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บทคัดย่อ 
ความผิดปกติทางผิวหนังเกิดขึ้นได้บ่อยในคนสูงอายุ และมักถูกมองข้าม จนบางครั้งอาจกลายเป็นภาวะเรื้องรังท่ียากต่อการ

รักษา อีกท้ังยาแผนปัจจุบันท่ีใช้ในการรักษาโรคผิวหนังก็มักมีส่วนผสมของสเตียรอยด์ ดังน้ันงานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาฤทธิ์
ส่งเสริมการสมานแผลของสารสกัดลูกใต้ใบ (Phyllanthus amarus Schumach. & Thonn.) และสารสกัดรางจืด (Thunbergia 
laurifolia Linn.) ต่อเคราติโนไซต์มนุษย์ สารสกัดลูกใต้ใบ และสารสกัดรางจืดเตรียมโดยใช้เอทานอล (80%) เป็นตัวทำละลายในการ
สกัด การตรวจสอบสารพฤกษเคมีแสดงให้เห็นว่าสารสกัดลูกใต้ใบ และสารสกัดรางจืดมีสารประกอบฟีนอลิก ฟลาโวนอยด์ แทนนิน 
และฟลาวานอล การตรวจสอบความเป็นพิษของสารสกัดท้ังสองชนิดต่อเคราติโนไซต์มนุษย์  (เซลล์ HaCaT) โดยวิธี neutral red 
accumulation assay พบว่าสารสกัดท้ังสองชนิดไม่แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ เมื่อใช้ท่ีความเข้มข้นต่ำกว่า 1,000 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร เป็นเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง ดังน้ันจึงเลือกใช้สารสกัดลูกใต้ใบ และสารสกัดลูกใต้ใบท่ีความเข้มข้น 200, 400, 600 และ 800 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในการทดสอบฤทธิ์ส่งเสริมการสมานแผลด้วยวิธี scratch wound healing assay โดยติดตามการเคลื่อนท่ีของ
เซลล์เข้าปิดรอยขีดบาดแผลท่ีเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง ผลการทดสอบพบว่าการใช้สารสกัดสมุนไพรลูกใต้ใบท่ีความเข้มข้น 600 และ 
800 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 48 ชั่วโมง และสารสกัดสมุนไพรรางจืดท่ีความเข้มข้น 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 48 
ชั่วโมง มีผลส่งเสริมการสมานแผลอย่างมีนัยสำคัญ นอกจากน้ีการให้สารสกัดสมุนไพรลูกใต้ใบท่ีความเข้มข้น 800 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก็ให้ผลส่งเสริมการสมานแผลอย่างมีนัยสำคัญเช่นกัน ผลการศึกษาน้ีชี้ว่าสารสกัดลูกใต้ใบและสารสกัด
รางจืดมีศักยภาพท่ีจะนำไปพัฒนาเป็นยาสมานแผลบริเวณผิวหนังได้ 
 

คำสำคัญ: สารสกัดลูกใต้ใบ  สารสกัดรางจืด  เคราติโนไซต์มนุษย์  ฤทธ์ิส่งเสริมการสมานแผล   
 

Abstract 
Dermatological disorders are common in elderly and often overlooked. Sometimes it can become a 

chronic condition that is difficult to treat. In addition, modern medicines used to treat skin diseases often contain 
steroids. Therefore, this research aimed to study the wound healing promoting activity of Phyllanthus amarus 
Schumach. & Thonn. extract (PAE) and Thunbergia laurifolia Linn. extract (TLE) on human keratinocyte. PAE and 
TLE were prepared using 80% ethanol as an extraction solvent. Phytochemical screening revealed that PAE and 
TLE contained phenolic compounds, flavonoids, tannins and flavanols. Cytotoxic effect of PAE and TLE on human 
keratinocyte cell line (HaCaT cell) was determined by neutral red accumulation assay. It was found that both 
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extracts showed no cytotoxic effect when applied at the concentrations less than 1,000 µg/mL for 24 and 48 h. 
Therefore, PAE and TLE at the concentrations of 200, 400, 600 and 800 µg/mL were used to investigate their 
wound healing promoting activity using scratch wound healing assay by examining cell migration to fill the scratch 
gap at 24 and 48 h. It was found that treatment with PAE at the concentrations of 600 and 800 µg/mL for 48 h 
and with TLE at the concentration of 600 µg/mL for 48 h showed significant wound healing activity. Furthermore, 
treatment with PAE at the concentration of 800 µg/mL for 24 h also showed significant wound healing activity. 
The results of this study indicated that PAE and TLE had potential to be developed as skin wound healing agents. 
 

Keywords: Phyllanthus amarus Schumach. & Thonn. extract, Thunbergia laurifolia Linn. extract, Human keratinocyte,  
                Wound healing promoting activity 
 
1. บทนำ  

ปัจจุบันการพัฒนาด้านสาธารณสุขและเทคโนโลยี
ทางการแพทย์ ส่งผลให้ประชากรมีอายุเฉลี่ยท่ีมากขึ้น หลาย
ประเทศรวมถึงประเทศไทยมีสัดส่วนผู้สูงอายุต่อผู้ท่ีอยู่ในวัย
ทำงานเพิ่มขึ้นและมีแนวโน้มจะกลายเป็นสังคมผู้สูงอายุโดย
สมบูรณ์ในอีกไม่ช้า เมื่อสูงอายุขึ้น ร่างกายย่อมมีการเปลี่ยนแปลง
เกิดขึ้นหลายอย่างท้ังการเปลี่ยนแปลงท่ีสังเกตเห็นได้และการ
เปลี่ยนแปลงเสื่อมชราของอวัยวะภายในท่ีสังเกตเห็นได้ยาก 
ความเสื่อมทางผิวหนังเป็นการเปลี่ยนแปลงทางร่างกายท่ี
สามารถสังเกตเห็นได้เป็นอันดับแรก ๆ เนื่องจากผิวหนังได้รับ
ผลกระทบจากปัจจัยภายนอก (Extrinsic aging) ท้ังสารพิษ 
และมลภาวะ เช่น ฝุ่น ควัน รังสี  ซ่ึงรังสีอัลตร้าไวโอเล็ต 
(Ultraviolet radiation) ซ่ึงเป็นสาเหตุหลักท่ีส่งผลให้ผิวหนัง
เสื่อมสภาพ ความชราท่ีเกิดจากการได้รับรังสี น้ี เรียกว่า 
Photoaging [1] ปัจจัยความเสื่อมท้ังจากภายนอกและภายใน
จะค่อย ๆ ส่งผลให้ผิวหนังมีการเปลี่ยนแปลงไปทีละน้อย 
โครงสร้างของเซลล์ผิวหนังสูญเสียรูปร่างเดิม ชั้นผิวหนังบางลง 
โครงสร้างของโปรตีนคอลลาเจน (Collagen) และอีลาสติน 
(Elastin) ในผิวหนังชั้น Dermis มีปริมาณลดลงและมีการจับ
ตัวเรียงต่อกันท่ีเปล่ียนไป ส่งผลให้ผิวหนังมีริ้วรอยหย่อนคล้อย 
ต่อมไขมันในชั้น Stratum corneum ของ Epidermis มีการ
ผลิตและหลั่งไขมันเคลือบผิวลดลง ส่งผลให้เกิดการสูญเสียน้ำ
ออกจาก Stratum corneum และกระทบการทำงานของ
เอนไซม์ในชั้นผิวหนัง ผิวหนังผู้สูงอายุจึงมักมีลักษณะแห้ง
เป็นขุย แตกเป็นสะเก็ด (Xerosis cutis) คัน (Pruritus) ความ
ต้านทานต่อสภาพแวดล้อมน้อยลง นอกจากน้ีเซลล์ผิวหนังท่ี
เสื่อมสภาพจะสังเคราะห์สารต้านอนุมูลอิสระได้ลดลง เซลล์ต้น
กำเนิดซ่ึงทำหน้าท่ีแบ่งตัวเพิ่มเซลล์ใหม่ทดแทนเซลล์ เดิมท่ี
เสื่อมสภาพมีปริมาณลดลง รวมถึงเซลล์ระบบภูมิคุ้มกันซ่ึงทำ
หน้าท่ีป้องกันเชื้อจุลชีพและขจัดเซลล์กลายพันธุ์ท่ีเกิดขึ้นในชั้น

ผิวหนังมีการทำงานเปลี่ยนแปลงไป ผู้สูงอายุจึงมีความเสี่ยงใน
การเกิดมะเร็งผิวหนังและติดเชื้อท่ีผิวหนังได้ง่ายกว่าผู้ท่ีมีอายุ
น้อย เซลล์ผิวหนังท่ีมีอายุน้ันจะหลั่งสารก่ออักเสบมากขึ้น ซ่ึง
เป็นกลไกหน่ึงที่เร่งให้ผิวหนังเสื่อมสภาพเร็วขึ้นและไม่สามารถ
ฟื้นตัวเข้าสู่กระบวนการฟื้นฟูซ่อมแซมได้ การท่ีผิวหนังชั้น 
Epidermis และ Dermis บางลงประกอบกับลักษณะ Xerosis 
cutis น้ีจะเพิ่มความเสี่ยงให้ผู้สูงอายุเกิดการบาดเจ็บจาก
ผิวหนังฉีกขาดหรือเป็นแผลจากแรงกดทับได้ง่าย 

ปัญหาผิวหนังในผู้สูงอายุมักเป็นภาวะเรื้อรัง รักษาได้
ยาก ส่งผลกระทบท้ังทางด้านร่างกาย จิตใจ อารมณ์ สังคม 
และเศรษฐกิจ มีคุณภาพชีวิตลดลง อีกท้ังเภสัชภัณฑ์ท่ีใช้ใน
การรักษาภาวะความผิดปกติของผิวหนังในปัจจุบันล้วนเป็นตัว
ยาแผนปัจจุบัน นอกจากน้ียารักษาอาการแห้งอักเสบและผื่น
แพ้ ท่ีผิวหนังมักเป็นยาท่ีมีส่วนผสมของสเตียรอยด์ เช่น 
Betamethasone, Amcinonide ห รื อ  Desoximetasone 
ซ่ึงเป็นยาท่ีออกฤทธิ์แบบไม่จำเพาะ อาจก่อให้เกิดผลข้างเคียง
เมื่ อ ใช้ ต่ อ เน่ืองกัน เป็นระยะเวลานาน เช่น  Epidermal 
thinning, Stellate scar, Blot hemorrhage, Dermal 
atrophy, Purpura, Rosacea, Miliaria hypertrichosis, 
Tachyphylaxis และ Masking microbial infections ผลท่ี
เกิดขึ้นบางกรณีจะไม่สามารถแก้ไขได้ และรอยโรคอาจคงอยู่
ถาวรตลอดไป หากปรับมาใช้การบริบาลสุขภาพเชิงป้องกัน 
โดยเน้นไปท่ีการส่งเสริมกระบวนการชะลอการเสื่อมของ
สุขภาพผิวหนัง ป้องกันมิให้เกิดปัญหาของผิวหนังในวงกว้าง
ตั้งแต่เริ่มแรก จึงน่าจะเป็นกลยุทธ์ในการจัดการปัญหาสุขภาพ
ผิวหนังท่ีดีกว่า ดังน้ันจึงมีความพยายามในการค้นหาและ
พัฒนาเภสัชภัณฑ์ท่ีมีคุณสมบัติส่งเสริมรักษาโรคผิวหนังท่ีมี
ความจำเพาะต่อเซลล์ (Cell specificity) มากขึ้น เพื่อลด
อาการข้างเคียงท่ีเกิดจากการใช้ยาแบบเดิม การศึกษาฤทธิ์ต่อ
ผิวหนังในปัจจุบันจึงมุ่งเป้าไปท่ีสาร Non-nutrients หรือ 
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Bioactive compounds ท่ี เป็ นส่ วนประกอบของพื ชผั ก
สมุนไพรในธรรมชาติท่ีมีการนำมาใช้บำรุงผิวหนังตั้งแต่อดีต 
เช่น สารในกลุ่ม phenolic acids จากต้นมะกอก [2] สาร 
Naringenin หรือ Catechins ซ่ึงเป็นสารในกลุ่ม flavonoids 
พบมากในผลไม้รสเปรี้ยว ชาเขียว [3], [4], Stilbenes จาก
องุ่น [5], Lignans จากเมล็ด Flaxseed [6] หรือ Astaxanthin 
[7] ท่ีพบมากในสาหร่ายสีแดง ตัวอย่างสารสกัดหยาบท่ีมี
การศึกษาผลของการสมานแผลแล้ว เช่น สารสกัดจากต้น 
Ficus exasperata [8] ต้ น  Vernonia auriculifera Hiern [9] 
หรือต้น Maytenus ilicifolia [10] จะเห็นได้ว่าสารพฤกษเคมี
หรือพืชท่ีมีการศึกษาวิจัย เหล่าน้ีเป็นพืชท่ีมีถิ่นกำเนิดใน
ต่างประเทศ มิได้เป็นพืชประจำถิ่นท่ีพบได้ในประเทศไทย หาก
สามารถค้นพบพืชสมุนไพรในประเทศไทยท่ีมีคุณสมบัติช่วย
ป้องกันส่งเสริมผิวหนังได้จึงน่าจะเป็นประโยชน์ต่อประชาชน
ไทยมากกว่า ลูกใต้ใบ (Phyllanthus amarus Schumach. 
& Thonn.) แ ล ะ ร า ง จื ด  (Thunbergia laurifolia Linn.) 
จัดเป็นสมุนไพรท่ีเริ่มมีการนำมาใช้และศึกษาประโยชน์มากขึ้น 
โดยสมุนไพรท้ังสองชนิดมีสรรพคุณในการต้านอนุมูลอิสระ 
[11] สามารถยับยั้งการอักเสบได้ดี [12] สารสกัดลูกใต้ใบมี
ฤทธิ์ในการทำลายเชื้อจุลชีพก่อโรคบนผิวหนัง [13] สารสกัด
รางจืดสามารถยับยั้งเอนไซม์ Matrix metalloproteinases 
และ Hyaluronidase [14] งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษา
ฤทธิ์ส่งเสริมการสมานแผลของสารสกัดลูกใต้ใบ และสารสกัด
รางจืดต่อเคราติโนไซต์มนุษย์ ซ่ึงเป็นเซลล์ท่ีมีบทบาทสำคัญใน
กระบวนการซ่อมแซมและหลั่งสารป้องกันผิวหนังชั้นนอกจาก
อนัตรายต่าง ๆ ผลจากการศึกษาน้ีจะทำให้ทราบสรรพคุณของ
ลูกใต้ใบและรางจืดในการต่อต้านพยาธิสภาพแผลของผิวหนัง 
เพื่อนำไปพัฒนาใช้ในการรักษาหรือบรรเทาอาการเสื่อมชรา
ของผิวหนังต่อไป 

 
2. วัสดุ อุปกรณ์และวิธีการวิจัย  

2.1. การเตรียมตัวอย่างสารสกัดสมุนไพร 
ตัวอย่างสมุนไพรลูกใต้ใบ (Phyllanthus amarus 

Schumach. & Thonn.) และรางจืด (Thunbergia laurifolia 
Linn.) เก็บจากสวนสมุนไพรสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ 
สยามบรมราชกุมารี อำเภอเมืองระยอง จังหวัดระยอง และส่ง
ระบุลักษณะทางพฤกษ-อนุกรมวิธาน เพื่อจัดทำตัวอย่างพรรณ
ไม้แห้งอ้างอิงในงานวิจัย ณ ภาควิชาพฤกษศาสตร์ คณะ
วิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย โดยตัวอย่างลูกใต้ได้รับ
หมายเลข herbarium number 013516 (BCU) ตัวอย่างต้น

รางจืดได้รับหมายเลข herbarium number 013424 (BCU) 
หลังการทำความสะอาดและตากตัวอย่างต้นลูกใต้ใบและ
รางจืดจนแห้งแล้ว จะบดตัวอย่างลูกใต้ใบ (ท้ังต้น) และ
ตัวอย่างรางจืด (ใบ) จำนวน 10 กรัมจนละเอียดและสกัดด้วย
เอทานอล 80% (80% Ethanol) (Merck, Germany) ด้วย
เทคนิค Cold refluxing ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง โดยทำการสกัดสารออกฤทธิ์ซ้ำท้ังหมด 3 ครั้ง 
จากน้ันรวบรวมสารสกัดท้ังหมดนำมากรองเพื่อขจัดสิ่งสกปรก
ออกก่อนด้วยกระดาษกรอง Whatman No. 1 (Maidstone, 
Kent, UK) และระเหยตัวทำละลายออกด้วยเทคนิค Rotary 
evaporation ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ความดัน 200 
mbar (Heidolph Instrument, Germany) และทำเป็นผง
ด้วยการทำแห้งแบบแช่เยือกแข็ง ณ อุณหภูมิ -50 องศา
เซลเซียส  ความดัน  400 mbar ด้ วย เครื่ อ ง Lyophilizer 
(Thermo Electron Corparation, USA) เก็บตัวอย่างสมุนไพร
เพื่อใช้ในการทดสอบต่อไปท่ี -80 องศาเซลเซียส [11], [12] 
 

2.2. การตรวจวัดปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 
การตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด 

(Total phenolic content) ด้วยวิธี Folin Ciocalteau Phenol 
assay ดำเนินการทดสอบตามแนวทางของ Singleton et al. 
[15] โดยผสมสารสกัดลูกใต้ใบ และสารสกัดรางจืดความ
เข้มข้น 200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
กับสารละลาย Folin-Ciocalteu ความเข้มข้น 10% ปริมาตร 
500 ไมโครลิตร ตั้งท้ิงให้เกิดปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 25 นาที จากน้ันเติมสารละลาย 10 mM 
Na2CO3 ปริมาตร 350 ไมโครลิตร ตั้งปฏิกิริยาต่ออีก 20 นาที 
จนปรากฏสีน้ำเงินขึ้น นำไปวัดค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 
750 นาโนเมตรด้วยเครื่อง Microplate spectrophotometer 
(Multiskan Spectrum, Thermo Electron Corporation, 
Finland) นำผลการทดสอบท่ีได้ ไปเทียบกับกรดแกลลิก 
(Gallic acid) มาตรฐาน และรายงานปริมาณสารประกอบ    
ฟีนอลิกรวมในหน่วยมิลลิโมลสมมูลของกรดแกลลิกต่อ
กิโลกรัมของสารตัวอย่างแห้ง (mmol Gallic acid equivalent 
(GAE)/kg DW) 

 
2.3. การตรวจวัดปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ 
การตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์

ท้ั งหมด (Total flavonoid content) ด้ วยวิธี  Aluminum 
chloride assay ดำเนินการทดสอบตามแนวทางขั้นตอนของ 
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Zhishen et al. [16] โดยผสมสารสกัดลูกใต้ใบ และสารสกัด
รางจืดความเข้มข้น 200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร กับสารละลาย 5% (w/v) NaNO2 ปริมาตร 150 
ไมโครลิตร ตั้งให้เกิดปฏิกิริยาเป็นเวลา 6 นาที ท่ีอุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส แล้วเติมสารละลาย 10%(w/v) AlCl3 ปริมาตร 
150  ไมโครลิตร ตั้ งปฏิกิริยาต่ออีก  6 นาที สุดท้ายเติม
สารละลาย 1.0  M NaOH ปริมาตร 500  ไมโครลิตร ตั้ ง
ปฏิกิริยาต่ออีก 15 นาทีจนเกิดสีชมพู นำไปวัดค่าดูดกลืนแสง
ท่ีความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร นำผลการทดสอบท่ีได้ไป
เทียบกับเควอร์ซิติน (Quercetin) มาตรฐาน และรายงาน
ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวมในหน่วยมิลลิโมลสมมูล
ของเควอร์ซิตินต่อกิโลกรัมของสารตัวอย่างแห้ง (mmol 
Quercetin equivalent (QE)/kg DW) 
 

2.4. การตรวจวัดปริมาณสารประกอบแทนนิน 
การตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบแทนนิน 

(Condensed tannin content) ในการทดสอบน้ีดัดแปลง
จากเทคนิคของ Sun et al. [17] เมื่ออยู่ในสภาวะท่ีเป็นกรด 
สายพอลิเมอร์ (Polymer) ของแทนนินจะเกิดปฏิกิริยาการ
สลายตัวได้เป็นโมโนเมอร์ (Monomer) ท่ีสามารถทำปฏิกิริยา
ต่อกับสารประกอบวานิลลิน (Vanillin) เกิดเป็นผลิตภัณฑ์
สารประกอบเชิงซ้อน Vanillin adduct ท่ีมีสีชมพูแดง ความ
เข้มของสีสารละลายท่ีเกิดขึ้นจะแปรผันตามปริมาณแทนนินท่ี
มีในตัวอย่างสารสกัด การวิเคราะห์น้ีดำเนินการโดยผสมสาร
สกัดลูกใต้ใบ และสารสกัดรางจืดความเข้มข้น 200 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร กับน้ำยา Vanillin ปริมาตร 
2 มิลลิลิตร ในสภาวะท่ีเป็นกรด (Vanillin 1 กรัมใน 70% 
H2SO4 100 มิลลิลิตร) แล้วตั้งท้ิงไว้ท่ีมืด อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากน้ันวัดการดูดกลืนแสงท่ีความ
ยาวคลื่น 500 นาโนเมตร โดยใช้คาเทชิน (Catechin) เป็นสาร
มาตรฐาน รายงานปริมาณแทนนินในหน่วยมิลลิโมลสมมูลของ
คาเทชินต่อกิโลกรัมของสารตัวอย่างแห้ง (mmol Catechin 
equivalent (CAE)/kg DW) 

 
2.5. การตรวจวัดปริมาณสารประกอบฟลาวานอล 
การตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟลาวานอล 

(Total flavanol content) ในการศึกษาน้ีใช้ขั้นตอนตาม
แนวทางของด้วยวิธีของ Jackson et al. [18] การทดสอบเริ่ม
โดยผสมสารสกัดลูกใต้ใบ และสารสกัดรางจืดความเข้มข้น 
200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 200 ไมโครลิตร กับน้ำยา 

0.1% (w/v) p-dimethylaminocinnamaldehyde (DMACA) 
ในสารละลาย 1.0 M HCl ในเมทานอล (Methanol) ตั้งให้
เกิดปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
จากน้ันวัดการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 640 นาโนเมตร 
โดยใช้คาเทชินเป็นสารมาตรฐาน รายงานปริมาณฟลาวานอล
ในหน่วยมิลลิโมลสมมูลของคาเทชินต่อกิโลกรัมของสาร
ตัวอย่างแห้ง (mmol Catechin equivalent (CAE)/kg DW) 

 
2.6. เซลล์เพาะเลี้ยง  
เซลล์เพาะเลี้ยงที่ใช้ในการศึกษาน้ีคือเซลล์ HaCaT ซ่ึง

เ ป็ น  Human keratinocyte cell line ( NCCS, India) 
เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ Dulbecco's Modified Eagle 
Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich, USA) ท่ีเติม 10% Heat 
inactivated fetal bovine serum (Sigma-Aldrich, USA), 
1% (v/v) Penicillin (100 ยูนิต (U) ต่อมิลลิลิตร) (Sigma-
Aldrich, USA) แ ล ะ  Streptomycin (1 0 0  มิ ล ลิ ก รั ม ต่ อ
มิลลิลิตร) (Sigma-Aldrich, USA) เพาะเลี้ยงในตู้เพาะเลี้ยง
ภายใต้สภาวะอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มี CO2 5% และ
ความชื้นระหว่าง 80-90% เมื่อเซลล์มีความหนาแน่นประมาณ 
70-80% ของขวดเลี้ยงเซลล์  ทำการเปลี่ยนถ่ายไปขวด
เพาะเลี้ยงใหม่ และเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุก 2-3 วัน ใน
การเก็บเซลล์เพื่อนำไปทดสอบต่อ จะล้างเซลล์ด้วยสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (Phosphate buffer solution; PBS) pH 
7.4 ก่อน 2 ครั้งแล้วย่อยให้เซลล์หลุดออกจากจานเพาะเลี้ยง
แยกเป็นเซลล์เดี่ยวก่อนด้วยเอนไซม์ 0.25% trypsin-EDTA 
นาน 15 นาทีก่อนปั่นเก็บเซลล์ใน DMEM จากนั้นแบ่งตัวอย่าง
เซลล์มาย้อมด้วย Trypan blue (Sigma-Aldrich, USA) และ
ตรวจนับจำนวนเซลล์ ท่ีมีชีวิตด้วย Hemocytometer เพื่อ
คำนวณจำนวนเซลล์สำหรับการทดสอบขั้นต่อไป 
 

2.7. การตรวจวัดความเป็นพิษต่อเซลล์ของสาร
สกัดสมุนไพร 

การทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดสมุนไพรท่ีมีต่อ
เซลล์ HaCaT ใช้เทคนิค Neutral red accumulation assay 
ตามแนวทางการทดสอบของ Zhang et al. [19] การทดสอบ
เริ่มโดยการเตรียมเซลล์ HaCaT ไว้ในถาดเลี้ยงเซลล์ขนาด 96 
หลุม และกำหนดให้มีจำนวนเซลล์ 1×104 เซลล์ต่อหลุม มี
ความหนาแน่นของเซลล์ประมาณ 85% จากน้ันทดสอบเซลล์
กับสารสกัดลูกใต้ใบ และสารสกัดรางจืด ท่ีความเข้มข้นตั้งแต่ 
100 , 200 , 400 , 600 , 800 , 1 ,000 , 2 ,000 และ 3 ,000 
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ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เจือจางด้วยอาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ เป็น
เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง ในการทดลองน้ี กำหนดให้กลุ่มเซลล์
ท่ีไม่ได้รับสารใด ๆ เป็นเซลล์ชุดควบคุมลบ (Negative control) 

เมื่อครบเวลาการทดสอบเซลล์กับสารสกัดลูกใต้ใบ 
และสารสกัดรางจืดท่ีกำหนดไว้แล้ว ดูดปริมาตรน้ำด้านบน
ออก 100 ไมโครลิตร  แล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ ท่ีผสมสี  
Neutral red (3-amino-7-dimethy-2-methylphenazine 
hydrochloride) (0.4% w/v) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงใน
ทุกหลุมการทดสอบ แล้วตั้งให้เกิดปฏิกิริยาเป็นเวลา 3 ชั่วโมง 
ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จะพบตะกอนสีแดงภายในเซลล์ 
ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ส่วนบนออก แล้วล้างเซลล์ด้วยสารละลาย 
0.5% ฟอร์มาลดีไฮด์ (Formaldehyde), 1% แคลเซียมคลอไรด์ 
(Calcium chloride) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ซ่ึงสารละลายน้ี
จะช่วยส่งเสริมเซลล์ให้ เกาะกับพื้นดียิ่ งขึ้น  จาก น้ันเติม
สารละลาย 1% กรดเกเชียลแอซิติก (Glacial acetic acid), 
50% เอทานอล (Ethanol) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงไป
เพื่อละลายตะกอนสีท่ีมีภายในเซลล์ เขย่าเบา ๆ แล้วปั่นเหวี่ยง
ท่ีความเร็ว 2500 rpm ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 10 นาที ดูดส่วนน้ำด้านบนปริมาตร 100 ไมโครลิตร ไป
อ่านการดูดกลืนแสงที่ความยาวแสง 550 นาโนเมตรด้วยเครื่อง 
Microplate spectrophotometer ( Multiskan Spectrum, 
Thermo Electron Corporation, Finland) ผลการทดสอบ
แสดงในรูปร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ (%Cell viability) ซ่ึง
คำนวณได้จากสูตรดังนี ้

 

%Cell viability = [AT/AC] x 100 
 

โดย AT = ค่าการดูดกลืนแสงของกลุ่มเซลลช์ุดทดสอบ 

     AC = ค่าการดูดกลืนแสงของกลุ่มเซลลช์ุดควบคุม 
 

การทดลองนี้ได้ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ของสาร
มาตรฐาน 3 ชนิด คือ สารธรรมชาติท่ีมีคุณสมบัติส่งเสริมการ
ทำงานของผิวหนังได้แก่ Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) 
(Sigma-Aldrich, USA) ท่ีความเข้มข้น 100 นาโนโมลาร์ (nM), 
Quercetin (Sigma-Aldrich, USA) ท่ีความเข้มข้น 100 นาโน
โมลาร์ (nM) และยากระตุ้นการทำงานของเซลล์ผิวหนัง Allantoin 
(Glyoxyldiureide) (Sigma-Aldrich, USA) ท่ีความเข้มข้น 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ละลายใน Dimethyl sulfoxide (DMSO) 
(Sigma-Aldrich, USA) ซ่ึงกำหนดให้ความเข้มข้นของ DMSO 
สุดท้ายไม่เกิน 0.1% 

 

2.8. การทดสอบฤทธิ์ส่งเสริมการสมานแผลของสาร
สกัดสมุนไพร 

การทดสอบฤทธิ์ส่งเสริมการสมานแผลของสารสกัด
สมุนไพรใช้วิธี Scratch wound healing assay ตามแนวทาง
ของ Chen [20] โดยเตรียมเซลล์ HaCaT ไว้ในถาดเลี้ยงเซลล์
ขนาด 12 หลุม และกำหนดให้มีจำนวนเซลล์ 1×105 เซลล์ต่อ
หลุม เมื่อจะทำการทดสอบต้องให้มีความหนาแน่นของเซลล์
ประมาณ 85% ในลักษณะเป็นเซลล์เดี่ยว หรือ Monolayer 
ก่อนทำการทดสอบ จากน้ันใช้ Pipette tip ขนาด 1,000 
ไมโครลิตร ขูดเซลล์ตำแหน่งกลางหลุม ให้มีรอยขีดความกว้าง
เฉลี่ยขนาด 1 มิลลิเมตร และล้างเซลล์ท่ีหลุดลอกออกมาด้วย 

PBS, pH 7.4 ก่อนเติมอาหารเพาะเลี้ยงใหม่ท่ีผสมสารสกัดลูก
ใต้ใบ สารสกัดรางจืด หรือสารมาตรฐาน ตามความเข้มข้นท่ี
กำหนด ในกรณีของชุดควบคุมลบ (Negative control) ไม่
ต้องผสมสารใด ๆ ในอาหารเพาะเลี้ยง จากน้ันติดตามผลของ
สารสกัดสมุนไพรท่ีมีต่อลักษณะการเคลื่อนท่ีของเซลล์ (Cell 
migration) เข้าปิดรอยขีดท่ีกำหนดไว้เป็นเวลา 24 และ 48 
ชั่วโมง ภาพการเคลื่อนท่ีของเซลล์ และการสมานแผลถูกถ่าย
เก็บ ณ เวลา 0 ชั่วโมง (หลังการขูดเซลล์ทันที) 24 ชั่วโมง และ 
48  ชั่ ว โม ง โดย ใช้ ก ล้ อ งจุ ลทรรศ น์  (ZEISS, Germany) 
กำลังขยาย 40 เท่า อย่างน้อย 3 ภาพต่อกลุ่มตัวอย่าง และใช้
โปรแกรม ZEN 3.2 (ZEISS, Germany) ในการวัดระยะความ
กว้างของรอยขีด โดยกำหนด ให้ ระยะรอยขีด  (Wound 
distance) เริ่มต้นท่ี 0 ชั่วโมงของแต่ละกลุ่มเซลล์ (t0) มีค่า
เท่ากับ 100% จากนั้นติดตามการเปลี่ยนแปลงของระยะทางที่
เวลาต่าง ๆ (t) กับค่าเริ่มต้นของแต่ละกลุ่มเซลล์ดังกล่าว ผล
การทดสอบแสดงในรูป %Wound distance ซ่ึงคำนวณได้
จากสูตรดังนี้  

 

  %Wound distance =  
[Wound distance at t/Wound distance at t0] × 100 

 

สารมาตรฐานท่ีใช้ ในการทดลองน้ีมี  3 ชนิด คือ 
Epigallocatechin-3 -gallate (EGCG) (Sigma-Aldrich, USA) 
ความเข้มข้น 100 นาโนโมลาร์ (nM), Quercetin (Sigma-
Aldrich, USA) ความเข้มข้น 100 นาโนโมลาร์ (nM) และ 
Allantoin (Glyoxyldiureide) (Sigma-Aldrich, USA) ค ว า ม
เข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ละลายใน Dimethyl 
sulfoxide (DMSO) (Sigma-Aldrich, USA) ซ่ึ งก ำห นด ให้
ความเข้มข้นของ DMSO สุดท้ายไม่เกิน 0.1% 
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2.9. การวิเคราะห์ผลการทดลองด้วยวิธีการทางสถิติ 
ผลการทดสอบแสดงเป็นค่า mean±SD เปรียบเทียบ

ผลการทดสอบท่ีได้จากเซลล์แต่ละกลุ่ม ซ่ึงทำการทดลองซ้ำ
อิสระอย่างน้อย 3 ครั้ง ผลการวิเคราะห์ท่ีแสดงในรูปแบบ
กราฟจัดทำด้วยโปรแกรม GraphPad prism 6.0 (GraphPad 
Software, USA) การวิเคราะห์ทางสถิติเพื่อเปรียบเทียบความ
แตกต่างระหว่างกลุ่มเซลล์ท่ีได้รับสารทดสอบต่าง ๆ วิเคราะห์
ด้วย one-way ANOVA โดยใช้โปรแกรม SPSS 25.0 (IBM, 
USA) โดยกำหนดให้ p<0.05 จึงจะถือว่ามีความแตกต่างอย่าง
มีนัยสำคัญทางสถิติ  
 
3. ผลการวิจัย 

3.1. ปริมาณสารพฤกษเคมีในสารสกัดสมุนไพร 
ผลการตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 

ฟลาโวนอยด์ แทนนิน และฟลาวานอลท้ังหมดจากตัวอย่าง
สารสกัดลูกใต้ใบ และสารสกัดรางจืดในการศึกษาน้ีแสดงใน 
Table 1 โดยพบว่าสารสกัดรางจืดมีปริมาณสารประกอบ     
ฟีนอลิกท้ังหมด และปริมาณฟลาโวนอยดท้ั์งหมดมากกว่าสารสกัด
ลูกใต้ใบ ในขณะท่ีสารสกัดลูกใต้ใบมีปริมาณสารประกอบแทนนิน 
และสารประกอบฟลาวานอลมากกว่าสารสกัดรางจืด 
 

3.2. ความเป็นพิษต่อเซลล์ของสารสกัดสมุนไพร  
เพื่ อหาช่วงความเข้มข้นของสารสกัดสมุนไพรท่ี

เหมาะสมในการทดสอบฤทธิ์ส่งเสริมการสมานแผล คณะผู้วิจัย
จึงทำการทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดสมุนไพรท้ัง 2 ชนิด
ก่อน เซลล์ท่ีมีชีวิตจะจับกินเม็ดสี Neutral red สะสมไว้ใน  
ไลโซโซม (Lysosome) หาก เซลล์ตายจะส่ งผลทำให้ ไม่
สามารถเก็บกินเม็ดสีและกักเก็บสีไว้ในเซลล์ การวัดปริมาณสี
ภายในเซลล์จึงสามารถใช้สะท้อนถึงการมีชีวิตของเซลล์
ทดสอบได้ ในการทดลองน้ี กำหนดให้กลุ่มเซลล์ท่ีไม่ได้รับสาร
ใด ๆ เป็นเซลล์ชุดควบคุมลบ (Negative control) ซ่ึงเซลล์ใน
กลุ่มน้ีมีรปูร่าง การเจริญเติบโต ระดับเมแทบอลิซึม (Metabolism) 
และการแบ่งตัวเซลล์ (Cell proliferation) ท่ีไม่ถูกรบกวนจึง
ถือว่าเซลล์ชุดควบคุมน้ีท้ังหมดเป็นเซลล์ท่ีมีชีวิต หรือมีค่า 
%Cell viability เท่ากับ 100%  

เมื่อทดสอบเซลล์เพาะเลี้ยง HaCaT กับสารสกัดลูกใต้ใบ
เป็นเวลา 24 ชั่วโมงพบว่า สารสกัดลูกใต้ใบท่ีความเข้มข้น 
200, 400, 600, 800 และ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีผล
เพิ่ม %Cell viability อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่ม

เซลล์ชุดควบคุม (p<0.05) เท่ากับ 27.5%, 34.9%, 44.9%, 
45.0% และ 27.5% ตามลำดับ (Figure 1A) เมื่อเพิ่มความ
เข้มข้นสารสกัดลูกใต้ใบท่ีใช้ทดสอบกับเซลล์เป็น 2,000 และ 
3,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าสารสกัดลูกใต้ใบมีผลลด 
%Cell viability ลงอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่ม
เซลล์ชุดควบคุม (p<0.05) โดยท่ีระดับความเข้มข้น 3,000 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่า %Cell viability น้อยท่ีสุดเท่ากับ 
35.4% (Figure 1A) เมื่อเพิ่มระยะเวลาในการทดสอบสารสกัด
ลูกใต้ใบกับเซลล์เป็นเวลา 48 ชั่วโมงพบว่าสารสกัดลูกใต้ใบท่ี
ความเข้มข้น 1,000, 2,000 และ 3,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
มีผลลด %Cell viability อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติเมื่อเทียบ
กับกลุ่มเซลล์ชุดควบคุม (p<0.05) โดยท่ีระดับความเข้มข้น 
3,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่า %Cell viability น้อยท่ีสุด
เท่ากับ 31.6% (Figure 1A) 

เมื่อทดสอบเซลล์ เพาะเลี้ยง HaCaT กับสารสกัด
รางจืดเป็นเวลา 24 ชั่วโมงพบว่า สารสกัดรางจืด ท่ีความ
เข้ ม ข้ น  100, 200, 400, 600, 800, 1,000 แ ล ะ  2,000 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ไม่มีผลต่อ %Cell viability อย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติ สารสกัดรางจืด ท่ีความเข้มข้น 3,000 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซ่ึงเป็นระดับความเข้มข้นสูงท่ีสุดท่ี
คณะผู้วิจัยใช้ มีผลลด %Cell viability อย่างมีนัยสำคัญทาง
สถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มเซลล์ชุดควบคุม (p<0.05) โดย 
%Cell viability ท่ีความเข้มข้นดังกล่าวมีค่าเท่ากับ 63.6% 
(Figure 1B) นอกจากนี้ยังพบว่า สารสกัดรางจืดท่ีความเข้มข้น 
100, 200, 400 และ 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีผลเพิ่ม 
%Cell viability แต่ระดับการเพิ่มขึ้นดังกล่าวไม่พบความ
แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ เมื่อเพิ่มระยะเวลาในการ
ทดสอบสารสกัดรางจืดกับเซลล์เป็น 48 ชั่วโมง พบว่า มีเพียง
สารสกัดรางจืดท่ีความเข้มข้น 3,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร
เท่าน้ันท่ีมีผลลด %Cell viability อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มเซลล์ชุดควบคุม (p<0.05) (Figure 
1B) 

ส่วนการตรวจสอบความเป็นพิษของสารธรรมชาติท่ีมี
คุณสมบัติส่งเสริมการทำงานของผิวหนัง และยากระตุ้นการ
ทำงานของเซลล์ผิวหนัง พบว่า Quercetin ท่ีความเข้มข้น 100 
นาโนโมลาร์ Epigallocatechin-3-gallate ท่ีความเข้มข้น 100 
นาโนโมลาร์ และ Allantoin ท่ีความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ไม่มีผลต่อ %Cell viability อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 
ท้ังท่ีเวลาการทดสอบท่ี 24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง (Figure 1C) 
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Table 1 Bioactive compounds found in Phyllanthus amarus Schumach. & Thonn. extract (PAE) and  
Thunbergia laurifolia Linn. extract (TLE) 
Bioactive compounds PAE TLE 
Total phenolic content (mmol GAE/kg DW) 379.27±24.92 808.14±92.17 
Total flavonoid content (mmol QE/kg DW) 292.08±34.46 2971.08±58.19 
Condensed tannin content (mmol CAE/kg DW) 4.63±0.17 0.69±0.24 
Total flavanol content (mmol CAE/kg DW) 4.52±0.11 2.56±1.97 

 
 

 
 

Figure 1 Cytotoxic effect of PAE (A), TLE (B) and Quercetin, Epigallocatechin-3-gallate and Allantoin (C)  
on HaCaT cells at 24 h (black bar) and 48 h (gray bar). Data are expressed as mean±SD (n = 3).  

* indicates significant difference (p<0.05) compared with the negative control. 
N = Negative (untreated) control, Q = Quercetin, C = Epigallocatechin-3-gallate and A = Allantoin  
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3.3. ฤทธิ์ส่งเสริมการสมานแผลของสารสกัดสมุนไพร  
ในการทดสอบฤทธิ์ส่งเสริมการสมานแผลของสารสกัด

สมุนไพรท้ัง 2 ชนิด คณะผู้วิจัยทดสอบเซลล์ HaCaT กับสาร
สกัดลูกใต้ใบ และสารสกัดรางจืดท่ีความเข้มข้น 200, 400, 
600 และ 800 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซ่ึงเป็นช่วงความเข้มข้น
ของสารสกัดสมุนไพรท่ีไม่ก่อความเป็นพิษกับเซลล์  

ผลการทดสอบเซลล์เพาะเลี้ยงในกลุ่มท่ีได้รับสารสกัด
สมุนไพร และสารมาตรฐานท่ีเวลา 24 ชั่วโมงพบว่า สารสกัด
ลูกใต้ใบท่ีความเข้มข้น 200, 400, 600 และ 800 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร สามารถลด % Wound distance ได้ เท่ากับ 
2.5%, 4.2%, 7.8% และ 13.7% ตามลำดับ ส่วนสารสกัด
รางจืดท่ีความเข้มข้น 200, 400, 600 และ 800 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร สามารถลด %Wound distance ได้เท่ากับ 4.4%, 
1.1%, 7.2% และ 8.9% ตามลำดับ ในขณะท่ีสารมาตรฐาน 
Allantoin, Epigallocatechin-3-gallate แ ล ะ  Quercetin 
สามารถลด %Wound distance ลงได้เท่ากับ 6.8%, 8.7% 
และ 8.4% ตามลำดับ มีเพียงกลุ่มเซลล์ท่ีได้รับสารสกัดลูกใต้ใบ
ท่ีความเข้มข้น 800 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรเท่าน้ันท่ีมีผลลด 
%Wound distance ลงอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) 

เทียบกับกลุ่มเซลล์ท่ีไม่ได้รับสารใด ๆ (Negative control) 
(Figure 2, Figure 3) 

เมื่อติดตามการเคลื่อนท่ีของเซลล์เข้าปิดรอยขีด
ต่อเน่ืองเป็นเวลา 48 ชั่วโมงพบว่า สารสกัดลูกใต้ใบความ
เข้มข้น 200, 400, 600 และ 800 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถ
ลด %Wound distance ได้เท่ากับ 8.9%, 8.8%, 15.8% และ 
16.9% ตามลำดับ ส่วนสารสกัดรางจืดความเข้มข้น 200, 400, 
600 และ 800 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถลด %Wound 
distance ได้เท่ากับ 6.1%, 3.1%, 14.8% และ 10.5% ตามลำดับ 
ในขณะท่ีสารมาตรฐาน Allantoin, Epigallocatechin-3-gallate 
และ  Quercetin สามารถลด % Wound distance ลงได้  
23.2%, 22.8% และ 19.2% ตามลำดับ (Figure 2, Figure 3) 
ผลการวิเคราะห์ทางสถิติพบว่า สารสกัดสมุนไพรลูกใต้ใบท่ี
ความเข้มข้น 600 และ 800 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สารสกัด
สมุนไพรรางจืดท่ีความเข้มข้น 600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
และสารมาตรฐาน Allantoin, Epigallocatechin-3-gallate 
และ Quercetin ให้ผลลด %Wound distance ลงได้อย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) เทียบกับกลุ่มเซลล์ท่ีไม่ได้รับสาร
ใด ๆ (Negative control) (Figure 2, Figure 3)  

 
 
 

 
 

Figure 2 Wound healing activity of PAE, TLE, Allantoin, Epigallocatechin-3-gallate and Quercetin  
at 24 h (black bar) and 48 h (gray bar). Data are expressed as mean±SD (n = 3).  

* indicates significant difference (p< 0.05) compared with the negative control.  
N = Negative (untreated) control, A = Allantoin, C = Epigallocatechin-3-gallate and Q = Quercetin 
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Figure 3 Wound healing assay studied on HaCaT cells after treated with PAE, TLE, Allantoin,  
Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) and Quercetin. Images were captured at 0, 24 and 48 h (40x magnification). 
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4. อภิปรายผลการวิจัย 
การสะสมของ Reactive oxygen species (ROS) ท่ี

เพิ่มขึ้น นับเป็นปัจจัยหน่ึงท่ีส่งผลให้เกิดการทำลายเซลล์
ผิวหนัง โดยเฉพาะเคราติโนไซต์ (Keratinocyte) ซ่ึงเป็นเซลล์
ส่วนใหญ่ ในผิวหนังชั้นนอกท่ีได้รับปัจจัยเห น่ียวนำจาก
ภายนอก เช่น มลภาวะ รังสีอัลตร้าไวโอเล็ตท่ีเร่งการสร้าง
อนุมูลอิสระให้เพิ่มขึ้น และปัจจัยจากภายในชั้นผิวหนังเอง 
เช่น การสังเคราะห์และหลั่งสารต้านอนุมูลอิสระภายในชั้นผิว
ท่ีลดลง ปัจจัยเหล่าน้ีรวมกันส่งผลให้เคราติโนไซต์ไม่สามารถ
ปกป้องตัวเองจากภาวะ Oxidative damage และเสื่อมชรา
ในท่ีสุด การได้รับสมุนไพรท่ีมีสารพฤกษเคมี ซ่ึงมีคุณสมบัติ
ต้านอนุมูลอิสระเสริมจากภายนอก จึงเป็นแนวทางหน่ึงท่ี
สามารถช่วยปรับกระบวนการเสื่อมถอยดังกล่าวน้ีให้ช้าลง ลูกใต้ใบ 
และรางจืดเป็นสมุนไพรท่ีมีสารต้านอนุมูลอิสระหลายชนิด 
คณะผู้วิจัยจึงมีความสนใจท่ีจะศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดลูกใต้ใบ 
และสารสกัดรางจืดในการส่งเสริมสุขภาพของผิวหนัง 

จากผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ด้วยวิธี  
Neutral red accumulation assay เมื่อทำการทดสอบสาร
สกัดลูกใต้ใบ และสารสกัดรางจืดเป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่า 
ความเข้มข้นสารสกัดตั้งแต่ 200-800 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
สามารถเพิ่ม %Cell viability ของเซลล์ HaCaT ได้ โดยฤทธิ์
ดังกล่าวน้ีอาจเป็นผลท่ีเกิดจากคุณสมบัติในการต้านอนุมูล
อิสระ และต้านการอักเสบของลูกใต้ใบและรางจืด คณะผู้วิจัย
พบว่า สารสกัดท้ังสองชนิดสามารถยับยั้งการหลั่งไซโตไคน์ 
(Cytokines) IL-6, TNF- และ Monocyte chemoattractant 
protein-1 (MCP-1) จากทั้งเซลล์ HaCaT และเซลล์แมคโครเฟจ 
THP-1 (Macrophage THP-1) เมื่อกระตุ้นเซลล์ให้เกิดการ
อักเสบด้วย Lipopolysaccharide (LPS) (ยังไม่ได้รับการตีพิมพ์) 
อนุมูลอิสระท่ีสะสมเพิ่มขึ้นส่งผลให้เซลล์เพาะเลี้ยงมีอัตราการ
แบ่งตัว และปรับโครงสร้างเจริญไปเป็นเซลล์ตัวเต็มวัยลดลง 
[21] อนุมูลอิสระเหล่าน้ีจะกระตุ้นให้เซลล์หลั่งสารก่อการ
อักเสบ (Pro-inflammatory cytokines) ซ่ึงมีผลในการเปลี่ยนแปลง
พฤติกรรมของเซลล์ท้ังการเกาะติดพื้นผิว การเคลื่อนท่ี และ
แบ่งตัวของเซลล์ [22], [23] อย่างไรก็ตาม %Cell viability ท่ี
เพิ่มขึ้นน้ีอาจเน่ืองมาจากการท่ีสารสกัดสามารถกระตุ้นให้
เซลล์แบ่งตัวเพิ่มขึ้น หรืออาจเกิดจากสารสกัดสามารถกระตุ้น
กระบวนการเมแทบอลิซึมของเซลล์ ทำให้เซลล์เก็บกินเม็ดสี 
Neutral red มากขึ้น ซ่ึงจำเป็นต้องได้รับการตรวจสอบด้วย 
Colony formation assay และ การตรวจวัดระดับ  ATP 
ภายในเซลล์ต่อไป  

ในการส่งเสริมการสมานแผลในเซลล์ HaCaT ด้วยวิธี 
Scratch wound healing assay ซ่ึงวัดอัตราการเคลื่อนท่ีเข้า
ปิดรอยขีดหรือ Wound distance คณะผู้วิจัยเลือกใช้ช่วง
ความเข้มข้นสารสกัดท่ีไม่เป็นพิษต่อเซลล์ ซ่ึงได้แก่ ความ
เข้มข้น 200, 400, 600 และ 800 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จาก
การติดตามพฤติกรรมของเซลล์เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง 
พบว่าสารสกัดสมุนไพรลูกใต้ใบสามารถลดระยะรอยขีดได้
มากกว่าเซลล์ชุดควบคุมในลักษณะ Dose-dependent manner 
กล่าวคือ เมื่อใช้ความเข้มข้นในการทดสอบเพิ่มขึ้นจะส่งผล
กระตุ้นให้เซลล์เคลื่อนท่ีปิดรอยขีดได้มากขึ้น โดยสารสกัดลูก
ใต้ใบความเข้มข้น 800 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถลด 
%Wound distance ได้อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ เมื่อติดตาม
การเคลื่อนท่ีของเซลล์ต่อเป็นระยะเวลา 48 ชั่วโมง พบว่าสาร
สกัดลูกใต้ใบสามารถลดระยะรอยขีดได้ในลักษณะ Dose-
dependent manner เช่นเดิม โดยสารสกัดลูกใต้ใบท่ีความ
เข้มข้น 600 และ 800 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถลด 
%Wound distance ได้อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ สำหรับสาร
สกัดรางจืด พบว่าสารสกัดท่ีความเข้มข้น 600 และ 800 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถลด %Wound distance ได้
ใกล้เคียงกัน ท้ังท่ีเวลาการทดสอบท่ี 24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง 
แต่มีเพียงสารสกัดรางจืดความเข้มข้น 600 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตรเท่าน้ันท่ีเมื่อให้กับเซลล์เป็นเวลา 48 ชั่วโมงสามารถ
ลด %Wound distance ได้อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ  

เมื่อเปรียบเทียบฤทธิ์ในการส่งเสริมการสมานแผลของ 
Epigallocatechin-3-gallate และ  Quercetin ซ่ึ ง เป็ นสาร
ธรรมชาติท่ีมีส่งเสริมการสมานแผล และ Allantoin ซ่ึงเป็นยา
กระตุ้นการทำงานของเซลล์ผิวหนังพบว่า ณ เวลาการติดตาม
การทดสอบ 24 ชั่วโมง สารสกัดลูกใต้ใบ และสารสกัดรางจืดท่ี
ความเข้มข้น 800 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถลดขนาด
รอยขีดได้มากกว่า Epigallocatechin-3-gallate, Quercetin 
และ Allantoin อย่างไรก็ตาม เมื่อติดตามเปรียบเทียบผลการ
ทดสอบ  ณ  เวลา 48 ชั่ วโมงพบว่า  Epigallocatechin-3-
gallate, Quercetin และ Allantoin สามารถกระตุ้นการ
เคลื่อนท่ีของเซลล์ให้เข้าปิดรอยขีดได้ดีกว่าสารสกัดลูกใต้ใบ 
และสารสกัดรางจืดในทุกระดับความเข้มข้นของสารสกัดท้ัง
สองที่ใช้ในการทดลอง 

เทคนิค Scratch wound healing assay เป็นการ 
ศึกษาท่ีสะดวกและง่าย สามารถใช้ในการทดสอบฤทธิ์ของ 
สารทดสอบท่ีมีต่อพฤติกรรมของเซลล์ ปฏิสัมพันธ์ระหว่าง
เซลล์กับ Extracellular matrix (Cell-matrix interaction) 
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และปฏิสัมพันธ์ระหว่างเซลล์ข้างเคียง (Cell-cell interaction) 
ผ่านการติดตามลักษณะการเคลื่อนท่ีของเซลล์ (Cell migration) 
ได้ การศึกษาชี้ให้เห็นว่าเทคนิคน้ีพบว่าสามารถใช้ติดตาม
พฤติกรรมการเคลื่อนท่ีของเซลล์เข้าปิดบาดแผลได้ดี  โดย
คณะผู้วิจัยได้เลือกเคราติโนไซต์เป็นเซลล์ในการทดสอบ เพื่อให้
สามารถสะท้อนกระบวนการเกิดบาดแผลบนผิวหนังมนุษย์จริง  

กระบวนการสมานแผลเป็นกระบวนการทางชีวภาพท่ี
มีกลไกซับซ้อน สามารถแบ่งกระบวนการ Wound healing 
ได้เป็น ระยะ Inflammation phase ซ่ึงเป็นช่วงแรกเมื่อเซลล์
ได้รับบาดเจ็บ เซลล์จะหลั่งสารท่ีก่อการอักเสบ ในช่วงน้ี
ร่างกายจะเริ่มตอบสนองด้วยการสังเคราะห์และหลั่งสารท่ีช่วย
ลดการอักเสบท่ีดำเนินอยู่จนฤทธิ์ของสารก่อการอักเสบจาก
ระ ย ะ  Inflammation phase ห ม ดล ง  ก็ จ ะ เข้ าสู่ ร ะ ย ะ 
Resolution phase ซ่ึงเซลล์จะมีการแบ่งตัวเพื่อซ่อมแซมส่วน
ชั้นผิวหนังท่ีเสียหายรวมท้ังจัดระเบียบโครงสร้างของชั้น
ผิวหนังใหม่ (Remodeling process) กลไกท่ีเกิดขึ้นในระยะ 
Inflammatory phase จัดเป็นกลไกท่ีมีบทบาทในการบ่งชี้
ผลลัพธ์ของกระบวนการสมานแผลท่ีเกิดขึ้น เนื่องจากในระยะ
น้ี กระบวนการสังเคราะห์สาร Pro-resolution mediators 
จะถูกกระตุ้นไปพร้อม ๆ กับการสังเคราะห์สารก่อการอักเสบ 
หากสมดุลระหว่างสารก่อการอักเสบ และสารในกระบวนการ 
Resolution pathway ถูกรบกวนจะส่งผลให้ การอัก เสบ
เกิดขึ้นอย่างต่อเน่ืองจนเป็นการอักเสบเรื้อรัง ส่งผลให้ขั้นตอน
การซ่อมแซมเน้ือเยื่อส่วนท่ีเสียหายเกิดขึ้นต่อได้ยาก ในกรณี
ของผิ วห นั ง หลั กฐานงานวิจั ยชี้ ว่ า  ก าร ค่ั งสะสมของ 
Proinflammatory cytokine ในกลุ่ม IL-1ß, IL-6 และ TNF- 
ปริมาณมากบริเวณบาดแผลมีความสัมพันธ์แปรผันกับขนาด
ของแผล รวมถึงการเกิดเน้ือเยื่อ Fibrous และรอยแผลเป็น 
[24], [25] สอดคล้องกับงานวิจัยของ Qian et al. [26] ท่ี
พบว่า IL-1ß ท่ีค่ังสะสมปริมาณสูงส่งผลให้แผลเกิดจากสมาน
ได้ช้า และโอกาสการเกิดแผลเป็นมีสูง  เช่นเดียวกับการ
แสดงออกของ TNF- และ IL-6 ท่ีมากเกินไปพบว่าส่งผล
รบกวนกระบวนการสมานแผล ซ่ึงท้ังหมดจะนำไปสู่พยาธิ
สภาพโรคผิวหนังหลายแบบ การควบคุมสมดุลการอักเสบจึง
เป็นเป้าหมายหน่ึงท่ีใช้ในการรักษาสภาวะผิวหนัง โดยเฉพาะ
โรคผิวหนังท่ีเกิดในผู้สูงอายุ ซ่ึงมีกลไกเกิดจากการอักเสบเป็น
ปัจจัยท่ีมีบทบาทสำคัญ สารท่ีช่วยส่งเสริมการสมานแผลท่ีดีจึง
ควรมีส่วนช่วยกำจัดเหตุปัจจัยท่ีก่อให้เกิดการอักเสบ เข้าปรับ
ลดการอักเสบท่ีมากเกินไป และกระตุ้นให้เซลล์เข้าสู่ระยะ 
Resolution phase โดยเร็ว ท้ังเร่งการสังเคราะห์สาร Pro-

resolving mediators กระตุ้นกระบวนการ Efferocytosis 
และส่งสัญญาณให้เกิดการดึงเซลล์อักเสบจากเนื้อเยื่อคืนกลับสู่
กระแสเลือด ยาลดการอักเสบในกลุ่ม Non-steroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs) แม้จะสามารถบรรเทาการ
อักเสบในช่วงแรกได้ดีจากกลไกการเข้ายับยั้งการทำงานของ
เอนไซม์ COX-2 ไม่ให้เร่งการสังเคราะห์สาร Prostanoids ซ่ึง
สารในกลุ่มน้ีบางชนิดเป็น Pro-resolving mediators ยา NSAIDs 
จึงก่อให้เกิดอาการไม่พึงประสงค์หลายประการ และใช้ไม่ได้ผล
ในระยะยาว หลักฐานงานวิจัยชี้ว่า สารประกอบฟีนอลิกจาก
พืชผักสมุนไพรมีคุณสมบัติดังท่ีกล่าวมาน้ี เช่น  Catechins, 
Quercetin, Apigenin, Kaempferol และ  Resveratrol ซ่ึ ง
เป็นสารประกอบฟีนอลิกท่ีสามารถยับยั้งการหลั่ง IL-1ß และ 
TNF- แต่สามารถส่งเสริมการสังเคราะห์  IL-10 [27]-[29] 
Sesamin เป็นสาร Lignans ซ่ึงเป็นองค์ประกอบหลักในงาดำ 
สามารถต้านการอัก เสบโดยใช้กลไกการจับกับโปรตีน 
Annexin A1 ซ่ึ งจัด เป็นสารในกระบวนการ Resolution 
pathway [30] นอกจาก น้ี  ก ารศึ กษาทางคลิ นิ กพบว่ า 
อาสาสมัครที่รับประทาน Plant sterols เป็นเวลา 4 สัปดาห์มี
ระ ดั บ  High-sensitivity c-reactive protein ใน พ ล าส ม่ า 
(Plasma) ลดลง ในขณะท่ีระดับ  Lipoxin A4 ซ่ึงเป็นสาร 
Pro-resolving mediator เพิ่มขึ้น [31] ลูกใต้ใบ และรางจืด
ประกอบด้วยสารออกฤทธิ์หลายกลุ่ม ในการศึกษาน้ี พบว่า
สารสกัดท้ังสองชนิดท่ีนำมาทดสอบกับเซลล์ผิวหนังน้ีมี
สารประกอบฟีนอลิก สารประกอบฟลาโวนอยด์ สารประกอบ
แทนนิน และสารประกอบฟลาวานอล อยู่ ในปริมาณสูง 
สารประกอบเหล่าน้ีจึงอาจเป็นปัจจัยสำคัญท่ีส่งผลให้สารสกัด
มีคุณสมบัติลดการอักเสบ และส่งเสริมการสมานแผล อย่างไร
ก็ตามสารออกฤทธิ์สำคัญของลูกใต้ใบท่ีมีรายงานไว้อีกกลุ่ม  
คือสารประกอบในกลุ่ม Lignans ได้แก่ Hypophyllanthin, 
Phyllanthin และ Niranthin [32] Phyllanthin มีคุณสมบัติ
สามารถต้ านการอั ก เสบโดยยั บยั้ งการเห น่ียวนำของ 
interleukin (IL) -1 และ interferon-γ ลดการผลิต TNF-α 
ในร่างกาย [33] สอดคล้องกับงานวิจัยของ Harikrishnan et al. 
[34] ท่ีทำการทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดลูกใต้ใบ 
และสารสำคัญในเซลล์ U937 macrophage โดยพบว่า สาร 
Phyllanthin เป็นสารออกฤทธิ์ต้านการอักเสบหลัก โดยมีผล
เปลี่ยนแปลงกระบวนการส่งสัญญาณ Mitogen activated 
protein kinases (MAPKs), Phosphatidylinositol 3-kinase, 
Nuclear factor kappa-ß (NF-KB) และ Protein kinase B 
(PI3K/Akt) pathway และส่งผลให้กระบวนการอักเสบเกิดขึ้น
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อย่างเหมาะสม นอกจากน้ียังพบว่า Hypophyllanthin และ 
Niranthin ซ่ึงเป็นสารในกลุ่ม Lignans อีก 2 ชนิดท่ีพบมากใน
พื ชตระกู ล  Phyllanthus spp. สามารถยั บยั้ งการสร้ าง 
Prostaglandin E2, Cyclooxygenase-2, TNF-α และ IL-1ß 
ในเซลล์ U937 macrophage ท่ีกระตุ้นให้อักเสบด้วย LPS ได้
เช่นกัน [34] การทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดลูก
ใต้ใบในสัตว์ทดลองพบว่า Lignans สามารถยับยั้งการกระตุ้น
อุ้งเท้าหนูให้อักเสบด้วย Carrageenan รวมท้ังพบว่าลดการคั่ง
สะสมของ Neutrophil ในบริเวณดังกล่าวได้ดี สัมพันธ์กับ
ร ะ ดั บ ส า ร ก่ อ อั ก เส บ  Bradykinin, Platelet activating 
factor และ Endothelin-1 ในเน้ือเยื่ออุ้งเท้าของหนูทดสอบน้ี
ท่ีลดลง [35] สารในกลุ่ม Lignans จึงอาจมีบทบาทส่งเสริม
กระบวนการสมานแผลของผิวหนังได้ดีขึ้น  

รางจืดประกอบด้วยสารประกอบในกลุ่มโพลีฟีนอล 
(Polyphenols) และฟลาโวนอยด์  เช่น Delphinidin และ
Apigenin [36] ในปริมาณสูง และยังประกอบด้วยแอลคาลอยด์ 
(Alkaloids) ได้ แ ก่  Iridoid glycosides แ ล ะ  Grandifloric 
acid ซ่ึงมีคุณสมบัติต้านการอักเสบ การศึกษาท่ีผ่านมาพบว่า
สารสกัดรางจืดสามารถยับยั้งการกระตุ้นใบหูอักเสบด้วย 
Ethyl phenylpropiolate (EPP) และการก ระตุ้ น อุ้ ง เท้ า
อักเสบด้วย Carrageenan ในหนูทดลองได้ [37] สาร Iridoid 
glycosides นอกจากจะพบได้มากในรางจืดแล้วยังสามารถพบ
ในพืชชนิดอื่นได้ สาร Iridoid glycosides ท่ีสกัดได้จากใบ 
Folium syringae สามารถต้านการอักเสบโดยการปรับลด
ก ารแ ส ด งอ อ ก ขอ งยี น  tumor necrosis factor-α แ ล ะ 
Interleukin-6 ผ่านกลไกการปรับลดการแสดงออกของโปรตีน
ในกลุ่ม NF-KB-p65 [38] สอดคล้องกับการศึกษาฤทธิ์ของ 
Iridoid glycosides ท่ีสกัดจากต้น Lamiophlomis rotate 
(Benth.) Kudo ซ่ึงสามารถลดอาการอักเสบอันเกิดจากการ
กระตุ้นด้วย Acetic acid ในหนูทดลอง [39] จากท่ีกล่าวมา
ท้ังหมด คุณสมบัติต้านการอักเสบของสารสกัดลูกใต้ใบ และ
รางจืดอาจเป็นกลไกหน่ึงท่ีช่วยให้การเคลื่อนท่ีของเคราติโนไซต์
เข้าปิดซ่อมแซมบาดแผลเกิดได้เร็วขึ้น หลังการเคลื่อนท่ีเข้าปิด
บาดแผลแล้ว เคราติโนไซต์จะแปลงรูปร่าง (Cell differentiation) 
เพิ่มการสร้างโปรตีนเคลือบผิว Keratin 1 และโปรตีน Filaggrin 
และ Involucrin เพื่อยึดเกาะกับพื้นผิวโดยรอบ ทำให้แผลไม่
ปริแตกโดยง่าย จึงนับว่าเป็นอีกปัจจัยท่ีมีอิทธิพลต่อซ่อมแซม
ผิวหนังท่ีเสียหาย การศึกษาพบว่า สารประกอบในกลุ่มฟลาวานอล 
และ Epigallocatechin-3-gallate สามารถกระตุ้น p57/KIP2 
ส่งผลให้เซลล์สังเคราะห์โปรตีน  Keratin 1 และ Filaggrin 

เพิ่มขึ้น นอกจากน้ี ยังสามารถกระตุ้นการสังเคราะห์ DNA และการ
ทำงานของ Succinate dehydrogenase ในเคราติโนไซต ์[40]  

ลักษณะน่าสนใจท่ีคณะผู้วิจัยสังเกตพบ คือ เมื่อ
เปรียบเทียบลักษณะการออกฤทธิ์ของสารสกัดลูกใต้ใบ และ
สารสกัดรางจืดกับ Quercetin, Epigallocatechin-3-gallate 
และ Allantoin เมื่อทำการติดตามการเคลื่อนท่ีของเซลล์เพื่อ
ปิดรอยแผลเป็นเวลา 24 ชั่วโมง สารสกัดท้ังสองชนิดสามารถ
กระตุ้นการเคลื่อนท่ีของเซลล์เข้าปิดรอยขีดบาดแผลได้เร็วกว่า 
Quercetin, Epigallocatechin-3-gallate และ Allantoin แต่
เมื่อติดตามการเคลื่อนท่ีของเซลล์เพื่อปิดรอยแผลเป็นระยะ
เวลานานขึ้น คือ 48 ชั่วโมง Quercetin, Epigallocatechin-3-
gallate และ Allantoin จะแสดงผลการสมานแผลท่ีเด่นชัด
กว่า ดังนั้นสารสกัดสมุนไพรจึงน่าจะมีประสิทธิภาพ และนำไป
ประยุกต์ใช้ได้มากกว่า เน่ืองจากในชีวิตประจำวัน มีการทำ
ความสะอาดผิวหนังเป็นประจำทุกวัน การชะล้างจะทำให้ตัว
ยาหลุดออก ยาท่ีใช้ทาบริเวณบาดแผลหากมีการออกฤทธิ์ท่ีช้า 
ย่อมส่งผลใหป้ระสิทธิภาพของยาไม่เป็นไปตามท่ีคาดหวังไว้ 
 
5. บทสรุป 

การศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่าสารสกัดลูกใต้ใบ และสาร
สกัดรางจืดไม่แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ เมื่อใช้ท่ีความเข้มข้น
ต่ำกว่า 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 24 และ 48 
ชั่วโมง นอกจากน้ียังแสดงให้เห็นว่าสารสกัดท้ังสองชนิดน้ีมี
ฤทธ์ิส่งเสริมการสมานแผล โดยสารสกัดลูกใต้ใบมีฤทธิ์ส่งเสริม
การสมานแผลเมื่อใช้ท่ีความเข้มข้น 600 และ 800 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 48 ชั่วโมง และท่ีความเข้มข้น 800 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ส่วนสารสกัด
รางจืดมีฤทธิ์ส่งเสริมการสมานแผลเมื่อใช้ท่ีความเข้มข้น 600 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 48 ชั่วโมง อย่างไรก็ตาม การ
วิจัยน้ีเป็นการศึกษาเพื่อให้ทราบถึงคุณสมบัติส่งเสริมการ
สมานแผลในเบื้องต้นเท่าน้ัน จำเป็นต้องได้รับการศึกษาในเชิง
ลึกเพื่อให้ทราบถึงกลไกท่ีแท้จริงท่ีทำให้สารสกัดดังกล่าว
สามารถส่งเสริมการสมานแผลได้ เช่น การศึกษาผลของสาร
สกัดต่อการแสดงออกของยีน (Gene expression) ท่ีเกี่ยวข้อง
กับการส่งเสริมการสมานแผล เช่น Wound healing growth 
factor progranulin gene, αv integrin gene, β5  integrin 
gene และ Metallothionein-encoding genes นอกจากน้ี
การศึกษาในสัตว์ทดลองก็มีความจำเป็นเพื่อเป็นการยืนยันผล
ของสารสกัดสมุนไพรท้ังสองชนิดน้ีในการกระตุ้นการสมาน
แผลของผิวหนัง 
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