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บทคัดย่อ 

 

การศึกษาวสัดุชีวภาพทางการแพทยไ์ดรั้บการพฒันาอย่างต่อเนืองโดยเฉพาะอย่างยิง 

วสัดุเชิงประกอบไฮโดรเจลร่วมกบัอนุภาคนาโนในการรักษาและฟืนฟูจากการบาดเจ็บ คณะวิจยัได้

สังเคราะห์ไฮโดรเจลอุภาคเงินนาโนทีสามารถลดการเติบโตของเชือแบคทีเรีย จึงไดพ้ฒันาไฮโดร

เจลทีมีส่วนประกอบสารเคอร์คูมินห่อหุม้อนุภาคเงินนาโน อย่างไรก็ตามยงัไม่มีหลกัฐานเกียวกบั

ความปลอดภยัและประสิทธิภาพในการสมานแผล เซลล์ผิวหนงัไฟโบรบลาสต์มนุษยเ์พาะเลียงถูก

นาํมาบ่มดว้ยสารเคอร์คูมินห่อหุ้มอนุภาคเงินนาโน จากนนัประเมินความเป็นพิษ การเพิมจาํนวน

เซลล์ การสร้างคอลลาเจน และอตัราการสมานแผล นอกจากนีสารเคอร์คูมินห่อหุม้อนุภาคเงินนา

โนไฮโดรเจลถูกนาํมารักษาแผลเปิดทีผิวหนงัของหนูแรทและศึกษาการติดเชือแบคทีเรีย โครงสร้าง

ผิวหนังในระดบัจุลภาคและกลไกระดบัโมเลกุลทีเกียวขอ้งกบัการสมานแผล ผลการศึกษา พบว่า 

สารเคอร์คูมินห่อหุม้อนุภาคเงินนาโนมีความเป็นพิษตาํ เพิมจาํนวนเซลล ์การปิดแผล และการสร้าง

คอลลาเจนในเซลลผ์ิวหนังไฟโบรบลาสต์เพาะเลียง นอกจากนีสารเคอร์คูมินห่อหุม้อนุภาคเงินนา

โนไฮโดรเจลสามารถลดจาํนวนเชือแบคทีเรียและทาํให้เกิดการสมานแผลด้วยการปรับปริมาณ

เซลล์ชกันาํการอกัเสบและการสะสมคอลลาเจนผ่านการแสดงออกของยีนควบคุมการสมานแผล 

ไดแ้ก่ IL-6, EGF, collagen 1, collagen 3, FGF2 และ TGF-β1 ภายหลงัไดรั้บการรักษาในวนัที , 8, 

 และ  ผลการศึกษานีบ่งชีการนาํสู่ขบวนการหายของแผลไดเ้ร็วกว่าเจลฆ่าเชือแบคทีเรียทวัไป 

ฉะนนัสารเคอร์คูมินห่อหุม้อนุภาคเงินนาโนไฮโดรเจลสูตรนีสามารถเป็นวสัดุชีวภาพสมานแผลที

ไม่มีความเป็นพิษและตา้นการติดเชือจุลชีพ 
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ABSTRACT 

 
Medical biomaterials are continuously being developed, especially 

hydrogel composites with nanoparticles for recovery after injury. The recent study has 
developed hydrogel mixed silver nanoparticles to reduce bacteria growth. We further 
synthesize hydrogels combined curcumin-loaded silver nanoparticles (Cur-AgNP); 
however, still remains no evidence regarding biosafety and wound healing efficacy in 
vitro and in vivo studies. Human dermal fibroblasts were incubated Cur-AgNPs and 
evaluated cell toxicity, cell proliferation, collagen production and wound contraction 
rate. In addition, Cur-AgNP hydrogels were treated on rat skin excision wounds to 
determine bacterial contamination, skin histology and molecular mechanisms related 
wound healing. The results found that Cur-AgNPs exhibited low cytotoxicity and 
enhance proliferation, gap filling, collagen production and wound healing in dermal 
fibroblast cell culture. Furthermore, Cur-AgNP hydrogels could reduce bacterial 
colonies and promoted wound healing with modulation of inflammatory markers and 
collagen deposition through the expression of gene regulated wound healing (i.e., IL-
6, EGF, collagen 1, collagen 3, FGF2 and TGF-β1) on days 4, 8, 12, and 16 after 
treatment. These results indicated that Cur-AgNP hydrogels could improve wound 
healing faster than common antibacterial gels. In conclusion, the formulation of this 
Cur-AgNP hydrogel is an effective wound healing biomaterial with non-toxicity and 
antimicrobial effects. 

 
Keywords: curcumin, hydr0ogel, inflammation, wound healing, wound dressing 
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บทท ี 1 

บทนํา 

 

1.1 หลกัการและเหตผุล 

 

 การติดเชือของบาดแผล เป็นสาเหตุหนึงทีทาํให้ผูป่้วยทีไดรั้บบาดเจ็บหรือเขา้รับการผ่าตดั

มีภาวะแทรกซ้อนและเสียชีวิต แมว้่าปัจจุบันมียาปฏิชีวนะทีออกฤทธิอย่างมีประสิทธิภาพมากขึน

แต่ยงัคงพบความผิดปกติในการหายของบาดแผล ซึงนําไปสู่ความพิการ ทุพลภาพ รวมทงัการตาย

ของผูป่้วยได้ ฉะนนัการพฒันาแผ่นติดแผลทาํมาจากวสัดุเชิงประกอบและอนุภาคนาโนอาจเป็น

ทางเลือกในการรักษาและลดภาวะแผลติดเชือจึงเป็นสิงทีน่าสนใจ 

 ในปัจจุบันนีมีหลายกลุ่มวิจัยทีได้ศึกษาเกียวกับ “เจล” ซึงเป็นโครงสร้างทีเป็นคล้าย

ของแข็ง และแสดงคุณสมบติัต่าง ๆ เช่น คุณสมบติัเชิงกลคล้ายของแข็ง เช่น ไฮโดรเจลสามารถ

พองตัวได้เมือมีนาํ (Osada & Gong, 1998) ในขณะทีเจลตัวอืนทีเป็นไฮโดรโพบิกพอลีเมอร์เจล

สามารถพองตัวได้เมือมีตัวทําละลายอินทรีย์ เรียกว่า ออแกโนเจล (Abdallah & Weiss, 2000; 

Vintiloiu & Leroux, 2008) นอกจากนียงัมีคนพฒันาไฮโดรเจลทีมีคุณสมบติัพิเศษต่าง ๆ ทีสามารถ

นาํไปประยุกต์ใชไ้ดใ้นหลายงาน เช่น เซนเซอร์ แอคซูเอเตอร์ (actuators) เซลลห์รือระบบขนส่งยา 

การตัดต่อเนือเยือ และในงานทางด้านการแพทย์ทัวไป (Hoffman 2013; Lee & Mooney et al., 

2001) ดงันนันกัวิจัยจึงพฒันาไฮโดรเจลให้เป็นเจลอจัฉริยะ (smart gel) ทีสามารถซ่อมแซมตวัเอง

ได ้(self-healing) เมือไฮโดรเจลถูกทาํลาย มนัจะสามารถกลบัคืนมาสู่รูปร่างปกติเหมือนเดิมได ้เช่น 

ไฮโดรเจลทีสามารถซ่อมแซมตวัเองไดภ้ายใตส้ภาวะทีเป็นกรดผ่านการเกิดพนัธะไฮโดรเจน จาก

คุณสมบัติของไฮโดรเจลทีสามารถซ่อมแซมตวัเองได้นี ทาํให้ซ่อมแซมกระเพราะอาหารไดด้้วย

หลักการของเคมีคอนสติตูชันนอลไดนิก (constitutional dynamic chemistry; CDC) ซึง CDC 

ประกอบครอบคลุมทงัพนัธะโคเวเลนต์และนอนโคเวเลนต์ ซึงมีหมู่ฟังก์ชนัทีสามารถผนักลบัได้

และมีความเป็นไดนามิก (Phadke et al., 2012) ดังนันโครงการวิจัยนีจึงออกแบบและสังเคราะห์

ไฮโดรเจลอจัฉริยะ (smart hydrogel) ทีมีคุณสมบติัซ่อมแซมตัวเองได้โดยใช้วสัดุเชิงชีวภาพทีไม่

เป็นพิษต่อสิงแวดลอ้ม แลว้นาํมาประยกุตใ์ชเ้ป็นแผ่นผิดแผลในการรักษาและซ่อมแซมแผลทีไดรั้บ

บาดเจ็บ ทงันีการศึกษาประสิทธิภาพของแผ่นปิดแผลจากสารเชิงประกอบไฮโดรเจลต่อกระบวน

การซ่อมแซมแผลนนัมีกลไกทีซบัซอ้นและยงัมีไม่ขอ้สรุปทีแน่ชดั 

 คณะวิจยัจึงทาํใหมี้ความจาํเป็นตอ้งทาํการศึกษาในสัตวท์ดลองและทาํการศึกษาในหนูขาว

เพศผู ้สายพนัธ์ุวิสตาร์ ซึงไดรั้บยาลดปวดร่วมกบัเจลสมานแผลมาตรฐานหรือเจลสมานแผลสารเชิง
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ประกอบไฮโดรเจล หนูทุกตัวถูกประเมินลักษณะและอัตราการซ่อมแซมของแผล เมือครบ

ระยะเวลาการศึกษา สัตวท์ดลองถูกทาํใหต้ายอย่างสงบดว้ยยาสลบ แลว้ทาํการเก็บเนือเยือรอบแผล

และแผลเพือนาํไปวิเคราะห์การเปลียนแปลงโครงสร้างระดบัจุลภาคด้วยการยอ้มเนือเยือ รวมทงั

ปริมาณยีนส่งเสริมและควบคุมการสมานแผล (Jing et al., 2017; Thangavel et al., 2017) 

 ฉะนนัการศึกษาประสิทธิภาพของแผ่นปิดแผลจากสารเชิงประกอบไฮโดรเจลต่อกระบวน

การซ่อมแซมแผลในสัตวท์ดลองจึงมีคุณค่าและเป็นประโยชน์ในการรักษาและศึกษากลไกการ

ซ่อมแซมของแผล ทังนีแผ่นปิดแผลทีสังเคราะห์ด้วยวสัดุชีวภาพอาจเป็นทางเลือกหนึงทีมี

ประสิทธิภาพ และนํามาใช้ในการรักษาทางการแพทย์ เช่น แผลที เกิดจากการกดทับและ

โรคเบาหวานในผูสู้งอาย ุเป็นตน้ 

 

1.2 วตัถุประสงค์การวจิยั 

 

1.2.1 เพือสังเคราะห์ไฮโดรเจลทีมีวสัดุเชิงชีวภาพเป็นสารประกอบพืนฐานและพิสูจน์

เอกลกัษณ์ของไฮโดรเจลทีเหมาะสมในการเกิดกระบวนการซ่อมแซมตวัเอง 

1.2.2 เพือศึกษาความปลอดภยัและเปรียบเทียบประสิทธิภาพเจลสมานแผลจากวสัดุ

เชิงชีวภาพไฮโดรเจลต่อการซ่อมแซมแผลในเซลลผิ์วหนงัเพาะเลียงและสัตวท์ดลอง 
 

1.3 กรอบแนวคิดการวจิัย 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท ี1.1 แผนผงัตวัแปรตน้และตวัแปรตามของงานวิจยั 

ตัวแปรต้น 

1.3.1 ความปลอดภยัและการ

สมานแผลของสารเคอร์คูมิน

ห่อหุ้มดว้ยอนุภาคเงินนาโนใน

เซลลผิ์วหนงัเพาะเลียง 

1.3.2 ประสิทธิภาพของเจลสมาน

แผลทีมีส่วนประกอบของสาร

เคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนต่อการ

กระบวนการสมานแผลใน

สตัวท์ดลอง 

ตัวแปรตาม 

1.3.1 ความเป็นพิษ การเพิมจาํนวนเซลล ์

การสร้างคอลลาเจน การปิดแผลและอตัรา

สมานแผลในผิวหนงัมนุษยเ์พาะเลียง 

 

1.3.2 การสมานแผล การตา้นเชือแบคทีเรีย 

การเปลียนแปลงพยาธิวิทยาระดบัจุลภาค 

การสร้างเยอืบผุิวใหม่ และปริมาณยีน

ส่งเสริมและควบคุมการสมานแผลที

ผิวหนงัในสตัวท์ดลอง 
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1.4 สมมติฐานการวจิัย 

 

การสังเคราะห์สารเคอร์คูมินห่อหุ้มดว้ยอนุภาคเงินนาโนไฮโดรเจลมีความปลอดภยั

และช่วยส่งเสริมการสมานแผลไดดี้กว่าเจลสมานแผลทวัไป โดยมีฤทธิในการตา้นเชือแบคทีเรีย

และเร่งกระบวนการสมานแผลทีมีการเปลียนแปลงโครงสร้างระดบัจุลภาคและระดบัโมกุล 

 

1.5 ขอบเขตของการวิจยั 

 

งานวิจยันีเป็นการวิจยัเชิงทดลองโดยนาํไฮโดรเจลสังเคราะห์ทีส่วนประกอบของ สาร

เค อ ร์ คู มิ น ห่ อ หุ้ ม ด้ ว ย อ นุ ภ าค เงิน น า โ น จ า ก ห้ อ งป ฏิ บั ติ ก าร เค มี  ค ณ ะ วิ ท ย า ศ า ส ต ร์ 

มหาวทิยาลยัขอนแก่น มาทาํการศึกษาในเซลลผิ์วหนงัเพาะเลียงและสัตวท์ดลอง ซึงดาํเนินการเลียง

สัตวท์ดลองทีศูนยน์าโนเทคแห่งชาติ และศูนยส์ัตวท์ดลองมหาวิทยาลยัธรรมศาสตร์ โครงการวิจยั

นีศึกษาผลของการใช้ไฮโดรเจลต่อการรักษาบาดแผลในหนูขาวเพศผู ้ ทําการบันทึกภาพการ

เปลียนแปลงของแผลในวนัที , 4, 8,  และ  ของการเกิดแผล จากนนัทาํการสลบสัตวท์ดลอง

เพือเก็บเลือดและเนือเยือบริเวณบาดแผลเพือศึกษาการเปลียนแปลงระดบัเนือเยอืและโมเลกุล ตาม

วตัถุประสงค์และคาํถามของงานวิจยั (ภาพที 1.2) อวยัวะตวัอย่างและสิงส่งตรวจทางหอ้งปฏิบติัการ

ถูกนํามาวิเคราะห์ทีภาควิชาพยาธิชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล คณะเทคนิค

การแพทย ์มหาวทิยาลยัมหิดล และคณะแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัสยาม ตามลาํดบั 

 

 
 

ภาพท ี1.2 ขอบเขตและคาํถามของการวิจยั 
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1.6 นิยามศัพท์เฉพาะ 

 

1.6.  ไฮโดรเจลอจัฉริยะ (smart hydrogel) คือ เจลทีมีคุณสมบติัเป็นวสัดุเชิงชีวภาพที

ไม่เป็นพิษต่อสิงแวดลอ้ม และนาํมาประยุกต์ใช้เป็นแผ่นปิดแผลในการรักษาและซ่อมแซมแผลที

ไดรั้บบาดเจ็บ 

1.6.  แผล (wound) คือ การฉีกขาดของเนือเยือตงัแต่ชนัผิวหนังจนถึงชนัไขมนัแต่ไม่

ถึงระดบัของกลา้มเนือ 

1.6.  การหายของแผล (wound healing) การเชือมต่อเนือเยือภายใตบ้าดแผล 

 

1.7 ประโยชน์ทีคาดว่าจะได้รับ 

 

 1.7.1 ข้อมูลพืนฐานการพฒันาผลิตภณัฑ์แผ่นปิดแผลจากวสัดุเชิงประกอบไฮโดรเจล 

ซึงสามารถนาํมารักษาผูป่้วยในการสมานแผลทีไดรั้บบาดเจ็บ 

 1.7.  เกิดองค์ความรู้ใหม่เกียวกับการพฒันาองค์ประกอบและวิธีการสังเคราะห์แผ่น

ปิดแผลจากวสัดุชีวภาพไฮโดรเจลทีมีความปลอดภยัและมีประสิทธิภาพในการสมานแผล 
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บทท ี 2 

วรรณกรรมและงานวิจัยทีเกยีวข้อง 

 

2.1 คุณสมบัติและการพฒันาไฮโดรเจล 

ในปัจจุบันนีมีหลายกลุ่มวิจัยทีได้ศึกษาเกียวกับ “เจล” ซึงเป็นโครงสร้างทีเป็นคล้าย

ของแข็ง และแสดงคุณสมบติัต่าง ๆ เช่น คุณสมบัติเชิงกลคล้ายของแข็ง เช่น ไฮโดรเจลสามารถ

พองตัวไดเ้มือมีนาํ (Osada & Gong, 1998) ในขณะทีเจลตัวอืน ทีเป็นไฮโดรโพบิก พอลีเมอร์เจล

สามารถพองตัวได้เมือมีตัวทําละลายอินทรีย์ เรียกว่า ออแกโนเจล (Abdallah & Weiss, 2000; 

Vintiloiu & Leroux, 2008) นอกจากนียงัมีคนพัฒนาไฮโดรเจลทีมีคุณสมบัติพิเศษต่าง ๆ ดังนัน

นักวิจยัจึงพฒันาไฮโดรเจลให้เป็นเจลอัจฉริยะ (smart gel) ภายใต้การตอบสนองของตัวกระตุ้น

ภายนอก เช่น อุณหภูมิ สนามไฟฟ้า สนามแม่เหล็ก และแสง (Shigekura et al., 2005; Li et al., 

2013; Lin et al., 2013; Shin et al., 2013) นอกจากนียงัมีคนพฒันาไฮโดรเจลทีมีคุณสมบติัพิเศษต่าง 

ๆ ทีสามารถนาํไปประยุกต์ใช้ไดใ้นหลายงาน เช่น เซนเซอร์ แอคซูเอเตอร์ (actuators) เซลล์หรือ

ระบบขนส่งยา การตดัต่อเนือเยือ และในงานทางดา้นการแพทยท์วัไป (Lee et al., 2001; Hoffman, 

2013) แต่ไฮโดรเจลบางตวัก็ยงัมีคุณสมบติัทีไม่เสถียร ในระดบัไมโครหรือแมคโคร บางทีอาจจะ

เป็นเพราะตวัเชือมขวางทีอยู่ภายในพอลีเมอร์ของไฮโดรเจล ซึงขอ้เสียตวันีทาํใหไ้ฮโดรเจลใชง้าน

ไดไ้มดี่นกั 

ดงันนัในปัจจุบนัก็มีนกัวิจยัหลายกลุ่มอีกเช่นกนัทีพัฒนาไฮโดรเจลให้เป็นเจลอจัฉริยะที

สามารถซ่อมแซมตัวเองได้ เมือไฮโดรเจลถูกทําลาย เจลจะสามารถกลับคืนมาสู่รูปร่างปกติ

เหมือนเดิมได้ เช่น ไฮโดรเจลทีสามารถซ่อมแซมตัวเองไดภ้ายใตส้ภาวะทีเป็นกรด ผ่านการเกิด

พนัธะไฮโดรเจน (Phadke et al., 2012) จากคุณสมบติัของไฮโดรเจลทีสามารถซ่อมแซมตวัเองไดนี้ 

ทาํให้ซ่อมแซมกระเพราะอาหารได ้และสามารถหลีกเหลียงการเกิดกรดแก๊สตริก เนืองมาจากวสัดุ

ตวันีมีคุณสมบติัทีดีในการติดกบัเนือเยือ โดยการทีจะเกิดการซ่อมแซมตวัเองไดข้องวสัดุ โดยทวัไป

จะอาศัยหลักการของเคมีคอนสติตูชันนอลไดนิก (constitutional dynamic chemistry; CDC) ซึง 

CDC ประกอบครอบคลุมทงัพนัธะโคเวเลนตแ์ละนอนโคเวเลนต ์กุญแจหลกัทีสาํคญัของ CDC คือ 

พนัธะหรืออนัตรกิริยาเหล่านีสามารถผนักลบัได ้โดยสามารถนาํมาประยุกต์ใชไ้ดก้บัเครือข่ายของ

พอลีเมอร์ โดยในการสังเคราะห์พอลีเมอร์เพือทีจะทาํให้เกิดเป็นวสัดุซ่อมแซมตวัเองได ้จะตอ้งมี

หมู่ฟังก์ชันทีสามารถผนักลบัได้และมีความเป็นไดนามิก (ภาพที 2.1) (Wei et al., 2014) กลไกใน

การเกิดกระบวนการซ่อมแซมตวัเองไดข้องวสัดุของเจล ซึงใชห้มู่ฟังก์ชนัทีแสดงในภาพที 2.2 โดย

มีทงัพนัธะโคเวเลนตแ์ละนอนโคเวเลนต ์
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ภาพที 2.1 การซ่อมแซมตัวเองไดข้องวสัดุ ทีใชห้ลกัการของ CDC (a) วสัดุทีเป็นทรงกระบอกถูก

ตดัดว้ยมีด (b) เจลแยกเป็นสองส่วนทียงัมีหมู่ฟังก์ชนัอยู่ (c) กระบวนการซ่อมแซมตวัเองเกิดขึน ณ 

จุดทีตดั (d) ภาพขยายของจุดพนัธะเชือมขวางทีประกอบไปดว้ยพนัธะทีสามารถผนักลบัได ้(Wei et 

al., 2014) 

 

 
 

ภาพท ี2.2 พนัธะและอนัตรกิริยาต่างทีใชเ้ป็นหมู่ฟังกช์ันในกระบวนการซ่อมแซมตวัเอง ทีมีทงั

พนัธะโคเวเลนต ์(ดา้นล่าง) และนอนโคเวเลนต ์(ดา้นบน) โดยอาศยัหลกัการ Constitutional 

dynamic Chemistry (CDC) (Wei et al., 2014) 
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งานวิจัยนีผูวิ้จัยได้ทําการออกแบบและได้สังเคราะห์ไฮโดรเจลอัจฉริยะทีมีคุณสมบัติ

ซ่อมแซมตวัเองได ้โดยใชว้สัดุเชิงชีวภาพทีไม่เป็นพิษต่อสิงแวดลอ้ม พร้อมทงัจะศึกษาคุณสมบติั

ต่าง ๆ โดยใช้เทคนิคต่าง ๆ ในการศึกษา เช่น IR spectroscopy, Rheology, Scanning Emission 

Microscopy (SEM) และเทคนิคอืน ๆ ทีจาํเป็น เพอืทีจะดูคุณสมบติัของวสัดุตวันีวา่เป็นอย่างไร โดย

คาดวา่งานวิจยันีจะเป็นประโยชน์ต่อการนาํไปประยุกตใ์ชไ้ดใ้นอนาคต 

Dai และคณะ ปี ค.ศ. 2016ไดร้ายงานหน้าทีของไฮโดรเจล โดยสามารถตอบสนองต่อสิง

เร้าภายนอก คือ กรด/เบส และสามารถแสดงคุณสมบติัการซ่อมแซมตวัเองไดอี้กด้วย ในงานวิจยันี

พวกเขาไดใ้ชพ้อลีเมอร์ทีมาจากธรรมชาติ คือ กวัร์กมั (guar gum, GG) และใช้โซเดียมโบโรไฮไดร์ 

(sodium borohydride; NaBH4) สําหรับสังเคราะห์อนุภาคเงินนาโนทีอยู่ในเจลอจัฉริยะ โดยใชวิ้ธีที

ง่าย เร็ว และประหยดั ในทีนีโซเดียมโบโรไฮไดร์ทาํหน้าทีเป็นตัวรีดิวซ์ซิลเวอร์ไนเตรทสําหรับ

สังเคราะห์อนุภาคเงินนาโน ในขณะที โซเดียมเมตาบอเรท (sodium metaborate; NaBO2) ทีเกิด

ขึนมาจากโซเดียมโบโรไฮไดร์ จะทาํหนา้ทีเป็นตวัครอสลิงค์ระหวา่งพอลีเมอร์กวัร์กมั ดงัแสดงใน

ภาพที 2.3 และ 2.4 วสัดุตวันี คือไฮโดรเจลทีมีอนุภาคเงินนาโนและกวัร์กมั (AgNPs/GG hydrogel) 

มีความเป็นอีลาสติกทีสูงมาก ถา้ถูกตัดจะสามารถกลับคืนมาสู่สภาพเดิม (ซ่อมแซมตัวเองได้) 

ภายใน 3 นาที ณ อุณหภูมิหอ้ง (Dai et al., 2016) 

 

 
 

ภาพที 2.3 การเตรียมอนุภาคเงินนาโนในกัวร์กัม (a) แผนภาพแสดงการเกิดครอสลิงค์ โดยใช้

โซเดียมเมตาบอเรท (b) การเกิดขึนของโซเดียมเมตาบอเรท และ อนุภาคเงินนาโน (c) ภาพถ่าย 

SEM ของอนุภาคเงินนาโนในกวัร์กมั (Dai et al., 2016) 
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ภาพท ี2.4 การตอบสนองต่อสิงเร้าภายนอกของไฮโดรเจลทีมีอนุภาคเงินนาโนในกวัร์กมั ในทีนีคือ 

pH จะเปลียนสถานะจากโซลเป็นเจล (Dai et al., 2016) 

 

Pramanik และคณะ ปี ค.ศ. 2015 (ภาพที 2.5) ไดร้ายงานการสังเคราะห์กัวร์กมั/พอลีไฮดร

อกซีอลัคาโนเอท-เคอร์คิวมิน (guar gum/polyhydroxyalkanoates-curcumin)  แบบ “in situ” และได้

ทาํใหเ้กิดเป็นฟิลม์โดยการบดรวมกนั (GPCC) ซึงสามารถนาํไปใชไ้ดใ้นการประยุกตเ์ป็นทีปิดแผล

เพราะส่วนประกอบเคอร์คิวมินสามารถป้องกันแบคทีเรียได้ นอกจากนีโมเลกุลเคอร์คิวมินยงั

สามารถช่วยในกระบวนการซ่อมแซมตวัเองของวสัดุฟิล์มตัวนีดว้ย ในการพิสูจน์เอกลกัษณ์และ

ธรรมชาติของวสัดุตวันีทีไดจ้ากการบดรวมกนั จะใชก้ารวิเคราะห์ เช่น FTIR/ATR และ TGA ผลที

ได้พบว่าการบดรวม กัวร์กัม และ PHBV poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate; PHBV) 

จะเพิมความแข็งแรงถา้เพิมสดัส่วนของโมเลกุล PHBV เนืองจากมาจากอนัตรกิริยานอน-โคเวเลนต ์

เช่น พันธะไฮโดรเจนระหว่างโมเลกุลนี นอกจากนียงัได้ใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนในการ

วิเคราะห์ความเป็นเนือเดียวกนัจากการบดผสมและดูพืนผิวของฟิล์มว่ามีส่วนใดทีสามารถติดกบั

เซลลไ์ดบ้า้ง ในการศึกษาการตา้นเชือแบคทีเรียพบว่าฟิลม์นีมีประสิทธิภาพในการยบัยงัแบคทีเรีย

แบบ Gram-positive สูงกว่า Gram-negative (Pramanik et al, 2015) 
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ภาพท ี2.5 การยบัยงัเชือแบคทีเรียของฟิลม์สงัเคราะห์ Gram-negative (a) เฉพาะโมเลกุลเคอร์คิวมิน 

(b) โมเลกุลเคอร์คิวมินทีอยูใ่นฟิลม์ (Pramanik et al, 2015) 

 

 Sharma และคณะ ปี ค.ศ. 2013 ไดร้ายงานการศึกษากวัร์กมัสามารถทาํใหเ้กิดการฟอร์มตวั

เป็นอิลาสติกเจลใน -butyl-3-methylimida-zolium chloride ซึงเป็นไอออนิกลิควิด (ionic liquid) ที

ความเขม้ขน้ % w/v พบว่าความแข็งแรงของนาโนคอมโพสิทเจลของกมัจะเพิมขึนเมือเติมมลัติ

วอลคาร์บอนนาโนทิว (multiwalled carbon nanotubes; MWCNTs) ในไอออนิกลิควิด เมือเจลถูก

ตัด ดังแสดงภาพที 2.6 จะสามารถซ่อมแซมตัวเองได้ทันทีทีอุณหภูมิห้อง โดยไม่มีสิงกระตุ้น

ภายนอก วสัดุตวันีกระบวนการซ่อมแซมตวัเองสามารถทาํซาํไดห้ลายรอบมาก โดยดูจากธรรมชาติ

ของไธโซโทรปิก (thixotropic) และการคืนตัวของมอดูลสั กับเวลาของแต่ละรอบโดยสังเกตจาก

วิธีการวิโคราะห์โดยรีโอโลจี (Rheology) โดยในทีนีปฏิกิริยาระหว่างไอออนิกลิควิด กัวร์กัม 

และมลัติวอลคาร์บอนนาโนทิวบ์ ศึกษาโดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM), 

กล้อ งจุล ทรรศ น์อิ เล็ก ตรอนแบ บ ส่ องผ่ าน  (TEM), FT-IR spectroscopy, powder XRD แล ะ 

Rheometry ซึงจากผลการศึกษาพบว่า ทีอุณหภูมิห้องทาํให้อนัตรกิริยาแบบอิเล็กโตรสแตติก และ

แรงแวลเดอวาลส์ระหว่างไอออนิกลิควิด ช่วยให้เกิดกระบวนการผนักลบัไดข้องอนัตรกิริยาแบบ

นอนโคเวเลนต ์ทาํใหเ้กิดกระบวนการซ่อมแซมตวัเองเกิดขึนไดโ้ดยง่าย (ภาพที 2.7) (Sharma et al., 

2013) 
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ภาพที 2.6 การเกิดกระบวนการซ่อมแซมตัวเอง (a) เจลของกวักมัร์ผสมกบัไอออนิกลิควิด (b) เจล 

ของนาโนคอมโพสิทของกัวร์กมั กับไอออนิกลิควิดและมลัติวอลคาร์บอลนาโนทิวบ์ (Sharma et 

al., 2013) 

 

 
 

ภาพท ี2.7 ภาพถ่ายจากกลอ้งอิเลก็ตรอนแบบส่องผา่นของ multiwalled carbon nanotube (A) 

MWCNT บริสุทธิ (B) MWCNT ที funztionalized โดยไออนิกลิควิด (C) อนัตรกิริยาระหว่างกวัร์

กมั และ ไออนิกลิควิดกบั MWCNT(Sharma et al., 2013) 
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 Nasim และคณะ ปี ค.ศ. 2013ได้ศึกษากัวร์กัมบริสุทธิ และกัวร์กัมทีเป็นโอลิโกเมริกกับ

สายโซ่ของพอลีไวนิลแอลกอฮอล ์สาํหรับการกาํจดัสารเกาลิน (Kaolin) ทีอยูใ่นนาํเสีย โดยพวกเขา

ได้ใช้กัว ร์กัม ที ห ล าย  pH แล ะได้ใช้  Dynamic Light Scatrering แล ะ ลด ค วามห นื ด  โด ยใช ้

polyelectrolytic (Zeta potential) ของกวัร์กมัทีเปลียนไปตาม pH ทีเปลียนไป เป็นทีน่าสนใจมากคือ

เมือขนาดของโมเลกุลของกวัร์กมั ไม่สามารถทีจะเพิมขึนไดเ้มือเพิม zeta potential เนืองมาจากแรง

ระหว่างโมเลกุลทีแข็งแรง และทาํให้โมเลกุลเป็นแบบโมเลกุลขดตวัขนาดใหญ่ (Macromolecular 

recoiling) ระบบ pH ทีเหมาะสมทีสุดในการพองตวัของกวัร์กัม คือ อยู่ในช่วง . -5.  ทีเป็นช่วง

ของ isoelectric point (IEP) ของเกาลินดว้ย จากนันไดน้าํกวัร์กมัทีหาสภาวะทีเหมาะสมแลว้ไปบด

กบัสายโซ่ของพอลีไวนิลแอลกอฮอล ์(polyvinyl alcohol; PVA) ทีมีนาํหนกัโมเลกุลเท่ากบั ,  

เพือทีจะทาํให้เกิดเป็น flocculant พบว่า โอลิโกเมอร์ PVA สามารถเกิดปฏิกิริยาได ้ดงันนัในงานนี 

กัวร์กัม-PVA ทีมีมีการบดกับกัวร์กัมบริสุทธิจะเกิดการ flocculant เร็วกว่าทีมีเฉพาะ PVA แต่

อย่างไรก็ตาม เวลาในการบดของสารประกอยขึนอยู่กบักวัร์กมับริสุทธิดว้ย (ภาพที 2.8) (Nasim et 

al., 2013) 

 
 

ภาพท ี2.8 การเกิดพอลีเมอร์ดว้ยการ bridge mechanism (Nasim et al., 2013) 
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 จากงานวิจยัทีกล่าวมาทงัหมดซึงเกียวขอ้งกบักวัร์กมัทีนาํมาใชเ้ป็นสารทีใชส้ังเคราะห์เป็น

พอลีเมอร์และมีตวัอืนๆ ผสมรวมอยู่ดว้ย (composite) อยู่ดว้ย เพือทีจะใชป้ระยุกต์ในงานต่างๆ ไม่

ว่าจะเป็นการดูดซับสารทีไม่พึงประสงค์ การเติมสารอืนลงไปเพือทีจะฆ่าเชือแบคทีเรีย ซึงพอลี

เมอร์ทีกล่าวมาเบืองตน้นนั ลว้นสามารถทีจะมีคุณสมบติัของการซ่อมแซมตวัเองไดอี้กดว้ย ซึงเป็น

ผลดีมากทีจะนาํไปประยกุตใ์ชไ้ดห้ลากหลายในอนาคต ดงันนัในงานวิจยันีผูวิ้จยัจึงไดใ้ชก้วัร์กมัให้

เป็นตวัส่วนประกอบอยูใ่นงานนีดว้ยและออกแบบใหโ้มเลกุลนีสามารถทีจะซ่อมแซมตวัเองไดด้ว้ย 

 

2.2 แผลและกระบวนการซ่อมแซมของแผล 

การซ่อมแซมหรือหายของแผล (wound Healing) สามารถสังเกตไดจ้ากการมีผิวหนงัมาปก

คลุมบาดแผลและการเชือมต่อเนือเยือภายใตบ้าดแผล โดยทวัไปแลว้การหายของแผลในสภาพปกติ

สามารถแบ่งไดเ้ป็น 3 ลกัษณะ (Geoffrey, & Victor, 2014) ดงันี 

1. การหายของแผลผ่าตัดทีไม่มีปัญหาแทรกซ้อน (primary healing) เกิดขึนโดยการเย็บ

ขอบแผลเขา้หากันโดยทันทีหรือ การปิดแผลสดขนาดใหญ่ดว้ยการปลูกถ่ายผิวหนังหรือเนือจาก

บริเวณอืน 

2. การหายของแผลทีถูกปล่อยให้หายเอง (spontaneous closure) โดยแผลจะเคลือนเขา้หา

กนั ด้วยกระบวนการหดตวัของแผล การสร้างเนือเยือแกรนูเลชัน การสร้างเยือบุผิว และเกิดเป็น

แผลเป็น (scar formation)  

3. การหายของแผลเกิดหลงัจากเกิดบาดแผลหลายวนั (tertiary healing) การรักษาแผลโดย

ไม่ปิดเนือเยือก่อนในช่วงแรกและค่อยปิดเนือเยือเขา้ดว้ยกนั ซึงแผลเริมมีการสร้างชนัเนือเยือแกร 

นูเลชนั (granulations)  

กระบวนการซ่อมแซมของแผล ประกอบด้วย 3 ระยะ  (Chandan & Sashwati, 2013; 

Ursula, et al., 2013) (ภาพที 2.9) 

1. ระยะการอักเสบ (inflammatory phase) คือ ระยะทีร่างกายกาํจัดเนือตายและป้องกัน

การติดเชือไม่ให้ลุกลาม กระบวนการอกัเสบเกิดขึนทนัทีเมือเกิดแผล โดยเริมจากการห้ามเลือด 

(hemostasis) เมือเกิดแผลขึนโปรตีน fibrillary collagen และสาร tissue factor ในร่างกายจะกระตุ้น

เกิดกลการแข็งตวัของเลือด หลอดเลือดทีฉีดขาดจะกระตุน้ให้เกล็ดเลือดเกิดการจบัตวักนั (platelet 

clump and aggregation) เพือห้ามเลือด โดยในระยะนีเกลด็เลือดจะหลงั growth factors ร่วมดว้ยเช่น 

platelet-derived growth factor (PDGF) และ transforming growth factor P(TGF-p) กระบวนการนี

ทําให้ fibrinogen เปลียนเป็น fibrin และกลายเป็นร่างแห ทําให้มีการห้ามเลือดและในเดียวกัน 

inflammatory cells ต่างๆก็ถูกกระตุน้ใหม้าทีบริเวณบาดแผล โดยเซลลเ์มด็เลือดขาว neutrophils ซึง
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จะมาภายใน 2 วนัแรกหลงัเกิดแผล ทําหน้าทีกําจดัเนือตายโดยกระบวนการ phagocytosis และ

ป้องกนัการติดเชือ อีกทงัยงัหลงั protease เพือช่วยให้ย่อย extracellular matrix (ECM) เหมาะสมแก่

การหายของแผล ถดัมาเซลล์เม็ดเลือดขาว monocytes และ macrophages ซึงจะเขา้มาหลงัเกิดแผล 

48-72 ชวัโมง โดยเซลลเ์ม็ดเลือดขาว monocyte จะถูกกระตุน้มายงับริเวณทีเกิดแผลโดย monocyte 

chemoattractant protein 1 แล้วเปลียนเป็นเซลล์เม็ดเลือดขาว macrophages ซึงจะเป็นเซลล์ทีมี

ปริมาณมากทีสุดภายหลงัจากเกิดแผล 3 วนั โดยเซลล์เม็ดเลือดขาว macrophages ทาํหน้าทีกาํจดั

เนือตายและแบคทีเรียในแผล แต่บทบาททีสําคัญต่อการหายของแผลคือการหลงัสาร growth 

factors ต่างๆซึงจาํเป็นต่อการสร้าง ECM ทงักระตุน้การสร้าง fibroblast และการสร้างหลอดเลือด

ใหม่ปกติแลว้การหายของแผลสามารถสําเร็จ ถดัมาเซลลเ์ม็ดเลือดขาว lymphocytes และ mast cell 

ซึงจะเขา้มาบริเวณแผล 5-7 วนัหลงัเกิดแผล บทบาทของเซลล์ทงั 2 ชนิดต่อการหายของแผลยงัไม่

ทราบแน่ชัด โดยสาร CD-4 และ inhibitory CD-8 ทีหลงัจากเซลล์เม็ดเลือดขาว lymphocytes มีผล

ต่อการหายของแผลในระยะต่อไป 

2. ระยะเพิมจํานวน (proliferative phase) คือ ระยะทีเนือเยือเกิดการเพิมจาํนวน พร้อมๆ

กบัการเกิดแผลเป็น ระยะนีมกัจะเกิดขึนภายหลงัเกิดแผลประมาณ 4 วนั ถึง 3 สัปดาห์ แต่แท้จริง

แล้วระยะการหายของแผลในแต่ละระยะมีความทับซ้อนกัน กระบวนการ re-epithelialization 

เกิดขึนทันทีตังแต่เกิดแผล โดย keratinocytes ทีบริเวณขอบแผลมีการแยกตัวจากชัน basement 

membrane และเคลือนตัวออกมาเพือปิดบาดแผล การเคลือนตัวของ keratinocytes เป็นผลมาจาก

การทําปฏิสัมพันธ์กับโปรตีนของ ECM (fibronectin, vitronectin, type I collagen) และมาแทนที 

fibrin matrix กลายเป็น granulation tissue ซึงประกอบด้วยเซลล์สําคัญ 3 ชนิด คือ fibroblasts, 

macrophages และ endothelial cells เซลลเ์หล่านีมีบทบาทสาํคญัในการสร้าง ECM และหลอดเลือด

ใหม่ โดยที granulation tissue จะเริมเห็นไดที้ขอบแผลประมาณ 4 วนัหลงัเกิดแผล โดยมี fibroblast 

ทาํหน้าทีเป็นเซลล์หลัก และ macrophages จะช่วยสร้าง growth factors ต่างๆทีจาํเป็นเช่น PDGF 

และ TGF-bata1 กระตุ้นให้  fibroblast เพิ มจําน วน และฝังตัวใน  ECM อีกทังย ังกระตุ ้น ให ้

endothelial cells สร้างหลอดเลือดใหม่อีกดว้ย เมือ collagen matrix เพิมจาํนวนจนเต็มบาดแผลแลว้ 

กระบวนการทังหมดจะหยุดทันที fibroblast จะหายไป และการสร้างหลอดเลือดใหม่จะหยุดลง 

โดยในระยะเพิมจาํนวนนี fibrin matrix จะถูกแทนทีดว้ย type III collagen ซึงยงัไม่แข็งแรง สุดทา้ย

จะถูกแทนทีดว้ย type I collagen ทีแขง็แรงกวา่ในระยะปรับเปลียนใหม ่(remodeling phase) 
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3. ระยะป รับเป ลียนให ม่  (remodeling phase) เป็นระยะทีแผล เกิดการปรับเปลียน

โครงสร้าง เพือเพิมความแข็งแรงให้แก่เนือเยือ ระยะนีเป็นระยะทีนานทีสุดของกระบวนการหาย

ของแผล โดยระยะนีเริมตังแต่แผลถูกเติมเต็มด้วย granulation tissue และขอบแผลเกิด  re-

epithelialization แลว้ กระบวนการหลกัของระยะนีคือการหดของแผล (wound contraction) และ

การป รับ เป ลียน ให ม่ข อ งค อ ลลาเจน  (collagen remodeling) โด ยก ารห ด ข องแ ผล เกิด จาก 

myofibroblast ซึงมาจาก fibroblast ทีจบัตวักบั intracellular actin microfilament หดตวั 

 

 
 

ภาพที 2.9 กระบวนการและระยะเวลาการหายของแผล (Yildirimer et al., 2012) 
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บทท ี 3 

วธิดีําเนินการวจิัย 

 

3.1 การสังเคราะห์ไฮโดรเจล 

โครงการวิจยันีไดท้าํการสังเคราะห์ไฮโดรเจลโดยคณะวิจยั ผศ.ดร.ศิรินนัท์ กุลชาติ และ

ดร.ชานนธ์ ตลอดไธสง ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัขอนแก่น เตรียมสารละลายบอ

แรกซ์ทีความเขม้ขน้แตกต่างกนั คือ 2 wt%, 4 wt%, 6 wt% และ 8 wt% ในนาํปราศจากไอออน เพือ

ใชใ้นการเตรียมไฮโดรเจลทีมีความเขม้ขน้ของบอแรกซ์ทีแตกต่างกนั การสังเคราะห์กวัร์กมัไฮโดร

เจล เริมจาก เติมนาํปราศจากไอออน 20 มิลลิลิตร ลงในบิกเกอร์ขนาด 50 มิลลิลิตร จากนนั ชงักวัร์

กมัมา 0.1 กรัม ค่อยๆโปรยลงในนาํปราศจากไอออนพร้อมกบักวนดว้ยเครืองกวนสาร เพือไม่ให้

กวัร์กมัจบักนัเป็นกอ้น เมือเติมเสร็จ ทาํการปิดฝาดว้ยกระจกนาฬิกาเพือไม่ให้เกิดการระเหย แลว้

กวนต่อไปเป็นเวลา 1 ชวัโมงทีอุณหภูมิห้องจะไดส้ารละลายทีเป็นเนือเดียวกนั เติมเบส 0.1 โมลาร์ 

NaOH ปริมาณ 200 ไมโครลิตร กวนใหเ้ขา้กนัเป็นเวลา 2 นาที แลว้เติม 2% wt ของสารละลายบอ

แรกซ์ ปริมาณ 500 ไมโครลิตร โดยกวนแรงเป็นเวลา 5 นาที สารละลายจะค่อยก่อตวัเป็นไฮโดรเจล 

อย่างสมบูรณ์ ในการเตรียมไฮโดรเจลทีความเขม้ขน้ของสารละลายบอแรกซ์อืนๆ ใชวิ้ธีเดียวกนัแต่

แตกต่างกันตรงทีความเข้มข้นของบอแรกซ์ จากนันเพิมอัตราส่วนทุกอย่างเป็นสามเท่า เมือได้

ไฮโดรเจลแลว้ เทลงบนจานเลียงเชือขนาด 100  15 มิลลิเมตร อบทีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

จนกวา่จะแหง้ เมือแหง้แลว้ กรีดขอบไฮโดรเจลเป็นวงกลมตามจานเลียงเชือ แลว้นาํไปแช่นาํใหเ้กิด

การบวมตวัเพือทีจะสามารถแกะออกมาจากจานเลียงเชือได ้จากนนันําแผ่นไฮโดรเจลมาตากบน

ถุงพลาสติกแบบหนา ทิงไวใ้นตูดู้ดควนัจนกวา่จะแหง้กลายเป็นฟิลม์ วิธีการสังเคราะห์ไฮโดรเจลที

มีเคอร์คูมินห่อหุ้มด้วยอนุภาคเงินนาโน (Cur-AgNPs) ผสมอยู่ การเตรียมความเข้มขน้ของ Cur-

AgNPs ทีแตกต่างกนั แสดงในตารางที 3.1  
 

ตารางที 3.1 ความเขม้ขน้ทีแตกต่างกนัของ Cur-AgNPs ในการเตรียมไฮโดรเจล 
 

ตวัอยา่ง Cur-AgNPs (มลิลิลิตร) นาํปราศจากไอออน (มลิลิลิตร) ความเขม้ขน้ (นาโนโมลาร์) 

ตวัอย่างที 1 1.25 18.75 1.47 

ตวัอย่างที 2 2.5 17.5 2.95 

ตวัอย่างที 3 5 15 5.90 

ตวัอย่างที 4 10 10 11.79 

ตวัอย่างที 5 20 0 23.58 
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การสังเคราะห์สารตวัอย่างที 1 ปิเปต Cur-AgNPs มา 1.25 มิลลิลิตร ผสมกบันาํปราศจาก

ไอออน 18.75 มิลลิลิตร ในบิกเกอร์ขนาด 50 มิลลิลิตร กวนใหเ้ขา้กนัดว้ยเครืองกวนสาร จากนนัชงั

กวัร์กมัมา 0.1 กรัม ค่อยๆโปรยลงในสารละลายพร้อมกบักวนดว้ยเครืองกวนสาร เพือไม่ใหก้วัร์กมั

จับกันเป็นก้อน ปิดฝาด้วยกระจกนาฬิกาหรือจานเลียงเชือแล้วกวนต่อไปเป็นเวลา 1 ชัวโมงที

อุณหภูมิหอ้งจะไดส้ารละลายทีเป็นเนือเดียวกนั เติมเบส 0.1 โมลาร์ NaOH ปริมาณ 200 ไมโครลิตร 

กวนให้เขา้กนัเป็นเวลา 2 นาที แลว้เติม 4% wt ของสารละลายบอแรกซ์ ปริมาณ 500 ไมโครลิตร 

จากนันกวนแรงเป็นเวลา 5 นาที สารละลายจะค่อยๆก่อตวัเป็นไฮโดรเจลอย่างสมบูรณ์ ในการ

สังเคราะห์สารตวัอย่างอืนๆ ใชว้ิธีเดียวกนัการสงัเคราะห์ตวัอยา่งที 1 แตกต่างกนัทีความเขม้ขน้ของ 

Cur-AgNPs ตามทีระบุในตารางที 3.1 

 

3.2 สัตว์ทดลอง 

หนูสายพันธุ์ Wistar เพศผู ้อายุ  สัปดาห์ นาํหนักประมาณ –  กรัม จากบริษัท 

โนมูระสยามอินเตอร์เนชันแนลจาํกดั หนูจะถูกเลียงกรงละ -  ตวั เพือลดความเครียด ซึงอยู่ใน

หอ้งทีควบคุมอุณหภูมิ 25±1°C และ ความชืน 55±5% ดว้ยแสงสวา่งตามวงจรเวลากลางวนักลางคืน

รอบละ  ชวัโมง หนูทุกตวัไดรั้บอาหารและนาํทีมาตรฐาน นาํหนกัของหนูและปริมาณอาหารที

กินจะทาํการบนัทึกทุกวนั 

เมือครบระยะเวลากกักนัสัตวท์ดลองเป็นระยะเวลา  สัปดาห์ หนูจะถูกสุ่มแบ่งออกเป็น 

 กลุ่ม คือ กลุ่มควบคุมทีถูกทําให้มีแผล (cutaneous surgical open wounds) และได้รับยาลดปวด

ร่วมกบัแผน่ปิดแผลมาตรฐาน และกลุ่มทีถูกทาํใหมี้แผลและไดรั้บยาลดปวดร่วมกบัเจลสมานแผล

จากสารเชิงประกอบไฮโดรเจล หนูทุกตวัถูกประเมินลกัษณะและอตัราการซ่อมแซ่มของแผลทุกๆ 

 วนั หลงัจากมีบาดแผล รวมระยะเวลา  วนั เมือครบระยะเวลาการศึกษาในวนัที 4, 8, 12, และ 

16 หนูทงั  กลุ่มถูกสุ่มจาํนวนกลุ่มๆ  ตวัต่อช่วงเวลา และทาํให้ตายอย่างสงบด้วยยาสลบทีเกิน

ขนาด แลว้ทาํการเก็บเลือด เนือเยือรอบแผลและแผลเพือนาํไปวิเคราะห์การเปลียนแปลงโครงสร้าง

ระดบัจุลภาคดว้ยการยอ้มเนือเยือ 

การดาํเนินงานทุกขนัตอนไดรั้บอนุญาตจากของคณะกรรมการกาํกบัดูแลการเลียงและ

ใช้สั ต ว์ท ด ล อ ง  ม ห าวิ ท ย าลัยธ รร ม ศ าส ต ร์  แ ล ะ ดํา เนิ น ก า ร เลี ย ง ที ศู น ย์สั ต ว์ท ด ล อ ง 

มหาวิทยาลยัธรรมศาสตร์ โครงการวิจยันีจะใช้หนูจาํนวน 24 ตวัแบ่งออกเป็น  กลุ่มๆ ละ 12 ตัว 

ดงันี 
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. กลุ่มควบคุมทีถูกทาํให้มีแผลและไดรั้บยาลดปวดร่วมกบัเจลสมานแผลมาตรฐาน 

. กลุ่มทีถูกทาํใหมี้แผลและไดรั้บยาลดปวดร่วมกบัเจลสมานแผลไฮโดรเจล 

จาํนวนสัตวท์ดลองทีใชใ้นโครงการวิจยันีอา้งอิงจากผลงานวิจยัของกลุ่มนักวิจยัพฒันา

และสังเคราะห์แผ่นปิดแผลและศึกษาประสิทธิภาพของแผ่นปิดแผลในสัตวท์ดลอง ทงันีจาํนวน

สัตวท์ดลองทีใชใ้นการศึกษามีความสอดคลอ้งกบัผลการศึกษาทีผ่านมาของ Jing และคณะ ปี ค.ศ. 

2017 (Jing, et al., 2017) 

 

3.3 การศึกษาความเป็นพษิต่อเซลล์ผวิหนังไฟโบรบลาสต์ 

การเพาะเลียงเซลลผิ์วหนงัไฟโบรบลาสต์ (fibroblasts) ดว้ยอาหารเลียงเซลลช์นิดดลัเบ็ค

โคส์ โมดิฟายด ์อีเกิลส์ (Dulbecco's Modified Eagle Medium: DMEM) ในถาดหลุมเลียงเซลลช์นิด 

96 หลุม (96-well plate) ให้ความหนาแน่นของเซลล์เท่ากบั 2 × 104 เซลล์ต่อหลุม บ่มอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส ในสภาวะทีมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 24 ชวัโมง ทงันีความ

เขม้ขน้ของอนุภาคเงินทีห่อหุม้สารเคอร์คูมิน 0.34 nM ซึงเป็นความเขม้ขน้ทีสามารถคงความเสถียร

ร่วมกับไฮโดรเจลอนุภาคเงิน ถูกนํามาเจือจางทีความเข้มข้น 0, 0.0002, 0.0004, 0.0008, 0.0016, 

0.0032, 0.00625, 0.0125, 0.025, 0.05, 0.1 และ 0.2 nM ตามลาํดบั จากนนัเติมสารละลายของสารที

ต้องการทดสอบทีความเข้มข้นต่างๆ หลุมละ 100 µl แล้วเพาะเลียงเซลล์กับสารทดสอบในตู้

เพาะเลียงเป็นเวลาประมาณ 24 ชัวโมง จากนนัหาค่าร้อยละการรอดชีวิตของเซลล์เพาะเลียงด้วย

เท ค นิ ค ก ารวิ เค ราะห์ ด้วยส าร เอ็ม ที ที  (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium 

bromide; MTT) โดยการเติมสารละลายเอ็มทีที (MTT) ลงไปในจานเพาะเลียง จากนันนําไปวดัค่า

การดูดกลืนแสงที 570 นาโนเมตร นาํไปวเิคราะห์หาค่าร้อยละการมีชีวิตของเซลล ์(% cell viability) 

ในแต่ละกลุ่มตวัอย่าง และเปรียบเทียบกบัเซลล์ทีไม่ไดรั้บสารทดสอบ เพือหาค่าความเขม้ขน้ของ

สารทีทาํใหเ้ซลลมี์ร้อยละการมีชีวติมากกวา่ 80 (ความเขม้ขน้ทีไม่เป็นพิษต่อเซลล)์ และทาํใหเ้ซลล์

มีร้อยละการมีชีวิต 50 (50% inhibitory concentration; IC50) ซึงแสดงถึงความเป็นพิษต่อเซลล ์

(Nirwana et al., 2021) 
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3.4 การศึกษาการเจริญเติบโตของเซลล์ผิวหนังเพาะเลียง 

 เซลล์ผิวหนังถูกเพาะเลียงในถาดหลุมเลียงเซลล์ชนิด 48 หลุม ให้ความหนาแน่นของ

เซ ลล์ เท่ ากับ  2.5 × 104 เซ ลล์ ต่อห ลุ ม  บ่ มอุณ ห ภู มิ  37 องศาเซ ล เซียส  ใน สภ าวะที มีก๊ าซ

คาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา 24 ชัวโมง เมือครบเวลาจึงใส่สารทดสอบอนุภาคเงินทีห่อหุ้ม

สารเคอร์คูมินความเขม้ขน้ 0.0005, 0.001 และ 0.002 นาโนโมลาร์ และวิตามินซี (สารควบคุมเชิง

บวก) ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร หลุมละ 400 ไมโครลิตร แลว้จึงเลียงเซลล์กับสาร

ทดสอบเป็นเวลา 7 และ 14 วนั โดยเปลียนอาหารเลียงเซลลท์ุก ๆ 2 วนั เมือครบกาํหนดจึงนาํอาการ

เลียงเซลล์เก่าออกแล้วแล้วเติม 1X lysis buffer หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มในตู้บ่ม 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เมือครบเวลาจึงเติม CellTitle-Glo solution 50 ไมโครลิตร บ่มที

อุณหภูมิหอ้งในทีมืดเป็นเวลา 10 นาที แลว้จึงนาํไปอ่านค่าการเปลียนแปลงของ luminescence  

 

3.5 การศึกษาปริมาณคอลลาเจนด้วยวธิี Sirius red staining 

 เพาะเลียงเซลล์ผิวหนงั ในถาดหลุมเลียงเซลลช์นิด 48 หลุม ให้ความหนาแน่นของเซลล์

เท่ า กั บ  2.5 × 104 เซ ล ล์ ต่ อ ห ลุ ม  บ่ ม อุ ณ ห ภู มิ  37 อ ง ศ า เซ ล เซี ย ส  ใ น ส ภ า ว ะ ที มี ก๊ า ซ

คาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา 24 ชัวโมง เมือครบเวลาจึงใส่สารทดสอบอนุภาคทีห่อหุ้มสาร

เคอร์คู มินความเข้มข้น 0.0005, 0.001 และ 0.002 นาโนโมลาร์ และวิตามินซี ความเข้มข้น 50 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร หลุมละ 400 ไมโครลิตร แลว้จึงเลียงเซลลก์บัสารทดสอบเป็นเวลา 7 และ 14 

วนั โดยเปลียนอาหารเลียงเซลลท์ุก ๆ 2 วนั เมือครบกาํหนดจึงนาํอาการเลียงเซลลเ์ก่าออกและลา้ง

เซลล์ด้วย PBS หลงัจากนัน นํา PBS ออก แลว้ fix เซลล์โดยเติม paraformaldehyde (PFA) ความ

เขม้ขน้ 4% หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มทีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 10 นาที จึงนาํ PFA ออก ลา้งเซลล์

ดว้ย PBS 2 ครัง ยอ้มเซลล์ทีถูก fix ด้วยสารละลาย direct red 80 ความเข้มข ้น 0.1% เป็นเวลา 10 

นาที จากนนั ลา้งสียอ้มดว้ย 0.01 N HCl in 70% ethanol 2 ครังๆ ละ 2 นาที แลว้ถ่ายรูปเซลลที์ยอ้ม

ติดคอลลาเจน หลงัจากนนั ละลายสียอ้มดว้ย NaOH ความเขม้ข้น 0.5 N หลุมละ 100 ไมโครลิตร 

และนาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที 540 นาโนเมตร 
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3.6 การทดสอบฤทธิการสมานแผลของเซลล์ผิวหนังเพาะเลียง 

 เพาะเลียงเซลลไ์ฟโบรบลาสตใ์น Culture-insert 4 well เป็นเวลา 24 ชวัโมง เมือครบเวลา

จึงเอา insert ออก และล้างเซลล์ทีหลุดออกด้วย PBS หลงัจากนันบ่มเซลล์กับสารทดสอบความ

เข้มข้น 0.001 และ 0.002 นาโนโมลาร์ และ FGF (สารควบคุมเชิงบวก) ความเข้มข้น 100 นาโน

กรัม/มิลลิลิตร ปริมาณ 2 มิลลิลิตร บนัทึกภาพเซลลเ์พาะเลียงดว้ยกลอ้งจุลทรรศน ์กาํลงัขยาย 4X ที

เวลาต่างๆ ฤทธิการกระตุน้การสมานแผลจะประเมินจากเปอร์เซ็นต์ของรอยแผลทีปิด (% of gap 

filled) ซึงสามารถคาํนวณจากสมการ % การปิดของรอยแผล เท่ากบั 

[(พนืทีของแผลเริมตน้-พืนทีของแผลในระยะต่างๆ)/ พนืทีของแผลเริมตน้]  100 

 

3.7 การสลบหนูและการเกบ็อวยัวะตวัอย่าง 

เมือสินสุดการศึกษา หนูถูกทาํใหส้ลบดว้ยการสูดดมสาร isoflurane และทาํการเก็บเลือด

จากหัวใจและเนือเยือบริเวณบาดแผล เพือทาํการศึกษาการเปลียนแปลงของเซลล์และโมเลกุลที

เกียวขอ้งกบัการอกัเสบหรือการติดเชือ 

 

3.8 การศึกษาการเปลยีนแปลงของโครงสร้างผิวหนงัระดับจุลภาค 

ลกัษณะและอตัราการซ่อมแซมของแผลจะถูกประเมินทุกๆ  วนั หลงัจากมีบาดแผล 

(วนัที , 8, 12, และ ) รวมระยะเวลา  วนั และทาํวิเคราะห์การเปลียนแปลงโครงสร้างระดับ

จุลภาคด้วยการยอ้มเนือเยือด้วยสียอ้ม hematoxylin & eosin และศึกษาปริมาณคอลลาเจนด้วยสี 

Masson's trichrome ตามลาํดบั 

 

3.9 การศึกษาการเปลยีนแปลงระดับโมเลกลุ 

ตวัอยา่งแผลและผิวหนงับริเวณแผลของหนูแรทนาํมาแยก messenger RNA (mRNA) ดว้ย

ชุดสกัดสําเร็จรูปตามวิธีการทีผูผ้ลิตกาํหนด DNA extraction kit (Fermentas, Thermo Scientific) 

จากนันวดัความเข้มข้นของ total RNA ด้วยเครือง NanoDrop2000 spectrophotometer ศึกษาการ

แสดงออกของ mRNA ด้วยวิธี Real-time PCR แล้วศึกษาการแสดงออกของยีนทีสนใจ ได้แก่ 

Collagen 1 (Col1a1), Collagen 3 (Col3a1), EGF (Egf), FGF-2 (Fgf2), TGF-β1, (Tfgb1) และ IL-6 

(Il6) โดยยีน beta actin เป็นตัวควบคุมภายในถูกนํามาเปรียบเทียบการเปลียนแปลงของยีนที

ทาํการศึกษา (Wongchitrat et al., 2017) ดงัทีแสดงในตารางที 3.2 
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ตารางท ี3.2 Primers used in qPCR 

 

Gene Primer sequence Product Melting 

temperature 

Access 

number 

β-actin 

(Actb) 

F: 5′-CCCTGGCTCCTAGCACCAT-3′ 
R: 5′-GATAGAGCCACCAATCCACACA-3′ 

80   bp 60°C NM031144 

Collagen 1 

(Col1a1) 

F: 5′-CATGTTCAGCTTTGTGGACCT-3′ 
R: 5′-GCAGCTGACTTCAGGGATGT-3′ 

94 bp 60°C NM053304 

Collagen 3 

(Col3a1) 

F: 5′-GGGATCCAATGAGGGAGAAT-3′ 
R: 5′-CCTTGCGTGTTTGATATT-3′ 

128 bp 60°C NM032085 

EGF 

(Egf) 

F: 5′-CTCAGGCCTCTGACTCCGAA-3′ 
R: 5′-ATGCCGACGAGTCTGAGTTG-3′ 

93 bp 60°C NM012842 

FGF-2 

(Fgf2) 

F: 5′-GATCCCAAGCGGCTCTACTG-3′ 
R: 5′-TAGTTTGACGTGTGGGTCGC-3′ 

105 bp 60°C NM019305 

TGF-β1 

(Tfgb1) 

F: 5′-GGGCTACCATGCCAACTTCTG-3′ 
R: 5′-GAGGGCAAGGACCTTGCTGTA-3′ 

82 bp 60°C NM021578 

IL-6 

(Il6) 

F: 5′AACCTGAACCTTCCAAAGATGG-3′ 
R: 5′-TCTGGCTTGTTCCTCACTACT-3′ 

168 bp 55°C NM012589 

 

EGF: Epidermal growth factor; TGF-β1: Transforming growth factor beta 1; IL-6: Interleukin-6; 

F: Forward; R: Reverse. 

 

3.10 การวเิคราะห์ทางสถิติ 

การวิเคราะห์ทางสถิติ (Statistical analysis) ผลของการศึกษาแสดงในรูปค่าเฉลียและค่า

ความคลาดเลือนมาตรฐาน (Mean±SE.) สําหรับการเปรียบเทียบระหว่าง  ขอ้มูล ใช้วิธี unpaired 

student’s t-test กาํหนดให้ค่าความแตกต่างอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติน้อยกว่า .  (p< . ) การ

วเิคราะห์ขอ้มูลทางสถิติทงัหมดดว้ยโปรแกรม GraphPad Prism 6.0 
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บทท ี 4 

ผลการวเิคราะห์ข้อมูล 

 

4.1 ผลของสารเคอร์คูมินอนุภาคเงนินาโนต่อความเป็นพษิ การเพิมจํานวนเซลล์ และการสร้าง

คอลลาเจนเซลล์เนือเยือผวิหนังมนุษย์เพาะเลยีง 

 

เซลล์ผิวหนงัมนุษยเ์พาะเลียงถูกนํามาบ่มกบัสารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนความเขม้ขน้ 

0.016–1.600 nM เป็นระยะเวลา  ชัวโมงและทดสอบความเป็นพิษ (cytotoxicity) เพือพิจารณา

ความเขม้ขน้ของสารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนทีปลอดภัยก่อนนาํมาสังเคราะห์ร่วมกบัไฮโดรเจล 

โดยการประเมินด้วยค่าเฉลียของร้อยละเซลล์รอดชีวิต (% cell viability) ด้วยวิธี MTT assay ผล

การศึกษา พบว่า สารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนทีความเข้มข้น .  nM มีความเป็นพิษตําและ

ค่าเฉลียของร้อยละเซลล์รอดชีวิตมากกว่าร้อยละ  และสารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนทีความ

เขม้ขน้นอ้ยกวา่ .  nM ยงัคงมีความเป็นพิษตาํและค่าเฉลียของการรอดชีวติร้อยละ  (ภาพที .  

a–b) 

นอกจากนี เซลลผิ์วหนงัมนุษยน์าํมาเพาะเลียงการบ่มสารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนความ

เข้มข้น .  nM และ .  nM เป็นระยะเวลา  ว ัน และ  ว ัน สามารถเพิมจํานวนเซลล ์

(proliferation) โดยมีกลุ่มทีได้รับวิตามินซีความเข้มข้น 50 µg/mL เป็นกลุ่มควบคุมมาตรฐาน 

(positive control) ทีเป็นสารเพิมจาํนวนเซลลแ์ละการสร้างคอลลาเจน เมือครบระยะเวลา  วนั สาร

เคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนสามารถเพิมจาํนวนเซลล์ตามความเข้มข้นและระยะเวลา โดยความ

เขม้ขน้ .  nM เพิมจาํนวนเซลลม์ากกกวา่กลุ่มควบคุม (p=0.0172) โดยทีกลุ่มไดรั้บวิตามินซีมีเพิม

จาํนวนเซลล์ (p=0.0002) ขณะทีระยะเวลา  วนั สารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนความเขม้ขน้ 0.03 

nM และ 0.06 nM สามารถเพิมจาํนวนเซลลอ์ยา่งมีนัยสําคญั (p=0.0031, p=0.0372 ตามลาํดบั) และ

วติามินซีเพิมจาํนวนเซลลสู์งสุด (p=0.0018) 

การศึกษาปริมาณคอลลาเจน (collagen production) โดยทาํการยอ้มสี Picrosirius red ผล

การศึกษา พบวา่ การบ่มสารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนความเขม้ขน้ 0.03 nM เป็นระยะเวลา  วนั 

ทาํให้เซลล์ผิวหนังเพาะเลียงเพิมการสร้างคอลลาเจนอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (p=0.0001) คิดเป็น

ร้อยละ 20 ขณะทีการบ่มสารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนเป็นระยะเวลา  วนั พบว่า ความเขม้ขน้ 

0.03 nM สามารถเพิมปริมาณการสร้างคอลลาเจนร้อยละ  และความเขม้ขน้ .  nM ร้อยละ 0 

(p=0.00021, p=0.0372 ตามลาํดับ) ทังนีกลุ่มทีไดรั้บวิตามินซีมีปริมาณการสร้างคอลลาเจนสูงสุด

เมือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม (p<0.0001, p=0.0003 ตามลาํดบั) (ภาพที .  c–d) 
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ฉะนนัการศึกษานีทาํใหท้ราบว่า สารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนความเขม้ขน้ . -0.2 nM 

มีความเป็นพิษตาํและสามารถเพิมจาํนวนเซลลแ์ละปริมาณคอลลาเจน ซึงสารเคอร์คูมินอนุภาคเงิน

นาโนความเขม้ขน้ .03-0.2 nM มีความปลอดภยัจึงได้ทาํการสังเคราะห์สารเคอร์คูมินห่อหุ้มดว้ย

อนุภาคเงินนาโนสูงสุดทีความเข้มข้น 3.4 nM (ความเข้มข้นประมาณ 10 เท่า) และนาํมาผสมกับ

ไฮโดรเจลเพือนาํมาศึกษาประสิทธิภาพการสมานแผลในสตัวท์ดลอง 

 

 
ภาพที 4.1 ผลของสารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนต่อความเป็นพิษ การเพิมจาํนวนเซลล์ และการ

สร้างคอลลาเจนเซลลใ์นเนือเยือผิวหนงัมนุษยเ์พาะเลียง 
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4.2 ผลของสารเคอร์คูมินอนุภาคเงนินาโนต่อการปิดแผลและการสมานแผลในเซลล์เนือเยือผวิหนัง

มนุษย์เพาะเลยีง 

 

เซลลเ์นือเยือผิวหนงัมนุษยเ์พาะเลียงถูกทาํให้เกิดแผลและบ่มดว้ยสารเคอร์คูมินอนุภาคเงิน

นาโนความเข้มข้น .  nM และ .  nM โดยมีสาร recombinant human basic fibroblast growth 

factor (rhFGF-b) ปริมาณความเขม้ขน้  ng/mL เป็นกลุ่มควบคุมมาตรฐาน (positive control) เมือ

เปรียบเทียบกับกลุ่มทีได้รับสารหลอก (negative control) พบว่า สารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโน

ความเขม้ขน้ 0.03 nM มีประสิทธิภาพสูงสุดในการสมานแผลเซลลเ์นือเยือผิวหนงัมนุษยเ์พาะเลียง

ในระยะเวลา 24 ชัวโมง (ร้อยละ 30, p=0.0012) และ 48 ชัวโมง (ร้อยละ 76, p<0.0001) และเมือ

เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม พบว่า สารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนความเข้มข้น . 3 nM มีการ

สมานแผลร้อยละ 25 (p=0.0003) ใน  ชัวโมง และร้อยละ 58 (p=0.042) ใน  ชวัโมง ในขณะที

กลุ่มทีได้รับสาร rhFGF-b มีการสมานแผลร้อยละ 25 (p=0.038) ใน 24 ชัวโมง และร้อยละ 62 

(p<0.0001) ใน 48 ชัวโมง ตามลาํดับ สารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนสามารถสมานแผลเซลล์

เนือเยือผิวหนงัมนุษยเ์พาะเลียงร้อยละ -  สารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนความเขม้ขน้นอ้ย (0.03 

nM) สามารถช่วยเติมสารส่งเสริมการปิดแผลและสือสารภายในเซลล์ในการสมานแผลได้ดีกว่า

ความเข้มข้นสูง (0.06 nM) (ภาพที .  a–b) ดังนันสารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนสามารถช่วย

สมานแผลเซลลเ์นือเยือผิวหนงัมนุษยเ์พาะเลียงดว้ยการกระตุน้การเพิมขึนของเซลลแ์ละเริมตน้การ

สมานแผลเคลือนตวัไปบนผิวของ granulation tissue จนขอบของเยือผิวหนงัจนมีปิดแผลของเซลล์

เนือเยอืผิวหนงัมนุษยเ์พาะเลียงไดอ้ยา่งสมบูรณ์ 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

ภาพที .2 ผลของสารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนต่อการสมานแผลในเซลล์เนือเยือผิวหนังมนุษย์

เพาะเลียง 



24 

 

4.3 ผลของสารเคอร์คูมินอนุภาคเงนินาโนไฮโดรเจลต่อการสมานแผลและการต้านเชือแบคทีเรียที

แผลผวิหนังสัตว์ทดลอง 

 

ความเขม้ข้นทีปลอดภยัของสารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนถูกนํามาสังเคราะห์ร่วมกับ

ไฮโดรเจล จากนนันาํไฮโดรเจลสมานแผลมาทาํการทดสอบประสิทธิภาพการสมานแผลและการ

ตา้นเชือแบคทีเรียทีผิวหนงัของหนูขาวเพศผูที้ไดรั้บการผ่าตดัทาํใหเ้กิดแผลเปิด เมือเปรียบเทียบกบั

แผลทีทาเจลฆ่าเชือแบคทีเรียมาตรฐาน (positive control) พบว่า สารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโน

ไฮโดรเจลสามารถเพิมการสมานแผลเปิดของผิวหนงัสัตวท์ดลองตลอดระยะเวลาการศึกษา ซึงสาร

เคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนไฮโดรเจลมีร้อยละอัตราการสมานแผลมากกว่าแผลทาเจลฆ่าเชือ

แบคทีเรียมาตรฐาน [ว ันที  4 (p=0.0092) ว ันที 8 (p=0.0111) ว ันที 12 (p=0.0093) และวันที 16 

(p=0.0081) ตามลาํดบั] ดงัทีแสดงในภาพที .  a-b นอกจากสารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนไฮโดร

เจลสามารถเร่งการสมานแผลแลว้ ยงัสามารถตา้นเชือแบคทีเรียทีแผลผิวหนังไดอี้กดว้ย กล่าวคือ 

สารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนไฮโดรเจลลดปริมาณจํานวนเชือแบคทีเรียทีนํามาเพาะเลียงใน

อาหารเลียงเชือ โดยวนัที  ของการไดรั้บการทาสารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนไฮโดรเจล ทาํใหมี้

เชือแบคทีเรียจาํนวนน้อยทีสุด  โคโลนี (colony-forming units: cfu) ขณะทีกลุ่มควบคุมมีเชือ

แบคทีเรียจาํนวน  cfu (p=0.0491) (ภาพที .  c) สารเคอร์คูมินห่อหุ้มอนุภาคเงินนาโนไฮโดรเจล 

จึงมีประสิทธิภาพตา้นเชือแบคทีเรียมากกวา่ร้อยละ 60 ฉะนนัสารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนไฮโดร

เจลสามารถเร่งการสมานแผลและมีฤทธิตา้นเชือแบคทีเรียทีแผลสตัวท์ดลอง 
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ภาพที 4.3 ผลของสารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนไฮโดรเจลต่อการสมานแผลและการตา้นเชือ

แบคทีเรียทีแผลผิวหนงัสตัวท์ดลอง 
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4.4 ผลของสารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนไฮโดรเจลต่อการเปลียนแปลงพยาธิวทิยาของการสมาน

แผลทีผิวหนังสัตว์ทดลอง 

 

 เนือเยือแผลทีผิวหนังถูกนําไปตรึงสภาพเนือเยือด้วยพาราฟินและยอ้มสีเพือศึกษาการ

เปลียนแปลงโครงสร้างของผิวหนังในระดบัจุลภาค ผลการศึกษา พบว่า จาํนวนเซลลนิ์วโทรฟิลล ์

(neutrophils) เพิมขึนและลดลงอย่างมีนยัสาํคญัทีบริเวณแผลหลงัจากการผ่าตดัในช่วงระยะอกัเสบ 

(inflammatory phase) ใน วัน ที  12 (p=0.0068) แ ล ะ วัน ที  16 (p=0.0028) ต า ม ลํ าดั บ  จ า ก นั น

เปลียนเป็นพอลีมอร์โฟนิวเคลียร์ ลูโคไซต์ (polymorphonuclear leukocytes) หรือเซลล์แมโครฟาจ 

(macrophages) ในวนัที 12 (p=0.0394) และวนัที 16 (p=0.0038) ซึงเป็นระยะทีมีการสร้างเนือเยือ

ทดแทน (proliferative phase) โดยมีการสร้างสารโครงสร้างพืนฐาน (ground substance and matrix 

synthesis) การสร้างเส้นเลือดใหม่ (angiogenesis) การสร้างเนือเยือพงัผืด (fibroplasia) การสร้าง

ขอบเนือเยือ (granulation) การสร้างเยือบุผิว (epithelialization) และการสะสมของเส้นใยคอลลาเจน 

(collagen deposition) ตามลาํดบั จากภาพที .  แสดงพยาธิสภาพของการเปลียนแปลงโครงสร้าง

เนือเยือผิวหนังทีไดรั้บสารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนไฮโดรเจลในช่วงระยะเวลาทีแตกต่างกัน 

จาํนวนเซลลนิ์วโทรฟิลลห์รือโมโนนิวเคลียร์อะแกรนูโลไซต์ และพอลีมอร์โฟนิวเคลียร์ ลูโคไซต ์

ลดลงอย่างมีนัยสําคัญในวนัที  และ  ซึงบ่งชีการผ่านพ้นระยะอกัเสบไดเ้ร็วกว่าปกติ (ภาพที 

4.4 b, d) ขณะทีจาํนวนการสร้างเนือเยือพงัผืดเพิมขึนในวนัที 8 (p=0.0040) และลดลงในวนัที 16 

(p=0.0005) อีกทงัมีการสร้างหลอดเลือดใหม่เพิมขึนในวนัที  (p=0.0029) และวนัที 8 (p=0.0197) 

ซึงบ่งชีระยะทีมีการสร้างเนือเยือทดแทนไดเ้ร็วกวา่การทาเจลฆา่เชือแบคทีเรียมาตรฐาน (ภาพที 4.4 

c, e) ทงันีร้อยละของการสร้างเยือบุผิวใหม่เพิมขึนอยา่งมีนยัสําคญัในกลุ่มทีไดรั้บสารเคอร์คูมินอนุ

ภาคเงินนาโนไฮโดรเจลตลอดระยะเวลา  วนั [วนัที 8 (p = 0.0146), วนัที 12 (p=0.0009) และ

วนัที 16 (p=0.0169) ตามลาํดบั] ดงัทีแสดงในภาพที .  a, b นอกจากนีสารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนา

โนไฮโดรเจลสามารถเพิมการสะสมของเส้นใยคอลลาเจนในวนัที 8 (p=0.0053) และวนัที 12 (p=

0.0398) (ภาพที .  a, b) ผลการศึกษานีทาํให้ทราบถึงประสิทธิภาพของสารเคอร์คูมินอนุภาคเงิน

นาโนไฮโดรเจลสามารถช่วยเร่งขบวนการสมานแผลด้วยการเขา้สู่ในระยะทีมีการสร้างเนือเยือ

ทดแทนไดเ้ร็วกวา่เจลฆ่าเชือแบคทีเรียมาตรฐาน 
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ภาพที .4 ผลของสารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนไฮโดรเจลต่อการเปลียนแปลงพยาธิวิทยาของการ

สมานแผลทีผิวหนงัสตัวท์ดลอง 
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ภาพที 4.5 ผลของสารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนไฮโดรเจลต่อการสร้างเยือบุผิวใหม่ของการสมาน

แผลทีผิวหนงัสตัวท์ดลอง 
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ภาพที 4.6 ผลของสารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนไฮโดรเจลต่อการสะสมของเส้นใยคอลลาเจนของ

การสมานแผลทีผิวหนงัสัตวท์ดลอง 
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4.  ผลของสารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนไฮโดรเจลต่อการเปลียนแปลงปริมาณยีนส่งเสริมและ

ควบคุมการสมานแผลทีผิวหนังสัตว์ทดลอง 

 

 การเปลียนแปลงระดบัโมเลกุลของการสมานแผลสามารถนาํมาอธิบายขบวนการลดภาวะ

อกัเสบและอตัราการปิดของแผล การศึกษาครังนีจึงวิเคราะห์การเปลียนแปลงปริมาณยีนส่งเสริม

และควบคุมการสมานแผลระดับ mRNA ได้แก่ interleukin 6 (IL-6), epidermal growth factor 

(EGF), collagen-1, collagen-3, fibroblast growth factor (FGF2) แล ะ transforming growth factor 

β1 (TGF-β1) ดว้ยเทคนิค RT-qPCR ดังแสดงในภาพที .7 ผลการศึกษา พบว่า สารเคอร์คูมินอนุ

ภาคเงินนาโนไฮโดรเจลลดปริมาณยีนสารชักนําการอกัเสบ IL-  ในวนัที 4 (p=0.0018) , วนัที 8 

(p=0.0253) และวนัที 12 (p=0.0175) (ภาพ 4.7 a) และเพิมปริมาณยีนส่งเสริมการสร้างและควบคุม

การสมานแผลในวนัที 8 ภายหลงัได้รับการรักษา ได้แก่ EGF (p=0.0427), collagen-1 (p=0.0445)

และ collagen-3 (p=0.0454) (ภาพที 7 b–d) ซึงปริมาณยีน collagen-3 เพิมขึนอย่างต่อเนืองในวนัที 

12 (p=0.0225) (ภาพที 4.7 d) รวมถึงปริมาณของยีน FGF2 เพิมขึนหลงัยาไดรั้บสารเคอร์คูมินอนุ

ภาคเงินนาโนไฮโดรเจลในวนัที 4 (p=0.0354), วนัที 8 (p=0.0119) และวนัที12 (p=0.0263) (ภาพที 

4.7 e) เช่นเดียวกับยีน TGF-β1 ทีเพิมปริมาณในวนัที 4 (p=0.0005) และวนัที 8 (p=0.0411) และ

ลดลงในวนัที 6 อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (p=0.0180) ผลการศึกษานีทาํใหท้ราบถึงผลกลไกระดบั

โมเลกุลของสารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนไฮโดรเจลการต่อการเข้าสู่ขบวนการสมานแผลที

ประกอบดว้ย การอกัเสบ การเติบโตของเซลล ์และการสร้างคอลลาเจน 
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ภาพที 4.7 ผลของสารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนไฮโดรเจลต่อยีนส่งเสริมและควบคุมการสมาน

แผลทีผิวหนงัสตัวท์ดลอง 
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บทท ี 5 

สรุปผล อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

 

5.1 สรุปผลการวิจัย 

 

งานวจิยันีทาํการศึกษาประสิทธิภาพของไฮโดรเจลทีมีส่วนผสมของสารเคอร์คูมินอนุ

ภาคเงินนาโนในเซลล์ผิวหนังเพาะเลียง ไดแ้ก่ ความเป็นพิษชองเซลล์ การเพิมจาํนวนเซลล์ การ

สร้างคอลลาเจน และการสมานแผล จากนันทําการศึกษาพยาธิสรีรวิทยาของการสมานแผลที

ผิวหนังหนูแรทสายพนัธ์ุวิสตาร์ ได้แก่ การสมานแผล จาํนวนเชือแบคทีเรีย โครงสร้างผิวหนัง

ระดบัจุลภาค และปริมาณยีนส่งเสริมและควบคุมการสมานแผล ดงัภาพที .  

5.1.1 สารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนมีความเป็นพิษตาํและสามารถเพิมจาํนวนเซลล ์

ปริมาณคอลลาเจน การปิดรอยแผล และการสมานแผลในเซลลเ์นือเยือผิวหนงัมนุษยเ์พาะเลียง 

5.1.2 สารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนไฮโดรเจลสามารถลดจาํนวนเชือแบคทีเรีย ยบัยงั

การอกัเสบ และเร่งอตัราการสมานแผลของผิวหนงัสตัวท์ดลอง 

5.1.3 สารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนไฮโดรเจลสามารถเร่งกระบวนการสมานแผล

ด้วยการลดปริมาณยีนชักนาํการอกัเสบและเพิมปริมาณยีนส่งเสริมและควบคุมการสมานแผลที

ผิวหนงัสตัวท์ดลอง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท ี .1 สรุปขนัตอนการวิจยั 
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5.2. อภปิรายผล 

เป็นทีทราบกันดีว่า ขมินชัน (Curcuma longa L.) อยู่ในวงศ์ขิง (Zingiberaceae) เป็น

พืชลม้ลุกทีมีเหงา้อยู่ใตดิ้น เนือในของเหงา้จะเป็นสีเหลือง มีกลินหอมเฉพาะตวั โดยถินกาํเนิดอยู่

ในแถบเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ องค์ประกอบทางเคมีทีสําคัญของขมิน คือ สารกลุ่มเคอร์คิว

มินนอยด์ (curcuminoids) ประกอบด้วย เคอร์คูมิน (curcumin), monodesmethoxycurcumin, และ 

bisdesmethoxycurcumin ซึงมีฤทธิต้านเชือจุลชีพ ยบัยงัเชือแบคทีเรียก่อโรคและลดการอักเสบ 

(Gupta et al., 2015; Boskabady et al., 2021; Fuloria, et al., 2022) ดว้ยสรรพคุณทางเภสัชวิทยาของ

สารเคอร์คูมินในการลดการติดเชือและการอกัเสบทีกล่าวมาในขา้งตน้ คณะวิจยัจึงไดน้าํสารเคอร์

คูมินทีสกดัจากขมินชนัมาเป็นส่วนประกอบหนึงของการพฒันาไฮโดรเจลสมานแผล ซึง ผศ.ดร.

ศิรินนัท์ กุลชาติ และคณะวิจยั ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัขอนแก่น ไดส้ังเคราะห์

และศึกษาคุณสมบติัของไฮโดรเจลทีซ่อมแซมตวัเองไดโ้ดยวสัดุเชิงทีมีฤทธิตา้นเชือแบคทีเรียและ

สมานแผล นอกจากนีไดท้าํการพฒันาการสังเคราะห์ไฮโดรเจลสําหรับนาํส่งยาหรือสารสารเคอร์

คูมินทีสกดัจากขมินชนัเพือประยุกตใ์ชเ้ป็นวสัดุปิดแผล โดยใชอ้นุภาคเงินนาโนเป็นองคป์ระกอบที

สําคัญ (Talodthaisong et al., 2021) ฉะนันการศึกษานีจึงมุ่งเน้นการทดสอบความปลอดภัยและ

ประสิทธิภาพของสารเคอร์คูมินอนุภาคเงินในไฮโดรเจลต่อการสมานแผลในเซลลผิ์วหนงัเพาะเลียง

และสัตวท์ดลอง ซึงจากผลการวิเคราะห์ขอ้มูลมีประเด็นทีสามารถนาํมาอภิปรายผลไดด้งันี 

 

. .  สารเคอร์คูมินอนุภาคเงนิในไฮโดรเจลมีความเป็นพิษตําและสามารถเพิมจาํนวน

เซลล์ ปริมาณคอลลาเจน การปิดแผลและการสมานแผลของเซลล์ผิวหนังมนุษย์เพาะเลียง 

ผลการศึกษาความเป็นพิษต่อเซลลผิ์วหนงัมนุษยเ์พาะเลียงไดพิ้จารณาจากร้อยละการ

รอดของเซลล์ เซลล์ผิวหนงัทีอยู่ในชนัหนังแทห้รือไฟโบรบลาสต์ โดยมุ่งหวงัการประเมินความ

ปลอดภยัของสารเคอร์คูมินอนุภาคเงินเพือใชเ้ป็นขอ้มูลสาํคญัในการเลือกความเขม้ขน้เหมาะสมต่อ

การพฒันาสูตรสารประกอบไฮโดรเจลสมานแผล ผลการศึกษา พบวา่ สารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนา

โนความเขม้ขน้ 0.03-0.20 nM มีความเป็นพิษตาํและค่าเฉลียของร้อยละเซลล์รอดชีวติมากกว่าร้อย

ละ  อีกทงัสามารถเพิมจาํนวนเซลล์ ปริมาณคอลลาเจนมากกว่าร้อยละ  อีกทงัเร่งการปิดแผล

และการสมานแผลมากกว่าเจลฆ่าเชือแบคทีเรียมาตรฐานร้อยละ 25 ฉะนนัการศึกษาความเป็นพิษ

ของสารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนในเซลล์เนือเยือผิวหนังมนุษยเ์พาะเลียงทาํให้ทราบช่วงความ

เข้มข้นทีห่อหุ้มด้วยอนุภาคเงินนาโนมาสังเคราะห์ ร่วมกับไฮโดรเจลก่อนนํามาทดสอบใน

สัตวท์ดลองอยา่งปลอดภยั ผลการศึกษานีสอดคลอ้งกบัรายงานวจิยัของ Dai และคณะ ปี ค.ศ.  

และ Sukumaran และคณะ ปี ค.ศ. 2020 พบว่า สารเคอร์คูมินทีความเขม้ขน้ 0.003% มีความเป็นพิษ
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ตํา (fibroblast cytotoxicity) และช่วยเร่งการสมานแผลในเซลล์ไฟโบรบลาสต์ ได้แก่ การสร้าง

จาํนวนเซลล์ และการเคลือนยา้ยเซลล์ (scratch wound assay) (Dai et al., 2017; Sukumaran et al., 

2020) 

 

. .  สารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนไฮโดรเจลมีฤทธิต้านเชือแบคทีเรียและเร่งการ

สมานแผลสัตว์ทดลอง 

ผลการทดสอบฤทธิตา้นการติดเชือแบคทีเรียและเร่งการสมานแผลของไฮโดรเจลทีมี

ส่วนผสมสารเคอร์คูมินอนุภาคเงินในสตัวท์ดลอง พบว่า สารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนไฮโดรเจล

สามารถการติดเชือแบคทีเรียและการอกัเสบไดดี้กว่าเจลฆ่าเชือแบคทีเรียมาตรฐาน โดยอตัราการ

สมานแผลของผิวหนงัสัตวท์ดลอง (wound contraction rate) เกิดขึนไดเ้ร็วกวา่กลุ่มควบคุมทีไดรั้บ

เจลสมานแผลมาตรฐาน ผลการศึกษานีสอดคลอ้งกบัการเปลียนแปลงโครงสร้างของผิวหนงัระดบั

จุลภาค กล่าวคือ สารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนไฮโดรเจลสามารถลดเซลลเ์มด็เลือดขาวทีชักนาํให้

เกิดการอักเสบ ได้แก่ mononuclear leukocytes และ polymorphonuclear leukocytes รวมถึงมีการ

เพิมจาํนวนการสร้างหลอดเลือดใหม่และการสร้างคอลลาเจนในบริเวณแผลของกลุ่มทีได้รับสาร

เคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนไฮโดรเจลอีกด้วย ทงันีสารเคอร์คูมินจากขมินชันเป็นสารตา้นอนุมูล

อิสระทีออกฤทธิทางชีวภาพในการตา้นการอกัเสบ เชือแบคทีเรีย เชือรา และไวรัส (Akbik et al., 

2014; Marchiani, 2014; Praditya, 2019) งานวิจัยนีสอดคล้องกับการศึกษาของ Rai และคณะ ปี 

ค.ศ. 2020 ซึงไดพ้ฒันาและทดสอบเคอร์คูมินอนุภาคนาโนทีมีความปลอดภยัต่อการตา้นจุลินทรียที์

ทาํใหเ้กิดโรค ไดแ้ก่ เชือรา ไวรัส โปรโตซวั และปรสิต นอกจากนียงัยบัยงัการสร้างไบโอฟิลม์จาก

แบคทีเรีย เช่น Pseudomonas aeruginosa และสารอนุมูลอิสระ (Rai, 2020) ยิงไปกว่านัน อนุภาค

เงินทีห่อหุ้มสารสําคัญสามารถลดจาํนวนเชือแบคทีเรียด้วยการทาํลายโครงสร้างผนังเซลล์และ

ยบัยงัการหายใจระดับเซลล์ของแบคทีเรีย (Agnihotri et al., 2014; Deshmukh et al., 2019; Yin et 

al., 2020) ผลการศึกษาของ Talodthaisong และคณะ ปี ค.ศ.  ได้สังเคราะห์สารเคอร์คูมินอนุ

ภาคเงินร่วมกับซิงค์ออกไซด์สามารถลดแบคทีเรียแกรมบวก Staphylococcus aureus (S. aureus) 

และแบคทีเรียแกรมลบ Escherichia coli (E. coli) (Talodthaisong et al., 2021) อีกทงัพอลิเมอร์กวัร์ 

กมั (guar gum polymers) ทีเป็นส่วนประกอบไฮโดรเจลมีความปลอดภยั พอลิเมอร์กวัร์ กมัสามารถ

ดูดซับนาํได้ดีและดูดซับนาํเหลืองและสารชักนําการอกัเสบบริเวณบาดแผล (Yoon et al., 2008; 

Ghosh et al., 2013; Qi et al., 2021) ฉะนนัสารเคอร์คูมินทีถูกห่อหุ้มดว้ยอนุภาคเงินและไฮโดรเจล 

ซึงสามารถลดการติดเชือแบคทีเรียและการอกัเสบของแผล ทาํใหเ้ร่งอตัราการสมานแผลจากการปิด

ของบาดแผลดว้ยการสร้างคอลลาเจนและเร่งกระบวนการปรับเปลียนสภาพของเนือเยือผิวหนงั 
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. .  กลไกระดับโมเลกลุทีเป็นไปได้ของสารเคอร์คูมินอนุภาคเงนินาโนไฮโดร 

เจลในการสมานแผล 

กลไกทางชีววิทยาระดับโมเลกุลของขบวนการสมานแผลมีความซับซ้อนและ

เกียวข้องกับการยา้ยเซลล์ (cell migration), การเพิมจาํนวนของเซลล์ (cell proliferation) และการ

สะสมเมทริกซ์นอกเซลล์ (extracellular matrix) โดยการสร้างคอลลาเจน, โพรทีโอไกลแคน 

(proteoglycan) และ ไฟโบรเนคติน (fibronectin) ซึงบาดแผลเฉียบพลนัอาจได้รับการซ่อมแซม

อย่างรวดเร็ว ในขณะทีแผลทีเกิดขึนเรือรังซึงทีมีความผิดปกติทางพยาธิสรีรวิทยาทีมีอยู่ก่อนแลว้

นนัมีการหายของแผลล่าชา้ (Harding, 2002) 

การศึกษาครังนีไดท้าํการผ่าตดัผิวหนงัของสัตวท์ดลองใหเ้ป็นแผลเปิดและทาเจลทีมี

ส่วนผสมเจลฆ่าเชือแบคทีเรียมาตรฐานและสารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนไฮโดรเจล พบว่า สาร

เคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนไฮโดรเจลมีอตัราการสมานแผลได้ดีกว่าแผลทาเจลฆ่าเชือแบคทีเรีย

มาตรฐาน กลไกระดับโมเลกุลทีเป็นไปไดข้องสารเคอร์คูมินอนุภาคเงินนาโนไฮโดรเจลต่อการ

สมานแผลเกียวขอ้งกบัการแสดงออกของ NF-κB และ TGF-β  ซึงมีบทบาทสําคญัในการเริมตน้

การตอบสนองการอกัเสบในระยะแรกของการสมานแผล โดยป้องกนัผลกระทบจากการติดเชือ

แบคทีเรีย รวมถึงการหลงัสารส่งเสริมการเจริญเติบโตของเซลล์ ได้แก่ EGF และ FGF  มาช่วย

กระตุ ้นระยะการแพร่กระจายโดยกระตุ้นการยา้ยเซลล์เยือบุผิวและการเพิมจาํนวนเซลล์ภายใน

บริเวณบาดแผล และต่อมาคอลลาเจนมีสงัเคราะห์ขึนใหม่ ซึงอาศยัการแสดงออกของยีนคอลลาเจน

ส่งเสริมการสมานแผล ไดแ้ก่ collagen-  และ collagen-  ซึงส่งเสริมการสร้างเนือเยือใหม่และการ

เกิดแผลเป็นภายหลงัทีมีการปิดบาดแผล (Harding, 2002; Nagpal & Sood, 2013) 

ผลการศึกษาครังนี พบว่า สารเคอร์คูมินสามารถลดปริมาณยีนชักนําการอักเสบ 

interleukin-6 (IL-6) ซึงอาจรวมถึงการแสดงออกของไซโตไคน์ทีก่อให้เกิดการอกัเสบในระยะการ

อักเสบ เช่น tumor necrosis factor alpha (TNF-α), IL-1, และ IL-8 (Jain et al., 2009; Wu, 2014) 

นอกจากนี สารเคอร์คูมินสามารถยบัยงัยีน NF-κB ทีลดการทํางานของวิถีไคเนส เช่น AKT และ 

PI3K ภายในนิวเคลียส โดยทวัไปแลว้นัน NF-κB ถูกกีดกนัการทาํงานทางสรีรวิทยาดว้ยตวัยบัยงั 

(IκB) ในช่วงการอกัเสบ นอกจากนี การเพิมขึนของสารชกันาํการอกัเสบ เช่น ไซโตไคน์และคีโม

ไคน์ จะกระตุ้น NF-κB ซึงมีผลต่อต้านอนุมูลอิสระทีกระตุ ้นการผลิตและการทํางานของเซลล์

ภูมิคุม้กนั ไดแ้ก่ เซลล์เมด็เลือดขาวทีลิมโฟไซต์ (T-lymphocyte), เซลลเ์ม็ดเลือดขาวแมคโครฟาจ

(macrophages), เซลล์เม็ดเลือดขาวบีลิมโฟไซต์ (B lymphocyte) และ เนทเชอรัล คิลเลอร์ เซลล ์

(natural killer cells) เป็นต้น ทําให้การหายของแผลช้าลง (Frey & Malik, 2004; Mantovani et al., 

2013; Hunter & Plaen, 2014; Panchatcharam, 2014) 
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มากไปกว่านนั สารเคอร์คูมินยงัมีบทบาทสาํคญัในระยะเร่งการปรับเปลียนสภาพของ

เนือเยือในระยะการสร้างเนือเยอืและการปรับสมดุลโครงสร้างของแผล Gopinath และคณะ ปี ค.ศ. 

 ไดร้ายงานผลการศึกษาสารเคอร์คูมินช่วยใหก้ระบวนการปรับสมดุลโครงสร้างของแผลดีขึน

จากการสังเคราะห์ไฮดรอกซีโพรลีนและคอลลาเจน (Gopinath et al., 2004) อีกทงัสารเคอร์คูมิน

ช่วยลดปริมาณเมทริกซ์เมทัลโลโปรตีเนส (membrane matrix metallo-proteinases) เพิมจาํนวนยึด

รังข อ งเซ ล ล์  (adhesion) ก าร บุ ก รุก ข อ งเซ ลล์  (cellular invasion) ก ารส ร้ าง เส้ น เลื อ ด ให ม่ 

(angiogenesis) และการสร้างเนือเยือบุผิว (epithelialization) (Wu et al., 2014; Barchitta, 2019) จึง

ทาํใหร้ะยะการสร้างเนือเยือและการปรับสมดุลโครงสร้างของแผลเกิดการหดตวัของบาดแผลทาํให้

แผลมีขนาดเลก็ลง ตามลาํดบั  

 

.  ข้อเสนอแนะ 

. .  การศึกษาการคงสภาพไฮโดรเจลและการขึนรูปแผ่นปิดแผลด้วยโพลิไวนิล

แอลกอฮอล์ต่อลักษณะทางกายภาพ ความยืดหยุ่นของแผ่นปิดแผล การดูดซับของเหลว การ

ปลดปล่อยสาร และความระคายเคืองของผิวหนงั เป็นสิงทีน่าสนใจในการวิจยัถดัไป 

. .  เนืองดว้ยงานวิจยันีไดใ้ชอ้นุภาคเงินนาโนร่วมกบัการสังเคราะห์ไฮโดรเจลสมานแผล 

จึงมีความจาํเป็นตอ้งศึกษาการตกคา้งของโลหะเงินในสัตวท์ดลองเพิมเติม ก่อนนําไปประยุกต์ใช้

จริงกบัแผลทีผิวหนงัของมนุษย ์ 
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Enhanced wound healing 
properties of guar gum/
curcumin‑stabilized silver 
nanoparticle hydrogels
Sakkarin Bhubhanil1, Chanon Talodthaisong2, Mattaka Khongkow3, Katawut Namdee3, 
Prapimpun Wongchitrat4, Werayut Yingmema5, James A. Hutchison6, 
Sarawut Lapmanee1* & Sirinan Kulchat2*

Biocompatible materials that act as scaffolds for regenerative medicine are of enormous interest. 
Hydrogel‑nanoparticle composites have great potential in this regard, however evaluations of their 
wound healing and safety in vivo in animal studies are scarce. Here we demonstrate that a guar gum/
curcumin‑stabilized silver nanoparticle hydrogel composite is an injectable material with exceptional 
wound healing and antibacterial properties. We show that the curcumin‑bound silver nanoparticles 
themselves exhibit low cytotoxicity and enhance proliferation, migration, and collagen production in 
in vitro  studies of human dermal fibroblasts. We then show that the hydrogel‑nanoparticle composite 
promotes wound healing in in vivo studies on rats, accelerating wound closure by > 40% and reducing 
bacterial counts by 60% compared to commercial antibacterial gels. Histopathology indicates 
that the hydrogel composite enhances transition from the inflammation to proliferation stage of 
healing, promoting the formation of fibroblasts and new blood vessels, while target gene expression 
studies confirm that the accelerated tissue remodeling occurs along the normal pathways. As such 
these hydrogel composites show great promise as wound dressing materials with high antibacterial 
capacity.

Functional bio(nano)materials research, including towards new drug delivery systems and enhanced scaffolds 
for regenerative medicine, is a fast-developing field of the life  sciences1,2. Hydrogel biomaterials have been of 
much interest in this context as these three dimensional (3D), water absorbing and retaining, natural polymer 
networks have been shown to facilitate  healing3,4. Moreover, they can be biocompatible, have shape  memory5, 
be self-healing6,  injectable7,  soft1, and have a rubbery texture which is similar to human tissues. Hydrogels are 
key elements in numerous biotechnology/biomedical applications in the field of tissue  engineering2, wound 
 dressing8, and drug  delivery9,10. Hydrogels based on  polysaccharides11 have received considerable attention due 
to their low cost, natural abundance, biodegradability, and low toxicity. While many hydrogels cannot be injected 
via syringe, shear-thinning hydrogels have recently overcome this limitation, as they display viscous flow under 
shear stress but fast recovery of stiffness after stress  removal12. In this work, we selected Guar Gum (GG) as the 
gelator to form injectable hydrogels. It is extracted from the seeds of Cyamopsis tetragonoloba and is composed 
of β-1,4-linked mannose residues with a branch of α-d-galactopyranose units at the 6-position7. GG has various 
applications in the biological and food industry due to its being non-toxic, more soluble than other biopolymers, 
inexpensive, biodegradable, and a facile gelator at room  temperature13,14. In addition, GG is biocompatible and 
employed in medical contexts such as in wound  dressings15, drug  delivery16, and artificial tissue  engineering17 
because it has very similar properties to native body tissues and retains function in vivo18.

OPEN

1Pre-Clinical Department, Faculty of Medicine, Siam University, Bangkok 10160, Thailand. 2Department of 
Chemistry, Faculty of Science, Khon Kaen University, Khon Kaen 40002, Thailand. 3National Nanotechnology 
Centre (NANOTEC), National Science and Technology Development Agency, Pathumthani 12120, 
Thailand. 4Center for Research and Innovation, Faculty of Medical Technology, Mahidol University, 
Nakon Pathom 73170, Thailand. 5Laboratory Animal Center, Thammasat University, Pathumthani 12120, 
Thailand. 6School of Chemistry, The University of Melbourne, Parkville, VIC 3010, Australia. *email: sarawut.lap@
siam.edu; sirikul@kku.ac.th

http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1038/s41598-021-01262-x&domain=pdf


2

Vol:.(1234567890)

Scientific Reports |        (2021) 11:21836  | https://doi.org/10.1038/s41598-021-01262-x

www.nature.com/scientificreports/

Wounds are physical injuries, including acute traumas or surgery, resulting in an opening or breaking of the 
skin. Subsequent infections present non-trivial health problems to patients, driving significant developments in 
wound  treatment8,13,14. Proper healing of wounds is essential for the restoration of disrupted anatomical stability, 
to shorten healing time, to decrease the risk of infection, and to restore functional status to the  skin15. Repair 
of injured tissues, including regeneration and replacement stages, occurs in a sequence of events consisting of 
inflammation, proliferation, and migration of different cell  types16,17. The inflammation stage begins immediately 
after injury, first with vasoconstriction that favors homeostasis and releases inflammation  mediators18. The most 
important function of this stage is not to repair damaged tissue but to stop blood flow to the wound. The prolifera-
tive phase is characterized by granulation tissue proliferation, driven mainly by fibroblasts and the angiogenesis 
process. At this stage, new blood vessels and fibroblasts in the extracellular matrix generate myofibroblasts to 
decrease the size of the  wound19. Finally, the remodeling or maturation stage is characterized by reformulation 
and improvement of collagen fibers along tension lines to restore normal toughness to the  skin17,20.

Wound healing is thus a complicated process that can be affected by several factors including infection, stress, 
contamination, medication, and sex hormones. Recently, many medications have become available on the world 
market to treat/heal  wounds21. However, these treatments exhibit limitations based on cost, treatment time, and 
toxicity (side effects). Current synthetic wound healing medications protect the wound from infection but do 
not speed up the healing process and can have several side effects. Natural product-based treatments may exhibit 
several advantages including biocompatibility, effectiveness, and ease of extraction from natural sources. In this 
work we focus on using natural, biodegradable, and injectable hydrogels composited with wound healing agents 
for in vivo wound healing investigations.

Various wound healing agents, including anti-inflammatories and antioxidant free radical scavengers, have 
been  reported21,22. Curcumin or curcuma longa is a plant commonly used as a culinary ingredient but which also 
exhibits potent antioxidant, antiseptic, anti-inflammatory, blood purifying, and wound-healing agent  properties23. 
It also inhibits lipid peroxidation and scavenges superoxide anion, singlet oxygen, nitric oxide, and hydroxyl 
 radicals24–26. However, its poor water solubility and fast degradation profile compromise its bioavailability upon 
 administration27. Improved biodistribution of native curcumin has been a target for a battery of nanotherapeu-
tics, for example by coating curcumin at the surface of nanoparticles as a delivery vector. Many nanoparticles 
are intrinsic therapeutic agents themselves, for example silver nanoparticles (AgNPs) show broad-spectrum 
antimicrobial properties against fungi and bacteria, including antibiotic-resistant  strains28. They are now com-
monly used in biomedical applications for wound dressing and  management29,30. The use of natural products 
such as curcumin as stabilizers during the synthesis of AgNPs is cheap and eco-friendly31,32, but may also enhance 
their therapeutic activity. However scarce reports exist of the in vivo efficacy of plant extract-stabilized AgNPs.

The current work addresses these issues. We report a biodegradable, injectable hydrogel nanoparticle com-
posite prepared using guar gum (GG) and composited with silver nanoparticles stabilized by curcumin (GG/
Cur-AgNPs)7. We find that the Cur-AgNPs have low cytotoxicity and enhance the proliferation and migration 
of, and collagen production within, human dermal fibroblasts. We then apply the composite hydrogel to full 
thickness incisional wounds in rats (Fig. 1), assessing histological changes, and expression of wound healing-
related genes. The GG/Cur-AgNPs hydrogels enhance wound healing and antibacterial efficiency by > 40% and 
60% respectively compared to commercial antibacterial gels for wound treatment.

Figure 1.  Overview of the study of enhanced wound healing using curcumin-silver nanoparticles (in vitro) and 
their hydrogel composites (in vivo). Curcumin is used as a surface-binding agent to stabilize silver nanoparticles 
(Cur-AgNPs) which are then composited into guar gum hydrogels (GG/Cur-AgNPs). (a) Cur-AgNPs were 
investigated for cell cytotoxicity, cell proliferation, collagen production, and wound healing in in vitro studies. 
(b) GG/Cur-AgNPs were studied for wound healing, histopathology, bacterial contamination, and gene 
expression in vivo on rats.
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Results and discussion
Synthesis and characterization of Cur‑AgNPs and shear‑thinning, injectable hydrogels. Silver 
nanoparticles stabilized by curcumin (Cur-AgNPs) were synthesized following a previously reported  method7 
and characterized using UV–vis spectroscopy and transmission electron microscopy (TEM) as shown in Fig. 2. 
The extinction spectrum of aqueous solutions of Cur-AgNPs display a well-defined surface plasmon resonance 
band at 407  nm (Fig.  2a), which together with the electron microscopy studies suggests a homogenous dis-
persion (a nanoparticle diameter distribution of 18.24 ± 4.20 nm (n = 75) was determined from TEM). AgNPs 
in this size range have been associated with high antimicrobial activity and low cytotoxicity  previously33. The 

Figure 2.  Characterization of Cur-AgNPs and shear-thinning properties of the composite GG/Cur-AgNPs 
self-healing hydrogel. (a) UV–Vis spectrum of Cur-AgNPs. (b) TEM image of Cur-AgNPs. (c) the average 
diameter of Cur-AgNPs is 18.24 ± 4.20 nm (n = 75) from TEM. (d) Viscosity of the hydrogel composite as a 
function of shear rate. The hydrogel shows shear thinning which is a favorable property for injectability. e, The 
concentration of silver ions  (Ag+) released by ‘high’ (1000 μg/mL) and ‘standard’ (500 μg/mL) concentrations of 
Cur-AgNPs, and for the same concentrations of Cur-AgNPs encapsulated in the GG hydrogel.
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hydrodynamic size and the zeta potential values of aqueous Cur-AgNPs were also determined, giving values of 
51.9 ± 0.8 nm (PDI = 0.428) and − 25.2 ± 1.4 mV respectively. NP diameters are normally found to be larger by 
DLS than by TEM as the former measures the ligand/water layer around the particle, though particle aggregation 
in solution may account for the difference herein. The high negative surface charge however indicates that the 
Cur-AgNPs are well-stabilized and we observed no settling of Cur-AgNP dispersions over  months34,35.

The hydrogel was prepared using guar gum as a gelator and borax as a cross-linker with a weight ratio of 5:1 
(guar gum : borax) and then composited with the Cur-AgNPs to obtain GG/Cur-AgNPs following a previous 
 report7. The GG hydrogel was characterized by ATR-FTIR spectroscopy as shown in Fig. S1 showing character-
istic peaks at 3328  cm−1, 2897  cm−1, 1642  cm−1, and 1017  cm−1 indicating the presence of OH stretching, C-H 
stretching, C-H bending, and C–O–C stretching vibrations, respectively. The morphology of the GG hydrogel 
(Fig. S2) indicates spaces/pores between scaly and fractured materials. The thermogravimetric analysis results 
as shown in Fig. S3 reveal initial moisture loss in the region of 25–250 °C followed in the zone 250–300 °C by 
guar gum backbone degradation. All these results fully match a previous  report7. As observed previously, the 
GG/Cur-AgNPs composite exhibits fast self-healing and excellent elastomeric  behavior7.

Here we performed additional rheological characterization showing that the hydrogel composite (GG/Cur-
AgNPs) is suitable for injection through a syringe, a favourable property for biomedical applications. We per-
formed shear rate sweep measurements at different shear rates in the range of 1–100  s−1, confirming shear-thin-
ning behavior in the composite GG/Cur-AgNPs hydrogel. As shown in Fig. 2d, the hydrogel viscosity decreases 
as a function of the shear rate, indicating that the hydrogel exhibits fluid-like flow under shear force, a critical 
property for easy injection through a  syringe36. The hydrogel recovers a gel state when the shear force disappears.

As the release of silver ions from AgNPs has been associated with toxicity, the release of silver ions  (Ag+) 
from Cur-AgNPs and from GG-Cur-AgNPs was determined using inductively coupled plasma optical emission 
spectrometry (ICP-OES) (Fig. 2e). The results show that silver ions are released very gradually from Cur-AgNPs, 
taking many hours and in proportion to the concentration of Cur-AgNPs present. Silver ion release is however 
much slower from the GG/Cur-AgNPs hydrogel composites, suggesting the latter are safer to use on wounds.

The effect of Cur‑AgNPs on cell cytotoxicity, cell proliferation and collagen production in 
human dermal fibroblast cells. Cell viability investigations were undertaken to ensure that the Cur-
AgNPs composited in our hydrogels are not themselves cytotoxic. An MTT assay was undertaken using human 
dermal fibroblast cells in the presence of Cur-AgNPs at different concentrations in the range of 0.016–1.600 nM 
and after incubation for 24 h. As demonstrated in Fig. 3a, Cur-AgNPs have low cytotoxicity with more than 80% 
of the cells remaining viable after the addition of 0.200 nM Cur-AgNPs. Below 0.100 nM Cur-AgNPs, 100% rela-
tive viability was maintained. Thus, Cur-AgNPs can be considered non-cytotoxic and biocompatible at or below 
a concentration of 0.200 nM.

In addition, we observed enhanced proliferation and collagen production inside the fibroblasts in the presence 
of Cur-AgNPs. The cells were treated for 7 and 14 days with 0.03 nM and 0.06 nM of Cur-AgNPs, respectively. 
Ascorbic acid (50 µg/mL) was used as a positive control as it is a known stimulatory agent of both dermal fibro-
blast proliferation and collagen production. Cell viabilities were measured using a CellTiter-Glo Luminescent 
cell viability assay kit. As shown in Fig. 3b, the number of cells present increased in Cur-AgNPs-treated samples 
in a dose- and time-dependent manner. After 7 days, cell proliferation in the sample treated with 0.06 nM Cur-
AgNPs even exceeded that of the ascorbic acid positive control. After 14 days, cell proliferation increased by 31% 
and 45% for 0.03 nM and 0.06 nM Cur-AgNPs relative to negative controls (absence of Cur-AgNPs), respectively.

Total collagen in the samples was visualized using Picrosirius red staining as shown in Fig. 3c–d. The cells 
incubated with 0.03 nM of Cur-AgNPs showed an increase in collagen of 20% after 7 days compared to the 
negative control (no Cur-AgNPs), though for 0.06 nM Cur-AgNPs a reduction of 20% was observed. Neverthe-
less, after 14 days, collagen production increased by 50% and 40% in the presence of 0.03 nM and 0.06 nM of 
Cur-AgNPs respectively relative to the negative controls.

In vitro experiments have shown that both the size and surface coating of AgNPs effects their activity in 
cultures of animal and human  cells37–39. Here, human dermal fibroblast cells exposed to Cur-AgNPs increased 
proliferation and collagen production compared to untreated controls. The Cur-AgNPs also showed low cytotox-
icity. These results stand alongside previous work suggesting that AgNPs mediate stimulation of transcriptional 
changes towards improved skin  appearance40,41. This reflects the function of fibroblasts in mediating the secretion 
of extracellular matrix facilitating collagen production which corresponds to the re-epithelialization phase of 
wound  healing42. Wong et al. however observed that citrate-coated silver nanoparticles of 10 nm mean diameter 
reduced collagen production levels in fibroblast cells in  mice43. Further work is required to determine to what 
extent the curcumin surface coating and the size of the AgNPs employed herein contribute to the favourable 
in vitro properties of Cur-AgNPs.

The effect of Cur‑AgNPs on in vitro wound healing. To examine whether Cur-AgNPs have a stimula-
tory effect on cell migration, a scratch wound-healing assay was performed. Human dermal fibroblast cells were 
treated with 0.03 and 0.06 nM of Cur-AgNPs, and recombinant human basic fibroblast growth factor (rhFGF-b) 
at a concentration of 100 ng/mL was used as a positive control. As shown in Fig. 4a,b, Cur-AgNPs significantly 
decreased the wound gap in a time-dependent manner. Treatment with 0.03 nM of Cur-AgNPs gave the best 
performance, showing 100% and 50% increased cell migration at 7 and 14 days relative to the negative con-
trol, and even 15–20% enhancement compared to the rhFGF-b positive control. The better performance for the 
lower concentration of Cur-AgNPs may be because wound healing experiments are necessarily performed with 
injured cells exposed to a free gap, resulting in a lack of intercellular junctions and communication. Without 
these key factors, most adhesive cells would be considerably weakened and  unhealthy44. Therefore, treatment 
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with higher concentrations of Cur-AgNPs (0.06 nM) might exacerbate toxicity to these injured cells compared 
to lower doses (0.03 nM). Thus Cur-AgNPs could promote wound healing by facilitating the proliferation and 
migration of fibroblasts to initiate granulation tissue formation/remodeling within the  wound45.

Enhanced wound healing and anti‑bacterial effects of composite GG/Cur‑AgNPs hydrogel on 
rat incisional wounds. To determine the effects of GG/Cur-AgNPs hydrogel composites on in vivo inci-
sional wounds, GG/Cur-AgNPs hydrogels were applied to surgical wound incisions on rats and compared with 
commercial antibacterial gels, guar gum (GG), and Cur-AgNPs as controls. The surgical wounds treated with 
the GG/Cur-AgNPs hydrogel showed increased wound contraction compared to commercial antibacterial gel 
controls (Fig. 5a,b). The percentage wound area contraction in rats treated with guar gum and Cur-AgNPs alone 
are shown in Fig. S4. At 12 days post-incision, the percentage wound contraction was highest for the GG/Cur-
AgNPs hydrogel (73% versus 51% for the commercial antibacterial gel, 27% for the Cur-AgNPs alone, and 19% 
for the guar gum hydrogel alone). The GG/Cur-AgNPs thus induced > 40% faster wound contraction than the 
commercial antibacterial gel.

The antibacterial effect of the hydrogel composite at the wound site was also compared to that of commercial 
antibacterial gel (Fig. 5c), and guar gum hydrogel and Cur-AgNPs alone (Fig. S4), via a colony count (CFU) 
at the wound. The GG/Cur-AgNPs hydrogel showed the lowest bacterial count on day 12 post-incision (20 cfu 
versus 51 cfu for the commercial antibacterial gel, 51 cfu for the guar gum hydrogel alone, and 25 cfu for the 
Cur-AgNPs alone). This represents a 60% higher antibacterial activity compared to commercial antibacterial gels.

Histopathology of rat skin wound healing with GG/Cur‑AgNPs hydrogel treatment. In the ini-
tial inflammatory stage of healing, typically for 3–5 days post-injury, active neutrophil infiltration is followed 
by monocyte recruitment into the wound, the latter differentiating into macrophages which drive transition to 
the proliferative  phase46,47. The latter is characterized by granulation tissue proliferation, driven mainly by fibro-
blasts and angiogenesis. The populations of various cells and structures at the wound thus reveals information 
on healing progression, with monocytes (mononuclear leukocytes) appearing round with kidney-shaped nuclei, 

Figure 3.  Effects of Cur-AgNPs on cell viability, cell proliferation, and collagen production. (a) Human dermal 
fibroblast cells were treated with 0.0016 − 1.60 nM of Cur-AgNPs for 24 h in cytotoxicity testing and in the 
absence of Cur-AgNPs as a control. (b) Cell proliferation; cells were treated with 0.03 and 0.06 nM of Cur-
AgNP and 50 µg/mL of ascorbic acid (Vitamin C) for 7 and 14 days in the measurement of cell production. 
(c, d) White light transmission microscopy images of human dermal fibroblast cells treated with 0.03 and 
0.06 nM of Cur-AgNPs and 50 µg/mL of ascorbic acid (Vitamin C) for 7 and 14 days. Collagens are stained red 
by Picrosirius dye and photographed at 200 × magnification. (e) Analyzed percentage of collagen production 
relative to controls. Data were expressed as mean ± SD (n = 3). *P < 0.05 and ***P < 0.001 compared to control 
within 7 days post-treatment. †P < 0.005 and †††P < 0.001 compared to control within 14 days post-treatment.



6

Vol:.(1234567890)

Scientific Reports |        (2021) 11:21836  | https://doi.org/10.1038/s41598-021-01262-x

www.nature.com/scientificreports/

Figure 4.  Effects of Cur-AgNPs on wound healing induction. (a) Human dermal fibroblast cells were treated 
with 0.03 and 0.06 nM of Cur-AgNP, or 100 ng/mL of rhFGF-b as a positive control, and a scratch wound 
assay performed at 0, 24 and 48 h after scratch wounding (compared to no treatment as a negative control). (b) 
Analyzed percentage wound gap width after 48 h relative to the original scratch width. Data were expressed as 
mean ± SEM (n = 3). *P < 0.05 and ***P < 0.001 compared to control within 24 h post-treatment. †P < 0.005 and 
†††P < 0.001 compared to negative control within 48 h post-treatment.

Figure 5.  Effects of GG/Cur-AgNPs on wound healing and bacterial contamination in rats. (a) Time-
dependent evolution of rat skin wound closure observed for treatment with commercial antibacterial gels 
(control) and with the GG/Cur-AgNPs hydrogel composite. (b) Percentage wound area contraction calculated 
on days 4, 8, 12, and 16 post-wound incision for treatment with commercial antibacterial gel and GG/Cur-
AgNPs hydrogel composite. c, Comparison of bacterial colony count (CFU) at the wound site for treatment with 
commercial antibacterial gel and the GG/Cur-AgNPs hydrogel composite. Data were expressed as mean ± SEM 
(n = 3–4/time point). *P < 0.05 and **P < 0.01 compared to control on day of experiments.
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neutrophils (polymorphonuclear leukocytes) having lobed nuclei and cytoplasmic granules, fibroblasts having 
spindle shapes, and blood vessel formation indicated by capillary structures.

Micrographs from rat skin wounds show clear differences in cell populations for treatment with GG/Cur-
AgNPs hydrogel and a commercial antibacterial gel control (Fig. 6a). Monocytes and polynuclear leukocytes 
are strongly reduced in the wound area at 12 and 16 days post-treatment with GG/Cur-AgNPs compared to a 
commercial antibacterial gel, indicating the inflammatory phase finished faster (Fig. 6b,d). Meanwhile fibroblasts 
and capillaries are greatly enhanced on day 4 and day 8 relative to the commercial gel, indicating the proliferative 
phase also commenced faster (Fig. 6c,e). Re-epithelialization is necessary for complete wound healing, creating 
epithelial cell  migration48. It was calculated using the following  formula49: length of newly formed epidermis 

Figure 6.  Histopathology of rat skin on day 4, 8, 12 and 16 of the wound incisions stained with hematoxylin 
& eosin staining. (a) Micrographs of sections of wound incision rat skin under treatment with commercial 
antibacterial gels (control) and GG/Cur-AgNPs. Hematoxylin (deep blue-purple) stains nucleic acids/nuclei, 
eosin (pink) stains proteins non-specifically indicating the cytoplasm and extracellular matrix. (b) Number of 
mononuclear leukocytes. (c) polymorphonuclear leukocytes. (d) fibroblasts. (e) capillaries were counted in 10 
high-power field (HPF) (400 × magnification). Data were expressed as mean ± SEM (n = 3/time point). *P < 0.05, 
**P < 0.01 and *P < 0.001 compared to the control on day of experiments. Scale bar = 40 μm.
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layer/length of wound between wound edges × 100. Although complete wound covering did not occur until day 
16, the percentage re-epithelialization significantly increased in the GG/Cur-AgNPs group on day 8, 12, and 
16 (Figs. S5a and S5b). Furthermore, GG/Cur-AgNPs increased collagen deposition, important in all stages of 
wound healing, at day 4 and 8 (Fig. 7a,b) compared to the commercial antibacterial gel control. These results 
suggest that the enhanced wound-healing effects of GG/Cur-AgNPs hydrogels involves fast transition to, and 
promotion of, the proliferative phase via formation of new blood vessels and  neovasculation50.

Changes in target genes promoting wound healing in rat incisional skin wounds treated by GG/
Cur‑AgNPs hydrogels. Healing response involves several pathways at the molecular level that combine to 
modulate inflammation and promote wound closure. To determine the effects of GG/Cur-AgNPs hydrogels on 
the expression of target genes promoting wound healing in rat incisional skin wounds, the mRNA expressions of 
interleukin 6 (IL-6), epidermal growth factor (EGF), collagen-1, collagen-3, fibroblast growth factor (FGF2) and 
transforming growth factor β1 (TGF-β1) were investigated by RT-qPCR, relative to a commercial antibacterial 
gels (Fig. 8)44.

The results showed a decrease in the expression of IL-6 in GG/Cur-AgNPs hydrogel treatment after 4, 8 and 
12 days relative to the control, but no difference in expression was observed after 16 days (Fig. 8a). The decrease 
of IL-6 expression may be associated with the modulation of keratinocyte differentiation and reduction of the 
inflammation  rate51.

The expressions of EGF, collagen-1, and collagen-3 were increased for GG/Cur-AgNPs hydrogel treatment 
after day 8 (Fig. 8b–d) relative to the control. In addition, GG/Cur-AgNPs hydrogels upregulated the expression 
of collagen-3 gene 12 days after treatments (Fig. 8d). Furthermore, the relative expression of FGF2 was increased 
for GG/Cur-AgNPs hydrogel treatment after 4, 8 and 12 days (Fig. 8e) relative to the control. The expression of 
TGF-β1 was increased after 8 days in GG/Cur-AgNPs hydrogel-treated rats compared with controls, but after 
14 days, GG/Cur-AgNPs hydrogel treatment showed a decrease in TGF-β1 expression (Fig. 8f). The observed 
upregulation at earlier times post-incision of these important genes involved in the inflammatory reaction, 

Figure 7.  Histopathology of rat skin wounds on day 4, 8, 12 and 16 of the wound incisions stained with 
Masson’s trichrome. (a) Micrographs of sections of wound incision rat skin treated with commercial 
antibacterial gel (top) and with GG/Cur-AgNPs (bottom). Collagen is indicated by the blue-green colour. (b) 
The percentage of collagen deposition (area of blue-green colour) was measured in 10 high-power field (HPF) 
(400 × magnification). Data were expressed as mean ± SEM (n = 3/time point). *P < 0.05 and **P < 0.01 compared 
to the control on the day of experiments. Scale bar = 40 μm.



9

Vol.:(0123456789)

Scientific Reports |        (2021) 11:21836  | https://doi.org/10.1038/s41598-021-01262-x

www.nature.com/scientificreports/

cell growth, and collagen formation, further confirms the positive effect of GG/Cur-AgNPs on wound healing. 
Specifically, the expression of TGF-β1 has a crucial role in initiating the inflammatory response in early stages of 
wound healing, protecting the affected area from bacterial infection. Later, secretion of EGF and FGF2 growth 
factors help to stimulate the proliferation phase by inducing epithelial cell migration and proliferation within the 
wound area. Finally, the newly synthesized collagen, mediated by collagen-1 and collagen-3 expression, promotes 
tissue remodeling and subsequent scar formation following wound  closure52. These results confirm that GG/
Cur-AgNPs promotes wound healing by accelerating the normal healing pathways.

Outlook. We have shown that the GG/Cur-AgNPs composite is a shear-thinning, thus injectable, hydrogel 
that when applied to in vivo rat skin wounds exhibits superior wound healing and antibacterial action compared 
to commercial gels (by > 40% and 60%, respectively). The enhanced performance is due to accelerated transition 
from the inflammatory to proliferative phase of healing, with stimulation of the latter. This compares favorably 
with related studies. For example, Tavakoli et al53 describes a nanocomposite hydrogel based on polydopamine-
modified zinc oxide nanoparticles (ZnO/PD) in Kappa carrageenan KaMA matrix with the addition of L-glu-
tamic acid for treating diabetic wounds. This nanocomposite hydrogel showed a 10% enhancement of wound 
closure compared to controls. Meanwhile, Jiang et al54 showed that a self-healing hydrogel based on chitosan 
and konjac glucomannan (KGM) and incorporating AgNPs to improve skin tissue healing by 20% compared to 
controls.

We note firstly that all these advantages are offered by a hydrogel composite prepared by a facile method 
and with cheap, and majority natural, starting products. The shortened inflammation stage observed may be 

Figure 8.  Changes of wound related genes in the healed wound skin incision with GG/Cur-AgNPs hydrogel 
treatment. (a) Relative gene expression levels of IL-6. (b) EGF. (c) collagen 1. (d) collagen 3. (e) FGF2. (f) 
TGF-β1 were measured by RT-qPCR analysis. Data were expressed as mean ± SEM (n = 3/time point). *P < 0.05 
compared to a commercial antibacterial gel control on the day of experiments.
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significant as prolonged inflammation can cause incomplete healing and induce scar formation. Furthermore, 
wound dressing investigations focused on traditional antibiotics are reaching a critical juncture, with the USA 
Centers for Disease Control predicting increasing deaths from antibiotic-resistant  bacteria55. Wound dress-
ing materials that do not depend on traditional antibiotics will thus assume increasing importance. Hydrogels 
composited with metallic nanoparticles may be a suitable alternative material for biomedical research and for 
incorporation into wound care treatment products in the marketplace.

Materials and methods
Materials. Silver nitrate  (AgNO3, 99.9%) was purchased from POCH™, Poland. Curcumin synthetic grade 
 (C21H20O6, pure > 97%) was purchased from TCI, Japan. Dimethylsulfoxide (DMSO,  C2H6OS) was purchased 
from Fisher Scientific, UK. Potassium carbonate  (K2CO3, ≥ 99.0%) was purchased from Merck, Germany. Guar 
gum was purchased from Chemipan Corporation Co., Ltd, Thailand. Sodium Hydroxide (NaOH, 99%) was 
purchased from RCL Labscan. Di-sodium tetraborate decahydrate) (Borax,  Na2[B4O5(OH)4]8H2O, 99.5%) was 
purchased from QRëC, New Zealand. Deionized water (DI) with specific resistivity of 18.2 MΩcm was obtained 
from a RiOs™Type I Simplicity 185 (Millipore water purification system). Direct red 80  (C45H26N10Na6O21S6), 
L-ascorbic acid  (C6H8O6, 99%), picric acid  (C6H3N3O7, ≥ 98%), paraformaldehyde (HO(CH2O)nH), and agar 
powder were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Ethanol absolute  (CH3CH2OH, 99.5%), 
hydrochloric acid (HCl, 37%), sodium hydroxide (NaOH, 99.0%) were purchased from Carlo Erba Reagents, 
Val de Reuil, France. 3-4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide  (C18H16BrN5S, 98%) was 
purchased from Merck Millipore Calbiochem (Massachusetts, USA). Recombinant human FGF-b (rhFGF-b) 
was purchased from American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, Virginia, USA. Dulbecco’s modified 
Eagle’s media (DMEM), fetal bovine serum (FBS), penicillin and streptomycin (100 µg/mL) were purchased 
from Gibco, USA. CellTiter-Glo Luminescent cell viability assay kit and lysis buffer reagent were purchased from 
Promega Corporation, Wisconsin, USA. Micro-dishes were obtained from ibidi GmbH, Gräfelfing, Germany. 
Regarding animal studies, antibacterial gels as a control were purchased from Union Drug Laboratories Ltd. 
Bangkok, Thailand. Hematoxylin and eosin Trichrome reagents were purchased from Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA. For the gene expression studies, DNase I and SuperScript II kit were purchased Thermo Fisher Scien-
tific Inc, USA. The primers were designed from Geneplus Co Ltd, Huai Khwang, Bangkok.

Preparation of guar gum‑curcumin stabilized silver nanoparticle hydrogel (GG/
Cur‑AgNPs). Silver nanoparticles stabilized by curcumin (Cur-AgNPs) were synthesized following our pre-
vious  publication7. Briefly, a solution of 20 mM curcumin in DMSO (750 µl) was added to 68 mL of DI water 
in a 100 mL round bottom flask. The solution pH was then adjusted to 10 by 0.07 M  K2CO3 and the solution 
heated up to 95 °C. Next, 7.5 mL of 10 mM  AgNO3 was quickly added to the solution mixture. The mixture was 
stirred vigorously at 100 °C for 1 h and filtered by micro filter to obtain the Cur-AgNPs. The concentration of 
Cur-AgNPs was estimated to be 3.14 nM based on an extinction coefficient of 41.8 ×  108  M−1  cm−1 at 400.8 nm 
for 20 nm diameter citrate-silver  nanoparticles56. The GG/Cur-AgNPs hydrogel was prepared by a modification 
of our previous  publication7. Briefly, 0.1 g of guar gum was dissolved in 20 mL of the Cur-AgNPs solution. Then, 
0.1 M NaOH (200 µL) and 4 wt% borax (500 µL) were added to the solution. The mixture was then stirred until 
gelation occurred to obtain yellow hydrogels designated GG/Cur-AgNPs.

Transmission electron microscopy (TEM) analysis. TEM observations were made using an Atomic 
Resolution Analytical Electron Microscope (JEM-ARM200F; JEOL) at an acceleration voltage of 200 kV. Cur-
AgNPs were freshly prepared on a TEM grid (Ultra-Thin PELCO Grids for TEM; Ted Pella).

Dynamic light scattering and zeta potential measurement. Hydrodynamic diameters and zeta 
potential of Cur-AgNPs were investigated by dynamic light scattering (DLS) and electrophoretic light scattering, 
using a Malvern Zetasizer Nano series (Nano ZS, UK). The samples measurements were performed in triplicate 
and the data represented as mean ± standard deviation (SD).

Rheological study of shear thinning hydrogel. The shear thinning behavior of GG/Cur-AgNPs hydro-
gel was examined using a parallel-plate (smooth stainless steel, 25 mm diameter) rheometer (Physica MCR500, 
Germany). The viscosity and shear rate were investigated under rotation mode at 25 ℃ with shear rate from 1 to 
100  s−1 and frequency was kept constant at 1 rad⋅s−1.

Silver ion  (Ag+) release investigation. The concentration of silver ions  (Ag+) released from Cur-AgNPs 
and the hydrogel composite was monitored using inductively coupled plasma optical emission spectrometry 
(ICP-OES). Solution concentrations of Cur-AgNPs of 1000 µg/mL and 500 µg/mL were prepared. The hydrogels 
were prepared as discussed above with concentrations of Cur-AgNPs of 1000 µg/mL and 500 µg/mL, respec-
tively. Then, the two hydrogels were immersed in two test tubes in the presence of 10 mL of weakly acidic solu-
tion  (HNO3, pH = 5) at room temperature. Two different concentrations of Cur-AgNPs solutions (1000 µg/mL 
and 500 µg/mL) were also tested. After 2 h, 4 h, 8 h, 12 h, 16 h, 1 mL solution from test tube was placed into a 
small vial. Then, 1 mL of weakly acidic solution was added. Finally, all samples were monitored by ICP-OES for 
their silver ion concentration.

Cell culture preparation. Human dermal fibroblast cells were purchased from ATCC (Manassas, VA, 
USA). Cells were cultivated in Dulbecco’s modified Eagle’s media (DMEM) (Gibco, UK) supplemented with 
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10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), penicillin (100 U/mL) and streptomycin (100 µg/mL) (Gibco, 
USA). Cells were incubated at 37 °C in a humidified atmosphere containing 5%  CO2.

Cell viability assay. The cytotoxicity was measured by MTT assay, which determined the mitochondrial-
dependent reduction of MTT [3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetra- zolium bromide Merck Mil-
lipore Calbiochem (Massachusetts, USA) to formazan. Cells were seeded at a density of 2 ×  105 cells/mL in 96 
well-plates and incubated for 24 h. After incubation, cells were treated with various concentrations of sample for 
24 h. The medium was replaced with 1 mg/mL of MTT and further incubated for 4 h at 37 °C. Then the MTT 
was removed and the formazan produced was dissolved with DMSO. The absorbance was measured at 570 nm 
using a microplate reader (Synergy H1, BioTeK).

Cell proliferation and collagen content assay. Cell proliferation was measured by CellTiter-Glo Lumi-
nescent cell viability assay kit (Promega, USA), which evaluated the cellular ATP levels. Cells were seeded at a 
density of 1 ×  105 cells/mL in 48 well-plates and incubated for 24 h. After incubation, cells were treated with 
samples for 7 and 14 days. Then, the medium was removed and cells were lysed with 1X lysis buffer reagent (Pro-
mega, USA). After 10 min incubation, cell lysates were further incubated with CellTiter-Glo reagent for 10 min. 
The luminescence was measured using a microplate luminometer (SpectraMax L, Molecular Devices, California, 
USA). Collagen content was determined by Picrosirius red staining, which stained collagen type I and type III. 
Cells were seeded at density of 1 ×  105 cells/mL in 48 well-plates and cultivated for 24 h. After incubation, cells 
were treated with samples for 7 and 14 days. After treatment, cells were washed with PBS and fixed with 4% 
paraformaldehyde (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) for 10 min. Cells were then washed twice with PBS and 
stained with 0.1% direct red 80 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in saturated picric acid (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO, USA) for 10 min. After staining, 0.01 N HCl in 70% ethanol was added into each well for washing 
excess dye. Stained collagen was visualized under an inverted microscope (CKX41, Olympus, Japan) and dis-
solved with 0.5 N NaOH. The amount of collagen was quantified by measuring the absorbance at 540 nm using 
a microplate reader.

In vitro wound healing assay. Wound healing assays were performed to observe directional cell migra-
tion. Cell suspensions of 3 ×  105 cells/mL were added to each chamber of a culture-insert 4 well in µ-dish 35 mm 
(ibidi GmbH, Gräfelfing, Germany) and cultivated for 24 h. After incubation, the culture-insert was removed, 
and cells were washed with PBS. For each treatment type the scratch was applied and the wound area photo-
graphed at 0, 24 and 48 h to monitor cell migration. The filling of the gap in the scratch area, i.e. wound closure, 
was examined by measuring changes in wound area using imageJ. The percentage gap-filling can be calculated 
by the following Eq. (1).

At=0h is the wound area measured immediately after wounding;  At=nh is the wound area measured after wound-
ing at each time point.

Animals and surgery of skin incision. Sixteen male Wistar rats (8-week-old and 180–200 g weight) were 
purchased from Nomura Siam International Co., Ltd., Bangkok, Thailand. Rats were housed in groups (2 rats/
cage) under controlled condition (12 h light/dark cycle, 21 °C and 50% relative humidity). Laboratory standard 
chow food and distilled water were provided ad libitum for the animal. This study was approved in according 
to ethics committee guidelines and all protocols of animal experiments by the Institution’s Animal Care Com-
mittee, Thammasat University, Thailand (Protocol number 021/2562). Rats were inhaled isoflurane anesthesia 
and two parallel 1 cm full thickness skin incisions were made at the midline of vertebral  spine57. All rats were 
regularly observed for infection. If there were signs of infection, rats were separated and excluded from the study. 
Wounds were cleaned daily and then GG/Cur-AgNPs hydrogels or standard antibacterial gels were applied. The 
skin wounds were then photographed on days 4, 8, 12, and 16 post-wounding surgery. According to Murthy 
et al.  work58, percentage of wound contraction was calculated using Eq. (2):

Histopathology. The cross-sectional full-thickness skins and deep granulation tissues were collected on 
days 4, 8, 12, 16 post-wounding incision for histopathological studies. Specimens were fixed in 4% buffered para-
formaldehyde, dehydrated through a graded series of ethanol, cleared with xylene solutions and blocked with 
paraffin, respectively. Thereafter, the paraffin blocks were sectioned into 5 µm sections by a Leica microtome 
(Microsystems, Wetzlar, Germany) and stained with hematoxylin and eosin or Masson’s Trichrome (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA). Interpretation of histological slides were performed as a blind analysis by two 
pathobiologists. Three parallel sections were taken from each specimen and the parameters of cellular infil-
tration including the number of mononuclear leukocytes, polymorphonuclear leukocytes and fibroblasts were 
measured. Vascularization and collagen deposition were also qualitatively evaluated. Morphological evaluations 

(1)% gap filled =

At=0h − At=nh

At=0h
× 100

(2)%wound contraction =

Healed wound area

Total wound area
× 100

Healed wound area = original wound area − present wound area
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were photographed by a Nikon DXM 1200 digital camera (Tokyo, Japan) followed by scoring of the percentage 
of green colored area of the granulation tissue using ImageJ analysis software.

Microbiological examinations. Swabs were taken from the incisional wound during each dressing change 
on days 4, 8, 12 and 16 post-wounding surgery. The collected swabs were diluted by tenfold serial dilutions of 
normal saline for quantitative analysis. Six hundred microliters of each sample dilution were spread onto agar 
plates (1.5% agar powder, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and incubated at 37 °C for 24 h. Thereafter, the 
bacterial colony cell numbers were counted.

Quantitative real‑time PCR (qPCR). The RNA from skin from the healing wound area was collected 
and extracted using TRIzol reagent (Invitrogen Life Technologies, USA) according to the manufacturer’s pro-
tocol. The RNA was treated with DNase I (Thermo Fisher Scientific Inc, USA) to eliminate contamination with 
genomic DNA. The cDNA synthesis was made by reverse transcription using the High Capacity cDNA Reverse 
Transcriptase Kit (Applied Biosystems, USA) following manufacturer’s instructions and analyzed the expression 
of wound healing related genes (i.e., Col1a1, Col3a1, Fgf2, Tgfb1, Egf, and Il6) using SYBR Green-based qPCR. 
The primers have been validated for specificity and efficiency by conventional qPCR, as previously  described44. 
The details of the primers used in this study are presented in Table 1. The detail of procedures used for qPCR 
amplification and analysis were described in our previous  reports59–61. Briefly, the diluted cDNA and primers 
were added in the SsoAdvanced™ Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) 
for PCR amplification in total 20  µl reaction volume. PCR reactions were performed in duplicate including 
sample and nontemplate control reactions and were run in the CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System 
(Bio-Rad Laboratories). The thermocycling process consisted of 40 cycles followed by an additional step for 
dissociation curve generation. Beta-actin (Actb) was included as the reference gene for normalization of the 
target genes and for compensation of inter-PCR variation between each qPCR experiment. In each independent 
experiment, target and reference gene cDNA were derived from similar extracted RNA and run simultaneously 
in the qPCR analysis. The relative mRNA expression was achieved with the CFX Manager™ software (Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, CA, USA) by performing the comparative  Ct method. The expression level of each stud-
ied gene is presented as fold change by relative compared to the level in untreated control group.

Statistical analysis. Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, 
Inc., San Diego, CA). The results were expressed as mean ± standard error of the mean (SEM). The comparisons 
between groups were conducted using student’s-t test and/or between and within groups using one-analysis of 
variance (ANOVA) with post-hoc Tukey’s Honest test. All statistical tests were set at a significance level α of 0.05 
(P < 0.05).

Ethics statement. For the animal studies, all experimental protocols were approved by the Institution’s 
Animal Care Committee, Thammasat University, Thailand (Protocol number 021/2562). All methods were car-
ried out in accordance with the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals of the National Research 
Council. This study was carried out in accordance with ARRIVE guidelines (https:// arriv eguid elines. org).

Received: 13 August 2021; Accepted: 26 October 2021

Table 1.  Primers used in qPCR. EGF epidermal growth factor; TGF-β1 transforming growth factor beta 1; 
IL-6 Interleukin-6; F forward; R reverse.

Gene Primer sequence Product (bp) Melting temperature (°C) Access number

β-actin
(Actb)

F: 5′-CCC TGG CTC CTA GCA CCA T-3′
R: 5′-GAT AGA GCC ACC AAT CCA CACA-3′ 80 60 NM031144

Collagen 1 (Col1a1) F: 5′-CAT GTT CAG CTT TGT GGA CCT-3′
R: 5′-GCA GCT GAC TTC AGG GAT GT-3′ 94 60 NM053304

Collagen 3 (Col3a1) F: 5′-GGG ATC CAA TGA GGG AGA AT-3′
R: 5′-CCT TGC GTG TTT GAT ATT -3′ 128 60 NM032085

EGF
(Egf)

F: 5′-CTC AGG CCT CTG ACT CCG AA-3′
R: 5′-ATG CCG ACG AGT CTG AGT TG-3′ 93 60 NM012842

FGF-2
(Fgf2)

F: 5′-GAT CCC AAG CGG CTC TAC TG-3′
R: 5′-TAG TTT GAC GTG TGG GTC GC-3′ 105 60 NM019305

TGF-β1
(Tfgb1)

F: 5′-GGG CTA CCA TGC CAA CTT CTG-3′
R: 5′-GAG GGC AAG GAC CTT GCT GTA-3′ 82 60 NM021578

IL-6
(Il6)

F: 5′AAC CTG AAC CTT CCA AAG ATGG-3′
R: 5′-TCT GGC TTG TTC CTC ACT ACT-3′ 168 55 NM012589

https://arriveguidelines.org
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