
บทคัดย่อ
		  ชวีสารจากแบคทเีรยี  Brevibacillus laterosporus SA14 มฤีทธิต้์าน methicillin-resistant Staphylococcus 
aureus (MRSA) ทีเ่ป็นสาเหตหุลกัทีท่�ำให้เกิดบาดแผลแบบเรือ้รงั จงึได้สนใจศกึษาฤทธิข์องชีวสารในการสมานรอยแผล
ของเซลล์ผิวหนัง (HaCaT) โดยวิธี wound closure assay  และศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติโดยวิธี 
MTT assay  ปรากฎว่าชีวสารจากน�้ำเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Brev. laterosporus SA14 ที่เตรียมจากการตกตะกอนโปรตีน
ด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตความเข้มข้น 80 เปอร์เซนต์ ที่ความเข้มข้น 40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท�ำให้เกิดการเคลื่อนที่
ของเซลล์ HaCaT ได้เร็วกว่าเซลล์ HaCaT ที่บ่มเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อลูเรีย-เบอร์ทานิ  นอกจากนี้พบว่าชีวสารที่ระดับ
ความเข้มข้น 10-80 ไมโครกรัมโปรตีนต่อมิลลิลิตรไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติและสามารถกระตุ้นการ
เพิ่มจ�ำนวนของเม็ดเลือดขาว จึงมีความเป็นไปได้ที่จะน�ำชีวสารไปเป็นต้นแบบใช้ในการพัฒนาเป็นสารส�ำหรับการรักษา
บาดแผลได้ต่อไปในอนาคต

ค�ำส�ำคัญ : การสมานแผล ความเป็นพิษต่อเซลล์เม็ดเลือดขาว Brevibacillus laterosporus SA14
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Abstract
		  Biocompounds from Brevibacillus laterosporus SA14  possessed inhibitory activity against 
methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA), a major cause of chronic wounds. The effects of 
the biocompounds for wound healing of skin cells (HaCaT) was studied using wound closure assay.  
Cytotoxicity of biocompounds against white blood cell (WBC) was also monitored using MTT assay.  
It was found that biocompounds from Brev. laterosporus SA14 prepared by precipitation with 80% 
ammonium sulfate at a concentration of 40 µg protein/ml causes the movement of HaCaT cells 
faster than HaCaT cells cultured in Luria-Bertani medium. Interestingly, the biocompounds at
concentration of 10-80 µg/ml did not show cytotoxic effect to WBC and can stimulate WBC proliferation. 
These biocompounds have a potential to be used as a prototype compound for the treatment of 
wounds in the future.

Keywords : Wound Healing, Cytotoxicity Brevibacillus laterosporus SA14

บทน�ำ
		  การสมานแผล (Wound healing) เป็นกระบวนการซ่อมแซมเนือ้เยือ่ตามธรรมชาตทิีซ่บัซ้อน ปัจจบุนัได้มกีาร
ศึกษาเกี่ยวกับสารสกัดเพื่อการสมานแผลกันเป็นจ�ำนวนมาก ไม่ว่าจะเป็นทั้งจากพืช เช่น สารสกัดจากว่านหางจระเข้  
[1] สารสกัดจากใบบัวบก [2] รวมไปถึงชีวสารจากแบคทีเรียบางชนิดที่อาจน�ำไปประยุกต์ใช้ในทางการแพทย์ได้ เช่น        
ชีวสารที่อยู่ในน�้ำเลี้ยงเชื้อ Lactobacillus acidophilus (LS) สามารถกระตุ้นกระบวนการอักเสบ กระตุ้นการผลิต 
Tumor necrosis factor α (TNF-α) และกระตุ้นกระบวนการสร้างหลอดเลือดใหม่ ของ neuroblastoma cell line 
(Neuro-2a), chicken embryos and bovine embryos [3] ส่วนเอนไซม์โปรติเอส  (protease) ขนาดน�้ำหนักโมเลกุล 
30 กิโลดาลตัน ที่แยกท�ำบริสุทธิ์ได้มาจากน�้ำเลี้ยงเชื้อ Brevibacillus  laterosporus G4  ในระดับความเข้มข้น 1302 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (µg protein/ml) สามารถฆ่าพยาธิตัวกลมได้ภายในเวลา 48 ชั่วโมง แต่หากเป็นสารสกัดหยาบ
โปรตีน (crude protein) ที่ความเข้มข้นเดียวกัน จะฆ่าหนอนพยาธิได้ภายในเวลา 12 ชั่วโมง [4] และแบคทีเรีย  Brev. 
laterosporus บางสายพันธุ์ผลิต acrystalliferous protein ซ่ึงเป็นสารคล้ายโปรตีนมีฤทธ์ิในการต้านแมลงวันและ
ยุงลายได้  [5] ส�ำหรับแบคทีเรีย Brev. laterosporus SA14 ที่น�ำมาศึกษาในครั้งน้ีได้มีรายงานว่า มีฤทธิ์ต้าน
methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) [6] ซึ่งเป็นสาเหตุหลักในการเกิดบาดแผลเรื้อรัง  แต่ยังไม่
เคยมีรายงานเกี่ยวกับฤทธ์ิในการสมานแผลหรือความเป็นผิดต่อเซลล์ปกติ เพราะในการน�ำสารออกฤทธิ์ไปใช้จริงต้อง
ค�ำนึงถึงความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติด้วย ดังน้ันการวิจัยในคร้ังนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาฤทธิ์ของชีวสารที่ผลิตจาก
แบคทีเรีย  Brev. laterosporus SA14 ในการสมานแผลและความเป็นพิษต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติเพื่อน�ำไปใช้เป็น
ข้อมูลเบื้องต้นในการน�ำไปใช้พัฒนาเป็นยารักษาบาดแผลต่อไป

วิธีการวิจัย
การเตรียมชีวสารจากน�้ำเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Brev. laterosporus SA14
		  เพาะเลี้ยง Brev. laterosporus SA14 (ห้องปฎิบัติการเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยวลัยลักษณ์) ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลว Luria-Bertani (LB) (Scharlau, Spain)  ปริมาตร 500 มิลลิลิตร (มล.) ในขวด Duran ขนาดบรรจุ          
1000 มล. บ่มเลีย้งในตูเ้ลีย้งเชือ้แบบเขย่า (Cocono, Koria) ทีค่วามเรว็รอบ 150 รอบต่อนาท ีอณุหภมู ิ37 อาศาเซลเซยีส
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เป็นเวลา 10 วัน  จากนั้นน�ำไปปั่นเหวี่ยงที่อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 20 
นาที ด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง (Sorvall 5 C)  น�ำส่วนใสที่เรียกว่าน�้ำเลี้ยงเชื้อ (culture broth) และอาหารเหลว 
LB ทีไ่ม่ผ่านการเลีย้งเชือ้ไปตกตะกอนโปรตนีชวีสารด้วยแอมโมเนยีมซลัเฟตความเข้มข้น 80 เปอร์ซน็ต์ จากน้ันน�ำตะกอน
ไปละลายด้วย 0.5 M Phosphate Buffer Saline, PBS (Na2HPO4 8.9 กรัมต่อลิตร (ก./ล.), KH2PO4 6.8 ก/ล.)  และ
ท�ำการ dialysis (Pierce, France) เก็บส่วนใสไว้ส�ำหรบัการทดสอบวดัความเข้มข้นของโปรตนีในชวีสารด้วยวธิ ีBradford 
(Biorad, USA) โดยเทียบค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายโปรตีนตัวอย่างกับกราฟมาตรฐานของ Bovine serum 
albumin (BSA) (Merck, Germany) แล้วแบ่งเกบ็ชีวสารไว้ในตูแ้ช่แขง็ทีอ่ณุหภมู ิ-80 องศาเซลเซียส เพือ่รอการทดสอบ

การเพาะเลี้ยงเซลล์ HaCaT
		  เลีย้งเซลล์ HaCaT (p 40-46) ในอาหารเลีย้งเซลล์ Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (PAA, 
Austria) ซึง่มอีงค์ประกอบของ ทีม่ส่ีวนผสมของซีรัม่ลกูววั 10% (10% fetal bovine serum, FBS) (Invitrogen, USA), 
ยาปฏิชีวนะเพนนิซิลลิน/สเตร็ปโตมัยซิน 1% (1% penicillin/streptomycin)  (PAA, Austria) และกลูตามีน 2
มลิลโิมลาร์ (2 mM glutamine) (PAA, Austria)  ในตูค้วบคมุอณุหภมู ิ(CO incubator; Thermo Electron corporation, 
Germany) 37องศาเซลเซียส ปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) 5% และความชื้น 95 %  บ่มเลี้ยงไว้ 24-48 ชั่วโมง 
ก่อนที่จะน�ำมาท�ำการทดสอบ

การทดสอบความสามารถในการสมานแผลโดยศึกษาการเคลื่อนที่ของเซลล์ HaCaT
		  แยกเซลล์ HaCaT โดยการย่อยด้วยทริปซิน (trypsinization) แล้วน�ำไปเพาะเลี้ยงเซลล์ในขวดเลี้ยงเซลล์ 
(culture dish) ซึ่งมีพื้นที่ 21 ตารางเซนติเมตร ให้มีปริมาณ 3x105 เซลล์ ต่อ 1 culture dish  บ่มเลี้ยงในอาหารเลี้ยง
เซลล์ชนิด DMEM  ที่มี 10% FBS, 1% penicillin/streptomycin และ 2 mM glutamine ในตู้ควบคุมอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์  5%  และความชื้น 95% ไว้จนเซลล์เจริญเต็มพื้นที่ จากนั้นขูดเซลล์ออก
ให้มีพื้นที่ว่าง ล้างเซลล์ด้วย PBS ประมาณ 2-3 ครั้ง เพื่อให้เซลล์ที่ขูดหลุดออกมา แล้วจึงเติม DMEM (2% FBS, 1% 
penicillin/streptomycin) ลงไปน�ำไปบ่มเลี้ยงไว้เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นเติมชีวสารจาก Brev. laterosporus 
SA14  ที่ระดับความเข้มข้นของโปรตีนในชีวสารต่าง ๆ (10  ถึง 80 ไมโครกรัมโปรตีนต่อมิลลิลิตร) โดยท�ำเจือจางแบบ
สองเท่าเป็นล�ำดับ ลงไปใน culture dish  ส�ำหรับกลุ่มควบคุมใช้อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ซึ่งไม่ได้ผ่านการเลี้ยงเชื้อ และ 
PBS ในการทดสอบ  ส่วนควบคมุผลบวกใช้ Allantoin (Sigma, USA) (25 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร) ในการทดสอบ สงัเกต
การเคลื่อนที่ของเซลล์พร้อมถ่ายภาพเซลล์ที่เคลื่อนที่เข้ามายังบริเวณที่ได้ขูดเซลล์ออก เมื่อเวลา 30 นาที 3 ชั่วโมง 24 
ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง

การเพาะเลี้ยงเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติ
		  น�ำเลอืดทีไ่ด้รบับรจิาคมาเจอืจางด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ RPMI-1640 (PAA, Austria) ทีม่อีงค์ประกอบของ 10% 
FBS, 1% penicillin/streptomysin และ 2 mM glutamine ท่ีไม่ม ีCa2+ และ Mg2+ ในสัดส่วน 1:2 เตมิ Ficoll-Hypaque 
gradients (Lymphoprep: Robbin Scientific Corporation, Norway) ปริมาตร 4 มิลลิลิตรของ ต่อปริมาตรเลือด 
8 มิลลิลิตร น�ำไปปั่นเหวี่ยงที่ 3000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาทีแยก peripheral blood mononuclear cells 
(PBMCs) ล้างด้วย PBS น�ำเซลล์ใส่ในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI-1640 ที่มีองค์ประกอบต่าง ๆ  ครบถ้วน ท�ำการทดสอบ
3 ครั้ง ๆ  ละ 2 ซ�้ำ
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การศึกษาการมีชีวิตรอดของเซลล์เม็ดเลือดขาวโดยวิธี MTT assay
		  เพาะเลี้ยงเซลล์เม็ดเลือดขาวจ�ำนวนเซลล์ 1 x 105 เซลล์ต่อพื้นที่ 1.88 ตารางเซนติเมตร (24-well plate)         
ในอาหารเลีย้งเซลล์ RPMI-1640 ทีม่อีงค์ประกอบต่างๆ ครบถ้วน บ่มเลีย้งร่วมกันกบัชวีสารจากเช้ือ Brev. laterosporus  
SA 14 และอาหารเลี้ยงเช้ือ LB ท่ีไม่ผ่านการเลี้ยงเชื้อ (10 ถึง 80 ไมโครกรัมโปรตีนต่อมิลลิลิตร) บ่มเล้ียงเป็นเวลา
24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% และ ความช้ืน 95%  เติม MTT
(3-(4,5-dimethythiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 0.5 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร หลมุละ 200 ไมโครลิตร  
ผสมให้เข้ากัน น�ำไปบ่มในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 4 ชั่วโมงเพื่อที่จะให้ MTT ถูกเมทาบอไลท์ เป็นผลึก formazan 
เติม Dimethyl sulfoxide (DMSO) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เพื่อละลาย formazan  วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง 
microplate reader (Dynex/MRX microplate  reader, Switzerland) ที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตรแล้วหักลบ
ค่าที่ได้ออกจากค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 670 นาโนเมตร  ท�ำการทดสอบ 3 คร้ัง ๆ  ละ 2 ซ�้ำ โดยค�ำนวณ
จากสตูร ร้อยละของการมชีวีติรอด = (ค่าดดูกลนืแสงของหลมุทีใ่ส่สารทดสอบ/ค่าดดูกลนืแสงของควบคมุผลลบ) x 100

ผลการวิจัย
ความสามารถในการสมานแผลโดยการศึกษาการเคลื่อนที่ของเซลล์ HaCaT
		  จากการน�ำชีวสารที่ได้จากการตกตะกอนโปรตีนในน�้ำเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย Brev. laterosporus SA14 ด้วย
แอมโมเนียมซัลเฟตความเข้มข้น 80 เปอร์เซ็นต์ ที่ความเข้มข้นสุดท้าย (final concentration) 40 ไมโครกรัมโปรตีนต่อ
มิลลิลิตร ท�ำให้เซลล์ HaCaT มีการเคลื่อนที่มาปิดบาดแผลเล็กน้อยเมื่อเวลาผ่านไป 30 นาที และมีการเคลื่อนที่มากขึ้น
เมื่อเวลาผ่านไป 3 ชั่วโมง ไปจนถึงเวลา 48 ชั่วโมง ดังแสดงในภาพที่ 1 ส่วนสารสกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ที่เตรียม
เช่นเดียวกับตะกอนของน�้ำเลี้ยงเชื้อท�ำให้เซลล์ HaCaT มีการเคลื่อนที่มาเข้ามาเพียงเล็กน้อยเมื่อเวลาผ่านไป 16 ชั่วโมง 
และมีการเคลื่อนที่มากขึ้นเมื่อเวลาผ่านไป 28 ชั่วโมง ไปจนถึงเวลา 48 ชั่วโมง ดังแสดงในภาพที่ 2 ส่วน PBS ไม่ท�ำให้
เซลล์ HaCaT มีการเคลื่อนที่เข้ามาปิดบาดแผล ดังแสดงในภาพที่ 3 และ Allantoin ซึ่งใช้เป็นควบคุมผลบวกท�ำให้เซลล์ 
HaCaT มีการเคลื่อนที่เข้ามาเพียงเล็กน้อยเมื่อเวลาผ่านไป 16 ชั่วโมง และเห็นการเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กน้อยเมื่อครบ
เวลา 48 ชั่วโมง ดังแสดงในภาพที่ 4

การศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวโดยวิธี MTT assay
		  จากการน�ำชวีสารดงักล่าวในข้างต้นมาทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล์เมด็เลอืดขาวโดยดกูารมชีวีติรอดของเซลล์
เมด็เลอืดขาวเมือ่ใช้ชีวสารทีค่วามเข้มข้นต่าง ๆ  พบว่าชวีสารดังกล่าวทีค่วามเข้มข้น 10-80 ไมโครกรมัโปรตนีต่อมลิลลิติร 
ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์เม็ดเลือดขาว  แต่มีผลท�ำให้เซลล์เม็ดเลือดขาวปกติเพิ่มจ�ำนวนมากขึ้น ดังแสดงในภาพที่ 5
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ภาพที่ 1 การเคลื่อนที่ของเซลล์ HaCaT เมื่อทดสอบด้วยชีวสารที่ได้จากการตกตะกอนโปรตีนในน�้ำเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย  
Brev.  laterosporus SA 14 ด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตวามเข้มข้น 80 เปอร์เซนต์ 

(ความเข้มข้นสุดท้าย 40 ไมโครกรัมโปรตีนต่อมิลิลิตร) ใน 2% FBS

ภาพที่ 2 การเคลื่อนที่ของเซลล์ HaCaT เมื่อทดสอบด้วยสารสกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ที่ผ่านการตกตะกอน
ด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตวามเข้มข้น 80 เปอร์เซนต์ ใน 2% FBS
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ภาพที่ 3 การเคลื่อนที่ของเซลล์ HaCaT เมื่อทดสอบด้วย PBS ใน 2% FBS

ภาพที่ 4 การเคลื่อนที่ของเซลล์ HaCaT เมื่อทดสอบด้วย Allantoin ใน 2% FBS
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สรุปผลการวิจัยและวิจารณ์ผลการวิจัย
		  การน�ำชีวสารที่ได้จากน�้ำเลี้ยงเชื้อของแบคทีเรีย Brev. laterosporus SA14 มาทดสอบความสามารถในการ
สมานแผลของเซลล์ HaCaT ที่ความเข้มข้นสุดท้าย 40 ไมโครกรัมโปรตีนต่อมิลลิลิตร (µg protein/ml) ในอาหารเลี้ยง
เซลล์ที่มีองค์ประกอบของ 2% FBS พบว่าน�้ำเลี้ยงเชื้อของแบคทีเรีย Brev. laterosporus SA14 ที่เตรียมจากการตก
ตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตวามเข้มข้น 80 เปอร์เซนต์  ท�ำให้เซลล์ HaCaT เริ่มมีการเคลื่อนที่เข้ามาเร็วที่สุดเมื่อเวลา
ผ่านไป 30 นาที  ซึ่งน�้ำเลี้ยงเชื้อของแบคทีเรีย Brev. laterosporus SA14 สามารถกระตุ้นให้เซลล์มีการเคลื่อนที่เข้า
มายังบริเวณที่เกิดบาดแผลได้เร็วกว่าอาหารเล้ียงเช้ือ LB (ภาพท่ี 1 และ 2) จากผลการทดสอบข้างต้นแสดงให้เห็นว่า
ชีวสารจากน�้ำเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Brev. laterosporus SA14 มีฤทธิ์ในการท�ำให้เซลล์ HaCaT เคลื่อนที่เข้ามายังบริเวณ
ทีเ่กดิบาดแผลได้อย่างชดัเจนในอาหารเลีย้งเซลล์ซึง่มอีงค์ประกอบของ 2% FBS เนือ่งจากมกีารจ�ำกัดปรมิาณของปัจจยั
สนับสนุนการเจริญ (growth factor)  ใน FBS ไว้  การศึกษาครั้งนี้มีความสอดคล้องกับการศึกษาที่ผ่านมาที่พบว่าเมื่อ
มีการอักเสบ เช่น การติดเชื้อแบคทีเรียท�ำให้ epithelial cell ได้รับบาดเจ็บและจะส่งผลคือ ท�ำให้เกิดการซ่อมแซมและ
สมานบาดแผลอย่างรวดเรว็เพือ่ทีจ่ะปิดบาดแผลทีเ่กดิขึน้โดยท�ำให้เกดิการเคลือ่นที ่(migration) และกระตุน้ให้เกดิการ
แบ่งตัวเพิ่มจ�ำนวนของ epithelial cell จนกระทั่งบาดแผลปิด [7] จากการศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์เม็ดเลือดขาว
ปกติ พบว่าชีวสารจากเลี้ยงเชื้อของแบคทีเรีย Brev. laterosporus SA14 ที่เตรียมจากการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียม
ซัลเฟตวามเข้มข้น 80 เปอร์เซนต์ ที่ระดับความเข้มข้น 10-80 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์เม็ดเลือด
ขาวปกติ และสารสกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติเช่นกัน แต่ชีวสารดังกล่าว

ภาพที่ 5 การมีชีวิตของเซลล์เม็ดเลือดขาว เมื่อทดสอบด้วยชีวสารที่ได้จากน�้ำเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Brev. laterosporus 
SA14 ที่ผ่านการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตวามเข้มข้น 80 เปอร์เซ็นต์ (  )  และสารสกัดอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ที่

ผ่านการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตวามเข้มข้น 80 เปอร์เซนต์ (   )
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ยังท�ำให้เซลล์เม็ดเลือดขาวปกติเพิ่มจ�ำนวนมากขึ้น ซึ่งมีรายงานว่าเม็ดเลือดขาวจากคนปกติสามารถถูกกระตุ้นให้มีการ
แบ่งตัวเพิ่มจ�ำนวนมากขึ้นได้จาก bacterial antigen ของเชื้อ Mycobacterium tuberculosis [8] ดังนั้นคุณสมบัติ
ของชีวสารจากน�้ำเลี้ยงเชื้อ Brev. laterosporus SA14 ในการกระตุ้นการเคลื่อนที่ของเซลล์ HaCaT และไม่มีความเป็น
พษิกบัเซลล์เมด็เลอืดขาวปกต ิจงึอาจน�ำไปใช้ประโยชน์ในการพฒันาเป็นสารต้นแบบส�ำหรบัการรกัษาบาดแผลได้ต่อไป
ในอนาคต
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