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บทคัดย่อ 

การพฒันาและการปรับปรุงการรักษาบาดแผลยงัตอ้งมีวิธีการสมยัใหม่เพือนาํมารักษาปิด

แผลและตอ้งไม่มีผลขา้งเคียง งานวิจยันีสังเคราะห์เจลาตินโฮโดรเจลทีมีส่วนผสมของวานิลลิน

และเฟอริกไอออน (GVF) การสงัเคราะห์เจลาตินไฮโดรเจล GVF/AGP-AgNP สูตรนีมีความเขา้กนั

ได้ทางชีวภาพสามารถห่อหุ้มและเขา้กนัไดดี้กบัอนุภาคเงินและสารแอนโดรกราโฟไลด์ (AGP-

AgNPs) และไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล ์นอกจากนี AGP-AgNPs เร่งการสมานรอยแผล เพิมปริมาณ

คอลลาเจนในเซลลผิ์วหนงัเพาะเลียงและตา้นการติดเชือแบคทีเรียในจานวุน้เพาะเลียง มากไปกว่า

นนั เจลาตินไฮโดรเจล GVF/AGP-AgNP สามารถเร่งอตัราการสมานแผลและปริมาณเชือแบคทีเรีย

ทีแผลผ่าตดัในหนูแรทตลอดระยะเวลาการรักษา 28 วนั โดยการลดระยะช่วงการอกัเสบของแผล

และเร่งให้แผลเข้าสู่ช่วงการซ่อมแซมและปรับรูปร่าง ผลการย้อมสี H&E และสี Masson’s 

Trichrome พบวา่ แผลมีปริมาณเซลลช์กันาํการอกัเสบลดลงและการสะสมคอลลาเจนเพิมขึน อีกทงั

ผลการวิเคราะห์ปริมาณยีนควบคุมหรือส่งเสริมการสมานแผลด้วยเทคนิค qRT-PCR พบว่า ยีน 

TGF-β1, EGF, VEGF, MMP1, collagen 1 และ collagen 3 เพิมขึนในขบวนการหายของแผล

มากกวา่ไฮโดรเจลทวัไป ยิงไปกว่านัน เจลาตินไฮโดรเจล GVF/AGP-AgNP ไม่มีความระคายเคือง

ผิวหนังของกระต่ายตามแนวทาง OECD สําหรับเครืองสําอางและวตัถุอนัตราย ดงันันไฮโดรเจล

สูตรนีจึงเป็นวสัดุชีวภาพสมานแผลทีมีความปลอดภยัและไม่ระคายเคืองผิวหนงั ซึงสามารถนาํมา

ศึกษาในระดบัชนัคลินิกถดัไป  
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ABSTRACT 
 

The advancement and optimization of wound healing necessitate the 
application of contemporary wound closure techniques devoid of adverse side effects. 
In this study, a gelatin hydrogel incorporating vanillin and ferric ions (GVF), was 
meticulously synthesized. Furthermore, the synthesis of GVF hydrogels containing 
andrographolide-encapsulated silver nanoparticles (AGP-AgNPs) was diligently 
executed. These GVF/AGP-AgNP hydrogels exhibited remarkable biocompatibility 
while demonstrating no evidence of toxicity. Additionally, GVF/AGP-AgNP 
hydrogels showed the capacity to accelerate the wound healing process by stimulating 
collagen production in cultured dermal human cells and exhibiting antibacterial 
activity. Furthermore, in a 28-day treatment regimen involving rats with surgically 
induced wounds, the GVF/AGP-AgNP hydrogels not only expedited wound healing 
but also effectively reduced the bacterial colonies by attenuating the inflammatory 
phase of the wound, thereby expediting the transition to the proliferation and 
remodeling phase. Histological analyses, encompassing H & E and Masson's 
trichrome staining, showed the presence of inflammation-inducing cells and 
heightened collagen deposition at the wound site. In addition, qRT-PCR analysis 
unveiled an upregulation of genes associated with the promotion of wound healing, 
including TGF-β1, EGF, VEGF, MMP1, collagen 1, and collagen 3, in comparison to 
the control hydrogel. Furthermore, the GVF/AGP-AgNP hydrogels exhibited non-
irritating properties when applied to rabbit skin, in alignment with the OECD 
guidelines for cosmetics and hazardous substances. Taken together, this formulation 
of bioactive hydrogel presents itself as a safe and non-irritating biomaterial for wound 
dressing, warranting further investigation at the clinical level. 

 
Keywords: andrographolide, gelatin hydrogel, silver nanoparticles, skin irritation, wound healing 
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บทท ี 1 

บทนํา 

 

1.1 หลกัการและเหตผุล 

 

 การติดเชือของบาดแผลเป็นสาเหตุหนึงทีทาํใหผู้ป่้วยทีไดรั้บบาดเจ็บหรือเขา้รับการผ่าตดัมี

ภาวะแทรกซ้อนและเสียชีวิต แมว้่าปัจจุบนัมียาปฏิชีวนะทีออกฤทธิอย่างมีประสิทธิภาพแต่ก็ยงัคง

พบความผิดปกติในการสมานแผล ซึงนาํไปสู่ความการติดเชือเรือรังหรือความพิการทุพลภาพและ

การเสียชีวิต ฉะนันการพฒันาแผ่นปิดแผลทาํมาจากวสัดุเชิงประกอบและอนุภาคนาโนอาจเป็น

ทางเลือกในการรักษาและลดภาวะแทรกซอ้นจากการแผลติดเชือจึงเป็นสิงทีน่าสนใจ 

 ปัจจุบนัมีหลายกลุ่มวิจยัทีไดศึ้กษาเกียวกับเจลซึงเป็นโครงสร้างทีเป็นคลา้ยของแข็ง เช่น 

ไฮโดรเจลสามารถพองตวัได้เมือมีนาํ (Osada and Gong, ) ในขณะทีเจลตัวอืนทีเป็นไฮโดร

โพบิกพอลีเมอร์สามารถพองตวัไดเ้มือมีตวัทาํละลายอินทรีย ์(Vintiloiu et al., 2008; Vigata et al., 

) นอกจากนียงัมีการพฒันาไฮโดรเจลทีมีคุณสมบัติพิเศษทีสามารถนําไปประยุกต์ใช้ได้ใน

วิทยาศาสตร์การแพทย ์เช่น เซนเซอร์ แอคซูเอเตอร์ (actuators) ระบบนาํส่งยา (drug delivery) และ

วิศวกรรมเนือเยือ (tissues engendering) (Hoffman, 2013; Adibfar et al., ) เป็นต้น จากผล

การศึกษาของคณะวิจยัในการพฒันาและสังเคราะห์นาโนไฮโดรเจลให้มีสามารถซ่อมแซมตวัเอง

และกลับคืนมาสู่ รูปร่างปกติเหมือนเดิมได้ด้วยหลักการของเคมีคอนสติตูชันนอลไดนิก 

(constitutional dynamic chemistry) ซึงประกอบด้วยพนัธะโคเวเลนต์และนอน-โคเวเลนต์ทีมีหมู่

ฟังก์ชันผันกลับได้และมีความเป็นไดนามิก (Phadke et al., 2012; Talodthaisong et al., ) 

รวมถึงประสิทธิภาพของการสังเคราะห์ไฮโดรเจลสูตรนีมีต่อการลดจาํนวนแบคทีเรียบนจาน

เพาะเลียงและผิวหนังบริเวณแผลของสัตวท์ดลอง (Bhubhanil et al., 2021; Talodthaisong et al., 

) ฉะนันโครงการวิจยันีจึงต่อยอดผลการศึกษาดังกล่าวด้วยการสังเคราะห์ไฮโดรเจลทีมี

คุณสมบติัซ่อมแซมตวัเองและทาํการคอมพอสิทกบัอนุภาคเงินนาโนทีห่อหุม้ดว้ยสารทีมีฤทธิตา้น

การอกัเสบและเชือแบคทีเรียจากสมุนไพรโดยใช้วสัดุเชิงชีวภาพทีไม่เป็นพิษต่อสิงแวดลอ้มเพือ

นาํมาประยุกตใ์ชเ้ป็นแผ่นปิดแผลในการรักษาและสมานแผลทีไดรั้บบาดเจบ็ 
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 ฟ้าทะลายโจร (Andrographis paniculata ( Burm.f.) Wall ex Nees) มีสารแอนโดรกราโฟ-

ไลด์ (andrographolide) เป็นส่วนประกอบทีสําคญั ฤทธิทางเภสัชวิทยาของฟ้าทะลายโจรสามารถ

ตา้นไวรัสไข้หวดัและเชือแบคทีเรีย กระตุน้การสร้างภูมิคุม้กนั ลดไขแ้ละตา้นการอกัเสบ เป็นตน้ 

(Puri et al., 1993; Cáceres et al., 1999; Zaidan et al., 2005; Sheeja et al., ) สําหรับประเทศ

ไทยไดบ้รรจุฟ้าทะลายโจรอยู่ในบญัชียาหลกัของกระทรวงสาธารณสุข ดว้ยสรรพคุณของสารแอน-

โดรกราโฟไลด์ทีสกัดจากฟ้าทะลายโจรในการลดการอกัเสบและเชือแบคทีเรียนัน คณะวิจยัจึง

พฒันาและสังเคราะห์ไฮโดรเจลทีมีมีคุณสมบติัซ่อมแซมตวัเองร่วมกบัอนุภาคเงินนาโนทีลอ้มรอบ

ด้วยสารแอนโดรกราโฟไลด์ทีสกัดจากฟ้าทะลายโจรต่อการสมานแผลและการระคายเคืองผิว 

อย่างไรก็ตาม การศึกษาประสิทธิภาพของนาโนไฮโดรเจลทีมีสารแอนโดรกราโฟไลดที์สกดัจากฟ้า

ทะลายโจรทีมีฤทธิลดการอกัเสบและการติดเชือแบคทีเรียต่อกระบวนการสมานแผลและการระคาย

เคืองผิวมีกลไกทีซบัซอ้นและยงัมีไม่ขอ้สรุป 

 โครงการวิจยัจึงทําการศึกษาความปลอดภัยของนาโนไฮโดรเจลสูตรนีในเซลล์ผิวหนัง

เพาะเลียงและสัตวท์ดลอง ผลการศึกษานีทาํใหท้ราบถึงความปลอดภยัของนาโนไฮโดรเจลทีมีสาร

แอนโดรกราโฟไลดที์สกดัจากฟ้าทะลายโจรก่อนนาํไปใช้ในการศึกษาในมนุษยต่์อไป โดยทาํการ

สงัเคราะห์เจลาตินไฮโดรเจลกบัอนุภาคเงินนาโนทีห่อหุม้ดว้ยสารแอนโดรกราโฟไลดที์สกดัจากฟ้า

ทะลายโจร แลว้ทาํการทดสอบความสามารถในการความเป็นพิษต่อเซลลผิ์วหนังเพาะเลียง ฆ่าเชือ

แบคทีเรีย ความสามารถในการสมานแผลของผิวหนงัหนูแรท การระคายเคืองผิวหนงัของกระต่าย 

รวมถึงศึกษาการเปลียนแปลงพยาธิสรีรวิทยาของการสมานแผลและการระคายเคืองผิวหนังใน

ระดบัเนือเยือและระดบัอณูชีวโมเลกุล ตามลาํดบั 

 ดงันนัโครงการวิจยัครังนีจึงมีคุณค่าและเป็นประโยชน์ในการรักษาและศึกษากลไกการ

สมานแผลและการะคายเคืองผิว ซึงนําไปสู่การพฒันาแผ่นปิดแผลทีนํามาใช้ในการรักษาทาง

การแพทย ์เช่น แผลทีเกิดจากการกดทับและแผลติดเชือโรคเบาหวานในผูสู้งอายุ เป็นตน้ อีกทงั

โครงการวิจยันีเป็นส่วนหนึงการสนบัสนุนและขบัเคลือนการพฒันาสมุนไพรไทยทีมีคุณภาพและ

ความปลอดภยั 
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1.2 วตัถุประสงค์การวจิยั 

 

1.2.1 เพือสังเคราะห์และพิสูจน์เอกลกัษณ์ของเจลาตินไฮโดรเจลทีสามารถซ่อมแซม

ตนเองทีมีส่วนประกอบของอนุภาคเงินนาโนและสารแอนโดรกราโฟไลดจ์ากฟ้าทะลายโจร 

1.2.2 เพือศึกษาผลของการรักษาแผลด้วยเจลาตินไฮโดรเจลนาโนคอมโพสิตกับ

อนุภาคเงินนาโนทีห่อหุ้มดว้ยสารแอนโดรกราโฟไลด์จากฟ้าทะลายโจรต่อความเป็นพิษต่อเซลล ์

การฆ่าเชือแบคทีเรีย และพยาธิสรีรวิทยาของการระคายเคืองผิวหนังและการสมานแผลในระดบั

เนือเยอืและระดบัอณูชีวโมเลกุลในสตัวท์ดลอง 

 

1.3 กรอบแนวคิดการวจิัย 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท ี1.1 แผนผงัตวัแปรตน้และตวัแปรตามของงานวิจยั 

ตัวแปรต้น 

1.3.1 ความปลอดภยัและความสามารถ

ในการสมานแผลของอนุภาคเงินนาโน

ห่อหุ้มสารแอนโดรกราโฟไลด์ใน

เซลลผิ์วหนงัเพาะเลียง 

 

1.3.2 ประสิทธิภาพของเจลาตินไฮโดร

เจลสมานแผลทีมีส่วนประกอบของ

อนุภาคเงินนาโนห่อหุ้มสารแอนโดร 

กราโฟไลดต่์อการกระบวนการสมาน

แผล การติดเชือและการระคายเคือง

ผิวหนงัในสัตวท์ดลอง 

ตวัแปรตาม 

1.3.1 ความเป็นพิษ การเพิมจาํนวนเซลล ์

การสร้างคอลลาเจน การปิดรอยแผลและ

อัต ร าส ม า น แ ผ ล ใ น ผิ ว ห นั ง ม นุ ษ ย์

เพาะเลียง 

 

1.3.2 อัตราการสมานแผล การต้านเชือ

แบคทีเรีย การเปลียนแปลงพยาธิวิทยา

โครงสร้างผิวหนังระดับจุลภาค  การ

แสดงออกของยีนส่งเสริมการสมานแผล

และดัชนีบ่งชีการระคายเคืองผิวหนังใน

สตัวท์ดลอง 
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1.4 สมมติฐานการวจิัย 

 

การสังเคราะห์เจลาตินไฮโดรเจลทีมีส่วนผสมสารแอนโดรกราโฟไลด์จากฟ้าทะลาย

โจรมีความปลอดภัยต่อเนือเยือผิวหนังเพาะเลียง เร่งการสมานแผลและการระคายเคืองน้อยใน

สัตวท์ดลอง ไฮโดรเจลสูตรนีสามารถลดปริมาณแบคทีเรียและส่งเสริมการสมานแผลด้วยการ

เปลียนแปลงโครงสร้างระดับจุลภาคและปริมาณยีนควบคุมการสมานแผลทางชีววิทยาระดับ

โมเลกุล  

 

1.5 ขอบเขตของการวิจยั 

 

โครงการวิจัยนีมีจุดมุ่งหมายเพือพัฒนาเจลาตินไฮโดรเจลซ่อมแซมตนเองอัจฉริยะที

สังเคราะห์มาจากวสัดุชีวภาพ เนน้วสัดุทีมีราคาถูกและสามารถเขา้กนัไดก้บัระบบชีวภาพ ไฮโดร-

เจลเป็นวสัดุทีทาํจากโพลิเมอร์ มีลกัษณะคลา้ยเยล มีความอ่อนนุ่มแต่มีคุณสมบติัในการดูดซับนาํ

และสารชีวภาพจึงสามารถนาํไปใชป้ระโยชน์ไดห้ลากหลาย คณะวิจยัไดท้าํการศึกษานาํร่องในการ

พฒันานาโนไฮโดรเจลทีทาํการคอมพอสิทกบัอนุภาคเงินนาโนทีห่อหุม้ดว้ยสารจาํเพาะทีสกดัจาก

สมุนไพรทีมีฤทธิตา้นการอกัเสบและฆ่าเชือแบคทีเรีย จากองคค์วามรู้ในการพฒันาและสังเคราะห์

ไฮโดรเจลนาโนคอมโพสิตดงักล่าว โครงการวิจยันีจึงนาํเจลาตินไฮโดรเจลกบัอนุภาคเงินนาโนที

ห่อหุม้ดว้ยสารแอนโดรกราโฟไลดที์สกดัจากฟ้าทะลายโจรมาศึกษาประสิทธิภาพในการสมานแผล

และการระคายเคืองผิวหนังในสัตวท์ดลอง โดยทาํการศึกษาความเป็นพิษต่อเซลลผิ์วหนงัเพาะเลียง 

การตา้นเชือแบคทีเรีย ความสามารถในการสมานแผลและการระคายเคืองผิวหนังของสัตวท์ดลอง 

รวมถึงศึกษาการเปลียนแปลงพยาธิสรีรวิทยาของการสมานแผลและการระคายเคืองผิวหนังใน

ระดับเนือเยือและระดับอณูชีวโมเลกุล ผลการศึกษานีทาํให้ทราบถึงความปลอดภยัของเจลาติน

ไฮโดรเจลทีมีสารสกดัฟ้าทะลายโจรก่อนนาํไปใช้ในการศึกษาในมนุษย ์รวมทงัการพฒันานาโน

ไฮโดรเจลสูตรนีเป็นผลิตภณัฑต์น้แบบในการรักษาแผลภายนอกหรือแผ่นปิดแผลฆ่าเชือทีสามารถ

ประยกุตใ์ชใ้นเชิงพาณิชยไ์ดอี้กดว้ย 
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1.6 นิยามศัพท์เฉพาะ 

 

1.6.  ไฮโดรเจล ( hydrogel) คือ เจลทีมีคุณสมบติัเป็นวสัดุเชิงชีวภาพทีไม่เป็นพิษต่อ

สิงแวดลอ้ม และนาํมาประยุกต์ใชเ้ป็นแผ่นปิดแผลในการรักษาและซ่อมแซมแผลทีไดรั้บบาดเจ็บ 

1.6.  แผล (wound) คือ การฉีกขาดของเนือเยือตงัแต่ชนัผิวหนังจนถึงชนัไขมนัแต่ไม่

ถึงระดบัของกลา้มเนือ 

1.6.  การหายของแผล (wound healing) คือ การเชือมต่อเนือเยอืภายใตบ้าดแผล 

1.6.4 การระคายเคืองผิว (skin irritation) คือ ภาวะของอาการคันหรือระคายเคือง

เกิดขึนไดเ้มือผิวสัมผสักบัสารหรือสภาวะทีก่อใหเ้กิดการระคายเคือง 

 

1.7 ประโยชน์ทีคาดว่าจะได้รับ 

 

 1.7. สร้างองค์ความรู้ใหม่เกียวกบัการพฒันาองค์ประกอบและวิธีการสังเคราะห์แผ่น

ปิดแผลจากวสัดุชีวภาพไฮโดรเจลทีมีความปลอดภยัและมีประสิทธิภาพในการสมานแผล 

 1.7.2 ข้อมูลพืนฐานการพฒันาผลิตภณัฑ์แผ่นปิดแผลจากวสัดุเชิงประกอบไฮโดรเจล

ห่อหุม้สารสกดัสมนุไพรทีมีฤทธิตา้นการติดเชือและการอกัเสบ ซึงสามารถนาํมารักษาผูป่้วยในการ

สมานแผลทีไดรั้บบาดเจ็บ 
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บทท ี 2 

วรรณกรรมและงานวิจัยทีเกยีวข้อง 

 

2.1 การพฒันานาโนคอมพอสิทไฮโดรเจล 

ไฮโดรเจลสามารถสังเคราะห์ได้จากโครงข่ายพอลิเมอร์แบบสามมิติทีมีคุณสมบัติเป็น

ไฮโดรฟิลิก โดยไฮโดรเจลสามารถดูดซับสารอืนตังแต่ - % ถึงหนึงพันเท่าจนกว่าจะเข้าสู่

สมดุล ทังนีขึนอยู่กับสารตงัต้นและรูปแบบของโครงข่ายของพอลีเมอร์ทีนํามาสังเคราะห์เป็น

ไฮโดรเจล (Hoare et al., 2008) จากคุณสมบัตินีส่งผลให้ไฮโดรเจลสามารถทาํให้บาดแผลแห้งได้

เร็ว และช่วยใหบ้าดแผลซ่อมแซมตวัเองไดเ้ร็วยิงขึน โดยไฮโดรเจลทีพองตวัไดส้มบูรณ์แลว้ ไฮโดร

เจลมีคุณสมบัติเหมือนกับเนือเยือในสิงมีชีวิต เช่น มีความอ่อนนุ่ม ยืดหยุ่น สามารถลดความตึง

เครียดของผิวหนงัได ้เป็นตน้ ซึงคุณสมบติัความยืดหยุน่ของไฮโดรเจลนีสามารถลดความตึงเครียด

ของเนือเยือหรือผิวหนงั ฉะนนัไฮโดรเจลจึงส่งผลใหเ้ซลลมี์การติดกนัเร็วขึน (Amsden et al., 2015) 

พอลีเมอร์ไฮโดรเจลทีสังเคราะห์มาจากพอลีอะคริลิกแอซิด พอลีเอทิลีนไกลคอล และพอลีไวนิล

แอลกอฮอล ์สามารถเพิมเวลาในการขนส่งยาและความสามารถในการซึมผ่านเนือเนือเยอื เนืองจาก

ไฮโดรเจลมีคุณสมบัติทีน่าสนใจ เช่น คุณสมบติัเชิงกลทีเหมือนกบัเมทริกซ์ทีอยู่นอกเซลล ์ดงันัน

ไฮโดรเจลไม่ได้มีหน้าทีเพียงแค่ทีจะช่วยในกระบวนการตัดแต่งเนือเยือ แต่ยงัสามารถใช้เป็น

ตวักลางในการช่วยขนส่งยาไดอี้กดว้ย (Tessmar et al., 2007) 

ในปัจจุบนันีมีนกัวิจยัหลายกลุ่มสนใจในการพฒันาและใชน้าโนคอมพอสิทไฮโดรเจลที

สังเคราะห์มาจากพอลีเมอร์ทีสังเคราะห์มาจากคาร์โบไฮเดรต เพราะมีคุณสมบติัทีน่าสนใจทงัทาง

กายภาพและเคมี ซึงนาโนคอมพอสิทไฮโดรเจลสามารถประยุกต์ใช้ในทางการแพทย์ การเกษตร 

และสิงแวดลอ้ม (Chen et al., 2019) ยิงไปกว่านนั เจลาติน (gelatin) เป็นพอลิเมอร์ทางชีวภาพทีเป็น

ไฮโดรคอลลอยด์ มีคุณสมบตัิในการดูดซึมสูง ไม่มีความเป็นพิษและมีความสามารถในการเข้ากนั

ไดก้บัทางชีวภาพสูง เจลาตินเป็นโปรตีนทีไดม้าจากการสลายคอลลาเจน (collagen)โดยการใชก้รด

หรือด่างและนําร้อนในการสกัด เจลาตินสามารถสกัดได้จากแหล่งคอลลาเจนหลายแหล่ง เช่น 

กระดู กวัว  ห นั งสั ตว์ ห นั งห มู  และป ลา เป็ นต้น  (Mariod et al., 2018; Krishnan et al., 2020) 

โครงสร้างของเจลาตินจะเป็นสายพอลิเมอร์ของโปรตีนทีประกอบดว้ยกรดอะมิโนชนิดต่างๆ มาต่อ

กนัเป็นสายยาว ไดแ้ก่ อะลานีน อาร์จีนีน แอสปาติกแอซิด ซีสเตอีน กลูตามิก แอซิด ไกลซีน ฮีสติ-

ดีน ไฮดรอกซีไลซีน ไฮดรอกซีโพรลีน ไอโซลิวซีน ลิวซีน ไลซีน เมไทโอนีน ฟีนิลอะลานีน โพร- 

ลีน ซีรีน ทรีโอนีน ทริปโตแฟน ไทโรซีน และวาลีน ซึงจะพบไกลซีนในปริมาณมากทีสุด ยิงไป

กวา่นนัระหว่างกรดอะมิโนแต่ละชนิดมีพนัธะเพปไทดเ์ชือมอยูเ่พือประกอบเป็นสายพอลิเพปไทด์
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เกิดการบิดเป็นเกลียวทีมีพนัธะไฮโดรเจนเชือมอยู่ระหว่างกรดอะมิโนเกิดโครงสร้างทีเป็นเกลียว 

(α-chain) เจลาตินสามารถนาํไปใชป้ระโยชน์ไดห้ลายดา้น รวมไปถึงการนาํเจลิตินไปใชเ้ป็นเจลตก

แต่งแผล โดยทาํหน้าทีเป็นไฮโดรเจลผสมกบัตัวยาเพือใช้รักษาแผลหรือใช้เจลาตินเป็นตัวรีดิวซ์

และเป็นตวัลอ้มรอบอนุภาคเงินนาโนเพือใหเ้กิดความเสถียร ร่วมกบัการนาํอนุภาคเงินนาโนไปใช้

เป็นยาฆา่เชือเพือรักษาแผล (Gaspar-Pintiliescu et al., 2019; Ye et al., 2019) 

ยิงไปกว่านัน ผลการศึกษาของ He และคณะ ปี ค.ศ. 2017 ได้พัฒนานาโนคอมพอสิท

ไฮโดรเจลโดยสังเคราะห์ได้จากการนาํสารละลายอนุภาคเงินนาโนเจือจางและมีส่วนผสมของสาร 

maleic acid-grafted dextran (Dex-Ma) แ ล ะ ส า ร  thiolated chitosan (CS-NAc) ทํ า ใ ห้ เกิ ด ส า ร 

AgNPs@CNDM ไฮโดรเจล เมือนําไปทดสอบคุณสมบัติการฆ่าเชือแบคทีเรีย S. aureus และ P. 

aeruginosa พบว่า พฒันานาโนคอมพอสิทไฮโดรเจลสูตรนีสามารถฆ่าเชือแบคทีเรียได้อย่างมี

ประสิทธิภาพ ทังนี AgNPs@CNDM ไฮโดรเจล ยงัมีคุณสมบัติทีดีในการรักษาแผลสัตว์ทดลอง 

โดยเมือรักษาดว้ย AgNPs@CNDM โฮโดรเจลเป็นเวลา 10 วนั พบว่า แผลส่วนใหญ่ใกลห้ายสนิท

เมือเทียบกบั สารละลาย AgNPs และ CNDM โดย AgNPs@CNDM โฮโดรเจลสามารถปล่อย Ag+ 

ออกมาไดอ้ย่างต่อเนืองและคงที ซึงบ่งชีการฆ่าเชือไดอ้ยา่งต่อเนืองเป็นเวลานาน นอกจากนีไฮโดร

เจลนียงัสามารถกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัจากการติดเชือและเร่งการซ่อมแซมแผลเบาหวานได ้(ภาพที 

2.1) ดังนันการสังเคราะห์  AgNPs@CNDM ไฮโดรเจลสูตรนีจึงเป็นแนวในการพัฒน าการ

สังเคราะห์ไฮโดรเจลคอมพอสิทไฮโดรเจลกบัสารสมุนไพรทีมีฤทธิฆ่าแบคทีเรียและลดการอกัเสบ 

และนาํแผ่นปิดแผลแบบใหม่ในการรักษาแผลเบาหวานและอาการติดเชือของแผลเรือรัง 

 

 

ภาพท ี2.1 การพฒันาไฮโดรเจลทีผสมอนุภาคเงินนาโนในการรักษาแผล (He at al., 2017) 
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 สืบเนืองจากการสังเคราะห์และการศึกษาคุณสมบติัการตา้นแบคทีเรียดว้ยไฮโดรเจลทีผสม

อนุภาคเงินนาโนต่อของคณะ พบว่า ไฮโดรเจลทีผสมอนุภาคเงินสามารถยบัยงัจาํนวนแบคทีเรียใน

จานเพ าะเลียง ได้แก่  Escherichia coli และ Staphylococcus aureus (Talodthaisong et al., 2021) 

และผิวหนังรอบแผลสัตวท์ดลอง (Bhubhanil et al., 2021) โครงการวิจยัจึงใช้เจลาตินไฮโดรเจลที

ผสมอนุภาคเงินสูตรนีมาผสมกับสารแอนโดรกราโฟไลด์ทีสกัดจากฟ้าทะลายโจรเพือศึกษา

คุณสมบติัการฆา่เชือแบคทีเรีย 

 

2.2 การสมานแผล 

กระบวนการซ่อมแซมของแผล (wound healing) สามารถสังเกตไดจ้ากการมีผิวหนงัมาปก

คลุมบาดแผลและการเชือมต่อเนือเยือ ภายใตบ้าดแผล โดยทวัไปแลว้กระบวนการซ่อมแซมของ

แผล ประกอบดว้ย  ระยะ ดงัทีแสดงในภาพที 2.2 ดงันี (Li et al., 2007; Yildirimer et al., 2012) 

2.2.1 ระยะการอกัเสบ (inflammatory phase) คือ ระยะทีร่างกายกาํจดัเนือตายและป้องกนั

การติดเชือไม่ให้ลุกลาม กระบวนการอกัเสบเกิดขึนทนัทีเมือเกิดแผล โดยเริมจากการห้ามเลือด เมือ

เกิดแผลขึนโปรตีน คอลลาเจนทีเป็นเส้นใยและสารส่งเสริมการสร้างผิวหนงัใหม่ growth factors 

จะกระตุน้เกิดกลการแข็งตวัของเลือด หลอดเลือดทีฉีดขาดจะกระตุน้ใหเ้กลด็เลือดเกิดการจบัตวักนั

เพือห้ามเลือด โดยในระยะนีเกลด็เลือดจะหลงั growth factors ร่วมดว้ย เช่น platelet-derived growth 

factor (PDGF) แ ล ะ  transforming growth factor P(TGF-p) ก ร ะ บ ว น ก า ร นี ทํ า ใ ห้  fibrinogen 

เปลียนเป็น fibrin และกลายเป็นร่างแห ทาํให้มีการห้ามเลือด และในเดียวกัน inflammatory cells 

ต่างๆก็ถูกกระตุน้ใหม้าทีบริเวณบาดแผล โดยเซลลเ์มด็เลือดขาว neutrophils ซึงปรากฏภายใน 2 วนั

แรกหลงัเกิดแผล ทาํหนา้ทีกาํจดัเนือตายโดยกระบวนการ phagocytosis และป้องกนัการติดเชือ อีก

ทังยงัหลงั protease เพือช่วยให้ย่อย extracellular matrix (ECM) ให้เหมาะสมแก่การหายของแผล 

ถดัมาเซลล์เม็ดเลือดขาว monocytes และ macrophages ซึงจะเขา้มาหลงัเกิดแผล 48-72 ชวัโมง โดย

เซลล์เม็ดเลือดขาว monocyte จะถูกกระตุน้มายงับริเวณทีเกิดแผลโดย monocyte chemoattractant 

protein 1 แล้วเปลียนเป็นเซลล์เม็ดเลือดขาว macrophages ซึงจะเป็นเซลล์ทีมีปริมาณมากทีสุด

ภายหลังจากเกิดแผล 3 วนั โดยเซลล์เม็ดเลือดขาว macrophages ทําหน้าทีกําจัดเนือตายและ

แบคทีเรียในแผล แต่บทบาททีสําคญัต่อการหายของแผลคือการหลงัสาร growth factors ต่างๆซึง

จาํเป็นต่อการสร้าง ECM ทงักระตุน้การสร้าง fibroblast และการสร้างหลอดเลือดใหม่ ถดัมาเซลล์

เม็ดเลือดขาว lymphocytes และ mast cell ซึงจะเขา้มาบริเวณแผล 5-7 วนัหลงัเกิดแผล บทบาทของ

เซลล์ทงั 2 ชนิดต่อการหายของแผลยงัไม่ทราบแน่ชดั โดยสาร CD-4 และ inhibitory CD-8 ทีหลงั

จากเซลลเ์มด็เลือดขาว lymphocytes มีผลต่อการหายของแผลในระยะต่อไป 
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2.2.2 ระยะเพิมจาํนวน (proliferative phase) คือ ระยะทีเนือเยือเกิดการเพิมจาํนวน พร้อมๆ

กบัการเกิดแผลเป็น ระยะนีมกัจะเกิดขึนภายหลงัเกิดแผลประมาณ 4 วนั ถึง 3 สัปดาห์ แต่แทจ้ริง

แลว้ระยะการหายของแผลในแต่ละระยะมีความทับซ้อนกัน กระบวนการเยือบุผิวหนังใหม่ (re-

epithelialization) เกิดขึนทนัทีตงัแต่เกิดแผล โดย keratinocytes ทีบริเวณขอบแผลมีการแยกตวัจาก

ชัน basement membrane และเคลือนตัวออกมาเพือปิดบาดแผล การเคลือนตัวของ keratinocytes 

เป็นผลมาจากการทําปฏิสัมพันธ์กับโปรตีนของ ECM (fibronectin, vitronectin, type I collagen) 

และมาแทนที fibrin matrix กลายเป็น granulation tissue ซึงประกอบด้วยเซลล์สําคัญ 3 ชนิด คือ 

fibroblasts, macrophages และ endothelial cells เซลลเ์หล่านีมีบทบาทสําคญัในการสร้าง ECM และ

หลอดเลือดใหม่ โดยที granulation tissue จะเริมเห็นไดที้ขอบแผลประมาณ 4 วนัหลงัเกิดแผล โดย

มี fibroblast ทาํหน้าทีเป็นเซลลห์ลกั และ macrophages จะช่วยสร้าง growth factors ต่างๆทีจาํเป็น

เช่น PDGF และ TGF-1 กระตุน้ให้ fibroblast เพิมจาํนวน และฝังตวัใน ECM อีกทงัยงักระตุน้ให ้

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) 

2.2.3 ระยะปรับเปลียนใหม่  (remodeling phase) เป็นระยะทีแผลเกิดการปรับเปลียน

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 

2.3 พยาธิสรีรวทิยาการระคายเคืองผวิหนัง 

การระคายเคืองและอกัเสบส่งผลให้เกิดผืนแพ้ผิวหนัง เนืองจากปฏิกิริยาทางภูมิแพ ้ซึง

ร่างกายมีภูมิทีไวต่อการตอบสนองต่อปัจจยักระตุน้ เช่น สารเคมี อากาศ หรือ พนัธุกรรม ทงันีผูป่้วย

ทีมีอาการภูมิแพผิ้วหนัง อาจมีอาการภูมิแพ้อืนๆร่วมกบัเยือบุจมูกและเยือบุตาอกัเสบจากภูมิแพ ้

และหอบหืด เป็นตน้ การดาํเนินของโรคทีเกิดขึนจะมีลกัษณะเป็นผืนผิวหนงัแดงและมีอาการคัน 

อย่างไรก็ตามสาเหตุของการเกิดการผืนแพผิ้วหนงัยงัไม่พบสาเหตุทีแน่ชัด โดยสาเหตุหลกัอย่าง

หนึงมาจากปัจจยัทางพนัธุกรรมของตวับุคคลทีมีประวติัภูมิแพซึ้งมีภูมิทีไวต่อสิงกระตุน้ร่วมกับ

ปัจจยัจากสิงแวดลอ้มภายนอกทีเป็นตวักระตุน้ใหเ้กิดผืนเพิมมากขึน เช่น ยาหรือเวชสาํอาง เป็นตน้ 
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ภาพท ี2.2 กระบวนและระยะเวลาการหายของแผล (Li et al., 2007) 

 

การกาํเริบของผืนทีลุกลามมาจากการเกา เนืองจากผืนทีเกิดขึนจะมีอาการคนั เมือมีการเกา

จะทาํให้โรคเกิดการลุกลามของผืนมากขึน รวมถึงสภาพผิวหนังทีค่อนข้างแห้งหรือแห้งมากจะ

ส่งผลใหเ้กิดอาการคนั ลกัษณะการอกัเสบของผิวหนงัในระยะเฉียบพลนัมกัมีลกัษณะเห่อแดงคนั 

ตุ่มนาํใสหรือมีนาํเหลืองจากการติดเชือแบคทีเรียทีผิวหนงัร่วมดว้ย ถดัมามีลกัษณะเป็นขุยแหง้หรือ

สะเก็ด และระยะเรือรังซึงรอยโรคจะมีลักษณะเป็นรอยนูน คัน และมีการหนาตัวของผิวหนัง 

(Berardesca et al., 2013) การเปลียนแปลงทางจุลภาคของผิวหนังทีมีอาการระคายเคืองจากยาหรือ

สารเคมี ซึงพบการเสือมหรือการตายของของเซลลโ์ปรตีนเคราติน การเพิมจาํนวนเมด็เลือดนิวโตร

ฟิล (neutrophils) และอีโอซิโนฟิล (eosinophil) ในชันหนังกําพร้า (epidermis) และชันหนังแท ้

(dermis) โดยมีการกระตุน้ T cells สารเหนียวนําการอกัเสบ ได้แก่ interleukin (IL)-5, IL-6, tumor 

necrosis factor (TNF)-α, interferon (IFN)-γ แ ล ะ  chemokines แ ล ะ ส า ร  histocompatability 

complex (MHC) class I and II ก่อให้เกิดการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัและเปลียนแปลงของโปรตีน

เคราตินและหลอดเลือด ดงัทีแสดงในภาพที 2.3 (Pichler et al., 2002) 
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ภาพท ี2.3 การเปลียนแปลงลกัษณะทางจุลภาคและการระคายเคืองผิวหนงั (Pichler et al., 2002) 

 

2.4 ข้อมูลและสรรพคุณสมุนไพรฟ้าทะลายโจร 

ฟ้าทะลายโจรจดัเป็นสมุนไพรทอ้งถินในประเทศแถบเอเชียตะวนัออกเฉียงใตที้นาํมาถูกใช้

กนัอย่างแพร่หลาย สําหรับประเทศไทยไดบ้รรจุฟ้าทะลายโจรอยู่ในบญัชียาหลกัแห่งชาติ กระทรวง

สาธารณสุข ในหมวดหมู่ยารักษากลุ่มอาการของระบบทางเดินอาหารและระบบทางเดินหายใจ 

ชือวิทยาศาสตร์: Andrographis paniculata (Burm.f.) Nees (วงศ์  Acanthaceae) เป็นพื ช

ลม้ลุก สูงประมาณ -  ซม. ลาํต้นตังตรงกิงก้านเป็นสันสีเหลียม ใบเดียว เรียงตรงข้าม รูปใบ

หอก กวา้ง - .  ซม. ยาว -  ซม. โคนใบและปลายใบแหลม ขอบใบเรียบหรือเป็นคลืนเล็กนอ้ย 

เนือใบสีเขียวเขม้ เป็นมนั กา้นใบยาว -  มม. ดอกออกเป็นช่อใหญ่ทีปลายกิงและซอกใบ ช่อโปร่ง

ยาว -  ซม. ดอกย่อยขนาดเล็ก ดอกสีขาวแกมม่วง มีขน กลีบเลียงโคนติดกัน ผลเป็นฝักรูป

ทรงกระบอก สีเขียวอมนาํตาล ปลายแหลม เมือผลแก่จะแตกดีดเมล็ดออกมา มีเมล็ด -  เมล็ด 

ขนาดเลก็ สีนาํตาลแดง ใชเ้มลด็ขยายพนัธุ์ (Thai Herbal Pharmacopoeia, 1995) ดงัทีแสดงในภาพที 

2.4 โดยปัจจุบนัมีสมุนไพรฟ้าทะลายโจรจาํหน่ายในท้องตลาดทังทีผลิตจากโรงงานผลิตยาทีไดรั้บ

การรับรองมาตรฐานจากกระทรวงสาธารณสุข โดยนาํฟ้าทะลายโจรมาทาํเป็นยาลูกกลอนหรือใส่

แคปซูลเพอืความสะดวกในการกิน 
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สารสําคัญ ใน การอ อกฤ ทธิ คื อ  สารกลุ่ ม  Lactone เช่ น  ส ารแอ น โด รก ราโฟ ไล ด ์

(Andrographolide), นีโอแอนโดรกราโฟไลด์ (Neoandrographolide), ดิออกซีแอนโดรกราโฟไลด์ 

(14-Deoxyandrographolide) และดิออกซีไดดีไฮโดรแอนโดรกราโฟไลด์ ( -Deoxy-11,12-

didehydroandrographolide) เป็นตน้ ซึงมีสูตรโครงสร้างทางเคมี (ภาพที 2.5) ทงันีฟ้าทะลายโจรมี

สารแอนโดรกราโฟไลด์ทีเป็นตวัยาสําคญัทีมีอยู่ใน ราก ตน้ ใบ โดยต้องมีส่วนประกอบของสาร

แอนโดรกราโฟไลด์ไม่น้อยกว่า  % w/w และมีสารแอนโดรกราโฟไลด์ไม่น้อยกว่าร้อยละ  

%w/w โดยปัจจุบนัมีการใชส้มุนไพรฟ้าทะลายโจรในการรักษา ไข ้หวดั ทอ้งเสีย อนัเกิดจากการติด

เชืออย่างแพร่หลาย (Dai et al., 2019) สารสกัดสมุนไพรฟ้าทะลายโจรมีฤทธิทางเภสัชวิทยา

หลากหลาย เช่น ต้านไวรัส HIV1 ไข้หวดัและเชือแบคทีเรีย กระตุ้นการสร้างภูมิคุ ้มกัน ป้องกัน

ความเป็นพิษของตับ ลดไข้และต้านการอักเสบ เป็นต้น (Puri et al., 1993; Cáceres et al., 1999; 

Zaidan et al., 2005; Sheeja et al., 2006; Dai et al., 2019) 

ผลการศึกษาด้านดา้นเภสัชวิทยาพบว่า ฟ้าทะลายโจรสามารถยบัยงัเชือแบคทีเรียอนัเป็น

สาเหตุของการเป็นหนอง (Zhang et al., 2020) รวมถึงลดการอักเสบด้วยการยบัยงัการถ่ายโอน

สัญญาณ NF-κB/MAPK signaling pathway และลดปริมาณสารเหนียวนาํการอกัเสบอีกดว้ย (Li et 

al., 2017) ยิงไปกว่านัน จากการศึกษาประสิทธิภาพของสารแอนโดรกราโฟไลด์ทีสกัดจากฟ้า

ทะลายโจรต่อการซ่อมแซมผิวหนังทงัเซลลเ์พาะเลียงและสัตวท์ดลอง พบว่า สารแอนโดรกราโฟ

ไลด์ทีความเข้มข้น 0.1-100 ppm มีเป็นพิษต่อเซลล์ผิวหนังเพาะเลียงตํา (Jamaludin et al., 2021) 

ฉะนนัทางคณะวิจยัจึงนาํช่วงความเขม้ขน้ดงักล่าวมาประยุกต์ใช้ในการสังเคราะห์ร่วมกบัเจลาติน

ไฮโดรเจลอนุภาคเงินนาโน ผลการศึกษานาํร่องทาํใหท้ราบว่า ความเขม้ขน้สารแอนโดรกราโฟไลด์ 

0.44 นาโนโมลาร์ มีความเสถียรของการคอมโพสิต ฉะนนัดว้ยสรรพคุณของสารแอนโดรกราโฟ

ไลด์นีทาํให้คณะวิจยัมีแผนพฒันาเจลาตินไฮโดรเจลอนุภาคเงินนาโนทีห่อหุ้มด้วยสารแอนโดรก

ราโฟไลด์จากสมุนไพรฟ้าทะลายโจรเพือศึกษาความปลอดภัยในการบรรเทาภาวะอักเสบของ

กระบวนการสมานแผลและการระคายเคืองผิวหนงั 
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ภาพท ี2.4 ลกัษณะของสมุนไพรฟ้าทะลายโจร (Mussard et al., 2019) 

 

 

ภาพที 2.5 สารเคมีสาํคญัทีสกดัจากสมุนไพรฟ้าทะลายโจร (Mussard et al., 2019) 
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บทท ี 3 

วธิดีําเนินการวจิัย 

 

การศึกษาตอนที 3.1 เพือสงัเคราะห์และพิสูจน์เอกลกัษณ์ของไฮโดรเจลทีสามารถซ่อมแซมตนเองที

มีอนุภาคเงินนาโนทีห่อห่อหุม้ดว้ยสารแอนโดรกราโฟไลด์จากสารสกดัฟ้าทะลายโจร 

 การสังเคราะห์ไฮโดรเจลและการพสูิจน์เอกลกัษณ์ 

 การสังเคราะห์ไฮโดรเจลสูตรเจลาติน (Gelatin-based hydrogels, GVF) โดยชังเจลาติน

มา 0.48 กรัม ละลายดว้ยนาํปราศจากไอออน ปริมาณ 8 มิลลิลิตร ลงในบิกเกอร์ขนาด 25 มิลลิลิตร 

ใหค้วามร้อนที 60 องศาเซลเซียสจนกระทงัเจลาตินละลายหมด และรอจนสารละลายอุณหภูมิลดลง

แล้วเติมสารละลาย 20 wt% วานิลลินในเอทานอล (1 มิลลิลิตร) กวนให้เข้ากันสารละลายจะ

กลายเป็นสีเหลืองใส จากนนัเติม 0.1M FeCl3.6H2O (1 มิลลิลิตร) แลว้กวนใหเ้ขา้กนั สารละลายจะ

เป็นสีนาํตาลแดงและเกิดการสร้างไฮโดรเจล GVF ทนัที การพิสูจน์เอกลกัษณ์ไฮโดรเจล GVF เพือ

หาส่วนผสมทีเหมาะสมทีสุด โดยเริมจากการเตรียมไฮโดรเจลทีใช้ความเขม้ขน้ของสารเฟอร์ริก

คลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (FeCl3.6H2O) ทีแตกต่างกัน เพือหาความเข้มข้นทีเหมาะสมทีสุดของ 

FeCl3.6H2O สําหรับการเตรียมไฮโดรเจล GVF ในการศึกษาหาส่วนผสมทีเหมาะสมทีสุดของ

ไฮโดรเจล GVF ไดรั้บการศึกษาโดยใช้เทคนิครีโอโลยี จากการศึกษาด้วยเทคนิครีโอโลยีภายใต้

โหมด strain sweep (0.1-100%) ทีความถีคงทีเท่ากบั1 รอบ/วินาที สําหรับปริมาณของวานิลลินที

เหมาะสมทีสุดในการเตรียมไฮโดรเจลไดรั้บการศึกษาดว้ยเทคนิครีโอโลยี จากการศึกษาดว้ยเทคนิค

รีโอโลยีภายใตโ้หมด strain sweep (0.1-1000%) ทีความถีคงทีกบั 1 รอบ/วินาที และไดศึ้กษาความ

เป็นเชียร์ทินนิงไฮโดรเจล (Shear thinning hydrogel) โดยทดสอบในโหมดหมุนดว้ยอตัราเฉียดที 

0.1-1 1/วนิาที จากการศึกษานีสามารถบ่งชีวา่ไฮโดรเจลมีสมบติัการเป็นเชียร์ททินนิงก็ต่อเมือความ

หนืดของไฮโดรเจล ลดลงเมือ shear rate มากขึน ถา้มีสมบติัเชียร์ทินนิงทีดีบ่งชีว่าไฮโดรเจลเหมาะ

แก่การนําไปประยุกต์ใช้ทางด้านการชีวการแพทย์ (Talodthaisong et al., 2021; Bhubhanil et al., 

2021) 
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 การสังเคราะห์อนุภาคเงินนาโนและการพสูิจน์เอกลกัษณ์ 

 อนุภาคเงินนาโนสามารถสังเคราะห์ไดด้ว้ยการใช้โมเลกุลของสารแอนโดรกราโฟไลด์

เป็นตวัลอ้มรอบหรือเป็นตวัทาํใหเ้สถียร โดยเริมจากการเตรียมสารละลายสารแอนโดรกราโฟไลด์

ทีสกดัมาไดฟ้้าละลายโจร (ปริมาณสารแอนโดรกราโฟไลด์ 9 มิลลิกรัม/แคปซูล) ผลิตโดยบริษทั

ขาวละออเภสัช จาํกดั จงัหวดัสมุทรปราการ โดยทาํการตรวจสอบปริมาณสารแอนโดรกราโฟไลด์

ดว้ยเครืองแยกและวิเคราะห์ปริมาณสาร Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC) ซึง

ใช้เครืองตรวจจบัชนิด diode array ในการตรวจวดัสัญญาณทีวดัค่าการดูดกลืนแสงของสาร ซึง

สามารถวดัได้ทีละหลายความยาวคลืนในเวลาเดียวกันร่วมกับเครืองแมสสเปกโตรเมทรี (mass 

spectrometer) เปรียบเทียบกบัสารมาตรฐานแอนโดรกราโฟไลด์ USP โดยวตัถุดิบทีผลิตไดค้วรมี

ความบริสุทธิของสารแอนโดรกราโฟไลดม์ากกว่าร้อยละ  มี UV spectrum และ mass spectrum 

สอดคลอ้งกบัแถบสีของสารมาตรฐานแอนโดรกราโฟไลด ์USP 

 จากนนัเติมสารละลายแอนโดรกราโฟไลด์ทีเตรียมได้ 3 มิลลิลิตร ลงในนาํปราศจาก

ไอออนปริมาณ  มิลลิลิตร แล้วทาํการกวนให้เข้ากัน จากนันเติมสารละลายซิลเวอร์ไนเตรต 

(AgNO3) ลงไปในสารละลายก่อนหน้านี แลว้ทาํการกวนต่อเนืองทีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา  ชวัโมง 

จนกระทงัไดส้ารละลายเปลียนสีเป็นสีส้ม จะไดอ้นุภาคเงินนาโนทีลอ้มรอบดว้ยแอนโดรกราโฟ-

ไลด์ (Andro-AgNPs) หลงัจากนนันําไปพิสูจน์เอกลกัษณ์ด้วยเทคนิคยูวีวิสซิเบิล สเปกโทรสโกปี 

เทคนิคฟูเรียร์ทรานสฟอร์มสเปกโตรสโกปี และนาํไปศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาและหาขนาด

โดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (transmission electron microscope) ผลการศึกษา

นําร่องของคณะวิจัย พบว่า ความเข้มข้นของสารแอนโดรกราโฟไลด์ 0.44 นาโนโมลาร์ ถูก

ลอ้มรอบดว้ยอนุภาคเงินนาโนไดอ้ย่างเสถียร ดงันนัความเขม้ขน้ของสารแอนโดรกราโฟไลดนี์จึง

มาใชใ้นการศึกษาครังนี (Talodthaisong et al., 2021; Bhubhanil et al., 2021) 

 การค อม พ อ สิต ไฮ โด รเจลกับ อนุภ าค เงินนาโน ห่ อ หุ้ มสารแอนโดรกราโฟ ไล ด์ 

(GVF/Andro-AgNPs) 

 เจลลาตินไฮโดรเจล GVF/Andro-AgNPs สังเคราะห์จากการผสมเจลาตินในละลาย 

Andro-AgNPs ปริมาณ 8 มิลลิลิตร จากนนัใหค้วามร้อนจนกระทงัเจลาตินละลายหมด เมืออุณหภูมิ

สารละลายลดลงแล้วทาํการเติมสารละลายวานิลินทีละลายในเอทานอลลงไป แลว้ทําการกวน
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สารละลายใหเ้ขา้กนัและเติมสารละลายสารละลายเฟร์ริกคลอไรด์ (FeCl3) เพือเป็นตวัเชือมขวางใน

การสร้างไฮโดรเจล จากนนักวนสารละลายใหเ้ขา้กนัจนกระทังไดเ้จลาตินไฮโดรเจล GVF/Andro-

AgNPs เพือนาํมาใช้ศึกษาประสิทธิภาพการสมานแผลและการระคายเคืองผิวหนังในสัตวท์ดลอง 

(Talodthaisong et al., 2021; Bhubhanil et al., 2021) 

 

การศึกษาตอนที 3.2 เพือศึกษาประสิทธิภาพอนุภาคเงินนาโนทีห่อหุ้มสารแอนโดรกราโฟไลด์ต่อ

ความเป็นพิษการสมานแผลในเซลลผิ์วหนงัและฤทธิการตา้นเชือแบคทีเรียในจานเพาะเลียง 

 การศึกษาความเป็นพษิต่อเซลล์ผวิหนังเพาะเลียง 

 เซลล์ผิวหนังไฟโบรบลาสต์ (fibroblasts) เลียงด้วยอาหารเลียงเซลล์ชนิดดัลเบ็คโคส์ 

โมดิฟายด์ อีเกิลส์ (Dulbecco's Modified Eagle Medium: DMEM) ในถาดหลุมเลียงเซลล์ชนิด 96 

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

เซลเซียส ในสภาวะทีมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์5 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชวัโมง ทงันีความเขม้ขน้

ของอนุภาคเงินทีห่อหุม้สารแอนโดรกราโฟไลด ์0.44 นาโนโมลาร์ ซึงเป็นความเขม้ขน้ทีสามารถคง

ความเสถียรร่วมกบัไฮโดรเจลอนุภาคเงิน ถูกนาํมาเจือจางทีความเขม้ขน้ , 0.0002, 0.0004, 0.0008, 

0.0016, 0.0032, 0.00625, 0.0125, 0.025, 0.05, .  และ .  นาโนโมลาร์ ตามลาํดับ จากนันเติม

สารละลายของสารทีต้องการทดสอบทีความเขม้ขน้ต่างๆ หลุมละ 100 ไมโครลิตร แลว้เพาะเลียง

เซลล์กับสารทดสอบในตูเ้พาะเลียงเป็นเวลาประมาณ 24 ชัวโมง จากนันหาค่าร้อยละการรอดชีวิต

ของเซลล์เพาะเลียงด้วยเทคนิคการวิเคราะห์ด้วยสารเอ็มทีที (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyl tetrazolium bromide; MTT) โดยการเติมสารละลายเอ็มทีที (MTT) ลงไปในจานเพาะเลียง 

จากนนันาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที 570 นาโนเมตร นาํไปวิเคราะห์หาค่าร้อยละการมีชีวิตของเซลล ์

(% cell viability) ในแต่ละกลุ่มตัวอย่าง และเปรียบเทียบกบัเซลล์ทีไม่ไดรั้บสารทดสอบ เพือหาค่า

ความเขม้ขน้ของสารทีทาํใหเ้ซลลมี์ร้อยละการมีชีวิตมากกว่า 80 (ความเขม้ขน้ทีไม่เป็นพิษต่อเซลล)์ 

และทาํใหเ้ซลลมี์ร้อยละการมีชีวิต 50 (50% Inhibitory concentration; IC50) ซึงแสดงถึงความเป็นพิษ

ต่อเซลล ์(Bhubhanil et al., 2021) 
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 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

สารแอนโดรกราโฟไลด์ความเข้มขน้ 0.0005, 0.001 และ 0.002 นาโนโมลาร์ และวิตามินซี (สาร

ควบคุมเชิงบวก) ความเขม้ขน้ 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร หลุมละ 400 ไมโครลิตร แลว้จึงเลียงเซลล์

กบัสารทดสอบเป็นเวลา 7 และ 14 วนั โดยเปลียนอาหารเลียงเซลลท์ุก ๆ 2 วนั เมือครบกาํหนดจึง

นาํอาการเลียงเซลล์เก่าออกแลว้แลว้เติม 1X lysis buffer หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มในตู ้บ่ม 37 

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

อุณหภูมิห้องในทีมืดเป็นเวลา 10 นาที แล้วจึงนําไปอ่านค่าการเปลียนแปลงของการเปล่งแสง 

(luminescence) (Bhubhanil et al., 2021) 

 การศึกษาปริมาณคอลลาเจนด้วยวธีิ Sirius red staining 

 เซลล์ผิวหนังถูกเลียงในถาดหลุมเลียงเซลล์ชนิด 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

แอนโดรกราโฟไลด์ ความเข้มข้น 0.0005, 0.001 และ 0.002 นาโนโมลาร์ และวิตามินซี ความ

เขม้ขน้ 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร หลุมละ 400 ไมโครลิตร แลว้จึงเลียงเซลลก์บัสารทดสอบเป็นเวลา 

7 และ 14 วนั โดยเปลียนอาหารเลียงเซลลทุ์ก ๆ 2 วนั เมือครบกาํหนดจึงนาํอาการเลียงเซลลเ์ก่าออก

และลา้งเซลลด์ว้ยสารละลาย PBS หลงัจากนนั นาํ PBS ออก แลว้ทาํการตึงเซลลโ์ดยเติมสารละลาย 

paraformaldehyde (PFA) ความเขม้ขน้ 4% หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มทีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 10 

นาที จึงนาํสารละลาย PFA ออก ลา้งเซลลด์ว้ย PBS 2 ครัง ยอ้มเซลลที์ถูกตรึงดว้ยสารละลาย direct 

red 80 ความเข้มขน้ 0.1% เป็นเวลา 10 นาที จากนัน ลา้งสียอ้มด้วย 0.01 N กรดไฮโดรคลอริกใน

สารละลายเอทานอล 70% 2 ครังๆ ละ 2 นาที แลว้ถ่ายรูปเซลล์ทียอ้มติดคอลลาเจน หลงัจากนัน 

ละลายสียอ้มด้วยสารละลายโซเดียไฮโดรไซด์ความเข้มข้น 0.5 N หลุมละ 100 ไมโครลิตร และ

นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที 540 นาโนเมตร (Bhubhanil et al., 2021) 
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 การศึกษาการสมานแผลของเซลล์ผิวหนังเพาะเลียง 

 เซลลไ์ฟโบรบลาสต์ถูกเลียงใน Culture-insert 4 well เป็นเวลา 24 ชัวโมง เมือครบเวลา

จึงเอาแผ่นกันเซลล์ออกและลา้งเซลล์ทีหลุดออกดว้ย PBS หลงัจากนันบ่มเซลล์กบัสารทดสอบ

ความอนุภาค Andro-Ag ความเข้มข้น 0.001 และ 0.002 นาโนโมลาร์ และโปรตีน FGF (สาร

ควบคุมเชิงบวก) ความเข้มข้น 100 นาโนกรัม/มิลลิลิตร ปริมาณ 2 มิลลิลิตร บันทึกภาพเซลล์

เพาะเลียงด้วยกลอ้งจุลทรรศน์ กําลงัขยาย 4X ทีเวลาต่าง ๆ ฤทธิการกระตุ้นการสมานแผลจะ

ประเมินจากเปอร์เซ็นตข์องรอยแผลทีปิด (Bhubhanil et al., 2021) ซึงสามารถคาํนวณตามสมการที

แสดงดงันี 

% การปิดของรอยแผล = [พนืทีรอยแผลเริมตน้ – พนืทีรอยแผลในเวลาต่างๆ]  100 

    พนืทีรอยแผลเริมตน้ 

การศึกษาความสามารถในการฆ่าเชือแบคทีเรียในจานเพาะเลียง 

การทดสอบความสามารถในการฆ่าเชือแบคทีเรียของอนุภาคเงินนาโนจะใชว้ิธีการทดสอบ

โซนยับยงั (inhibition zone method) เริมจาก นําหัวเชือของแบคทีเรียมาเช็ดบนจานเลียงเชือ 

Mueller–Hinton Agar (MHA) จากนันเจาะรูทาํเป็นหลุมให้มีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางประมาณ  

มิลลิเมตร หลังจากนันเติมไฮโดรเจลทีต้องการทดสอบปริมาณ 0.05 กรัม ลงในหลุมบนจาน

เพาะเลียง แลว้ทาํให้แห้งในสภาวะการไหลแบบลามินาร์ จากนันจานวุน้จะถูกบ่มทีอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัวโมง เมือครบเวลาทีกาํหนดจะทาํการวดัขนาดโซนการยบัยงัของ

ไฮโดรเจลทีมีต่อเชือแบคทีเรีย ไดแ้ก่ Escherichia coli และ Staphylococcus aureus (Talodthaisong 

et al., 2021) 

 

การศึกษาตอนที 3.3 เพือศึกษาผลการรักษาดว้ยคอมพอสิตไฮโดรเจลกบัอนุภาคเงินนาโนทีห่อหุ้ม

สารแอนโดรกราโฟไลดต่์อการสมานแผล การเปลียนแปลงพยาธิสรีรวทิยาของการสมานแผลระดบั

เนือเยอืและระดบัอณูชีวโมเลกลุ และการระคายเคืองผิวหนงัในสตัวท์ดลอง 
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การศึกษาอตัราการสมานแผลในสัตว์ทดลอง 

 หนูสายพันธุ์ Wistar เพศผู ้อายุ  สัปดาห์ นาํหนักประมาณ 180–  กรัม จากบริษัท

โนมูระสยามอินเตอร์เนชันแนลจาํกัด หนูถูกเลียงอยู่ในห้องทีควบคุมอุณหภูมิ 25±1°C และ 

ความชืน 55±5% ดว้ยแสงสวา่งตามวงจรเวลากลางวนักลางคืนรอบละ  ชวัโมง 

 หนูทุกตวัไดรั้บอาหารและนาํทีมาตรฐาน นาํหนกัของหนูและปริมาณอาหารทีกินจะทาํ

การบนัทึกทุกวนั โครงการวิจยันีไดใ้ชจ้าํนวนสัตวท์ดลองและกระทาํการทรมานต่อสัตวอ์ย่างนอ้ย

ทีสุด เมือครบระยะเวลากักกนัสัตวท์ดลองเป็นระยะเวลา  สัปดาห์ หนูจะถูกสุ่มแบ่งออกเป็น  

กลุ่ม ไดแ้ก่ 

 กลุ่มควบคุมทีถูกทําให้มีแผล ขนาดของแผล 11 ซ.ม. ทีแนวกระดูกสันหลังของ

สัตวท์ดลองจาํนวน 2 บริเวณ โดยระยะห่างกัน 2 ซ.ม. และไดรั้บยาลดปวดร่วมกับแผ่นไฮโดร-

เจลมาตรฐาน 

 กลุ่มทีถูกทาํใหม้ีแผลและไดรั้บยาลดปวดร่วมกบัเจลาตินไฮโดรเจลนาโนคอมโพสิตกบั

อนุภาคเงินนาโนทีห่อหุม้ดว้ยสารแอนโดรกราโฟไลดจ์ากสารสกดัสมุนไพรฟ้าทะลายโจร 

 ขนัตอนการผ่าตดัดาํเนินการภายใตก้ารดูแลและกาํกบัโดยสัตวแ์พทยแ์ละสัตวบาลของ

ศูนยส์ัตวท์ดลอง มหาวิทยาลยัธรรมศาสตร์ (Bhubhanil et al., ) หลงัจากการผ่าตดั หนูทุกตวั

ถูกทาํความสะอาดแผลดว้ย . % normal saline ร่วมกบัทาเจลาตินไฮโดรเจลอนุภาคเงินทีห่อหุ้ม

สารแอนโดรกราโฟไลด์จากฟ้าทะลายโจรความเขม้ขน้ทีเป็นพิษตาํและมีความปลอดภยัต่อเซลล์

ผิวหนังเพาะเลียง และถูกประเมินลกัษณะและอตัราการซ่อมแช่มของแผลทุกวนั โดยทาํการเก็บ

ตวัอย่างผิวหนัง 5 ช่วงเวลา (วนัที , 7, 14, 21 และ 8) ช่วงเวลาละ 6 ตวั รวมทงัหมด  ตวั แลว้

คาํนวณร้อยละของการหายของบาดแผล เพือศึกษาความสามารถของเจลาตินไฮโดรเจลนาโนคอม-

โพสิตอนุภาคเงินนาโนทีห่อหุ้มด้วยสารแอนโดรกราโฟไลด์จากสารสกัดฟ้าทะลายโจรในการ

สมานแผล จากสมการดงันี 

รอ้ยละของการหายของบาดแผล = ขนาดของบาดแผลวนัผ่าตดั – ขนาดของบาดแผลหลงัจากทายา 

 ขนาดของบาดแผลวนัผา่ตดั 
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ทงันีหนูทาํให้ตายอย่างสงบดว้ยยาสลบทีเกินขนาด แลว้ทําการเก็บเนือเยือรอบแผลและ

แผลเพือนาํไปวิเคราะห์การเปลียนแปลงโครงสร้างระดบัจุลภาคดว้ยการยอ้มสีเนือเยือและปริมาณ

ยนีส่งเสริมการสมานแผล (Bhubhanil et al., 2021) 

การศึกษาจุลพยาธิวทิยาของการสมานแผล 

อวยัวะตวัอยา่งถูกตรึงสภาพเนือเยอืในสารละลาย 10% PFA และนาํเนือเยอืทีผ่านการดึงนาํ

ออกจากเซลลแ์ลว้ทาํให้แข็งดว้ยเครืองฝังเนือเยือ (embedding center) และลงในบล็อกพลาสติก ซึง

ตรึงสภาพเนือเยือในพาราฟิน ถดัมาเนือเยือถูกนํามาตัดด้วยเครืองตัดชินเนือ microtome (Leica 

Biosystems) ให้มีความหนาประมาณ 5 ไมโครเมตร แล้วนํามาย้อมสี Hematoxylin and eosin 

(H&E) เพือศึกษาโครงสร้างของเซลล์และเนือเยือ ซึงสี Hematoxylin มีนําเงินอมม่วงย้อมติด

นิวเคลียสของเซลลแ์ละสี Eosin มีสีแดงอมส้มยอ้มติดไซโตพลาสซึม อีกทงัทาํการยอ้มสี Masson's 

trichrome เพือตรวจหาเส้นใยคอลลาเจนในเนือเยือ โดยสีแดงยอ้มติดไซโตพลาสซึม สีฟ้าหรือเขียว

อ่อนยอ้มติดเนือเยือเกียวพนัและสีดาํยอ้มติดนิวเคลียสจามลาํดับ แผ่นสไลด์ทียอ้มสีแลว้ปิดด้วย

นาํยา Permount และกระจกปิดสไลด์ (Fisher Chemical™) การศึกษาลกัษณะการเปลียนแปลงทาง

จุลพยาธิวิทยาของการสมานแผลดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบแสง ไดแ้ก่ เซลล์เหนียวนาํการอกัเสบ 

ไดแ้ก่ mononuclear cell และ polymorphonuclear leucocytes, เซลลส์ร้างเส้นใย (fibroblast), เส้นใย

คอลลาเจน (collagen), เซลลห์ลอดเลือดใหม่ (angiogenesis) และการสร้างใหม่ของหนงักาํพร้า (re-

epithelialization) (Bhubhanil et al., 2021) 

การศึกษาปริมาณยีนส่งเสริมการสมานแผล 

ตวัอย่างแผลและผิวหนงับริเวณแผลถูกนาํมาแยก messenger RNA (mRNA) ดว้ยชุดนาํยา

สําเร็จรูปใชส้าํหรับสกดั DNA (DNA extraction kit) จากนนัทาํการวดัความเขม้ขน้ของ total RNA 

ด้วยเค รือ งวัด ค่ าก าร ดู ด ก ลืน แ ส ง (Nanodrop Spectrophotometer) รุ่น  NanoDrop2000 แ ล ะ

ทําการศึกษาปริมาณ  mRNA ด้วยวิ ธี Real-time PCR (quantitative method) แล้วทําการศึกษา

ปริมาณยีนทีสนใจ ได้แก่ Collagen 1, Collagen 3, EGF, MMP1, TGF-β1, และ VEGF ซึงยีน beta 

actin เป็นตวัควบคุมภายในเพือนาํมาเปรียบเทียบการเปลียนแปลงของยีนทีควบคุมและส่งเสริมการ

สมานแผลในการศึกษาครังนี ดงัทีแสดงในตารางที .1 (Bhubhanil et al., 2021) 
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ตารางท ี3.1 รายการไพรเมอร์ยีนควบคุมและส่งเสริมการสมานแผล 

Gene Primer sequence Melting temperature 

β-actin Forward: 5′-CCCTGGCTCCTAGCACCAT-3′ 
Reverse: 5′-GATAGAGCCACCAATCCACACA-3′ 

60°C 

Collagen 1 Forward: 5′-CATGTTCAGCTTTGTGGACCT-3′ 
Reverse: 5′-GCAGCTGACTTCAGGGATGT-3′ 

60°C 

Collagen 3 Forward: 5′-GGGATCCAATGAGGGAGAAT-3′ 
Reverse: 5′-CCTTGCGTGTTTGATATT-3′ 

60°C 

EGF Forward: 5′-CTCAGGCCTCTGACTCCGAA-3′ 
Reverse: 5′-ATGCCGACGAGTCTGAGTTG-3′ 

60°C 

MMP1 Forward: 5′-CCGGCAGAATGTGGAAACAG-3′ 
Reverse: 5′-GCTGCATTTGCCTCAGCTTT-3′ 

55°C 

TGF-β1 Forward: 5′-GGGCTACCATGCCAACTTCTG-3′ 
Reverse: 5′-GAGGGCAAGGACCTTGCTGTA-3′ 

60°C 

VEGF Forward: 5′-GTACCTCCACCATGCCAAGT-3′ 
Reverse: 5′-AATAGCTGCGCTGGTAGACG-3′ 

55°C 

EGF: Epidermal growth factor; MMP1: Matrix metallopeptidase 1; TGF-β1: Transforming growth factor beta 1; 

VEGF: Vascular endothelial growth factor 

 

การศึกษาความระคายเคืองผิวหนัง 

การทดสอบการระคายเคืองเบืองต้นต่อผิวหนังสัตว์ทดลองดาํเนินการตามมาตรฐานที

กาํหนดใน OECD guideline กระต่ายพนัธุ์นิวซีแลนด์ไวท์ จากบริษัทโนมูระสยามอินเตอร์เนชัน

แนลจาํกดั จาํนวน 3 ตัว โดยก่อนการทดสอบอย่างน้อย  ชวัโมง กระต่ายถูกโกนขนบริเวณส่วน

หลงัตงัแต่สะบกัลงมาทงัสองขา้ง ตามแนวขนานกบักระดูกสันหลงั โดยกระต่ายทีนาํมาทดลองตอ้ง

มีผิวหนงัปกติ ไม่มีรอยแผลก่อนทาํการศึกษา แลว้ทาํการทาเจลาตินไฮโดรเจลอนุภาคเงินทีห่อหุ้ม

สารแอนโดรกราโฟไลด์ ปริมาณ 5-10 มิลลิลิตร และปิดด้วยพลาสเตอร์ใสปิดแผลเพือยึดเพือ

ป้องกันการเลือน เมือครบ  ชัวโมง พืนทีผิวหนังทีทาํการทดสอบแลว้เช็ดไฮโดรเจลดว้ยนาํกลนั

และสังเกตความผิดปกติบริเวณทีปิดแผ่นทดสอบ ทีเวลา , 24,  และ  ชวัโมง โดยบนัทึกผลที

ไดแ้ละให้คะแนนตามเกณฑ์การให้คะแนนการระคายเคืองต่อไป เมือครบแลว้นําไปคาํนวณ หา

ดชันีการระคายเคืองเบืองตน้ (Primary irritation index, PII) โดยหลกัเกณฑ์การให้คะแนนและการ

อ่านผลจากความความแดงของผิวหนัง (erythema and eschar formation) และการบวม (edema 

formation) ดงัทีแสดงในตารางที 3.2 
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ตารางท ี3.2 การใหค้ะแนนความแดงและการบวมของผิวหนงั 

ความแดงและชันเนือตาย คะแนน 

ไม่พบผนืแดง 0 

พบผนืแดงเลก็นอ้ย 1 

พบผนืแดงชดัเจน 2 

พบผนืแดงปานกลาง 3 

พบผนืแดงรุนแรงถึงมีชนัเนือตายของผวิหนงั 4 

การบวม  

ไม่พบการบวม 0 

พบการบวมเลก็น้อย 1 

พบการบวมทีมองเห็นขอบเขตชดัเจน 2 

พบการบวมปานกลาง สูงขึนประมาณ  มิลลิเมตร 3 

พบการบวมรุนแรง ขอบสูงกวา่  มิลลิเมตร และลามไปทวับริเวณทีสัมผสัตวัอย่าง 4 

 

คะแนนการระคายเคืองเบืองตน้ (Primary irritation score, PIS) 

PIS บริเวณทดสอบ = ผลรวมคะแนนความแดงและการบวมบริเวณทดสอบ 

    จาํนวนจุดทีสังเกต 

 

PIS บริเวณควบคุม = ผลรวมคะแนนความแดงและการบวมบริเวณควบคุม 

จาํนวนจุดทีสังเกต 

 

PIS ของกระต่ายแต่ละตวั = PIS บริเวณทดสอบ - PIS บริเวณควบคุม 

เมือไดค่้าดชันีความระคายเคืองเบืองตน้ (PIS) ของกระต่ายแต่ละตวัแลว้ นาํคะแนน PIS มาคาํนวณ 

ค่าดชันีความระคายเคืองเบืองตน้ (Primary Irritation Index, PII) ดงันี 

ค่าดชันีความระคายเคืองเบืองตน้ (PII) ต่อผิวหนงั = ผลรวมคะแนน PIS ของกระต่ายทงั 3 ตวั 

                3 

แลว้นาํค่า PII ทีไดม้าสรุปเพือรายงานต่อไปตามเกณฑต์ารางที 3.3 และ 3.4 
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ตาราง 3.3 ดชันีการระคายเคืองตามเกณฑเ์ครืองมือแพทย ์

 

ความแดงและชันเนือตาย ระดบัความระคายเคือง 

0.0– 0.4 ไม่ระคายเคือง 

0.5-1.9 ระคายเคืองเลก็นอ้ย 

2.0-4.9  ระคายเคืองปานกลาง 

5.0-8.0 ระคายเคืองรุนแรง 

 

ตาราง 3.4 ดชันีการระคายเคืองตามเกณฑเ์ครืองสาํอางและวตัถุอนัตราย 

ความแดงและชันเนือตาย ระดบัความระคายเคือง 

0.0 – 1.0  ไม่ระคายเคือง 

มากกวา่ .0 – 2.0  ระคายเคืองเลก็นอ้ย 

มากกวา่ .0 – 5.0  ระคายเคืองปานกลาง 

มากกวา่ .0 – 8.0  ระคายเคืองรุนแรง 

  

การรับรองจริยธรรมการวจิัยในสัตว์ทดลอง 

การศึ กษาในสัตว์ทดล องงาน ทุ กขันตอน ได้ รับการพิ จารณ าและข อรับรองจาก

คณะกรรมการกาํกบัดูแลการเลียงและใชส้ัตวท์ดลอง มหาวทิยาลยัธรรมศาสตร์ และดาํเนินการเลียง

และดาํเนินการเลียงตามมาตรฐานระดบัสากล ณ ศูนยส์ัตวท์ดลอง มหาวิทยาลยัธรรมศาสตร์ ศูนย์

รงัสิต จงัหวดัปทุมธานี (Protocol number: 01/2023) 

การวเิคราะห์ทางสถิต ิ

ผล ของการศึกษ าแส ดงในรูป ค่า เฉลียและค่าค ลาด เค ลือนมาตรฐานข อ งการวัด 

(Mean±SEM) สําหรับการเปรียบเทียบระหว่าง 2 ขอ้มูล ใชวิ้ธี unpaired student’s t-test และขอ้มูล

ตงัแต่ 3 กลุ่มด้วยการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One-way ANOVA) กาํหนดให้ค่าความ

แตกต่างอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติน้อยกว่า 0.05 (P<0.05) การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติทังหมดใช ้

โปรแกรม GraphPad Prism 8.0 
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บทท ี 4 

ผลการวเิคราะห์ข้อมูล 

 

การศึกษาตอนที 1 เพือสังเคราะห์และพิสูจน์เอกลกัษณ์ของไฮโดรเจลทีสามารถซ่อมแซมตนเองทีมี

อนุภาคเงินนาโนทีห่อห่อหุม้ดว้ยสารแอนโดรกราโฟไลด์จากสารสกดัฟ้าทะลายโจร 

 

4.1 ผลการสังเคราะห์และเอกลักษณ์ของเจลาตินไฮโดรเจลทีมีอนุภาคเงนินาโนและห่อหุ้มด้วยสาร

แอนโดรกราโฟไลด์จากสารสกดัฟ้าทะลายโจร 

ผลการสังเคราะห์และเอกลกัษณ์ของเจลาตินไฮโดรเจล (GFV) พบว่า ค่าโมดูลสัในการ

จดัเก็บ (storage modulus, G ′) มากกว่าโมดูลสัการสูญเสีย (loss modulus, G″) ซึงบ่งชีว่า ไฮโดรเจล 

GVF สูตรนีมีความแข็งแรง การเชือมประสานเป็นเนือเดียวกนั และมีความคงรูปร่าง อีกทงัไฮโดร

เจลทีสังเคราะห์ไดมี้ความแข็งแรงและมีความเสถียร (ภาพที 4.1A) นอกจากนีไฮโดรเจล GVF มี

ความหนืดตามฟังกช์นัของอตัราการเฉือนทีตาํ ดงัทีแสดงในภาพที 4.1B 

 

ภาพท ี4.1 ค่าโมดูลสัและความหนืดของเจลาตินไฮโดรเจลผสมเงินนาโนทีห่อหุม้แอนโดรกราโฟไลด ์
 

นอกจากนี ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและขนาดของการคอมพอสิตอนุภาคเงินนาโนที

ห่อหุ้มสารแอนโดรกราโฟไลดก์บัไฮโดรเจล GVF พบวา่ ความเขม้ขน้ของสารแอนโดรกราโฟไลด ์

0.44 nM ถูกล้อมรอบด้วยอนุภาคเงินนาโนได้อย่างเสถียร โดยลักษณะของอนุภาคเงินนาโนที

ลอ้มรอบดว้ยแอนโดรกราโฟไลด ์(Andro-AgNPs) มีขนาด 441 nm ทงันีอนุภาคนาโนเชิงประกอบมี

การกระจายขนาดทีแคบและมีรูปร่างทรงกลมโดยมีเส้นผ่านศูนยก์ลางอยู่ในช่วง 17.82 ± 5.95 nm 

ค่าความเสถียรของคอลลอยด์สูง (zeta potential value = -20.6 ± 0.98 mV) เส้นผ่านศูนยก์ลางของ
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อนุภาคเฉลีย 93.12 ± 3.76 nm โดยมีดัชนีการกระจายตัวหลายจุด (polydispersity index, PDI) 

เท่ากบั 0.36 บ่งชีความสามารถในการกระจายตวัหรือไฮเดรชันสเฟียร์ในสารละลายทีเป็นนาํได้ดี 

ตามลาํดบั (ภาพที 4.2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท ี4.2 ลกัษณะทางสณัฐานวทิยาและขนาดของเจลาตินไฮโดรเจลผสมเงินนาโนทีห่อหุ้มแอนโดร- 

กราโฟไลดด์ว้ยเครือง UV-VIS Spectrophotometer และกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องผา่น 

 

การศึกษาตอนที 2 เพือศึกษาประสิทธิภาพอนุภาคเงินนาโนทีห่อหุ้มสารแอนโดรกราโฟไลด์ต่อ

ความเป็นพิษการสมานแผลในเซลลผิ์วหนงัและฤทธิการตา้นเชือแบคทีเรียในจานเพาะเลียง 

 

4.2 ผลของอนุภาคเงนินาโนทีห่อหุ้มสารแอนโดรกราโฟไลด์ต่อความเป็นพษิ การสมานแผลในเซลล์

ผวิหนังและฤทธิการต้านเชือแบคทีเรียในจานเพาะเลียง 

อนุภาคเงินนาโนทีห่อหุม้สารแอนโดรกราโฟไลด์ (AGP-AgNPs) ความเขม้ขน้ . 2-0.05 

nM มีความเป็นพิษตํา โดยเซลล์ผิวหนังเพาะเลียงยังคงรอดชีวิตมากกว่าร้อยละ 80 อีกทัง

ความสามารถของอนุภาคเงินนาโนในการห่อหุ้มสารแอนโดรกราโฟไลด์ทีความเขม้ขน้ 0.044 nM 
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ซึงไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ (ภาพที 4.3A) ยิงไปกว่านัน ผลการศึกษาการเพิมจาํนวนเซลล์ การ

คอลลาเจน และการปิดปากแผลในเซลล์ผิวหนงัเพาะเลียง พบว่า หลงัจาก 7 วนัของบ่มสารอนุภาค

เงินนาโนทีล้อมรอบด้วยแอนโดรกราโฟไลด์ (Andro-AgNPs) ความเข้มข้น 0.0005, 0.001 และ 

0.002 nM สามารถเพิมจาํนวนเซลลเ์พิมขึนอยา่งมีนยัสําคญั (P < 0.001) ซึงมีรูปแบบทีคลา้ยคลึงกนั

กบักลุ่มควบคุมเชิงบวกดว้ยการบ่มดว้ยวิตามินซี (ascorbic acid)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท ี4.3 ผลของอนุภาคเงินนาโนทีห่อหุม้สารแอนโดรกราโฟไลดต่์อความเป็นพิษ การเพิมจาํนวน

เซลลแ์ละการสร้างคอลลาเจนเซลลใ์นเนือเยือผิวหนงัเพาะเลียง กาํหนดให้ * P< 0.05, *** P < 0.001 

เมือเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลองในวนัที  และ วนัที  

 

นอกจากนี AGP-AgNPs ความเขม้ข้น 0.001 nM และวิตามินซีสามารถช่วยเพิมการเพิม

จาํนวนเซลล ์(P < 0.001) หลงัการบ่มเพาะในเซลลผิ์วหนงัเพาะเลียง 14 วนั นอกจากนี เมือเทียบกบั

กลุ่มควบคุม พบว่า สาร AGP-AgNPs สามารถเพิมปริมาณคอลลาเจน %, 24%, % และ % 

ตามลาํดบั (ภาพที 4.3B-C) 
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ยิงไปกว่านัน  AGP-AgNPs สามารถเร่งการปิดรอยแผลเซลล์ผิวหนังเพาะเลียงตาม

ระยะเวลาทีเซลล์ได้สัมผสักับสารทีนานขึน การบ่มสารระยะเวลา  ชัวโมงด้วย AGP-AgNPs 

ความเข้มข้น .  และ .  nM และไฟโบรบลาสต์โกรธแฟคเตอร์ (FGF) ความเข้มข้น 100 

ng/mL สามารถเพิมขึนในการยา้ยเซลล์ (P < 0.001) เพือการปิดรอยแผล %, % และ % 

ในขณะทีระยะเวลา  ชวัโมง สามารถส่งเสริมการยา้ยเซลลเ์พิมขึน %, % และ % ตามลาํดบั 

(P < 0.001) และสิงทีน่าสนใจคือ การบ่มสาร AGP-AgNPs ความเขม้ขน้ .  และ .  nM เป็น

เวลา  ชวัโมง ทาํใหก้ารปิดรอยแผลเพิมขึนอย่างมีนยัสําคญั .  และ .  เท่า ในขณะทีการบ่มสาร 

AGP-AgNPs ความเข้มข้น .  nM ระยะเวลา 48 ชัวโมง ทําให้เกิดปิดรอยแผล .  เท่า อีกทัง 

ความเขม้ขน้ .  nM AGP-AgNPs สามารถการปิดรอยแผลคลา้ยคลึงกบั FGF (ภาพที 4.4) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท ี4.4 ผลของอนุภาคเงินนาโนทีห่อหุม้สารแอนโดรกราโฟไลดต่์อการปิดรอยแผล กาํหนดให้ * 

P< 0.05, *** P < 0.001 เมือเปรียบเทียบระหวา่งกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลองในหลงัจาก  ชวัโมง 

และ 4  ชวัโมง 
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เจลาตินไฮโดรเจล GVF/AGP-AgNPs มีฤทธิตา้นเชือแบคทีเรีย ดงัแสดงในภาพที 4.5 โดย

การทดสอบการแพร่กระจาย พบวา่ ไฮโดรเจล GVF/AGP-AgNP จาํกดัพืนทีบริเวณแบคทีเรียทงัแก

รมบวก (S. aureus) และแกรมลบ (E. coli) ซึงโดยมีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 12.92 ± 1.66 nm และ 

17.00 ± 0.90 nm ตามลาํดับ นอกจากนี สารแอนโดรกราโฟไลด์จากฟ้าทะลายโจรทีห่อหุ้มด้วย

อนุภาคเงินนาโน ความเขม้ขน้ 0.0032 nM ทาํใหเ้ซลลผิ์วหนงัเพาะเลียงยงัคงมีค่าร้อยละการมีชีวิต

ของเซลลม์ากกว่าร้อยละ 80 ฉะนนัความเขม้ขน้นีจึงเป็นมีความปลอดภยัของเซลล์ (0.0008-0.0032 

nM) หากเลือกใชค้วามเขม้มากกวา่นีจะทาํใหเ้กิดความเป็นพิษต่อเซลลผิ์วหนงัได ้

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท ี4.5 ผลของเจลาตินไฮโดรเจลผสมเงินนาโนทีห่อหุ้มแอนโดรกราโฟไลดต่์อการตา้นเชือแบคทีเรีย 

เมือ (i) GVF/AGP-AgNPs hydrogel, (ii) gentamicin (S. aureus และ E. coli) และ (iii) นาํกลนั ตามลาํดบั 
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การศึกษาตอนที 3 เพือศึกษาผลการรักษาดว้ยคอมพอสิตไฮโดรเจลกบัอนุภาคเงินนาโนทีห่อหุม้สารแอน

โดรกราโฟไลดต่์อการสมานแผล การเปลียนแปลงพยาธิสรีรวิทยาของการสมานแผลระดบัเนือเยือและ

ระดบัอณูชีวโมเลกุล และการระคายเคืองผิวหนงัในสตัวท์ดลอง 

 

4.3 ผลของเจลาตินไฮโดรเจลกับอนุภาคเงนินาโนทห่ีอหุ้มสารแอนโดรกราโฟไลด์ต่อการสมานแผล การ

เปลยีนแปลงพยาธิสรีรวิทยาของการสมานแผลระดับเนือเยือและระดับอณูชีวโมเลกุล และการระคาย

เคืองผิวหนังในสัตว์ทดลอง 

ผลของการรักษาแผลด้วยเจลาตินไฮโดรเจล GVF/AGP-AgNPs พบว่า อตัราการสมาน

แผลดีกวา่กลุ่มควบคุมทีไดรั้บเจลาตินไฮโดรเจล GVF (ภาพที 4.6A-B) รวมทงัปริมาณเชือแบคทีเรีย

แผลและบริเวณขอบแผลผ่าตัดทีผิวหนังสัตวท์ดลองลดลงอย่างมีนัยสําคัญ (ภาพที 4.6C) โดยเจ

ลาตินไฮโดรเจล GVF/AGP-AgNPs สามารถกระตุน้ให้แผลหายเร็วกว่าไฮโดรเจล GVF โดยร้อยละ

การสมานของแผลสูงขึนอย่างมีนัยสําคัญในกลุ่มทีได้รับ GVF/AGP-AgNPs ในวนัที  (P=0.02) 

วนัที  (P=0.017) และวนัที  (P=0.01) (20% , % และ . % ตามลาํดบั)  

 
 

ภาพที 4.6 ผลของเจลาตินไฮโดรเจลผสมเงินนาโนทีห่อหุ้มแอนโดรกราโฟไลด์ต่อการสมานแผล

การต้านเชือแบคทีเรียบริเวณแผลทีผิวหนังสัตว์ทดลอง กําหนดให้ * P< 0.05, เมือเปรียบเทียบ

ระหวา่งกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลอง 
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ผลการศึกษาการสมานแผลนีสอดคลอ้งกบัผลการสร้างเยอืบุผิวใหมใ่นกลุ่มทีไดรั้บเจ

ลาตินไฮโดรเจล GVF/AGP-AgNPs ซึงมีการสร้างเยอืบุผิวใหม่ไดด้ีกวา่กลุ่มควบคุมในวนัที 14 

(82.43%) (P=0.019) และวนัที 21 (96.67%) (P=0.037) ตามลาํดบั (ภาพที 4.7) ทงันีไม่พบความ

แตกต่างของการสร้างเยอืบุผิวใหม่ในวนัที 28 วนัของการทาเจลาตินไฮโดรเจล 

 
ภาพที 4.7 ผลของเจลาตินไฮโดรเจลผสมเงินนาโนทีห่อหุม้แอนโดรกราโฟไลดต่์อการสร้างเยือบุผิว

ใหม่ทีผิวหนังสัตว์ทดลองกําหนดให้ * P< 0.05, เมือเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ่ม

ทดลอง 

 

นอกจากนี ผลการวิเคราะห์ลกัษณะทางจุลพยาธิวิทยาของการสมานแผลทีผิวหนังของ

สัตว์ทดลองทีได้รับเจลาตินไฮโดรเจล GVF/AGP-AgNPs พบว่า เจลาตินไฮโดรเจล GVF/AGP-

AgNPs สามารถลดจาํนวนเซลลเ์หนียวนาํการอกัเสบ (mononuclear leucocytes) ในวนัที 7 (P=0.038) 

และวนัที 21 (P=0.016) รวมทังเพิมปริมาณเซลล์สร้างเส้นใย (fibroblast) ในวนัที 21 (P=0.036) ดัง

แสดงในภาพที 4.8 ยิงไปกว่านนั เจลาตินไฮโดรเจล GVF/AGP-AgNPs สามารถเพิมปริมาณเส้นใย

คอลลาเจน (collagen) ไดม้ากกว่าไฮโดรเจลควบคุมในวนัที 14 อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (ภาพที 4.9) 
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ภาพที  4.8 ผลข องเจลาตินไฮโดรเจลผสมเงินนาโนทีห่อหุ้มแอนโดรกราโฟไลด์ ต่อการ

เปลียนแปลงโครงสร้างผิวหนงัระดบัจุลภาคของสตัวท์ดลอง 
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ภาพที 4.9 ผลของเจลาตินไฮโดรเจลผสมเงินนาโนทีห่อหุ้มแอนโดรกราโฟไลดต่์อการสังเคราะห์

คอลลาเจลทีผิวหนังสัตวท์ดลอง กาํหนดให้ * P< 0.05, เมือเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มควบคุมและ

กลุ่มทดลอง 

 

 การศึกษาครังนีได้วิเคราะห์การเปลียนแปลงปริมาณยีนส่งเสริมการสมานแผลระดับ 

mRNA ไ ด้ แ ก่  transforming growth factor β1 (TGF-β), epidermal growth factor (EGF), แ ล ะ 

vascular endothelial growth factor (VEGF), matrix metallopeptidase 1 (MMP1), collagen I  และ 

collagen III ดว้ยเทคนิค RT-qPCR ดงัแสดงในภาพที 4.10 ผลการศึกษา พบว่า หลงัจากรักษาแผล

ด้วยเจลาตินไฮโดรเจล GVF/AGP-AgNPs สามารถเร่งการสมานแผลโดยเพิมปริมาณยีน VEGF 

(P=0.024), MMP1 (P=0.026) และ collagen I (P=0.029) ในวนัที 7 ขณะทีวนัที 14 มีปริมาณยีน 

TGF-β ( P=0.006) , EGF ( P=0.007) , VEGF ( P=0.028) , MMP1 ( P=0.034)  แ ล ะ  collagen I 

(P=0.049) เพิมขึน นอกจากนี การแสดงออกของปริมาณยีน collagen III เพิมขึนอย่างมีนยัสําคญั

ในวนัที 21 วนั (P=0.049) ดงัแสดงในภาพที 4.10 
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ภาพที 4.10 ผลของเจลาตินไฮโดรเจลผสมเงินนาโนทีห่อหุ้มแอนโดรกราโฟไลด์ต่อปริมาณยีน

ควบคุมและส่งเสริมการสมานแผล กาํหนดให้ * P< 0.05, เมือเปรียบเทียบระหวา่งกลุ่มควบคุมและ

กลุ่มทดลอง 
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 ผลจากการสังเกตความผิดปกติบริเวณทีทาํการปิดเจลาตินไฮโดรเจล GVF/AGP-AgNPs 

ทีผิวหนังกระต่ายจํานวน 3 ตัว ทีเวลา  3 นาที, 1, 4, 24, 48 และ 72 ชัวโมงหลังจากการสัมผ ัส 

จากนนัติดตามผลการระคายเคืองในวนัที 14 โดยพิจารณาความแดง ชนัเนือตาย และการบวม ผล

การประเมินความระคายเคืองของเจลาตินไฮโดรเจล GVF/AGP-AgNPs พบวา่ คะแนนการระคาย

เคืองรวม 13 คะแนน และดัชนีการระคายเคืองเท่ากับ 0.62 ซึงประเมินระดับการระคายเคือง

ผิวหนังด้วยเกณฑ์ความระคายเคืองจากเครืองมือแพทย์ พบว่า เจลาตินไฮโดรเจล GVF/AGP-

AgNPs มีความระคายเคืองต่อผิวหนังสัตวท์ดลองเล็กน้อย ขณะทีเกณฑ์ความระคายเคืองจาก

เครืองสาํอางและวตัถุอนัตรายระบุวา่ เจลาตินไฮโดรเจล GVF/AGP-AgNPs ไม่มีความระคายเคือง

ผิวหนงั ตามลาํดบั (ตารางที 4.1) 

 

ตารางที 4.1 ผลของเจลาตินไฮโดรเจลผสมเงินนาโนทีห่อหุม้แอนโดรกราโฟไลดต่์อการระคาย

เคืองผิวหนงัของกระต่าย 
 

ระยะเวลา ลาํดับ 

กระต่าย 

คะแนนการระคายเคือง 

 
ความแดงและชันเนือตาย การบวม คะแนนรวม 

3 นาท ี 1 1 0 1 

 

2 1 0 1 

  3 1 0 1 

 1 ชัวโมง 1 1 0 1 

 

2 1 0 1 

  3 1 0 1 

 4 ชัวโมง 1 1 0 1 

2 1 0 1 

  3 1 0 1 

24 ชัวโมง 1 1 0 1 

 

2 1 0 1 

  3 0 0 0 

 48 ชัวโมง 1 1 0 1 

 

2 1 0 1 

  3 0 0 0 

72 ชัวโมง 1 0 0 0 

 

2 0 0 0 

 

3 0 0 0 

คะแนนรวมของการระคายเคือง 
 

13 

ดัชนีการระคายเคอืง 0.62 
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บทท ี 5 

สรุปผล อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

 

5.1 สรุปผลการวิจัย 

 งานวิจยันีมีขนัตอนของการศึกษาดงัแสดงในภาพที .  โดยแบ่งการศึกษาออกเป็น 3 

ส่วน ประกอบด้วยการสังเคราะห์และเอกลักษณ์ของไฮโดรเจลทีสามารถซ่อมแซมตนเองทีมี

อนุภาคเงินนาโนทีห่อหุ้มด้วยสารแอนโดรกราโฟไลด์จากสารสกัดฟ้าทะลายโจร (GVF/AGP-

AgNPs) โดยทาํการสังเคราะห์จากเครือข่ายวจิยัและนกัวิจยัร่วม ผศ.ดร.ศิรินนัท ์กุลชาติ ภาควิชาเคมี 

คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัขอนแก่น และการศึกษาความเป็นพิษ การสมานแผลในเซลลผ์ิวหนงั

และฤทธิการตา้นเชือแบคทีเรียในจานเพาะเลียงของอนุภาคเงินนาโนทีห่อหุม้สารแอนโดรกราโฟ-

ไลด์ ซึงดาํเนินการวิจยัโดยมีนักวิจยัอาวุโส ดร.มตัถกา คงขาว ศูนยน์าโนเทคแห่งชาติ สํานักงาน

พฒันาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ และการศึกษาผลของเจลาตินไฮโดรเจลกบัอนุภาคเงิน

นาโนทีห่อหุ้มสารแอนโดรกราโฟไลด์ต่อการสมานแผล การเปลียนแปลงพยาธิสรีรวิทยาของการ

สมานแผลระดับเนือเยือและระดบัอณูชีวโมเลกุล และการระคายเคืองผิวหนังในสัตวท์ดลองได้

ดาํเนินการวิจยัทีศูนยส์ัตวท์ดลอง มหาวทิยาลยัธรรมศาสตร์, คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัมหิดล, 

คณะแพทยศาสตร์จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั และคณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัสยาม ผลการศึกษา 

พบวา่  

5.1.1 เจลลาตินไฮโดรเจล GVF/AGP-AgNPs มีความเข้ากันได้ทางชีวภาพสามารถ

ห่อหุ้มและเข้ากันได้ดีกับอนุภาคเงินและสารแอนโดรกราโฟไลด์ ซึงสามารถนําไปใช้ทาง

การแพทยไ์ด ้ 

5.1.2 อนุภาคเงินนาโนทีห่อหุม้สารแอนโดรกราโฟไลดมี์ความเป็นพิษตาํและสามารถ

เพิมจาํนวนเซลล์ ปริมาณคอลลาเจน การปิดรอยแผล และการสมานแผลในเซลล์เนือเยือผิวหนัง

มนุษยเ์พาะเลียง 

5.1.3 เจลลาตินไฮโดรเจล GVF/AGP-AgNPs สามารถลดจาํนวนเชือแบคทีเรีย ยบัยงั

การอกัเสบ เร่งอตัราการสมานแผลด้วยการเพิมปริมาณยีนส่งเสริม ไดแ้ก่ ยีน VEGF, MMP  และ 

collagen I ในช่วงอักเสบและ ยีน TGF-β, EGF, VEGF, MMP1 และ collagen I ในช่วงซ่อมแซม 

และยนี collagen III ในช่วงการปรับรูปร่าง วนั ตามลาํดบั 

5.1.4 เจลลาตินไฮโดรเจล GVF/AGP-AgNPs มีความระคายเคืองผิวหนงัเล็กนอ้ยตาม

เกณฑ์เครืองมือทางการแพทยแ์ละไม่มีความระคายเคืองเล็กน้อยตามเกณฑ์เครืองมือเครืองสําอาง

และวตัถุอนัตราย 
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ภาพท ี .1 สรุปขนัตอนการวิจยั 

 

5.2. อภปิรายผล 

ฟ้าทะลายโจร(Andrographis paniculata (Burm.f.) Nees) ในวงศ์ Acanthaceae เป็น

สมุนไพรท้องถินในประเทศแถบเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ทีนํามาถูกใช้กันอย่างแพร่หลาย ซึงมี

สรรพคุณบรรเทาอาการของโรคหวดั การอกัเสบและการติดเชือ (Hossain et al., 2014) ประเทศไทย

ได้บรรจุฟ้าทะลายโจรอยู่ในบัญชียาหลักแห่งชาติ พ.ศ.  มีสารสําคัญทีออกฤทธิทางยา

สมุนไพรของฟ้าทะลายโจร คือ สารแอนโดรกราโฟไลด์ ซึงสารนีมีฤทธิตา้นอนุมูลอิสระและช่วย

กระตุน้การสร้างภูมิคุม้กนัในร่างกาย (Li et al., 2022; Messire et al., 2023) รวมถึงมีประสิทธิภาพ

ในการลดการอกัเสบดว้ยการลดปริมาณสารชักนาํการอกัเสบในเซลลป์ระสาทเพาะเลียง (Tzeng et 

al., 2012) อย่างไรก็ตามยงัมีการศึกษาเกียวกบัผลของสารแอนโดรกราโฟไลดจ์ากฟ้าทะลายโจรต่อ

การลดการอกัเสบเชิงระบบและบาดแผลในสัตวท์ดลองหรือในคนไม่มากนกั นอกจากนีสารแอน-
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โดรกราโฟไลด์จากฟ้าทะลายโจรมีความสามารถในการละลายนําได้น้อยและทนทานต่อ

สภาพแวดลอ้มตาํจึงทําให้ฤทธิทางเภสัชวิทยาไม่ดีเท่าทีควร (Loureiro Damasceno et al., 2022) 

ฉะนนัการพฒันา นวตักรรมไฮโดรเจลเป็นวิธีการใหม่ทีห่อหุ้มสารสารแอนโดรกราโฟไลดจ์ากฟ้า

ทะลายโจรเพือส่งเสริมการสมานแผลและลดผลการอกัเสบจึงเป็นสิงทีน่าสนใจ 

การศึกษาครังนีไดพ้ฒันาสูตรไฮโดรเจลจากเจลาตินและวานิลลิน (vanillin) พอลิเมอร์

ชีวภาพผสมกับสารแอนโดรกราโฟไลด์จากสารสกัดฟ้าทะลายโจรทีห่อหุ้มด้วยอนุภาคเงิน 

(GVF/AGP-AgNPs) ผลการศึกษาของการสังเคราะห์ การพิสูจน์เอกลกัษณ์ ความเป็นพิษ การสมาน

แผลในเซลล์ผิวหนังเพาะเลียง การต้านเชือแบคทีเรีย อตัราการสมานแผล การเปลียนแปลงพยาธิ

สรีรวิทยาของการสมานแผลระดบัเนือเยือและระดบัอณูชีวโมเลกุล และการระคายเคืองผิวหนังใน

สตัวท์ดลองสามารถอภิปรายผลดงันี 

. .  เอกลักษณ์และคุณสมบัติของเจลลาตินไฮโดรเจลอนุภาคเงนินาโนทีห่อหุ้มด้วย

สารแอนโดรกราโฟไลด์จากสารสกดัฟ้าทะลายโจร 

เป็นทีทราบกนัทวัไปวา่ เจลลาตินไฮโดรเจลถูกนาํมาใชอ้ย่างกวา้งขวางสําหรับการใช้

งานด้านชีวการแพทย ์เนืองจากมีต้นทุนตํา ความสามารถในการย่อยสลายทางชีวภาพ รวมทัง

คุณสมบติัเจลาตินไฮโดรเจลมีความเขา้กนัไดท้างชีวภาพสูงและการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัวิทยาที

น้อย ซึงกลไกเหล่านีสามารถส่งเสริมการยึดเกาะและการเพิมจาํนวนของเซลล์มากยิงขึน (Cava-

Roda et al., 2012; Yao et al., 2019) นอกจากนีกลุ่มอลัดีไฮดข์องวานิลลินสามารถสร้างพนัธะชิฟฟ์

เบส (Schiff-base bond) กบักลุ่มอะมิโนของโมเลกุลเจลาติน ซึงนาํไปสู่การสร้างใหม่แบบไดนามิก

ในระหว่างกระบวนการรักษาตวัเอง (self-healing process) ยิงไปกวา่นนั หมู่ไฮดรอกซิลของวานิล-

ลินสามารถสร้างพนัธะไฮโดรเจนกบัหมู่ไฮดรอกซิลหรืออะมิโนในโมเลกุลเจลาตินไดอี้กดว้ย ซึง

ส่งเสริมการเชือมขวางของไฮโดรเจลทีมีส่วนผสมเหล็กเฟอริก (Fe3+) แบบเครือข่ายลูกผสมทีผนั

กลบัไดม้ากขึน (reversibly-bonded hybrid network) (Hunger et al., 2020) ซึงสามารถทดสอบด้วย

เทคนิคทีใชใ้นการพิสูจน์โครงสร้างโมเลกุลของสารเคมีนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรส

โคปี (nuclear magnetic resonance) และเทคนิคทางเคมีทีใช้ในการวิเคราะห์ตรวจสอบถึงหมู่

ฟังก์ชันของโมเลกุลของสาร (attenuated total reflection fourier transform infrared spectroscopy) 

(Hoatson and Vold, 1994; Xu et al., 2018) การพิสูจน์เอกลักษณ์นุภาคเงินนาโนทีห่อหุ้มด้วยสาร

แอนโดรกราโฟไลด ์AGP-AgNPs ดว้ยเครืองยูวีวิสิเบิล (UV-Vis) ทีระดบัการดูดกลืนของแสง 441 

นาโนเมตร ซึงเป็นผลมาจากคลืนผิวพลาสมอน (surface plasmon resonance) และผลภาพจากกลอ้ง

จุลทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบส่องผ่านของ AGP-AgNPs ทาํใหท้ราบถึงการกระจายขนาดทีแคบและมี

รูปร่างเป็นทรงกลมหรือทรงกลมเทียมทีมีเส้นผ่านศูนยก์ลางตังแต่ 16.85 ± 5.81 นาโนเมตร ผล
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การศึกษานีบ่งชีความสําเร็จของการสังเคราะห์ AGP-AgNPs แบบคอลลอยด์ทีเสถียร ซึงสามารถ

ห่อหุ้มและเข้ากันได้ดีกับอนุภาคเงินและสารแอนโดรกราโฟไลด์ ผลการศึกษานีสอดคล้องกบั

รายงานของ Talodthaisong et al., 2020 ทีไดส้งัเคราะห์และพิสูจน์ลกัษณะโครงสร้างและขนาดของ

อนุภาคเงินร่วมกับสารแอนโดรกราโฟไลด์ ฉะนันสารโพลิเมอร์คอมโพสิตทีสังเคราะห์ใน

การศึกษานีจึงเป็นเจลาตินไฮโดรเจลทีสามารถซ่อมแซมตัวเองและมีความเป็นเนือเดียวกันกับ

สารประกอบร่วม อีกทงัไฮโดรเจลโพลิเมอร์คอมโพสิตนียงัมีฤทธิตา้นแบคทีเรียเมือรวมกบัอนุภาค

เงินร่วมกบัสารแอนโดรกราโฟไลด ์(Talodthaisong et al., 2020) 

5.2.2 อนุภาคเงินนาโนทีห่อหุ้มสารแอนโดรกราโฟไลด์มีความเป็นพิษตํา เร่งการสร้าง

คลอลาเจนและการปิดรอยแผลในเซลล์ผิวหนังมนุษย์และมีฤทธิการต้านเชือแบคทีเรียในจาน

เพาะเลยีง 

เมือทดสอบอนุภาคเงินนาโนทีห่อหุ้มสารแอนโดรกราโฟไลด ์พบว่า AGP-AgNPs มี

ความเป็นพิษต่อเซลล์ตาํโดยกว่า % ของเซลล์ผิวหนังไฟโบรบลาสต์ยงัคงทํางานได้ทีความ

เขม้ขน้ 0.0032 nM นอกจากนีการบ่มเซลลผ์ิวหนังไฟโบรบลาสต์ดว้ยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ทาํ

ให้เกิดความเครียดออกซิเดชัน แต่สารแอนโดรกราโฟไลด์มีฤทธิต้านสารอะนุมูลอิระ (Li et al., 

2022) จึงสามารถลดภาวะเครียดออกซิเดชันจากไฮโดรเจนเพอร์ออกไซดใ์นเซลลไ์ฟโบรบลาสต์

เพาะเลียงได้ ซึงสารแอนโดรกราโฟไลด์สามารถลดสารชักนาํการอกัเสบและเพิมการทาํงานของ

เอนไซม์ต้านอนุมูล อิสระ ได้แก่  superoxide dismutase และ  catalase เป็นต้น (Li et al., 2018) 

นอกจากนี AGP-AgNPs สามารถเพิมจาํนวนเซลล์ การคอลลาเจน และการปิดปากแผลในเซลล์

ผิวหนงัไฟโบรบลาสตค์ลา้ยคลึงกนักบักลุ่มควบคุมเชิงบวกดว้ยการบ่มดว้ยวติามินซี แสดงใหท้ราบ

ถึงประสิทธิภาพของสารแอนโดรกราโฟไลด์ต่อการสมานแผลในเซลล์ผิวหนังมนุษย์ ซึงอาจ

เกียวขอ้งกบักลไก Wnt/β-catenin และปริมาณ Type 1 collagen และยีน TGFβ/BMP, SMAD, FGF, 

integrin β1 และ VEGF เป็นตน้ (You et al., 2015; Phunikom et al., 2021) 

ยิงไปกว่านนั เมือทดสอบฤทธิตา้นเชือแบคทีเรียของเจลาตินไฮโดรเจล GVF/AGP-AgNPs 

พบว่า ไฮโดรเจลสูตรนีสามารถจาํกดัพืนทีบริเวณจานแบคทีเรียเพาะเลียงทงัแกรมบวก (S. aureus) 

และแกรมลบ (E. coli) ซึงสอดคลอ้งกบังานวิจยั Thammawithan et al., 2022 ซึงไฮโดรเจลสามารถ

ทาํใหเ้กิดสภาพเป็นกลางของเยือหุม้เซลลแ์ละการปล่อยซิลเวอร์ไอออน (Ag+) ทาํใหเ้กิดสารอนุมูล

อิสระและการสูญเสียความสมบูรณ์ของเยือหุม้เซลลจึ์งทาํให้เชือแบคทีเรียมีปริมาณลดลง 
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5.2.3 เจลลาตนิไฮโดรเจลอนุภาคเงนินาโนทีห่อหุ้มด้วยสารแอนโดรกราโฟไลด์จากสารสกัด

ฟ้าทะลายโจรมีฤทธิต้านเชือแบคทีเรียและเร่งการสมานแผลด้วยการเพิมปริมาณยีนและเซลล์

ควบคุมและส่งเสริมการสมานแผลผิวหนังในสัตว์ทดลอง 

ผลการศึกษาจากหลายกลุ่มคณะวิจยัทีได้สังเคราะห์ไฮโดรเจลห่อหุ้มโลหะนาโนใน

การรักษาบาดแผล เช่น ทองแดง, ทองคาํ, เงิน, สังกะสี และเหล็ก เป็นต้น พบว่า ไฮโดรเจลทีมี

ส่วนผสมของโลหะนาเหล่านีสามารถลดการติดเชือแบคทีเรียและเร่งการสมานแผลในสัตวท์ดลอง 

(Sheikh-Oleslami et al., 2023) ซึงสอดคลอ้งกบัผลการศึกษาของงานวิจยันี กล่าวคือ เจลาตินไฮโดร

เจล GVF/AGP-AgNPs ทีมีส่วนผสมของโลหะเหล็กและอนุภาคเงินนาโนมีประสิทธิภาพต่อ การ

สมานแผลและลดเชือแบคทีเรียบริเวณแผลผ่าตดัของสัตวท์ดลอง ร้อยละการสมานของแผลมากว่า

กลุ่มควบคุมประมาณร้อยละ 20 ตลอดระยะเวลาการรักษาแผลเป็นระยะเวลา 28 วนั และมีร้อยละ

การสร้างเยือบุผิวใหม่เพิมขึนมากกว่าร้อยละ 95 ในวนัที 21 โดยเจลาตินไฮโดรเจล GVF/AGP-

AgNPs สามารถลดจาํนวนเซลล์เหนียวนําการอกัเสบโมโนนิวเคลียร์เซลล์และเพิมปริมาณเซลล์

สร้างเส้นใยไฟโบรบลาสต์กบัปริมาณเส้นใยคอลลาเจนได้มากกว่าไฮโดรเจลควบคุมในวนัที  

และวนัที 21 ผลการศึกษานีอาจเป็นผลมาจากการเปลียนแปลงปริมาณยีนควบคุมและส่งเสริมการ

สมานแผลในระยะเวลาทีแตกต่างกัน กล่าวคือ ยีน VEGF, MMP1 และ collagen I ในช่วงการ

อกัเสบ และยีน TGF-β, EGF, VEGF และ collagen I มีบทบาทสาํคญัในช่วงซ่อมแซมทีมีการสร้าง

เนือเยือทดแทน ขณะทียีน collagen III มีปริมาณเพิมขึนในช่วงปรับรูปร่าง ตามลาํดบั โดยทวัไป

หลงัจากเกิดบาดแผล เกลด็เลือดถูกกระตุน้ในระยะแรกของการบาดเจ็บและมีบทบาทสําคญัในการ

ก่อตวัเป็นกอ้นระหว่างการแข็งตวัของเลือดหลงัจากการรวมตวัและการยึดติดกบัพืนผิวคอลลาเจนที

สัมผสัสารชักนําการอักเสบไซโตไคน์ เช่น สารกระตุ้นการเจริญเติบโตทีได้มาจากเกล็ดเลือด 

(PDGF), TGF-β, VEGF และปัจจยัอืน ๆ ทีหลงัออกมาโดยเกลด็เลือดเป็นสือกลางในกระบวนการ

สมานแผล (Qing et al., 2017) ซึง TGF-β ควบคุมการเพิมจาํนวนและการยา้ยถินของเซลล ์การผลิต

เมทริกซ์นอกเซลล์ และการตอบสนองของภูมิคุ ้มกัน (Penn et al., 2012) รวมถึง EGF ส่งเสริม

พัฒนาของเนือเยือแกรนูล การเจริญของผิวหนังชันนอกและการปรับการสร้างเส้นเลือดใหม ่

ตามลาํดับ ทังนีการสร้างเส้นเลือดใหม่มีบทบาทสําคัญในการรักษาบาดแผลโดยอาํนวยความ

สะดวกในการขนส่งสารอาหารและออกซิเจนไปยงับริเวณทีมีบาดแผล (Bakker et al., 2016) 

ฉะนันการสมานแผลมีกระบวนการตอบสนองทางสรีรวิทยาต่อการบาดเจ็บของ

เนือเยือซึงเป็นเส้นทางทีซับซ้อนของปฏิกิริยาทางชีวเคมีและเหตุการณ์ภายในเซลล์ ปัจจัยการ

เจริญเติบโตและสารชกันาํการอกัเสบไซโตไคน์ องค์ประกอบเมทริกซ์นอกเซลลเ์ป็นองคป์ระกอบ

สําคัญในการซ่อมแซมบาดแผล โดยมีการสร้างเมทริกซ์ชัวคราวในช่วงทีมีการอักเสบ จากนัน
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โมเลกุลเมทริกซ์ควบคุมการทาํงานของเซลล ์ปรับสมดุลปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งเซลลก์บัเซลล์และเมท

ริกซ์เซลล์ นอกจากนี TGF-β ในช่วงของการสมานแผลระยะสุดท้าย มีบทบาททีเกียวขอ้งกับการ

ชะลอการสร้างเยือบุผิวใหม่ของบาดแผล โดย TGF-β สามารถสร้างภูมิคุมกันและเมทริกซ์นอก

เซลล์ด้วยกระตุ้นยีน VEGF เพือให้มีการสร้างเนือเยือและหลอดเลือดใหม่ รวมทัง TGF-β เพิม

ปริมาณ fibronectin และปรับลดปริมาณยีน MMP-1 เพือให้มีการสะสมของเส้นใยคอลลาเจน 

(Schultz and Wysocki, 2009; Pakyari et al., 2013; Ramirez et al., 2014) ทงันีเมทริกซ์นอกเซลลท์าํ

หน้าทีเป็นแหล่งกักเก็บและเป็นตวัปรับไซโตไคน์และปริมาณโกรทแฟคเตอร์ เช่น ยีน EGF ทํา

หน้าทีกระตุ้นการทํางานยีน MMP-1 เพือสร้างเมทริกซ์นอกเซลล์ในช่วงการปรับรูปร่างของ

กระบวนการสมานแผล เป็นตน้ (Olczyk et al., 2014) 

5.2.3 เจลลาตินไฮโดรเจลอนุภาคเงินนาโนทีห่อหุ้มด้วยสารแอนโดรกราโฟไลด์จาก

สารสกัดฟ้าทะลายโจรมีความระคายเคืองผิวหนังน้อยและมีความเป็นไปได้ในการพัฒนาเป็นวัสดุ

ปิดแผลทางการแพทย์ 

การประเมินความระคายเคืองผิวหนงั ไดแ้ก่ รอยแดงของผิวหนงัเกิดจากภาวะเลือดคงัของ

เส้นเลือดฝอยร่วมกบัการสังเกตอาการบวมทีเกิดจากของเหลวในเนือเยือบริเวณผิวหนังทีทาํการ

ทดสอบ (Wang et al., 2017) ผลการศึกษารอยแดง ชนัเนือตาย และการบวมของผิวหนังหลงัจาก

ทดสอบความระคายเคืองของเจลาตินไฮโดรเจล GVF/AGP-AgNPs ซึงประเมินระดบัการระคาย

เคืองผิวหนงัดว้ยเกณฑค์วามระคายเคืองจากเครืองมือแพทย ์พบว่า เจลาตินไฮโดรเจล GVF/AGP-

AgNPs ไม่ มีความระคายเคืองต่อผิวหนังสัตว์ทดลอง ขณ ะที เกณ ฑ์ค วามระคายเคื องจาก

เครืองสาํอางและวตัถุอนัตรายระบุว่า เจลาตินไฮโดรเจลสูตรนีมีความระคายเคืองผิวหนงัเล็กนอ้ย 

ผลการศึกษานีทาํให้ทราบถึงฤทธิตา้นการอกัเสบและการติดเชือของสารแอนโดรกราโฟไลด์จาก

สารสกดัฟ้าทะลายโจร ซึงสอดคลอ้งกบัประสิทธิภาพของรางจืด (T. laurifolia, C. longa), มงัคุด

(G. Mangostana) และฟ้าทะลายโจร (A. paniculata) ทีมีสรรพคุณในการตา้นอนุมูลอิสระและการ

กาํจดัอนุมูลอิสระ ซึงส่งผลให้ผลการติดเชือแบคทีเรียมีผลให้ลดการทาํงานของระบบตา้นอนุมูล

อิสระทงัในระดบัเอนไซม ์ยีน และกลูตาไธโอน อย่างไรก็ตามระบบตา้นอนุมูลอิสระเพิมขึนอย่าง

ต่อเนืองเมือรักษาดว้ยสารสกดัจากสมุนไพรในขา้งตน้ นอกจากนีการเพิมขึนของการบุกรุกของ

แบคทีเรียทีผิวหนัง, ความเขม้ข้นของโมเลกุลทีทาํปฏิกิริยากับกรดไทโอบาร์บิทูริก, ระดับของ

ลิพิดเปอร์ออกซิเดชนั และการแสดงออกของยีนไซโตไคน์ตา้นการอกัเสบลดลงเมือนาํสารสกดั

จากสมุนไพรมาใชใ้นการรักษากระต่ายผิวหนงัอกัเสบทีถูกเหนียวนาํดว้ยเชือแบคทีเรียสแตปฟิโล

คอคคัส ออเรียส (Staphylococcus Aureus) (So-In and Sunthamala, 2022) รวมถึงการนําสารสกัด

ฟ้าทะลายโจรและอนุพนัธ์จากขมิน (Curcuminoids) นาํมาใชเ้วชสาํอางและรักษาผิว 
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ทังนีคะแนนการระคายเคืองต่อผิวหนังได้รับการประเมินผืนแดงและบวมนําในการ

ทดสอบการระคายเคืองต่อผิวหนงัของกระต่ายอาจถูกรบกวนหรือมีความคาดเคลือนได ้เนืองจาก

ผิวหนังทีหนาขึนและเปลียนสีเป็นสีแดงมีความเกียวขอ้งกับการเจริญเติบโตของขนได ้(OECD 

Guidelines, 2002) 

 

5.  ข้อเสนอแนะ 

1. งานวจิยันีไดใ้ชอ้นุภาคเงินนาโนร่วมกบัการสังเคราะห์เจลาตินไฮโดรเจลสมานแผลจึงมี

ความจาํเป็นตอ้งศึกษาการตกคา้งของโลหะเงินในสัตวท์ดลองเพิมเติม รวมถึงการทดสอบความเป็น

พิษโดยการป้อนหรือทาแผ่นปิดแผลอย่างต่อเนือง และศึกษาการเปลียนแปลงพยาธิวิทยาของตบั

และไต 

2. แมว้่าโครงการวิจยันีไม่ไดท้ําการทดสอบการซึมผ่านผิวหนัง ทาํให้ยงัคงไม่มีขอ้สรุป

เกียวกับการศึกษากลไกหรือวิถีการดูดซึมของยาผ่านผิวหนงัเพือออกฤทธิเฉพาะทีผิวหนัง แต่ผล

การศึกษาทีไดน้ันสามารถยืนยนัประสิทธิผลของการสังเคราะห์เจลาตินไฮโดรเจลสมานแผลได้

ดงัทีไดแ้สดงผลการศึกษาในเซลลผ์ิวหนงัเพาะเลียงและสตัวท์ดลอง 

3. ไฮโดรเจลสมานแผลสูตรนีสามารถนาํไปศึกษาต่อยอดในผิวหนงัแผลเรือรังสัตวท์ดลอง 

เช่น ภาวะเบาหวาน และแผลอกัเสบเรือรัง หรือผิวหนังของมนุษยสุ์ขภาพดี ก่อนนาํไปประยุกตใ์ช้

จริงกบัผูป่้วยทีมีบาดแผลในระดบัชันคลินิกถดัไปในอนาคต 
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A shear-thinning and self-healing hydrogel based on a gelatin biopolymer is
synthesized using vanillin and Fe3+ as dual crosslinking agents. Rheological
studies indicate the formation of a strong gel found to be injectable and
exhibit rapid self-healing (within 10 min). The hydrogels also exhibited a high
degree of swelling, suggesting potential as wound dressings since the
absorption of large amounts of wound exudate, and optimum moisture levels,
lead to accelerated wound healing. Andrographolide, an anti-inflammatory
natural product is used to fabricate silver nanoparticles, which are
characterized and composited with the fabricated hydrogels to imbue them
with anti-microbial activity. The nanoparticle/hydrogel composites exhibit
activity against Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and Burkholderia
pseudomallei, the pathogen that causes melioidosis, a serious but neglected
disease affecting southeast Asia and northern Australia. Finally, the
nanoparticle/hydrogel composites are shown to enhance wound closure in
animal models compared to the hydrogel alone, confirming that these
hydrogel composites hold great potential in the biomedical field.
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1. Introduction

In recent years, self-healing materials have
received much attention to extend the life
of materials and devices.[1] One approach,
which replicates the natural self-healing
process, is to include microcapsules in bulk
materials that deliver healing chemicals
when damage to the bulk material occurs.
The success of such extrinsic self-healing
approaches is limited by an inability to re-
pairmacroscopic damage (e.g., large cracks)
or repeatedly heal the bulk material in the
same place.[2] In contrast, intrinsically self-
healing materials can repair macroscopic
damage and in principle can repair damage
at the same place infinitely.
Materials that employ the concept of

constitutional dynamic chemistry are ide-
ally placed as intrinsically self-healing
materials,[3] as they can repeatedly rebuild
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their chemical or physical connections under mild conditions
in response to a specific external stimulus. Self-healing materi-
als based on constitutional dynamic chemistry are typically poly-
mers that self-heal via either noncovalent interactions or cova-
lent bonds.[4–6] Self-healing polymers utilizing noncovalent in-
teractions are thermodynamically stable polymers but feature
high reversibility and tunability of polymerization.[7] They re-
construct networks through the dynamic formation of attrac-
tive noncovalent interactions between molecules, oligomers,
or polymer chains, including hydrogen bonding, host-guest
complex, metal-ligand complex, hydrophobic, 𝜋—𝜋, and ionic
interactions.[8,9] The self-healing polymers utilizing covalent
bonds are of more interest for their elastic response to induced
mechanical stresses.[10] They undergo changes through the dy-
namic formation of covalent bonds, including imine bonds,
boronic ester bonds, disulfide bonds, Diels–Alder reaction, and
acyl hydrazone bonds.
An important application of self-healingmaterials is injectable

delivery, as materials may need to re-configure some property,
for example gelation, lost during passage through a syringe.
Shear-thinning hydrogels, that exhibit fluid-like flow when sub-
jected to shear stress, are ideal for injection through a syringe.
Once the shear is removed, the hydrogel returns to its gel
form (a self-healing property).[11] Indeed hydrogels are partic-
ularly intriguing candidates for injectable delivery in biomedi-
cal contexts, due to their hydrophilic polymer structure which
creates a biomimetic environment that can facilitate trans-
port of physiologically relevant chemicals. Biopolymer-based
self-healing hydrogels have gained increasing interest for ap-
plications of wound-dressing,[12,13] antimicrobial hydrogel,[14,15]

and biosensors[16] due to their excellent biocompatibility and
biodegradability.
Recently, there has been a surge in the popularity of self-

healing hydrogel tissue adhesives owing to their ability to achieve
quick hemostasis and wound closure.[17] Hydrogels provide a so-
lution for surgical suturing without requiring time-consuming
procedures or delicate skills, and without causing secondary tis-
sue injury.[18] Hydrogels synthesized from gelatin (derived from
collagen hydrolysis) are known for their excellent tissue adhe-
sion abilities.[19] Gelatin hydrogels have been extensively used for
biomedical applications due to their low cost, biodegradability,
high biocompatibility, and minimal immunological reaction, all
of which encourage cell adhesion and proliferation.[20]

With the target of gelatin-based self-healing, injectable hydro-
gels, this study sought to uncover bio-compatible gelatin com-
pounds that could function via constitutional dynamic chem-
istry. Vanillin (4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde) has been ex-
tensively used as a flavoring agent in foods, beverages, cosmet-
ics, and pharmaceuticals due to its nontoxic and pleasant aroma
Vanillin has recently been found to have additional beneficial
applications in the food industry because of its antioxidant, an-
timutagenic, antifungal, and antibacterial properties.[21] Vanillin
has demonstrated antimicrobial activity in apple juice and fruit
purées.[22] Importantly for this study, the aldehyde group of
vanillin can form a Schiff-base bond with the amino groups
of gelatin molecules, leading to dynamic reconstruction during
the self-healing process.[23] Additionally, the hydroxyl group of
vanillin can form hydrogen bonds with the hydroxyl or amino
groups in another gelatin molecule further facilitating crosslink-

ing. This work will demonstrate that vanillin is an effective ad-
ditive for self-healing gelatin hydrogels, with ionic bonding with
Fe3+ ions further aiding crosslinking and the construction of a
reversible hydrogel network.
Finally, the hydrogel is made strongly antibacterial by incor-

poration of green-synthesized silver nanoparticles. The biosyn-
thesis of silver nanoparticles (AgNPs) was achieved using
Andrographolide molecule as both reducing and stabilizing
agent. Andrographolide, an antiparasitic and antileishmanial
agent, was extracted from Andrographis paniculata leaves.[24] The
andrographolide- silver nanoparticles (AGP-AgNPs) were com-
posited into the self-healing hydrogel, resulting in the forma-
tion of multipurpose hydrogels that are injectable, rapidly self-
healing, and display antibacterial action (Scheme 1).

2. Results and Discussions

2.1. Preparation of Gelatin/Vanillin/Fe3+ Hydrogels (GVF
Hydrogels)

A self-healing hydrogel based on gelatin was prepared using
vanillin and Fe3+ acting as dual crosslinking agents as displayed
in Scheme 1. The aldehyde group of vanillin is capable of form-
ing Schiff-base bonds with the amino groups of gelatins, while
the hydroxyl group of vanillin could form hydrogen bonding
with the hydroxyl or amino groups of another gelatin molecule.
The amino groups of gelatins and the hydroxyl group of vanillin
also form ionic coordination with Fe3+, which further drives
the construction of a reversibly-bonded hybrid network. The
Schiff-base reaction of vanillin and gelatin was confirmed by nu-
clear magnetic resonance (1H-NMR) spectroscopy,[25,26] with the
imine bond between gelatin and vanillin showing a proton signal
at 8.43 ppm (Figure S1, Supporting Information). Additionally,
ATR-FTIR spectra were used to confirm the formation of Schiff-
base bonds and hydrogen bonds of hybrid linkages. Gelatin is
composed of polypeptide chains consisting of different amino
acids arranged in a unique order. The presence of O–H stretching
vibrations was indicated by the broad peak at 3280 cm−1, while
the peak at 1630 cm−1 was characteristic of C≐O stretches, and
the peaks at 1531 cm−1 corresponded to N–H bending vibration
(Figure S2, Supporting Information). The formation of Schiff-
base bonds between the amino group of gelatin and the aldehyde
group of vanillin was confirmed by the appearance of a new peak
at 1585 cm−1 corresponding to the C≐N stretching vibration.[23,27]

However, this C≐N peak of the imine bond overlapped with the
peak of C≐O stretches in the case of the GVF hydrogel.
UV-visible diffuse reflectance spectroscopy was used to in-

vestigate the interactions of the polymer network in the hydro-
gels (Figure S3a, Supporting Information). One absorption band
centered at 500 nm (blue line) was exhibited by gelatin/Fe3+,
which could indicate the formation of a complex between the
gelatin and Fe3+ ion. An absorption band at 440 nm (red line)
was exhibited by gelatin/vanillin, which may indicate the pres-
ence of an imine bond. Furthermore, the creation of the poly-
mer network was confirmed by the characteristic peak of both
vanillin and gelatin/Fe3+ in the GVF-9 (black line indicating
as GVF hydrogel). Thermogravimetric analysis revealed that
gelatin, gelatin/vanillin, and GVF hydrogel underwent decom-
position in two main steps, as shown in Figure S3b, Supporting
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Scheme 1. Schematic of andrographolide-silver nanoparticle (AGP-AgNPs) synthesis, their incorporation into gelatin/vanillin/Fe3+ hydrogels, and anal-
ysis of wound healing applications of the composite materials in real animal models.

Information. The loss of residual water in the polymers was as-
signed to the first region of the TGA curve at 30 °C and 100 °C.
The second region from 250 °C to 400 °C of the TGA curve is at-
tributed to the degradation of cross-linked gels. In this zone, GVF
shows lower weight loss than gelatin/Fe3+, indicating that GVF
is more stable, presumably due to higher cross-linkage density
which correlates strongly with stability.

2.2. Characterizing the Viscoelastic Properties: Rheological
Measurements

Different concentrations of FeCl3.6H2O were used to synthesize
GVF-1 to GVF-4, as described in Section 2.2. Mechanical prop-
erties of the hydrogels were measured via rheology tests. The
material’s elastic properties and energy storage were reflected by
the storage modulus (G′) after perturbation, while the viscous
properties and energy loss were reflected by the loss modulus
(G″) through relaxation or dissipated heat. In a gel with a strong,
covalently-linked network, the G′ modulus would be expected to
be larger than theG″modulus, indicating that thematerial is able
to store more energy than it loses during deformation.[28,29] The
rheology technique was utilized to investigate the elastic proper-
ties of all hydrogels under the strain sweep (0.1%–100%) mode
(Figure 1a). All samples demonstrated a higher storage modulus
(G′) than loss modulus (G″), suggesting that the hydrogel net-
works were rigid and cross-linkage remained intact under large
deformations.[30] It was observed that GVF-1 and GVF-2 exhib-
ited a higher G′ compared to the other samples, suggesting that
the strength of the hydrogels at those concentrations was greater
than that of the other concentrations. The G′ and G″ of GVF-
1 to GVF-4 were measured at a fixed strain of 0.15% in a fre-
quency range of 0.1 to 100 Hz during the frequency sweep test.

The results are presented in Figure 1b, where all samples showed
a higher G′ than G″, and were stable as the frequency increased
from 0.1 Hz to ≈30 Hz, indicating that the hydrogels possessed
strength and stability. However, GVF-2 (10 mM FeCl3.6H2O) was
chosen as the most suitable concentration for the following re-
search as it exhibited the highest stability even at frequencies up
to 100 Hz.
GVF-5 to GVF-9 hydrogels were synthesized by using dif-

ferent concentrations of vanillin while keeping the concentra-
tion of FeCl3.6H2O fixed at 10 mM (Table S2, Supporting In-
formation). Rheology was employed to measure the viscoelastic
properties of these hydrogels under strain sweep (0.1%–1000%)
(Figure 1c). The results indicated the formation of a strong gel
with a covalently-linked network, as all samples showed G′ larger
than G″. However, an inverse relationship was observed between
the hardness of the GVF hydrogel and the vanillin content. This
finding was further confirmed by using a Brookfield viscometer
(Figure 1d). In the frequency sweep test, G′ and G″ of GVF-5
to GVF-9 were measured in a range of frequencies from 0.1 to
100 Hz at a fixed strain of 0.15% (Figure 1e). From Figure 1e,
it is evident that the softness of the hydrogels increased with
increasing vanillin content, as indicated by the increase in G″.
This property is desirable for biomedical applications. GVF-8 and
GVF-9 exhibited the highest softness among all samples. There-
fore, GVF-8 and GVF-9 were used for the investigation of shear-
thinning properties (Figure 1f). A shear rate sweepmeasurement
was performed under rotation mode (from 0.1 to 1 s−1) to con-
firm the shear-thinning behavior of the gel for injectability. Both
GVF-8 and GVF-9 exhibited shear-thinning properties, indicat-
ing injectability. However, the viscosity of GVF-9 as a function
of shear rate was lower than that of GVF-8, indicating better in-
jectability. Therefore, GVF-9 (GVF hydrogel) was selected as the
most suitable condition for subsequent wound healing studies.

Macromol. Biosci. 2023, 2300250 © 2023 Wiley-VCH GmbH2300250 (3 of 15)
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Figure 1. The storage and loss moduli of GVF hydrogels with varying concentrations of FeCl3.6H2O (GVF-1 to GVF-4), measured by a) strain amplitude
(structural collapse occurred above 100%) and b) frequency sweep experiments. The storage and loss moduli of GVF hydrogels with different wt.% of
vanillin were measured by c) strain amplitude and d) viscosity, e) the frequency sweep experiments for GVF hydrogels with varying concentrations of
vanillin (GVF-5 to GVF-9), and f) the shear-thinning property of GVF-8 and GVF-9.

2.3. Analyzing the Morphology of the GVF Hydrogel and its
Self-Healing Properties

The SEM images of gelatin powder and GVF hydrogel were
investigated as depicted in Figure 2a,b, respectively. The sur-
face morphology of the gelatin powder was characterized by
nodules and flakes. In contrast, the GVF hydrogel exhibited a
remarkable morphology, with scaly and fragmented material

displaying vast gaps. This porous structure facilitates aqueous
fluid diffusion within the polymeric network, thereby increasing
the swelling capacity of the final hydrogel. Furthermore, the
uniformly dispersed pore spaces on the surface of the GVF
hydrogel indicate a homogeneous composition of the absorbent
material.[31] Such a structure is a good candidate for wound-
healing materials as large amounts of exudates or blood could be
absorbed by the material, which also acts as a barrier to microor-
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Figure 2. SEM images of a) gelatin powder and b) GVF hydrogel (un-
der freeze-dried process), c) the reversible formation of GVF hydrogel in
various temperature conditions, d) the injectability of the GVF hydrogel
through a 1.2 mm internal diameter needle, e-h) digital microscope inves-
tigation of the GVF hydrogel’s self-healing properties at various times and
i) macroscopic investigation of the GVF hydrogel’s self-healing properties
at various times after being slit with a needle.

ganisms, and maintains a moist environment at the skin defect
site.[32–34]

Reversible GVF hydrogel formation in different temperature
conditions was observed as shown in Figure 2c. It was noted that
at high temperature, the hydrogel broke down to form liquids,
but it quickly returned to gel-form when cooled down. The in-
jectable nature of the hydrogel through a 1.2 mm internal diam-
eter needle/syringe is depicted in Figure 2d. Upon squeezing the
hydrogel in the syringe, the pressure caused the cross-linkages
to dissociate, causing the hydrogel to distort and “flow” like a
liquid through the thin needle. The hydrogel showed fast self-
healing capabilities, as the extruded hydrogel joined together to
create an integrated component once more. It can be inferred

that the hydrogel may be used to encapsulate cells/drugs uni-
formly and implant them into tissue using a minimally invasive
technique.[33] Investigation of the self-healing properties of GVF
hydrogel was conducted using a digital microscope, as depicted
in Figure 2e-h. Damage to the hydrogel was created by a slitting
needle, as shown in Figure 2e. GVF hydrogel subsequently exhib-
ited excellent self-healing properties, attributed to the dual, facile
crosslinking via imine bond and ionic bonds as mentioned ear-
lier. The GVF hydrogel displayed a gradual reduction in the depth
of the scratch, with complete self-healing after 10 min as illus-
trated in Figure 2h. In addition, a macroscopic test for hydrogel
self-healing was performed as shown in Figure 2i and Video S1,
Supporting Information. The results show that the hydrogel was
fully recovered/healed after being damaged by the needle within
6 min, as observed by the naked eye.

2.4. Water Absorption by GVF Hydrogel

The hydrogels’ water uptake was characterized by their swelling
ratio. The swelling behavior of GVF hydrogel was studied by in-
cubating it in DI water at room temperature for different curing
times. The hydrogels exhibited an extremely high swelling de-
gree, reaching equilibrium at 110 min, with a swelling degree
of up to 17000%, as illustrated in Figure S4, Supporting Infor-
mation. This exceptional moisture uptake makes GVF hydrogel
an ideal candidate for maintaining a moist wound environment
and absorbing significant amounts of wound exudate, both criti-
cal factors in promoting accelerated wound healing.[34,35]

2.5. Synthesis and Characterization of Andrographolide-Silver
Nanoparticles (AGP-AgNPs)

Andrographolide-silver nanoparticles (AGP-AgNPs) were syn-
thesized by a simple routine as described in Section 2.3. AGP-
AgNPs exhibited a characteristic UV-Vis spectrum at 441 nm
(Figure 3a), resulting from localized surface plasmon resonances
(LSPR). The transmission electron microscope (TEM) image of
AGP-AgNPs (Figure 3b) showed a narrow size distribution and
a spherical or pseudospherical shape with a diameter averaging
16.85 ± 5.81 nm (n = 75) (Figure 3c). In any case, these results
suggest the successful synthesis of stable colloidal AGP-AgNPs
which may have desirable antibacterial properties when com-
bined with the hydrogel.[14]

2.6. Cytotoxicity Studies and Protective Effect of AGP-AgNPs
Towards H2O2-Induced Oxidative Stress in Fibroblasts

In this study, it was found that AGP-AgNPs had low cytotox-
icity, with over 80% of fibroblast cells remaining viable when
0.0032 nM of AGP-AgNPs were incubated. However, cell survival
decreased when concentrations of AGP-AgNPs ranging from
0.0008 nM to 0.0032 nM were used (as shown in Figure S5a,
Supporting Information). Therefore, AGP-AgNPs could be con-
sidered noncytotoxic at or below a concentration of 0.0032 nM.
Hydrogen peroxide (H2O2) is a reactive oxygen species (ROS)
that causes oxidative stress. The damage induced by H2O2 in
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Figure 3. Characterization of Andrographolide-silver nanoparticles (AGP-AgNPs) exhibiting a) characteristic UV-vis spectrum at 441 nm, b) TEM image
displaying a narrow size distribution with spherical and pseudospherical shape, and c) the average diameter of AGP-AgNPs; 16.85 ± 5.81 nm (n = 75).

fibroblast cells can be assessed using an MTT assay.[36] Andro-
grapholide is a compound that has been studied for its abil-
ity to prevent oxidative stress. In previous studies, it was found
that Andrographolide protected chondrocytes (a type of cartilage
cell) from H2O2-induced injury by activating the Keap1-Nrf2-
ARE pathway.[37] Additionally, it was found that Andrographolide
protected liver cells from H2O2-induced cell death by signal-
ing through the adenosine A2a receptor and upregulating Nrf-2
transcription.[38]

To investigate the protective effect of AGP-AgNPs against
H2O2-induced oxidative stress, fibroblasts were pretreated with
0.001, 0.002, and 0.004 nM of AGP-AgNPs for 24 h before be-
ing exposed to H2O2 for an additional hour. The cytotoxicity of
AGP-AgNPs was first checked, as depicted in Figure S5b, Sup-
porting Information. When treated with 50 and 100 μg mL−1 of
H2O2, cell viability significantly decreased by ≈25% and 40%, re-
spectively. However, pretreatment with 0.001 and 0.002 nM of
AGP-AgNPs followed by 50 μg mL−1 of H2O2 exposure signifi-
cantly increased cell survival compared to H2O2 treatment alone.
In addition, at a higher concentration of AGP-AgNPs (0.004 nM),
a different trend emerges when exposed to 50 μg mL−1 H2O2. It
is possible that at this concentration, AGP-AgNPs may start ex-
hibiting cytotoxic effects themselves due to the high concentra-
tion of silver nanoparticles. This could result in a compromised
antioxidant effect and a less favorable cellular outcome, as indi-
cated in Figure S5b. The complicated interaction between the
concentration-dependent effects of AGP-AgNPs and their spe-

cific cellular response to oxidative stress is a possible reason for
the observed discrepancy.
Interestingly, at 100 μgmL−1 H2O2, the best protective effect is

observed at the concentration of AGP-AgNPs of 0.004 nM. This
finding suggests that under a more severe oxidative stress envi-
ronment, a higher concentration of AGP-AgNPsmay be required
to counteract the detrimental effects and maintain cellular via-
bility. It is plausible that the antioxidant and cellular protective
mechanisms induced by AGP-AgNPs become more pronounced
at this higher H2O2 concentration, leading to the observed favor-
able outcome. At higher concentrations of H2O2 (100 μg mL−1),
pretreatment with AGP-AgNPs increased the viability of fibrob-
last cells in a dose-dependent manner. These results suggest that
AGP-AgNPs could protect fibroblasts against oxidative stress in-
duced by H2O2.

2.7. The Effect of AGP-AgNPs on Cell Proliferation and Collagen
Production in Human Dermal Fibroblast Cells

In this section, we investigate the impact of AGP-AgNPs on the
proliferation of human fibroblast cells, and on the production of
collagen. After being treated with 0.0005, 0.001, and 0.002 nM
of AGP-AgNPs for 7 days, cell proliferation increased signifi-
cantly when compared to the control group. This increase was
similar to the one observed in the positive control group treated
with internal control of ascorbic acid. (Figure 4a). Additionally,
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Figure 4. a) Light transmission microscopy images of human dermal fibroblast cells which were treated with various concentrations of AGP-AgNPs
(0.0005, 0.001, and 0.002 nM) and ascorbic acid (Vitamin C) at 50 μg mL−1 for 7 and 14 days, cell proliferation was measured and collagens were
stained red with Picrosirius dye and imaged at 200 ×magnification. The scale bar located in the lower right corner represents a length of 200 μm. b) %
Luminance intensity and c) % Collagen production of previously treated human dermal fibroblast cells. The results are presented as mean ± SEM (n =
4 per group). Statistical significance was calculated by comparing the treatment groups with the control group within 7 or 14 days after treatment (*P <

0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001).

the 0.001 nM of AGP-AgNPs treatment significantly increased
cell proliferation compared to the control group, while ascorbic
acid notably increased cell proliferation after 14 days of incuba-
tion (Figure 4a). Therefore, AGP-AgNPs showed a greater poten-
tial in enhancing cell proliferation and collagen production in fi-
broblasts compared to the control group. In terms of total colla-
gen, which was indicated by Picrosirius red staining (Figure 4b),
cells treated with 0.0005, 0.001, and 0.002 nM of AGP-AgNPs and
ascorbic acid showed an increase in collagen production by 2%,
11%, 18%, and 26% after 7 days compared to the control group
(no AGP-AgNPs). However, after 14 days of treatment, the three
tested AGP-AgNP concentrations and ascorbic acid treatment in-
creased collagen production by 6%, 24%, 47%, and 152%, respec-
tively, compared to the control group (Figure 4c). These findings
suggest that exposure to AGP-AgNPs could enhance cell prolif-
eration and collagen production in fibroblasts.

2.8. Investigating the Influence of AGP-AgNPs on In Vitro Wound
Healing

The process of wound healing typically involves three over-
lapping phases: hemostasis/inflammation, proliferation, and
remodeling.[39] Fibroblast growth factor (FGF) plays a crucial role

in in vitro wound healing. FGF stimulates the proliferation and
migration of fibroblasts, which are the main cells involved in the
formation of new tissue in the wound healing process by gen-
erating extracellular matrix (ECM) and collagen structures.[40,41]

Moreover, several studies have shown that Andrographolide’s an-
tioxidant activity occurs in parallel with other wound healing
drivers including regulating vascular blood flow and delaying cell
necrosis.[42,43] In addition,Andrographis paniculata (A. paniculata)
extracts also promoted re-epithelialization activity inwound areas
in rats.[43,44] In vivo study of the effect of A. paniculata leaf extract
on wound healing suggested that it enhanced the rate of wound
closure in rats.[45]

Here, AGP-AgNPs were shown to significantly increase
wound gap closure in a time-dependent manner (Figure 5a,b).
Treatment with 0.001 and 0.002 nM of AGP-AgNPs and 100 ng
mL−1 of fibroblast growth factor (FGF) for 24 h increased cell mi-
gration by 25%, 33%, and 37% compared to the control, while 48
h treatment promoted 60%, 82%, and 90%, respectively. Treat-
ment with 0.001 and 0.002 nM AGP-AgNPs for 24 h significantly
increased wound gap filling (by 1.1 and 1.5 times, respectively),
whereas only 0.002 nM AGP-AgNPs treatment induced signifi-
cant wound gap filling (1.3 times better than untreated control) at
48 h. Notably, the wound gap closure induced by 0.002 nM AGP-
AgNPs was similar to that of the FGF-positive control. These
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Figure 5. Effects of AGP-AgNPs on wound gap closure. a) Human dermal fibroblast cells were treated with 0.001 and 0.002 nM of AGP-AgNPs, or 100 ng
mL−1 of FGF as a positive control, and a scratch wound assay was performed at 0, 24, and 48 h. The scale bar located in the lower right corner represents
a length of 500 μm. b) Percentage of wound gap filling relative to the original scratch width. Data were expressed as mean ± SEM (n = 4). *P < 0.05 and
***P < 0.001 compared to control within 24 h or 48 h post-treatment.

results suggest that 0.002 nM AGP-AgNPs treatment displayed
wound healing properties as potent as the FGF positive control.

2.9. Enhanced Mechanical and Self-Healing Properties of
GVF/AGP-AgNPs Nanocomposite

The effect of AGP-AgNPs on the mechanical properties of GVF
hydrogel was investigated next by rheological measurement. The
self-healing ability of the GVF/AGP-AgNPs hydrogel composite
was also examined. Under strain sweep system, storagemodulus
(G´) of the GVF/AGP-AgNPs hydrogels was greater than the loss
modulus (G″) (Figure S6a). It is assumed that the increased inter-
actions between the hydrogels and AGP-AgNPs via electrostatic
effects resulted in improved hydrogel stability during the angular
frequency sweep, as shown in Figure S6b.[46] Upon cutting the
GVF/AGP-AgNPs hydrogel into two pieces, the divided blocks

were immediately brought back into contact. After 10 min, the
self-healed gel regained its full rheological properties, exhibiting
similar strain-stiffening and strain-at-breakage as the uncut hy-
drogel (Figure S6c). All of these findings demonstrated the excep-
tional gelling and self-healing abilities of the double cross-linked
GVF/AGP-AgNPs hydrogels.

2.10. Antibacterial Activity of GVF/AGP-AgNPs Hydrogels

Antimicrobial activity of GVF/AGP-AgNPs hydrogel was eval-
uated by diffusion test as demonstrated in Figure 6. The
GVF/AGP-AgNPs hydrogel exhibited strong antimicrobial ac-
tivity against both gram-positive Staphylococcus aureus (S. au-
reus) and gram-negative bacteria Escherichia coli (E. coli), forming
zones of inhibition of diameters 12.92 ± 1.66 mm and 17.00 ±
0.90 mm, respectively (Table 1). Furthermore, the antimicro-
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Figure 6. Antimicrobial activity of GVF/AGP-AgNPs hydrogel against a) S. aureus ATCC25923, b) E. coliO157/H7, and c) B. pseudomallei 1026b in which
(i) GVF/AGP-AgNPs hydrogel, (ii) 16 μg mL−1 gentamicin for S. aureus ATCC25923 and E. coliO157/H7, and 64 μg mL−1 ceftazidime for B. pseudomallei
1026b, and (iii) deionized water were used.

Table 1.Zone of inhibition inmillimeters of GVF/AGP-AgNPs hydrogel and
standard drugs (gentamicin and ceftazidime) against gram-negative and
gram-positive bacteria.

Bacteria Zone of inhibition (mm)

GVF/AGP-AgNPs Gentamicin Ceftazidime

S.aureus ATCC25923 12.92 ± 1.66 16.42 ± 1.01 –

E.coli O157/H7 17.00 ± 0.90 16.42 ± 0.60 –

B. pseudomallei 1026b 13.42 ± 0.80 – 23.08 ± 0.88

Mean value ± SD, the means for triplicate samples. Inhibition zone includes a di-
ameter of the well. Positive controls are 16 μg mL−1 gentamicin and 64 μg mL−1

ceftazidime.

bial properties of GVF/AGP-AgNPs hydrogel against Burkholde-
ria pseudomallei (B. pseudomallei) were investigated. B. pseudo-
mallei is a gram-negative bacteria endemic to tropical regions,
particularly Thailand and northern Australia,[47] infecting hu-
mans and animals and causing the disease melioidosis. Surpris-
ingly, GVF/AGP-AgNPs hydrogel exhibited a strong ability to in-
hibit B. pseudomallei bacteria, with an inhibition zone of 13.42 ±
0.80 mm. Previous studies revealed that the nanocomposite hy-
drogel possesses antimicrobial properties.[48,49] In addition, these
results suggest that the GVF/AGP-AgNPs hydrogels have poten-
tial as antimicrobial agents for combating this human pathogen.

2.11. The Effect of GVF/AGP-AgNPs Hydrogel on Wound Healing
and Tissue Regeneration in Rats

Wound healing experiments were undertaken in the presence of
the GVF/AGP-AgNPs, and a GVF hydrogel control, as described
in Section 2.11. Wound contraction and re-epithelialization de-
veloped continuously, as evidenced by Figure 7 and Figure S7,
Supporting Information. The GVF/AGP-AgNPs hydrogel how-
ever induced faster wound contraction than the GVF hydrogel
(Figure 7a). The percent wound contraction was significantly
higher in the GVF/AGP-AgNPs hydrogel-treated group com-
pared to the GVF hydrogel group on both the 7th and 21st days
after wounding incisions. The tissue showed an enhanced con-
traction of 20% and 17% on the 7th and 21st-day post-treatment,
respectively, for the GVF/AGP-AgNPs hydrogel as shown in
Figure 7b.

We next evaluated the percent re-epithelialization of rat skin af-
ter a wound was created, by histopathological examination, again
for the GVF/AGP-AgNP and GVF hydrogel control treatment.
The examination was done on days 7, 14, and 21 after the wound
was created, and the samples were stained using Hematoxylin
& Eosin. The results are shown in Figure S7a, Supporting Infor-
mation. During the process of re-epithelialization, new epithe-
lial cells migrate from the edges of the wound and grow over the
wound bed to form a continuous layer of epithelial tissue.[50] In
theH&E-stained tissue slide (as shown in Figure S7a, Supporting
Information), re-epithelialization can be identified by the pres-
ence of a stratified squamous epithelium covering the wound
bed. The effectiveness of GVF/AGP-AgNPs hydrogel treatment
on re-epithelialization can be evaluated by examining the tissue
slides on day 14 and day 21 after treatment. The percentage of
wound re-epithelialization was higher in the GVF/AGP-AgNPs
hydrogel-treated group on days 14 and 21 after wound incisions,
with 23.27% and 13.34% higher re-epithelialization observed at
7- and 21-days post-treatment, respectively, compared to the per-
centage of re-epithelialization in the GVF hydrogel group (as
shown in Figure S7b, Supporting Information). The faster wound
contraction and re-epithelialization by the GVF/AGP-AgNPs hy-
drogel might be due to the stimulation of interleukin 6, trans-
forming growth factor (TGF)-𝛽1, epidermal growth factor (EGF),
and fibroblast growth factor (FGF2) that affect the function of
various inflammatory cells and fibroblasts.[51] These growth fac-
tors have been linked to the underlying mechanism of fibroblast-
derived intracellular communication and the induction of rapid
granulation of the proliferative phase in wound healing.[51,52–53]

Additionally, the micrographs of rat skin wounds demon-
strated clear differences in cell populations between treat-
ment with GVF/AGP-AgNPs hydrogel and the GVF gel control
(Figure 8a, Supporting Information). The number of mononu-
clear and polymorphonuclear leukocytes significantly decreased
in the wound area at 14- and 21-days post-treatment with
GVF/AGP-AgNPs compared to GVF, indicating a faster transi-
tion from the inflammatory phase of healing to the proliferation
phase (Figure 8b– c). The number of blood vessels also increased
on day 14, indicating faster wound healing by providing the nec-
essary nutrients and oxygen to the healing tissue (Figure 8d).
Furthermore, the number of fibroblast cells greatly increased on
day 21 relative to GVF, indicating that the proliferative phase also
commenced faster (Figure 8e).
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Figure 7. Effects of GVF/AGP-AgNPs on wound healing in rats. a) Time-dependent evolution of rat skin wound closure observed after treatment with
the hydrogels (GVF control, and the GVF/AGP-AgNPs hydrogel composite). b) Percentage of wound area contraction calculated on days 3, 7, 14, and
21 post-wound incisions for treatment with GVF or GVF/AGP-AgNPs hydrogel composite. Data are expressed as mean ± SEM (n = 3 per time point).
*P < 0.05 compared to the control on the day of the experiment.

Formation of collagen fibers was examined for the rat skin tis-
sues treated with GVF/AGP-AgNPs, and GVF hydrogel only, by
Masson’s trichrome stain as shown in Figure S8a. Collagen is a vi-
tal protein in tissues that supports their structure and plays an es-
sential role inwound healing. It facilitates cellmigration, prolifer-
ation, and differentiation necessary for the process.[54] Masson’s
trichrome stain is used to quantify collagen fibers in wound heal-
ing studies by coloring themblue, whilemuscle fibers are colored
red and cell nuclei are black or brown. The synthesis and deposi-
tion of collagen are essential for the resurfacing of a wound with
new epithelium. While collagen deposition naturally decreases
over the course of wound healing, the application of GVF/AGP-
AgNPs hydrogels significantly increased collagen synthesis at
the wound site on day 14 after surgical incision, as shown in
Figure S8b. Specifically, the hydrogels increased collagen synthe-
sis by 76%, compared to 60% in the control group. These results
suggest that GVF/AGP-AgNPs hydrogels effectively promote tis-
sue proliferation during wound healing.
Generally, new collagen fibers and capillaries restore struc-

ture and circulation during the proliferative phase. Moreover,
fibroblasts promote the production of matrix proteins, such as
collagen, elastin, and proteoglycans, which lead to granulation
and epithelialization.[55]The findings here are consistent with

those of a previous study that showed that guar gum (GG)
and curcumin-stabilized silver nanoparticles (GG/Cur-AgNPs)
reduced inflammation by decreasing monocytes and polymor-
phonuclear leukocytes, and by increasing collagen deposition
and re-epithelialization during rat skin wound healing.[51] Fur-
thermore, fibroblasts andmonocytes respond to immune-related
processes for tissue regeneration.[56] Our results suggest that
the GVF/AGP-AgNPs hydrogel enhances the transition to the
proliferative phase by recruiting monocytes, fibroblasts, and col-
lagen deposition, which subsequently facilitate epithelialization
(wound healing).

3. Conclusions

This study focused on the preparation and characterization
of self-healing, cross-linked gelatin/vanillin/Fe3+ hydrogels by
spectroscopy, rheology, and microscopy. The GVF-9 hydrogel
(GVF hydrogel) was found to be more stable to deformation
and more suitable as an injectable material. The GVF hydro-
gel showed a high swelling degree, indicating its ability to ab-
sorb fluid from a wound, which can lead to faster healing. In ad-
dition, Andrographolide-silver nanoparticles (AGP-AgNPs) were
synthesized and their cytotoxicity and protective effect against
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Figure 8. Histopathology of rat skin was assessed on days 7, 14, and 21 following wound incision, stained with Hematoxylin & Eosin. a) Micrographs
show sections of wound incision in rat skin treated with hydrogels (GVF control and GVF/AGP-AgNPs). The number of b) mononuclear leukocytes, c)
polymorphonuclear leukocytes, d) blood vessels, and e) fibroblasts, counted in 10 high-power fields (HPFs) at 400×magnification. The scale bar located
in the lower right corner represents a length of 40 μm. The data are expressed as mean ± SEM (n = 3 per time point). *P < 0.05 indicates a significant
difference compared to the control on the day of experiments.
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oxidative stress in fibroblasts were studied. The impact of AGP-
AgNPs on the proliferation of human fibroblast cells and their
production of collagen was also investigated. The results showed
that a 0.002 nMAGP-AgNPs treatment had wound-healing prop-
erties as potent as the fibroblast growth factor (FGF) positive
control. Furthermore, the enhanced mechanical and self-healing
properties of the GVF/AGP-AgNPs nanocomposite were investi-
gated. Moreover, GVF/AGP-AgNPs nanocomposite have shown
excellent antimicrobial activity against both gram-positive and
gram-negative bacteria, including against the bacterial pathogen
that causes melioidosis. The effect of the GVF/AGP-AgNPs hy-
drogel on wound healing and tissue regeneration in rats was
studied, and the functionalized GVF/AGP-AgNPs hydrogel ex-
hibited an excellent wound healing process. In conclusion, this
work shows clear potential for the development of anti-microbial,
self-healing, and injectable formulations for biomedical and
other industrial applications. The GVF/AGP-AgNPs hydrogel is
also clearly a promising candidate for enhanced wound healing
and tissue regeneration.

4. Experimental Section
Materials: Gelatin from porcine skin was purchased from Sigma-

Aldrich, Germany. Vanillin was purchased from Sigma-Aldrich, France.
Iron (III) chloride hexahydrate (97%) was purchased from Loba Chemie.
Silver nitrate (99.9%) was purchased from POCH. Andrographolide (9 mg
per capsule) was purchased from Khaolaor. Deionized water (DI) with spe-
cific resistivity of 18.2 MΩ. cm was obtained from a RiOs Type I Simplicity
185 (Millipore water purification system). Dimethylsulfoxide (DMSO) was
purchased from Riedel-deHaën, Germany. Antimicrobial activity assays
used E.coli O157/H7, S.aureus ATCC25923, and Bp.1026b. They were ob-
tained from the Biochemistry Laboratory, Biochemistry Department, Fac-
ulty of Science, Khon Kaen University, Thailand. 3–4,5-Dimethylthiazol-
2-yl)−2,5-diphenyltetrazolium bromide was purchased from Merck Mil-
lipore 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 μgmL−1) 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, Gräfelf-
ing, Germany. Ascorbic acid, direct red 80, and picric acid were purchased
from Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, and absolute ethanol, hydrochlo-
ric acid 37% (HCl), and sodium hydroxide (NaOH) were purchased from
Carlo erba. Paraformaldehyde, hematoxylin, and eosin reagents were pur-
chased from Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, and slide mounting so-
lution was purchased from Fisher Permount Mounting Medium, UK. The
1H-NMR spectra were recorded using a Bruker Avance 400 MHz spec-
trometer (Bruker, Germany) using D2O as a solvent.

Preparation of Vanillin/Fe3+ Cross-Linked Gelatin Hydrogels (GVF) and
Gelatin Film (GVF Film): The dual cross-linked hydrogels were prepared
via a modification of a previous report.[18] The preparation of gelatin so-
lution involved dissolving 0.48 g of gelatin in 8 mL of DI water, stirring,
and heating it to 60 °C until it was completely dissolved. Subsequently,
a vanillin solution of 1 mL was added to the gelatin solution, followed
by the addition of 1 mL of FeCl3.6H2O to form gelatin/vanillin/Fe3+ hy-
drogels (GVF). The hydrogels were formed by preparing a series of Fe3+

crosslinking agent solutions with different final concentrations of 0, 5, 10,
15, and 20mM (Table S1, Supporting Information), corresponding toGVF-
0, GVF-1, GVF-2, GVF-3, and GVF-4, respectively. Hydrogels with different
final concentrations of vanillin were prepared by adding 0, 0.5, 1.0, 1.5, and
2.0% (w/v) of as-prepared vanillin solutions (Table S2, Supporting Infor-
mation), designated as GVF-5, GVF-6, GVF-7, GVF-8, and GVF-9, respec-
tively. GVF-9 (GVF hydrogel) will be selected as the suitable hydrogel for

further studies as described below. The prepared hydrogel was freeze-dried
for solid-state UV-vis Spectra (diffuse reflectance spectra) measurement.
In addition, the hydrogel was also prepared in a film form for swelling
study by pouring hydrogel into a petri dish and drying in an oven at 40 °C
for 24 h to prepare the GVF film which was later removed from the oven
and dried at room temperature.

Synthesis of Andrographolide -Stabilized Silver Nanoparticles (AGP-
AgNPs): The AGP-AgNPs were synthesized by a modification of a pre-
viously published method.[57] Briefly, the solution of andrographolide was
prepared in 60mL DI water using 20 capsules containing andrographolide
leaf (9 mg of andrographolide/capsules) and stirred at room temperature
for an hour. The solution was filtered through a microfilter to obtain a yel-
low solution. Silver nanoparticles were synthesized by dissolving 3 mL of
the andrographolide solution in an Erlenmeyer flask containing 24 mL of
DI water. Then, 3 mL of AgNO3 (20 mM) was added to the mixture and
stirred for 3 h at room temperature. As a result of the reduction of silver
salt, the color of the solution changed from colorless to red-brown, indicat-
ing the presence of silver nanoparticles. The formation of silver nanoparti-
cles was confirmed by UV–vis spectroscopy. Based on an extinction coeffi-
cient of 31.3 × 108 M−1 cm−1 at 399.7 nm for 18 nm diameter citrate-silver
nanoparticles, the concentration of andrographolide- silver nanoparticles
(AGP-AgNPs) was estimated to be 0.44 nM.[58]

Synthesis of Hydrogel Composite Containing AGP-AgNPs: To prepare
AGP-AgNPs composited in GVF hydrogels, 0.48 g of gelatin powder was
added to 8 mL of AGP-AgNPs solution and heated to 60 °C until com-
pletely dissolved. Then, 1 mL of 20 wt.% vanillin in ethanol was added,
followed by the addition of 1 mL of 0.1 M FeCl3.6H2O, and the solution
was mixed.

Characterization of the Hydrogels: The hydrogels were characterized
using several analytical techniques. Attenuated Total Reflection Fourier
Transform infrared (ATR-FTIR) spectra were recorded in the solid state
using an ATR-FTIR spectrophotometer, and NMR spectra were obtained
using D2O as solvents. UV-Vis absorption spectra were measured using
an Agilent Technologies Cary 60 UV-Vis spectrophotometer, with 1.0 cm
pathlength quartz cells in the range of 200–800 nm. The thermal sta-
bility of the cross-linked hydrogels was investigated by thermogravimet-
ric analysis (TGA, Rigaku TG-8120) under a nitrogen atmosphere with
a heating rate of 10°C min−1 from 25 °C to 800 °C. Solid-state UV-Vis
diffuse reflectance spectra (DRS) were recorded using barium sulfate as
a standard. The surface morphology of gelatin powder and freeze-dried
gelatin/vanillin/Fe3+ hydrogels were analyzed using Scanning ElectronMi-
croscopes (Mini SEM, SEC SNE-4500M). Viscoelastic properties of the hy-
drogels were analyzed using a Brookfield viscometerModel RVDV-II+, and
rheological properties were investigated using a parallel-plate rheometer
(PhysicaMCR500, Germany) with a smooth stainless-steel plate of 25mm
diameter. The storage modulus (G′) and loss modulus (G″) of the hydro-
gels were monitored by strain amplitude (𝛾0) under a strain from 0.1% to
1000% at a constant temperature (25 °C) and frequency (1 rad s−1). For
angular frequency sweep experiments, G′ and G″weremeasured under an
angular frequency range from 0.1 to 100 Hz with a fixed strain of 0.15%.
Shear thinning behavior of the hydrogels was measured as a function of
shear rate from 0.1 to 1 s−1 using a rotation model.

Explosive Swelling Measurements: The swelling behavior of the hydro-
gels was investigated in DI water at room temperature, wherein 0.25 g
of GVF hydrogel film was submerged in 20 mL water for a specified du-
ration, and subsequently extracted while eliminating excess water using
filter paper. The gels were weighed until a constant weight was achieved.
The degree of swelling was calculated using:

Swelling degree (%) = ((Ws −Wo) ∕Wo) × 100 (1)

whereWs is the swollen weight of the soaked hydrogel andWo is the orig-
inal weight of the dry hydrogel. All experiments were done in triplicate.

Proliferation of Cells and Collagen Synthesis: The CellTiter-Glo Lumines-
cent cell viability assay kit was used to determine the cell proliferation.
In brief, cells were seeded at 2.5 × 104 cells per well in 48 well-plates
and incubated for 24 h. Subsequently, cells were subjected to treatment
with AGP-AgNPs (0.0005, 0.001, and 0.002 nM) and Vit C (50 μg mL−1,
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indicated as a positive control) for 7 and 14 days, with the culture medium
being refreshed every 2 days. After the treatment period, the culture
medium was removed, and 100 μL of lysis buffer reagent (1X) was intro-
duced into each well. Following a 10 min incubation, 50 μL of cell lysates
were mixed with CellTiter-Glo reagent for another 10 min. Finally, the lu-
minescence was measured using a microplate luminometer (SpectraMax
L, Molecular Devices).

The Picrosirius red staining assay was utilized as a method to detect
insoluble collagen fibers. Cells were initially seeded at 2.5 × 104 cells per
well in 48 well-plates and incubated for 24 h. Following this, the cells were
treated with AGP-AgNPs (0.0005, 0.001, and 0.002 nM) and Vit C (50 μg
mL−1) for 7 and 14 days. After the treatment period, the culture medium
was discarded, and the cells were thoroughly washed with phosphate-
buffered saline (PBS) before being fixed with 4% paraformaldehyde (PFA)
for 10 min. Upon fixation, the cells were washed with PBS twice and then
stained with 0.1% direct red 80 (in saturated picric acid). After staining
for 10 min, the dye was removed, and any excess dye was washed away by
0.01MHCl (in 70%ethanol) twice. The stained collagenwas visualized un-
der a microscope (CKX41, Olympus, Japan), while the insoluble collagen
was dissolved with 0.5 M NaOH. The content of collagen was quantified
by measuring the absorbance at 540 nm using a microplate reader.

In Vitro Wound Healing Assay: The silicon culture-insert 4 well in dish
35 mm (Ibidi, Munchen, Germany) was used in wound healing assays.
Cells were seeded at 3 × 104 cells per well and incubated for 24 h. Af-
ter incubation, the culture-insert was removed, and the cells were washed
with PBS. AGP-AgNPs (0.001 and 0.002 nM) and fibroblast growth factor
FGF (100 ng ml−1, indicated as positive control) were added to the cells,
and the culture medium was changed daily. The wound closure of migrat-
ing cells after treatment was photographed at 0, 24, and 48 h, and gap
filling was investigated using the ImageJ program. Percentage gap-filling
was calculated using methods from a previous study.[51]

Evaluation of Antibacterial Activity of GVF/AGP-AgNPs Hydrogel: The
good diffusion method was employed to perform antimicrobial tests. Ini-
tially, a single colony was allowed to grow in Mueller Hinton Broth (MHB)
at 37 °C for 24 h. Subsequently, after inoculation for 3 h, the bacteria
were diluted in the same media to obtain an inoculum of 1 × 107 CFU
mL−1. The bacteria were then swabbed onto a three-dimensional MH agar
plate, which was cut to generate wells of 6 mm diameter. Next, 0.05 g of
GVF/AGP-AgNPs hydrogel or 20 μL of standard drug was introduced into
the wells, followed by incubation at 37 °C for 24 h. The positive control
comprised of Gentamicin and Ceftazidime, whereas deionized water was
used as the negative control. After 24 h of incubation, the inhibition zone
was measured using a millimeter (mm) scale ruler.

Cell Culture Preparation and Cell Viability Assay: Dulbecco’s modified
eagle medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS)
and 1% penicillin/streptomycin was used to cultivate human dermal fi-
broblast cells (ATCC, Manassas, VA, USA) in a humidified atmosphere
(5% CO2) at 37 °C. To assess the impact of AGP-AgNPs on cell viabil-
ity, MTT (3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl)−2,5-diphenyltetrazolium bromide)
assay was employed. For this, cells were seeded at 2 × 104 cells per well in
a 96-well plate and incubated for 24 h. Subsequently, cells were exposed to
various concentrations of AGP-AgNPs for 24 h. After treatment, the culture
medium was eliminated, and MTT (1 mg mL−1) was introduced into each
well. Following a 4 h incubation period, the MTT solution was replaced
with dimethyl sulfoxide (DMSO), and the absorbance was measured at
570 nm using a microplate reader (Synergy H1, BioTeK).

Animals and Incisions Made for Wound Study: Twelve male Wistar rats,
weighing 180–200 g and aged 8 weeks, were procured from Nomura Siam
International Co., Ltd., Bangkok, Thailand. The rats were kept in groups un-
der standard animal laboratory conditions, which included a light/dark cy-
cle (12/12 h), 21± 2 °C temperature, and 50%–55% relative humidity. They
were provided with standard rat chow (CP Co., Ltd., Bangkok, Thailand)
and sterile reverse osmosis water ad libitum. The Institution’s Animal Care
Committee, Thammasat University, Thailand, approved all the animal pro-
cedures, which were conducted according to the Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals, National Research Council (protocol number:
01/2023). After an acclimation period of 1 week, two full-thickness skin
incisions were made on the back of each isoflurane-anesthetized rat, fol-

lowing sterilization procedures. The skin wounds, which were 1 cm in di-
ameter, were treated with GVF/AGP-AgNPs hydrogels or GVF gels, while
the rats were given 12.5 mg kg−1 tramadol injection to reduce pain. The
skin wounds were cleaned daily and treated with GVF/AGP-AgNPs hydro-
gels or GVF gels, after which they were photographed on days 3, 7, 14,
and 21 post-wounding. The percentage of wound contraction was calcu-
lated using the method described previously.

Histopathology Analysis: The full-thickness skin samples were col-
lected on days 7, 14, and 21 post-wounding, for which cross-sectional
specimens were obtained. The skin specimens were then fixed in 10%
formaldehyde, dehydrated using graded ethanol and xylene, and subse-
quently embedded in paraffin. Using a Leica microtome (Microsystems,
Wetzlar, Germany), the paraffin blocks were sectioned into 5 μm sec-
tions, which were then stained with hematoxylin and eosin or Masson’s
Trichrome (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). The number of mononu-
clear leukocytes, polymorphonuclear leukocytes, and fibroblasts, as well
as the degree of vascularization, were all qualitatively evaluated in three
parallel sections taken from each specimen. Collagen density was mea-
sured in the wound area and compared to rat skin treated with the GVF
hydrogel (nonwound control). The collagen density under the wound area
was expressed as a percentage of the collagen density of the control group
for each post-wounding day. The morphological evaluations were pho-
tographed by a Nikon DXM 1200 digital camera (Tokyo, Japan). The inter-
pretation of histological slides was carried out as a blind analysis by two
independent pathobiologists from the Pathology Information and Learn-
ing Center, Department of Pathobiology, Faculty of Science, Mahidol Uni-
versity.

Statistical Analysis: Statistical analysis was performed usingGraphPad
Prism 7.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). The results were ex-
pressed 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).

Supporting Information
Supporting Information is available from the Wiley Online Library or from
the author.
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 21 

ABSTRACT: This study explores the potential of gelatin-vanillin-ferric ion (GVF) hydrogels 22 

incorporating andrographolide-silver nanoparticles (AGP-AgNPs) to enhance wound healing 23 

and minimize skin irritation. Specifically, mRNA expression profiling of dermal growth 24 

factors in skin-wound specimens from male Wistar rats, and skin irritation tests in female 25 

New Zealand rabbits, were undertaken. Significant gene upregulation was observed for 26 

collagen 1 and 3, epidermal growth factor, transforming growth factor-beta, fibroblast growth 27 

factor, fibronectin, and vascular endothelial growth factor in a time-dependent manner over 28 

21 days, suggesting that enhanced cellular proliferation, extracellular matrix synthesis, and 29 

angiogenesis promote wound healing and tissue regeneration. Rabbit skin treated with 30 

GVF/AGP-AgNP hydrogels consistently displayed reduced levels of erythema and edema 31 

compared to controls, while a standardized scoring system yielded notably low primary 32 

dermal irritation indices for GVF/AGP-AgNP hydrogels. Collectively, these findings suggest 33 



 

 

that GVF/AGP-AgNP hydrogels could be developed into safe topical formulations for skin 34 

and wound care, requiring comprehensive human studies and clinical trials in the future.  35 

 36 

KEYWORDS: andrographolide, growth factors, hydrogel, silver nanoparticle, skin irritation, 37 

wound dressing 38 

 39 

INTRODUCTION 40 

Wound healing therapies and skincare have long been subjects of intense research and 41 

development, with the aim of improving outcomes and minimizing adverse effects. Scarring, 42 

whether resulting from injuries, surgeries, or medical conditions, can exert enduring physical 43 

and psychological effects on individuals. These effects can vary, influenced by factors such as 44 

the size and location of the scar [1]. Scar tissue, often less flexible than the surrounding skin, 45 

may induce discomfort or pain [2]. 46 

Wound dressing assumes a pivotal role in alleviating the physical and psychological 47 

impacts associated with the formation of myofibroblasts and keloid fibroblasts [3]. Innovative 48 

materials such as hydrogels offer significant potential benefits in this regard. Hydrogels have 49 

emerged as promising carriers for bioactive compounds due to their unique properties, 50 

including high water content, biocompatibility, and controlled release capabilities [4, 5] 51 

Consequently, hydrogel biomaterials have attracted considerable attention in the 52 

pharmaceutical field. Among the functional bionanomaterials, gelatin or guar gum-based 53 

hydrogels have been successfully synthesized and employed as drug delivery systems, 54 

particularly for promoting wound healing [6] Additionally, gelatin, a natural biopolymer 55 

derived from collagen, is commonly utilized in hydrogel formulations due to its 56 

biodegradability, biocompatibility, and gel-forming properties [7, 8]. These gelatin-based 57 

hydrogels have demonstrated significant potential in various biomedical applications, 58 

including wound healing, drug delivery, and tissue engineering. 59 

To further enhance the properties and functionalities of hydrogels, additional 60 

components can be incorporated. One such component is vanillin, a well-known flavoring 61 

agent that possesses antioxidant and anti-inflammatory properties [9]. These properties have 62 

been investigated for their potential in promoting wound healing, as vanillin has the ability to 63 

inhibit pro-inflammatory cytokines and enzymes, thereby reducing inflammation in 64 

experimental models [10, 11]. Consequently, the incorporation of vanillin into hydrogel 65 

formulations may present an effective strategy for alleviating skin irritation and improving 66 



 

 

user comfort. Interestingly, ferric metal ions, renowned for their involvement in numerous 67 

biological processes, have also garnered attention in cross-linked hydrogel study. These ions 68 

can interact with gelatin molecules, promoting gelation and enhancing the mechanical 69 

properties of hydrogels [12]. The inclusion of ferric ions in hydrogel formulations can 70 

improve stability and mechanical strength, consequently enhancing the performance and 71 

durability of the hydrogel as a topical formulation [13]. The potential applications of this 72 

hydrogel extend to the biomedical field, including wound healing and biosensors. 73 

Furthermore, silver nanoparticles (AgNPs) are a vital nanomaterial extensively 74 

employed in biomedical applications [14]. In addition, AgNPs-embedded hydrogels can play 75 

a crucial role in infection prevention and wound healing, often accomplished through their 76 

interaction with antibiotics or bioactive molecules, resulting in antibacterial action by 77 

deposition on the cell membrane [6, 14-17]. 78 

Besides antibiotics, herbal antibacterial andrographolide (AGP) from Andrographis 79 

paniculata has been proven to possess anti-inflammatory and anti-infection effects on wounds 80 

and traumatic lesions [18, 19]. Moreover, AGP demonstrates diverse biological activities, 81 

such as anti-inflammatory and antioxidant properties [20, 21]. Recently we introduced a novel 82 

gelatin-based hydrogel crosslinked with vanillin and ferric ion (GVF) that possesses unique 83 

characteristics, including shear-thinning behavior, rapid self-healing, and high swelling 84 

capacity, making it suitable for wound dressing applications. By incorporating silver 85 

nanoparticles (AGP-AgNPs), these GVF/AGP-AgNP hydrogels gain antimicrobial properties, 86 

with enhanced action against bacterial pathogens, (i.e., Escherichia coli, Staphylococcus 87 

aureus, and Burkholderia pseudomallei), and wound healing [22, 23]. 88 

In wound healing, it is crucial to facilitate the formation of new granulation tissue and 89 

expedite the migration of epithelial cells [24]. Generally, the process of wound healing begins 90 

with coagulation and hemostasis, which stop the bleeding. Within the clot, platelets become 91 

activated and release growth factors and cytokines. These molecules act as signals, prompting 92 

resident cells to initiate re-epithelialization, angiogenesis and the repair of connective tissue 93 

[25]. While GVF/AGP-AgNP hydrogels have shown remarkable promotion of wound 94 

healing, the elucidation of the causative molecular mechanisms remains elusive. Moreover, 95 

skin irritation represents a prominent concern in the formulation of topical products utilized 96 

within the realms of cosmetics, pharmaceuticals, and personal care. To address this concern, 97 

rabbit skin models are employed in accordance with the Organization for Economic Co-98 

operation and Development (OECD) test guideline 404 to evaluate the potential for skin 99 



 

 

irritation induced by commonly employed medical and cosmetic products [26]. Skin irritation 100 

can lead to discomfort, inflammation, and undesirable reactions, thereby jeopardizing the 101 

effectiveness and consumer acceptance of these products [27]. Consequently, the assessment 102 

of the impact of the GVF/AGP-AgNP hydrogel on skin irritation assumes paramount 103 

importance, given its potential to elicit adverse effects in the fields of skin and wound care. 104 

The primary aim of this study was to elucidate the molecular mechanisms underlying 105 

the enhanced wound healing effects of GVF/AGP-AgNP hydrogels. This investigation 106 

involves determining the mRNA expression profiles of dermal growth factors, shedding light 107 

on the genetic processes driving improved wound closure and tissue remodeling. 108 

Additionally, this study assessed the skin irritation potential of these hydrogels through 109 

standardized skin irritation tests (Fig. 1). The results further emphasize the promising 110 

therapeutic potential of GVF/AGP-AgNP hydrogels in skin and wound care, including their 111 

safe use in medical applications. 112 

 113 

MATERIALS AND METHODS 114 

Chemicals and reagents 115 

The gelatin used in this study was sourced from porcine skin and was obtained from 116 

Sigma-Aldrich in Germany. The vanillin used in the experiment was acquired from Sigma-117 

Aldrich in France. The iron (III) chloride hexahydrate (97%) was purchased from Loba 118 

Chemie. The silver nitrate (99.9%) was obtained from POCH™. Andrographolide (9 119 

mg/capsule) was sourced from Khaolaor Laboratories Co., Ltd (Samutprakarn, Thailand). For 120 

the experiments, deionized water (DI) with a specific resistivity of 18.2 MΩ•cm was obtained 121 

from a RiOsTM Type I Simplicity 185 water purification system by Millipore. Additionally, 122 

dimethylsulfoxide (DMSO) was purchased from Riedel-deHaën in Germany. Silver nitrate 123 

(AgNO3, 99.9%) was purchased from POCHTM, Poland. Curcumin synthetic grade (C21H20O6, 124 

pure > 97%) was purchased from TCI, Japan. Dimethylsulfoxide (DMSO, C2H6OS) was 125 

purchased from Fisher Scientific, UK. Potassium carbonate (K2CO3, ≥99.0%) was purchased 126 

from Merck, Germany. 127 

Synthesis of Andrographolide-stabilized silver nanoparticles (AGP-AgNPs) and the 128 

preparation of AGP-AgNPs composite into hydrogel (GVF/AGP-AgNPs) 129 

The AGP-AgNPs was synthesized following a method based on previous studies [22, 130 

23]. First, 3 mL of Andrographolide broth was dissolved in 24 mL of DI water in Erlenmeyer 131 

flask. Then, 3 mL of silver nitrate solution (20 mM) was added in Andrographolide solution. 132 



 

 

The mixture solution was stirred at room temperature for 3 hours. After that, the color of 133 

solution change from yellow to reddish brown to obtain the AGP-AgNPs. It was characterized 134 

by UV–vis spectroscopy and estimated the concentration of 0.44 nM based on an extinction 135 

coefficient of 31.3 108 M−1·cm−1 at 399.7 nm for 18 nm diameter citrate-silver 136 

nanoparticles. AGP-AgNPs composite into hydrogel (GVF/AGP-AgNPs) was prepared using 137 

gelatin as a starting material. The gelatin powder (0.48 g) was dissolved in 8 mL of AGP-138 

AgNPs solution and stirred until completely dissolved. Then, 1 mL of 20 wt% vanillin in 139 

ethanol was added in mixture solution. Next step, 1 mL of 0.1 M FeCl3.6H2O was added to 140 

mixture solution to formation of GVF/AGP-AgNPs hydrogels. 141 

Animals 142 

Twenty adult male Wistar rats, weighing between 190 and 210 g and aged 8 weeks, 143 

were procured from Nomura Siam International Co., Ltd., Bangkok, Thailand. Three female 144 

New Zealand rabbits age 15-week-olds, weighing between 2.5 and 3.0 kg, were procured 145 

from the National Laboratory Animal Center, Mahidol University, Nakhon Pathom, Thailand. 146 

These animals were housed in a controlled laboratory environment, maintaining a 12-hour 147 

light/12-hour dark cycle, a temperature of 22 ± 2 °C, and a relative humidity of 52%–54%. 148 

The animals were provided ad libitum access to standard rodent chow (CP Co., Ltd., 149 

Bangkok, Thailand) and sterile reverse osmosis water. Animal care adhered to the standards 150 

outlined in the eighth edition of the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals by the 151 

National Research Council. Ethical clearance for all experimental procedures was obtained 152 

from the Animal Care Committee at Thammasat University, Thailand, certified by the 153 

International Laboratory Accreditation Cooperation (protocol number: 01/2023). 154 

Surgical wound induction and sample collection 155 

Following a 7-day acclimation period, each rat underwent the surgical creation of two 156 

full-thickness skin incisions, each measuring 1 cm in diameter, on the dorsal region. This 157 

procedure was carried out under isoflurane anesthesia and strict sterilization protocols. 158 

Subsequently, the resultant skin wounds were subjected to treatment with either GVF/AGP-159 

AgNPs hydrogels or GVF gels. Daily wound cleaning and maintenance were performed, and 160 

at specified intervals (on days 7, 14, and 21 post-wounding), dermal tissue specimens were 161 

photographed and collected for detailed mRNA expression analysis of key dermal growth 162 

factors. Wound contraction percentages were carefully calculated to assess healing progress 163 

[6, 23]. 164 

RNA isolation and quantification assay 165 



 

 

RNA was meticulously extracted from skin tissue within the healing wound area using 166 

TRIzol reagent (Invitrogen Life Technologies, USA) in strict accordance with the 167 

manufacturer’s protocols. To ensure the purity of the RNA sample, DNase I treatment 168 

(Thermo Fisher Scientific Inc, USA) was performed to eliminate any potential genomic DNA 169 

contamination. Subsequently, cDNA synthesis was undertaken utilizing the High-Capacity 170 

cDNA Reverse Transcriptase Kit (Applied Biosystems, USA) following the manufacturer’s 171 

guidelines. The expression of genes closely associated with wound healing, specifically 172 

collagen 1, collagen 3, epidermal growth factor (EGF), fibroblast growth factor 2 (FGF-2), 173 

fibronectin, matrix metalloproteinase-1 (MMP-1), transforming growth factor-beta 1 (TGF-174 

β1), and vascular endothelial growth factor (VEGF), was evaluated using SYBR Green-based 175 

quantitative polymerase chain reaction (qPCR). Prior to this analysis, the primer sets had 176 

undergone thorough validation for specificity and efficiency via conventional qPCR, as 177 

detailed in previous work [6, 28]. A comprehensive list of the primers employed in this study 178 

is provided in Table 1. Then, the diluted cDNA and primers were combined with 179 

SsoAdvanced™ Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 180 

USA) in a total reaction volume of 20 µl for PCR amplification. Each PCR reaction, including 181 

both sample and nontemplate control reactions, was performed in duplicate and conducted in 182 

the CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories). The 183 

thermocycling program comprised 40 cycles, followed by an additional step for generating 184 

dissociation curves. For normalization and compensating for inter-PCR variability across 185 

experiments, beta ()-actin was included as the reference gene. In each independent 186 

experiment, both target and reference gene cDNAs were derived from equivalent RNA 187 

extractions and analyzed concurrently in the qPCR analysis. The relative mRNA expression 188 

was determined using the comparative Ct method, facilitated by CFX Manager™ software 189 

(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). The expression levels of the studied genes are 190 

presented as x-fold changes relative to the untreated control group. 191 

Skin irritation test 192 

Acute dermal irritation testing of the GVF/AGP-AgNP hydrogels was performed 193 

following the methods from Wang et al., 2017 [29]. To prepare for the test, the fur on the 194 

dorsal area of the rabbits was shaved along the trunk (5 cm × 5 cm) approximately 24 hours 195 

prior to the initiation of the experiment. For each rabbit, a 0.4 g sample of the test GVF/AGP-196 

AgNP hydrogel was moistened with 0.5 mL of 0.9% normal saline and applied to a cotton 197 

gauze patch, securely positioned in place. A separate untreated site was designated as the 198 



 

 

control. The treated sites were observed at 3 minutes, 1 hour, 4 hours, and 24 hours after 199 

application, with subsequent evaluations conducted at 48 hours, 72 hours, and on the 14th day 200 

thereafter. The observed reactions, including erythema, eschar formation, and edema, were 201 

assessed using a standardized scoring system for skin reactions. Each reaction was assigned a 202 

score on a scale of 0 to 4, with 0 indicating no effect and 4 indicating severe symptoms, as 203 

determined by the Draize scoring system for dermal reactions [30]. The scores for erythema, 204 

eschar formation, and edema were summed for each time point and divided by three to obtain 205 

the mean irritation score per time point. The mean scores were then compared to those of the 206 

control sites, where sterile distilled water was applied to the animals. To determine the hazard 207 

classification based on the PDII, a rating scale of 0 to 5 was used, with 0 indicating non-208 

irritation and values exceeding 5.0 indicating severe irritation [31]. The PDII is calculated 209 

based on the erythema and edema scores, as follows: 210 

 211 

PDII =
Total erythema (all time points) + Total edema (all time points)

Number of intervals × Number of animals
 

 212 

 213 

This standardized testing approach and scoring system allowed for the objective 214 

assessment of dermal reactions caused by the GVF/AGP-AgNP hydrogels. The PDII values 215 

obtained provide valuable information for classifying the irritant potential of these hydrogels, 216 

facilitating hazard classification and risk assessment. 217 

Statistical analysis 218 

The data were expressed as means ± SE. The significance of the differences between 219 

groups was analyzed by using unpaired T test. The level of significance was p < 0.05. All 220 

statistical tests and graph were analyzed and plotted using GraphPad Prism 8.0 (GraphPad 221 

Software Inc., San Diego, CA, USA). 222 

 223 

RESULTS 224 

Effect of GVF/AGP-AgNP hydrogels on dermal growth factors mRNA expression in 225 

rats 226 

The mRNA expression levels of collagen 1, collagen 3, EGF, FGF-2, fibronectin, 227 

MMP1, TGF-β1, and VEGF in the rat skin specimens were assessed using qRT-PCR, for 228 

treatment with the GVF/AGP-AgNPs hydrogel and the GVF gel alone. The dermal growth 229 

factor gene expression levels were normalized to the internal control gene (i.e., β-actin) and 230 

the level of each studied gene was compared to the levels in GVF gel alone group. The 231 



 

 

GVF/AGP-AgNP hydrogels demonstrated a significant upregulation of the mRNA expression 232 

of the targeted dermal growth factors, namely collagen 1 (by 77%), fibronectin (by 61%), 233 

MMP-1 (by 50%), and VEGF (by 41%), at day 7 compared to GVF alone. Furthermore, an 234 

increased mRNA expression of all targeted dermal growth factor, i.e., collagen 1 (by 49%), 235 

collagen 3 (by 48%), EGF (by 61%), fibronectin (by 31%), MMP-1 (by 57%), TGF‐β (by 236 

61%), and VEGF (by 43%) was observed at day 14. Additionally, the gene for fibronectin 237 

exhibited upregulation (by 54%) at day 21. Conversely, the pattern of downregulation of 238 

collagen 1 and MMP-1 mRNA expression was observed at day 14 compared to the GVF-239 

treated group at day 7, suggesting dynamic changes in ECM remodeling and cellular 240 

responses over time (Fig. 2). These findings suggest that GVF/AGP-AgNP hydrogels have the 241 

potential to enhance the expression of key genes involved in skin regeneration.  242 

 243 

Effect of GVF/AGP-AgNP hydrogels on skin irritation test in rabbits 244 

Table 2 presents dermal reactions following the application of GVF/AGP-AgNP 245 

hydrogel. Skin erythema was observed at 3 minutes, 1 hour, and 4 hours after patch removal 246 

in all rabbits. Additionally, irritation signs, including skin erythema, were observed at 24 247 

hours and 48 hours in rabbit’s number 1 and 2. No dermal reactions were observed at 48 248 

hours, 72 hours, and 14 days after applying the GVF/AGP-AgNP hydrogel patch. Notably, no 249 

edema was observed throughout the experimental time courses (Figure 3). Consequently, the 250 

PDII score was determined as 0.62, indicating mild irritability to rabbit skin according to the 251 

Draize classification. These results demonstrate that the GVF/AGP-AgNP hydrogel caused 252 

mild irritability to rabbit skin, as indicated by the presence of skin erythema at various time 253 

points. Overall, the dermal reactions observed in GVF/AGP-AgNP hydrogels were mild and 254 

temporary, and no significant edema was noted. These findings provide valuable insights into 255 

the potential irritant effects of the tested hydrogels on rabbit skin. 256 

 257 

DISCUSSION 258 

Advancing and optimizing wound healing strategies while minimizing adverse side 259 

effects requires the application of contemporary wound closure techniques. Hydrogels, with 260 

favorable physicochemical properties, biocompatibility, and the pharmacological effects of 261 

AGP, have emerged as promising biomaterials for wound healing [23]. 262 

AGP's anti-inflammatory and antibacterial properties make it particularly appealing 263 

for enhancing wound healing [18-21]. Additionally, AGP-AgNPs exhibit antibacterial 264 

activities through membrane neutralization, Ag+ release, induction of reactive oxygen species, 265 



 

 

maintenance of membrane integrity, and alteration of cell morphology [22, 32]. Moreover, the 266 

incorporation of bioactive compounds like vanillin gelatin and guar gum into hydrogel 267 

formulations alongside AgNP has shown potential in reducing skin lesions [23]. Furthermore, 268 

AgNPs have been shown to induce the differentiation of fibroblasts into myofibroblasts, a 269 

process that can significantly accelerate the rate of wound healing Consequently, the 270 

innovative combination of AGP/AgNP within vanillin gelatin hydrogel (i.e., GVF) represents 271 

a promising alternative for wound dressing with superior wound healing effects [23]. 272 

Based on a recent study by Talodthaisong et al. in 2023, GVF/AGP-AgNP hydrogels 273 

have demonstrated biocompatibility and an absence of toxicity. These hydrogels have also 274 

been shown to enhance wound healing by stimulating collagen production, reducing oxidative 275 

stress in cultured human dermal cells, and displaying antibacterial activity. Additionally, in rat 276 

skin wounds, GVF/AGP-AgNP hydrogels have enhanced wound contraction ratios and 277 

percentages of re-epithelialization. Histologically, these hydrogels recruit inflammatory cell 278 

markers to enhance wound dressing transition phases and promote collagen deposition [23]. 279 

Generally, the wound healing process comprises distinct phases, each involving 280 

various growth factors and cytokines [24, 25]. It starts with the exudative inflammation phase, 281 

characterized by the release of inflammatory mediators such as cytokines and immune cell 282 

recruitment in response to injury. Subsequently, the proliferation phase involves granulation 283 

tissue formation, driven by growth factors like TGF-β, FGF, VEGF, and various cytokines. 284 

Finally, the collagen-synthesis phase leads to scar tissue development and tissue remodeling, 285 

with the involvement of growth factors like platelet-derived growth factor, EGF, and 286 

additional cytokines crucial for tissue repair and regeneration [24, 25]. 287 

Here our findings demonstrate a significant upregulation of collagen 1, fibronectin, 288 

MMP-1, and VEGF mRNA expression at day 7, indicating that GVF/AGP-AgNP hydrogels 289 

have a rapid and positive impact on the expression of dermal growth factors critical for 290 

modifying the extracellular matrix in skin healing [33-37]. Furthermore, the sustained 291 

upregulation of collagen 1, collagen 3, EGF, fibronectin, TGF-β, and VEGF at day 14 292 

indicates a lasting effect on gene expression related to tissue repair and regeneration [33,34, 293 

37]. This demonstrates the potential therapeutic application of GVF/AGP-AgNP hydrogels in 294 

promoting skin healing. At day 21, the continued upregulation of the fibronectin genes further 295 

supports their enduring impact on extracellular matrix formation and re-epithelialization. 296 

Additionally, fibronectin maintains increased expression levels at day 28 (Unpublished data), 297 

signifying a persistent positive influence on extracellular matrix components crucial for tissue 298 

integrity [24, 25, 34]. Collagen I and MMP-1 mRNA expression were observed to be 299 



 

 

downregulated compared to the GVF-treated group at day 7, suggesting a potential regulatory 300 

effect of GVF/AGP-AgNP hydrogels on MMP-1, warranting further investigation into its 301 

implications for wound remodeling [24, 25, 36] 302 

Generally, T-cells play a pivotal role in influencing the quantity and functionality of 303 

EGF and FGF. The observed increase in collagen levels during the inflammatory phase (day 304 

7) can be attributed to monocyte induction, while neutrophils induce TGF-β, promoting the 305 

conversion of fibroblasts into myofibroblasts, ultimately contributing to collagen synthesis. 306 

Interestingly, the application of GVF/AGP-AgNP hydrogels resulted in a significant increase 307 

in collagen content, as demonstrated by Masson trichrome staining at day 14 [23] 308 

Additionally, findings from H&E staining indicated a pro-angiogenic tendency induced by the 309 

GVF/AGP-AgNP hydrogels. This angiogenic response is likely due to the increased VEGF 310 

gene expression at days 7 and 14 [33]. Furthermore, the upregulation of the fibronectin and 311 

TGF-β genes may further contribute to angiogenesis during the proliferation and vascular 312 

remodeling phases [24, 25, 34]. In addition to dermal growth factor expression, understanding 313 

the potential for skin sensitization is crucial for hazard and risk assessment in wound care 314 

[38]. 315 

It has been known that skin irritation evaluation included the assessment of redness 316 

caused by capillary hyperemia and observation of fluid swelling in the test skin tissue [26, 29, 317 

30] However, it's worth considering that the skin irritation scoring system, assessing erythema 318 

and edema in rabbit skin irritation tests, may be affected or inaccurate due to the presence of 319 

thicker and more pigmented skin associated with hair growth [26, 30]. This study’s findings 320 

displayed dermal reactions and irritability caused by GVF/AGP-AgNP hydrogels on rabbit 321 

skin. Upon the application of GVF/AGP-AgNP hydrogel, skin erythema was observed in all 322 

rabbits at various time points after patch removal, suggesting a potential inflammatory 323 

response to the hydrogel. However, it's worth noting that these irritant effects were not long-324 

lasting, as indicated by the absence of dermal reactions at 48 hours, 72 hours, and 14 days. 325 

Importantly, no edema was observed throughout the experimental period, indicating that this 326 

hydrogel composite did not cause significant swelling in the treated area. This suggests that 327 

the formulation of the hydrogel, incorporating andrographolide with silver nanoparticles, may 328 

have mitigated potential irritant effects [39, 40]. 329 

 330 

CONCLUSION 331 



 

 

This study explores the potential of gelatin-vanillin-ferric ion (GVF) hydrogels 332 

incorporating andrographolide-silver nanoparticles (AGP-AgNPs) to enhance wound healing 333 

and minimize skin irritation. GVF/AGP-AgNP hydrogels have demonstrated significant 334 

promise in wound healing previously [23]; however, the underlying molecular mechanisms 335 

and their effects on skin irritation remained incompletely understood. Here mRNA expression 336 

profiling of dermal growth factors in skin-wound specimens from male Wistar rats was 337 

conducted using RT-qPCR analysis. Additionally, a skin irritation test was performed 338 

following OECD guidelines, employing female New Zealand rabbits. Following treatment 339 

with GVF/AGP-AgNPs, acceleration in the healing process occurred. At the 7-day mark, 340 

significant gene upregulation was observed for collagen 3, FGF, fibronectin, and VEGF, 341 

signifying enhanced wound closure and tissue remodeling. Subsequently, at days 14 and 21, 342 

there was upregulation in collagen 1, collagen 3, EGF, TGF-β, fibronectin, and VEGF. 343 

Meanwhile MMP-1 was downregulated at days 7 and 14. These findings suggested enhanced 344 

cellular proliferation, extracellular matrix synthesis, and angiogenesis, further promoting 345 

continuous wound healing and tissue regeneration. Throughout the observation period, the 346 

areas treated with GVF/AGP-AgNP hydrogels consistently displayed reduced levels of 347 

erythema and edema compared to control sites. Furthermore, the implementation of a 348 

standardized scoring system yielded notably low primary dermal irritation indices for 349 

GVF/AGP-AgNP hydrogels. Collectively, these findings provide evidence supporting the 350 

feasibility of developing safer topical formulations for wound care. The promising results 351 

obtained warrant further exploration, including comprehensive human studies and clinical 352 

trials to advance wound healing therapies and skincare. 353 
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