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บทคัดย่อ

	 บทนำ�: เชื้อโปรไบโอติกสายพันธุ์ Lactobacillus sp. ถูกนำ�มาใช้ประโยชน์เพื่อสุขภาพในหลากหลาย

รูปแบบ การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของ Lactobacillus brevis (L. brevis) ต่อปัจจัยที่มีผลต่อ

กระบวนการซอ่มแซมเนือ้เยือ่ผวิในระยะการแบง่ตวั (proliferation) วธิดีำ�เนนิการวจิยั: ทำ�การเตรยีมเชือ้และ

องคป์ระกอบของเชือ้ L. brevis มาศกึษาฤทธิต์า้นออกซเิดชนัดว้ยวธิ ีFRAP และ ABTS assay ศกึษาการยบัยัง้

การทำ�งานของเอนไซม์คอลลาจีเนสด้วยวิธี collagenase assay และความสามารถในการกระตุ้นการแบ่งตัว

ของเซลล์ไฟโบรบลาสโดยวิธี MTT assay ผลการวิจัย:การศึกษาฤทธิ์ต้านออกซิเดชันทำ�การศึกษาด้วยวิธี 

FRAP และ ABTS พบว่า intact cell (109 cfu/mL) และ intracellular cell free extract (109 cfu/mL) มีฤทธิ์ต้าน

ออกซิเดชันแตกต่างอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (p<0.05) การศึกษาฤทธิ์ยับยั้ง

เอนไซม์คอลลาจีเนส พบว่า extracellular extract มีร้อยละการยับยั้งเอนไซม์คอลลาจีเนส ดีที่สุด เท่ากับร้อย

ละ 57.10±14.60 และการศกึษาการเพิม่การแบง่ตวัของเซลลไ์ฟโบรบลาส พบวา่ intracellular cell free extract 

มีแนวโน้มเพิ่มการแบ่งตัวของเซลล์ไฟโบรบลาส ส่วน extracellular extract สามารถเพิ่มการแบ่งตัวของเซลล์ 

ไฟโบรบลาสไดอ้ยา่งมนียัสำ�คญัทางสถติ ิ(p<0.05) สรปุผลการวจิยั: แสดงฤทธิต์า้นออกซเิดชนัของ L. brevis 

รวมถึงความสามารถในการยับยั้งเอนไซม์คอลลาจีเนส และผลต่อการแบ่งตัวของเซลล์ ผลโดยรวมอาจเป็น

ประโยชน์ต่อการศึกษาเชิงลึกต่อไปในการพัฒนาผลิตภัณฑ์จาก L. brevis ที่ใช้ในการดูแลผิวหนัง 

คำ�สำ�คัญ: Lactobacillus brevis การต้านออกซิเดชัน เอนไซม์คอลลาจีเนส เซลล์ไฟโบรบลาส
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Effect of Lactobacillus brevis on Skin Tissue Repair: Antioxidative Effect, 

Anti-collagenase and Stimulation of Fibroblast Cell Proliferation.
Pinchapat Thanasanwanich1, Supatra Porasuphatana2*

Abstract

	 Introduction: Lactobacillus sp, a probiotic bacteria, has long been used for health promotion 

purposes. This study aimed to investigate factors that affect the proliferation phase of skin tissue repair. 

Methods: Cell and cellular components of Lactobacillus brevis (L. brevis) were prepared to studied 

antioxidative effect by FRAP and ABTS assays, Anti-collagenase activity by collagenase assay and 

fibroblast cell proliferation by MTT assay. Results: Results showed significance differences antioxidant 

activity by FRAP and ABTS technique for intact cell and intracellular cell free extract 109cfu/mL (p<0.05). 

Anti-collagenase activity result showed extracellular extract exhibited the highest anti-collagenase 

activity at 57.10±14.60%. For stimulation of fibroblast proliferation, intracellular cell free extract  

demonstrated the tendency to increase the fibroblast proliferation and extracellular extract showed a 

significant increase in fibroblast proliferation (p<0.05). Conclusion: This study, therefore, showed 

antioxidant activity of L. brevis as well as anti-collagenase activity and cell proliferative effect which 

could be beneficial for the advanced knowledge in the development of skin products from L. brevis to 

be used for skin care.
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บทนำ� 
	 Lactobacillus brevis เปน็แบคทเีรยีในกลุม่

ที่สร้างกรดแลกติก (Lactic acid bacteria) ซึ่งในอดีต

มีการนำ�แบคทีเรียกลุ่มที่สร้างกรดแลกติกมาใช้

ประโยชนโ์ดยการชว่ยปรบัสมดลุของระบบลำ�ไส ้และ

การกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย (Ouwehand 

et al., 2002) นอกจากคณุประโยชนด์งักลา่ว ยงัมกีาร

ศกึษาถงึประโยชนเ์กีย่วกบัผวิหนงั ไดแ้ก ่การลดอบุตัิ

การณก์ารเกดิโรคผวิหนงัอกัเสบ (West et al., 2009) 

การลดการอักเสบของสิว (Kang et al., 2009) และ
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ปิญชาน์พัชร์ ธนสรรวนิช และคณะ
ปีที่ 10 ฉบับที่ 3 ก.ย.-ธ.ค. 2557

ว. เภสัชศาสตร์อีสาน

การเพิ่มระดับเซราไมด์ในผิวหนัง (Marzio et al., 

2003)

	 ผวิหนงัทำ�หนา้ทีใ่นการปอ้งกนัรา่งกายจาก

สิ่งแวดล้อมภายนอก (Holbrook, 1991) ซึ่งเมื่อเกิด

การบาดเจ็บบริเวณผิวหนัง ร่างกายจะมีกลไกในการ

ซ่อมแซมเนื้อเยื่อใหม่ขึ้นมาทดแทน โดยเซลล์ไฟ  

โบรบลาสในชัน้หนงัแทจ้ะมบีทบาทสำ�คญัในการสรา้ง

เส้นใยและองค์ประกอบต่าง ๆ ภายในเซลล์ผิวใหม่  

(Li et al., 2007) อย่างไรก็ตามในระยะที่มีการสร้าง

เซลล์ผิวหนังใหม่ หากร่างกายได้รับผลกระทบจาก

อนุมูลอิสระที่มากเกินไปจนเกิดภาวะ oxidative 

stress ภาวะดังกล่าวจะกระตุ้นให้เอนไซม์คอลลาจี

เนสทำ�งานมากขึ้น ส่งผลให้เกิดการทำ�ลายเส้นใยคอ

ลลาเจนมากขึ้นด้วย (Fisher et al., 2008) และอาจ

ทำ�ให้ผิวหนังที่ได้รับบาดเจ็บไม่สามารถซ่อมแซม

ตนเองได้ตามระยะเวลา

	 ดังนั้นในระยะที่มีการซ่อมแซมเซลล์ผิวนี้

ร่างกายจึงจำ�เป็นจะต้องได้รับสารต้านอนุมูลอิสระ 

(antioxidant) จากภายนอกร่างกายเพื่อช่วยป้องกัน

การทำ�ลายโครงสร้างปกติของผิวหนัง โดยสารต้าน

อนมุลูอสิระทีม่บีทบาทสำ�คญั ไดแ้ก ่วติามนิซ ี(ascor-

bic acid), วติามนิอ ี(tocopherols) (Cadenas, 1995) 

ซึง่ในปจัจบุนัสารสกดัจากพชืและสมนุไพรหลายชนดิ 

ถูกนำ�มาศึกษาฤทธิ์ต้านออกซิเดชันเพื่อนำ�ไป

ประยุกต์ใช้สำ�หรับเป็นผลิตภัณฑ์เพื่อสุขภาพ เช่น 

สารสกดัจากงา (Srisayam et al., 2014) สารสกดัจาก

ใบบวับก (Satsue et al., 2014) เปน็ตน้ นอกจากสาร

ต้านอนุมูลอิสระที่ได้จากพืชสมุนไพร และผลไม้ 

ปัจจุบันพบรายงานการศึกษาฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน

ของแบคทีเรียกลุ่มที่สร้างกรดแลกติก โดยการศึกษา

องค์ประกอบของเชื้อที่มีชีวิต (intact cell) และองค์

ประกอบภายในเซลลแ์บคทเีรยีทีท่ำ�ใหแ้ตก (intracel-

lular cell free extract) ซึ่งผลการศึกษาพบว่า องค์

ประกอบทั้งสองของแบคทีเรียกลุ่มนี้มีคุณสมบัติใน

การตา้นออกซเิดชนัได ้(Lin and Yen, 1999; Lin and 

Change, 2000; Li et al., 2012) นอกจากนีก้ารศกึษา

ที่เกี่ยวข้องกับการกระตุ้นการหายของบาดแผล พบ

ว่า L. brevis สามารถกระตุ้นการซ่อมแซมบาดแผล

และทำ�ให้แผลหายเร็วขึ้นโดยลดระยะเวลาในช่วงที่มี

การอักเสบของบาดแผล (Zahedi et al., 2011) 

อย่างไรก็ตามการศึกษาที่ เกี่ยวข้องกับผลของ 

L. brevis ตอ่ปจัจยัอืน่ ๆ  ทีเ่กีย่วขอ้งกบัการซอ่มแซม

ผิวหนังยังมีรายงานการศึกษาค่อนข้างจำ�กัด

	 จากการทบทวนวรรณกรรม พบวา่ ปจัจยัที่

มีผลต่อกระบวนการซ่อมแซมผิว อาจเกิดได้จากการ

ที่ผิวหนังได้รับผลกระทบจากอนุมูลอิสระ ซึ่งเป็น

ตัวการสำ�คัญในการทำ�ลายโครงสร้างและหน้าที่ของ

ผิว อีกทั้งยังส่งผลให้กระบวนการซ่อมแซมเซลล์ผิว

ใหมผ่ดิปกต ิและเปน็สาเหตหุนึง่ทีท่ำ�ใหเ้กดิความชรา

ของผวิหนงัได ้อยา่งไรกต็ามปจัจยัทีเ่กีย่วขอ้งกบัการ

ซ่อมแซมเนื้อเยื่อผิวยังขึ้นอยู่กับความสามารถของ

เซลล์ไฟโบรบลาสในการแบ่งตัวและสร้างเส้นใยคอล

ลาเจน ดงันัน้ในการศกึษาครัง้นีผู้ว้จิยัจงึมคีวามสนใจ

ที่จะศึกษาผลของ L. brevis ต่อปัจจัยที่อาจมีผลต่อ

การซ่อมแซมเซลล์ผิวหนังในระยะที่มีการสร้าง

เนือ้เยือ่ผวิหนงัใหม ่(proliferation phase) โดยทำ�การ

ศึกษาถึงความสามารถของ L. brevis ในการต้าน

ออกซเิดชนั (antioxidant activity) ฤทธิย์บัยัง้เอนไซม์

คอลลาจีเนส (anti-collagenase activity) และความ

สามารถในการกระตุน้การเพิม่จำ�นวนหรอืการแบง่ตวั

ของเซลล์ไฟโบรบลาส (fibroblast proliferation) 

วิธีดำ�เนินการวิจัย 
	 เชือ้แบคทเีรยี Lactobacillus brevis subsp. 

brevis TISTR 868 (สัง่ซือ้จากสถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์

และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย) บ่มใน MRS Broth 

(Difco, U.S.A) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 18 ชั่วโมง การหาปริมาณเชื้อตั้งต้นใช้วิธี 

spread plate โดยปรมิาณเชือ้ตัง้ตน้ทีใ่ชใ้นการทดลอง 

คือ 1-2 × 109 colony forming unit/mL (cfu/mL) 
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	 1. 	 การเตรยีมสารทดสอบ (ดดัแปลงจาก 

Lin and Chang, 2000)

		  หลังบ่มเชื้อเป็นเวลา 18 ชั่วโมง นำ�ไป

แยกเชื้อแบคทีเรียด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงสาร (Har-

monic Model PLC-012: Germany) ที ่4,400×g เปน็

เวลา 10 นาท ีแยกสว่นใสสำ�หรบัเตรยีมเปน็ extracel-

lular extract (ดัดแปลงตามวิธีการเตรียม cell- free 

culture supernatants (CFCSs) ของ Messaoudi et 

al., 2005) นำ�ไปวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง และกรอง

ด้วย 0.2 syringe membrane filter ส่วนของเชื้อ

แบคทเีรยีทีแ่ยกสว่นใสออก (cell pellet) นำ�มาปัน่ลา้ง

เซลล์อีกครั้งด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (NaCl 

0.85%, KCl 2.68 mM, Na
2
HPO

4
 10 mM, KH

2
PO

4
 

1.76 mM ปรับ pH เป็น 5.8) เป็นเวลา 10 นาที เพื่อ

ใช้สำ�หรับเตรียม intact cell และ intracellular cell 

free extract

		  การเตรยีม intact cell จะนำ� cell pellet 

ของเชื้อ 109 cfu/mL มาล้างเซลล์อีก 2 ครั้งและ

แขวนลอยด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ จากนั้น

ทำ�การเจอืจางเชือ้แบคทเีรยีเปน็ 108 และ 107 cfu/mL 

ตามลำ�ดับ โดยในการทดสอบด้วย intact cell จะใช้

ส่วนของ cell pellet ของเชื้อ 107, 108 และ 109 cfu/

mL เพื่อใช้ในการทดสอบปฏิกิริยา 

		  การเตรียม intracellular cell free ex-

tract จะนำ� cell pellet ของเชื้อ 109 cfu/mL ที่ได้จาก

การปั่นล้างด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ มาล้า

งด้วยนํ้ากลั่นจำ�นวน 2 ครั้ง และแขวนลอยด้วยนํ้า

กลั่น จากนั้นทำ�การเจือจางเชื้อแบคทีเรียเป็น 108 

และ 107 cfu/mL ตามลำ�ดบั และนำ�เชือ้แบคทเีรยี 107, 

108 และ 109 cfu/mL ไปทำ�ให้เซลล์แตกด้วยเครื่อง 

Ultrasonic Homogenizer (Vibra cell, SONICS: 

U.S.A.) (pulse 50 sec, pause 10 sec, amplitude 

60%) เปน็เวลา 8 นาท ีและหมนุปัน่เหวีย่งที ่7,800×g 

เป็นเวลา 10 นาที เพื่อแยกส่วนใสสำ�หรับเตรียมเป็น 

intracellular cell free extract 

	 2. 	 การศกึษาฤทธิต์า้นออกซเิดชนัดว้ย

วิธี Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP 

assay) (ดัดแปลงจาก Benzie and Strain, 1996)

		  เตรียม FRAP reagent โดย acetate 

buffer ความเข้มข้น 300 mM ผสมกับสารละลาย 

TPTZ (Sigma Aldrich, USA) ความเข้มข้น 10 mM 

(ละลายใน HCl 40 mM) และสารละลายเฟอริกคลอ

ไรด์ (FeCl
3
) 20 mM ในอัตราส่วน 10:1:1 และนำ�ไป

ทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน โดยการทดสอบด้วย 

intact cell จะทำ�การเติม FRAP reagent ปริมาตร 1 

mL ลงใน cell pellet ตัง้ทิง้ไวเ้ปน็เวลา 5 นาท ีและนำ�

ไปหมนุปัน่เหวีย่งที ่4,400×g เปน็เวลา 5 นาท ีสำ�หรบั

การทดสอบด้วย intracellular cell free extract และ 

extracellular extract จะเติมสารทดสอบปริมาตร 20 

µL ลงใน FRAP reagent สังเกตปฏิกิริยาการเปลี่ยน

ส ีและนำ�ไปวดัคา่การดดูกลนืแสงดว้ยเครือ่ง microplate 

reader (Sunrise, Tecan: Austria) ที่ความยาวคลื่น 

593 nm 

	 3. 	 การศกึษาฤทธิต์า้นออกซเิดชนัดว้ย

วิธี ABTS decolorization (ดัดแปลงจาก Re et al., 

1999)

		  เตรียม ABTS Reagent โดยเตรียม 

2,2’-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic 

acid) diammo-nium salt (ABTS) (Sigma Aldrich, 

USA) ความเข้มข้น 7 mM ละลายในนํ้ากลั่น และ

สารละลาย potassium persulfate (K
2
S

2
O

8
) (Sigma 

Aldrich, USA) ความเข้มข้น 2.45 mM ละลายในนํ้า

กลั่น จากนั้นทำ�การผสมสารละลายทั้ง 2 ชนิด ใน

อัตราส่วน 2:1 เก็บไว้ในที่ปราศจากแสง ที่อุณหภูมิ

ห้องเป็นเวลา 16 ชั่วโมงก่อนเริ่มทดสอบ จะได้

สารละลาย ABTS.+ ที่มีสีเขียวเข้ม ก่อนเริ่มการ

ทดสอบ นำ�สารละลาย ABTS.+ มาเจือจางด้วยนํ้า

บริสุทธิ์ ให้ได้ค่าการดูดกลืนแสงอยู่ในช่วง 0.9-1.2 

เมื่อวัดด้วยเครื่อง microplate reader (Sunrise,  

Tecan, Austria) ที่ความยาวคลื่น 415 nm
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		  โดยการทดสอบดว้ย intact cell ทำ�การ

เติมสารละลาย ABTS.+ ที่เจือจางแล้วปริมาตร 1 mL 

ลงใน cell pellet ตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 5 นาที และนำ�ไป

หมุนปั่นเหวี่ยงที่ 4,400×g เป็นเวลา 5 นาที สำ�หรับ

การทดสอบด้วย intracellular cell free extract และ 

extracellular extract จะเติมสารทดสอบปริมาตร 20 

µL ลงในสารละลาย ABTS.+ ทีเ่จอืจาง สงัเกตปฏกิริยิา

การเปลี่ยนสี และนำ�ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วย

เครื่อง microplate reader ที่ความยาวคลื่น 415 nm 

		  ในการทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันจะ

ใชส้ารมาตรฐาน Trolox (Sigma Aldrich, USA) เปน็ก

ลุ่ม positive control กลุ่ม control 1 ใช้นํ้ากลั่นเพื่อ

เปรียบเทียบผลของสารทดสอบ intact cell และ in-

tracellular cell free extract และกลุ่ม control 2 ใช้

อาหารเลีย้งเชือ้ MRS Broth เพือ่เปรยีบเทยีบกบัสาร

ทดสอบ extracellular extract สำ�หรับการแสดงผล

ของฤทธิต์า้นออกซเิดชนั จะแสดงผลในรปูของ Trolox 

equivalence 

	 4. 	 การทดสอบฤทธิย์บัยัง้เอนไซมค์อล

ลาจเีนสดว้ยวธิ ีCollagenase assay (ดดัแปลงจาก 

Thring et al., 2009)

		  เตรียมสารตั้งต้น N- [3-(2-Furyl) 

acryIoyl]-Leu-Gly-Pro-Ala  (FALGPA) (Sigma 

Aldrich, USA) ที่ความเข้มข้น 1 mM ใน Tricine 

buffer (Tricine 50 mM เติม NaCl 400 mM และ10 

mM CaCl
2 
ปรับpH เท่ากับ 7.5) และสารละลาย Col-

lagenase (Collagenase from Clostridium histolyti-

cum EC 3.4.24.3) (Sigma Aldrich, USA) 2 units/

mL ในนํ้าเย็น 

		  เริ่มทดสอบปฏิกิริยาโดยการเติมสาร

ทดสอบ ปริมาตร 5 µL และเอนไซม์คอลลาจีเนส 

ปริมาตร 5 µL ลงใน FALGPA ปริมาตร 95 µL และ

นำ�ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง microplate 

reader (Accu Reader, Metertech, Taiwan) ที่

ความยาวคลื่น 340 nm โดยการวัดการเปลี่ยนแปลง

คา่การดดูกลนืแสงตามเวลา (kinetic measurement) 

การแสดงผลฤทธิย์บัยัง้เอนไซมค์อลลาจเีนส แสดงผล

ในรปูของรอ้ยละการยบัยัง้เอนไซม ์(% Enzyme inhi-

bition)

	 5. 	 การทดสอบการเพิม่การแบง่ตวัของ

เซลล์ด้วยวิธี MTT (ดัดแปลงจาก Niyomploy et al., 

2009)

		  เซลลไ์ฟโบรบลาสทีใ่ชใ้นการวจิยัครัง้นี้

เป็นเซลล์ไฟโบรบลาสจากผิวหนังบริเวณหน้าผาก 

(Human forehead fibroblast: HFF) ได้รับความ

อนเุคราะหจ์าก ผศ.ดร.วไิลรตัน ์ลีอ้นนัตศ์กัดิศ์ริ ิสาขา

วิชาชีววิทยา สำ�นักวิชาวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัย

เทคโนโลยสีรุนาร ีโดยเซลลไ์ฟโบรบลาส (passage 5) 

ถูกเพาะเลี้ยงใน T-75 flask ใน Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium (DMEM) (GIBCO, U.S.A) ซึ่งเติม 

10% fetal bovine serum (FBS) 1% antibiotic 

Penicillin and Strepto-mycin (BIOCHOM, Berlin 

Germany) ทำ�การเพาะเลี้ยงเซลล์ที่ตู้เลี้ยงเซลล์

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 5% CO
2 
เมื่อเซลล์เจริญ

เตบิโตรอ้ยละ 80 นำ�เซลลไ์ฟโบรบลาสใสล่งใน 96 well 

plate ปริมาณเซลล์เริ่มต้น 2x104 เซลล์ต่อหลุม โดย

เซลล์ที่ใช้ในการวิจัยเป็นเซลล์ passage ที่ 7-8 บ่ม

เซลล์เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบ 24 ชั่วโมง ทำ�การ

เปลีย่นอาหารเลีย้งเซลลเ์ปน็ DMEM ทีป่ราศจากการ

เติมซีรัมและยาปฏิชีวนะ นำ�ไปบ่มต่อในตู้เลี้ยงเซลล์

เป็นเวลา 3 ชั่วโมง เปลี่ยนอาหารชนิดที่ไม่มีซีรัมและ

ยาปฏิชีวนะอีก 1 ครั้งแล้วบ่มต่อเป็นเวลา 3 ชั่วโมง 

เติมสารทดสอบได้แก่ intracellular cell free extract 

และ extracellular extract และบ่มต่อเป็นเวลา 24 

ชัว่โมง เมือ่ครบเวลาบม่ทำ�การทดสอบการมชีวีติของ

เซลล์ด้วยวิธี MTT assay โดยทำ�การล้างเซลล์ด้วย 

Phosphate buffered saline pH 7.4 (PBS) (GIBCO, 

USA) และเติมสารละลาย MTT (Sigma Aldrich, 

USA) ความเข้มข้น 0.5 mg/mL ใน PBS ปริมาตร 

150 µL ลงในเซลล์แต่ละหลุมและบ่มต่อเป็นเวลา 4 
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ชั่วโมง จากนั้นดูดสารละลาย MTT ออก และเติม 

Dimethyl sulfoxide (DMSO) 150 µL ทำ�การเขย่า

เบาๆเพื่อละลายผลึก formazan และนำ�ไปวัดค่าการ

ดูดกลืนแสงที่ 570 nm ด้วยเครื่อง microplate 

reader (Sunrise, Tecan, Austria) การแสดงผลของ

การเพิ่มการแบ่งตัวของเซลล์ แสดงผลในรูปร้อยละ

การมีชีวิตของเซลล์ (% cell viability)

การวิเคราะห์ข้อมูล 
	 การอธบิายผลการทดลองจะใชส้ถติพิรรณนา 

(Descriptive statistic) แสดงผลเป็นค่าเฉลี่ย ± ส่วน

เบี่ยงเบนมาตรฐาน (Means±SD) การเปรียบเทียบ

ความแตกต่างของค่าเฉลี่ยระหว่างกลุ่มทดลองและ

กลุ่มควบคุมในการทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของ 

intact cell และ intracellular cell free extract และ

การเพิ่มจำ�นวนเซลล์ไฟโบรบลาสของ intracellular 

cell free extract ใช้สถิติ One way ANOVA และใช้

สถิติ Independent t-test สำ�หรับเปรียบเทียบความ

แตกต่างระหว่าง extracellular extract และกลุ่ม

ควบคุมในการทดสอบการเพิ่มการแบ่งตัวของเซลล์

ไฟโบรบลาส โดยกำ�หนดระดับนัยสำ�คัญทางสถิติ 

p<0.05 

ผลการวิจัย 
	 1. 	 ศึกษาฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน

		  การศึกษาครั้งนี้ทำ�การศึกษาฤทธิ์ต้าน

ออกซิเดชันของเชื้อ L. brevis ด้วยวิธีที่มีกลไกการ

ต้านออกซิเดชันที่แตกต่างกัน 2 วิธีได้แก่ FRAP as-

say และ ABTS assay โดยใช้สารทดสอบคือ intact 

cell, intra-cellular cell free extract และ extracel-

lular extract 

		  ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน

ของ extracellular extract พบว่าเมื่อเติมสารทดสอบ 

extracellular extract ลงใน FRAP reagent พบการ

เปลี่ยนแปลงจากสีชาอ่อนของ FRAP reagent เป็น

สนีํา้เงนิได ้เชน่เดยีวกบัการทดสอบดว้ยวธิ ีABTS ซึง่ 

extracellular extract สามารถเปลี่ยนสีเขียวของ 

ABTS reagent ใหจ้างลงได ้อยา่งไรกต็ามการทดสอบ

ทั้ง 2 วิธี เมื่อเปรียบเทียบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของ 

extracellular extract กับกลุ่มควบคุม (control 2) ที่

มีการเติมอาหารเลี้ยงเชื้อ (MRS Broth pH 5.8) พบ

วา่กลุม่ควบคมุสามารถเปลีย่นส ีFRAP reagent และ 

ABTS reagent ได้เช่นเดียวกัน และค่าการดูดกลืน

แสงของกลุม่ควบคมุทีม่กีารเตมิอาหารเลีย้งเชือ้ MRS 

Broth ไม่แตกต่างเมื่อเปรียบเทียบกับการเติมสาร

ทดสอบ extracellular extract (ไมไ่ดแ้สดงผล) สำ�หรบั

ผลการศกึษาฤทธิต์า้นออกซเิดชนัของ intact cell และ 

intracellular cell free extract แสดงผลการทดลองใน

รูปของค่า Trolox equivalence (ตารางที่ 1)
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ตารางที่ 1 	 ฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของ intact cell, intracellular cell free extract ในรูปของค่า Trolox equiv-

alence 

 Test sample FRAP (µg Trolox) (n=4) ABTS (µg Trolox) (n=4)

Control 1 (DI water)

Intact cell

 	 107 cfu/mL

 	 108 cfu/mL 

 	 109 cfu/mL 

Intracellular cell free extract

	 107 cfu/mL

	 108 cfu/mL 

 	 109 cfu/mL  

5.00 ± 1.00

8.75 ± 2.47

13.13 ± 1.70

87.88 ± 10.80* 

9.13 ± 2.10

10.67 ± 0.77

36.88 ± 3.09*

0

0

82.00 ± 19.53*

442.25 ± 31.90*

29.25 ± 13.38

112.25 ± 21.11*

365.25 ± 15.09*

หมายเหตุ: *p<0.05

		  จากตารางที ่1 แสดงฤทธิต์า้นออกซเิดชนั 

ของ intact cell, intracellular cell free extract ของ

เชื้อ L. brevis ซึ่งเมื่อทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน

ด้วยวิธี FRAP และ ABTS ผลการศึกษาพบว่า  

ทั้ง intact cell และ intracellular cell free extract จะ

มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันสูงขึ้นเมื่อเพิ่มปริมาณเชื้อ

แบคทเีรยี โดยเมือ่ทดสอบดว้ยวธิ ีFRAP พบวา่ intact 

cell 109 cfu/mL และ intra-cellular cell free extract 

ที่ได้จากเชื้อ 109 cfu/mL มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันแตก

ต่างอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่ม

ควบคุม (p<0.05) สำ�หรับการทดสอบด้วยวิธี ABTS 

พบว่าสารทดสอบ intact cell และ intracellular cell 

free extract ที่ความเข้มข้น 108 และ109 cfu/mL 

มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันแตกต่างอย่างมีนัยสำ�คัญทาง

สถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (p<0.05)

	

	 2. 	 ทดสอบฤทธิย์บัยัง้เอนไซมค์อลลาจเีนส

		  การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์คอลลา

จีเนสของสารทดสอบในกลุ่ม intracellular cell free 

extract และ extracellular extract ซึ่งเตรียมจากเชื้อ

แบคทีเรีย L. brevis (รูปที่ 1) ซึ่งผลการศึกษาแสดง

ให้เห็นว่าสารทดสอบทั้ง 2 กลุ่มสามารถยับยั้งการ

ทำ�งานของเอนไซมค์อลลาจเีนสได ้โดย extracellular 

extract มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์คอลลาจีเนสดีที่สุดคือ 

ร้อยละ 57.10 ± 14.60 รองลงมาคือสารทดสอบใน

กลุม่ intracellular cell free extract (107-109 cfu/mL) 

โดยมีร้อยละของการยับยั้งเอนไซม์คอลลาจีเนสเพิ่ม

ขึน้ตามความเขม้ขน้ของปรมิาณเชือ้ทีใ่ชใ้นการเตรยีม

สารทดสอบ ได้แก่ร้อยละ 19.97 ± 11.94, 29.62 ± 

1.70 และ 33.51 ± 18.50 ตามลำ�ดับ 
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รูปที่ 1 	 ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์คอลลาจีเนสของสาร

ทดสอบ intracellular cell free extract 

(107-109 cfu/mL) และ extracellular 

extract เมื่อทดสอบด้วย collagenase 

assay (Means ± SD) (n= 3) (I = intra-

cellular cell free extract, E = extracel-

lular extract)

	

	 สำ�หรับสารทดสอบในกลุ่ม intact cell พบ

ว่าเชื้อมีความขุ่นและรบกวนการวัดค่าการดูดกลืน

แสงทำ�ให้ผลการทดสอบมีความคลาดเคลื่อนมาก ใน

การศึกษาครั้งนี้จึงไม่ได้แสดงผลการทดสอบของ in-

tact cell

	 3. 	 ทดสอบการเพิ่มการแบ่งตัวของ

เซลล์ไฟโบรบลาส

		  ผลการศึกษาการแบ่งตัวของเซลล์ไฟ

โบรบลาสหลังจากการบ่มสารทดสอบเป็นเวลา 24 

ชั่วโมง พบว่าสารทดสอบกลุ่ม intracellular cell free 

extract มแีนวโนม้การเพิม่ขึน้ของปรมิาณเซลลไ์ฟโบ

รบลาสเมื่อเพิ่มความเข้มข้นของ intracellular cell 

free extract (107-109 cfu/mL) อย่างไรก็ตาม พบว่า

เมื่อเปรียบเทียบปริมาณเซลล์ไฟโบรบลาสของกลุ่ม 

intracellular cell free extract กับกลุ่มควบคุมที่เติม

ด้วย PBS ไม่แตกต่างกัน (รูปที่ 2) 

	

รูปที่ 2 	 ค่าร้อยละการมีชีวิตรอดของเซลล์ (cell vi-

ability) ของเซลล์ไฟโบรบลาส เมื่อทำ�การ

ทดสอบด้วยวิธี MTT assay กับ intracel-

lular cell free extract (107-109cfu/mL) 

เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (PBS) (n=6)

	 สำ�หรับ extracellular extract ซึ่งเป็นสาร

ทดสอบทีใ่ชใ้นการกระตุน้การแบง่ตวัของเซลล ์ไฟโบ

รบลาส พบว่า สามารถเพิ่มการแบ่งตัวของเซลล์ ไฟ

โบรบลาสได้อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติเมื่อเปรียบ

เทยีบกบักลุม่ควบคมุทีเ่ตมิดว้ย MRS Broth (p<0.05) 

โดยมรีอ้ยละของปรมิาณเซลลไ์ฟโบรบลาสเพิม่เทา่กบั

ร้อยละ 108.23 ± 5.43 (รูปที่ 3)

รูปที่ 3 	 ค่าร้อยละการมีชีวิตรอดของเซลล์ (cell vi-

ability) ของเซลล์ไฟโบรบลาส เมื่อทำ�การ

ทดสอบด้วยวิธี MTT assay กับ extracel-

lular extract เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 

(MRS Broth) (n=6)
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อภิปรายผลการวิจัย 
	 การศึกษานี้เป็นการศึกษาถึงเชื้อและองค์

ประกอบของเชื้อ L. brevis ต่อปัจจัยที่อาจมีผลกระ

ทบตอ่การซอ่มแซมเนือ้เยือ่บรเิวณผวิหนงั ซึง่ในระยะ

ทีผ่วิหนงัมกีารสรา้งเนือ้เยือ่และเสน้ใยใหม ่บรเิวณดงั

กลา่วอาจไดร้บัผลจากอนมุลูอสิระทีม่ากเกนิไปจนกอ่

ให้เกิดภาวะ oxidative stress ซึ่งภาวะดังกล่าวจะ

กระตุ้นให้เกิดการทำ�งานของเอนไซม์คอลลาจีเนสให้

สลายเสน้ใยคอลลาเจนมากขึน้ จงึอาจสง่ผลใหเ้นือ้เยือ่

ซอ่มแซมไดช้า้ นอกจากนีก้ารเพิม่การทำ�งานและการ

แบง่ตวัของเซลลส์รา้งเสน้ใยหรอืเซลลไ์ฟโบรบลาสนัน้

เปน็อกีปจัจยัหนึง่ทีจ่ะชว่ยสง่เสรมิใหเ้กดิการซอ่มแซม 

เนื้อเยื่อได้ดียิ่งขึ้น

	 การศึกษาฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน ในครั้งนี้ได้

ศึกษาโดยกลไกที่แตกต่างกันสองกลไก ได้แก่ วิธี 

FRAP ซึ่งเป็นการทดสอบคุณสมบัติในการเป็นสารที่

ให้อิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระ และวิธี ABTS ซึ่งเป็น

กลไกในการกำ�จัดหรือเคลื่อนย้ายอนุมูลอิสระ (Shal-

aby and Shanab, 2013) ผลการศึกษาพบว่า intact 

cell มคีณุสมบตัใินการต้านปฏกิริยิาออกซเิดชนัทัง้ 2 

กลไก ซึง่ฤทธิต์า้นออกซเิดชนัทีพ่บอาจเปน็ผลมาจาก

องคป์ระกอบตา่งๆภายในผนงัเซลลข์องเชือ้แบคทเีรยี

ในกลุ่มที่สร้างกรดแลกติก เช่น พอลิแซคาไรด์และ

โปรตีนชนิดต่างๆ (Li et al., 2012) อย่างไรก็ตามใน

การศึกษาครั้งนี้ ไม่ได้ทำ�การศึกษาถึงฤทธิ์ต้าน

ออกซิเดชันขององค์ประกอบต่างๆภายในผนังเซลล์

ของเชื้อ L. brevis ดังนั้นอาจเป็นแนวทางในการ

ศึกษาต่อไป

	 สำ�หรับองค์ประกอบภายในของเชื้อ L. 

brevis ซึ่งได้แก่ intracellular cell free extract พบว่า

มฤีทธิต์า้นออกซเิดชนั เมือ่ทดสอบดว้ยวธิ ีFRAP และ 

ABTS โดยฤทธิต์า้นออกซเิดชนัของ intracellular cell 

free extract น่าจะเป็นผลมาจากสารหรือเอนไซม์ใน

ระบบต้านออกซิเดชันที่จำ�เป็นต่อการดำ�รงชีวิตของ

เชื้อแบคทีเรีย เช่น Glutathione peroxidase (GPx) 

(Kim et al., 2006) นอกจากนี้ ผลการศึกษาของ 

extracellular extract พบว่าเมื่อทำ�การบ่มเชื้อด้วย

อาหารเลี้ยงเชื้อ MRS Broth (pH 5.8) เป็นเวลา 18 

ชั่วโมง ค่าความเป็นกรด-ด่างของ extracellular ex-

tract ลดลง ซึง่แสดงใหเ้หน็วา่ในขณะทีเ่ชือ้มชีวีติจะมี

การหลั่งสารที่มีคุณสมบัติเป็นกรดออกมา อย่างไร

ก็ตามในการศึกษาฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน ไม่สามารถ

บง่ชีถ้งึฤทธิต์า้นออกซเิดชนัของ extracellular extract 

ได้เนื่องจากไม่มีความแตกต่างเมื่อเทียบกับกลุ่ม

ควบคุมที่มีการเติม MRS Broth

	 ปัจจัยที่เป็นผลของการที่บริเวณผิวหนังได้

รับอนุมูลอิสระมากเกินไป คือ การกระตุ้นทำ�งานของ

เอนไซม์คอลลาจีเนส ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ทำ�หน้าที่ใน

การสลายเส้นใยคอลลาเจน โดยในระยะที่มีการ

ซอ่มแซมเนือ้เยือ่ผวิจะมกีารสรา้งเสน้ใยคอลลาเจนขึน้

ใหม ่ผลของการทำ�งานทีม่ากเกนิไปของเอนไซมค์อล

ลาจีเนส อาจส่งผลให้การซ่อมแซมเซลล์ผิวช้า ซึ่งใน

การศึกษาฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์คอลลาจีเนส พบว่า in-

tracellular cell free extract และ extracellular extract 

สามารถยบัยัง้การทำ�งานของเอนไซมค์อลลาจเีนสได ้

ซึ่งสารทดสอบดังกล่าว อาจมีผลต่อสารบางอย่างที่

ทำ�ให้เอนไซม์คอลลาจีเนสอยู่ในสภาวะที่ไม่พร้อม

ทำ�งาน หรือการกระตุ้นการทำ�งานของเอนไซม์ Tis-

sue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs) เพื่อ

ยับยั้งการทำ�งานของเอนไซม์คอลลาจีเนส (Arm-

strong and Jude, 2002; Biljana et al., 2011; 

Sekhon, 2010) ในการศกึษาครัง้ตอ่ไปควรศกึษาเพิม่

เติมถึงกลไกในการยับยั้งเอนไซม์คอลลาจีเนสของ 

intracellular cell free extract และ extracellular 

extract

	 เซลล์สร้างเส้นใยหรือเซลล์ไฟโบรบลาสนั้น 

มบีทบาทสำ�คญัในการสรา้งองคป์ระกอบตา่งๆภายใน

ผวิหนงัใหม ่ผลการศกึษาความสามารถของ L. brevis 

ในการเพิ่มการแบ่งตัวของเซลล์ พบว่า intracellular 

cell free extract มแีนวโนม้ในการเพิม่การแบง่ตวัของ
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เซลล์เมื่อเพิ่มปริมาณความเข้มข้นของเชื้อที่ใช้ใน

การเตรยีมสารทดสอบ นอกจากนีส้ารทดสอบในกลุม่ 

extracellular extract ยังสามารถเพิ่มการแบ่งตัวของ

เซลล์ได้อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ อย่างไรก็ตาม ex-

tracellular extract เปน็สารทดสอบทีม่คีวามเปน็กรด 

ซึ่งเป็นสภาวะที่ไม่เหมาะสมในการเจริญเติบโตของ

เซลลไ์ฟโบรบลาส ดงันัน้การนำ� extracellular extract 

มาใชใ้นการทดสอบจงึควรคำ�นงึถงึปรมิาตรทีจ่ะนำ�มา

ใช้ทดสอบด้วย

สรุปผลการวิจัย 

	 การศกึษาครัง้นีแ้สดงใหเ้หน็ถงึคณุสมบตัใิน

การตา้นออกซเิดชนัของ intact cell และ intracellular 

cell free extract รวมไปถงึความสามารถในการยบัยัง้

เอนไซม์คอลลาจีเนส จากองค์ประกอบของเชื้อซึ่ง

ได้แก่ intracellular cell free extract และ extracel-

lular extract นอกจากนี้พบว่า extracellular extract 

ของเชื้อ L. brevis สามารถกระตุ้นการแบ่งตัวของ

เซลล์ไฟโบรบลาส ซึ่งเป็นเซลล์สร้างเส้นใยที่มีความ

สำ�คัญต่อกระบวนการซ่อมแซมเนื้อเยื่อผิว 

	 ผลการศึกษาครั้งนี้ ทำ�ให้ได้ข้อมูลที่เป็น

ประโยชน์ในการนำ� L. brevis ซึ่งเป็น lactic acid 

bacteria ไปใชใ้นการซอ่มแซมเนือ้เยือ่ผวิหนงั อยา่งไร

ก็ตามการใช้ประโยชน์จาก L. brevis ด้านการพัฒนา

ผลติภณัฑต์อ่ผวิหนงั อาจตอ้งมกีารศกึษาเพิม่เตมิถงึ

ความปลอดภัยและประโยชน์ของเชื้อ L. brevis ทั้ง 

intact cell, intracellular cell free extract และ extra-

cellular extract เพื่อพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์สำ�หรับ

ผิวหนังและมีความปลอดภัยต่อผู้บริโภค
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