tumorigenesis) ในโรค human squamous cell carcinoma เนื่องจากการ
กระตุ้นเพิ่มจำนวนเซลล์ที่มากขึ้น (M. Hara-Chikuma & A. Verkman, 2008) นอกจากนี้ การ
เพิ่มขึ้นของทั้งยีนและโปรตีนอะควาพอริน-3 ที่มากเกินไปยังเป็นผลให้เกิดโรคผิวหนังบางชนิด เช่น 
โรคผื่นภูมิแพ้ผิวหนัง (atopic eczema) (Olsson et al., 2006) เนื่องจากเกี่ยวข้องกับการสูญเสีย
น้ำและผิวหนังแห้ง รวมถึงกระตุ้นเซลล์เคราติโนไซต์ที่ยังไม่เจริญเต็มที่ (immature keratinocytes) 
ให้เพิ่มเป็นจำนวนมาก (hyperproliferation) ทำให้ทำหน้าที่เป็นตัวปิดกั้นความชุ่มชื้นของชั้น
ผิวหนังได้ไม่ดี (Boury-Jamot et al., 2006) ในทางกลับกันหากไม่มีการแสดงออกของอะควาพอ
ริน-3 พบว่ามีความสัมพันธ์กับการบวมน้ำระหว่างเซลล์  (intercellular edema) (Gaelle et al., 
2007) 

 

ภาพประกอบ 6 แสดงความสัมพันธ์ของหน้าที่ของอะควาพอริน-3 (AQP-3) ที่เกี่ยวข้อง
กับ ความชุ่มชื้นของผิวหนัง, การหายของบาดแผล และ การเกิดเนื้องอกของผิวหนัง 

ที่มา: M. Hara-Chikuma and A. S. Verkman (2008).  
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บทบาทของอะควาพอริน-3 ในกระบวนการหายของบาดแผล พบว่าการเพิ่มขึ้นของ           
อะควาพอริน-3 ที่แสดงออกอย่างมากที่ เซลล์เคราติโนไซต์ในชั้นหนังกำพร้า ซึ่งทำหน้าที่เป็น
ตัวกลางในการขนส่งน้ำและกลีเซอรอลนั้นมีส่วนเกี่ยวข้องกับการเคลื่อนที่และการเพิ่มจำนวนของ
เซลล์เคราติโนไซต์ 

การศึกษาการแสดงออกของอะควาพอริน-3 ในคนที่เป็นโรคผิวหนังอักเสบเรื้อรัง (atopic 
dermatitis, AD) โดยการทดสอบด้วยวิธี immunostaining พบการแสดงออกของอะควาพอริน-3 
ปริมาณมากที่เยื่อหุ้มเซลล์เคราติโนไซต์ของคนที่เป็นโรคมากกว่าคนสุขภาพดีรวมทั้งผลการตัดชิ้น
เนื้อมาทดสอบด้วยวิธี reverse transcription-PCR ก็พบว่ามีการแสดงออกของยีนในผู้ป่วยที่มี
รอยโรค AD มากกว่าผู้ป่วยที่สุขภาพดี จากนั้นทำการทดสอบในเซลล์เพาะเลี้ยง (normal human 
keratinocyte, NHKs) ด้วยการถ่ายโอน plasmid พบว่าอะควาพอริน-3 เพิ่มขึ้นมากกว่าเวกเตอร์
เปล่าแสดงว่าการแสดงออกของอะควาพอริน-3 ส่งผลต่อการเพิ่มจำนวนเคราติโนไซต์ นอกจากนี้
ทำการทดสอบในหนูที่ทำให้เกิดโรค AD สายพันธ์ wild-type mice และ AQP3-deficient mice 
พบการแสดงของอะควาพอริน-3 อย่างมากในชั้น epidermis ของหนู wild-type mice ตรงกันข้าม
ในหนู AQP3-deficient mice พบว่ามีการแสดงออกของอะควาพอริน-3 ลดลงและส่งผลต่อการ
เพิ่มจำนวนเซลล์เคราติโนไซต์ที่ลดลง จากข้อมูลการศึกษาแสดงถึงการแสดงออกของอะควาพอ
ริน-3 ที่เกี่ยวข้องกับการเพิ่มจำนวนเซลล์เคราติโนไซต์อย่างมากที่ผิวหนังชั้นนอกในคนที่เป็นโรค 
AD การควบคุมการแสดงออกของอะควาพอริน-3 อาจเป็นหนึ่งในปัจจัยในการพัฒนายาสำหรับใช้
รักษาคนที่เป็นโรคผิวหนังอักเสบเรื้อรัง (K. Nakahigashi et al., 2011) 

การศึกษาผลของอะควาพอริน-3 ต่อการเคลื่อนที่และการเพิ่มจำนวนเซลล์ผิวหนัง
ระหว่างการรักษาบาดแผลโดยทำการทดลองในหนูสองสายพันธุ์คือ wild-type mice และ AQP-3  
null mice โดยทำให้หนูเกิดบาดแผลที่หลัง ติดตามผลในระหว่างการรักษาบาดแผลพบว่าหนูสาย
พันธุ์ AQP-3 null mice การหายของแผลช้ากว่าและบริเวณขอบแผลปิดช้ากว่าสอดคล้องกับการ
ทดสอบการเพิ่มจำนวนเซลล์ ด้วยวิธี BrdU พบว่ามีจำนวนเซลล์เพิ่มขึ้นน้อยกว่าสายพันธุ์ wild-
type mice และสอดคล้องกับการทดสอบในเซลล์จำลองที่ถูกยับยั้งการแสดงออกของอะควาพอ
ริน-3 โดยวิธี siRNA พบว่าการแสดงออกของอะควาพอริน-3 ลดลงเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม ทำให้
ความสามารถในการซึมผ่านของน้ำและกลีเซอรอลลดลง อีกทั้งยังส่งผลต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์ 
และการเพิ่มจำนวนเซลล์ช้าลงซึ่งเป็นกระบวนการสำคัญในระหว่างการรักษาบาดแผล  (Mariko 
Hara-Chikuma & A. S. Verkman, 2008) 
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2.7 วิธกีารทดสอบฤทธิ์ตอ่การเพิ่มจำนวนเซลล์ด้วยวิธ ีWST-1 assay 
WST-1 (water soluble tetrasodium salt, 4-[3-(4-Iodophenyl)-2-(4-nitro-phenyl)-

2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene sulfonate) เป็นการวัดการเพิ่มจำนวนและความมีชีวิตรอดของ
เซลล์อาศัยการเปลี่ยนแปลงสี (colorimetric method) หลักการคือเซลล์ที่มีชีวิตจะมีการทำงาน
ของ   ไมโตคอนเดรีย โดย WST-1 ถูกรีดิวซ์โดยเอนไซม์ดีไฮโดรจีเนส (dehydrogenases) ใน              
ไมโตคอนเดรียจากสีแดงของ WST-1 เป็นสีเหลืองส้มของฟอร์มาซาน (formazan) (ภาพประกอบ 
7) วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 nm โดยใช้เคร่ือง microplate reader  

กระบวนการเพิ่มจำนวนของเซลล์เกิดจากการเจริญเติบโตของเซลล์ (cell growth) 
ร่วมกับการแบ่งตัวของเซลล์ (cell division) เพื่อทดแทนเซลล์เก่าหรือเซลล์ที่เสียหายและรักษา
สภาวะสมดุลของร่างกายซึ่งเป็นกระบวนพื้นฐานที่มีความสำคัญในการดำรงชีวิต  

 

ภาพประกอบ 7 การเกิดปฏิกิริยาของ WST-1 ถูกรีดิวซ์โดยเอนไซม์ดีไฮโดรจีเนสเปลี่ยน
เป็นฟอร์มาซาน 

ที่มา: https://www.takarabio.com/products/gene-function/cell-biology-
assays/cell-biology-reagents/wst-1-cell-proliferation (Online) 

 

 

https://www.takarabio.com/products/gene-function/cell-biology-assays/cell-biology-reagents/wst-1-cell-proliferation
https://www.takarabio.com/products/gene-function/cell-biology-assays/cell-biology-reagents/wst-1-cell-proliferation
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2.8 การแสดงออกของยีน  
ยีนคือส่วนหนึ่งของดีเอ็นเอ (deoxyribonucleic acid, DNA) เป็นพอลิเมอร์สายยาวของ        

นิวคลีโอไทด์ทำหน้าที่ เก็บข้อมูลและกำหนดลักษณะทางพันธุกรรม โครงสร้างของดีเอ็นเอ
ประกอบด้วย ไนโตรจีนัสเบส (nitrogenous base) 2 ประเภทคือ เบสพิวรีน (purine base) ได้แก่ 
อะดีนีน (adenine; A) กัวนีน (guanine; G) และเบสไพริมิดีน (pyrimidine base) ได้แก่ ไซโทซีน 
(cytosine; C) ไทมีน (thymine; T) น้ำตาลเพนโตสชนิดดีออกซีไรโบส (deoxyribose) และ หมู่
ฟอสเฟส (phosphate group) พันกันเป็นเกลียวคู่ (double-stranded helix) โดยมีลำดับเบสคู่สม 
(complementary bases) เชื่อมต่อกันด้วยพันธะไฮโดรเจน (hydrogen bones) โดย A สร้าง

พันธะคู่ T (A = T)  และ G สร้างพันธะสามกับ C (G  C) (ภาพประกอบ 8) (สุภาวดี ง้อเหรียญ, 
2563) 

 

ภาพประกอบ 8 นิวคลีโอไทด์สายคู่ (double-stranded helix) 

ที่มา: https://snl.no/adenin (Online) 

การแสดงออกของยีนหรือกระบวนการสร้างโปรตีนในเซลล์ยูคารีโอตเกิดเมื่อเซลล์
ต้องการสร้างโปรตีนจะเกิดกระบวนการถอดรหัสภายในนิวเคลียส  และการแปลรหัสที่ไซโต     
พลาสซึม กระบวนการทำงานประกอบด้วย 2 ขั้นตอนหลักคือ การถอดรหัส (transcription) และ
การแปลรหัส (translation) 

https://snl.no/adenin


  25 

1. การถอดรหัส (transcription) ดีเอ็นเอสายคู่จะถูกแยกออกจากกันเป็นสายเดี่ยวด้วย
เอนไซม์ RNA polymerase เกิดการสร้างเป็นเมสเซนเจอร์อาร์เอ็นเอ (mRNA) บนสายของ mRNA 
จะมีส่วนของ เอ็กซอน (exon) ที่ใช้เป็นรหัสสำหรับสังเคราะห์โปรตีนจะถูกส่งออกจากนิวเคลียสไป
ยังไซโตพลาสซึมเพื่อถูกแปลรหัส  

2. การแปลรหัส (translation) สายเมสเซนเจอร์อาร์ (mRNA) จะถูกแปลรหัสโดย 
transfer RNA (tRNA) นิวคลีโอไทด์สามตัวที่เรียงต่อกันจะได้เป็นกรดอะมิโน 1 ชนิด โดยจะเริ่ม
แปลรหัสที่ AUG ได้เป็นกรดอะมิโน methionine และแปลรหัสไปเรื่อยๆ จนกระทั่งการแปลรหัสจะ
สิ้นสุดลงเกิดเป็นกรดอะมิโนสายยาวที่มาเรียงต่อกันด้วยพันธะเพปไทด์เรียกว่า โปรตีน 
(ภาพประกอบ 9) (วรพรรณ สิทธิถาวร, 2564) 

 

ภาพประกอบ 9 การแสดงออกของยีนหรือกระบวนการสร้างโปรตีนในยูคารีโอตเซลล์ 

ที่มา: ดัดแปลงจาก https://www.cancer.gov/publications/dictionaries/genetics-
dictionary/def/transcription (Online) 

2.9 การวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีน  
เป็นการศึกษาในขั้นตอนของการคัดลอกรหัส (transcription) ซึ่งเป็นกระบวนการ

สังเคราะห์ mRNA โดยลำดับเบสบน DNA จะถูกถอดออกมาเป็นลำดับเบสบน mRNA ปัจจุบันวิธี 
reverse transcription polymerase chain reaction (RT- PCR) เป็นวิธีที่นิยมใช้ในการวิเคราะห์
การแสดงออกของยีน แต่เทคนิคนี้ไม่สามารถตรวจวัดปริมาณ  mRNA ได้โดยตรงต้องทำการ

https://www.cancer.gov/publications/dictionaries/genetics-dictionary/def/transcription
https://www.cancer.gov/publications/dictionaries/genetics-dictionary/def/transcription
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เปลี่ยน mRNA ให้เป็น complementary DNA (cDNA) แล้วจึงนำ cDNA ที่ได้ไปเป็นดีเอ็นเอ
ต้นแบบ (DNA template) ในการทำ PCR การตรวจวัด mRNA ด้วยวิธีนี้ประกอบด้วย 2 ขั้นตอน
คือ 1. reverse-transcription (RT) และ 2.  polymerase chain reaction (PCR) 

1. reverse-transcription (RT) คือกระบวนการสังเคราะห์ซีดีเอ็นเอ (cDNA) จากเอ็ม
อาร์เอ็นเอ (mRNA) ที่ปลายด้าน 3’ ของ mRNA จะมีลักษณะเป็น poly A tail เมื่อเริ่มทำการ
สังเคราะห์ไพรเมอร์ที่เป็น oligo dT จะเข้าไปจับบริเวณ poly A tail ได้เป็น cDNA โดยใช้ reverse 
transcriptase จากนั้น mRNA แม่แบบที่จับอยู่กับ cDNA จะถูกย่อยสลายด้วย RNase H ได้เป็น 
cDNA สายเดี่ยว จึงจะสามารถนำดีเอ็นเอสายเดี่ยวไปเพิ่มปริมาณด้วยเทคนิค PCR ได้  
(ภาพประกอบ 10) 

 

ภาพประกอบ 10 กระบวนการสังเคราะห์ complementary DNA (cDNA) 

ที่มา: ดัดแปลงจาก https://theory.labster.com/reverse-transcriptase-pcr/ (Online) 

2. polymerase chain reaction (PCR) เป็นวิธีการสังเคราะห์ดีเอ็นเอในหลอดทดลอง 
โดยอาศัยหลักการเลียนแบบ DNA replication ทำให้สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแม่แบบ (DNA 
template) ได้เป็นจำนวนมาก ส่วนประกอบหลักในปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณยีนดีเอ็นเอในหลอด
ทดลองประกอบด้วย ดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA template) นิวคลีโอไทด์ทั้ง 4 ชนิด (dNTPs) : อะดีนีน 
กัวนีน ไซโทซีน และ ไทมีน  เอนไซม์ดีเอ็นเอพอลีเมอเรส (DNA polymerase) และ ไพรเมอร์ 
(primer) ซึ่งไพรเมอร์มีความสำคัญมากการสังเคราะห์ดีเอ็นเอจะสำเร็จหรือไม่ขึ้นกับการออกแบบ
ไพรเมอร์ให้มีลำดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกับดีเอ็นเอต้นแบบมากที่สุด โดยมี 3 ขั้นตอนหลักดังนี้ 

https://theory.labster.com/reverse-transcriptase-pcr/
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1. ดีเอ็นเอต้นแบบคลายเกลียว (denaturation)  
เป็นขั้นตอนการแยกสายดีเอ็นเอต้นแบบจากเกลียวคู่ให้กลายเป็นสายเดี่ยว 2 สาย โดย

ใช้อุณหภูมิในช่วง 94-96oC เป็นเวลา 1-2 นาท ี
2. ไพรเมอร์จับกับดีเอ็นเอต้นแบบ (annealing) 

เป็นขั้นตอนการของไพรเมอร์เข้าไปจับกับเบสคู่สมจำเพาะโดยใช้อุณหภูมิในช่วง 40-
60oC (พิจารณาจากค่า Tm) เป็นเวลา 30 วินาที -1 นาท ี

3. สร้างดีเอ็นเอสายใหม่ (extension)  
เป็นขั้นตอนการยืดสายดีเอนเอ โดยเอนไซม์ดีเอ็นเอพอลีเมอเรส โดยใช้อุณหภูมิในช่วง 

72oC ซึ่งเป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการทำงานของ Taq DNA polymerase เป็นเวลา 1-2 นาท ี 
เมื่อปฏิกิริยาทั้งสามขั้นตอนเสร็จสิ้นลงนับเป็น 1 รอบ จะได้ดีเอ็นเอเพิ่มขึ้นเป็นจำนวน 

2n และปฏิกิริยารอบใหม่จะเริ่มขึ้นและดำเนินไป 20-30 รอบ (ภาพประกอบ 11)  

 

ภาพประกอบ 11 ขั้นตอนการสังเคราะห์ดีเอ็นเอในหลอดทดลองด้วยเทคนิค PCR 

ที่มา: ดัดแปลงจาก https://www.stratech.co.uk/aat-bioquest/polymerase-chain-
reaction-pcr/ (Online) 

real-time PCR หรือ quantitative PCR (qPCR)  
เทคนิค PCR ได้ถูกพัฒนาเป็น real-time PCR เพื่อใช้ในการตรวจติดตามดูปริมาณดี

เอ็นเอที่เพิ่มขึ้นในแต่ละรอบของปฏิกิริยาตั้งแต่เริ่มต้นจนสิ้นสุดปฏิกิริยา โดยในปฏิกิริยาต้องใช้
สารเรืองแสง SYBR Green I โดยสารเรืองแสงนี้จะเข้าไปอยู่บริเวณร่อง (minor groove) ของสาย
ดีเอ็นเอ และเปล่งแสงออกมาปริมาณแสงจะเป็นสัดส่วนโดยตรงกับปริมาณดีเอ็นเอที่เพิ่มขึ้นแบบ
ทวีคูณ (exponential amplification) ลักษณะกราฟรูปตัว S (sigmoid curve) (ภาพประกอบ 12) 

https://www.stratech.co.uk/aat-bioquest/polymerase-chain-reaction-pcr/
https://www.stratech.co.uk/aat-bioquest/polymerase-chain-reaction-pcr/
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ภาพประกอบ 12 กราฟวิเคราะห์การแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค real-time PCR 

ที่มา: ดัดแปลงจาก https://www.medmastery.com/guide/covid-19-clinical-
guide/how-rt-pcr-used-test-covid-19 (Online) 

สารเรืองแสงที่ใช้ในเทคนิค real-time PCR 
เป็นสารฟลูออเรสเซนซ์ SYBR Green I ที่สามารถจับกับดีเอ็นเอสายคู่ได้ (DNA 

binding fluorescent dyes) จะจับกับบริ เวณ ร่องของดี เอ็น เอสายคู่ แบบไม่ จำเพาะแล้ ว
เปลี่ยนแปลงโครงสร้างและเปล่งแสงออกมาสัญญาณของสารเรืองแสงจะเพิ่มขึ้นตามปริมาณดี
เอ็นเอที่เพิ่มขึ้น 

2.10 การวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีนเปา้หมายเทยีบกับยีนมาตรฐาน 
housekeeping gene ด้วย RT real-time PCR 

real-time PCR เป็นเครื่องมือที่ทันสมัยและมีประสิทธิภาพในการวัดปริมาณ mRNA ใน
ตัวอย่างเนื้อเยื่อประเภทต่างๆ ในการวัดการแสดงออกของยีนเป้าหมายมีความจำเป็นต้องใช้ยีน
มาตรฐานเป็นตัวเปรียบเทียบเพื่อลดความแปรปรวนที่เกิดจากคุณภาพและปริมาณของ mRNA 
จากวิธีการสกัด ประสิทธิภาพของเอนไซม์ที่ใช้ในการสังเคราะห์ cDNA การปนเปื้อนระหว่างการ
จัดการตัวอย่าง และความแตกต่างของตัวอย่างที่ใช้ทดสอบ ยีนมาตรฐาน (housekeeping gene) 
คือยีนที่มีการแสดงออกตลอดเวลาเพื่อทำหน้าที่สร้างโปรตีนให้เซลล์ใช้ในการดำรงชีวิต และมีการ
แสดงออกอย่างคงที่ไม่เปลี่ยนแปลงไม่ว่าเซลล์หรือเนื้อเยื่อนั้นจะอยู่ในสภาวะใดก็ตาม ยีน
มาตรฐานที่นิยมใช้ส่วนใหญ่ ได้แก่  glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), 

β-actin, β-tubulin, phosphoglycerate kinase (PGK), ubiquitin (UBQ), ribosomal protein 
19 (RPL-19) และ 18S ribosomal RNA (18S rRNA) เป็นต้น (Reboucas et al., 2013) 

https://www.medmastery.com/guide/covid-19-clinical-guide/how-rt-pcr-used-test-covid-19
https://www.medmastery.com/guide/covid-19-clinical-guide/how-rt-pcr-used-test-covid-19
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การวิเคราะห์ปริมาณการแสดงออกของยีนเป้าหมายโดยการเปรียบเทียบกับยีน
มาตรฐานเรียกว่า การวัดปริมาณแบบสัมพัทธ์ (relative expression) โดยการเปรียบเทียบค่า 
cycle threshold (Ct) ของยีนเป้าหมายกับยีนมาตรฐาน โดยค่า Ct หมายถึงจำนวนรอบที่ใช้ใน
การทำปฏิกิริยาซึ่งจะแปรผกผันกับปริมาณของยีน  

 
∆Ct (treated) = treated gene of interest – treated housekeeping gene (1) 

∆Ct (control) = control gene of interest – control housekeeping gene  (2) 

∆∆Ct = ∆Ct (treated) - ∆Ct (control)      (3) 

 

การคำนวณปริมาณการแสดงออกของยีน แสดงออกมาเป็นจำนวนเท่า (fold change)          
= 2-∆∆Ct ตามวิธี Livak & Schmittgen จากสมการที่ 1, 2 และ 3 โดยที่ ∆Ct (treated) หมายถึง
ระดับการแสดงออกของยีนหรือปริมาณ mRNA ในเซลล์ที่ได้รับสารทดสอบ ซึ่งได้หักลบกับ
ปริมาณ mRNA ของ housekeeping gene และ ∆Ct (control) หมายถึงระดับการแสดงออกของ
ยีนหรือปริมาณ mRNA ในเซลล์ที่ เป็นกลุ่มควบคุม ซึ่งไม่ได้รับสารทดสอบ และได้หักลบกับ
ปริมาณ mRNA ของ housekeeping gene  
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บทที่ 3  
วิธีดำเนนิงานวิจัย 

การศึกษานี้เป็นการศึกษาเชิงทดลองมีลำดับขั้นตอนการดำเนนิงานวิจัยตามแผนผัง ดังนี้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 13 แสดงขั้นตอนการดำเนินงานวจิัย เน้นการดำเนินงานวจิัยในส่วนที่
ไฮไลต ์

 

หาชว่งความเข้มข้นของสารที่เหมาะสม  

ความเข้มขน้ทีไ่ม่เป็นพิษต่อเซลล ์

 

ความเข้มขน้ทีเ่ป็นพษิต่อเซลล์ 

ตรวจสอบแนวโน้มของสารต่อการสมานแผล 

 
กระตุ้นการสมานแผล 

 

ยับยั้งการสมานแผล 

 
ปรับสภาวะการทดสอบให้เหมาะสม 

 ทดสอบผลการสมานแผล 

 (2%FBS) 

 

ทดสอบผลการสมานแผล 

 (10%FBS) 

ทดสอบผลการเพิ่มจำนวนของเซลล ์ ตรวจสอบลักษณะการเคลือ่นที่ของเซลล ์

ทดสอบกลไกที่เกี่ยวข้อง 

AQP3 expression 
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3.1 เซลล์เพาะเลี้ยง 
เซ ล ล์ เค ร า ติ โน ไซ ต์  (Human keratinocyte cell line HaCaT) (CLS lines service 

number 300493, Germany) 

3.2 สารทดสอบ 
น้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม (bael leaf oil), สารลิโมนีน (limonene, purity 97%, 

Sigma-Aldrich) และสารทรานแคริโอฟิ ลลีน  (trans-caryophyllene, purity 98.5%, Sigma-
Aldrich ) โดยเตรียม stock solution ความเข้มข้น 50 mg/mL ใน 100% DMSO 

3.3 อุปกรณ์เครื่องมือและสารเคม ี

• อุปกรณ์ เคร่ืองมือและสารเคมีสำหรับการศึกษาฤทธิ์ในเซลล ์

Name Company 

Culture insert 4 wells Ibidi, Germany 
Centrifuge tube (15, 50 mL) Biologix Research, USA 
Microcentrifuge tubes (1.5 mL) Kirgen, China 
Cell Culture flask (75 cm2) Corning, USA 
Micropipette (10, 20, 200, 1000 µL) Rainin, USA 
Pipette tips (10, 100, 1000 µL) Corning, USA 
Disposable Serological Pipette (3, 5, 10 mL) Thermo Fisher Scientific, USA 
Ultra pipet controller Corning, USA 
Hemocytometer Boeco, Germany 
96-well plate Corning, USA 
24-well plate Corning, USA 
Cryovial  SPL life sciences, USA 
Cell freezing container Corning, USA 
CO2 incubator New Brunswick, England 
Refrigerate Centrifuge CE, Germany 
Inverted Microscope Nikon eclipse, Japan 
Microplate reader SpectraMax M3, USA 
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• อุปกรณ์ เคร่ืองมือและสารเคมีสำหรับการศึกษาระดับการแสดงออกของยีน 

Name Company 

PCR tube Biorad, USA 
ECOPLATE 48 Cole-Parmer Lid.,UK 
Sample loading dock PCR MAX, UK 
Gel electrophoresis Mupid-exu, Gibthai 
ImageQuant LAS 4000 mini GE Healthcare, UK 
PCR thermal cycler Biometra, USA 
Real time PCR machine PCR MAX ECO48, UK 
Duran bottle 500 mL Duran, Germany 
Microwave Electrolux, Thailand 

Name Company 

Water bath Julabo, Germany 
Vortex Mixer Witeg, Germany 
Refrigerator  Mitsubishi electric inverter 
Freezer (-80 oC) Arctiko, USA 
Analytical Balances Mettler Toledo, USA 
Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) Pan Biotech, Germany 
Fetal bovine serum (FBS) Pan Biotech, Germany 
Phosphate buffer saline (PBS) Merck Millipore, USA 
0.75% Penicillin-Streptomycin PAN Biotech, Germany 
0.05% Trypsin-EDTA PAN Biotech, Germany 
WST-1 reagent Merck Millipore, USA 
Trypan blue PAN Biotech, Germany 
Dimethyl sulfoxide (DMSO) Corning, USA 
Cryoprotective medium Lonza, USA 
Buffer RLT Lysis buffer Qiagen, Germany 
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3.4 การเพาะเลี้ยงเซลล์  
การศึกษานี้เพาะเลี้ยงเซลล์ HaCaT (CLS Cell Lines Service, 300493) เลี้ยงเซลล์ใน 

Culture flask ขนาด 75 cm2 ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM ที่ประกอบด้วย 10% Fetal bovine 
serum (FBS) และ 0.75% Penicillin-Streptomycin ในตู้เลี้ยงเซลล์ที่มี 5% CO2 อุณหภูมิ 37oC 
โดยรายละเอียดและวิธีการต่างๆ มีดังนี้ 

3.4.1 การเลี้ยงเซลล์จากเซลล์แช่แข็ง 
วัตถุประสงค์ : เพื่อละลายเซลล์หลอดแช่แข็งเพื่อนำมาเพาะเลี้ยง มีขั้นตอนดังนี้ 
1. นำหลอดแช่แข็งของเซลล์เพาะเลี้ยงแช่ใน water bath เพื่อทำการละลายเกล็ด

น้ำแข็งที่อุณหภูมิ 37 oC อย่างรวดเร็วจากนั้นทำความสะอาด หลอดเซลล์เพาะเลี้ยงด้วย 70% 
ethanol 

2. นำ cell suspension จากหลอดแช่แข็งของเซลล์เพาะเลี้ยงที่ละลายแล้วใส่ลงใน 
centrifuge tube ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์ ปริมาตร 4 mL จากนั้นนำไปปั่นเหวี่ยงที่ ความเร็วรอบ 
3,000 rpm เป็นเวลา 3 นาที นำส่วน supernatant ออก ใช้นิ้วเคาะ vial เพื่อทำให้เซลล์กระจายตัว 

3. เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ปริมาตร 4 mL ลงใน centrifuge tube และ ปิเปตต์ขึ้นลง 
เพื่อให้เซลล์กระจายตัวในอาหารเลี้ยงเซลล์  

Name Company 

96% Ethanol Merck Millipore, USA 
RNase -free water Geneaid, Taiwan 
RNeasy Mini kit Qiagen, Germany 
Agarose powder GeneMate, USA 
1x TAE buffer Amresco, USA 
5x glycerol gel loading Amresco, USA 
SYBR ® Safe DNA gel stain Invitrogen, USA 
100bp DNA Ladder Invitrogen, USA 
Quan-iTTM RNA Assay kit Invitrogen, USA 
5x qScript® cDNA SuperMix Quantabio, Germany 
2x PerfeCTa SYBR Green FastMix Invitrogen, USA 
AQP3: forward primer and reverse primer Macrogen, Thailand 
GAPDH: forward primer and reverse primer Macrogen, Thailand 
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4. เตรียมภาชนะเลี้ยงเซลล์ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์ ปริมาตร 10 mL  
5. นำ cell suspension จาก centrifuge tube ใส่ลงในภาชนะเลี้ยงเซลล์ที่เตรียมไว้ 

แล้วนำไปบ่มในตู้เลี้ยงเซลล์ที่มี 5% CO2 อุณหภูมิ 37oC 
6. ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าออกและเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่เมื่อเวลา 24 ชั่วโมง 

และเปลี่ยนถ่ายอาหารเลี้ยงเซลล์ ทุก 48 ชั่วโมง 
7. เมื่อเซลล์มีการเจริญเติบโตและมีการเพิ่มจำนวนจนมีความหนาแน่นของเซลล์อยู่

ในช่วง 70-80% ของพื้นที่ภาชนะต้องทำการขยายพื้นที่เซลล์ (cell passage/subculture) เพื่อ
ไม่ให้เซลล์หนาแน่นจนเกินไปซึ่งจะทำให้เซลล์ตายได้หรือเพื่อนำเซลล์ไปทำการทดสอบต่อไป 

3.4.2 การเลี้ยงเซลล์และเปลี่ยนภาชนะเลี้ยงเซลล์  
วัตถุประสงค์ : เพื่อขยายพื้นที่ในการเลี้ยงเซลล์และเพื่อการเก็บเซลล์ที่ เลี้ยงไว้

นำไปใช้ในการทดสอบ ทำได้โดยการ trypsinization มีขั้นตอนดังนี้  
1. นำเซลล์ในภาชนะเลี้ยงเซลล์มาส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์เพื่อสังเกตลักษณะของ

เซลล์ โดยเซลล์ HaCaT จะมีลักษณะการเจริญเติบโตแบบชั้นเดียว (monolayer) ประเภทเกาะติด 
(adherent) กับภาชนะที่ใช้เลี้ยงเซลล์  

2. ทำการดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ออก และทิ้งอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าในภาชนะที่มีน้ำยา
ฆ่าเชื้อ 

3. ทำการล้างเซลล์โดยเติม Phosphate buffer saline (PBS) ปริมาตร 5 mL แล้วดูด
ออก 

4. ทำการ trypsinization คือการทำให้เซลล์หลุดออกจากภาชนะที่เซลล์เกาะติดอยู่ 
เนื่องจากเซลล์เคราติโนไซต์ (HaCaT) จะมีลักษณะการเจริญเติบโตแบบชั้นเดียว (monolayer) 
ประเภทเกาะติด (adherent) กับภาชนะที่ใช้เลี้ยงเซลล์ โดยการเติม 0.05% Trypsin-EDTA ลงไป 
3 mL ให้เคลือบบนผิวหน้าเซลล์จนทั่ว  

5. นำไปบ่มในตู้เลี้ยงเซลล์ที่มี 5% CO2 อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 7-8 นาทีแล้วส่อง
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์เพื่อสังเกตการร่อนหลุดของเซลล์จากภาชนะเลี้ยงเซลล์ (อาจทำร่วมกับการ
เคาะด้วยอุ้งมือเพื่อช่วยให้เซลล์หลุดเร็วข้ึน) โดยเซลล์ที่หลุดออกมาจะมีลักษณะกลม 

6. เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ลงในภาชนะเลี้ยงเซลล์ 4 mL เพื่อหยุดกระบวนการ 
trypsinization แล้วทำการตีเซลล์ให้กระจายตัวในอาหารเลี้ยงเซลล์โดยใช้การปิเปตต์ดูดขึ้นลง 2-3 
ครั้ง  
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7. ปิเปตต์เซลล์ใส่ centrifuge tube ขนาด 15 mL แล้วนำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว
รอบ 3000 rpm เป็นเวลา 3 นาท ี

8. เทส่วน supernatant ทิ้งไป แล้วใช้นิ้วเคาะเซลล์ที่ตกตะกอนใน centrifuge tube 
เพื่อให้เซลล์กระจายตัว 

9. เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ 3 mLใน centrifuge tube ใช้ปิ เปตต์ดูดขึ้นลงให้เซลล์
กระจายตัวในลักษณะเซลล์แขวนลอยเป็น cell suspension 

10. น ำ  cell suspension ที่ ได้ ไป นั บ จ ำ น ว น ด้ ว ย ส ไล ด์ ส ำ ห รับ นั บ เซ ล ล์  
(hemocytometer) เพื่อนับจำนวนเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (ในหัวข้อ 3.4.3) 

11. นำเซลล์จำนวน 1.5 x 105 cells/mL ใส่ลงในภาชนะเลี้ยงเซลล์ที่มีอาหารเลี้ยง
เซลล์ 10 mL บ่มในตู้เลี้ยงเซลล์ที่มี 5% CO2 อุณหภูมิ 37oC  

3.4.3 การนับเซลล์ด้วยสไลด์สำหรับนับเซลล์  
วัตถุประสงค์ : เพื่อหาปริมาณเซลล์ที่เหมาะสมสำหรับการทดสอบ มีขั้นตอนดังนี้ 
1. ทำความสะอาดสไลด์สำหรับนับเซลล์ (hemocytometer) และ coverslip ด้วย 

70% ethanol 
2. เตรียม trypan blue ใน 96-well plate จำนวน 2 หลุม หลุมละ 90 µL 
3. ปิเปตต์เซลล์แขวนลอย ที่ได้หลังจากกระบวนการ trypsinization แล้ว จำนวน 10 

µL ใส่ลงใน trypan blue ปริมาตร 90 µL ที่เตรียมไว้ (เจือจาง 10 เท่า) แล้ว ปิเปตต์ขึ้นลงให้เซลล์
กระจายตัว  

4. ปิ เปตต์เซลล์จากเซลล์ที่กระจายตัวใน trypan blue ปริมาตร 10 µL ลงใน 
hemocytometer แล้วนำไปส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์  

5. ทำการนับเซลล์ จำนวน 4 ช่อง ในแต่ละช่องให้นับเซลล์ในบริเวณด้านในของเส้น
และเซลล์ที่ทับเส้นขอบจำนวน 2 ด้าน (ภาพประกอบ 14) 
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ภาพประกอบ 14 Hemocytometer 

ที่มา: Vembadi et al. (2019). 

นำเซลล์ที่นับได้ทั้ง 4 ช่องมาหาค่าเฉลี่ย (cells/square) และคำนวณดังสูตรต่อไปนี้ 
(Lindee, 2007; Liu et al., 2011; Thibodeaux et al., 1992) 

• ความหนาแน่นของเซลล์ที่เตรียมทั้งหมด (cells/mL)  = ค่าเฉลี่ยของ cells/square × 104 

x dilution factor ของการเจือจางด้วย trypan blue 

หมายเหตุ : dilution factor จากการเตรียมด้วยวิธีนี้มีค่า 10 

• จำนวนเซลล์ทั้งหมด (total cells) =  ความหนาแน่นของเซลล์ (cells/mL) x ปริมาตรของ

เซลล์ทั้งหมด 

หมายเหตุ : dilution factor จากการเตรียมด้วยวิธีนี้มีค่า 10  

ปริมาตรของเซลล์ทั้งหมด คือ 3 มิลลิลิตร (ในหัวข้อ 3.4.2 ข้อ 9) 

6. คำนวณปริมาณที่ต้องการเพื่อการเพาะเลี้ยงหรือเพื่อการทดสอบต่อไป 

3.5 วิธกีารเกบ็เซลล์  
วัตถุประสงค ์: เพื่อเก็บรักษาเซลล์โดยการแช่แข็ง 
1. ทำเหมือนการ trypsinization ในหัวข้อ 3.4.2 ข้อ 1-8 
2. เติม  cryoprotective medium 5 mL ใช้ปิ เปตต์ดูดขึ้นลงให้ เซลล์กระจายตัวใน

ลักษณะเซลล์แขวนลอย  
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3. ปิเปตต์เซลล์ความหนาแน่น 1.5 x 105 cells/mL ใส่ใน cryovial จำนวน 5 หลอด 
ปริมาตรหลอดละ 1mL และ เก็บใน Cell freezing container Corning® แช่ที่อุณหภูมิ  4 oC         
1 ชั่วโมงจากนั้นเปลี่ยนไปแช่ที่อุณหภูมิ -80 oC  

3.6 วิธกีารทดสอบฤทธิ์ของน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม, สารลิโมนีน และ สารทราน
แคริโอฟิลลีน ต่อความมีชีวิตของเซลล์ (cell viability) และการเพิ่มจำนวนของเซลล์ (cell 
proliferation) ด้วย WST-1 assay  

วัตถุประสงค์ เพื่อศึกษาช่วงความเข้มข้นของสารต่อการมีชีวิตของเซลล์ (cell viability) 
การเพิ่มจำนวนนวนเซลล์ (cell proliferation) และความเป็นพิษต่อเซลล์ (cytotoxicity) มีขั้นตอน
ดังนี้ 

1. ทำการเลี้ยงเซลล์และเตรียมเซลล์สำหรับใช้ทดสอบตามข้อ 3.4 
2. ใส่เซลล์ลงใน 96-well plate จำนวน 1.5x104 cells/well นำไปบ่มในตู้เลี้ยงเซลล์ที่มี        

5% CO2 อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
3. ใส่สารทดสอบน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม, สารลิโมนีน และสารทรานแคริโอฟิลลีน 

และอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ไม่มีสารทดสอบเป็นกลุ่มควบคุม (Control DMSO) ใส่ลงใน 96 well plate 
โดยให้ได้ปริมาตรสุดท้ายของหลุมที่มีทั้งเซลล์และสารเท่ากับ 100 µL/well (กำหนดให้ความ
เข้มข้นของ %DMSO ทุกหลุมมีค่าเท่ากัน) นำ 96-well plate ไปบ่มในตู้เลี้ยงเซลล์ที่มี 5% CO2 

อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง 
4. ที่เวลา 24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง นำ 96-well plate ออกมาเติม WST-1 reagent 

จำนวนหลุมละ 10 µL จากนั้นนำไปบ่มต่อในตู้เลี้ยงเซลล์ที่มี 5% CO2 อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 2 
ชั่วโมง 

5. นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 nm ด้วยเครื่องไมโครเพลทรีดเดอร์  
6. คำนวณหาค่าความเข้มข้นของน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม, สารลิโมนีน และสาร 

ทรานแคริโอฟิลลีน ต่อการมีชีวิตของเซลล์ (cell viability) เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (control 
DMSO) และคำนวณร้อยละการมีชีวิตของเซลล์เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ทำการทดสอบละ 3 
ซ้ำ (n = 3) ดังสมการ (ราชพร, 2558) 

 

ร้อยละการมีชีวิตของเซลล ์=
OD 450 นาโนเมตร ของกลุ่มที่ได้รับสารทดสอบ 

  OD 450 นาโนเมตร ของกลุ่มควบคุม
 X 100  
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3.7 การศึกษาฤทธิ์การสมานแผลด้วยวธิี wound healing assay 
วัตถุประสงค์ : เพื่อศึกษาฤทธิ์ของน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม, สารลิโมนีน และสารท

รานแคริโอฟิลลีน ที่มีผลต่อการปิดของแผลในระดับเซลล์ โดยศึกษาอัตราการปิดของเซลล์เคราติ
โนไซต์ (HaCaT) เข้าสู่ช่องว่างของบาดแผล (wound area) ด้วยวิธี wound healing assay โดย
การศึกษานี้ใช้ 2 วิธีคือ scratch และ culture-Insert 4 well มีขั้นตอนดังนี้ 

3.7.1 วิธี scratch  
1. ทำการเลี้ยงเซลล์และเตรียมเซลล์สำหรับใช้ทดสอบตามข้อ 3.4 
2. ใส่เซลล์จำนวน 2.5 × 105 cells/well ปริมาตร 500 µL ลงใน 24-well plate แล้ว

นำไปบ่มในตู้เลี้ยงเซลล์ที่มี 5% CO2 อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง 
3. ท ำก ารส ร้า งท างพื้ น ที่ ขอ งบ าด แผ ล  (wound area) ระห ว่ างแผ่ น เซล ล์  

(monolayer) 2 ข้าง เพื่อศึกษาการเคลื่อนที่หรือการเพิ่มจำนวนของเซลล์เข้ามาสู่ช่องว่างนั้น โดย
ใช้ micropipette tip 200 µL ขีดตรงกลางของแต่ละหลุม (ภาพประกอบ 15) 
 
 

 
 

                                                                                

                  แผ่นเซลล์                                                                                พื้นที่บาดแผล                                                                               

 

                        

                           ก่อนการสร้างบาดแผล       หลังการสรา้งบาดแผล   

ภาพประกอบ 15 แสดงแผ่นเซลล์และพื้นที่บาดแผล 

4. ทำการล้างเซลล์ที่หลุดออกด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์และดูดออกจนหมด 
5. ใส่สารทดสอบตามความเข้มข้นที่กำหนด จำนวน 600 µL/well ลงใน 24-well 

plate ได้แก่ น้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม ที่ความเข้มข้น 50, 25 และ 5 µg/mL, สารลิโมนีน ที่
ความเข้มข้น 0.2, 0.1 และ 0.02 µg/mL และ สารทรานแคริโอฟิลลีน ที่ความเข้มข้น 8, 4 และ 0.8 

แผ่นเซลล ์
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µg/mL โดยให้อาหารเลี้ยงเซลล์ที่ไม่มีสารทดสอบเป็นกลุ่มควบคุม (Control DMSO) (กำหนดให้
ความเข้มข้นของ %DMSO ทุกหลุมของแต่ละสารมีค่าเท่ากัน) 

6 . บ่มในตู้ เลี้ ยงเซลล์ที่ มี  5% CO2 อุณ หภูมิ  37oC และทำการถ่ายภาพการ
เปลี่ยนแปลงของพื้นที่ของบาดแผล (wound area) ที่เวลา 0, 24 และ 48 ชั่วโมงด้วยกล้อง Nikon 
eclipse 

7 . วัดพื้ น ที่ ของบ าด แผ ล  (wound area) ด้ วย โป รแก รม  Nikon NIS Element 
Imaging  

8. คำนวณหาค่าร้อยละการปิดของบาดแผล (%Wound closure) (Grada et al., 
2017) 
 

ร้อยละการปิดของบาดแผล =
 พื้นท่ีระยะห่างของเซลล์ในวันแรก − พื้นท่ีระยะห่างของเซลล์ในวันถัดไป

พื้นท่ีระยะห่างของเซลล์ในวันแรก
 X 100  

 
 
3.7.2 วิธี Culture-Insert 4 well 

1. ทำการเลี้ยงเซลล์และเตรียมเซลล์สำหรับใช้ทดสอบเหมือนในข้อ 3.4 
2. ใส่เซลล์จำนวน 2 × 105 cells/well ปริมาตร 100 µL ลงใน Culture-Insert 4 well  
3. เติมอาหารเลี้ยงเซลล์บริเวณขอบของ Culture-Insert ปริมาตร 700 µL แล้วนำไป

บ่มในตู้ เลี้ยงเซลล์ที่มี  5% CO2 อุณหภูมิ  37oC เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จนเซลล์เจริญ เติบโต 
(confluent layer) 

4. ใช้ sterile tweezers ดึงที่มุม Culture-Insert ออกเบาๆ จะเกิดช่องว่างระหว่าง
เซลล์ 

5. ล้างเซลล์ที่ไม่เกาะติดหรือเศษเซลล์ออกด้วย PBS 1mL แล้วดูดออกจนหมด 
6. ใส่สารทดสอบปริมาตร 1.4 mL ดังนี้  น้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูมที่ความ

เข้มข้น 50, 25 และ 5 µg/mL, สารลิโมนีน ที่ความเข้มข้น 0.2, 0.1 และ 0.02 µg/mL และ สารท
รานแคริโอฟิลลีน ที่ความเข้มข้น 8, 4 และ 0.8 µg/mL (กำหนดให้ความเข้มข้นของ %DMSO ทุก
หลุมของแต่ละสารมีค่าเท่ากัน) 

7. บ่มในตู้เลี้ยงเซลล์ที่มี 5% CO2 อุณหภูมิ 37oC และทำการถ่ายภาพพื้นที่ของ
บาดแผล (wound area) ที่เวลา 0, 24 และ 48 ชัว่โมงด้วยกล้อง Nikon eclipse 

8. วัดพื้นที่ (wound area) ด้วยโปรแกรม Nikon NIS Element Imaging  
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9. ทำการทดสอบ 3 ซ้ำ และคำนวณหาค่าร้อยละการปิดของบาดแผล (%Wound 
closure) ตามสมการในข้อ 3.7.1 ข้อ 8  

3.8 การศึกษาการแสดงออกของยีนอะควาพอริน-3 ในเซลล์เคราติโนไซต์ของมนุษย์
หลังจากการทดสอบด้วยน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม ที่ความเข้มขน้ 5 µg/mL และสาร
สารทรานแคริโอฟิลลีน ทีค่วามเข้มข้น 4 µg/mL 

วัตถุประสงค์ : เพื่อศึกษาการระดับการแสดงออกของยีนอะควาพอริน -3 ในกลไกการ
หายของบาดแผลในเซลล์เคราติโนไซต์ของมนุษย์ 

3.8.1 การเก็บตัวอย่างเซลล์เคราติโนไซต์สำหรับนำมาสกัด RNA 
เก็บตัวอย่างเซลล์ HaCaT ที่ได้จากการทดสอบฤทธิ์การสมานแผลโดยการล้างด้วย 

PBS 1 mL และทำให้เซลล์แตกด้วยการเติม buffer RLT ในชุดสกัด RNeasy Mini kit ใช้ปิเปตต์
ดูดขึ้นลง 2-3 ครั้ง แล้ว  ปิเปตต์ลง microcentrifuge tube ขนาด 1.5 mL เนื่องจากปริมาณเซลล์
น้อยกว่า 5x106 cell/mL จึงเก็บเซลล์ใน buffer RLT 350 µL ตามคำแนะนำของชุดสกัด และเก็บ
เซลล์ที่ -80oC จนกว่าจะนำมาใช้โดยเก็บเซลล์ดังนี้ 

1. เซลล์ที่ทดสอบด้วยน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูมที่ความเข้มข้น  5 µg/mL 
(treated bael leaf oil) 

2. เซลล์กลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับสารทดสอบ (control bael leaf oil) 
3. เซลล์ที่ทดสอบด้วยสารทรานแคริโอฟิลลีน ที่ความเข้มข้น 4 µg/mL (treated 

trans-caryophyllene) 
4. เซลล์กลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับสารทดสอบ (control trans-caryophyllene) 

3.8.2 การสกัด RNA ด้วย RNeasy spin column  
สกัด RNA จากเซลล์ ด้วย RNeasy Mini kit กระบวนการสกัดมี 4 ขั้นตอนดังนี้  

(ภาพประกอบ 16) 

• Lysate, homogenization and add ethanol 

1. นำเซลล์มา vortex เพื่อให้เซลล์แตก เติม 70% ethanol ปริมาตรเท่ากับ buffer RLT 
ผสมให้เข้ากันโดยใช้การปิเปตต์ขึ้นลง 

• Bind total RNA (RNeasy spin column) 

1. นำตัวอย่างที่ผสมเข้ากันแล้ว ปิเปตต์ลงใน RNeasy spin column ขนาด 2 ml ปิดฝา
นำไป centrifuge 1 นาที ที่ 10000 rpm ทิ้งสารละลายที่ถูกชะออกมา  
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• Wash 

1. เติม 700 µl buffer RW1 ลงใน RNeasy spin column ปิดฝานำไป centrifuge 1 
นาที ที่ 10000 rpm ทิ้งสารละลายที่ถูกชะออกมา  

2. เติม 500 µl buffer RPE ลงใน RNeasy spin column ปิดฝานำไป centrifuge 1 
นาที ที่ 10000 rpm ทิ้งสารละลายที่ถูกชะออกมา  

3. เติม 500 µl buffer RPE ลงใน RNeasy spin column ปิดฝานำไป centrifuge 1 
นาที ที่ 10000 rpm ทิ้งสารละลายที่ถูกชะออกมาจากนั้น centrifuge ต่ออีก 1 นาที เพื่อให้มั่นใจ
ว่าไม่มี ethanol เหลือ  

• Elute 

1. นำ RNeasy spin column วางใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 mL เติม RNAse-
free water 30-50 µL นำไป centrifuge 1 นาที ที่ 10000 rpm เพื่อให้ RNA ที่บริสุทธิ์ถูก
ชะออกมา เก็บที่ -20oC จึงนำไปตรวจสอบคุณภาพต่อไป 

                                                

                                

ภาพประกอบ 16 ขั้นตอนการสกัด RNA ด้วย RNeasy spin column  

ที่มา : ดัดแปลงจาก RNeasy Mini kit Handbook protocol, QIAGEN 

• Lysate (buffer RLT), homogenization 

(vortex) and add ethanol (mix by pipette) 

 

 

• Bind total RNA (RNeasy spin column) 

 

• Wash 3x  
- buffer RW1  

- buffer RPE (2x)  

• Elute  
- RNAse-free water 

 

centrifuge 

 

centrifuge 

 

Cells 
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3.8.3 การตรวจวิเคราะห์คุณภาพ RNA ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis 
1. เตรียม 1.2% agarose gel ชั่งน้ำหนัก agarose powder 0.18 กรัม ลงในขวด 

Duran ขนาด 500 mL 
2. เติม 1xTAE 15 mL ปิดปากขวดด้วย parafilm เจาะรูเล็กน้อย นำไปต้มให้เดือด

ด้วยไมโครเวฟจน agarose powder ละลายหมดเป็นสารละลายใส ต้มต่ออีก 2 ครั้ง พักทิ้งไว้ให้
พออุ่นๆ เติม SYBR ® Safe DNA gel stain 0.1 µL แล้วค่อยๆเทลงถาดวางเจล 

3. ประกอบถาดวางเจลวางซี่หวีให้ลงล็อค เทเจลลงในถาดวางเจลที่เตรียมไว้  รอ
ประมาณ 20 นาทีจนเจลแข็งตัว แล้วค่อยๆดึงซี่หวีออกเบาๆ 

4. นำแผ่นเจลที่ได้วางลงในเครื่อง gel electrophoresis เติม 1xTAE จนท่วมแผ่น
เจล 

5. ปิเปตต์ 5x glycerol gel loading dye 2 µL และปิเปตต์ตัวอย่าง RNA 8 µL ลงไป
ผสมกันโดยการใช้ปิเปตต์ดูดข้ึนลงบนแผ่น parafilm 

6. โหลดตัวอย่าง RNA ลงในหลุมของเจลโดยจุ่มปลายทิปลงในหลุมๆละ 8 µL และ
หลุม marker (100bp DNA Ladder) 5 µL (ระวังไม่จุ่มไปลึกเกินจะทำให้เจลทะลุได้) 

7. ปิดฝาเคร่ือง และต่อขั้วไฟฟ้าให้ตรงขั้ว เปิดสวิตซ์ 
8. ตั้งโปรแกรมเครื่องให้กระแสไฟฟ้า 100volt เวลา 20 นาที กดปุ่ม run เพื่อให้ RNA 

เคลื่อนที่ไปตามกระแสไฟฟ้า 
9. นำแผลเจลที่ได้ไปส่องภายใต้แสง UV ด้วยเครื่อง ImageQuant LAS 4000 mini 

ทำการถ่ายภาพและอ่านตำแหน่งของ RNA เปรียบเทียบกับ marker (100bp DNA Ladder) 
3.8.4 การตรวจวิเคราะห์ปริมาณของ RNA  

1. เตรียม reagent ทั้งหมดให้อยู่ที่อุณหภูมิห้อง 
2. เตรียมสารละลายโดยการเจือจาง Quan-iTTM RNA reagent อัตราส่วน 13 µL ต่อ 

Quan-iTTM RNA buffer 2600 µL (1:200) 
3. โหลดสารละลายลงใน microplate well หลุมละ 200 µL จำนวน 12 หลุม 
4. ใส่ 10µL ของ Quan-iTTM RNA standards ลงในแต่ละหลุม ประกอบด้วย 0, 0.5, 

1, 2, 4, 6, 8, 10 ng/µL ผสมให้เข้ากันดี  
5. ใส่ตัวอย่าง RNA 2 µL ลงในแต่ละหลุม จำนวน 4 หลุม ผสมให้เข้ากันดี 
6. นำไปวัดด้วยmicroplate reader ภายใต้แสง fluorescence (excitation 644 

nm/emission 673 nm) 
7. สร้าง standard curve เพื่อคำนวณปริมาณ RNA ในตัวอย่าง 
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3.8.5 การสังเคราะห์ Complementary DNA (cDNA)  
1. ปิเปตต์ส่วนประกอบต่างๆ ในปฏิกริยาการสังเคราะห์ Complementary DNA 

(cDNA) โดยให้ปริมาตรรวมเท่ากับ 20 µL ลงใน PCR tube (ตาราง 5) นำไปปั่นเหวี่ยงเล็กน้อยให้
ส่วนผสมเข้ากัน ทั้งนี้ได้ปรับปริมาตร RNA จากแต่ละตัวอย่าง เพื่อให้ทุกตัวอย่างมี RNA เริ่มต้น
เท่าๆ กันคือ ตัวอย่างละประมาณ 2 µg 

2. นำไปบ่มเป็นเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส และเก็บตัวอย่างไว้ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ตาราง 5 แสดงส่วนประกอบในปฏิกริยาการสังเคราะห์ Complementary DNA (cDNA) 

Component Volume for 
20 µL/reaction 

Final Concentration 

qScript cDNA SuperMix (5x) 
(MgCl2, dNATPs (dATP, dCTP, dGTP, 
dTTP), recombinant RNase inhibitor protein, 
qScript reverse transcriptase, random 
primers, oligo(dT) primer and stabilizers) 

4 µL 1X 

RNA template 
control bael leaf oil 
treated bael leaf oil 
control transcaryophyllene 
treated transcaryophyllene 

 
1 µL 

1.2 µL 
1 µL 
1 µL 

 
0.1 µg 
0.12 µg 

0.1 µg 
0.1 µg 

Add RNase-free water to make total volume 20 µL  

 
3.8.6 การวิเคราะห์การแสดงออกของยีน aquaporin-3 

1. ไพรเมอร์ที่ใช้ในการศึกษาจากบริษัท Macrogen Asia Pacific PTE. Ltd. (Boury-
Jamot M, et al.,2006) โดยมีลำดับเบสดังแสดงใน (ตาราง 6) 

2. การวิเคราะห์การแสดงออกของยีน AQP3 ใช้ cDNA ที่เตรียมได้จากข้อ 3.8.5 โดย
เ ป็ น  cDNA จ า ก  1. treated bael leaf oil, 2. control bael leaf oil, 3. treated trans-
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caryophyllene และ 4. control trans-caryophyllene การทำปฏิกิริยา Real-time PCR ทำ 2 ชุด 
คือ ชุดที่ 1 ใชไ้พรเมอร์ AQP3 และชุดที่ 2 ใช้ไพรเมอร์ GAPDH 

3. ปิเปตต์ส่วนประกอบต่างๆ ในปฏิกริยาการเพิ่มจำนวนดีเอ็นเอด้วย Real-time 
PCR โดยให้ปริมาตรรวมเท่ากับ 20 µL (ตาราง 7) นำไปปั่นเหวี่ยงเล็กน้อยให้ส่วนผสมเข้ากัน 

4. นำเข้าเครื่อง Real-time PCR เพื่อเริ่มต้นปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณการสังเคราะห์
ดีเอ็นเอ 

5. ตั้งสภาวะเครื่องโดยการกำหนดเวลาในการเกิดปฏิกิริยาตาม PerfeCTa SYBR 
Green FastMix protocol (ตาราง 8) 

6. ปริมาณดีเอ็นเอที่เพิ่มขึ้นในแต่ละตัวอย่าง จะปรากฏเป็นค่า Ct นำค่า Ct ที่ได้มา
คำนวณ จากสูตร Relative expression เท่ากับ 2-∆∆Ct (Livak & Schmittgen, 2001) 

∆Ct (treated) = treated AQP3 – treated GAPDH  (1) 

∆Ct (control) = control AQP3 – control GAPDH  (2) 

∆∆Ct = ∆Ct (treated) - ∆Ct (control)    (3) 

ระดับการแสดงออกของยีน (relative expression) คำนวณเป็นค่า fold change = 
2-∆∆Ct 

ตาราง 6 แสดง primer ที่ใช้สำหรับ Real time PCR 

Target Forward primer (5’     3’) 
Reverse primer (5’     3’) 

Tm (oC) 

AQP3 
 
 
GAPDH 
  

forward; ACC CTC ATC CTG GTG ATG TTT 
reverse; TCT GCT CCT TGT GCT TCA CAT 
 
forward; AGC CAC ATC GCT CAG ACA C 
reverse; GCC CAA TAC GAC CAA ATC C 

62.1 
59.4 

 
59.5 
57.3 
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ตาราง 7 แสดงส่วนประกอบในปฏิกริยาการเพิ่มจำนวนดีเอ็นเอดว้ย Real time PCR 

Component Volume for 20 µL/reaction Final concentration 

PerfeCTa SYBR Green 
FastMix (2x) 
(MgCl2, dNATPs (dATP, dCTP, 
dGTP, dTTP), AccuFast Taq 
Polymerase, SYBR Green l 
dye, and stabilizers) 

4 µL 1X 

Forward primer (10 µM) 1 µL 0.5 µM 

Reverse primer (10 µM) 1 µL 0.5 µM 

Nuclease-free water 7 µL  

Template (cDNA) 1 µL  

Final Volume (µL) 20 µL  

 

ตาราง 8 แสดงสภาวะในปฏกิริยาการเพิม่จำนวนดีเอน็เอด้วย Real time PCR 

PCR cycling Temperature Time 

PCR cycling (40cycles) 
1. Denature 
2. Annealing 

Melt Curve 

95oC 

95oC 

60oC 

95oC 

60oC 

95oC 

2 min 
15 s 

30 s 

15 s 
2 min 
15 s 

3.9 การวิเคราะห์ข้อมูล 
ใช้สถิติการวิเคราะห์โดยวิธี Student's t–test เพื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (control 

DMSO) และกลุ่มที่ได้รับสารทดสอบที่ความเข้มข้นต่างๆ กำหนดค่า *P<0.05 จึงถือว่ามีนัยสำคัญ
ทางสถิติ 
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บทที่ 4  
ผลการดำเนินงานวิจัย 

4.1 ผลการกำหนดความเข้มข้นของสารเพื่อใช้ในการศกึษา  
4.1.1 การทดสอบหาช่วงความเข้มข้นของสารที่เหมาะสมต่อการมีชีวิตของเซลล์ 

(Cell viability) ด้วยเทคนิค WST-1 assay 
ในการศึกษานี้ใช้เทคนิค WST-1 assay เพื่อทดสอบหาช่วงความเข้มข้นที่เหมาะสม

ของน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม (bael leaf oil), สารลิโมนีน (limonene) และสารทรานแคริโอ
ฟิลลีน (trans-caryophyllene) ต่อการมีชีวิตของเซลล์ (cell viability) โดยผลการทดสอบนี้แสดง
ช่วงความเข้มข้นที่เหมาะสมของสาร ได้แก่ ความเข้มข้นที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ (non-toxic doses) 
จำแนกได้เป็น ความเข้มข้นที่ไม่มีผลต่อการเพิ่มจำนวนของเซลล์ (non-proliferative dose) และ 
ความเข้มข้นที่มีผลต่อการเพิ่มจำนวนของเซลล์  (proliferative dose) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุม (สรุปผลในตาราง 9) (แผนการทดลองแสดงในบทที่ 3) 

จากการทดสอบความเข้มข้นของสารทั้ง 3 ชนิด คือ น้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม,          
สารลิโมนีน และสารทรานแคริโอฟิลลีน ในช่วงความเข้มข้น 1.56 µg/mL – 200 µg/mL กับเซลล์
เคราติโนไซต์ (HaCaT) ที่มี 10%FBS ที่เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง (กำหนดให้ความเข้มข้นของตัวทำ
ละลาย DMSO เท่ากันทุกความเข้มข้นคือ 0.8%) พบว่า 

น้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม ที่เวลา 24 ชั่วโมง ความเข้มข้นในช่วง 1.56 – 50 
µg/mL   ร้อยละการมีชีวิตรอดของเซลล์ไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม (control, 0.8% DMSO) แต่ที่
ความเข้มข้น 100 และ 200 µg/ml ทำให้ร้อยละการมีชีวิตรอดของเซลล์ลดลงอย่างมีนัยสำคัญทาง
สถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (*P<0.05) (64.22% และ 68.71% ตามลำดับ) และที่เวลา 48 
ชั่วโมง ความเข้มข้น 1.56 – 3.125 µg/mL ร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม 
ส่วนที่ความเข้มข้นในช่วง 6.25 – 100 µg/mL ร้อยละการมีชีวิตของเซลล์เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญ
ทางสถิติ เทียบกับกลุ่มควบคุม  (*P<0.05) (159.98% , 159.06%, 154.95%, 162.84% และ 
155.12% ตามลำดับ) และ ที่ความเข้มข้น 200 µg/mL ทำให้ร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ลดลง
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (*P<0.05) (66.61%) (แผนภูมิที่ 1-2) 

สารลิโมนีน ที่เวลา 24 ชั่วโมง ความเข้มข้นในช่วง 1.56 – 200 µg/mL ร้อยละการมี
ชีวิตของเซลล์ไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม (0.8% DMSO) ที่เวลา 48 ชั่วโมง ความเข้มข้นในช่วง 
1.56 – 3.125 µg/mL ร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม ส่วนที่ความเข้มข้น
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ในช่วง 6.25 – 200 µg/mL ร้อยละการมีชีวิตของเซลล์เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติเทียบกับ
กลุ่มควบคุม (*P<0.05) (แผนภูมิที่ 3-4) 

สารทรานแคริโอฟิลลีน ที่เวลา 24 ชั่วโมง ความเข้มข้นในช่วง 1.56 – 50 µg/mL ร้อย
ละการมีชีวิตของเซลล์ไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม (0.8%DMSO) ส่วนความเข้มข้นที่ 100 และ 
200 µg/mL ทำให้ร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ลดลงอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่ม
ควบคุม (*P<0.05) (69.96% และ 59.70% ตามลำดับ) ที่เวลา 48 ชั่วโมง ความเข้มข้นในช่วง 
1.56 – 3.125 µg/mL ร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม ส่วนที่ความเข้มข้น
ในช่วง 6.25 – 100 µg/mL ร้อยละการมีชีวิตของเซลล์เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติเทียบกับ
กลุ่มควบคุม (*P<0.05) (140.29%, 164.56%, 166.43%, 185.47% และ 157.24% ตามลำดับ) 
(แผนภูมิที่ 5-6) 

 

 

แผนภูมิที่ 1 แสดงร้อยละการมีชีวิตของเซลลเ์คราติโนไซต ์(HaCaT) ที่ทดสอบด้วย bael leaf oil                        
ที่เวลา 24 ชัว่โมง (*P<0.05) (3 wells) 
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ร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ที่ทดสอบด้วย bael leaf oil 
ที่เวลา 24 ชั่วโมง

 *  * 



  48 

 

แผนภูมิที่ 2 แสดงร้อยละการมีชีวิตของเซลลเ์คราติโนไซต ์(HaCaT) ที่ทดสอบด้วย bael leaf oil                        
ที่เวลา 48 ชัว่โมง (*P<0.05, **P<0.001) (3 wells) 

 

 

แผนภูมิที่ 3 แสดงร้อยละการมีชีวิตของเซลลเ์คราติโนไซต ์(HaCaT) ที่ทดสอบด้วย limonene                           
ที่เวลา 24 ชัว่โมง (3 wells) 
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แผนภูมิที่ 4 แสดงร้อยละการมีชีวิตของเซลลเ์คราติโนไซต ์(HaCaT) ที่ทดสอบด้วย limonene                           
ที่เวลา 48 ชัว่โมง (*P<0.05) (3 wells) 

 

แผนภูมิที่ 5 แสดงร้อยละการมีชีวิตของเซลลเ์คราติโนไซต ์(HaCaT) ที่ทดสอบด้วย trans-
caryophyllene ที่เวลา 24 ชัว่โมง (*P<0.05, **P<0.001) (3 wells) 
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แผนภูมิที่ 6 แสดงการมีชวีิตรอดของเซลลเ์คราติโนไซต์ (HaCaT) ที่ทดสอบด้วย trans-
caryophyllene ที่เวลา 48 ชัว่โมง (*P<0.05) (3 wells) 

ผลการทดสอบหาช่วงความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารต่อการมีชีวิตของเซลล์ ด้วย
เทคนิค WST-1 assay สรุปผลในตาราง 9 ช่วงความเข้มข้นของน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม 
สารลิโมนีน และสารทรานแคริโอฟิลลีน  ที่ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ ถูกนำไปกำหนดความเข้มข้น
เพื่อใช้ในการศึกษาที่เกี่ยวข้องต่อไป 
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ตาราง 9 แสดงช่วงความเขม้ข้นของ น้ำมนัหอมระเหยจากใบมะตูม (bael leaf oil), สารลิโมนีน 
(limonene) และ สารทรานแคริโอฟิลลีน (trans-caryophyllene) ที่ไมม่ีความเป็นพิษต่อเซลล ์ 
เคราติโนไซต์  (HaCaT) ที่ 24 และ 48 ชั่วโมง โดยจำแนกได้เป็นความเข้มข้นที่ไม่มีผลต่อการเพิ่ม
จำนวนของเซลล์ (non-proliferative dose) และ ความเข้มข้นที่มีผลตอ่การเพิ่มจำนวนของเซลล์ 
(proliferative dose) เมื่อเปรยีบเทียบกับกลุ่มควบคุม 

Sample Incubation time (h) Non-toxic dose 
Non-proliferative 

dose (µg/mL) 
Proliferative dose 

(µg/mL) 
Bael leaf oil 24 0-50 - 

48 0-3.125 6.25-100 
Limonene 24 0-200 - 

48 0-3.125 6.25-200 
Trans-caryophyllene 24 0-50 - 

48 0-3.125 6.25-100 

 
4.1.2 การกำหนดความเข้มข้นเพื่อนำไปทดสอบผลของสารต่อการสมานแผล 

ช่วงความเข้มข้นที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์จากตาราง 9 นำมาคำนวณเปรียบเทียบกับ
อัตราส่วนของสารที่เป็นองค์ประกอบใน น้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูมจากการวิเคราะห์ด้วย GC-
MS เพื่อกำหนดความเข้มข้น ดังแสดงใน ตาราง 10  

ผลจากการวิเคราะห์ด้วย GC-MS ในน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม ร้อยละ 100 จะ
ประกอบด้วยสารหลัก สารลิโมนีน ร้อยละ 0.321 และ สารทรานแคริโอฟิลลีน  ร้อยละ 14.863 
(ตาราง 3 ในบทที่ 2 ทบทวนวรรณกรรม)  

เมื่อกำหนดร้อยละของ น้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูมร้อยละ 100 เท่ากับความ
เข้มข้นสูงสุดที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ คือ 50 µg/mL (ตาราง 10) จะคำนวณ สารลิโมนีนที่มีอยู่ร้อยละ 
0.321 ของ น้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูมได้เป็นความเข้มข้นสูงสุดคือ 0.2 µg/mL ส่วนสารทราน
แคริโอฟิลลีนที่มีอยู่ร้อยละ 14.863 ของ น้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูมคำนวณได้ความเข้มข้น
สูงสุดคือ 8 µg/mL 
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ตาราง 10 ตารางแสดงการคำนวณจากการวิเคราะห์ด้วย GC-MS เพื่อให้ได้ช่วงความเข้มข้นสูงสดุ
ที่ไม่เป็นพิษตอ่เซลล ์ 

Sample (%) จากการวิเคราะห์ด้วย 
GC-MS 

Dose ที่เลือกจากการทำ WST-1 

Bael leaf oil 100 50 µg/mL 
Limonene 0.321 0.2 µg/mL 
Trans-caryophyllene 14.863 8 µg/mL 

 

นำค่าความเข้มข้นสูงสุดของสาร น้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม, สารลิโมนีน และ 
สารทรานแคริโอฟิลลีน จากตาราง 10 ที่คำนวณได้มากำหนดช่วงความเข้มข้นที่จะนำไปทดสอบ 
wound healing assay แสดงในตาราง 11 

ตาราง 11 แสดงการกำหนดช่วงความเข้มข้นของสารที่จะนำไปทดสอบ wound healing assay 

Sample Dose (10x) Dose (5x) Dose (1x) 
Bael leaf oil 50 µg/mL 25 µg/mL 5 µg/mL 
Limonene 0.2 µg/mL 0.1 µg/mL 0.02 µg/mL 
Trans-caryophyllene 8 µg/mL 4 µg/mL 0.8 µg/mL 

 

4.2 ผลการทดสอบน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม (bael leaf oil), สารลิโมนีน (limonene) 
และ สารทรานแคริโอฟิลลีน (trans-caryophyllene) ต่อความสามารถในการสมานแผล
ของเซลลเ์คราติโนไซต ์(HaCaT) ด้วยวิธี wound healing assay  

วิธีการศึกษาผลของสารต่อความสามารถในการสมานแผลของเซลล์ เคราติโนไซต์ 
(HaCaT) มีการศึกษากันอย่างหลากหลาย โดยพบว่ามีร้อยละของ fetal bovine serum (FBS) ที่
แตกต่างกันออกไป โดยร้อยละของ FBS นั้นมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงจำนวนของเซลล์ เช่น การ
เพิ่มจำนวนของเซลล์อย่างรวดเร็วในเวลาที่จำกัดอาจส่งผลต่อการสังเกตผลของสารต่อการปิดของ
บาดแผลได้ยาก หลายการศึกษามีการออกแบบการทดลองโดยการลดปริมาณของ FBS ลงอยู่ใน
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ระหว่าง 0-2% (Ruttanapattanakul et al., 2021);(Dakanda et al., 2017);(Rasanen & Vaheri, 
2010); (Tochio et al., 2010);(Chunglok et al., 2015) 

โดยในการศึกษาครั้งนี้ ใช้การลดปริมาณ FBS ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ 2%  
ผลการทดสอบน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม ที่ความเข้มข้น  5, 25 และ 50 µg/mL 

พบว่าที่เวลา 24 ชั่วโมง น้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูมสามารถกระตุ้นการสมานแผลของเซลล์
เคราติโนไซต์ (HaCaT) เข้าสู่ช่องว่างของบาดแผลได้เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม โดยที่ความเข้มข้นที่           
5 µg/mL มีร้อยละของการปิดของบาดแผล (% Wound closure) เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทาง
สถิติ (84.51%) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (30.81%) (*P<0.05) แสดงใน (แผนภูมิที่ 7 ก 
และ ข, ภาพประกอบ 17) แต่ที่ เวลา 48 ชั่วโมง ไม่พบความแตกต่างของร้อยละการปิดของ
บาดแผลของกลุ่มที่ได้รับน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม ทุกความเข้มข้นเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 
(แผนภูมิที่ 7 ก และ ข, ภาพประกอบ 17)  

ผลการทดสอบสารลิโมนีนพบว่าที่ความเข้มข้น 0.02, 0.1 และ 0.2 µg/mL ทั้งที่เวลา 24 
และที่ 48 ชั่วโมง ร้อยละของการปิดของบาดแผล ไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม (แผนภูมิที่ 8 ก และ 
ข, ภาพประกอบ 18) 

ผลการทดสอบสารทรานแคริโอฟิลลีน พบว่าที่ความเข้มข้น 0.8, 4 และ 8 µg/mL พบว่า
ที่เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง สารทรานแคริโอฟิลลีนสามารถกระตุ้นการเกิดการสมานแผลของเซลล์
เคราติโนไซต์ (HaCaT) เข้าสู่ช่องว่างของบาดแผลได้เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม โดย ที่เวลา 24 
ชั่วโมง สาร ทรานแคริโอฟิลลีนที่ความเข้มข้น 4 µg/mL มีร้อยละของการปิดของบาดแผลเพิ่มขึ้น
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (77.99%) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (43.45%) (*P<0.05) และ 
ที่ 48 ชั่วโมง พบว่าสารทรานแคริโอฟิลลีนที่ความเข้มข้นที่ 0.8 µg/mL มีร้อยละของการปิดของ
บาดแผล เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (83.99%) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (58.82%) 
(*P<0.05) (แผนภูมิที่ 9 ก และ ข, ภาพประกอบ 19) 
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แผนภูมิที่ 7 ก 

 

แผนภูมิที่ 7 ข 

แผนภูมิที่ 7 ก และ ข แสดงร้อยละการปิดของบาดแผลของเซลลเ์คราติโนไซต ์(HaCaT) เข้าสู่
ช่องว่างของบาดแผลที่ทดสอบด้วย bael leaf oil ที่เวลา 24 และ 48 ชัว่โมง (n=3) (*P<0.05) 
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แผนภูมิที่ 8 ก 

 

แผนภูมิที่ 8 ข 

แผนภูมิที่ 8 ก และ ข แสดงร้อยละการปิดของบาดแผลของเซลลเ์คราติโนไซต ์(HaCaT) เข้าสู่
ช่องว่างของบาดแผลที่ทดสอบด้วย limonene ที่เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง (n=3)  
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แผนภูมิที่ 9 ก 

 

แผนภูมิที่ 9 ข 

แผนภูมิที่ 9 ก และ ข แสดงร้อยละการปิดของบาดแผลของเซลลเ์คราติโนไซต ์(HaCaT) เข้าสู่
ช่องว่างของบาดแผลที่ทดสอบด้วย trans-caryophyllene ที่เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง (n=3) 

(*P<0.05) 
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ภาพประกอบ 17 ภาพถ่ายแสดงลักษณะการปิดของบาดแผลของเซลลเ์คราติโนไซต์ 
(HaCaT) เข้าสู่ช่องว่างของบาดแผลที่ทดสอบด้วย bael leaf oil ความเข้มข้น 0, 5, 25 

และ 50 µg/mL (กำลังขยาย 40 เท่า) 
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ภาพประกอบ 18 ภาพถ่ายแสดงลักษณะการปิดของบาดแผลของเซลลเ์คราติโนไซต์ 
(HaCaT)  เข้าสู่ช่องว่างของบาดแผลที่ทดสอบด้วย limonene ความเข้มข้น 0, 0.02, 

0.1 และ 0.2 µg/mL (กำลังขยาย 40 เท่า) 
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ภาพประกอบ 19 ภาพถ่ายแสดงลักษณะการปิดของบาดแผลของเซลลเ์คราติโนไซต์ 
(HaCaT)  เข้าสู่ช่องว่างของบาดแผลที่ทดสอบด้วย trans-caryophyllene ความเข้มขน้ 

0, 0.8, 4 และ 8 µg/mL (กำลังขยาย 40 เท่า) 

จากผลการศึกษาพบว่าน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูมและ สารทรานแคริโอฟิลลีน
สามารถกระตุ้นการสมานแผลในระดับเซลล์ได้ โดยวิเคราะห์จากร้อยละการปิดของบาดแผล โดย
เซลล์เคราตินไซต์ (HaCaT) เข้าสู่ช่องว่างของบาดแผล ที่เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติเมื่อ
เทียบกับกลุ่มควบคุมในขณะที่ สารลิโมนีนให้ผลไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม  

อย่างไรก็ดีการศึกษานี้พบว่ารูปแบบของการสมานแผลของเซลล์เคราติโนไซต์ (HaCaT) 
เข้าสู่ช่องว่างของบาดแผลหลังจากที่เซลล์ได้รับสารทั้ง 3 ชนิดรวมถึงกลุ่มควบคุม โดยทั่วไปที่เวลา 
48 ชั่วโมง พบแผ่นของเซลล์ (cell monolayers) มีอยู่เต็มพื้นที่ ซึ่งทำให้การวิเคราะห์ผลความ
แตกต่างของการปิดบาดแผลระหว่างกลุ่มทดลองเป็นไปได้ยาก ซึ่งจากการศึกษาของ (Pavez 
Lorie et al., 2020) พบว่าระยะเวลา 28 ชั่วโมง ยังมีผลต่อการเพิ่มจำนวนของเซลล์เคราติโนไซต์ 
(HaCaT) เป็นสองเท่า (doubling time) อีกด้วย ดังนั้น การเติมเต็มในช่องว่างของบาดแผลแล้ว
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เกือบทั้งหมดที่ 48 ชั่วโมง ของการศึกษาในครั้งนี้ อาจเนื่องมากจากการเพิ่มจำนวนเซลล์ตามปกติ
มาเกี่ยวข้องเพิ่มด้วย 

ดังนั้น การศึกษาครั้งนี้เลือกผลของน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูมและ สารทรานแคริโอ
ฟิลลีน ที่มีผลต่อการกระตุ้นการสมานแผลของเซลล์เคราติโนไซต์ (HaCaT) เข้าสู่ช่องว่างของ
บาดแผลเข้าสู่ช่องว่างของบาดแผล จึงเลือกศึกษาเฉพาะที่เวลา 24 ชั่วโมง ในการศึกษาต่อไป 

4.3 ผลทดสอบความเกีย่วข้องของการสมานแผลที่เกิดจากการเพิ่มจำนวนของเซลล์ (cell 
proliferation) ด้วย ดว้ยเทคนิค WST-1 assay 

การเกิดการสมานแผลของเซลล์เคราติโนไซต์ (HaCaT) เข้าสู่ช่องว่างของบาดแผลที่
เกิดขึ้น มีความเป็นไปได้ว่าอาจเกิดจากกระบวนการเพิ่มจำนวนของเซลล์ ร่ วมกับการเพิ่ม
ความสามารถของเซลล์ในการเคลื่อนที่  (cell migration) หรืออย่างใดอย่างหนึ่ ง ซึ่ งเป็น
กระบวนการของการสร้างเนื้อเยื่อใหม่ (re-epithelialization) ของเซลล์เคราติโนไซต์ (Pastar et 
al., 2014; Massimo M. Santoro & Giovanni Gaudino, 2005) 

การศึกษานี้จึงทำการวิเคราะห์ผลของสารทั้ง 3 ชนิด ต่อการมีชีวิตของเซลล์เพิ่มขึ้นเมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ซึ่งหมายถึงการเพิ่มจำนวนของเซลล์ เพื่อจำแนกกระบวนการที่
เกี่ยวข้องดังที่กล่าวมา รวมถึงยืนยันความไม่เป็นพิษต่อเซลล์เนื่องจากผลของการลดปริมาณ FBS 
เป็น 2% ในการทดสอบ wound healing assay 

จากการทดสอบสารทั้ง 3 ชนิด ได้แก่ น้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม, สารลิโมนีน และ 
สาร ทรานแคริโอฟิลลีน ที่ความเข้มข้นต่างๆ คือ น้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม ที่ความเข้มข้น 5, 
25 และ 50 µg/mL สารลิโมนีน ที่ความเข้มข้น 0.02, 0.1และ 0.2 µg/mL และ สารทรานแคริโอฟิล
ลีน ที่ความเข้มข้น 0.8, 4 และ 8 µg/mL เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (สารเดียวกันกำหนดให้
ความเข้มข้นของตัวทำละลาย DMSO และ 2%FBS เท่ากันทุกความเข้มข้น) พบว่า ความเข้มข้น
ของสารทั้ง 3 ที่นำมาใช้เพื่อศึกษา wound healing assay จากการลดปริมาณ FBS ไม่มีผลต่อ
การลดลงของการมีชีวิตของเซลล์เคราติโนไซต์ (HaCaT) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม เวลา 24 
ชั่วโมง (แผนภูมิที่ 10-12)  

นอกจากนี้ ยังพบว่า น้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม ที่เวลา 24 ชั่วโมง ร้อยละการมีชีวิต
ของเซลล์ไม่แตกต่าง อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (แผนภูมิที่ 10) 
ดังนั้น การเปลี่ยนแปลงของร้อยละการปิดของบาดแผลของเซลล์เคราติโนไซต์ (HaCaT) เข้าสู่
ช่องว่างของบาดแผลที่ทดสอบด้วย น้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม (แผนภูมิที่ 7 ก และ ข) ที่ความ
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เข้มข้น 5, 25, 50 µg/mL ที่ เวลา 24 ชั่วโมง จึงไม่มีการเพิ่มจำนวนของเซลล์เข้ามาเกี่ยวข้อง 
(ตาราง 12) 

สารลิโมนีน ที่เวลา 24 ชั่วโมง ร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ไม่แตกต่าง อย่างมีนัยสำคัญ
ทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (แผนภูมิที่ 11) ดังนั้น การเปลี่ยนแปลงของร้อยละการปิดของ
บาดแผลของเซลล์เคราติโนไซต์ (HaCaT) เข้าสู่ช่องว่างของบาดแผลที่ทดสอบด้วย สารลิโมนีน 
(แผนภูมิที่  8 ก และ ข) ที่ความเข้มข้น 0.02, 0.1, 0.2 µg/mL ที่ เวลา 24 ชั่วโมง ไม่มีการเพิ่ม
จำนวนของเซลล์เข้ามาเกี่ยวข้อง (ตาราง 12) 

และ สารทรานแคริโอฟิลลีน ที่เวลา 24 ชั่วโมง พบว่าร้อยละการมีชีวิตของเซลล์เพิ่มขึ้นที่
ความเข้มข้น 4 µg/mL (แผนภูมิที่ 12) โดยเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุม (*P<0.05) (เพิ่มขึ้น 110.09%) (แผนภูมิที่ 12) ดังนั้น การเปลี่ยนแปลงของร้อยละการปิด
ของบาดแผลของเซลล์เคราติโนไซต์ (HaCaT) เข้าสู่ช่องว่างของบาดแผลที่ทดสอบด้วย สารทราน
แคริโอฟิลลีน (แผนภูมิที่ 9 ก และ ข) ที่ความเข้มข้นที่ 4 µg/mL ที่เวลา 24 ชั่วโมงมีการเพิ่มจำนวน
ของเซลล์เข้ามาเกี่ยวข้อง ส่วนความเข้มข้นที่ 0.8 และ 8  µg/mL ที่ 24 ชั่วโมง ไม่มีการเพิ่มจำนวน
ของเซลล์เข้ามาเกี่ยวข้อง (ตาราง 12) 

 

 

แผนภูมิที่ 10 แสดงร้อยละการมีชีวิตของเซลลเ์คราติโนไซต ์(HaCaT) ที่ทดสอบด้วย bael leaf oil                      
ที่เวลา 24 ชัว่โมง (n=3) 
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ร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ที่ทดสอบด้วย bael leaf oil 
ที่เวลา 24 ชั่วโมง
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แผนภูมิที่ 11 แสดงร้อยละการมีชีวิตของเซลลเ์คราติโนไซต์ (HaCaT)  ที่ทดสอบด้วย limonene                         
ที่เวลา 24 ชัว่โมง (n=3)  

 

แผนภูมิที่ 12 แสดงร้อยละการมีชีวิตของเซลลเ์คราติโนไซต์ (HaCaT) ที่ทดสอบด้วย trans-
caryophyllene ที่เวลา 24 ชัว่โมง (n=3) (*P<0.05) 
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ร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ที่ทดสอบด้วย limonene 
ที่เวลา 24 ชั่วโมง
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ร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ที่ทดสอบด้วย trans-caryophyllene 
ที่เวลา 24 ชั่วโมง
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ตาราง 12 แสดงความสมัพันธ์ของการเปลี่ยนแปลงของร้อยละการปิดของบาดแผลของเซลล ์  
เคราติโนไซต์  (HaCaT) เข้าสู่ช่องว่างของบาดแผล (% wound closure) และการเพิ่มจำนวนของ
เซลล์ (cell proliferation) โดยประเมินจากร้อยละการมชีีวิตของเซลล ์(% cell viability) หลังจาก
ได้รับน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม, สารลิโมนีน และ สารทรานแคริโอฟิลลีน ใน serum reduced 
medium (2%FBS) ที่เวลา 24 ชั่วโมง 

Sample Concentration 
(µg/mL) 

% Wound closure % Cell viability 

 5  ↑ ↔ 
Bael leaf oil 25  ↔ ↔ 
 50  ↔ ↔ 
 0.02  ↔ ↔ 
Limonene 0.1  ↔ ↔ 
 0.2  ↔ ↔ 
 0.8  ↔ ↔ 

Trans-caryophyllene 4  ↑ ↑ 

 8  ↔ ↔ 

(↔ = ไม่แตกต่างอย่างมีนยัสำคัญทางสถิติเมื่อเทยีบกับกลุ่มควบคุม, ↑ = เพิ่มขึ้นอย่างมี

นัยสำคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคมุ) 

การเพิ่มจำนวนของเซลล์เป็นหนึ่งในกระบวนการสร้างเนื้อเยื่อใหม่ (re-epithelialization) 
ของเซลล์เคราติโนไซต์ เข้ามาสู่บริเวณบาดแผล (denuded area) (Pastar et al., 2014; Massimo 
M. Santoro & Giovanni Gaudino, 2005) 

จากตาราง 12 แสดงให้ เห็นว่าการกระตุ้น การเกิดการสมานแผลหรือการเกิด                        
re-epithelialization ของเซลล์เคราติโนไซต์ (HaCaT) เข้าสู่ช่องว่างของบาดแผลโดย น้ำมันหอม
ระเหยจากใบมะตูม (5 µg/mL) ที่ 24 ชั่วโมงนั้น ไม่ได้เกี่ยวข้องกับการเพิ่มจำนวนของเซลล์ ส่วน
การกระตุ้นการเกิดการเกิดการสมานแผลโดยสารทรานแคริโอฟิลลีน (4 µg/mL) ที่ 24 ชั่วโมง มี
ความเกี่ยวข้องกับการเพิ่มจำนวนของเซลล์ด้วย ในขณะที่สารลิโมนีน ที่ 24 ชั่วโมง ไม่มีผลต่อการ
เกิดการสมานแผลและการเพิ่มจำนวนของเซลล์  
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การเคลื่อนที่ของเซลล์ (cell migration) มีบทบาทสำคัญในกระบวนการสร้างเนื้อเยื่อ
ใหม่   (re-epithelialization) ของเซลล์เคราติโนไซต์เข้ามาสู่บริเวณบาดแผล (denuded area) 
(Pastar et al., 2014; Massimo M. Santoro & Giovanni Gaudino, 2005) 

การวิเคราะห์การเกิดลักษณะการเคลื่อนที่ของเซลล์ (cell migration) จากกล้องจุลทัศน์ 
(Inverted Microscope) พบว่าการเกิดการสมานแผลของเซลล์ เคราติโนไซต์ (HaCaT) เข้าสู่
ช่องว่างของบาดแผลที่เพิ่มขึ้นที่เวลา 24 ชั่วโมง หลังจากที่เซลล์ได้รับน้ำมันหอมระเหยจากใบ
มะตูม และ สารทรานแคริโอฟิลลีน พบการแสดงการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของเซลล์โดยการยื่นหรือ
แผ่ส่วนของเซลล์ (filopodia and lamellipodia formation) บริเวณขอบของบาดแผลเข้าสู่ช่องว่าง
ของบาดแผล ตามมาด้วยการขยายพื้นที่ของแผ่นของเซลล์ (monolayer sheet) ซึ่งเป็นลักษณะ
ของการเกิดการเคลื่อนที่ของเซลล์แบบเป็นกลุ่ม (collecting cell migration) (Singer & Clark, 
1999) โดยลักษณะดังกล่าวจะเด่นชัดเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ที่เวลา 24 ชั่วโมงและไม่พบ
ในกลุ่มที่ยังไม่ได้รับสารทั้ง 2 ชนิด (ภาพ treated cells) ที่เวลาเริ่มต้น (0 ชั่วโมง ภาพประกอบ 20) 

 

ภาพประกอบ 20 แสดงตัวอย่างการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของเซลล์โดยการยื่นหรือแผ่
ส่วนของเซลล์ (filopodia and lamellipodia formation) (ลูกศรสีดำ) บริเวณขอบของ

บาดแผลเข้าสู่ช่องว่างของบาดแผลของเซลล์เคราติโนไซต์ (HaCaT) ของกลุ่มที่ยังไม่ได้
รับสารทั้ง 2 ชนิดที่เวลาเร่ิมต้น (0 ชั่วโมง), กลุ่มควบคุม ที่เวลา 24 ชั่วโมง และ กลุ่มที่

เซลล์ได้รับน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม และ สารทรานแคริโอฟิลลีน ที่เวลา 24 
ชั่วโมง (กำลงัขยาย 200 เท่า) 
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แม้ว่าในการศึกษานี้จะไม่มีการศึกษาลักษณะการเคลื่อนที่ของเซลล์ได้อย่างจำเพาะ
เจาะจง แต่ เนื่องจากการสังเกตลักษณะภายใต้กล้องจุลทัศน์พบลักษณะที่เด่นชัดในการเกิดการ
เคลื่อนที่ของเซลล์ เมื่อได้รับ น้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม และ สารทรานแคริโอฟิลลีน  ที่ 24 
ชั่วโมง ซึ่งสัมพันธ์กับการกระตุ้นการสมานแผล ของเซลล์เคราติโนไซต์ (HaCaT) เข้าสู่ช่องว่างของ
บาดแผล (ภาพประกอบ 17-19, แผนภูมิที่ 7-9 และภาพประกอบ 20) จึงอาจกล่าวได้ว่า การ
กระตุ้นกระบวนการสร้างเนื้อเยื่อใหม่หรือการสมานแผลโดย น้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม ที่
ความเข้มข้น 5 µg/mL ไม่ได้เกี่ยวข้องกับการเพิ่มจำนวนของเซลล์ แต่เกี่ยวข้องกับการเกิดการ
กระตุ้นเคลื่อนที่ของเซลล์ ส่วนการกระตุ้นกระบวนการสร้างเนื้อเยื่อใหม่หรือการสมานแผลโดย 
สารทรานแคริโอฟิลลีน ที่ความเข้มข้น 4 µg/mL เกี่ยวข้องกับการเพิ่มจำนวนของเซลล์ และ
เกี่ยวข้องกับการเกิดการกระตุ้นเคลื่อนที่ของเซลล์ด้วย 

4.4 ผลการวิเคราะห์การแสดงออกของยีนอะควาพอริน-3 (Aquaporin-3; AQP3) ด้วย
เทคนิค RT real-time PCR 

มีรายงานว่า อะควาพอริน -3 มีส่วนเกี่ยวข้อง ในกระบวนการหายของบาดแผล 
การศึกษาก่อนหน้านี้พบว่าการเพิ่มขึ้นของอะควาพอริน-3 ที่แสดงออกอย่างมากที่เคราติโนไซต์ชั้น
หนังกำพร้า ซึ่งทำหน้าที่เป็นตัวกลางในการขนส่งน้ำและกลีเซอรอลนั้นมีส่วนเกี่ยวข้องกับการ
เคลื่อนที่ (migration) และการเพิ่มจำนวน (proliferation) ของเซลล์เคราติโนไซต์ (Gaelle et al., 
2007; M. Hara-Chikuma & A. Verkman, 2008) จากการที่น้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูมที่
ความเข้มข้น 5 µg/mL และ สารทรานแคริโอฟิลลีนที่ความเข้มข้น 4 µg/mL ที่ 24 ชั่วโมง ส่งผลต่อ
การหายของบาดแผลอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติโดยมีผลต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์ ดังนั้นสารทั้ง
สองชนิดอาจจะกระตุ้นให้เซลล์สร้างอะควาพอริน-3  

การศึกษานี้ใช้การวิเคราะห์การแสดงออกของยีนอะควาพอริน-3 ด้วยเทคนิค RT real-
time PCR เพื่อศึกษาว่า น้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูมและ สารทรานแคริโอฟิลลีนส่งผลต่อการ
แสดงออกของยีนอะความพอริน-3 ในเซลล์ที่การหายของบาดแผลเกิดขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทาง
สถิติ 

4.4.1 ผลการวิเคราะห์คุณภาพของ total RNA ด้วย agarose gel electrophoresis 
นำ total RNA ที่ได้จากการสกัดด้วยวิธี spin column มาตรวจสอบคุณภาพด้วย 

1.2% agarose gel ใน  1x Tris acetate EDTA (TAE) buffer เป รีย บ เที ย บ กั บ  DNA marker 
(100bp DNA Ladder) ปรากฎแถบสว่างสองแถบของ ribosomal RNA (rRNA) ที่ เป็น large 
subunit และ small subunit ส่ วน  messenger RNA (mRNA) จะมี ขนาดอยู่ ระหว่าง large 
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subunit rRNA และ small subunit rRNA (ภาพประกอบ 21) และพบว่ามีแถบที่คมชัดสว่าง 
(shape and clear) ไม่มีรอยลากยาว (smear) บนแผ่นเจลแสดงว่า RNA ที่ได้ค่อนข้างบริสุทธิ์มี
คุณภาพที่ดี  
 

        

 ภาพประกอบ 21 การตรวจวิเคราะห์คุณภาพของ RNA ด้วย agarose gel 
electrophoresis 

(A) และ (C) RNA ที่สกัดจากเซลล์กลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับสารทดสอบ, (B) และ (D) 
RNA ที่สกัดจาเซลล์ที่ได้รับ สารทรานแคริโอฟิลลีน 4 µg/mL และ น้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม 
5 µg/mL ตามลำดับ (M) 100bp DNA Ladder 

 
4.4.2 ผลการวิเคราะห์ปริมาณ total RNA โดยเทคนิค fluorescence spectroscopy 

ด้วย microplate reader 
นำตัวอย่าง total RNA ที่ ได้จากการสกัดมาทำการวิเคราะห์ปริมาณโดยใช้ชุด

วิเคราะห์ปริมาณของ Quan-iTTM RNA Assay kit ภายในชุดวิเคราะห์จะมีสารมาตรฐานที่ทราบ
ความเข้มข้นที่แน่นอนอยู่ในช่วง 0, 0.5, 1, 2, 4 ,6, 8, 10 ng/µL นำไปวัดค่าการเรืองแสงและนำ
ค่าการเรืองแสงของสารมาตรฐานมาพล็อตกราฟเส้นตรง (ภาพประกอบ 22) ในการวิเคราะห์นี้มี
เป้าหมายเพื่อหาปริมาณ total RNA โดยที่สีย้อมเรืองแสง (fluorescence dyes) จะเข้าไปแทรกที่

A B C D M 

1500bp 
1000bp 

500bp 

large subunit rRNA 

small subunit rRNA 
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โมเลกุลของอาร์เอ็นเอ สีย้อมที่แทรกอยู่ในอาร์เอ็นเอจะถูกกระตุ้น (excitation) ด้วยความยาวคลื่น 
644 nm และเปล่งแสง (emission) ที่ความยาวคลื่น 673 nm นำค่าการเปล่งแสงมาคำนวณโดย
การแทนค่าลงในสมการเส้นตรง (ตาราง 13) 

 

 

ภาพประกอบ 22 กราฟแสดงระดับการเรืองแสงของอาร์เอ็นเอมาตรฐานที่ความเข้มข้น
ต่าง ๆ 

ตาราง 13 แสดงผลการวิเคราะห์ปริมาณ total RNA 

 

y = 2.4005x + 2.5488

R² = 0.9773
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Concentration of standard RNA (ng/mL)

ค่าการเรืองแสงของสารมาตรฐาน RNA

ตัวอย่างที่ศึกษา ค่าการเรืองแสง  ปริมาณ      
total RNA 
 (ng/µL)  

RNA ที่สกัดจากเซลล์ที่ได้รับ bael leaf oil 5 µg/mL 45.415 17.86 
RNA ที่สกัดจากเซลล์กลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับ bael leaf oil 59.736 23.82 
RNA ที่สกัดจากเซลล์ที่ได้รับ trans-caryophyllene       
4 µg/mL 

56.420 22.44 

RNA ที่สกัดจากเซลล์กลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับ           
trans-caryophyllene  

50.810 20.10 
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4.4.3 ผลการวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีนอะควาพอริน-3 (Aquaporin-3; 
AQP3) เทียบกับ housekeeping gene (GAPDH) ด้วย RT real-time PCR 

การวิเคราะห์เริ่มจากการสังเคราะห์ complementary DNA (cDNA) จาก RNA ที่
สกัดจากแต่ละเซลล์โดยใช้กระบวนการรีเวิร์สทรานสคริปชั่น และใช้เอนไซม์รีเวิร์สทรานสคริปเทส
และองค์ประกอบต่างๆ ในชุดสังเคราะห์  cDNA ของ qScript cDNA SuperMix (5x) ในชุด
สังเคราะห์กำหนดให้ปริมาณ total RNA ที่เหมาะสมที่จะสังเคราะห์ cDNA ควรอยู่ในช่วง 10 pg-1 
µg และปริมาณ cDNA ที่ใช้ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ควรมีปริมาณเริ่มต้นเท่าๆ กันในทุกตัวอย่างที่
ต้องการวิเคราะห์จากผลการวิเคราะห์ปริมาณ total RNA ในตาราง 13 จึงได้ทำการปรับปริมาณ 
total RNA ให้มีปริมาณเท่าๆกันทุกตัวอย่าง (ประมาณ 20 ng/µL) 

จากนั้น cDNA ที่ถูกสังเคราะห์จากอาร์เอ็นเอที่สกัดได้จากเซลล์จะถูกนำมาใช้เป็น
แม่แบบ (template) ในการสังเคราะห์ยีนอะควาพอริน-3 โดยถ้าในเซลล์นั้นมี cDNA ของยีนอะค
วาพอริน-3 อยู่มาก การทำปฏิกิริยาพีซีอาร์ด้วยจำนวนรอบน้อย ๆ ก็จะสามารถตรวจจับยีนนั้นได้ 
แต่ในทางตรงข้ามถ้ามี cDNA อยู่น้อยจะต้องเพิ่มจำนวนรอบในการทำปฏิกิริยาเพื่อให้ตรวจจับยีน
นั้นได้ ในกรณีที่ไม่มียีนนี้เลยก็จะไม่เกิดการสังเคราะห์ยีนนั้น ๆ ในปฏิกิริยา  PCR ปริมาณการ
แสดงออกของยีนด้วย  real-time PCR จะแสดงผลเป็นค่า cycle threshold (Ct) ซึ่ งค่า  Ct 
หมายถึงจำนวนรอบที่ใช้ในการทำปฏิกิริยาซึ่งจะแปรผกผันกับปริมาณของยีน ยิ่งมีค่า  Ct น้อย
แสดงว่ามียีนนั้นอยู่มาก ไม่จำเป็นต้องทำปฏิกิริยาหลายรอบก็สามารถตรวจพบยีนนั้นได้ นั่นคือ
ยีนนั้นมีระดับการแสดงออกมาก สำหรับจำนวนรอบที่ใช้ในการทำ PCR คือ 40 รอบ ซึ่งเป็น
จำนวนรอบที่ยีนมีการเพิ่มขึ้นเป็น exponential การศึกษาระดับการการแสดงออกของยีน 
ทำการศึกษาทั้งในเซลล์กลุ่มควบคุม และเซลล์ที่ได้รับสารสกัด ระดับการแสดงออกของยีนอะควา
พอริน -3 ในเซลล์แต่ละกลุ่ม  จะถูกปรับฐาน (normalized) ด้วยระดับการแสดงออกของ 
housekeeping gene ในที่นี้คือ GAPDH การแสดงผลเป็นการแสดงว่าการแสดงออกของยีนอะค
วาพอริน-3 ในเซลล์ที่ได้รับสารสกัดเป็นกี่เท่าเมื่อเทียบกับการแสดงออกของยีนอะควาพอริน-3 ใน
กลุ่มควบคุมโดยคำนวณได้จาก fold change = 2-∆∆Ct พบว่าระดับการแสดงออกของยีนอะควา
พอริน-3 ในเซลล์ HaCaT ที่ ได้รับน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูมที่ความเข้มข้น 5 µg/ml คิดเป็น 
3.7±1.2 เท่า ของกลุ่มควบคุมและระดับการแสดงออกของยีนอะควาพอริน-3 ในเซลล์ HaCaT ที่
ได้รับ สารทรานแคริโอฟิลลีนที่ความเข้มข้น 4µg/ml คิดเป็น 3.0±0.9 เท่า ของกลุ่มควบคุม 
(แผนภูมิที่ 13) 
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แผนภูมิที่ 13 แสดงผลวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีนอะควาพอริน-3 เทียบกับยีน 

GAPDH ด้วย RT-real-time PCR 
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บทที่ 5  
สรุปและวิจารณ์ผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

จากการศึกษานี้ได้ทำการทดสอบประสิทธิผลของน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม (bael 
leaf oil), สารลิโมนีน (limonene) และสารทรานแคริโอฟิลลีน (trans-caryophyllene) ซึ่งเป็น
องค์ประกอบในน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูมต่อการสมานแผล เหตุผลในการเลือกสารลิโมนีน 
และสารทรานแคริโอฟิลลีนมาใช้ศึกษา เนื่องจากมีรายงานว่าสารลิโมนีนเป็นองค์ประกอบหลักที่
พบในใบมะตูมซึ่งมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและต้านการอักเสบ (Yu et al., 2017) นอกจากนี้สาร 
ทรานแคริโอฟิลลีนยังมีฤทธิ์ต้านมะเร็งและมีฤทธิ์กระตุ้นการสร้างเนื้อเยื่อบนผิวหนังหนู  
(Gushiken et al., 2022) โดยทำการทดสอบในเซลล์ เคราติโนไซต์  (HaCaT) สังเกตการปิด
บาดแผลของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์และบันทึกผลโดยการถ่ายภาพ  และศึกษากลไกการ
สมานแผลที่ เกี่ยวข้องกับระดับการแสดงออกของยีนอะควาพอริน -3 (Aquaporin-3; AQP3) 
ในขณะที่เกิดการปิดบาดแผลเพื่อใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานสนับสนุนสารสำคัญจากพืชในการนำไป
พัฒนาเป็นตำรับเภสัชภัณฑ์ในการสมานแผลในอนาคต 

5.1 สรุปและวิจารณ์ผลการวิจัย 
5.1.1 การทดสอบหาช่วงความเข้มข้นของสารต่อการมีชีวิตของเซลล์ (Cell 

viability) และการเพิ่มจำนวนของเซลล์ (Cell proliferation) ที่เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง 
จากการศึกษาช่วงความเข้มข้นของสารที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ โดยแยกการศึกษา

ออกเป็นการหาช่วงความเข้มข้นที่มีผลต่อการมีชีวิตของเซลล์ (cell viability) และการเพิ่มจำนวน
เซลล์ (cell proliferation) พบว่าที่เวลา 24 ชั่วโมง น้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูมช่วงความเข้มข้น 
1.56 – 50 µg/mL, สารลิโมนีนช่วงความเข้มข้น 1.56 – 200 µg/mL และสารทรานแคริโอฟิลลีน
ช่วงความเข้มข้น 1.56 – 50 µg/mL ร้อยละการมีชีวิตรอดของเซลล์ไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม 
ในขณะที่เวลา 48 ชั่วโมงพบว่าน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูมช่วงความเข้มข้น 6.25-100 µg/mL,          
สารลิโมนีนช่วงความเข้มข้น 6.25 – 200 µg/mL และ สารทรานแคริโอฟิลลีนช่วงความเข้มข้น 
6.25 – 100 µg/mL ทำให้เซลล์มีจำนวนเพิ่มข้ึนอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (*P<0.05) นอกจากนี้ยัง
พบว่าน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูมและสารทรานแคริโอฟิลลีนความเข้มข้น  100 µg/mL การมี
ชีวิตของเซลล์ลดลงที่เวลา 24 ชั่วโมงแต่กลับเพิ่มขึ้นที่เวลา 48 ชั่วโมงอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 
(*P<0.05) อาจเกิดจากสารทดสอบไปกระตุ้นให้เซลล์เกิดการสร้างสารอนุมูลอิสระเพิ่มมากขึ้นแล้ว 
superoxide ที่เกิดขึ้นไปทำปฏิกิริยากับ WST-1 โดยตรงซึ่งไม่ใช่แอคติวิตี้ของไมโตคอนเดรียมีผล
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ทำให้ค่า OD ที่ได้สูงกว่าความเป็นจริง อย่างไรก็ตามในการทดสอบนี้เป็นการทดสอบเพื่อหาช่วง
ความเข้มข้นของสารเพียงครั้งเดียวจึงควรทำการทดสอบซ้ำ 3 ครั้ง จากผลการทดสอบช่วงความ
เข้มข้นของสารที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ การมีชีวิตของเซลล์ (cell viability) และการเพิ่มจำนวนเซลล์ 
(cell proliferation) ทำให้สามารถกำหนดช่วงความเข้มข้นสำหรับใช้ในการทดสอบสารต่อการ
สมานแผลดังนี้ น้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม ความเข้มข้นที่  5, 25 และ 50 µg/mL, สารลิโมนีน 
ความเข้มข้นที่ 0.02, 0.1 และ 0.2 µg/mL และ สารทรานแคริโอฟิลลีน ความเข้มข้นที่ 0.8, 4 และ 
8 µg/mL  

รายงานว่าซีรัม (fetal bovine serum ,FBS) ซึ่งเป็นองค์ประกอบสำคัญในอาหาร
เลี้ยงเซลล์เป็นปัจจัยที่ส่งเสริมในการเจริญเติบโตและการเพิ่มจำนวนเซลล์ (cell proliferation) ใน
การทดสอบการสมานแผล (wound healing assay) มีความจำเป็นต้องชะลอการเพิ่มจำนวนเซลล์
ในช่วงการทดสอบ (Vang Mouritzen & Jenssen, 2018) เนื่องจากการเพิ่มจำนวนของเซลล์ที่
รวดเร็วเป็นปัจจัยที่ทำให้เกิดความคลาดเคลื่อนในการสังเกตและการวัดพื้นที่ของบาดแผล โดยมี
หลายวิธีถูกนำมาใช้เพื่อชะลอการเพิ่มจำนวนเซลล์ ได้แก่ การไม่ให้ซีรัมแก่เซลล์ (serum 
starvation) การลดปริมาณซีรัมลง (serum-reduced medium) กล่าวคือเมื่อเซลล์ไม่ได้รับอาหาร
หรือได้รับอาหารลดลงมีผลต่อการเพิ่มจำนวนเซลล์ลดลง หรือการเติม mitomycin c เพื่อยับยังการ
แสดงออกของ DNA ไม่ให้ส่งผลต่อการเพิ่มจำนวนเซลล์ (Guan et al., 2004) อย่างไรก็ตามการใช้
น้อยไปอาจนำไปสู่การตายของเซลล์และหรือการแยกของเซลล์สำหรับเซลล์บางชนิด ดังนั้นจึงต้อง
คำนึงถึงปริมาณและประเภทเซลล์ที่ใช้ทดสอบ (Vang Mouritzen & Jenssen, 2018) โดยใน
การศึกษาครั้งนี้ใช้การลดปริมาณซีรัมในอาหารเลี้ยงเซลล์ลง (2% serum-reduced medium) 
นอกจากนี้ยังมีรายงานในเรื่องของเวลาที่เซลล์มีการเพิ่มจำนวนเป็นสองเท่า (doubling time) ที่ 
28 ชั่ วโมง (Pavez Lorie et al., 2020) ส่ งผลต่อการเพิ่ มจำนวน เซลล์  (cell proliferation) 
สอดคล้องกับผลที่ได้ที่เวลา 48 ชั่วโมงของสารทั้ง 3 เซลล์มีจำนวนเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทาง
สถิติ (*P<0.05) ตั้งแต่ความเข้มข้น 6.25 µg/mL เพื่อลดปัจจัยเหล่านี้จึงเลือกศึกษาการเคลื่อนที่
ของเซลล์ที่เวลา 24 ชั่วโมง 

 
5.1.2 การทดสอบน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม (bael leaf oil), สารลิโมนีน 

(limonene) และสารทรานแคริโอฟิลลีน (trans-caryophyllene) ต่อความสามารถในการ
สมานแผลของเซลล์เคราติโนไซต์ (HaCaT) ด้วยวิธี wound healing assay 

การรักษาบาดแผลเป็นกระบวนการทางเซลล์และชีวเคมีที่ทับซ้อนกันซึ่งช่วยฟื้นฟู
ความสมบูรณ์ของเนื้อเยื่อที่ได้รับบาดเจ็บโดยทั่วไปการรักษาจะเกิดขึ้นสี่ขั้นตอนที่ทับซ้อนกัน
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เกิดขึ้นตั้งแต่นาทีถึงสัปดาห์คือ ขั้นที่ 1 ระยะแข็งตัวของเลือด (hemostasis) ขั้นที่ 2 ระยะอักเสบ 
(inflammation) ขั้นที่ 3 ระยะการเพิ่มจำนวนเซลล์และเคลื่อนที่ของเซลล์ (cell proliferation and 
cell migration) ขั้นที่  4 ระยะการเปลี่ยนแปลงเกิดรอยแผลเป็น (maturation and scarring) 
(Koyama et al., 2019) ในการศึกษานี้ทำการทดสอบฤทธิ์ที่เกี่ยวข้องในกระบวนการสมานแผล 
(in vitro) ที่เวลา 24 ชั่วโมงของสารทั้ง 3 ชนิด ได้แก่ น้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม พบว่าความ
เข้มข้นที่ 5 µg/mL มีร้อยละของการปิดของบาดแผลเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (84.51%) 
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (30.81%) (*P<0.05) ส่วนสารลิโมนีน พบว่าร้อยละของการปิด
ของบาดแผล ไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม และสารทรานแคริโอฟิลลีน พบว่าที่ความเข้มข้น          
4 µg/mL มีร้อยละของการปิดของบาดแผลเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (77.99%) เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (43.45%) (*P<0.05) ในขณะที่เวลา 48 ชั่วโมง พบว่าน้ำมันหอม
ระเหยจากใบมะตูม และสารลิโมนีน ร้อยละของการปิดของบาดแผล ไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม 
ส่วนสารทรานแคริโอฟิลลีน ที่ความเข้มข้น 0.8 µg/mL มีร้อยละของการปิดของบาดแผล เพิ่มขึ้น
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (83.99%) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (58.82%) (*P<0.05) ซึ่งใน
การศึกษาการสมานแผลครั้งนี้พบว่าทั้งวิธี scratch และ วิธี culture insert แสดงให้เห็นว่าสารที่
ความเข้มข้นที่เลือกมาทดสอบมีแนวโน้มกระตุ้นให้เซลล์เกิดการเคลื่อนที่เข้ามาปิดบาดแผลได้
เหมือนกัน 

 
การศึกษาในครั้งนี้เป็นครั้งแรกที่พบว่า ฤทธิ์กระตุ้นการสมานแผลของน้ำมันหอม

ระเหยจากใบมะตูม มีความสัมพันธ์กับฤทธิ์ของสารทรานแคริโอฟิลลีนในองค์ประกอบ และ ไม่
เกี่ยวข้องกับฤทธิ์ของสารลิโมนีนในองค์ประกอบ  

ผลการศึกษาสอดคล้องกับรายงานวิจัยของ  (Koyama et al., 2019) ที่ทำการ
ทดสอบสาร beta-caryophyllene ในเซลล์ fibroblasts โดยเซลล์ถูกสร้างรอยแผลด้วยวิธี scratch 
assay พบว่าขอบของบาดแผลมีการเคลื่อนที่เข้ามาชิดกันมากขึ้นทำให้ความกว้างของแผลลดลง 
39.1% เทียบกับกลุ่มควบคุมลดลง 6.7% ในเวลา 6 ชั่วโมง และเมื่อทดสอบกับแผลบนผิวหนังของ
หนูพบว่าช่วยเพิ่มการสร้างเยื่อบุผิวใหม่และเนื้อเยื่อที่ได้รับสารชนิดนี้  มีจำนวนเซลล์เพิ่มขึ้น ซึ่ง
บ่งชี้ว่ากระบวนการสร้างเนื้อเยื่อใหม่  (re-epithelialization) เกิดจากการเพิ่มจำนวนเซลล์                   
(cell proliferation) และการเคลื่อนที่ของเซลล์ (cell migration) ที่เพิ่มขึ้น 

และเพื่ อยืนยันผลของสารทั้ ง 3 ชนิด ต่อการมีชีวิตของเซลล์ที่ เพิ่มขึ้น  (cell 
proliferation) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมในขณะที่เกิดการสมานแผลที่เพิ่มขึ้น รวมถึงความ
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ไม่เป็นพิษต่อเซลล์เนื่องจากผลของการลดปริมาณ FBS เป็น 2% ในการทดสอบ wound healing 
assay จึงได้ทำการศึกษาความเกี่ยวข้องของการสมานแผลที่เกิดจากการเพิ่มจำนวนของเซลล์                   
(cell proliferation) ด้วยเทคนิค WST-1 assay พบว่าน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม, สารลิโมนีน 
และสารทรานแคริโอฟิลลีน ที่เวลา 24 ชั่วโมง ร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ไม่แตกต่างจากกลุ่ม
ควบคุม แต่พบว่าสารทรานแคริโอฟิลลีน  ที่ความเข้มข้น 4 µg/ml ร้อยละการมีชีวิตของเซลล์
เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (*P<0.05) นอกจากนี้ การสังเกตภายใต้
กล้องจุลทัศน์ ที่เวลาเดียวกันของการทดสอบ (24 ชั่วโมง) พบลักษณะที่เด่นชัดในการเกิดการ
เคลื่อนที่ของเซลล์  (cell migration) ที่ ได้รับน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม  และสารทราน           
แคริโอฟิลลีน ในขณะที่มีการสมานแผลที่เพิ่มขึ้น  

จึงสรุปได้ว่า น้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูมในความเข้มข้นที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ มี
ฤทธิ์กระตุ้นการสมานแผลที่เกิดจากการเคลื่อนที่ของเซลล์ ส่วนสารทรานแคริโอฟิลลีนในความ
เข้มข้นที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์มีฤทธิ์กระตุ้นการสมานแผลที่เกิดจากการเพิ่มจำนวนของเซลล์และ
เคลือ่นที่ของเซลล์ 

5.1.3 การวิเคราะห์การแสดงออกของยีนอะควาพอริน-3 (Aquaporin-3; AQP3) 
ด้วยเทคนิค RT real-time PCR 

อะควาพอริน-3 เป็นอินทิกรัลโปรตีน (Integral proteins ) ฝังอยู่ที่เยื่อหุ้มเซลล์ (cell 
membrane) (Adeoye et al., 2022)อยู่ในกลุ่มย่อย aquaglyceroporin ทำหน้าที่ในการขนส่งน้ำ 
(water transport) กลีเซอรอล (glycerol) สารละลายขนาดเล็ก (small solution) รวมถึงไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์ (H2O2) ผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ได้อย่างรวดเร็ว อะควาพอริน-3 แสดงออกอย่างมากที่ 
keratinocyte ชั้น epidermis บทบาทหน้าที่ของ อะควาพอริน-3 ที่เกี่ยวข้องกับผิวหนังช่วยใน
กระบวนการเพิ่มความชุ่มชื้นกักเก็บน้ำที่ผิว เกี่ยวข้องกับกระบวนการเคลื่อนที่ของเซลล์และการ
เพิ่มจำนวนเซลล์ เป็นเกาะป้องกันการสูญเสียน้ำผ่านทางผิวหนัง (transepidermal water loss; 
TEWL) (Bollag et al., 2020)  

ในการศึกษาระดับการแสดงออกของยีนอะควาพอริน-3 (Aquaporin-3; AQP3) ที่
เกี่ยวข้องในกลไกการสมานแผลในเซลล์ HaCaT ด้วยวิธี RT real-time PCR โดยปรับฐานด้วย 
GAPDH ซึ่งเป็น housekeeping gene พบว่าระดับการแสดงออกของยีนอะควาพอริน-3 ในเซลล์ 
HaCaT ที่ได้รับน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม ความเข้มข้น 5 µg/mL คิดเป็น 3.7±1.2 เท่าของ
กลุ่มควบคุม และระดับการแสดงออกของยีนอะควาพอริน-3 ในเซลล์ HaCaT ที่ได้รับสารทรานแค
ริโอฟิลลีน ความเข้มข้น 4 µg/mL คิดเป็น 3.0±0.9 เท่าของกลุ่มควบคุม ซึ่งมีความเป็นไปได้ว่า
น้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม และสารทรานแคริโอฟิลลีน มีส่วนในการกระตุ้นยีนอะควาพอริน-3 
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ให้มีการแสดงออกมากขึ้น มีงานวิจัยที่ศึกษาผลของยีนอะควาพอริน-3 ที่ไปส่งเสริมในกระบวนการ
สมานแผลในส่วนที่เกี่ยวข้องกับการเคลื่อนที่ของเซลล์จะเกี่ยวข้องกับการนำน้ำเข้าสู่เซลล์ โดยที่
ยีน   อะควาพอริน-3 ช่วยให้เซลล์เกิด lamellipodium ซึ่งจำเป็นสำหรับการเคลื่อนที่ของเซลล์ 
(Milkovic & Cipak Gasparovic, 2 0 2 1 ) แ ล ะ เกี่ ย ว ข้ อ งกั บ ก า ร เพิ่ ม จ ำ น ว น เซ ล ล์  (cell 
proliferation) โดยที่ยีนอะควาพอริน-3 ช่วยให้กลีเซอรอล (glycerol) ผ่านเข้าสู่เซลล์ซึ่งกลีเซอรอล
เป็นสารคงความ  ชุ่มชื้นโดยธรรมชาติ (humectant) ช่วยในเรื่องรักษาความชุ่มชื้นของเซลล์  
(Papadopoulos & Saadoun, 2015) กลีเซอรอลเป็นสารตั้งต้นในการสังเคราะห์ไขมัน (lipid 
synthesis) เมื่อกลีเซอรอลเข้าสู่เซลล์จะถูกทำปฏิกิริยากับ phospholipase D2 (PLD2) เพื่อผลิต 
phosphatidylglycerol (PG) จากนั้น PG จะส่งสัญญาณ (lipid signaling) (AQP3/PLD2/PG) 
กระตุ้นให้เซลล์เปลี่ยนแปลงรูปร่าง (cell differentiation) และเพิ่มจำนวนเซลล์ ที่เกี่ยวข้องกับการ
ซ่อมแซมเยื่อหุ้มเซลล์และการรักษาบาดแผล  (Arun et al., 2013) นอกจากนี้ยังส่งผลต่อ
กระบวนการเผาผลาญพลังงานหรือการผลิต adenosine triphosphate (ATP) เมื่อกลีเซอรอลเข้า
สู่เซลล์จะถูกเปลี่ยนเป็น glycerol-3-phosphate (G3P) ด้วยเอนไซม์ glycerol kinase (GK) ซึ่ง 
G3P เป็นสารตัวกลาง (intermediate) ในกระบวนการสร้าง ATP เมื่อเซลล์ถูกสร้างพลังงานจะมี
การส่งสัญญาณภายในเซลล์ (intra cellular pathway) ผ่าน p38 MAPK เกี่ยวข้องกับการเพิ่ม
จำนวนเซลล์ การอยู่รอดของเซลล์ (apoptosis) และการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ (differentiation) 
นอกจากนี้ยังพบว่าหากมีการแสดงออกของยีนอะควาพอริน-3 ที่มากเกินไปจะก่อให้เกิดโรค
ผิวหนังอักเสบ (atopic dermatitis) ในทางตรงกันข้ามหากมีการแสดงออกของยีนอะควาพอริน-3 
ที่ลดลงจะส่งผลให้เกิดโรคสเก็ดเงิน (psoriasis) (Tricarico et al., 2022)  และในการกระตุ้นการ
เพิ่มจำนวนเซลล์ที่มากเกินเกี่ยวข้องกับการเกิดเนื้องอก (tumor) อีกด้วย (Mariko Hara-Chikuma 
and A. S.Verkman., 2008); (Aikman et al., 2018) (ภ าพ ป ระ ก อ บ  23) อ ย่ าง ไรก็ ต าม ใน
การศึกษาครั้งนี้ทดสอบการแสดงออกของยีนอะควาพอริน-3 เฉพาะความเข้มข้นที่ทำให้เกิดการ
สมานแผลอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติเท่านั้นเพื่อยืนยันว่าความเข้มข้นที่เลือกมาทดสอบมีผลต่อ
การแสดงออกของยีนอะควาพอริน-3 เพียงความเข้มข้นเดียวหรืออาจมีความเข้มข้นอื่นที่มีผลต่อ
การแสดงออกของยีนอะควาพอริน-3 ด้วยหรือไม่ควรทดสอบเปรียบเทียบกับความเข้มข้นอื่น
เพิ่มเติม 
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ภาพประกอบ 23 แสดงกระบวนการชีวสังเคราะห ์(biosynthesis) ที่เกี่ยวข้องกับ
ยีนอะควาพอริน-3 ในการกระตุ้นการเคลื่อนที่ของเซลล์และการเพิ่มจำนวนเซลล์ในการ

ส่งเสริมการสมานแผล  

ที่มา: Mariko Hara-Chikuma and A. S.Verkman. (2008). 

นอกจากนี้ในกระบวนการของการสมานแผลยังมีความเกี่ยวข้องกับปัจจัยหลาย
อย่างภายในเซลล์ หนึ่งในปัจจัยหลักที่เกี่ยวข้องคือปัจจัยการเจริญเติบโตของเซลล์ (growth 
factors) ได้แก่ platelet derived growth factor (PDGF), transforming growth factor-β (TGF-
β), fibroblast growth factor (FGF) และ epidermal growth factor (EGF) มีฤทธิ์กระตุ้นเซลล์
อักเสบให้เข้าสู่บริเวณบาดแผลซึ่งมีบทบาทสำคัญในการเพิ่มจำนวนเซลล์เคราติโนไซต์และไฟโบ
รบลาสต์ นำไปสู่การสร้างหลอดเลือดใหม่ (angiogenesis) ในเนื้อเยื่อแกรนูล (granulation 
tissue) การปรับเปลี่ยนของมาตริกซ์นอกเซลล์ (extracellular matrix ) และกระตุ้นการสร้างใหม่
ของเนื้อเยื่อบริเวณบาดแผล (Matsuda et al., 1998)  

 
 

สารทดสอบกระตุ้นการแสดงออก

ของยีนอะควาพอริน-3 
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5.2 ข้อสรุป 
1. น้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูมที่ความเข้มขันที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ (5 µg/mL) มีฤทธิ์

ในการกระตุ้นการสมานแผลที่เกี่ยวข้องกับการเคลื่อนที่ของเซลล์เคราติโนไซต์ (HaCaT) 
2. สารทรานแคริโอฟิลลินที่ความเข้มขันที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ (4 µg/mL) มีฤทธิ์ในการ

กระตุ้นการสมานแผลที่เกี่ยวข้องกับการเพิ่มจำนวนเซลล์และการเคลื่อนที่ของเซลล์เคราติโนไซต์ 
(HaCaT) 

3. กลไกของน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูมและสารทรานแคริโอฟิลลินที่ความเข้มข้นที่
สามารถกระตุ้นการสมานแผลเกี่ยวข้องกับการเพิ่มการแสดงออกของยีนอะควาพอริน-3 ในเซลล์
เคราติโนไซต์ (HaCaT) 

 

5.3 ข้อเสนอแนะ 
1. ทดสอบฤทธิ์การกระตุ้นการสมานแผลของสารชนิดอื่นที่เป็นองค์ประกอบในน้ำมัน

หอมระเหยจากใบมะตูมเพิ่มเติม 
2. เพื่อพิสูจน์ว่ากระบวนการสมานแผลมีความเกี่ยวข้องกับยีนอะควาพอริน-3 ควรศึกษา

ต่อยอดโดยการยับยั้งระดับการแสดงออกของยีนอะควาพอริน-3 ต่อไป 
3. ทดสอบฤทธิ์การกระตุ้นการสมานแผลขององค์ประกอบในน้ำมันหอมระเหยจากใบ

มะตูมในสัตว์ทดลอง (in vivo) 
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ภาคผนวก ก 

วิธีการเตรียมสาร 

1. วิธีการเตรยีม Stock solution 

1.1 เตรียม Stock solution ความเข้มข้น 50 mg/mL ของสารทดสอบ 3 ตัวอย่าง ได้แก่ 

น้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม , สารลิโมนีน และ สารทรานแคริโอฟิลลีน  ละลายด้วย 100% 

DMSO คำนวณโดยการเทียบบัญญัติไตรยางค ์

1.1.1 เตรียม stock solution น้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูม  ความเข้มข้น        

50 mg/mL ต้องการเตรียม 50 mg ใน 1000 µL 

ม ี8.6 mg ดังนั้นต้องเติม 100% DMSO ลงไป (8.6mgx1000 µL)/50mg = 172 µL 

1.1.2 เตรียม stock solution สารลิโมนีน ความเข้มข้น 50 mg/mL  

มี 10.6 mLดังนั้นต้องเติม 100% DMSO ลงไป = 212 µL 

1.1.3 เตรียม stock solution สารทรานแคริโอฟิลลีน ความเข้มข้น 50 mg/mL 

มี 7.6 mg ดังนั้นต้องเติม 100% DMSO ลงไป = 152 µL 

2. วิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล์ 

2.1 เตรียม Normal medium (10%FBS) ประกอบด้วย Culture medium 89.26 mL + 

100%FBS 10 mL + 0.75% Penicillin-Streptomycin 0.75 mL 

2.2 เตรียม Serum reduced medium (2%FBS) ประกอบด้วย Culture medium 97.25 

mL + 100%FBS 2 mL + 0.75% Penicillin-Streptomycin 0.75 mL 
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3. วิธีการเตรยีมสารสำหรบัใช้ทดสอบหาช่วงความเข้มขน้ของสารที่เหมาะสมต่อการมี
ชีวิตของเซลล์ด้วยเทคนิค WST-1 assay 

3.1 การเตรียมสารจาก stock 50 mg/mL ที่ความเข้มขน้สูงสุด 400 µg/mL (ความเข้มข้น

สุดท้ายใน well) ดังนั้นต้องเตรียมสารที่ความเข้มข้นสงูสุดในการทดลองครั้งนี้เป็น (2x) คือ 800 

µg/mL จำนวน 1200 µL (โดยที่ 600 µL สำหรับใช้ทดสอบและอีก 600 µL สำหรับใช้เจือจางใน

ความเข้มขน้ถัดไป) 

   C1V1 = C2V2 

  50 mg/mL x V1 = 0.8 mg/mL x 1200 µL 

   V1 = (0.8 mg/mL x 1200 µL) / 50 mg/mL 

   V1 = 19.2 µL + 1180.8 µL 

     = 1200 µL 

ดังนั้น ต้องปเิปตสารจาก stock 50 mg/mL ปริมาตร 19.2 µL แล้วเตมิ normal medium ปริมาตร 

1180.8 µL  

(หากปิเปตสารที่เตรียมไวค้วามเข้มขน้ 2x จำนวน 50 µL ใส่ใน well ที่มีเซลลจ์ำนวน 50 µL จะได้

ความเข้มขน้สุดท้ายจะเปน็ 1x จาก 800 จะเป็น 400 µg/mL) 

3.2 การคำนวณความเข้มขน้ของ %DMSO เมื่อเตรียมความเข้มขน้สารสูงสุดที่ 2x 

C1V1 = C2V2 

  100% x 19.2 µL = C2 x 1200 µL 

   V1 = (100% x 19.2 µL) / 1200 µL 

   V1 = 1.6% 

ดังนั้น ต้องปิเปต 100% DMSO จาก stock สารจำนวน 19.2 µL แลว้เติม normal medium 

1180.8 µL ความเข้มขน้สุดท้ายจะมี % DMSO เท่ากับ 1.6 % 
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(หากปิเปตสารที่เตรียมไวค้วามเข้มขน้ 2x จำนวน 50 µL ใส่ใน well ที่มีเซลลจ์ำนวน 50 µL จะได้ 

จะได้ความเขม้ข้นสุดทา้ยเป็น 1x จาก 1.6%DMSO จะเป็น 0.8%DMSO)  

3.3 เตรียมสารทดสอบทั้ง 3 ชนิดจาก stock solution ดว้ยการทำ serial dilution แล้วเจือ

จางด้วย normal medium เพื่อใช้ในขั้นตอนการหาความเข้มข้นทีเ่หมาะสมด้วยวิธี WST-1 assay 

  การเตรียมความเข้มข้นที่ 2X 
Conc. 

(µg/mL) 
Stock 

(mg/mL) 
Conc. 2x 
(µg/mL) 

Volume 
sample 

(µL) 

%DMSO in 
medium before 

dilution 

Volume 
medium 

(µL) 

Final 
%DMSO 

 

400 50 800 19.2 0 1180.8 1.6 
200  400 600 1.6 600 1.6 
100  200 600 1.6 600 1.6 
50  100 600 1.6 600 1.6 
25  50 600 1.6 600 1.6 

12.5  25 600 1.6 600 1.6 
6.25  12.5 600 1.6 600 1.6 
3.125  6.25 600 1.6 600 1.6 
1.56  3.125 600 1.6 600 1.6 

 

สารที่ความเขม้ข้น 2X จะถูกนำไปผสมกับ medium และเซลล์ในหลุมที่มีปริมาตรเท่ากัน

เพื่อให้ความเข้มข้นสุดท้าย 1X ก่อนเร่ิมทำการทดสอบตามเวลาทีก่ำหนด 

 

4. วธิีเตรียมสารสำหรับใช้ทดสอบการสมานแผลด้วยวิธี wound healing assay และ
ทดสอบการมีชีวิตของเซลล์ WST-1 assay 

4.1 แสดงวิธีคำนวณการเตรยีมน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูมจาก stock 50 mg/mL ให้มี

ความเข้มขน้ 50, 25, 5 µg/mL โดยให้มี %DMSO เท่ากับ 0.1% เท่ากันทุกความเขม้ข้น 
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Tube.1 เตรียมสารความเข้มข้น 50 µg/mL 

C1V1 = C2V2 

50 mg/mL x V1 = 0.05 mg/mL x 7000 µL 

V1 = (0.05 mg/mL x 7000 µL) / 50 mg/mL 

  V1= 7 µL แล้วเติม 0% DMSO in serum reduced medium 2%FBS ปริมาตร

6993 µL ความเข้มข้นสุดทา้ยเป็น 0.1% DMSO) 

วิธีคำนวณความเข้มข้น DMSO จากการปิเปตสาร 50 mg/mL ที่มี 100%DMSO มา 7 µL 

 C1V1 = C2V2 

100% x 7 µL = C2 x 7000 µL 

  C2 = (100% x 7 µL) / 7000 µL 

  C2 = 0.1%  

ดังนั้น ความเข้มข้นสุดท้ายจะม ี%DMSO ของสารที่มีความเข้มขน้สูงสุดที่จะทดสอบ (50 mg/mL) 

เท่ากับ 0.1% 

Tube.2 เตรียมสารความเข้มข้น 25 µg/mL  

C1V1 = C2V2 

50 µg/mL x V1 = 25 µg x 6000 µL 

  V1 = (25 µg/mL x 6000 µL) / 50 µg/mL 

  V1 = 3000 µL แล้วเติม 0.1% DMSO in serum reduced medium 2%FBS 

ปริมาตร 3000 µL (ความเขม้ข้นสุดทา้ยเป็น 0.1% DMSO) 
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Tube.3 เตรียมสารความเข้มข้น 5 µg/mL 

 C1V1 = C2V2 

25 µg/mL x V1 = 5 µg/mL x 3000 µL 

  V1 = (5 µg/mL x 3000 µL) / 25 µg/mL 

  V1 = 600 µL แล้วเติม 0.1% DMSO in serum reduced medium 2%FBS 

ปริมาตร 2400 µL (ความเขม้ข้นสุดทา้ยเป็น 0.1% DMSO) 

4.2 วิธีคำนวณการเตรียม 0.1% DMSO จาก 100% DMSO 

Tube. 1 เตรียม 0.1% DMSO จำนวน 10 mL  

 C1V1 = C2V2 

100% x V2 = 0.1% x 10 mL 

  V2 = (0.1% x 10 mL) / 100% 

  V2 = 0.01 mL หรือ 10 µL แล้วเติม 0% DMSO in serum reduced medium 

2%FBS ปริมาตร 9990 µL 

ดังนั้น ต้องปิเปต 100%DMSO มา 10 µL 

4.3 แสดงวิธีคำนวณการเตรยีมสารลิโมนีนจาก stock 50 mg/mL ให้มคีวามเข้มขน้ 0.2, 

0.1, 0.02 µg/mL โดยให้มี %DMSO เท่ากับ 0.0004% เท่ากันทุกความเข้มข้น 

Tube.1 เตรียมสารความเข้มข้น 200 µg/mL  

C1V1 = C2V2 

50 mg/mL x V1 = 0.2 mg/mL x 500 µL 

V1 = (0.2 mg/mL x 500 µL) / 50 mg/mL 

  V1 = 2 µL แลว้เติม 0% DMSO in serum reduced medium 2%FBS ปริมาตร 

498 µL (ความเข้มข้นสุดท้ายเปน็ 0.4% DMSO) 
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คำนวณความเข้มข้นของ %DMSO จากการปิเปตสารความเข้มขน้ 50 mg/mL ที่มี 100%DMSO 

มา 2 µL 

 C1V1=C2V2 

100% x 2 µL = C2 x 500 µL 

  C2 = (100% x 2 µL) / 500 µL 

  C2 = 0.4% 

ดังนั้น ความเข้มข้นสุดท้ายจะมี %DMSO ของสารที่ความเข้มขน้สูงสุด 200 µg/mL เท่ากับ 0.4% 

Tube.2 เตรียมสารความเข้มข้น 0.2 µg/mL  

C1V1 = C2V2 

200 µg/mL x V1 = 0.2 µg/mL x 7000 µL 

V1 = (0.2 µg/mL x 7000 µL) / 200 µg/mL 

V1 = 7 µL แลว้เติม 0% DMSO in serum reduced medium 2%FBS ปริมาตร 

6993 µL (ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.0004% DMSO) 

คำนวณความเข้มข้นของ %DMSO จากการปิเปตสารความเข้มขน้ 0.2 µg /mL ที่ม ี100%DMSO 

มา 7 µL 

 C1V1 = C2V2 

0.4% x 7 µL = C2 x 7000 µL 

  C2 = (0.4% x 7 µL) / 7000 µL 

  C2 = 0.0004% 

ดังนั้น ความเข้มข้นสุดท้ายจะมี %DMSO ของสารที่ความเข้มขน้สูงสุด 0.2 µg/mL เท่ากับ 

0.0004% 
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Tube.3 เตรียมสารความเข้มข้น 0.1 µg/mL  

C1V1 = C2V2 

0.2 µg/mL x V1 = 0.1 µg/mL x 6000 µL 

  V1 = (0.1 µg/mL x 6000 µL) / 0.2 µg/mL 

V1=3000 µL แล้วเติม 0.0004%DMSO serum reduced medium 2%FBS 

ปริมาตร 3000 µL (ความเขม้ข้นสุดทา้ยเป็น 0.0004% DMSO) 

Tube.4 เตรียมสารความเข้มข้น 0.02 µg/mL 

 C1V1=C2V2 

0.1 µg/mL x V1 = 0.02 µg/mL x 3000 µL 

  V1 = (0.02 µg/mL x 3000 µL) / 0.1 µg/mL 

V1 = 600 µL แล้วเติม 0.0004%DMSO serum reduce medium (2%FBS) 

ปริมาตร 2400 µL (ความเขม้ข้นสุดทา้ยเป็น 0.0004% DMSO) 

4.4 วิธีคำนวณการเตรียม 0.4% DMSO จาก 100% DMSO 

Tube.1 เตรียม 0.4% DMSO จำนวน 500 µL  

 C1V1=C2V2 

100% x V2 = 0.4% x 500 µL 

  V2 = (0.4% x 500 µL) / 100% 

  V2 = 2 µL แล้วเติม 0% DMSO in serum reduced medium 2%FBS ปริมาตร

498 µL 

ดังนั้น ต้องปเิปต 100%DMSO มา 2 µL 
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วิธีคำนวณการเตรียม 0.0004% DMSO จาก 0.4% DMSO 

Tube.2 เตรียม 0.0004% DMSO จาก 0.4% DMSO จำนวน 10 mL ดังนั้นต้องเตรยีม 

 C1V1=C2V2 

0.4% x V1 = 0.0004% x 10 mL 

  V1 = (0.0004% x 10 mL) / 0.4% 

  V1 = 0.01 mL หรือ 10 µL แล้วเติม 0% DMSO in serum reduced medium 

2%FBS ปริมาตร 9990 µL 

ดังนั้น ต้องปเิปต 0.4%DMSO มา 10 µL 

4.5 แสดงวิธีคำนวณการเตรยีมสารทรานแคริโอฟิลลีนจาก stock 50 mg/mL ให้มีความ

เข้มข้น 8, 4, 0.8 µg/mL โดยให้มี %DMSO เท่ากับ 0.016% เท่ากันทุกความเข้มขน้ 

Tube.1 เตรียมสารความเข้มข้น 8 µg/mL 

C1V1=C2V2 

50 mg/mL x V1 = 0.008 mg/mL x 7000 µL 

V1 = (0.008 mg/mL x 7000 µL) / 50 mg/mL 

V1 = 1.12 µL แล้วเติม 0% DMSO in serum reduced medium 2%FBS

ปริมาตร 6998.88 µL (ความเข้มข้นสุดทา้ยเป็น 0.016% DMSO) 

คำนวณความเข้มข้นของ % DMSO จากการปิเปตสารความเข้มขน้ 50 mg/mL ที่มี 100%DMSO 

มา 1.12 µL 

 C1V1=C2V2 

100% x 1.12 µL = C2 x 7000 µL 

  C2 = (100% x 1.12 µL) / 7000 µL 

  C2 = 0.016% 
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ดังนั้น ความเข้มข้นสุดท้ายจะมี %DMSO ของสารที่ความเข้มขน้สูงสุด 8 µg /mL เท่ากับ 0.016% 

Tube.2 เตรียมสารความเข้มข้น 4 µg/mL 

C1V1 = C2V2 

8 µg/mL x V1 = 4 µg/mL x 6000 µL 

  V1 = (4 µg/mL x 6000 µL) / 8 µg/mL 

  V1 = 3000 µL แล้วเติม 0.016%DMSO in serum reduce medium 2%FBS 

ปริมาตร 3000 µL (ความเขม้ข้นสุดทา้ยเป็น 0.016% DMSO) 

Tube.3 เตรียมสารความเข้มข้น 0.8 µg/mL 

 C1V1 = C2V2 

4 µg/mL x V1 = 0.8 µg/mL x 3000 µL 

  V1 = (0.8 µg/mL x 3000 µL) / 4 µg/mL 

  V1 = 600 µL แล้วเติม 2400 µL 0.016%DMSO in serum reduced medium 

ปริมาตร 2%FBS (ความเข้มข้นสุดท้ายเปน็ 0.016% DMSO) 

4.6 วิธีคำนวณการเตรียม 0.016% DMSO จาก 100% DMSO 

Tube.1 เตรียม 0.016% DMSO จำนวน 10 mL ดังนั้นต้องเตรียม 

 C1V1 = C2V2 

100% x V2 = 0.016% x 10 mL 

  V2 = (0.016% x 10 mL) / 100% 

  V2 = 0.0016 mL หรือ 1.6 µL แล้วเติม 0%DMSO in serum reduced medium 

2%FBS ปริมาตร 9998.4 µL 

ดังนั้น ต้องปเิปต 100%DMSO มา 1.6 µL 
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4.7 การเตรียมสารทดสอบทั้ง 3 ชนิดจาก stock solution ด้วยการทำ serial dilution แล้ว

เจือจางด้วย serum reduced medium (2%FBS) เพื่อใช้ในการศึกษาผลการปิดของบาดแผล 

(wound healing assay) และการมีชีวิตของเซลล์ (WST-1 assay) 

Stock 
(mg/mL) 

Sample Conc. 
(µg/mL) 

Volume 
sample 

(µL) 

%DMSO in 
medium 

before dilute 

Volume 
medium 

(µL) 

Final 
%DMSO 

  50 7 0 6993 0.1 
50 Bael leaf oil 25 3000 0.1 300 0.1 

  5 600 0.1 2400 0.1 
  0.2 7 0 6993 0.0004 

50 Limonene 0.1 3000 0.0004 300 0.0004 
  0.02 600 0.0004 2400 0.0004 
  8 1.13 0 6998.88 0.016 

50 Trans-caryophyllene 4 3000 0.016 3000 0.016 
  8.0 600 0.016 2400 0.016 

 

5. แสดงภาพตัวอย่างแผนผังการใส่เซลล์และสารทดสอบในการศึกษาฤทธิ์การสมานแผล
ด้วยวิธี Wound healing assay ใน 24 well plate ด้วยวิธ ีscratch 

 

 

 

Pipette tip 200 µL 

Cont. Conc.1

nc.1 

Conc.2

nc.1 

Conc.3

nc.1 
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6. แสดงภาพตัวอย่างรูปแบบการใส่เซลล์และสารทดสอบในการศึกษาฤทธิ์การสมานแผล
ด้วยวิธี Wound healing assay ด้วยวิธ ีculture insert 4 well 

สารทดสอบ Control  Conc.1 Conc.2 Conc.3 

Bael leaf oil 

 
2 x 105cells/well 

 8 x 105cells/4well 

 
2 x 105cells/well 

  8 x 105cells/4well 

 
2 x 105cells/well 

       8 x 105cells/4well 

 
2 x 105cells/well 

 8 x 105cells/4well 

Limonene 

 
2 x 105cells/well 

 8 x 105cells/4well 

 
2 x 105cells/well 

 8 x 105cells/4well 

 
2 x 105cells/well 

 8 x 105cells/4well 

 
2 x 105cells/well 

 8 x 105cells/4well 

Trans-
caryophyllene 

 
 

2 x 105cells/well 
 8 x 105cells/4well 

 
2 x 105cells/well 

 8 x 105cells/4well 

 
2 x 105cells/well 

 8 x 105cells/4well 

 
2 x 105cells/well 

 8 x 105cells/4well 

 

สารทดสอบ Control  Conc.1 Conc.2 Conc.3 

Bael leaf oil 

 
0.1% 

 
50 µg/ml 

 
25 µg /ml 

 
5 µg /ml 

Limonene 

 
0.0004% 

 
0.2 µg /ml 

 
0.1 µg /ml 

 
0.02 µg /ml 

Trans-
caryophyllene 

 

 
0.016% 

 
8 µg /ml 

 
4 µg /ml 

 
0.8 µg /ml 
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7. วิธีเตรียมสารสำหรับศกึษาระดับการแสดงออกของยีน 

7.1 การเตรียม 70% ethanol 100 mL จาก 96% ethanol 

  C1V1=C2V2 

96%x V1 = 70% x 10 mL 

          V1 = 70% x 10 mL / 96% 

   = 73  

ดังนั้นต้องใช้ 96% ethanol 73 mL แล้วเตมิน้ำกลั่น 27 mL 

7.2 การเตรียม 1.2% Agarose gel ปริมาตร 15 mL 

C1V1=C2V2 

100% x V1 = 1.2% x 15 mL 

             V1 = (1.2% x 15 mL) / 100% 

                  = 0.18 g  

ดังนั้นต้องชัง่ Agarose powder 0.18 กรมั แล้วเติมน้ำกลั่น 15 mL 

7.3 การเตรียม 1xTAE จาก Stock 50xTAE ปริมาตร 1000 mL 

 C1V1=C2V2 

5X x V1 = 1X x 1000 mL 

        V1 = (1X x 1000 mL) / 50X 

             = 20 mL  

ดังนั้นต้องใช ้50xTAE 20 mL แล้วเติมน้ำกลั่น 980 mL 
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7.4 การเตรียม 100bp DNA ladder marker ปริมาตร 100 µL 

 Stock 100bp DNA ladder marker 10 µL 

 น้ำกลั่น      80 µL 

 loading dye     10 µL 

7.5 การเตรียม primer 10 µM จาก stock primer 100 µM ปริมาตร 100 µL 

 C1V1=C2V2 

100 µM x V1 = 10 µM x 100 µL 

        V1 = (10 µM x 100 µL) / 100 µM 

             = 10 µL   

ดังนั้นต้องใช้ stock primer 10 µL แล้วเติมน้ำกลั่น 90 µL 

7.6 ความเข้มข้น primer ที่ใช้ใน 20 µL/ reaction 

 จาก primer 10 µM  ดงึไปใช้ 1 µL  

C1V1=C2V2 

10 µM x 1 µL = C2 x 20 µL 

                C2 = (1 µL x 10 µM) / 20 µL 

                     = 0.5 µM 

ดังนั้นความเข้มข้นของ primer ในปริมาตร  20 µL เท่ากับ  0.5 µM 
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7.7 แสดงส่วนประกอบในการเตรียมสารละลายสำหรับวิเคราะห์ปริมาณ total RNA 

 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Quan-iTTM RNA assay kit protocol, Invitrogen ,USA  

 

7.8 แสดงส่วนประกอบในการสังเคราะห์ Complementary DNA (cDNA) 

 

ที่มา : ดัดแปลงจาก qScript® cDNA SuperMix บริษัท Quanatabio, USA 
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 7.9 แสดงส่วนประกอบในปฏิกิริยาการเพิ่มจำนวนดีเอ็นเอ 

 

ที่มา : PerfeCTa SYBR Green FastMix บริษัท Quanatabio, USA 
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ภาคผนวก ข 

ข้อมูลการวิจัย 

1. ภาพการปดิของบาดแผลจากการทดสอบฤทธิก์ระตุ้นการสมานแผลของน้ำมันหอระเหยจากใบ
มะตูม สารลิโมนิโมนีน และสารทรานแคริโอฟิลลินดว้ยวิธี scratch assay  
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2. พื้นทีก่ารปดิบาดแผลทดสอบวิธี scratch และ culture insert ที่ทดสอบด้วย น้ำมนัหอมระเหย
จากใบมะตูม สารลิโมนีนและ สารทรานแคริโอฟิลลีน ทีเ่วลา 24 และ 48 ชั่วโมง 

ตาราง 14 ผลการวัดพื้นที่การปิดบาดแผลที่ทดสอบด้วยน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูมที่เวลา 24 
ชั่วโมง 

ความเข้มข้น 
(µg/mL) 

วิธี Scratch 
 

วิธี Culture insert Mean 
(*) 

SD P-value 
*p<0.05 

 ครั้งที่ 1* ครั้งที ่1* ครั้งที่ 2* ครั้งที่ 3    
0 35.04790 43.16868 14.20989 53.82335 30.80882 14.93  
5 69.09578 84.43204 100 24.58049 84.50928 15.45 0.04* 
25 60.05000 77.09877 100 8.441902 79.04960 20.04 0.06 
50 48.44215 77.06311 100 69.98793 75.16842 25.83 0.08 

ตาราง 15 ผลการวัดพื้นที่การปิดบาดแผลที่ทดสอบด้วยน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูมที่เวลา 48 
ชั่วโมง 

ความเข้มข้น 
(µg/mL) 

วิธี Scratch 
 

วิธี Culture insert Mean 
(*) 

SD P-value 
*p<0.05 

 ครั้งที่ 1* ครั้งที ่1* ครั้งที่ 2* ครั้งที่ 3    
0 76.69700 89.63227 100 99.99718 88.77642 11.67  
5 93.34249 100 100 50.16589 97.78083 3.84 0.10 
25 99.24297 99.09371 100 21.72391 99.44556 0.48 0.12 
50 82.96070 100 100 73.82248 94.32023 9.83 0.10 
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ตาราง 16 ผลการวัดพื้นที่การปิดบาดแผลที่ทดสอบด้วยสารลิโมนีนที่เวลา 24 ชั่วโมง 

ความเข้มข้น 
(µg/mL) 

วิธี Scratch 
 

วิธี Culture insert Mean 
(*) 

SD P-value 
*p<0.05 

 ครั้งที่ 1* ครั้งที ่1* ครั้งที่ 2* ครั้งที่ 3    
0 35.76771 53.88678 96.44754 96.70267 62.03401 31.14  

0.02 44.79253 76.65922 98.42801 72.95960 73.29325 26.97 0.10 
0.1 61.39617 77.14628 91.55694 98.88896 76.69980 15.08 0.13 
0.2 58.91576 62.06612 91.03467 76.22274 70.67218 17.70 0.20 

ตาราง 17 ผลการวัดพื้นที่การปิดบาดแผลที่ทดสอบด้วยสารลิโมนีนที่เวลา 48 ชั่วโมง 

ความเข้มข้น 
(µg/mL) 

วิธี Scratch 
 

วิธี Culture insert Mean 
(*) 

SD P-value 
*p<0.05 

 ครั้งที่ 1* ครั้งที ่1* ครั้งที่ 2* ครั้งที่ 3    
0 44.36762 95.44896 100 100 79.93886 30.88  

0.02 57.01601 100 100 99.55062 85.67200 24.81 0.13 
0.1 85.16772 98.24305 100 100 94.47026 8.10 0.19 
0.2 75.31890 100 100 100 91.77297 14.24 0.17 

ตาราง 18 ผลการวัดพื้นที่การปิดบาดแผลที่ทดสอบด้วยสารทรานแคริโอฟิลลีนที่เวลา 24 ชัว่โมง 

ความเข้มข้น 
(µg/mL) 

วิธี Scratch 
 

วิธี Culture insert Mean 
(*) 

SD P-value 
*p<0.05 

 ครั้งที่ 1* ครั้งที ่1* ครั้งที่ 2* ครั้งที่ 3    
0 42.97017 28.80171 58.56896 64.97059 43.44694 14.88  

0.8 68.34227 46.27351 64.34819 46.06624 59.65466 11.75 0.05 
4 66.02153 69.61303 98.33556 74.29526 77.99004 17.71 0.01* 
8 52.17845 96.19394 90.93613 77.64581 79.76951 24.03 0.08 
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ตาราง 19 ผลการวัดพื้นที่การปิดบาดแผลที่ทดสอบด้วยสารทรานแคริโอฟิลลีนที่เวลา 48 ชัว่โมง 

ความเข้มข้น 
(µg/mL) 

วิธี Scratch 
 

วิธี Culture insert Mean 
(*) 

SD P-value 
*p<0.05 

 ครั้งที่ 1* ครั้งที ่1* ครั้งที่ 2* ครั้งที่ 3    
0 52.06616 39.53719 84.84211 99.06302 58.81515 23.39  

0.8 83.05959 73.03008 95.88565 94.69676 83.99177 11.45 0.03* 
4 85.60681 97.54364 100 100 94.38348 7.69 0.05 
8 65.74088 100 100 100 88.58029 19.77 0.09 

 

3. ผลการทดสอบสารต่อการเพิ่มชีวิตของเซลล์ที่เกี่ยวข้องกับการสมานแผลที่เวลา 24 ชั่วโมง 

ตาราง 20 ผลการทดสอบการเพิ่มชีวิตของเซลล์ที่ทดสอบด้วยน้ำมนัหอมระเหยจากใบมะตูม   

ความเข้มข้น 
(µg/mL) 

Bael leaf oil Mean 
 

SD P-value 
*p<0.05 

 ครั้งที ่1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3    
0 100 100 100 100 0  
5 101.4085 117.5305 125.4090 114.7826 12.23 0.09 
25 145.2465 106.7073 119.8875 123.9471 19.59 0.08 
50 165.3609 95.8841 101.0225 120.7559 38.71 0.23 

ตาราง 21 ผลการทดสอบการเพิ่มชีวิตของเซลล์ที่ทดสอบด้วยสารลิโมนีน 

ความเข้มข้น 
(µg/mL) 

Limonene Mean 
 

SD P-value 
*p<0.05 

 ครั้งที ่1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3    
0 100 100 100 100 0  

0.02 102.1924 83.2839 111.2765 98.9176 14.28 0.45 
0.1 89.0987 86.8387 101.3738 92.4371 7.82 0.12 
0.2 107.9172 91.6208 99.1986 99.5789 8.15 0.47 
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ตาราง 22 ผลการทดสอบการเพิ่มชีวิตของเซลล์ที่ทดสอบด้วยสารทรานแคริโอฟิลลนี  

ความเข้มข้น 
(µg/mL) 

Trans-caryophyllene 
 

Mean 
 

SD P-value 
*p<0.05 

 ครั้งที ่1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3    
0 100 100 100 100 0  

0.8 108.8793 99.3761 86.3256 98.1937 11.32 0.40 
4 112.4955 107.9323 109.8541 110.0940 2.29 0.00* 
8 123.3083 101.5152 112.3135 112.3790 10.90 0.09 

 

4. ผล Cycle Threshold (Ct) จากการศึกษาระดับการแสดงออกของยีนอะความพอริน-3 ด้วยวิธี 
real time PCR และวธิีการคำนวณระดับการแสดงออกของยีน (relative expression) 

ตาราง 23 ผล Cycle Threshold (Ct) ของกลุ่มเซลล์ที่ไดร้ับน้ำมันหอมระเหยจากใบมะตูมที่ความ
เข้มข้น 5 µg/mLและกลุ่มเซลล์ที่ไม่ได้รับสาร 

Gene Control 
bael leaf oil 

Mean  Bael leaf oil 
 5 µg/mL 

Mean 

GAPDH 17.45053 17.36684 17.40869 17.06164 16.89375 16.97770 
AQP3 33.87977 33.54812 33.71395 30.72488 31.14347 30.93418 

GAPDH 17.13772 - 17.13772 16.59779 - 16.59779 
AQP3 33.63812 - 33.63812 31.55804 - 31.55804 

GAPDH 17.23722 17.28136 17.25929 16.28449 16.00611 16.14530 
AQP3 35.70056 34.27852 34.98954 32.56015 31.84115 32.20065 

 

ตัวอย่าง การคำนวณระดับการแสดงออกของยีน (Relative expression) ตามสมการดังนี ้

∆Ct (treated) = treated gene of interest – treated housekeeping gene (1) 

∆Ct (control) = control gene of interest – control housekeeping gene  (2) 
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∆∆Ct = ∆Ct (treated) - ∆Ct (control)      (3) 

Relative expression = 2-∆∆C t 

แทนค่าสมการ กลุ่มเซลลท์ี่ได้รับน้ำมนัหอมระเหยจากใบมะตูมที่ความเข้มข้น 5 µg/mL 

∆Ct (treated) = 30.93418 - 16.97770 = 13.95648 

∆Ct (control) = 33.71395 - 17.40869 = 16.30526 

∆∆Ct = 13.95648 - 16.30526 = -2.34878 

2-∆∆C t= 5.09393 
 

และกลุ่มเซลลท์ี่ไม่ได้รับสาร 

∆Ct (control) = 33.71395 - 17.40869 = 16.30526 

∆Ct (control) = 33.71395 - 17.40869 = 16.30526 

∆∆Ct = 16.30526 - 16.30526 = 0 

2-∆∆Ct = 1 

ตาราง 24 ผลการคำนวณระดับการแสดงออกของยีนอะความพอริน-3 ของกลุ่มเซลล์ที่ได้รับน้ำมัน
หอมระเหยจากใบมะตูมที่ความเข้มขน้ 5 µg/mLและกลุม่เซลล์ที่ไม่ไดร้ับสาร 

∆Ct (treated) ∆Ct (control) ∆∆Ct 2-∆∆Ct Mean Relative 
expression 

±SD 

13.95648 16.30526 -2.34878 5.09393    
 16.30526 0 1    

14.96025 16.50040 -1.54015 2.90825 3.73172 3.7 1.2 
 16.50040 0 1    

16.05535 17.73025 -1.6749 3.19297    
 17.73025 0 1    
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ตาราง 25 ผล Cycle Threshold (Ct) ของกลุ่มเซลล์ที่ไดร้ับสารทรานแคริโอฟิลลีนที่ความเข้มขน้ 4 
µg/mLและกลุม่เซลล์ที่ไม่ไดร้ับสาร 

Gene Control 
trans-caryophyllene 

Mean Trans-caryophyllene 
4 µg/mL 

Mean 

GAPDH 17.07877 17.03018 17.054475 16.56568 16.40537 16.48553 
AQP3 32.31168 32.10602 32.20885 29.72044 29.62506 29.67275 

GAPDH 16.18525 15.98682 16.08604 16.43958 16.28579 16.36269 
AQP3 37.31560 34.04358 35.67959 34.85588 33.91941 34.38765 

GAPDH 16.13674 16.04823 16.09249 15.23322 15.11621 15.17472 
AQP3 32.06896 32.33722 32.20309 30.33157 30.08161 30.20659 

ตาราง 26 ผลการคำนวณระดับการแสดงออกของยีนอะความพอริน-3 ของกลุ่มเซลล์ที่ได้รับสาร 
ทรานแคริโอฟิลลีนที่ความเขม้ข้น 4 µg/mLและกลุ่มเซลล์ที่ไม่ได้รับสาร 

∆Ct (treated) ∆Ct (control) ∆∆Ct 2-∆∆Ct Mean Relative 
expression 

±SD 

13.18723 15.15438 -1.96715 3.90995    
 15.15438 0 1    

18.02496 19.59356 -1.56860 2.96616 2.99609 3.0 0.9 
 19.59356 0 1    

15.03188 16.11061 -1.07873 2.11218    
 16.11061 0 1    

 
 
 
 
 



 

ประวัติผู้เขียน 
 

ประวัติผู้เขียน 
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