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บทคัดยอ 
 

ออกซิเรสเวอราทรอล (2,4,3′,5′-เตตราไฮดรอกซิสติลบีน) เปนสารไฟโตอะเล็กซินท่ีพบในแกนของตน
มะหาดในปริมาณสูง มีฤทธิ์ทางชีวภาพหลายอยาง และเปนสารหลักในยาถายพยาธิ “ปวกหาด” ของไทยซ่ึง
เปนผงแหงท่ีเตรียมจากการสกัดแกนมะหาดดวยน้ําเดือด  ปจจุบันสารนี้ใชเปนสารชวยใหผิวขาวในผลิตภัณฑ
บํารุงผิวหลายชนิด  นอกจากนี้ยังมีรายงานการวิจัยในหลอดทดลองวาสารนี้อาจปองกันโรคอัลไซเมอรได  แผน
งานวิจัยนี้ประกอบดวยโครงการวิจัย 2 โครงการ ซ่ึงมีวัตถุประสงคตามลําดับดังนี้ (1) พัฒนาวิธีวิเคราะห
สําหรับใชตรวจวัดปริมาณสารออกซิเรสเวอราทรอลในตัวอยางพืชและผลิตภัณฑท่ีเก่ียวของ และ (2) ศึกษา
ออกซิเรสเวอราทรอลในการปองกันโรคอัลไซเมอรหรือสมองเสื่อมในสัตวทดลอง 
 โครงการแรก เปนการพัฒนาวิธีวิเคราะหปริมาณสารออกซิเรสเวอราทรอลในตัวอยางพืชและ
ผลิตภัณฑท่ีเก่ียวของโดยอาศัยหลักการของอีไลซา  เริ่มจากการนําสารออกซิเรสเวอรทรอล มาเชื่อมตอกับ
โปรตีนแอลบูมินจากซีรัมของวัวดวยวิธีท่ีแตกตางกัน 3 วิธี คือใชปฏิกริยาเคมีท่ีแตกตางกัน 3 ปฏิกริยา ไดแก 
คารโบดิอิมิเดชัน  เพอรออกซิเดตออกซิเดชัน และปฏิกริยาแมนนิก ไดเปนสารคอนจูเกตจํานวน 3 ชนิดท่ี
เหมาะสมท่ีจะนําไปใชเปนอิมมูโนเจนสําหรับกระตุนการสรางแอนติบอดีในสัตวทดลอง เม่ือนําสารคอนจูเกต
ชนิดแรกซ่ึงไดจากปฏิกริยาคารโบดิอิมิเดชันไปฉีดใหสัตวทดลอง พบวามีการสรางพอลิโคลนอลแอนติบอดีท่ีมี
ความจําเพาะตอออกซิเรสเวอราทรอล เม่ือนําแอนติบอดีนี้ไปทดลองใชวิเคราะหปริมาณสารออกซิเรสเวอรา
ทรอลในแกนตนมะหาดและปวกหาด โดยวิธีอีไลซาแบบแขงขันทางออม พบวามีความแมนยําและความเท่ียง
อยูในเกณฑซ่ึงเปนท่ียอมรับ  แตมีความไวต่ํากวาวิธีวิเคราะหแบบโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง (เอชพี
แอลซี) 1,000 เทา  ตอมาไดนําสารคอนจูเกตท้ัง 3 ชนิดขางตนมาศึกษา นําสารแตละชนิดฉีดเขาหนูทดลอง
เพ่ือผลิตแอนติบอดีโดยวิธีไฮบริโดมา ไดมอโนโคลนอลแอนติบอดีหลายโคลนตามสารคอนจูเกตท่ีใช  จากการ
ตรวจคัดคุณสมบัติตางๆ พบวาเฉพาะมอนอโคลนอลแอนติบอดีอันหนึ่งท่ีไดจากสารคอนจูเกตจากปฏิกริยาแมน
นิกเทานั้นท่ีมีความเหมาะสมท่ีจะนํามาศึกษาตอ  เม่ือนําแอนติบอดีนี้มาใชพัฒนาวิธีวิเคราะหอีไลซาแบบ
แขงขันทางออมสําหรับตรวจวัดปริมาณออกซิเรสเวอราทรอลในแกนตนมะหาดและปวกหาด พบวาวิธีนี้มีความ
แมนยําและความเท่ียงอยูในเกณฑซ่ึงเปนท่ียอมรับ  มีความไวในการตรวจวัดสูงกวาวิธีเอชพีแอลซีงถึง 16 เทา  
มีความจําเพาะตอออกซิเรสเวอราทรอลคอนขางสูง  เม่ือนําไปทดสอบ ไมพบวามีปฏิกริยาจับกับสารอ่ืนท่ีมี
โครงสรางใกลเคียงกับออกซิเรสเวอราทรอลท้ังสารในกลุมเฟลโวนอยดและกลุมสติลบีน  แตพบวาสามารถจับ
กับเรสเวอราทรอลในสัดสวนรอยละ 89.92  วิธีวิเคราะหท่ีพัฒนาข้ึนนี้จึงมีขอจํากัด คือใชตรวจวิเคราะหหา
ปริมาณออกซิเรสเวอราทรอลเฉพาะในตัวอยางท่ีไมมีเรสเวอราทรอลปนอยู หรือมีเรสเวอราทรอลปนอยูใน
ปริมาณท่ีนอยมาก  อยางไรก็ตามวิธีวิเคราะหนี้อาจนํามาประยุกตใชเปนเครื่องมือในการตรวจติดตามการ
กระจายตัวของออกซิเรสเวอราทรอลในอวัยวะภายในของสัตวทดลอง 
 โครงการท่ีสองเปนการศึกษาฤทธิ์ของออกซิเรสเวอราทรอลในสัตวทดลองในการปองกันพิษของเบ
ตาอะมิลอยดซ่ึงเปนสารเพพไทดท่ีกอใหเกิดพยาธิสรีรวิทยาของโรคอัลไซเมอร  โดยใชแบบจําลองสระวงกต
มอรริส ใชหนูไอซีอารเปนสัตวทดลอง แบงออกเปน 8 กลุมๆ ละ 10 ตัว  ประกอบดวย กลุมปกติ  กลุมควบคุม  
อีก 3 กลุมถัดไปไดรับสารออกซิเรสเวอราทรอลทางปากในรูปยาแขวนตะกอนในน้ํา ขนาด 90, 180 และ 360 
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มก/กก ตอวัน  และอีก 3 กลุมสุดทายไดรับสารออกซิเรสเวอราทรอลทางปากในรูปของระบบนําสงยาท่ีเกิดไม
โครอิมัลชันเอง (เอสเอ็มอีดีดีเอส) ขนาด 90, 180 และ 360 มก/กก ตอวัน  โดยใหยา (ออกซิเรสเวอราทรอล) 
เปนเวลา 7 วัน จึงฉีดสารละลายอะมิลอยดเบตา 25-35 เขาทางโพรงสมองหนู  แลวใหยาตออีก 7 วัน หลังจาก
นั้นฝกหนูใหหาแทนวัตถุท่ีซอนอยูใตน้ําเปนเวลา 5 วัน  แลวทําการทดสอบ โดยบันทึกพฤติกรรมของหนูและ
เวลาในการคนหาแทนวัตถุ  เม่ือสิ้นสุดการทดลอง เก็บเนื้อเยื่อสวนฮิปโปแคมปสมาศึกษาปฏิกริยาออกซิเดชัน
ของไขมัน และตรวจดูการเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อ  ผลการทดลองชี้วาหนูกลุมท่ีไดรับออกซิเรสเวอราทรอลท่ี
อยูในรูปยาแขวนตะกอนในขนาด 360 มก/กก และหนูกลุมท่ีไดรับออกซิเรสเวอราทรอลท่ีอยูในสูตรตํารับเอส
เอ็มอีดีดีเอสทุกขนาดใชเวลาในการหาแทนวัตถุนอยกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (พี < 0.05 – พี < 
0.0001)  การตรวจเนื้อเยื่อฮิปโปแคมปสของสัตวทดลองพบวา กลุมท่ีไดรับออกซิเรสเวอราทรอลในสูตรตํารับ
ทุกขนาด มีปฏิกริยาออกซิเดชันของไขมันลดลง (เหลือเปนรอยละ 64 – 74) เม่ือเทียบกับกลุมควบคุมอยางมี
นัยสําคัญ (พี < 0.01 – พี < 0.05) แตกลุมท่ีไดรับออกซิเรสเวอราทรอลในรูปยาแขวนตะกอนทุกขนาด
ปฏิกริยานี้ไมลดลง  เม่ือตรวจดูลักษณะเนื้อเยื่อในฮิปโปแคมปสดวยการยอมสีสองตรวจดวยกลองจุลทัศน
พบวาออกซิเรสเวอราทรอลในรูปยาแขวนตะกอนขนาด 90 และ 180 มก/กก ไมสามารถปกปองเซลลประสาท
จากพิษของเบตาอะมิลอยดได  สวนในกลุมท่ีไดรับออกซิเรสเวอราทรอลในรูปยาแขวนตะกอนขนาด 360 มก/
กก และในสูตรตํารับทุกขนาด สามารถลดการตายของเซลลลงอยางไดอยางมีนัยสําคัญเทียบกับกลุมควบคุม (พี 
< 0.0001)  ผลการทดลองท้ังหมดชี้ใหเห็นวาออกซิเรสเวอราทรอลสามารถปองกันพิษของเบตาอะมิลอยดได 
จึงมีศักยภาพท่ีจะนํามาพัฒนาเพ่ือใชปองกันโรคอัลไซเมอร  และนอกจากนี้ยังแสดงวาสูตรตํารับแบบเอสเอ็มอี
ดีดีเอสชวยใหออกซิเรสเวอราทรอลออกฤทธิ์ไดสูงข้ึน  ท้ังนี้คาดวาเปนผลจากการท่ีสูตรตํารับชวยใหออกซิเรส
เวอราทรอลมีชีวปริมาณมากข้ึนและสามารถซึมผานจากเลือดเขาสูสมองในปริมาณท่ีสูงข้ึน 
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Abstract 

 Oxyresveratrol (2,4,3′,5′-tetrahydroxystilbene), a phytoalexin found in large amounts 

in the heartwood of “Ma-haad” Artocarpus lakoocha Roxb. (Moraceae), is known to possess 

a wide range of biological activities.  It is also the major component in the traditional Thai 

anthelmintic drug “Puag-haad”, a dried aqeous extract prepared from the heartwood of this 

plant.  Currently oxyresveratrol has been widely used as an active ingregient in several skin 

whitening products, due to its potent tyrosinase inhibitory activity.  In adiition, the compound 

has been recently reported to exhibit preventive activity against Alzheimer’s disease in vitro.  

This research program consists of two separate but related projects with the following 

respective objectives: (1) Development of method(s) for analysis of oxyresveratrol content in 

plant materials and products  and (2) Investigation of the protective activity of oxyresveratrol 

against Alzheimer’s disease in vivo. 

The first project was concerned with the development of method(s) for quantitative 

analysis of oxyresveratrol through the use of the enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) technique.  Three conjugation methods, including carbodiimidation, periodate 

oxidation and Mannich reaction were used to connect oxyresveratrol to bovine serum 

albumin, and thus yieled three types of conjugated products, which were employed as 

immunogens in subsequent studies.  An attempt to prepare a polyclonal antibody from the 

carbodiimidation-derived immunogen was successful.  The antibody was found to have high 

specificity to oxyresveratrol, and was used to develop an indirect competitive ELISA method 

for analysis of oxyresveratrol content in the heartwood of A. lakoocha and puag-haad.  This 

method showed acceptable values of accuracy and precision.  However, its sensitivity was 

about 1,000 times lower than that obtained by the high performance liquid chromatography 

(HPLC) method.  Efforts to produce monoclonal antibodies from each of the three above-

mentioned immunogens in mice were made by the hybridoma technique, and three types of 

monoclonal antibodies were obtained.  However, only a certain antibody against the 

oxyresveratrol-BSA conjugate derived from the Mannich reaction had the properties suitable 

for further investigation.  An indirect competitive ELISA method developed from this 

antibody was shown to have an acceptable accuracy and precision, with sensitivity 16-time 

higher than that of the HPLC technique.  Primarily, this antibody appeared to not show cross-

reactivity with any structurally similar polyphenolic compounds, including several flavonoids 

iv 



and stilbenoids.  However, a closer examination revealed that it possessed a 89.92% cross-

reactivity with resveratrol.  Thus, this newly developed analytical method, despite its several 

advantages, seems to have some limitation, as it can only be applied to the samples that 

contain no or only minute amounts of resveratrol.  Nevertheless, the method could be used 

as a tool for monitoring the distribution of oxyresveratrol in the internal organs of 

experimental animals.  

The second project aimed to investigate the ability of oxyresveratrol to protect 

experimental animals from the toxicity of β–amyloid, the peptide responsible for the 

pathophysiology of Alzheimer’s disease.  The Morris water maze model was used.  The 

animals consist of 8 groups of 10 ICR male mice.  The first group contained normal animals, 

and the second was the control.  The animals in the next three groups received 

unformulated oxyresveratrol (in the form of suspension in water) orally once a day at the 

dose of 90, 180 and 360 mg/kg, respectively, for 7 days.  The last three groups were given 

formulated oxyresveratrol (in the form of self-microemulsifying drug delivery system, 

SMEDDS) at the daily oral dose of 90, 180 and 360 mg/kg, respectively, in a similar manner.  

Then, neuronal damage was induced to the animals by intracerebroventricular injection with 

amyloid-β25-35, and the oxyresveratrol feeding was continued for another 7 days.  After 5 days 

of training (to locate the hidden platform), the animals were subjected to the probe test.  

The animal behaviors were observed, and the latency times were recorded.  After 

sacrification, the hippocampus were removed and analyzed for lipid peroxidation and 

histological changes.  The results showed that 360 mg/kg unformulated oxyresveratrol, as 

well as oxyresveratrol in SMEDDS at all doses, showed significant preventive activity as 

compared with the untreated control (p <0.05 - p <0.0001).  Regarding the lipid peroxidation 

in the hippocampus, oxyresveratrol in SMEDDS at all doses caused significant reduction of 

the oxidative reaction (down to 64 – 74 %) when compared with the treated control (p <0.01 

– p <0.005), whereas the unformulated oxyresveratrol (at all doses) did not show observable 

effects.  Examination of the hippocampus tissues revealed that unformulated oxyresveratrol 

at the 90 and 180 mg/kg could not protect the neurons from death caused by β-amyloid, 

but at a higher dose (360 mg/kg) it demonstrated significant neuroprotective activity as 

compared with the untreated control (p <0.0001).  Oxyresveratrol in SMEDDS at all doses 

could similarly prevent damage induced by the toxic peptide.  All of these observations 

indicate the potential application of oxyresveratrol as a neuroprotectant against Alzheimer’s 

disease.  From the data in this study, it could be speculated that the SMEDDS formulation 
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could enhance the neuroptrotective activity of oxyresveratrol by increasing the bioavailability 

and blood-brain-barrier permeability of the compound. 
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บทท่ี 1 

บทนําแผนงานวิจัย 
 

 
ความสําคัญและที่มาของปญหา 
 ออกซิเรสเวอราทรอล (oxyresveratrol) มีโครงสรางเปน 2,4,3′,5′-tetrahydroxystilbene 
(รูปท่ี 1.1)  เปนสารธรรมชาติท่ีพบในพืชหลายชนิดในวงศ Moraceae ตัวอยางเชน มะหาด Artocarpus 
lakoocha Roxb. (Mongolsuk, et al., 1957)  แตเดิมสาร oxyresveratrol เปนท่ีทราบแตเพียงวามีฤทธิ์
ถายพยาธิ (anthelmintic activity) ตั้งแตพ.ศ. 2540 เปนตนมาคณะผูวิจัยไดการศึกษาฤทธิ์ชีวภาพของ 
oxyresveratrol อยางตอเนื่อง  และไดพบวาสารนี้มีฤทธิ์ชีวภาพอ่ืนๆ ท่ีสามารถนํามาใชประโยชนไดหลายดาน 
เชนฤทธิ์ทําใหผิวขาว (skin whitening activity) (Sritularak et al., 1998; Likhitwitayawuid, et al., 
2006; Tengamnuay, et al., 2006) ฤทธิ์ยับยั้งไวรัสเริม (anti-herpes simpex virus activity) 
(Likhitwitayawuid et al., 2005; Lipipun et al., 2011) ฤทธิ์ตานออกซิเดชัน (anti-oxidative activity) 
(Aftab et al., 2011) และฤทธิ์ปกปองดีเอ็นเอ (DNA protective activity) (Chatsampun et al., 2011) 
 

OH

HO

OH

OH

 
รูปท่ี 1.1 โครงสราง oxyresveratrol 

 
 คณะผูวิจัยไดเสนอแผนงานวิจัย หรอืชดุโครงการวิจัย (research program) นี้ โดยมีจุดมุงหมายท่ีจะ
สรางองคความรูใหมเพ่ือใหสามารถนําสาร oxyresveratrol ใชประโยชนในทางยาหรือเครื่องสําอางไดมากข้ึน 
แผนงานวิจัยนี้ประกอบดวยโครงการยอย 2 โครงการ ไดแก (1) การพัฒนาวิธีวิเคราะหท่ีใชเทคนิคอีไลซาใน
การตรวจวัดปริมาณสารออกซิเรสเวอราทรอล และ (2) การศึกษาฤทธิ์ของออกซิเรสเวอราทรอลในการบรรเทา
อาการเสื่อมของระบบประสาท  โครงการยอยแตละโครงการมีท่ีมาของโจทยวิจัยดังนี้ 
 
 โครงการวิจัยท่ี (1) จากผลงานวิจัยท่ีเก่ียวกับฤทธิ์ของ oxyresveratrol ท่ีทําใหผิวขาว (skin 
whitening activity) ท่ีคณะผูวิจัยไดเผยแพรผลวิจัยออกสูสาธารณะ  ในเวลาตอมาไดมีผูประกอบการหลาย
รายนําสารสกัดจากแกนตนมะหาด (ซ่ึงมี oxyresveratrol เปนสารสําคัญ) ไปพัฒนาเปนผลิตภัณฑ
เครื่องสําอางจําหนายกันอยางแพรหลาย  ทําใหเกิดประเด็นคําถามเก่ียวกับวัตถุดิบ (ไดแก แกนมะหาด และ 
ปวกหาด) และผลิตภัณฑเครื่องสําอางวามีปริมาณสาร oxyresveratrol มากนอยเพียงใด  จากการสํารวจ
รายงานการวิจัยในเบื้องตน พบวามีรายงานวิธีทางเคมีสําหรับวิเคราะหปริมาณ oxyresveratrol ในตัวอยางพืช
และสารสกัดหลายวิธี เชนวิธี HPLC และ TLC (Shao et al., 2007; Huang 2008; Bertram  et al., 2010; 
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Maneechai et al., 2009)  แตยังไมมีรายงานการศึกษาการใชชีวโมเลกุลเพ่ือวิเคราะหปริมาณสาร 
oxyresveratrol  คณะผูวิจัยจึงไดเห็นวาควรศึกษาวิธีทางอิมมูโนโลยี (immunology) เพ่ือใชหาปริมาณ 
oxyresveratrol ในวัตถุดิบหรือผลิตภัณฑสมุนไพร  โดยคาดหวังวาวิธีนี้จะมีความจําเพาะและแมนยําสูง  และ
อาจนําไปดัดแปลงประยุกตใชในงานวิจัยดานอ่ืนๆ เชน ใชวิเคราะหปริมาณ oxyresveratrol ในเนื้อเยื่ออวัยวะ
ของสัตวทดลอง  แนวคิดนี้จึงไดเปนโจทยวิจัยในโครงการเรื่อง “การพัฒนาวิธีวิเคราะหท่ีใชเทคนิคอีไลซาใน
การตรวจวัดปริมาณสารออกซิเรสเวอราทรอล (Development of enzyme-linked immunosorbent 
assay for quantitative determination of oxyresveratrol)” 
 
 โครงการวิจัยท่ี (2) เปนการขยายผลการวิจัยในสวนฤทธิ์ยับยั้งไวรัสเริม (herpes simpex virus, HSV) 
ของ oxyresveratrol คณะผูวิจัยไดทําการศึกษาฤทธิ์ยับยั้งไวรัสเริมท้ังแบบท่ี 1 และแบบท่ี 2 (HSV-1 และ 
HSV-2) ท้ังในหลอดทดลอง (in vitro) (Likhitwitayawuid et al., 2005) ไปจนถึงในสัตวทดลอง (in vivo) 
จนไดสูตรผลิตภัณฑสําหรับทาผิวหนังซ่ึงติดเชื้อไวรัส HSV-1 ซ่ึงมีประสิทธิผลใกลเคียงกับยา acyclovir  
(Lipipun et al., 2011; Sasivimolphan, et al., 2013.)  ในปจจุบันไดมีขอมูลการวิจัยทางการแพทยเพ่ิมเติม
วาในผูปวยโรคเริมหลังจากท่ีแผลท่ีผิวหนังของหายแลว จะมีการฝงตัวของเชื้อ HSV-1 ท่ีสมอง ซ่ึงหลักฐาน
หลายอยางบงชี้วาการฝงตัวของเชื้อ HSV-1 นี้มีความเก่ียวของกับการกอโรคความจําเสื่อมหรืออัลไซเมอร 
(Alzheimer’s disease) (Špeljko et al., 2011)  คณะผูวิจัยจึงไดศึกษาเพ่ิมเติมพบวา oxyresveratrol มี
ฤทธิ์ตานออกซิเดชัน (antioxidative activity) และสามารถปกปองดีเอ็นเอ (DNA protective activity) จาก
พิษของอนุมูลอิสระบางอยางไดดีกวา trolox และ ascorbic acid (Aftab et al., 2011; Chatsampun et 
al., 2011)  ขอมูลดังกลาวนี้สอดคลองกับรายงานการศึกษาจากนักวิจัยกลุมอ่ืนๆ วา oxyresveratrol มีฤทธิ์
ปกปองระบบประสาท (neuroprotective activity) โดยผานกลไกการตานออกซิเดชันในหลายรูปแบบ 
(Lorenz et al., 2003; Andrabi et al., 2004)  นอกจากนี้การศึกษาในเซลลเพาะเลี้ยง rat cortical 
neurons พบวา oxyresveratrol ชวยปกปองเซลลประสาทจากพิษของ β-amyloid peptide ซ่ึงเปนสารท่ี
เปนสาเหตุของอาการของโรคความจําเสื่อมหรืออัลไซเมอร (Alzhiemer’s disease) ได (Ban et al., 2006; 
Jeon et al., 2007)  จากขอมูลขางตนคณะผูวิจัยจึงตั้งสมมติฐานวาสาร oxyresveratrol อาจมีศักยภาพท่ีจะ
นํามาใชปองกันหรือบรรเทาอาการของโรคอัลไซเมอรได ซ่ึงเปนท่ีมาของโครงการวิจัยเรื่อง “การศึกษาฤทธิ์
ของออกซิเรสเวอราทรอลในการลดอาการเส่ือมของระบบประสาทในโรคอัลไซเมอร (Study of 
oxyresveratrol for the ability to ameliorate neurodegenerative processes in Alzheimer’s 
disease)” 
 

วัตถุประสงคและขอบเขตการทําวิจัย 
 1. พัฒนาวิธีวิเคราะห oxyresveratrol แบบ ELISA เพ่ือนําไปใชวิเคราะหปริมาณ oxyresveratrol ใน

ตัวอยางวัตถุดิบสมุนไพร ผลิตภัณฑสมุนไพร 
 2. ศึกษาฤทธิ์ของ oxyresveratrol ในการลดหรือปองกันอาการเสื่อมของระบบประสาทในสัตวทดลอง 
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ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 1. ดานวิชาการ: สรางองคความรูใหม 2 เรื่อง เรื่องแรกเปนวิธีวิเคราะหสาร oxyresveratrol ใน
วัตถุดิบและ/หรือผลิตภัณฑสมุนไพร ซ่ึงอาจนําไปประยุกตใชตอในงานวิจัยดานอ่ืนๆ ไดดวย  เรื่องท่ีสองเปน
หลักฐานทางวิทยาศาสตรท่ีจะชี้ใหเห็นถึงความเปนไปได/ไมได ท่ีจะนําสาร oxyresveratrol มาใชปองกันหรือ
บรรเทาอาการโรคอัลไซเมอร 
 2. ดานนโยบาย: สนองนโยบายของรัฐบาลท่ีจะเรงพัฒนาใหประเทศไทยเปนสังคมท่ีอยูบนพ้ืนฐานของ
องคความรู  และเรงสรางนักวิทยาศาสตร และนักวิจัย ใหเพียงพอตอความตองการของประเทศ 
 3. ดานเศรษฐกิจ/พาณิชย: องคความรูใหมท่ีสรางข้ึนอาจชวยเพ่ิมคุณคาใหแกมะหาดและพืชอ่ืนๆ ท่ี
เปนแหลงธรรมชาติของ oxyresveratrol ซ่ึงอาจนําไปสูการสรางมูลคาในเชิงพาณิชยตอไป 
 4. ดานสังคมและชุมชน: องคความรูใหมท่ีเกิดข้ึน จะชวยสงเสริมใหประชาชนท่ัวไปและสังคมไดเขาใจ
และมองเห็น ประโยชน ความจําเปนและคุณคาในการศึกษาและอนุรักษพืชสมุนไพรไทย 
 

หมายเหต ุ
 รายงานการวิจัยฉบับสมบูรณนี้ ไดแบงการนําเสนอเนื้อหาออกเปน 4 บท ดังนี้ 
 บทท่ี 1 เปนบทนํา ซ่ึงกลาวถึงความเปนมา วัตถุประสงค ขอบเขต และประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับจาก
แผนงานวิจัย 
 บทท่ี 2 เปนเนื้อหาของโครงการวิจัยเรื่อง“การพัฒนาวิธีวิเคราะหท่ีใชเทคนิคอีไลซาในการตรวจวัด
ปริมาณสารออกซิเรสเวอราทรอล (Development of enzyme-linked immunosorbent assay for 
quantitative determination of oxyresveratrol)” ซ่ึงกลาวถึงรายละเอียดการดําเนินงาน การอภิปรายผล 
และสรุปผลวิจัย 
 บทท่ี 3 เปนเนื้อหาของโครงการวิจัยเรื่อง “การศึกษาฤทธิ์ของออกซิเรสเวอราทรอลในการลดอาการ
เสื่อมของระบบประสาทในโรคอัลไซเมอร (Study of oxyresveratrol for the ability to ameliorate 
neurodegenerative processes in Alzheimer’s disease)” ซ่ึงกลาวถึงรายละเอียดการดําเนินงาน การ
อภิปรายผล และสรุปผลวิจัย 
 บทท่ี 4 เปนบทสรุปของแผนการวิจัย ซ่ึงกลาวถึงผลวิจัยท้ังหมด และประโยชนท่ีไดรับ 
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บทท่ี 2 

โครงการวิจัยท่ี 1 
การพัฒนาวิธีวิเคราะหท่ีใชเทคนิคอีไลซา 

ในการตรวจวัดปริมาณสารออกซเิรสเวอราทรอล 
 
1. ความสําคัญและท่ีมาของการวิจัย 

ออกซิเรสเวอราทรอล (oxyresveratrol) จัดเปนสารเมแทบอไลตทุติยภูมิ (secondary metabolite) 
ในกลุม stilbenoids ท่ีพืชสรางข้ึนเพ่ือปองกันอันตรายจากสิ่งตางๆ ท่ีรบกวนการดํารงชีวิตของพืช ไดแก 
แมลงศัตรูพืช แบคทีเรีย รา และแสง UV เปนตน สาร oxyresveratrol พบในพืชวงศ Moraceae หลายชนิด 
โดยท่ีพบ oxyresveratrol ในปริมาณสูงไดแกแกนมะหาด (Artocarpus lakoocha Roxb.) และรากหมอน 
(Morus alba L.) จากขอมูลการศึกษาวิจัยพบวา oxyresveratrol มีฤทธิ์ทางหลายอยางเชน ฤทธิ์ยับยั้ง
เอนไซม tyrosinase และฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ (Kim et al., 2002; 2010)  ฤทธิ์ปกปองตับจากพิษของ 
ethanol (Zhang et al., 2008) ฤทธิ์ปกปองเซลลประสาท (Horn et al., 2004) ฤทธิ์ชะลอการเกิดสีน้ําตาล
คล้ํ าในแอปเปล  (Li et al., 2007) ฤทธิ์ตานไวรัส  herpes simplex virus (Lipipun et al., 2011) และ 
African swine fever virus (Alonso et al., 2011) จากขอมูลฤทธิ์ทางชีวภาพของ oxyresveratrol ดังกลาว
ทําให oxyresveratrol ไดรับความสนใจจากนักวิจัยอยางมาก ในการท่ีจะพยายามพัฒนานําไปใชประโยชนใช
ในอุตสาหกรรมผลิตภัณฑสมุนไพรเพ่ือสุขภาพและเครื่องสําอาง ปจจุบันแกนของตนมะหาดซ่ึงเปนพืชท่ีมีการ
สะสม oxyresveratrol ในปริมาณสูงเปนท่ีตองการของตลาดเปนจํานวนมาก เพ่ือนําไปใชเปนองคประกอบใน
ผลิตภัณฑเครื่องสําอาง เนื่องมาจากคุณสมบัติของ oxyresveratrol ในการออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม tyrosinase 
ดังนั้นการวิจัยและพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะหหาปริมาณสารสําคัญ oxyresveratrol ในวัตถุดิบและผลิตภัณฑ
ท่ีเก่ียวของ จึงเปนสิ่งสําคัญในการควบคุมคุณภาพของสมุนไพรใหไดมาตรฐาน วิธีการวิเคราะหดังกลาวควรมี
ความถูกตองรวดเร็ว มีความไว และความแมนยําสูง เหมาะสําหรับการนําไปตรวจวัดปริมาณ oxyresveratrol 
ในแกนมะหาดและผลิตภัณฑท่ีเก่ียวของ  จากการสํารวจรายงานการวิจัยพบวา ไดมีรายงานวิธีการวิเคราะหหา
ปริมาณ สาร  oxyresveratrol โดย ใช วิ ธี  high-performance liquid chromatography  (Shao et al., 
2007; Huang 2008; Bertram  et al., 2010) และ thin-layer chromatography (TLC) densitometric 
method (Maneechai et al., 2009) 

ปจจุบันไดมีการศึกษาวิธีวิเคราะหปริมาณสารสําคัญท่ีมีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาจากพืชสมุนไพร โดยอาศัย
เทคนิคดานอิมมูโนโลยีสรางแอนตีบอดีท่ีจําเพาะตอสารนั้น เนื่องจากมีความแมนยําและจําเพาะเจาะจงสูง วิธี
เตรียมสารตัวอยางไมยุงยาก สามารถนําสารสกัดหยาบมาทําการวิเคราะหได อีกท้ังยังเปนวิธีท่ีมีความสะดวก
และรวดเร็ว จึงเหมาะกับการวิเคราะหสารในปริมาณต่ํา และมีจํานวนตัวอยางมาก ได  คณะผูวิจัยไดมี
ประสบการณในการผลิตแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอสาร mangiferin ซ่ึงเปนสารหลักท่ีออกฤทธิ์ในใบมะมวง ดวย
วิธี  enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)  (Yusakul et al., 2012) ซ่ึงมีความไวและความ
แมนยําในการตรวจสอบ นอกจากนี้ ยังไดทําการศึกษาวิจัยอยางตอเนื่องเก่ียวกับผลิตแอนติบอดีตอสารท่ีออก
ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาในพืชสมุนไพรโดยไดทําการผลิตแอนติบอดีเพ่ือนํามาใชตรวจสอบสารในตนบัวบกและ
กวาวเครือขาว (Tassanawat et al., 2012; 2013; Pongkitwitoon et al., 2010; 2011)  จากเหตุผลท่ีกลาว
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มาขางตนแลววาในขณะนี้ยังไมมีการศึกษาวิจัยการผลิตแอนตีบอดีท่ีจําเพาะตอสาร oxyresveratrol ซ่ึงเปน
สารหลักและสารออกฤทธิ์ท่ีพบในมะหาด คณะผูวิจัยจึงสนใจท่ีจะพัฒนาวิธีวิเคราะหสําหรับตรวจวัดปริมาณ
สาร oxyresveratrol ดวยยเทคนิคทางอิมมูโนโลยี โดยมุงเนนการผลิตแอนติบอดีแบบโพลีโคลนอลและโมโน
โคลนอลท่ีจําเพาะตอ oxyresveratrol เพ่ือนํามาพัฒนาวิธีวิเคราะหซ่ึใชเทคนิค ELISA สําหรับตรวจสาร 
oxyresveratrol ในพืชสมุนไพรและผลิตภัณฑ ท้ังทางเชิงปริมาณและคุณภาพ ในการ วิธีวิเคราะหดังกลาวคาด
วาจะเปนประโยชนตอผูผลิตวัตถุดิบ และผูประกอบการอุตสาหกรรมสมุนไพร นอกจากนี้แอนติบอดีท่ีผลิตไดยัง
อาจนําไปประยุกตในการวิจัยเก่ียวกับ oxyresveratrol ในดานอ่ืนๆ ไดดวย เชนตรวจสอบการสะสมสารในพืช 
การกระจายตัวของสารในอวัยวะของสัตวทดลอง และการศึกษาเภสัชจลนศาสตรของสาร 
 
2. วัตถุประสงคของโครงการวิจัย  
 2.1 ผลิตมอโนโคลนอลและโพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอสาร oxyresveratrol 
 2.2 พัฒนาวิธีวิเคราะหปริมาณสาร oxyresveratrol ในพืชสมุนไพรและผลิตภัณฑดวยวิธี ELISA โดยใช 
  มอโนโคลนอลแอนตบิอดแีละโพลีโคลนอลแอนติบอดท่ีีผลิตได 
 
3. ขอบเขตของโครงการวิจัย 

ผลิตโพลีโคลนอลและมอโนโคลนอลแอนติบอดท่ีีมีความจําเพาะกับสาร oxyresveratrol  และนําแอนติ
บอดิดังกลาวมาประยุกตใชพัฒนาวิธีวิเคราะหสาร oxyresveratrol ในพืชสมุนไพรและผลิตภัณฑดวยวิธี ELISA 
 
4. วิธีดําเนินการวิจัย 
4.1 การสังเคราะหสารท่ีใชเปนอิมมูโนเจน 
4.1.1 การสังเคราะหสารท่ีใชเปนอิมมูโนเจนโดยวิธี carbodiimidation 

นําสาร oxyresveratrol ท่ีไดทําการสังเคราะหใหมีหมูฟงกชันท่ีเหมาะสมในการเชื่อมตอกับโปรตีนท่ีมี
โมเลกุลใหญเพ่ือสรางแฮปเทน (hapten) โดยนําสาร oxyresveratrol acid ท่ีไดจากการเปลี่ยนแปลงหมู
ฟงกชันใหเกิด methyl-carboxylic acid บริเวณ phenol ring มาทําการเชื่อมตอกับโปรตีน cationized 
bovine serum albumin (cBSA) และ cationized ovalbumin (cOVA) โดยทําปฏิกิริยา 
carbodiimidation กับ EDC/NHS ไดเปน OXA-cBSA จากนั้นทําการตรวจสอบการเชื่อมตอกับโปรตีนโดยใช
วิธี MALDI mass spectrometry ข้ันตอนในการทําปฏิกิริยาเตรียมสารท่ีใชเปนอิมมูโนเจนแสดงดังรูปท่ี 2.1 
 

EDC
NHS

cBSA

NHS ester intermediate OXA-cBSA  
รูปท่ี 2.1 วิธีการสังเคราะหสารท่ีใชเปนอิมมูโนเจนโดยวิธ ีcarbodiimidation 
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4.1.2 การสังเคราะหสารท่ีใชเปนอิมมูโนเจนโดยวิธี periodate oxidation 
นําสาร mulberroside A ซ่ึงเปนสารท่ีเปน glycoside ของ oxyresveratrol มาทําฏิกิริยาดวยวิธี 

periodate oxidation จากนั้ น  ทํ าการตรวจสอบ การ เชื่ อมต อ กับ โป รตี น โดย ใช วิ ธี  MALDI mass 
spectrometry ข้ันตอนในการทําปฏิกิริยาเพ่ือเตรียมสารท่ีใชเปนอิมมูโนเจนแสดงดังรูปท่ี 2.2 
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รูปท่ี 2.2  วิธีการสังเคราะหสารท่ีใชเปนอิมมูโนเจนโดยวิธ ีperiodate oxidation 
 
4.1.3 การสังเคราะหสารท่ีใชเปนอิมมูโนเจนโดยวิธี Mannich reaction 

นําสาร oxyresveratrol มาทําการเชื่อมตอกับโปรตีน cationized bovine serum albumin (cBSA) 
และ cationized ovalbumin (cOVA) โดยทําปฏิ กิริยาดวยวิธี  Mannich reaction ได เปน  OXY-cBSA 
จากนั้นทําการตรวจสอบการเชื่อมตอกับโปรตีนโดยใชวิธี MALDI mass spectrometry ข้ันตอนในการทํา
ปฏิกิริยาเพ่ือเตรียมสารท่ีใชเปน  อิมมูโนเจนแสดงดังรูปท่ี 2.3 
 

Formaldehyde

cBSA, pH 4.7

HO

OH

OH

OH

H
NHOOC

OXY-cBSA

 
รูปท่ี 2.3 วิธีการสังเคราะหสารท่ีใชเปนอิมมูโนเจนโดยวิธ ีMannich reaction 

 
4.2 การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดี 
4.2.1 สัตวทดลอง 

กระตายเพศผูสายพันธุ  New Zealand White อายุ  3 เดือน ไดจากศูนยสัตวทดลองแหงชาติ 
มหาวิทยาลัยมหิดล จังหวัดนครปฐม การดูแลสัตวทดลองไดผานการพิจารณาของคณะกรรมการจรรยาบรรณ
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และมาตรฐานการเลี้ยงและการใชสัตวเพ่ืองานทางวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน ตามเอกสารเลขท่ี จส.
มข. 31/2557 
 
4.2.2 การกระตุนกระตายใหสรางแอนติบอดี (immunization) 

นําอิมมูโนเจน OXA-cBSA ท่ีไดจากวิธีการสังเคราะหดวยวิธี carbodiimides (วิธีท่ี 4.1.1) มาทําการฉีด
เขาท่ีบริเวณใตผิวหนัง (s.c.) กระตาย (New Zealand White) โดยทําการฉีดรวมกับ Freund’s complete 
adjuvant หลังจากการกระตุนครั้งแรก 4 สัปดาห ทําการฉีดสารกระตุนครั้งท่ี 2 เขาท่ีบริเวณกลามเนื้อสวนขา
ของกระตาย (i.m.) โดยทําการฉีดรวมกับ Freund’s incomplete adjuvant  หลังจากนั้น 1 สัปดาห นํา
ซีรัมกระตายท่ีไดรับการฉีดอิมมูโนเจนมาทําการตรวจสอบการเกิดแอนติบอดีโดยวิธี indirect ELISA และ 
indirect competitive ELISA  หลังจากทําการกระตุนครั้งท่ี 2 เปนเวลา 2 สัปดาห ทําการฉีดอิมมูโนเจนครั้ง
ท่ี  3 เขาท่ีบริเวณกลามเนื้อสวนขาของกระตาย (i.m.) โดยทําการฉีดรวมกับ Freund’s incomplete 
adjuvant  จากนั้น 1 สัปดาห นําซีรัมกระตายมาทําการตรวจสอบการเกิดแอนติบอดีโดยวิธี ELISA จากนั้น 
ทําการฉีดครั้งท่ี 4 โดยใชอิมมูโนเจนท่ีละลายใน PBS และทําการฉีดเขาเสนเลือดดํา (I.V.) ข้ันตอนการกระตุน
กระตายใหสรางแอนติบอดีแสดงดังรูปท่ี 2.4 

 

 
  

    

New Zealand White
Rabbit

4 weeks

2 weeks

2 weeks

1st Immunization 
0.75 mg OXA-cBSA 1:1 FCA S.C.

2nd Immunization 
0.75 mg OXA-cBSA 1:1 FIA I.M.

3rd Immunization 
0.75 mg OXA-cBSA 1:1 FIA I.M.

Blood 
Collection

4rd Immunization 
0.325 mg OXA-cBSA in PBS I.V.

 

รูปท่ี 2.4 ข้ันตอนการกระตุนกระตายเพ่ือผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดี 

4.2.3 การทําใหแอนติบอดีบริสุทธิ์ 
นําซีรัมจากเลือดกระตายท่ีสามารถสรางแอนติบอดีมาทําใหบริสุทธิ์โดยการแยก IgG โดยใชคอลัมน

ชนิ ด  Protein G FF (0.46 x 11 cm, Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) โดย มี
ข้ันตอนการแยก IgG จากซีรัมกระตายดังนี้ 

นําซีรัมปริมาตร 1-2 ml ผานคอลัมนชนิด Protein G FF ทําการลางคอลัมนดวย 20 mM 
phosphate buffer (pH 7) เพ่ือลางสารอ่ืนๆ ออกจากคอลัมน จากนั้น ทําการชะดวยสารละลาย 100 
mM citrate buffer (pH 2.7) เพ่ือใชในการแยกแอนติบอดีออกจากคอลัมน แอนติบอดีท่ีไดจากคอลัมน
นําไปทําปฏิกิริยาการสะเทินดวย 1 M Tris-HCl buffer pH 9.0 จากนั้น นําไปทําการ dialysis ดวยน้ําท่ี

  

  

 
    

 
    

 
    

 

7 days
Blood check 
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อุณหภูมิ 4°C โปรตีนของแอนติบอดีท่ีไดนําไปทําใหแหงดวยเครื่องระเหยแหงแบบแชเยือกแข็ง (freeze 
drying) 
4.2.4 ตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอด ี

ทําการตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอดีท่ีได โดยการนําไปตรวจสอบคุณสมบัติในการจับกับสาร 
oxyresveratrol และสารอ่ืนท่ีมีสูตรโครงสรางใกลเคียงกันโดยวิธี indirect competitive ELISA จากนั้น ทํา
การคํานวณหา % cross reactivity ของแอนติบอดีท่ีผลิตไดกับสารชนิดตางๆ ดวยวิธีของ Weiler and Zenk 
(1976) 
4.2.5 พัฒนาวิธีวิเคราะหสาร oxyresveratrol โดยวิธี ELISA 

พัฒนาวิธีการวิเคราะหหาปริมาณสาร oxyresveratrol ดวยวิธี indirect competitive ELISA โดยใช
แอนติบอดีท่ีผลิตได จากนั้นทําการหาความเท่ียง ความไว และความแมนยําในการวิเคราะห และตรวจสอบหา
ปริมาณสาร oxyresveratrol ท่ีพบในมะหาดเปรียบเทียบกับวิธี HPLC  วิธีการตรวจวิเคราะหปริมาณสาร 
oxyresveratrol โดยวิธี ELISA มีข้ันตอนแสดงดังรูปท่ี 2.5 

 

อนึ่งการวิเคราะหปริมาณสาร oxyresveratrol ในตัวอยางพืชดวยวิธี HPLC ท่ีใชเปรียบเทียบ มีสภาวะ
ในการวิเคราะหดังนี้ 

High performance liquid chromatography PerkinElmer Series 200 LC pump และ 
PerkinElmer 785A UV/VIS detector, PE Nelson computer 
Column : LiChroCART®, 125 x 4 mm, 5 µm particle size; Merck, Germany  
Mobile phase : 20% acetonitrile ท่ีมี 0.5% acetic acid  
Flow rate : 1.0 ml/min 
Detector wavelength : 320 nm 
Injection volume : 20 µl  
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รูปท่ี 2.5  ข้ันตอนการตรวจวิเคราะหปริมาณสาร oxyresveratrol ดวยวิธี indirect competitive ELISA 

- Incubate ท่ี 37oC 1 ชม. 
- ลางดวย T-PBS 3 ครั้ง 

- Incubate ท่ี 37oC 1 ชม. 
- ลางดวย T-PBS 3 ครั้ง 

- Incubate ท่ี 37oC 1 ชม. 
- ลางดวย T-PBS 3 ครั้ง 

- Incubate ท่ี 37oC 1 ชม. 
- ลางดวย T-PBS 3 ครั้ง 

11 



4.3 การผลิตมอโนโคลนอลแอนติบอดี 
4.3.1 สัตวทดลอง  

หนูเมาสเพศผูสายพันธุ Balb/c อายุ 6 สัปดาห ไดจากศูนยสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล 
จังหวัดนครปฐม การดูแลสัตวทดลองไดผานการพิจารณาของคณะกรรมการจรรยาบรรณและมาตรฐานการ
เลี้ยงและการใชสัตวเพ่ืองานทางวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน ตามเอกสารเลขท่ี จส.มข. 31/2557 
(ภาคผนวก) 

4.3.2 การกระตุนหนูใหสรางสารแอนติบอดี 
ทําการฉีดสารอิมมูโนเจน OXA-cBSA เขาท่ีบริเวณหนาทองหนู (mouse, Balb/c strain) ทุกๆ 2 

สัปดาห โดยทําการฉีดรวมกับ Freund’s complete adjuvant จากนั้น ทําการฉีดอิมมูโนเจนครั้งท่ี 2 และ 3 
โดยทําการฉีดรวมกับ Freund’s incomplete adjuvant สวนครั้งท่ี 4 จะทําการฉีดกระตุนโดยไมไดฉีด
รวมกับ adjuvant จากนั้น นําซีรัมหนูท่ีไดรับการฉีดอิมมูโนเจนมาทําการตรวจสอบการผลิตแอนติบอดีท่ีไดโดย
วิธี ELISA ข้ันตอนการกระตุนหนูใหสรางแอนติบอดีแสดงดังรูปท่ี 2.6 

 

BALB/c Mouse
1st

immunization
Ag-Protein conjugate 1 : 1 

FCA 

2 weeks

2 weeks

2 weeks

2st

immunization
Ag-Protein conjugate 1 : 1 

FIA 

3st

immunization
Ag-Protein conjugate 1 : 1 

FIA 

4st

immunization
Ag-Protein in PBS

Spleen  +  Myeloma 
PEG

Hybridomas

HAT 
medium

Clone by limit 
dilution

Positive cells
Harvest MAb

5 days

Blood check  

รูปท่ี 2.6 ข้ันตอนการกระตุนหนูเพ่ือผลิตมอโนโคลนอลแอนติบอดี 

 

4.3.3 การหลอมรวมเซลลและคัดเลือกเซลลไฮบริโดมา (hybridoma) 
นําเซลลมามจากหนูมาหลอมรวมกับเซลลไมอีโลมา (myeloma, sp2/0) (RIKEN BioResource 

center, Irabaki, Japan) ด ว ย วิ ธี  polyethylene glycol (PEG) ทํ า ก า ร คั ด เลื อ ก เซ ล ล ไฮ บ ริ โด ม า 
(hybridoma) และทําการเลี้ยงเซลลท่ี 37°C/5% CO2 incubator โดยใช HAT medium จากนั้น ทําการเลี้ยง
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ไปเปนระยะเวลา 10 วัน แลวนําสวน supernatant ของอาหารท่ีทําการเพาะเลี้ยงมาตรวจสอบการผลิต
แอนติบอดีโดยวิธี indirect ELISA เม่ือไดเซลลท่ีผลิตแอนติบอดีแลวทําการแยกเซลลท่ีไดใหเปนเซลลเดี่ยวๆ 
โดยใชวิธี clone by limiting dilution ภายใน 2-3 อาทิตย จะไดโคโลนีเด่ียวๆ ท่ีสามารถผลิตแอนติบอดีมาก
พอท่ีจะทําการตรวจสอบไดโดยวิธี ELISA อีกครั้ง โคลนท่ีใหผลบวกตอการตรวจสอบ จะถูกนํามาเลี้ยงเพ่ือเพ่ิม
ปริมาณ 
4.3.4 การทําใหแอนติบอดีบริสุทธิ์ 

เม่ือทําการเพาะเลี้ยงไฮบริโดมาในอาหารเพาะเลี้ยงจนไดปริมาณแอนติบอดีปริมาณมาก จากนั้น นํามา
ทําใหบริสุทธิ์โดยใชคอลัมน protein G FF  เพ่ือแยกแอนติบอดีออกมาโดยอาศัยหลักการในการจับกับ Fc ของ
แอนติบอดีและแยกสารออกมาโดยใชสารบัฟเฟอร (buffer) ท่ีมี pH ต่ํา ตามวิธีการและข้ันตอนในขอ 3.2.3 
4.3.5 ตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอด ี

ทําการตรวจสอบคุณสมบัติของมอโนโคลนอลแอนติบอดี โดยการนําไปตรวจสอบคุณสมบัติในการจับกับ
สาร oxyresveratrol และสารอ่ืนท่ีมีสูตรโครงสรางใกลเคียงกันโดยวิธี indirect competitive ELISA จากนั้น  
ทําการคํานวณหา % cross reactivity ของแอนติบอดีท่ีผลิตไดกับสารชนิดตางๆ ดวยวิธีของ Weiler and 
Zenk (1976) 
4.3.6 พัฒนาวิธีวิเคราะหสาร oxyresveratrol โดยวิธี ELISA 

พัฒนาวิธีการวิเคราะหหาปริมาณสาร oxyresveratrol ดวยวิธี indirect competitive ELISA โดยใช
แอนติบอดีท่ีผลิตได ตามข้ันตอนและวิธีการในขอท่ี 4.2.5 ทําการหาความเท่ียง และความไวในการวิเคราะห 
และตรวจสอบหาปริมาณสาร oxyresveratrol ท่ีพบในมะหาดเปรียบเทียบกับวิธี HPLC 

4.4 การเตรียมตัวอยางพืชเพ่ือตรวจวิเคราะหหาปริมาณสาร oxyresveratrol 
ตัวอยางพืชนําไปอบท่ีอุณหภูมิ 50 °C เปนเวลา 2 วัน ทําการบดใหเปนผงละเอียด จากนั้น ทําการชั่ง

ตัวอยาง 50 mg แลวนําไปสกัดดวย methanol 500 µl และนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 3,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 5 นาที เก็บสวนใส จากนั้น ทําการสกัดซํ้า 4 ครั้ง เก็บสวนใสท้ังหมดรวมกันแลวนําไประเหยจน
แหง แลวปรับปริมาตรดวย methanol 1 ml จากนั้นทําการนําไปตรวจวิเคราะหปริมาณ oxyreveratrol  
ดวยวิธี ELISA ท่ีพัฒนาข้ึนเปรียบเทียบกับวิธี HPLC 

 
5. ผลการวิจัย 
5.1 การสังเคราะหสารท่ีใชเปนอิมมูโนเจน 
5.1.1 การสังเคราะหสารท่ีใชเปนอิมมูโนเจนโดยวิธี carbodiimidation 

oxyresveratrol acid ท่ีเชื่อมตอกับโปรตีน cBSA (OXA-cBSA) จากการเตรียมโดยวิธี 
carbodiimidation โดยใช EDC/NSH ไดนํามาทําการตรวจสอบ hapten number โดย MALDI-TOF-MS 
(BrukerDaltonics, Breman, Germany) รูปท่ี 2.7 แสดงน้ําหนักโมเลกุลของอิมมูโนเจนท่ีสังเคราะหได พบวา 
OXA-cBSA มีน้ําหนักโมเลกุล 72633.42 ในขณะท่ีโปรตีน cBSA มีน้ําหนักโมเลกุล 70319.62 เม่ือทําการ
คํานวณหาจํานวน hapten number โดยน้ําหนักโมเลกุลของ oxyresveratrol acid มีคา 287 พบวา อิมมูโน
เจนท่ีสังเคราะหไดมีจํานวน hapten number เปน 8 จะเห็นไดวา คาท่ีไดอยูในชวงท่ีเหมาะสม (hapten 
number 5-25) ดังนั้น อิมมูโนเจนท่ีสังเคราะหไดจึงสามารถนํามาใชในการกระตุนสัตวทดลองใหสราง
แอนติบอดี 
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รูปท่ี 2.7 MALDI-TOF mass spectrum ของ cBSA (A) และ OXY-cBSA (B)  

5.1.2 การสังเคราะหสารท่ีใชเปนอิมมูโนเจนโดยวิธี periodate oxidation 
mulberroside A ท่ีเชื่อมตอกับโปรตีน BSA (MuA-BSA) ดวยวิธี periodate oxidation ไดนํามาทํา

การตรวจสอบ hapten number โดย MALDI-TOF-MS รูปท่ี 2.8 แสดงน้ําหนักโมเลกุลของอิมมูโนเจนท่ี
สังเคราะหไดพบวา MuA-BSA มีน้ําหนักโมเลกุล 73309.88 ในขณะท่ีโปรตีน BSA มีน้ําหนักโมเลกุลเปน 
66382 เม่ือทําการคํานวณหาจํานวน hapten number โดยน้ําหนักโมเลกุลของ mulberroside A มีคา 508 
พบวา อิมมูโนเจนท่ีสังเคราะหไดมีจํานวน hapten number เปน 13  ดังนั้น แอนติเจนท่ีสังเคราะหไดจึง
สามารถนํามาใชในการกระตุนสัตวทดลองใหสรางแอนติบอดี 
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รูปท่ี 2.8  MALDI-TOF mass spectrum ของ MuA-BSA 
 
5.1.3 การสังเคราะหสารท่ีใชเปนอิมมูโนเจนโดยวิธี Mannich reaction 

oxyresveratrol ท่ีเชื่อมตอกับโปรตีน cBSA (OXY-cBSA) จากการเตรียมโดยวิธี Mannich reaction 
ไดนํามาทําการตรวจสอบ hapten number โดย MALDI-TOF-MS จากการศึกษาโดยใชอัตราสวนระหวาง
สาร oxyresveratrol และโปรตีน cBSA ท่ีแตกตางกัน ไดแก 1:2, 1:5, 1:10, 1:20 และ1:50 พบวา จํานวน 
hapten number ท่ีไดมีความแตกตางกัน คิดเปน 63, 65, 62, 36 และ 20 ตามลําดับ แสดงดังรูปท่ี 2.9 – 
2.13 

 
รูปท่ี 2.9  MALDI-TOF mass spectrum ของ OXY-cBSA 1:2 

85383.26 
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รูปท่ี 2.10  MALDI-TOF mass spectrum ของ OXY-cBSA 1:5 

 

 
รูปท่ี 2.11  MALDI-TOF mass spectrum ของ OXY-cBSA 1:10 

 

 
รูปท่ี 2.12  MALDI-TOF mass spectrum ของ OXY-cBSA 1:20 

90563.88 

84542.36 

78544.10 
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รูปท่ี 2.13  MALDI-TOF mass spectrum ของ OXY-cBSA 1:50 

อัตราสวนระหวางแอนติเจนและโปรตีนในการเชื่อมตอโดยวิธี Mannich reaction จากรูปท่ี 2.14  
แสดงใหเห็นวา อัตราสวน 1:2 ถึง 1:10 ใหจํานวน hapten number อยูในชวงท่ีใกลเคียงกันคือ 62-65 
ในขณะท่ีอัตราสวนของโปรตีนท่ีเพ่ิมข้ึนเปน 1:20 และ 1:50 จะมีผลใหจํานวน hapten number ลดลงเปน 
36 และ 20 ตามลําดับ  
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รูปท่ี 2.14 อัตราสวนระหวางแอนติเจนและโปรตีนในการสังเคราะหสารโดยวิธี Mannich reaction 

 
5.2 การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดี 

จากการกระตุนกระตาย (New Zealand White) ดวยอิมมูโนเจนจากวิธี carbodiimides (OXA-cBSA) 
จํานวน 4 ครั้ง และนําซีรัมท่ีไดจากเลือดกระตายมาทําการตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอดีดวยวิธี indirect 
ELISA และตรวจสอบคุณสมบัติในการจับกับ oxyresveratrol ดวยวิธี indirect competitive ELISA ผลการ
ทดลองแสดงดังรูปท่ี 2.15 จากผลการทดลองจะเห็นไดวา กระตายสามารถสรางแอนติบอดีและมีการจดจําสาร 

70554.63 
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oxyresveratrol ได ดังนั้น จึงทําการกระตุนกระตายในครั้งท่ี 4 และทําการเก็บเลือดกระตายในปริมาณท่ีมาก
ข้ึน ทําการแยกซีรัมและนําซีรัมท่ีไดไปทําการแยกแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยใชคอลัมน Protein G FF 

            
รูปท่ี 2.15 ไทเทอร (titer) ของแอนติบอดีท่ีไดจากซีรัมกระตายและความจําเพาะ 

   ในการจับกับสาร oxyresveratrol 
 
5.2.1 คุณสมบัติของโพลีโคลนอลแอนติบอดี 

เม่ือนําแอนติบอดีท่ีผลิตไดมาทําการตรวจสอบคุณสมบัติในการจับกับแอนติเจนโดยวิธี indirect ELISA 
พบวา แอนติบอดีท่ีความเขมขน 13.10 µg/ml เหมาะสมในการจับกับแอนติเจนโดยใหคาการดูดกลืนแสง 
(absorbance) ประมาณ 1.0 แสดงดังรูปท่ี 2.16 ดังนั้น ความเขมขนของแอนติบอดีดังกลาวจึงนํามาใชในการ
พัฒนาวิธีวิเคราะหโดย indirect competitive ELISA 
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รูปท่ี 2.16 การเกิดปฏิกิริยาระหวางความเขมขนของโพลีโคลนอลแอนติบอดีกับ oxyresveratrol 

ดวยวิธี indirect ELISA 

เม่ือทําการตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอดีในการจับกับสาร oxyresveratrol และสารอ่ืนท่ีมีสูตร
โครงสรางใกลเคียงเพ่ือหาปฏิกิริยาขาม (cross reactivity) คาท่ีไดแสดงดังตารางท่ี 2.1 ผลการศึกษาพบวา 
แอนติบอดีท่ีผลิตไดมีความจําเพาะกับสาร oxyresveratrol สูง โดยแอนติบอดีไมสามารถจับกับสารอ่ืนท่ีมีสูตร
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โครงสรางใกลเคียงกันได รวมท้ัง resveratrol และ mulberroside A ซ่ึงเปนสารในกลุม stilbenoids และ
สารอ่ืนๆ หลายชนิดในกลุม flavonoids 

 
 

ตารางท่ี 2.1 cross reactivity ของโพลีโคลนอลแอนติบอดีในการจับกับสารชนิดตางๆ  

สาร กลุมสาร  Cross-reactivity (%) 

Oxyresveratrol  100% 
Resveratrol Stilbenoids < 0.01 
Mulberroside A  < 0.01 

Rutin  < 0.01 
Artocarpin  < 0.01 
Cycloartobiloxanthone  < 0.01 
Norcycloartocarpin Flavonoids < 0.01 
Chalcomoracin  < 0.01 
Quercetin  < 0.01 
Kaemferol  < 0.01 

 

5.2.2 การพัฒนาวิธีวิเคราะหสาร oxyresveratrol โดยใชโพลีโคลนอลแอนติบอดี 
จากการพัฒนาวิธีวิเคราะหสาร oxyresveratrol ดวยวิธี indirect competitive ELISA โดยใชโพลี

โคลนอลแอนติบอดีพบวา ชวงของการตรวจวิเคราะหสาร oxyresveratrol อยูระหวาง 1.12-2.12 mg/ml 
โดยกราฟมาตรฐานของ oxyresveratrol แสดงดังรูปท่ี 2.17 
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รูปท่ี 2.17 กราฟมาตรฐานของสาร oxyresveratrol ดวยวิธี indirect competitive ELISA 

   โดยใชโพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีจําเพาะกับ oxyresveratrol 
จากการตรวจสอบความเท่ียง (precision) ของวิธีวิเคราะหโดยการหาคาความเท่ียงภายในเพลท (intra-

plate) และระหวางเพลท (inter-plate) พบวา สวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) มีคาไมเกิน 10% ใน
ทุกความเขมขนของสารมาตรฐาน แสดงดังตารางท่ี 2.2 แสดงใหเห็นวา วิธีการท่ีพัฒนาข้ึนมีความเท่ียงในการ
วิเคราะห 

 

ตารางท่ี 2.2 คาความเท่ียงภายในเพลท (intra-plate) และระหวางเพลท (inter-plate) ของวิธีวิเคราะห 
 indirect competitive ELISA (n=5) 

Oxyresveratrol concentration 
(mg/ml) 

Intra-assay RSD (%) Inter-assay RSD (%) 

2.12 2.69 3.47 

1.91 6.41 6.11 

1.72 4.14 4.14 

1.55 0.58 3.15 

1.39 3.13 5.09 

1.26 3.99 1.12 

1.13 2.90 2.66 
 

จากการตรวจสอบความแมนยํา (accuracy) ของวิธีวิเคราะหโดยการเติมสารมาตรฐานลงในตัวอยาง 

(spike sample) ท่ี 3 ระดับ และหา % recovery พบวา % recovery ของ oxyresveratrol อยูในชวง 98-

102.10% (ตารางท่ี 2.3) ซ่ึงอยูในเกณฑการยอมรับ แสดงใหเห็นวา วิธีวิเคราะหท่ีพัฒนาข้ึนมีความแมนยํา 

สามารถนํามาใชเพ่ือหาปริมาณสาร oxyresveratrol ในตัวอยางได 
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ตารางท่ี 2.3 คา recovery ของวิธีวิเคราะห indirect competitive ELISA (n=3) 

Spike of oxyresveratrol 
concentration 

 (mg/ml) 

Oxyresveratrol content 
(mg/ml) 

Recovery (%) RSD (%) 

0 1.21±0.08 - 6.24 

0.2 1.41±0.05 99.54 3.32 

0.8 2.02±0.19 102.10 9.39 

1 2.20±0.06 98.90 2.47 

 

5.2.3 การหาปริมาณสาร oxyresveratrol ในพืชสมุนไพรดวยวิธี indirect competitive ELISA  

 และ HPLC 

การวิเคราะหปริมาณสาร oxyresveratrol โดยวิธี indirect competitive ELISA ท่ีพัฒนาข้ึนไดนํามา

ประยุกตใชเพ่ือหาปริมาณสารดังกลาวในมะหาดและปวกหาด เปรียบเทียบกับวิธี HPLC แสดงดังตารางท่ี 2.4 

เม่ือพิจารณาชวงการวิเคราะหสารดวยวิธี ELISA พบวา มีชวงการวิเคราะหเปน 1.12-2.21 mg/ml ซ่ึงมีคาท่ีสูง

กวาวิธี HPLC ถึง 1,000 เทา แสดงใหเห็นวา คาความไว (sensitivity) ในการวิเคราะหดวยวีธี ELISA ต่ํากวาวิธี

มาตรฐาน HPLC ดังนั้น กรณีท่ีตัวอยางพืชท่ีทําการตรวจวิเคราะหมีปริมาณสารต่ํา วิธี ELISA จะไมสามารถ

ตรวจสอบได จากตารางท่ี 2.4 จะเห็นไดวา สามารถตรวจวิเคราะหหาปริมาณสารไดจากตัวอยางของปวกหาด

หรือแกนมะหาดเทานั้น ปริมาณสารจากสวนใบ เปลือก และก่ิง ไมสามารถตรวจสอบไดดวยวิธี ELISA ปริมาณ

สาร oxyresveratrol ท่ีพบในปวกหาดและแกนมะหาดดวยวิธี ELISA คิดเปน 683.52 และ 212.14 mg/g 

น้ําหนักแหง ตามลําดับ เม่ือนําคาท่ีตรวจสอบไดจากท้ังสองวิธีมาหาคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (%correlation 

coefficient) พบวา วิธีการท้ังสองมีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ 0.9878  
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ตารางท่ี 2.4 ปริมาณ oxyresveratrol ในมะหาดและปวกหาด ดวยวิธี polyclonal antibody-based ELISA 
และ HPLC 

ตัวอยาง 
Oxyresveratrol content (mg/g dry wt.) 

HPLC ELISA 

มะหาด   
ใบหมายเลข 1 0.07±0.00 ND 
ใบหมายเลข 2 0.02±0.00 ND 

ก่ิง 0.06±0.00 ND 
                   เปลือก 0.08±0.00 ND 

  แกน  237.71±8.64 212.14±18.92 

ปวกหาด   
ปวกหาดหมายเลข 1 664.08±3.23 683.52±11.18 
ปวกหาดหมายเลข 2 676.43±1.76 618.32±3.44 

ND = not detected 
 
5.3 การผลิตมอโนโคลนอลแอนติบอดี 
5.3.1 ผลของอิมมูโนเจนจากการสังเคราะหดวยวิธีตางๆ ตอการผลิตแอนติบอดี 
5.3.1.1 อิมมูโนเจนจากวิธ ีcarbodiimidation 

จากการฉีดอิมมูโนเจนชนิด OXA-cBSA ท่ีไดจากปฏิกิริยา carbodiimidation เพ่ือกระตุนหนูสายพันธุ 
BALB/c ใหผลิตแอนติบอดีจํานวน 4 ครั้ง นําซีรัม (serum) ท่ีไดจากเลือดหนูมาทําการตรวจสอบแอนติบอดีท่ี
ผลิตไดดวยวิธี indirect ELISA และตรวจสอบคุณสมบัติในการจับกับ oxyresveratrol ดวยวิธี indirect 
competitive ELISA ผลการทดลองแสดงดังรูปท่ี 2.18 
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รูปท่ี 2.18 ไทเทอรของแอนติบอดีท่ีไดจากซีรัมหนู  BALB/c และความจําเพาะในการจับกับ 

สาร oxyresveratrol จากอิมมูโนเจน OXA-cBSA 
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5.3.1.2 อิมมูโนเจนจากวิธ ีperiodate oxidation 
จากการฉีดอิมมูโนเจนชนิด MuA-BSA ท่ีไดจากปฏิกิริยา periodate oxidation เพ่ือกระตุนหนูสาย

พันธุ BALB/c ใหผลิตแอนติบอดีจํานวน 4 ครั้ง นําซีรัมท่ีไดจากเลือดหนูมาทําการตรวจสอบแอนติบอดีท่ีผลิต
ไดด วยวิธี  indirect ELISA และตรวจสอบคุณ สมบั ติ ในการจับ กับ  oxyresveratrol ดวยวิธี  indirect 
competitive ELISA ผลการทดลองแสดงดังรูปท่ี 2.19 
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รูปท่ี 2.19 ไทเทอรของแอนติบอดีท่ีไดจากซีรัมหนู  BALB/c และความจําเพาะในการจับกับ 

 สาร oxyresveratrol จากอิมมูโนเจน MuA-BSA 
 
5.3.1.3 อิมมูโนเจนจากวิธ ีMannich reaction 

จากการฉีดอิมมูโนเจนชนิด OXY-cBSA ท่ีไดจากปฏิกิริยา Mannich reaction เพ่ือกระตุนหนูสายพันธุ 
BALB/c ใหผลิตแอนติบอดีจํานวน 4 ครั้ง นําซีรัมท่ีไดจากเลือดหนูมาทําการตรวจสอบแอนติบอดีท่ีผลิตไดดวย
วิธี indirect ELISA และตรวจสอบคุณสมบัติในการจับกับ oxyresveratrol ดวยวิธี indirect competitive 
ELISA ผลการทดลองแสดงดังรูปท่ี 2.20  

ผลการศึกษาแสดงใหเห็นวา แอนติบอดีจากหนูท่ีไดรับสาร  OXY-cBSA ในอัตราสวน 1:50 ซ่ึงมีจํานวน 
hapten number ต่ําสุดคือ 20 มีความสามารถในการสรางแอนติบอดีท่ีมีความไวสูงสุดเทียบกับอิมมูโนเจนใน
อัตราสวนอ่ืนๆ แสดงใหเห็นวา OXY-cBSA ในอัตราสวน 1:50 มีความเหมาะสมในการนําไปผลิตมอโนโคลนอล
แอนติบอดี 

23 



0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0.35

0.4

injection 2 injection 3 injection 4

Ab
so

rb
an

ce
 at

 40
5 n

m

OXY 1:50 cBSA
OXY 1:20 cBSA
OXY 1:10 cBSA
OXY 1:5 cBSA
OXY 1:2 cBSA
+100 µl OXY standard

2 weeks 4 weeks 6 weeks

ug Std.

 

รูปท่ี 2.20 ไทเทอรของแอนติบอดีท่ีไดจากซีรัมหนู  BALB/c และความจําเพาะในการจับกับ 
  สาร oxyresveratrol จากอิมมูโนเจน OXY-cBSA ท่ีอัตราสวนตางๆ 

 

ผลการศึกษาแสดงใหเห็นวา อิมมูโนเจนท่ีไดจากปฏิกิริยา Mannich reaction สามารถทําใหเกิดการจับ
กับ epitope เพ่ือใหได antibody ท่ีมีการจดจําตําแหนงท่ีจําเพาะกับโครงสรางของ oxyresveratrol ไดดี 
(high binding affinity) อยางไรก็ตาม การท่ีจํานวน hapten number สูงเกินไปจะสงผลใหการละลาย
ของอิมมูโนเจนต่ําและทําใหผลิตแอนติบอดีไดในปริมาณต่ํา แสดงดังในตารางท่ี 2.5 

 
ตารางท่ี 2.5 ผลของอิมมูโนเจนชนิดตางๆ ตอการผลิตแอนติบอดีในซีรัมหนู 

Conjugate Antigen/Carrier 
protein ratio 

Hapten 
number 

Antibody productiona 
(Abs 405 nm)b 

Oxyresveratrol 
recognition ability 

(% inhibition)c 

OXA-cBSA 1:1 8 2.30±0.12 10.71 

MuA-BSA 1:1 13 0.39±0.05 48.71 

OXY-cBSA 1:2 63 0.06±0.00 28.93 

 1:5 65 0.15±0.00 25.52 

 1:10 62 0.10±0.01 34.00 

 1:20 36 0.33±0.00 83.51 

 1:50 20 0.35±0.06 81.10 
aMean±SD 
bTiter of anti-OXY antibody in the 4th immunized mouse sera determined by indirect 
competitive ELISA, Serum dilution 1:100 
c% Inhibition = [1-(Absorbance of 4th immunized mouse sera + 
    100 µg standard OXY/ Absorbance of 4th immunized mouse sera)] x 100  
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5.3.2 มอโนโคลนอลแอนตบิอดีจากอิมมูโนเจนชนิดตางๆ  
จากผลการศึกษาจะเห็นไดวา หนูท่ีไดรับอิมมูโนเจนชนิดตางๆ สามารถสรางแอนติบอดีและมีการจดจํา

สาร oxyresveratrol ได (ตารางท่ี 2.5) ดังนั้นจึงไดนําเซลลจากมามของหนูท่ีสรางแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอสาร 
oxyresveratrol ท่ีเกิดจากแอนติเจนท้ังสามวิธีมาทําการหลอมรวมกับเซลลไมอีโลมาดวยวิธี PEG และทําการ
เลี้ยงเซลลท่ี 37°C/5% CO2 incubator โดยใช HAT medium เปนอาหารเลี้ยงเซลล จากนั้น ทําการแยกให
ไดโคลนเดี่ยวดวยวิธี clone by limit dilution 

 
5.3.2.1 อิมมูโนเจนจากวิธี carbodiimidation 

ภายหลังจากการตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอดีดวยวิธี indirect competitive ELISA และทําการ
คัดเลือกโคลนเดี่ยวดวยวิธี clone by limit dilution จํานวน 2 ครั้ง พบวา ไฮบริโดมาจํานวน 3 โคลน 
สามารถผลิตแอนติบอดีท่ีจําเพาะกับ oxyresveratrol ได โคลน A1 มีความสามารถในการจับกับแอนติเจนไดดี
ท่ีสุด ดังนั้น จึงนําโคลนดังกลาวมาทําการเพ่ิมปริมาณในอาหารเพาะเลี้ยง อยางไรก็ตาม ระหวางท่ีทําการผลิต
เพ่ือเพ่ิมปริมาณแอนติบอดีพบวา ความสามารถในการผลิตมอโนโคลนอลแอนติบอดีลดลงตอเนื่องและเม่ือทํา
การผลิตท่ีระดับการเพาะเลี้ยง 500 ml (1 เดือน ภายหลังเพาะเลี้ยง) เซลลดังกลาวไมสามารถผลิตแอนติบอดี
ได ดังแสดงในตารางท่ี 2.6 ดังนั้น มอโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดจากวิธีการนี้จึงไมสามารถดําเนินการตอเพ่ือ
ตรวจสอบคุณสมบัติได 
 
ตารางท่ี 2.6 การผลิตและความสามารถในการจดจําสาร oxyresveratrol จากแอนติบอดีโคลน A1  

Culture Volume Antibody productiona  
(Abs 405 nm)b 

Oxyresveratrol 
 recognition ability 

(% inhibition)c 
5 ml 2.514 43.12% 

10 ml 2.149 45.14% 

160 ml 1.263 42.60% 

250 ml 0.424 53.87% 

500 ml 0.039 0% 
aMean±SD 
bTiter of anti-OXY antibody in the 4th immunized mouse sera determined by indirect 
competitive ELISA, Serum dilution 1:100 

 
5.3.2.2 อิมมูโนเจนจากวิธี periodate oxidation 

ภายหลังจากการตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอดีดวยวิธี indirect competitive ELISA และทําการ
คัดเลือกโคลนเดี่ยวดวยวิธี clone by limit dilution พบวา ไฮบริโดมาจํานวน 1 โคลน สามารถผลิต
แอนติบอดีท่ีจําเพาะกับ oxyresveratrol ได คือ โคลน B8 ดังนั้น โคลนดังกลาวจึงถูกเลือกเพ่ือนํามาทําการ
เพ่ิมปริมาณและทําใหบริสุทธิ์โดยใช คอลัมนโปรตีน G FF 
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จากการตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอดีโดยวิธี indirect ELISA พบวา แอนติบอดีท่ีความเขมขน 
12.50 µg/ml เหมาะสมในการจับกับแอนติเจนโดยใหคาการดูดกลืนแสงประมาณ 1.0 แสดงดังรูปท่ี 2.21 
ดังนั้น ความเขมขนของแอนติบอดีดังกลาวจึงนํามาใชในการพัฒนาวิธีวิเคราะหโดย indirect competitive 
ELISA 
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รูปท่ี 2.21 การเกิดปฏิกิริยาระหวางความเขมขนของมอโนโคลนอลแอนติบอดีกับ oxyresveratrol 

ดวยวิธี indirect ELISA โดยใชแอนติบอดีโคลน B8 
 

เม่ือทําการพัฒนาวิธีการตรวจสอบหาปริมาณสาร oxyresveratrol ดวยวิธี indirect competitive (รูป
ท่ี 23) พบวา มอโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดไมมีคุณสมบัติในการจดจําสาร oxyresveratrol ท่ีเติมลงไปเพ่ือให
เกิดการแยงจับ มีการจดจําเฉพาะสารท่ีอยูในรูปแบบของการเชื่อมตอกับโปรตีนเทานั้น ทําใหไมสามารถนําไป
ประยุกตใชเพ่ือใหปริมาณสารได 
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รูปท่ี 2.22 กราฟมาตรฐานของสาร oxyresveratrol ดวยวิธี indirect competitive ELISA  

    โดยใชมอโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน B8 
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5.3.2.3 อิมมูโนเจนจากวิธี Mannich reaction 
ภายหลังจากการตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอดีดวยวิธี indirect competitive ELISA และทําการ

คัดเลือกโคลนเดี่ยวดวยวิธี clone by limit dilution พบวา ไฮบริโดมาจํานวน 1 โคลน สามารถผลิต
แอนติบอดีท่ีจําเพาะกับ oxyresveratrol ได คือ โคลน E4 ดังนั้น โคลนดังกลาวจึงถูกเลือกเพ่ือนํามาทําการ
เพ่ิมปริมาณและทําใหบริสุทธิ์โดยใช คอลัมนโปรตีน G FF 

คุณสมบัติของมอโนโคลนอลแอนติบอดโีคลน E4 
จากการตรวจสอบคุณสมบัติของมอโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน E4 โดยใชชุดตรวจสอบชนิดของ

แอนติบอดี (IsoStrip mouse monoclonal antibody isotyping kit, Roche Applied Science, IN, USA) 
พบวา มอโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดจัดเปนกลุมยอย IgM และมี light chain เปน kappa (κ) แสดงดังรูป
ท่ี 2.23 

 

                                      
รูปท่ี 2.23 ผลการตรวจสอบชนิดของมอโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน E4 

 
เม่ือทําการยืนยันผลการทดสอบคุณสมบัติของมอโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธีเจลอิเลคโทรโพรีซีส 

(Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS page) พบวา แอนติบอดีท่ีไดมี 
heavy chain ขนาดประมาณ 70 KDa และ light chain ขนาดประมาณ 23 KDa แสดงใหเห็นวา แอนติบอดี
มีขนาดเทากับ heavy chain และ light chain ของ IgM รูปท่ี 2.24 แสดงขนาดของมอโนโคลนอลแอนติบอดี
โคลน E4 

27 



                        
MAb

Heavy chain 70 KDa

Light chain 23 KDa

 
รูปท่ี 2.24 ขนาดของมอโนโคลนอลแอนติบอดีจากการตรวจสอบโดยใช SDS page 
 

จากการตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอดีโดยวิธี indirect ELISA พบวา แอนติบอดีท่ีความเขมขน 5 
µg/ml เหมาะสมในการจับกับแอนติเจนโดยใหคาการดูดกลืนแสงประมาณ 1.0 แสดงดังรูปท่ี 2.25 ดังนั้น
ความเขมขนของแอนติบอดีดังกลาวจึงนํามาใชในการพัฒนาวิธีวิเคราะหโดย indirect competitive ELISA 
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รูปท่ี 2.25 การเกิดปฏิกิริยาระหวางความเขมขนของมอโนโคลนอลแอนติบอดีกับ oxyresveratrol ดวยวิธี 
indirect ELISA โดยใชแอนติบอดีโคลน E4 

 
เม่ือทําการตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอดีในการจับกับสาร oxyresveratrol และสารอ่ืนท่ีมีสูตร

โครงสรางใกลเคียงเพ่ือหาปฏิกิริยาขาม คาท่ีไดแสดงดังตารางท่ี 2.7 ผลการศึกษาพบวา แอนติบอดีท่ีผลิตได
สามารถจับกับสาร resveratrol ซ่ึงมีสูตรโครงสรางใกลเคียงกันได โดยมีปฏิ กิริยาขาม 89.92% แตไม
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เกิดปฏิกิริยาขามกับสารอ่ืนในกลุม stilbenes ไดแก mulberroside A, moscatilin, gigantol และสารอ่ืนใน
กลุม flavonoids  

ตารางท่ี 2.7  cross reactivity ของมอโนโคลนอลแอนติบอดีในการจับกับสารชนิดตางๆ  

สาร กลุมสาร  Cross-reactivity (%) 

Oxyresveratrol  100 
Resveratrol Stilbenoids 89.92 
Mulberroside A  < 0.01 
Moscatilin  < 0.01 
Gigantol  < 0.01 

Artocarpin  < 0.01 
Cycloartobiloxanthone Flavonoids < 0.01 
Norcycloartocarpin  < 0.01 
Chalcomoracin  < 0.01 

 
จากการพัฒนาวิธีวิเคราะหสาร oxyresveratrol ดวยวิธี indirect competitive ELISA โดยใชมอโน

โคลนอลแอนติบอดีพบวา ชวงของการตรวจวิเคราะหสาร oxyresveratrol อยูระหวาง 63-500 ng/ml โดย
กราฟมาตรฐานของ oxyresveratrol แสดงดังรูปท่ี 2.26 
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รูปท่ี 2.26 กราฟมาตรฐานของสาร oxyresveratrol ดวยวิธี indirect competitive ELISA  
    โดยใชมอโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน E4 จากการกระตุนดวย OXY-cBSA (1:50) 
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การตรวจสอบความเท่ียง (precision) ของวิธีวิเคราะหทําโดยการหาคาความเท่ียงภายในเพลท (intra-
plate) และระหวางเพลท (inter-plate) พบวา สวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) มีคาไมเกิน 10% ใน
ทุกความเขมขนของสารมาตรฐาน แสดงดังตารางท่ี 2.8 แสดงใหเห็นวา วิธีการท่ีพัฒนาข้ึนมีความเท่ียงในการ
วิเคราะห 
 
ตารางท่ี 2.8 คาความเท่ียงภายในเพลท (intra-plate) และระหวางเพลท (inter-plate) ของวิธีวิเคราะห 

 indirect competitive ELISA โดยใชมอโนโคลนอลแอนติบอดี 

Oxyresveratrol concentration 
(ng/ml) 

Intra-assay RSD (%) 
(n=6) 

Inter-assay RSD (%) 
(n=3) 

500 1.15 4.05 

250 3.56 7.24 

125 1.51 6.81 

62.5 3.03 4.17 

31.25 1.59 8.77 
 
การตรวจสอบความแมนยําของวิธีวิเคราะหทําโดยการเติมสารมาตรฐานลงในตัวอยางท่ี 3 ระดับ และ

หา % recovery พบวา % recovery ของ oxyresveratrol อยูในชวง 95.93-103.55% (ตารางท่ี 2.9) ซ่ึงอยู

ในเกณฑการยอมรับ แสดงใหเห็นวา วิธีวิเคราะหท่ีพัฒนาข้ึนมีความแมนยํา สามารถนํามาใชเพ่ือหาปริมาณ

สาร oxyresveratrol ในตัวอยางพืชได 
 

ตารางท่ี 2.9 คา recovery ของวิธีวิเคราะห indirect competitive ELISA (n=3) โดยใชมอโนโคลนอล

แอนติบอด ี

Spike of oxyresveratrol 
concentration (µg/ml) 

Oxyresveratrol content 
(µg/ml) 

Recovery (%) RSD (%) 

0 661.14±35.04 - 5.30 

125 781.05±65.21 95.93 8.35 

250 920.02±57.59 103.55 6.26 

500 1146.65±50.22 96.97 4.38 

 

การวิเคราะหปริมาณสาร oxyresveratrol โดยวิธี indirect ELISA ท่ีพัฒนาข้ึนไดนํามาประยุกตใชเพ่ือ

หาปริมาณสารดังกลาวในแกนมะหาดและปวกหาด เปรียบเทียบกับวิธี HPLC แสดงในตารางท่ี 2.10 เม่ือ

พิจารณาชวงการวิเคราะหสารดวยวิธี ELISA พบวา มีชวงการวิเคราะหเปน 63-500 ng/ml จากตารางท่ี 2.10 

จะเห็นไดวา สามารถตรวจวิเคราะหหาปริมาณสารไดจากตัวอยางของปวกหาดหรือแกนมะหาด เม่ือนําคาท่ี
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ตรวจสอบไดจากท้ังสองวิธีมาหาคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (% correlation coefficient) พบวา วิธีการท้ังสอง

มีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ 0.975  
 
ตารางท่ี 2.10 ปริมาณ oxyresveratrol ในมะหาดและปวกหาด ดวยวิธี monoclonal antibody-based 

ELISA และ HPLC  

ตัวอยาง 
Oxyresveratrol content (mg/g dry wt.) 

HPLC ELISA 

มะหาด   

  แกน 1 23.01±1.26 22.74±3.78 

ปวกหาด   

            ปวกหาดหมายเลข 1 348.02±27.78 373.55±15.52 

            ปวกหาดหมายเลข 2 498.34±2.56 444.65±34.28 

 
6. อภิปรายผลการวิจัย 
6.1 การสังเคราะหสารท่ีใชเปนอิมมูโนเจน 

เนื่องจากสาร oxyresveratrol มีคุณสมบัติเปน hapten และเม่ือทําการเชื่อมตอกับโปรตีนเพ่ือให
ไดอิมมูโนเจนท่ีมีโมเลกุลใหญจะสามารถกระตุนใหสัตวทดลองเกิดการตอบสนองโดยการผลิตแอนติบอดีได 
การเตรียมอิมมูโนเจนเพ่ือใชฉีดในสัตวทดลองเปนปจจัยหนึ่งท่ีสงผลตอคุณสมบัติของแอนติบอดี เม่ือพิจารณา
จากโครงสรางของสาร oxyresveratrol สามารถทําการสังเคราะหอิมมูโนเจนไดหลายวิธี จากการศึกษาครั้งนี้ 
ได ทําการเตรียมอิมมูโนเจนท้ังหมด 3 วิธี  คือ (1) carbodiimides (2) periodate oxidation และ (3) 
Mannich reaction 

อิมมูโนเจนท่ีไดจากการเตรียมโดยวิธี carbodiimides โดยใช EDC/NSH มีจํานวน hapten number 
เปน 8 ในขณะท่ีอิมมูโนเจนจากการเตรียมดวยวิธี periodate oxidation มีจํานวน hapten number เปน 13 
จะเห็นไดวา คาท่ีไดอยูในชวงท่ีเหมาะสม (hapten number 5-25) ดังนั้น จึงสามารถนํามาใชกระตุน
สัตวทดลองใหสรางแอนติบอดีได 

อิมมูโนเจนท่ีไดจากการเตรียมดวยวิธี Mannich reaction จะใชอัตราสวนระหวางสาร oxyresveratrol 
กับ cBSA ท่ีแตกตางกัน ไดแก 1:2, 1:5, 1:10, 1:20 และ 1:50 พบวา จํานวน hapten number ท่ีไดมีความ
แตกตางกัน คิดเปน 63, 65, 62, 36 และ 20 ตามลําดับ จะเห็นไดวา อัตราสวนระหวางสาร oxyresveratrol 
กับ cBSA 1:50 ซ่ึงไดคา hapten number เปน 20 นาจะมีความเหมาะสมในการนํามาใชกระตุนสัตวทดลอง
มากกวาอัตราสวนอ่ืนๆ ซ่ึงมีจํานวนสูงเกินไปอาจสงผลตอการละลายของอิมมูโนเจน นอกจากนี้ จํานวน 
hapten number อาจสงผลตอคุณสมบัติของแอนติบอดี ตลอดจนความสามารถในการกระตุนสัตวทดลองให
เกิดการสรางแอนติบอดี  
 

31 



6.2 โพลีโคลนอลแอนติบอดี 
จากการศึกษาโดยการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีดวยการกระตุนกระตายดวยอิมมูโนเจนจากวิธี 

carbodiimidation พบวา กระตายสามารถสรางแอนติบอดีและมีการจดจําสาร oxyresveratrol ได เม่ือทํา
การตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอดีโดยการหาปฏิกิริยาขามพบวา แอนติบอดีมีความจําเพาะกับ 
oxyresveratrol สูง โดยแอนติบอดีไมสามารถจับกับสารอ่ืนท่ีมีสูตรโครงสรางใกลเคียงกันได  รวมท้ัง 
resveratrol และ mulberroside A ซ่ึงเปนสารในกลุม stilbenoids และสารอ่ืนในกลุม flavonoids เม่ือนํา
แอนติบอดีท่ีผลิตไดไดมาทําการตรวจสอบคุณสมบัติในการจับกับแอนติเจนโดยวิธี indirect ELISA พบวา 
แอนติบอดีท่ีความเขมขน 13.10 µg/ml เหมาะสมในการจับกับแอนติเจนโดยใหคาการดูดกลืนแสงประมาณ 
1.0 ดังนั้น  ความเขมขนของแอนติบอดีดั งกลาวจึงนํามาใช ในการพัฒนาวิธีวิ เคราะห โดย indirect 
competitive ELISA 

จากการพัฒนาวิธีวิเคราะหสาร oxyresveratrol ดวยวิธี indirect competitive ELISA พบวา ชวงของ
การตรวจวิเคราะหสาร oxyresveratrol อยูระหวาง 1.12-2.12 mg/ml และเม่ือทําการตรวจสอบความเท่ียง
ของวิธีวิเคราะห พบวา สวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธมีคาไมเกิน 10% ในทุกความเขมขนของสารมาตรฐาน 
และมีความแมนยําในการวิเคราะห อยูในชวง 98-102.10% ซ่ึงอยูในเกณฑการยอมรับ แสดงใหเห็นวา วิธี
วิเคราะหท่ีพัฒนาข้ึนมีความเท่ียงและความเแมนยําในการวิเคราะห สามารถนํามาใชเพ่ือหาปริมาณสาร 
oxyresveratrol ในตัวอยางได 

อยางไรก็ตาม การวิเคราะหปริมาณสาร oxyresveratrol โดยวิธี indirect competitive ELISA ท่ี
พัฒนาข้ึนไดนํามาประยุกตใชเพ่ือหาปริมาณสารดังกลาวในมะหาดและปวกหาด เปรียบเทียบกับวิธี HPLC เม่ือ
พิจารณาชวงการวิเคราะหสารดวยวิธี ELISA พบวา มีคาท่ีสูงกวาวิธี HPLC ถึง 1,000 เทา แสดงใหเห็นวา คา
ความไว (sensitivity) ในการวิเคราะหดวยวีธี ELISA ต่ํากวาวิธีมาตรฐาน HPLC ดังนั้น กรณีท่ีตัวอยางพืชท่ีทํา
การตรวจวิเคราะหมีปริมาณสารต่ํา วิธี ELISA จะไมสามารถตรวจสอบได จะเห็นไดวา สามารถตรวจวิเคราะห
หาปริมาณสารไดจากตัวอยางของปวกหาดหรือแกนมะหาดเทานั้น ปริมาณสารจากสวนใบ เปลือก และก่ิง ไม
สามารถตรวจสอบไดดวยวิธี ELISA ปริมาณสาร oxyresveratrol ท่ีพบในในปวกหาดและแกนมะหาดดวยวิธี 
ELISA คิดเปน 683.52 และ 212.14 mg/g น้ําหนักแหง ตามลําดับ  

แมวาวิธีการวิเคราะหโดย ELISA โดยใชโพลีโคลนอลแอนติบอดีจะสามารถตรวจสอบหาปริมาณ 
oxyresveratrol ในปวกหาดและแกนมะหาดได แตยังมีความไวต่ําในการตรวจวิเคราะห ท้ังนี้อาจเนื่องมาจาก
ลักษณะของแอนติบอดีท่ีเปนโพลีโคลนอลแอนติบอดีหรือลักษณะของอิมมูโนเจนท่ีสังเคราะหไดจากปฏิกิริยา 
carbodiimidation เพ่ือใหได OXA-cBSA มีตําแหนงของโครงสรางท่ีเชื่อมตอกับโปรตีนท่ีไมเหมาะสมในการ
กระตุนสัตวทดลองใหผลิตแอนติบอดีท่ีสามารถจับเกิดการจับกันระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดีไดดี (low 
binding affinity)  อยางไรก็ตาม อิมมูโนเจนท่ีไดจากปฏิ กิริยานี้ มีความจําเพาะเจาะจงสูงในการผลิต
แอนติบอดี ดังนั้น การเปลี่ยนรูปแบบการผลิตแอนติบอดีเปนมอโนโคลนอลหรือการเปลี่ยนรูปแบบการทํา
ปฏิกิริยาเพ่ือสังเคราะหอิมมูโนเจนจึงถูกนํามาใชเพ่ือพัฒนาคุณสมบัติของแอนติบอดีท่ีไดใหมีความไวเพ่ิมข้ึน
และมีความจําเพาะเจาะจงในการจับกับแอนติเจน 
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6.3 มอโนโคลนอลแอนติบอดี 
6.3.1 ผลของอิมมูโนเจนจากการสังเคราะหดวยวิธีตางๆ ตอการผลิตแอนติบอดี 

การฉีดอิมมูโนเจนท่ีไดจากปฏิ กิริยา carbodiimidation, periodate oxidation และ Mannich 
reaction สามารถกระตุนหนูใหผลิตแอนติบอดี จากนั้นทําการตรวจสอบแอนติบอดีในซีรัมหนูมดวยวิธี 
indirect ELISA และตรวจสอบคุณสมบัติ ในการจับกับ oxyresveratrol ดวยวิธี indirect competitive 
ELISA ผลการศึกษาแสดงใหเห็นวา แอนติบอดีจากหนูท่ีไดรับอิมมูโนเจนจากปฏิกิริยา carbodiimides จะมี
ความสามารถในการผลิตแอนติบอดีไดสูงแตมีความไวต่ํา ในขณะท่ีแอนติบอดีจากปฏิกิริยา periodate 
oxidation มีความสามารถในการผลิตแอนติบอดีและความไวปานกลาง สวนแอนติบอดีจากปฏิกิริยา 
Mannich reaction ในอัตราสวน 1:50 ซ่ึงมีจํานวน hapten number ต่ําสุดคือ 20 มีความสามารถในการ
สรางแอนติบอดีท่ีมีความไวสูงสุดเทียบกับอิมมูโนเจนในอัตราสวนอ่ืนๆ แสดงใหเห็นวา อัตราสวน 1:50 มีความ
เหมาะสมในการนําไปผลิตมอโนโคลนอลแอนติบอดี 

โดยท่ัวไปความสามารถในการกระตุนสัตวทดลองใหผลิตแอนติบอดีท่ีจําเพาะกับแอนติเจนเกิดไดจาก
หลายปจจัยรวมถึงตําแหนงของโครงสรางสารท่ีจับกับโปรตีนท่ีมาเชื่อมตอ ความยาวของหมูฟงกชันท่ีมา
เชื่อมตอกับโครงสรางสารภายหลังจากการสังเคราะห จํานวน hapten number ท่ีเกิดข้ึนภายหลังจากการ
เชื่อมตอกับโปรตีน และปฏิกิริยาท่ีใชในการเชื่อมตอระหวางสารและโปรตีน (Gosling, 2000) จากผล
การศึกษาแสดงใหเห็นวา อิมมูโนเจนท่ีไดจากปฏิกิริยา Mannich reaction ซ่ึงหมู amine ของโปรตีน cBSA 
สามารถทําใหเกิดการเชื่อมตอท่ีสเถียรกับไฮโดรเจนอะตอม (hydrogen atom) สวน phenol ring ของ
โครงสราง oxyresveratrol สามารถทําใหเกิดการจับกับ epitope เพ่ือใหได antibody ท่ีมีการจดจําตําแหนง
ท่ีจําเพาะกับโครงสรางของ oxyresveratrol ไดดี (high binding affinity) อยางไรก็ตาม การท่ีจํานวน 
hapten number สูงเกินไปจะสงผลใหการละลายของอิมมูโนเจนต่ําและทําใหผลิตแอนติบอดีไดในปริมาณต่ํา 
(ตารางท่ี 2.5) 

สูตรโครงสรางของสารท่ีใชในการสังเคราะหอิมมูโนเจนนับเปนอีกปจจัยหนึ่งท่ีมีผลตอการผลิต
แอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะและความไวสูง จากการศึกษาจะเห็นไดวา OXY-cBSA จากปฏิกิริยา Mannich 
reaction ซ่ึงไมมีการเปลี่ยนแปลงโครงสรางเดิมของสาร oxyresveratol สามารถผลิตแอนติบอดีท่ีมีความไว
ในการจับกับแอนติเจนไดเพ่ิมข้ึน เม่ือเปรียบเทียบกับปฏิกิริยา carbodiimidation ซ่ึงมีการเปลี่ยนแปลงหมู
ฟงกชันของโครงสราง oxyresveratrol ใหอยูในรูปของ methyl-carboxylic acid กอนทําการเชื่อมตอกับ
โปรตีน หรือปฏิกิริยา periodate oxidation ซ่ึงใช mulberroside A ท่ีมีหมูน้ําตาล 2 โมเลกุล เปนโครงสราง
ท่ีใชเชื่อมตอกับโปรตีน  

จากการศึกษากอนหนานี้ท่ีใชสารซ่ึงมีหมู carboxylic acid ในโมเลกุลในการเชื่อมตอกับโปรตีนดวยวิธี 
carbodiimidation สามารถผลิตแอนติบอดีท่ีมีจําเพาะสูงกับสารเปาหมาย (Limsuwanchote et al., 2014; 
Kohno et al., 2014) ดังนั้น OXA-cBSA จากการเชื่อมตอดวยวิธี carbodiimidation จึงถูกนํามาใชในการ
สังเคราะหอิมมูโนเจนในโครงการนี้ ซ่ึงจะเห็นไดวา สัตวทดลองสามารถผลิตแอนติบอดีไดสูงแตแอนติบอดีท่ี
ผลิตไดมีความสามารถในจับกับแอนติเจนต่ํา ทําใหวิธีวิเคราะหดวย ELISA ท่ีพัฒนาข้ึนมีความไวต่ํา ดังแสดงใน
ผลการศึกษาของการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีและผลจากการกระตุนหนูในรูปท่ี 2.18 อยางไรก็ตาม ดวย
คุณสมบัติของอิมมูโนเจนท่ีสังเคราะหไดจากวิธีนี้สามารถละลายน้ําไดดี จึงสงผลใหสามารถกระตุนให
สัตวทดลองเกิดการตอบสนองตอระบบภูมิคุมกันและผลิตแอนติบอดีไดสูง (high titer) 

33 



6.3.2 มอโนโคลนอลแอนตบิอดีจากอิมมูโนเจนชนิดตางๆ 
6.3.2.1 อิมมูโนเจนจากวิธี carbodiimidation 

ภายหลังจากการตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอดีดวยวิธี indirect competitive ELISA และทําการ
คัดเลือกโคลนเดี่ ยวดวยวิธี  clone by limit dilution จํานวน 2 ครั้ ง พบวา ไฮบริโดมาโคลน A1 มี
ความสามารถในการจับกับแอนติเจนไดดีท่ีสุด อยางไรก็ตามระหวางท่ีทําการผลิตเพ่ือเพ่ิมปริมาณแอนติบอดี
พบวา ความสามารถในการผลิตมอโนโคลนอลแอนติบอดีลดลงตอเนื่อง ดังนั้น มอโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได
จากวิธีการนี้จึงไมสามารถดําเนินการตอเพ่ือตรวจสอบคุณสมบัติได 

สาเหตุท่ีความสามารถในการผลิตแอนติบอดีท่ีลดลงของโคลน A1 ยังไมทราบแนชัด  ในเบื้องตน
สันนิษฐานวาในเวลาท่ีเซลลของไฮบริโดมาท่ีไดยังไมไดเกิดเปนโคลนเดี่ยว อาจมีเซลลไฮบริโดมาอ่ืนท่ีไม
สามารถผลิตแอนติบอดีไดแตสามารถเติบโตไดอยางรวดเร็วปะปนมา สงผลใหยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล
ไฮบริโดมาท่ีตองการและความสามารถในการผลิตแอนติบอดีลดลงในท่ีสุด  
6.3.2.2 อิมมูโนเจนจากวิธ ีperiodate oxidation 

ภายหลังจากการตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอดีพบวา ไฮบริโดมาโคลน B8 สามารถผลิตแอนติบอดี
ท่ีจําเพาะกับ oxyresveratrol ได โดยพบวา แอนติบอดีท่ีความเขมขน 12.50 µg/ml เหมาะสมในการจับกับ
แอนติเจนโดยใหคาการดูดกลืนแสงประมาณ 1.0 ดังนั้น ความเขมขนของแอนติบอดีดังกลาวจึงนํามาใชในการ
พัฒนาวิธีวิเคราะหโดย indirect competitive ELISA อยางไรก็ตาม เม่ือทําการพัฒนาวิธีการตรวจสอบหา
ปริมาณสาร oxyresveratrol ดวยวิธี indirect competitive พบวา มอโนโคลนอลแอนติบอดี ท่ีไดไม มี
คุณสมบัติในการจดจําสาร oxyresveratrol ท่ีเติมลงไปเพ่ือใหเกิดการแยงจับ มีการจดจําเฉพาะสารท่ีอยูใน
รูปแบบของการเชื่อมตอกับโปรตีนเทานั้น ทําใหไมสามารถนําไปประยุกตใชเพ่ือใหปริมาณสารได  
6.3.2.3 อิมมูโนเจนจากวิธี Mannich reaction 

ภายหลังจากการตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอดีพบวา ไฮบริโดมาโคลน E4 สามารถผลิตแอนติบอดี
ท่ีจําเพาะกับ oxyresveratrol ได เม่ือทําการตรวจสอบคุณสมบัติของมอโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน E4 พบวา 
มอโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดจัดเปนกลุมยอย IgM และมี light chain เปน kappa (κ)  

เม่ือทําการตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอดีโดยการหาปฏิกิริยาขามพบวา แอนติบอดีท่ีผลิตได
สามารถจับกับสาร resveratrol ซ่ึงมีสูตรโครงสรางใกลเคียงกันได โดยมีปฏิ กิริยาขาม 89.92% แตไม
เกิดปฏิกิริยาขามกับสารอ่ืนในกลุม stilbenes ไดแก mulberroside A, moscatilin, gigantol และสารอ่ืนใน
กลุม flavonoids เม่ือนําแอนติบอดีท่ีผลิตไดไดมาทําการตรวจสอบคุณสมบัติในการจับกับแอนติเจนโดยวิธ ี
indirect ELISA พบวา แอนติบอดีท่ีความเขมขน 5 µg/ml เหมาะสมในการจับกับแอนติเจนโดยใหคาการ
ดูดกลืนแสงประมาณ 1.0 ดังนั้น ความเขมขนของแอนติบอดีดังกลาวจึงนํามาใชในการพัฒนาวิธีวิเคราะหโดย 
indirect competitive ELISA อยางไรก็ตาม พืชมะหาดโดยเฉพาะอยางยิ่งปวกหาดและแกนมะหาด มี
องคประกอบหลักเปนสาร oxyresveratrol ดังนั้น แอนติบอดีดังกลาวสามารถนําไปประยุกตใชในการ
ตรวจสอบในมะหาดได จากการพัฒนาวิธีวิเคราะหสาร oxyresveratrol ดวยวิธี indirect competitive 
ELISA โดยใชมอโนโคลนอลแอนติบอดีพบวา ชวงของการตรวจวิเคราะหสาร oxyresveratrol อยูระหวาง 63-
500 ng/ml 

วิธีวิเคราะหท่ีพัฒนาข้ึนมีคาความเท่ียงภายในเพลท (intra-plate) และระหวางเพลท (inter-plate) โดย
มีคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) ไมเกิน 10% ในทุกความเขมขนของสารมาตรฐาน และมีความ
แมนยําในการวิเคราะห อยูในชวง 95.93-103.55% ซ่ึงอยูในเกณฑการยอมรับ แสดงใหเห็นวา วิธีวิเคราะหท่ี
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พัฒนาข้ึนโดยใชมอโนโคลนอลแอนติบอดีมีความเท่ียงและความเแมนยําในการวิเคราะห สามารถนํามาใชเพ่ือ
หาปริมาณสาร oxyresveratrol ในตัวอยางได  เม่ือนําวิธีวิเคราะหดวย indirect ELISA มาประยุกตใชหา
ปริมาณสารในแกนมะหาดและปวกหาด เปรียบเทียบกับวิธี HPLC พบวา วิธีดังกลาวสามารถตรวจวิเคราะหหา
ปริมาณสารจากตัวอยางของปวกหาดหรือแกนมะหาดได 

จากผลการศึกษาจะเห็นไดวา การตรวจวิเคราะหปริมาณสาร oxyresveratrol ดวยวิธี ELISA โดยใชมอ
โนโคลนอลแอนติบอดีมีชวงการวิเคราะหเปน 63-500 ng/ml ซ่ึงมีความไวในการตรวจวิเคราะหสูงกวาวิธี 
ELISA ท่ีใชโพลีโคลนอลแอนติบอดี (ชวงการตรวจวิเคราะหอยูระหวาง 1.12-2.12 mg/ml) ประมาณ 16,000 
เทา  และมีความไวสูงกวาวิธี  HPLC ประมาณ 16 เทา แสดงให เห็นวา มอโนโคลนอลแอนติบอดี มี
ความสามารถในการจดจําโครงสรางของ oxyresveratrol ไดดี (high affinity) อยางไรก็ตาม เนื่องจาก
คุณสมบัติของมอโนโคลนอลท่ีไดเปนชนิด IgM ซ่ึงมีโมเลกุลขนาดใหญและสามารถจับกับแอนติเจนไดหลาย
บริเวณ (multiple binding sites) เม่ือเทียบกับ IgG การนําไปใชเพ่ือตรวจวิเคราะหดวยวิธี competitive 
ELISA แมวาจะมีความไวในการตรวจวิเคราะหสูงแตการท่ีแอนติบอดีมีลักษณะดังกลาวอาจเกิดการตกตะกอน
ภายหลังจากการจับกันของแอนติบอดีและแอนติเจนได ซ่ึงเปนขอจํากัดท่ีทําใหการนําไปใชของแอนติบอดีท่ี
เปน IgM มีนอยกวาการใชแอนติบอดีท่ีเปน IgG (Dooper et al., 2007) การใชปริมาณแอนติบอดีและ
แอนติเจนท่ีเหมาะสมในการตรวจวิเคราะหหาปริมาณเปนสิ่งจําเปนตองคํานึงถึง กรณีท่ีสารตัวอยางมีคุณสมบัติ
เปน matrix อาจเกิดการตกตะกอนในระหวางการตรวจวิเคราะหได ดังนั้นสารละลายของสารตัวอยางท่ี
ตองการตรวจวิเคราะห ตองทําใหอยูในชวงความเขมขนท่ีเหมาะสมในการวิเคราะหดวยวิธี ELISA จึงจะ
สามารถลดการเกิดปญหาดังกลาวได 

นอกจากนี้ มอโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดยังมีความจําเพาะไมสูงนัก สามารถจับกับสาร resveratrol ซ่ึง
มีโครงสรางใกลเคียงกับ oxyresveratrol ได ทําใหมีขอจํากัดในการตรวจวิเคราะห สามารถนํามาใชหาปริมาณ
สาร oxyresveratrol จากแกนมะหาดและปวกหาดไดดี เนื่องจากพืชและผลิตภัณฑดังกลาวมี resveratrol ใน
ปริมาณนอยมาก  ในกรณีท่ีพืชบางชนิดท่ีมีสาร resveratrol เปนองคประกอบรวมในปริมาณมาก อาจใชมอโน
โคลนอลแอนติบอดีนี้ในการตรวจวิเคราะหไดปริมาณ oxyresveratrol และ resveratrol รวมกันในรูปของ
ปริมาณของผสมท่ีมีคาเทียบเทากับปริมาณสารเดี่ยว oxyresveratrol 
 
7. สรุปผลการวิจัย 

oxyresveratrol จัดเปนสารประกอบหลักในแกนมะหาดและปวกหาด มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม tyrosinase 
ตานอนุมูลอิสระ ปกปองเซลลประสาท และฤทธิ์ตาน herpes simplex virus ทําใหมีศักยภาพในการนําไปใช
เปนผลิตภัณฑเพ่ือสุขภาพจากธรรมชาติรวมท้ังการนําไปพัฒนาเพ่ือประยุกตใชในอุตสาหกรรมเครื่องสําอาง 
ดังนั้น วิธีการวิเคราะหปริมาณสาร oxyresveratrol ท่ีรวดเร็ว มีความไวสูงและแมนยํา จึงมีความจําเปนในการ
ใชตรวจสอบสารออกฤทธิ์ในแกนมะหาดและผลิตภัณฑท่ีไดจากพืชชนิดนี้เพ่ือใชเปนมาตรฐานและตรวจสอบ
คุณภาพของพืชสมุนไพร คณะผูวิจัยจึงไดมีแนวคิดท่ีจะพัฒนาวิธีการทางอิมมูโนโลยีโดยใชแอนติบอดีท้ัง
รูปแบบโพลีโคลนอลและมอโนโคลนอลมาประยุกตใชในการวิเคราะหปริมาณ oxyresveratrol 

การเตรียมอิมมูโนเจนเพ่ือใชฉีดในสัตวทดลองเปนปจจัยหนึ่งท่ีสงผลตอคุณสมบัติของแอนติบอดี ผล
การศึกษาพบวา อิมมูโนเจนจากการเตรียมโดยวิธี carbodiimidation และวิธี periodate oxidation มี
จํานวน hapten number เปน 8 และ 13 ตามลําดับ ซ่ึงอยูในชวงท่ีเหมาะสมในการนําไปกระตุนสัตวทดลอง 
สําหรับอิมมูโนเจนท่ีไดจากการเตรียมดวยวิธี Mannich reaction ดวยอัตราสวนระหวางสาร oxyresveratrol 
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และโปรตีน cBSA ท่ีแตกตางกัน พบวา อัตราสวนระหวางสาร oxyresveratrol กับ cBSA 1:50 ไดคา hapten 
number เปน 20 ซ่ึงมีความเหมาะสมในการนํามาใชกระตุนสัตวทดลองมากกวาอัตราสวนอ่ืน  

ในการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีโดยใชอิมมูโนเจนจากวิธี carbodiimidation พบวา แอนติบอดีท่ีไดมี
ความจําเพาะกับสาร oxyresveratrol สูง โดยแอนติบอดีนี้ไมสามารถจับกับสารอ่ืนท่ีมีสูตรโครงสรางใกลเคียง
เชน resveratrol และ mulberroside A ซ่ึงเปนสารในกลุม stilbenoids และสารอ่ืนในกลุม flavonoids 
เม่ือนําแอนติบอดีท่ีไดมาทําการพัฒนาวิธีวิเคราะหสาร oxyresveratrol ดวยวิธี indirect competitive ELISA 
พบวา ชวงของการตรวจวิเคราะหสาร oxyresveratrol อยูระหวาง 1.12-2.12 mg/ml และเม่ือทําการ
ตรวจสอบความเท่ียงของวิธีวิเคราะห พบวา สวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธมีคาไมเกิน 10% ในทุกความ
เขมขนของสารมาตรฐาน และมีความแมนยําในการวิเคราะห อยูในชวง 98-102.10% การวิเคราะหปริมาณ
สาร oxyresveratrol โดยวิธี indirect competitive ELISA ไดนํามาประยุกตใชเพ่ือหาปริมาณสารดังกลาวใน
มะหาดและปวกหาด พบวา วิเคราะหดวยวีธี ELISA มีคาความไวในการวิเคราะหต่ํากวาวิธี HPLC ปริมาณสาร 
oxyresveratrol ท่ีพบในปวกหาดและแกนมะหาดดวยวิธี ELISA คิดเปน 683.52 และ 212.14 mg/g น้ําหนัก
แหง ตามลําดับ การวิเคราะหโดยวิธี indirect competitive ELISA โดยใชโพลีโคลนอลแอนติบอดีจะมี
ขอจํากัด คือ มีความไวในการตรวจวิเคราะหต่ํา แตมีความจําเพาะเจาะจงสูงกับสาร oxyresveratrol  

การผลิตมอโนโคลนอลแอนติบอดีดวยการฉีดอิมมูโนเจนท่ีไดจากปฏิกิริยา carbodiimidation, 
periodate oxidation และ Mannich reaction พบวา แอนติบอดีจากซีรัมหนูท่ีไดรับอิมมูโนเจนจากปฏิกิริยา 
carbodiimidation มีความสามารถในการผลิตแอนติบอดีสูงแตแอนติบอดีท่ีไดมีความไวต่ําในการจดจําสาร 
oxyresveratrol ในขณะท่ีแอนติบอดีจากปฏิ กิริยา periodate oxidation มีความสามารถในการผลิต
แอนติบอดีและความไวปานกลาง สวนแอนติบอดีจากปฏิกิริยา Mannich reaction ในอัตราสวน 1:50 มี
ความสามารถในการสรางแอนติบอดีท่ีมีความไวสูงสุดเทียบกับอิมมูโนเจนชนิดอ่ืน แสดงใหเห็นวา อัตราสวน 
1:50 มีความเหมาะสมในการนําไปผลิตมอโนโคลนอลแอนติบอดี 

ในการผลิตมอโนโคลนอลแอนติบอดีโดยใชอิมมูโนเจนจากปฏิกิริยา Mannich reaction ในอัตราสวน 
1:50 พบวา ไฮบริโดมาโคลน E4 สามารถผลิตแอนติบอดีท่ีจําเพาะกับ oxyresveratrol ได เม่ือทําการ
ตรวจสอบคุณสมบัติของมอโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน E4 พบวา มอโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดจัดเปน
กลุมยอย IgM และมี light chain เปน kappa (κ) เม่ือทําการพัฒนาวิธีวิเคราะหดวยวิธี indirect ELISA โดย
ใชหลักการ antigen-antibody binding precipitation assay พบวา มอโนโคลนอลแอนติบอดีมีคุณสมบัติใน
การจับกับสาร resveratrol ซ่ึงมีโครงสรางใกลเคียงกับ oxyresveratrol คิดเปน 89.92% แอนติบอดีดังกลาว
สามารถนําไปประยุกตใชในการตรวจสอบในมะหาดได จากการพัฒนาวิธีวิเคราะหสาร oxyresveratrol ดวย
วิธี indirect ELISA โดยใชมอโนโคลนอลแอนติบอดีพบวา ชวงของการตรวจวิเคราะหสาร oxyresveratrol อยู
ระหวาง 63-500 ng/ml วิธีวิเคราะหท่ีพัฒนาข้ึนมีคาความเท่ียงภายในเพลท (intra-plate) และระหวางเพลท 
(inter-plate) โดยมีคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) ไมเกิน 10% ในทุกความเขมขนของสาร
มาตรฐานและมีความแมนยําในการวิเคราะห อยูในชวง 95.93-103.55% 

ผลการศึกษาพบวา การตรวจวิเคราะหปริมาณสาร oxyresveratrol ดวยวิธ ี ELISA โดยใชมอโน
โคลนอลแอนติบอดีมีชวงการวิเคราะหซ่ึงมีความไวในการตรวจวิเคราะหสูงกวาวิธี ELISA โดยใชโพลีโคลนอล
แอนติบอดี และสูงกวาวิธี HPLC  แสดงใหเห็นวา มอโนโคลนอลแอนติบอดี มีความสามารถจดจําตําแหนงท่ี
จําเพาะกับโครงสรางของ oxyresveratrol ไดดี อยางไรก็ตาม มอโนโคลนอลแอนติบอดีดังกลาวสามารถจดจํา
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สาร resveratrol ซ่ึงมีโครงสรางใกลเคียงกับ oxyresveratrol ดวย ทําใหมีขอจํากัดในการตรวจวิเคราะหได
เฉพาะตัวอยางท่ีมีสาร oxyresveratrol เปนสารหลัก และมีสาร resveratrol ในปริมาณท่ีนอยมาก เชน แกน
มะหาดและปวกหาด  นอกจากนี้ยังอาจนําไปประยุกตใชเปนเครื่องมือในการตรวจวัดสาร oxyresveratrol ใน
อวัยวะภายในของสัตวทดลองไดอีกดวย 
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บทท่ี 3 

โครงการวิจัยท่ี 2 
การศึกษาออกซิเรสเวอราทรอลในการลดอาการเสื่อมของ 

ระบบประสาทในโรคอลัไซเมอร 
 
1. ความสําคัญและท่ีมาของการวิจัย 

ปจจุบันสังคมไทยไดกาวเขาสูสังคมผูสูงวัยไดมีการคาดการณวาในอีกประมาณ 15 ป จํานวนผูสูงวัยจะ
เพ่ิมข้ึนเปน 23 % ของจํานวนประชากรวัยทํางาน  ซ่ึงจะเปนสัดสวนท่ีสูงกวาคาเฉลี่ยของประเทศอ่ืนๆ ในทวีป
เอเชียยกเวนจีนและญ่ีปุน  ในอนาคตอันใกลนี้ การจัดบริการดานสาธารณสุขใหแกผูสูงวัยซ่ึงไดแกการดูแล
สุขภาพ การปองกันและรักษาโรคของคนชราจะเปนโจทยท่ีทาทายสําหรับประเทศไทย  รัฐจึงมีความจําเปน
อยางยิ่งท่ีจะตองเขามากํากับดูแลและพัฒนาการสาธารณสุขสําหรับผูสูงวัยใหมีประสิทธิภาพและครอบคลุม
คนชราทุกกลุม  เพ่ือตอบสนองความตองการของสังคมท่ีเปลี่ยนไป  ภายใตกรอบงบประมาณและทรัพยากร
ของประเทศท่ีมีอยางจํากัด 

ในผูสูงวัย หรือผูท่ีมีอายุตั้งแตอายุ 65 ปข้ึนไปนั้น  ปญหาสุขภาพหรืออาการปวยท่ีพบบอยไดแก ความ
ผิดปกติของระบบโลหิต และความเสื่อมของระบบประสาท  ในกรณีความผิดปกติของระบบประสาทนั้น มัก
เกิดจากการท่ีสมองสูญเสียความสามารถในการควบคุมสั่งการอวัยวะอ่ืนๆ  โดยมีสาเหตุมาจากการท่ีเซลลสมอง
ถูกทําลาย หรือถูกขัดขวางการทํางาน  หรือขาดสารสื่อประสาทในเนื้อเยื่อสมอง  ตัวอยางของโรคผูสูงวัยท่ีเกิด
จากความผิดปกติของระบบประสาทในสมอง เชน โรคความจําเสื่อมหรืออัลไซเมอร (Alzhiemer’s disease)  
และโรคพารกินสัน (Parkinson’s disease)  สาเหตุท่ีทําใหผูสูงวัยปวยเปนโรคเหลานี้ยังไมทราบแนชัด  
อยางไรก็ตามหากเราสามารถปองกันไมใหผูสูงวัยมีอาการผิดปกติเหลานี้ได  ก็จะทําใหผูสูงวัยมีสุขภาพแข็งแรง  
มีคุณภาพชีวิตท่ีดี  ไมเปนภาระแกครอบครัวและคนใกลชิด  ซ่ึงจะสงผลดีตอสังคมโดยรวม  นอกจากนี้เม่ือ
พิจารณาในแงเศรษฐศาสตร  การปองกันโรคมีคาใชจายนอยกวาการรักษาโรค  ทําใหรัฐสามารถประหยัด
งบประมาณรายจายในปญหาสาธารณสุขสวนนี้ได  ประเทศไทยอุดมไปดวยทรัพยากรธรรมชาติ มีพืชสมุนไพร
มากมาย  หากเราสามารถนําพืชสมุนไพรมาพัฒนาใชเปนผลิตภัณฑเสริมอาหารหรือยาชวยปองกันการเสื่อม
ของสมอง  ก็จะเปนการพัฒนาคุณคาความหลากหลายทางชีวภาพ  เพ่ิมมูลคาของพืชสมุนไพร 

ออกซิเรสเวอราทรอล (oxyresveratrol หรือ 2,4,3′,5′-tetrahydroxystilbene) เปนสารธรรมชาติท่ี
พบในพืชหลายชนิดในวงศ Moraceae เชน มะหาด Artocarpus lakoocha Roxb ในระยะเวลาประมาณ 10 
ปท่ีผานมาไดมีรายงานวิจัยเบื้องตนหลายเรื่องเก่ียวกับฤทธิ์ของ oxyresveratrol ในการปกปองเซลลประสาท 
(neuroprotective activity) (Lorenz et al., 2003; Andrabi et al., 2004) ไดมีรายงานการศึกษาในเซลล
เพาะเลี้ยง rat cortical neurons พบวา oxyresveratrol ชวยปกปองเซลลประสาทจากพิษของ β-amyloid 
peptide ซ่ึงเปนสารท่ีเก่ียวของกับการเกิดโรคความจําเสื่อมหรืออัลไซเมอร (Alzhiemer’s disease)(Ban et 
al., 2006; Jeon et al., 2007) คณะผูเสนอโครงการวิจัยไดศึกษาศักยภาพของ oxyresveratrol ในการเปน
สารตานชรา (anti-aging agent) และพบวา oxyresveratrol มีฤทธิ์ตานออกซิเดชัน สามารถปกปองดีเอ็นเอ
จากอันตรายของอนุมูลอิสระไดดีกวา trolox และ ascorbic acid (Aftab et al., 2011; Chatsampun et 
al., 2011) จากขอมูลขางตนคณะผูวิจัยจึงตั้งสมมติฐานวาสาร oxyresveratrol นาจะมีศักยภาพท่ีจะนํามา
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พัฒนาเพ่ือใชปองกันหรือบรรเทาอาการเสื่อมของระบบประสาทเชนท่ีพบในโรคอัลไซเมอร (Alzhiemer’s 
disease) ได อยางไรก็ตามการนํา oxyresveratrol โดยลําพังมาใชปองกันหรือบรรเทาอาการเสื่อมของระบบ
ประสาทมีอุปสรรคหลายประการ ท่ีสําคัญไดแก การท่ี oxyresveratrol ถูกทําลายหรือกําจัดอยางรวดเร็วโดย
กระบวนการเมตาบอลิสมในรางกาย  (Mei et al., 2012) และการท่ี  oxyresveratrol เป นสาร ซ่ึ งมี
ความสามารถซึมผาน blood-brain-barrier ในสมองปกติไดในปริมาณท่ีนอย (Breuer et al., 2005) ดังนั้น
คณะผูวิจัยจึงมีความประสงคท่ีจะศึกษาการพัฒนาสูตรตํารับท่ีชวยให oxyresveratrol มีความทนตอ
กระบวนการเมตาบอลิสมในรางกายไดมากข้ึน และชวยให oxyresveratrol ซึมผานผนังหลอดเลือดเขาสู
เนื้อเยื่อสมองในสภาวะปกติในปริมาณท่ีมากพอท่ีจะออกฤทธิ์ชีวภาพตอเซลลในสมองได 

ในปจจุบันการพัฒนาสูตรตํารับสําหรับนําสง oxyresveratrol ยังมีการศึกษานอยมาก และสวนใหญเปน
การพัฒนาเพ่ือนําสงทางผิวหนังเชน สูตรตํารับ ointment, cream และ microemulsion เพ่ือรักษาการติด
เชื้อไวรัสเริมในสัตวทดลอง และไมพบขอมูลการพัฒนาหรือศึกษาสูตรตํารับเพ่ือเปนระบบนําสงสําหรับการให 
oxyresveratrol ทางปาก (oral delivery) หรือการนําสงไปยังสมอง (brain delivery) ระบบนําสงยาแบบ
อนุภาคนาโนโดยใชไขมันแข็ง (lipid nanoparticles) ซ่ึงไดแก  solid lipid nanoparticles (SLN) และ 
nanostructured lipid carriers (NLC) มีขนาด  50 - 1000 นาโนเมตรผลิตจากไขมันท่ีเปนของแข็งในกรณี
ของ SLN และสวนผสมของไขมันแข็งกับน้ํามันในกรณีของ NLC ระบบ lipid nanoparticles มีขอดีหลาย
ประการ เชน ระบบมีการใชสวนประกอบท่ีเปนไขมันและน้ํามันท่ีสามารถเขากันไดดีกับรางกายและยอยสลาย
ไดในรางกาย สามารถปองกันยาจากการทําลายดวยเอนไซมและสารเคมี และสามารถควบคุมการปลดปลอยยา 
นอกจากนี้การท่ีมีอนุภาคขนาดเล็กและสวนประกอบของตํารับบางชนิด เชน ไขมันและสารลดแรงตึงผิว 
สามารถชวยเพ่ิมการดูดซึมยาในทางเดินอาหาร และลดการถูกทําลายหรือกําจัดอยางรวดเร็วโดยกระบวนการ
เมตาบอลิสมในรางกาย นอกจากนี้ยังมีรายงานวาระบบนําสงยารูปแบบ lipid nanoparticles มีศักยภาพใน
การเพ่ิมการนํายาหลายชนิดเขาสู human brain endothelial cells ไดดังนั้นคณะผูวิจัยจึงมีความประสงคท่ี
จะพัฒนาสูตรตํารับในการนําสงoxyresveratrol เพ่ือหวังผลในการนําสงยาสําหรับออกฤทธิ์ทางชีวภาพตอ
ระบบประสาทและสมองตอไป 
 
2. วัตถุประสงคของโครงการวิจัย  
 2.1 พัฒนาสูตรตํารับของ oxyresveratrol ท่ีเหมาะสมสําหรับการใหทางปาก  
 2.2 ศึกษาผลของ oxyresveratrol ในสูตรตํารับตอการปกปองระบบประสาทของสมอง  จากพิษของ β- 
  amyloid peptide เม่ือใหสารทดลองทางปาก  
 
3. ขอบเขตของโครงการวิจัย 

โครงการมุงพัฒนาสูตรตํารับของ oxyresveratrol ในรูปแบบ lipid nanoparticles ศึกษาคุณสมบัติ
ทางฟสิกสเคมี (physicochemical properties) เลือกสูตรตํารับท่ีเหมาะสม นําไปทดลองในหนูท่ีไดรับการฉีด 
β-amyloid peptide โดยใหสารทดลองทางปาก จากนั้นจึงทําการศึกษาผลตอพฤติกรรมตางๆท่ีเก่ียวของกับ
โรคความจําเสื่อมหรืออัลไซเมอร (Alzhiemer’s disease) ของสัตวทดลอง เปรียบเทียบระหวางกลุมควบคุม
กับกลุมท่ีไดรับสารทดสอบ 
4. วิธีดําเนินการวิจัย 
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4.1 การเตรียมและศึกษาคุณสมบัติของระบบนําสงยาแบบเซลลไมโครอิมัลซิไฟลของออกซิเรสเวอรา
ทรอล (OXY-SMEDDS)  

สูตรตํารับ SMEDDS ของออกซิเรสเวอราทรอล สามารถเตรียมไดดวยวิธีการผสมแบบงาย ซ่ึงทําโดยการ
ผสมวัฏภาคน้ํามันคือ น้ํามัน Capryol 90 สัดสวนรอยละ 45 เขากับวัฏภาคสารลดแรงตึงผิวคือ Cremorphor 
RH40 และ Tween 80 ในสัดสวนรอยละ 40 และ 15 ตามลําดับ จนไดสารละลายใส แลวจึงเติมออกซิเรสเวอ
ราทรอลจํานวน 40 มิลลิกรัมตอ 1 กรัมของสารผสมดังกลาวลงไป ปนจนไดสารผสมใส หลังจากนั้นทําการ
ประเมินการตกตะกอนของยา โดยการวางสูตรตํารับท่ีเตรียมไดไวท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 48 ชั่วโมง แลวจึง
บรรจุลงในแคปซูลขนาด 00 และเก็บไวในภาชนะปองกันแสงจนกระท่ังใชงาน  

การศึกษาคุณสมบัติของสูตรตํารับ SMEDDS ของออกซิเรสเวอราทรอล ทําโดยการเจือจางสูตรตํารับ
ดังกลาวในน้ํา 20 เทา แลวประเมินในหัวขอตางๆ ท่ีอุณหภูมิหองดังนี้คือ 1) ความสามารถในการเกิดไมโคร
อิมัลชัน ซ่ึงประเมินดวยการมองเห็น (visual grading system) (Singh et al., 2009) 2) ขนาดอนุภาคและ
การกระจายขนาดอนุภาค ซ่ึงวัดโดยเทคนิคการกระเจิงแสง (dynamic light scattering) ท่ีมุม 173 องศา 
โดยใชเครื่องวัดขนาดอนุภาค Zetasizer Nano ZS® (Malvern Instruments, UK) 3) ปริมาณยาในสูตร
ตํารับ ซ่ึงหาโดยการนําไมโครอิมัลชันท่ีมียา 1 มิลลิลิตร มาละลายในเมธานอล (methanol) แลววิเคราะหหา
ปริมาณออกซิเรสเวอราทรอล ดวยวิธี High pressure chromatography (HPLC) แบบยอนกลับท่ีไดรับการ
ตรวจสอบแลว และคํานวณเทียบกับปริมาณยาเริ่มตน ผลการตรวจสอบวิธี HPLC พบวาเปนวิธีท่ีสามารถ
วิเคราะหหาปริมาณยาในตํารับไดอยางถูกตอง (95.50 ± 4.40% -101.87 ± 1.61 %) และแมนยํา (RSD < 
2.0 %) ในชวงความเขมขนของสารมาตรฐานท่ี 0.2 -10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (r2 = 0.9994) หลังจากทดลอง
ซํ้า 3 ครั้งสําหรับแตละการทดลอง 
 
4.2 การศึกษาฤทธิ์ปองกันอาการเส่ือมของระบบประสาทในหนูเมาสท่ีเหนี่ยวนําดวยการฉีดเพปไทด 

Amyloid-ß25-35 เขาโพรงสมอง ซ่ึงเปนโมเดลสัตวทดลองสําหรับโรคอัลไซเมอร 
4.2.1 สัตวทดลอง 

การศึกษานี้ใชหนูเมาสสายพันธุ ICR เพศผู น้ําหนัก 30 ± 2 กรัม จํานวน 80 ตัว ซ่ึงไดรับมาจากศูนย
สัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล หนูเมาสถูกเลี้ยงกรงละ 5 ตัว ณ คณะเภสัชศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย พรอมท้ังใหอาหารและน้ําในปริมาณท่ีพอเหมาะ รวมท้ังควบคุมอุณหภูมิ ความชื้น และแสงสวาง 
จนไดน้ําหนักท่ีตองการ ในข้ันตอนการศึกษาพฤติกรรม สัตวทดลองจะถูกทําใหคุนเคยกับสถานท่ีทดลองอยาง
นอย 30 นาที กอนการทดลองทุกครั้ง หองทดลองจะเปนหองท่ีมีการไหลเวียนของอากาศท่ีดี และปราศจาก
เสียงรบกวน และทําการทดลองระหวางเวลา 9.00-16.00 น. ภายใตขอกําหนดของคณะกรรมการจริยธรรม
การใชสัตวทดลองของจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เลขท่ี 1533003 
4.2.2 การเตรียมเพปไทด Amyloid-ß  

เตรียมสารละลายเพปไทด Amyloid-ß25-35 โดยละลายผงเพปไทดในน้ําเกลือฟอสเฟตบัฟเฟอร (PBS) พี
เอช 7.4 ความเขมขน 0.1 โมลาร ท่ีผานการฆาเชื้อแลว เพ่ือใหไดความเขมขนของสารละลายเพปไทด 3 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร แลวเก็บไวท่ี -80 องศาเซลเซียส กอนการใชเพปไทด Amyloid-ß25-35 ถูกบมท่ี 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 5 วัน หลังจากนั้นหยดสารละลายดังกลาวลงบนสไลดแกว แลวตรวจสอบความสามารถใน
การเกาะกลุมของเพปไทด ภายใตกลองจุลทรรศน 
4.2.3 ข้ันตอนการทดลอง 
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หลังจากการพักสัตวทดลองประมาณ 1 สัปดาห หนูเมาสถูกแบงเปน 8 กลุม อยางสุม (10 ตัวตอกลุม) 
โดยหนูเมาส 7 กลุม จะถูกเหนี่ยวนําใหเกิดอาการเสื่อมของระบบประสาทดวยการฉีดสารละลายเพปไทด 
Amyloid-ß25-35 ปริมาณ 9 ไมโครกรัมตอตัว เขาทางโพรงสมอง (intracerebroventricular หรือ i.c.v. 
injection) ในขณะท่ีกลุมท่ีเหลือเปนหนูปกติ ซ่ึงจะไดรับการฉีดน้ําเกลือฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.4 ความ
เขมขน 0.1 โมลาร ท่ีผานการฆาเชื้อแลว และหนูเมาส แตละกลุมจะไดรับการปอนสารตัวอยางตางๆทางปาก 
วันละครั้ง เปนเวลา 14 วัน ดังแสดงดานลาง โดยท่ีหนูเมาสทุกตัว ยังคงไดรับอาหารและน้ําตามปกติ  

1) กลุมปกติ (Normal group): น้ําเกลือ 0.9% (Normal saline 0.9%) 
2) กลุมควบคุม (Control group): น้ําเกลือ 0.9%  
3) กลุมออกซิเรสเวอราทรอลขนาดยาระดับต่ํา (OXY90): สารแขวนตะกอนของออกซิเรส 

เวอราทรอลในน้ํา ขนาดยา 90 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 
4) กลุมออกซิเรสเวอราทรอลขนาดยาระดับกลาง (OXY180): สารแขวนตะกอนของออกซิเรสเวอรา

ทรอลในน้ํา ขนาดยา 180 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 
5) กลุมออกซิเรสเวอราทรอลขนาดยาระดับสูง (OXY360): สารแขวนตะกอนของออกซิเรสเวอรา

ทรอลในน้ํา ขนาดยา 360 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 
6) กลุมสูตรตํารับออกซิเรสเวอราทรอลขนาดยาระดับต่ํา (F90): สูตรตํารับ SMEDDS ของออกซิ

เรสเวอราทรอลในน้ํา ขนาดยา 90 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 
7) กลุมสูตรตํารับออกซิเรสเวอราทรอลขนาดยาระดับกลาง (F180): สูตรตํารับ SMEDDS ของออก

ซิเรสเวอราทรอลในน้ํา ขนาดยา 180 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมของหนูเมาส 
8) กลุมสูตรตํารับออกซิเรสเวอราทรอลขนาดยาระดับสูง (F360): สูตรตํารับ SMEDDS ของออกซิ

เรสเวอราทรอลในน้ํา ขนาดยา 360 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 
หมายเหตุ : การฉีดสารเขาทางโพรงสมอง ทําโดยการใชกระบอกฉีดยา Hamilton (model 80301, 
Hamilton, USA) ซ่ึงมีเข็มเบอร 26 ขนาด ½ นิ้ว ท่ีถูกสวมดวยทอพลาสติกยาว 9 มิลลิเมตร เพ่ือควบคุมความ
ลึกของเข็มท่ีแทงเขาโพรงสมองเปน 4 มิลลิเมตร ในข้ันตอนการฉีด สัตวทดลองจะถูกทําใหสลบอยางออนดวย 
2.8% isoflurane โดยมีกาซออกซิเจน (O2) เปนตัวพา โดยฉีดโดยตรงเขายังโพรงสมองดานขาง (lateral 
ventricle) ซ่ึงมีตําแหนงหางจาก bregma ไปทางดานหลัง 3 มิลลิเมตร และหางจากเสนกลางกะโหลก 
(midline) 1 มิลลิเมตร (Laursen and Belknap, 1986; Maurice et al., 1996) 

แผนผังข้ันตอนการทดลองแสดงในรูปท่ี 3.1 หลังจากหนูเมาสแตละกลุมไดรับสารตัวอยางตางๆเปนเวลา 
7 วัน ในวันท่ี 8 หนูเมาสจะถูกเหนี่ยวนําใหเกิดอาการเสื่อมของระบบประสาทดวยการฉีดสารละลายเปปไทด 
amyloid-ß25-35 เขาไปทางโพรงสมอง หลังจากนั้นหนูเมาสยังคงไดรับสารตัวอยางตางๆ ตอจนครบ 14 วัน 
เม่ือหยุดการบริหารยา สัตวทดลองจะถูกฝกเปนเวลา 5 วัน แลวทําการศึกษาพฤติกรรมการเรียนรูและความจํา
ดวยโมเดล Morris water maze หลังจาก 4 ชั่วโมงของการฝกสัตวทดลองครั้งสุดทาย (Delobette et al., 
1997; Zussy et al., 2011) หลังจากทดสอบหนูเมาสกลุมละ 5 ตัว ถูกฆาโดยการดึงคอ แลวแยกสมองสวน
ฮิปโปแคมปสออกอยางรวดเร็ว เพ่ือใชในการทดสอบการเกิดปฏิ กิริยาออกซิเดชันของไขมัน  (lipid 
peroxidation) ตอไป (Hermes-Lima et al., 1995; Meunier et al., 2006) สวนหนูเมาสท่ีเหลืออีกกลุมละ 
5 ตั ว  ถู ก ทํ า ให ส ลบ โดยการ ฉีด ย าสลบ  Pentobarbital sodium (Nembutol®) เข าท างช อ งท อ ง 
(intraperitoneal หรือ i.p. injection) แลวทํา perfusion ผานหัวใจดวยน้ําเกลือฟอสเฟตบัฟเฟอรความ
เขมขน 0.05 โมลาร ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ตามดวย 4% paraformaldehyde ในน้ําเกลือฟอสเฟตบัฟเฟอร
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ความเขมขน 0.05 โมลาร ปริมาตร 30 มิลลิลิตร กอนท่ีจะแยกเอาสมองออกมา แลวแชไวในสารละลาย
ดังกลาว กอนการวิเคราะหเนื้อเยื่อตอไป (Wanakhachornkrai, 2006; Zussy et al., 2011) 
 

 
รูปท่ี 3.1 ข้ันตอนการศึกษาฤทธิ์ปองกันความเสื่อมของสมองในหนูเมาสท่ีเกิดจากการเหนี่ยวนําดวยการฉีด 

เพปไทด Amyloid-ß25-35 เขาไปทางโพรงสมอง ซ่ึงเปนโมเดลสัตวทดลองของโรคอัลไซเมอร 
 
4.2.3.1 การศึกษาพฤติกรรมการเรียนรูและความจําดวยโมเดล Morris water maze 

การศึกษาพฤติกรรมการเรียนรูและความจําในหนูเมาสท่ีถูกเหนี่ยวนําใหเกิดความเสื่อมของระบบ
ประสาทสมองดวยการฉีดเพปไทด Amyloid-ß25-35 เขาไปทางโพรงสมอง ทําโดยใชโมเดล Morris water 
maze (Delobette et al., 1997) ซ่ึงใชอางน้ําขนาดเสนผาศูนยกลาง 150 เซนติเมตร สูง 40 เซนติเมตร ท่ีมี
การแบงเปน 4 สวน (quadrant) ซ่ึงมีการควบคุมอุณหภูมิ (25 ± 2 องศาเซลเซียส) ความขุนของน้ํา เสียง
รบกวนภายนอก และความเขมแสงอยางรัดกุม แทนวัตถุ (platform) ท่ีมีเสนผาศูนยกลางขนาด 8 เซนติเมตร 
ซ่ึงเปนจุดพักสําหรับสัตวทดลอง ถูกวางไวใตระดับผิวน้ํา 1 เซนติเมตร ท่ีตําแหนงตรงกลางของสวนใดสวนหนึ่ง
ของอางน้ํา (Training quadrant) และติดตามเสนทางการวายน้ําของสัตวทดลองดวยกลอง CCD ซ่ึงตออยูกับ
คอมพิวเตอร แลวคํานวณออกมาเปนคาระยะเวลาและระยะทางท่ีใชในการหาแทนวัตถุ ดวยโปรแกรม 
VideoMot 2 (TSE systems GmbH, Bad Homburg, Germany) 

ในสวนของการฝกสัตวทดลองเปนเวลา 5 วัน จะใหหนูเมาสวายน้ํา 3 ครั้งตอวัน โดยปลอยตัวหนูเมาสท่ี
จุดเดียวซ่ึงก็คือตําแหนงก่ึงกลางของแตละ quadrant แลวอนุญาตใหหนูเมาสวายน้ําหาแทนวัตถุเปนเวลา 90 
วินาที และอยูบนแทนวัตถุจนครบเวลา 30 วินาที สําหรบัหนูเมาสท่ีไมสามารถทําไดภายในเวลาท่ีกําหนด จะ
ถูกฝกโดยผูศึกษา และหลังจาก 4 ชั่วโมงของการฝกครั้งสุดทาย หนูเมาสจะถูกทดสอบพฤติกรรม โดยการนํา
แทนวัตถุออกแลวใหหนูเมาสวายน้ําอยางอิสระเปนเวลา 60 วินาที พรอมท้ังบันทึกและคํานวณระยะเวลาและ
ระยะทางท่ีหนูเมาสใชในการหาแทนวัตถุในสวนของ Training quadrant เพ่ือใชเปรียบเทียบผลของสูตรตํารับ 
SMEDDS และออกซิเรสเวอราทรอลเดี่ยว 
 
4.2.3.2 การทดสอบการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน (lipid peroxidation) 

การหาระดับการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันในเนื้อเยื่อ สามารถทําไดโดยวิธี ferrous (III)-
xylenol orange (FOX) (Hermes-Lima et al., 1995; Meunier et al., 2006) ดังนี้ คือ หนูเมาสถูกทําให
ตายดวยการดึงคอ แลวผาเอาสมองและแยกสวนของฮิปโปแคมปสออกมาอยางรวดเร็ว หลังจากชั่งน้ําหนัก 
เนื้อเยื่อท่ีแยกไดดังกลาวถูกเก็บไวในไนโตรเจนเหลวจนกระท่ังใช กอนการทดสอบ เนื้อเยื่อท่ีแข็งถูกละลาย 
แลวปนในเมธานอล (เกรด HPLC) ท่ีเย็น ในอัตราสวน 10/1 น้ําหนักตอปริมาตร ท่ีความเร็ว 5000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 5 นาที แลวหมุนเหวี่ยงสารผสมดังกลาวท่ีความเร็ว 6000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที แลวนํา
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สารละลายใส (supernatant) ท่ีไดจากหนูเมาสกลุมควบคุม (control group) ไปทําการทดลองเบื้องตนเพ่ือ
หาปริมาตรในการเกิดปฏิกิริยาท่ีเหมาะสม โดยใชปริมาตรของสารละลายใสท่ีแตกตางกันคือ 2-100 ไมโครลิตร 
สารละลายใสปริมาตรตางๆดังกลาวถูกเติมลงไปในสารกอปฏิกิริยา ซ่ึงประกอบดวย FeSO4

.7H2O ความเขมขน 
0.25 มิลลิโมลาร H2SO4 ความเขมขน 25 มิลลิโมลาร และ xylenol orange ความเขมขน 0.1 มิลลิโมลาร 
ตามลําดับ แลวเติมน้ําบริสุทธิ์เพ่ือใหไดปริมาตรสุทธิ 1 มิลลิลิตร สารผสมดังกลาวถูกบมในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิหอง
ขามคืน แลวจึงวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 580 นาโนเมตร ในการทดลองแตละครั้งทําการวัดซํ้า 3 ครั้ง แลวเลือก
ปริมาตรของสารละลายเนื้อเยื่อท่ีใหคาการดูดกลืนแสงเปน 0.7 เพ่ือใชในการทดลองตอไป  

สําหรับเนื้อเยื่อฮิปโปแคมปสของหนูเมาสกลุมอ่ืนๆ ก็ทําการศึกษาดวยวิธีการเดียวกันกับขางตน โดยเติม
ปริมาตรท่ีเหมาะสม (50 ไมโครลิตร) ของสารละลายใสท่ีไดจากหนูเมาสแตละกลุม ลงไปในสารกอปฏิกิริยา 
แลวปรับปริมาตรจนครบ 1 มิลลิลิตร ดวยน้ําบริสุทธิ์ แลวบมในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิหองขามคืน แลวจึงวัดคาการ
ดูดกลืนแสงท่ี 580 นาโนเมตร (A5801) หลังจากนั้นเติมปริมาตร 5 ไมโครลิตร ของ cumene hydroperoxide 
(CHP) ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร ลงไปในตัวอยางดังกลาว แลวบมตอในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 
นาที แลววัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 580 นาโนเมตร (A5802) อีกครั้ง เพ่ือหาระดับการเกิดออกซิเดชันสูงสุด ดังนั้น
ปริมาณการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันในเนื้อเยื่อ สามารถแสดงเปนคาเทียบเทากับจํานวนโมลของ 
CHP ตอน้ําหนักเปยกของเนื้อเยื่อ ดังสมการตอไปนี้  
 
    CHPE = (A5801/A5802) x CHP (nmol) 
 
4.2.3.3 การวิเคราะหทางจุลกายวิภาคเนื้อเย่ือของสมอง (histological analysis) 

หลังจากทําการสลบสัตวทดลองโดยการฉีด Pentobarbital sodium (Nembutal®) เขาชองทอง แลว
จึงทํา perfusion ผานหัวใจ ดวยน้ําเกลือฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.05 โมลาร ปริมาตร 40 มิลลิลิตร 
ตามดวยสารละลาย PFA (4%) ในน้ําเกลือฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.05 โมลาร ปริมาตร 30 มิลลิลิตร 
กอนท่ีจะแยกเอาสมองออกมา แลวแชไวใน 4% PFA ณ อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตออีกเปนเวลาอยางนอย 
48 ชั่วโมง กอนการศึกษา สมองจะถูกแชขามคืนในสารละลายซูโครสความเขมขน 10%, 20% และ 30% 
ตามลําดับ หลังจากนั้นก็ทําการติดสมองบนแทนดวยสาร optimal cutting temperature (O.C.T) (Tissue-
Tek®; Sakura Finetek, Torrance, CA, USA) แลวทําใหแข็งภายใตอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ในเครื่องตัด
ตัวอยางท่ีจุดเยือกแข็ง (cryostat; CM1800, Leica, Germany) แลวทําการตัดเนื้อเยื่อดวยความหนา 10 
ไมโครเมตร ในแนวระนาบหนาหลัง (coronal section) จากดานหนาของสมองสวนฮิปโปแคมปส แลวทําการ
เลือกติดชิ้นเนื้อเยื่อแบบสุมลงบนสไสดแกวท่ีเคลือบดวยเจลาติน หลังจากนั้นทําการเอา PFA ออก และยอม
เนื้อเยื่อสมองดังกลาวดวยสียอม 0.2% cresyl violet แลวจึงเอาน้ําออกจากเนื้อเยื่อ พรอมดวยปดดวยกระจก
ปดสไลด กอนนําไปวิเคราะหภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสง (Nikon eclipse E600, Nikon Instrument 
Inc., USA) แลวบันทึกรูปภาพโดยใชโปรแกรม Nikon ACT-1 (New York, USA) พรอมกับนับจํานวนเซลล
ประสาทท่ีไมถูกทําลายในแตละสวนของฮิปโปแคมปสท้ังสองซีก (hemispheres) ซ่ึงประกอบดวย CA1, CA2, 
CA3 และ dentate gyrus (DG) ท่ีกําลังขยาย 40 เทา ซ่ึงทําการนับโดยผูทดลองเพียงคนเดียวเพ่ือลดอคติ 
แลวคํานวณหาความหนาแนนของเซลลประสาทตอพ้ืนท่ีบนสไสด (ตารางมิลลิเมตร) (Wanakhachornkrai, 
2006; Zussy et al., 2011) 
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4.2.4 การวิเคราะหทางสถิติ 
 ขอมูลจากการทดลองตางๆ ในหนูเมาสแตละกลุม ถูกแสดงเปนคาเฉลี่ย (Means) ± ความคลาด

เคลื่อนของคาเฉลี่ย (SEM) และใชเทคนิคการวิเคราะหความแปรปรวนแบบจําแนกทางเดียว (one-way 
ANOVA) และเปรียบเทียบระหวางกลุมทดลอง โดยใชการเปรียบเทียบพหุคูณแบบ Tukey (Tukey’s 
multiple comparison) 

 
5. ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 
5.1 การเตรียมและศึกษาคุณสมบัติของสูตรตํารับ SMEDDS ของออกซิเรสเวอราทรอล 

สูตรตํารับ SMEDDS ของออกซิเรสเวอราทรอลท่ีเตรียมไดมีลักษณะเปนน้ํามันใส สีน้ําตาลอมเหลือง 
และปราศจากน้ํา หลังจากถูกเจือจางดวยน้ํา จะเกิดเปนไมโครอิมัลชัน (microemulsion) ท่ีมียาละลายอยูใน
หยดน้ํามัน หรือบนผิวหนาระหวางน้ํามันและสารลดแรงตึงผิวไดเอง การละลายของยาในระบบนี้ข้ึนอยูกับ
คุณสมบัติความชอบน้ํามันของยา รวมท้ังสารลดแรงตึงผิว และสารลดแรงตึงผิวรวมท่ีใช (Gursoy and Benita, 
2004) ดังนั้น ในการศึกษานี้ใชสารลดแรงตึงผิวชนิด Cremophor RH40® และ Tween80® สามารถอิมัลซิ
ไฟลน้ํามันชนิด Capryol 90® ไดดี จนเกิดเปนไมโครอิมัลชันโปรงใส (visual grade I) หลังจากการเจือจางดวย
น้ําดวยอัตราสวนตางๆ คือ 1:10, 1:20, 1:100, 1:500 และ 1:1000 จากการประเมินความสามารถในการเกิด
ไมโครอิมัลชัน โดยท่ีออกซิเรสเวอราทรอลไมตกตะกอนหลังจากเจือจาง 24 ชั่วโมง ซ่ึงแสดงใหเห็นวาระบบนี้
สามารถรักษาออกซิเรสเวอราทรอลในรูปละลายได เม่ือเจือจางระบบดวยน้ํา 20 เทา พบวาขนาดหยดของไม
โครอิมัลชันท่ีมีออกซิเรสเวอราทรอล เปน 26.6 ± 0.1 นาโนเมตร และมีการกระจายขนาดอนุภาคท่ีสมํ่าเสมอ 
โดยมี PDI เปน 0.073 ± 0.010 ในขณะท่ีปริมาณออกซิเรสเวอราทรอลในสูตรตํารับท่ีเตรียมไดเปน 101.4 ± 
1.2 % แสดงวาไมมีการสูญเสียยาไปในระหวางการเตรียม 

 
5.2 การศึกษาฤทธิ์ปองกันอาการเส่ือมของระบบประสาทในหนูเมาสท่ีเหนี่ยวนําดวยการฉีดเพปไทด 

Amyloid-ß25-35 เขาโพรงสมอง  
5.2.1 การเกาะกลุมของเพปไทด Amyloid-ß25-35 

การเกาะกลุมของเพปไทด Amyloid-ß25-35 ในสารละลาย ถูกพบหลังจากการบมท่ี 37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 5 วัน (รูปท่ี 3.2) โครงสรางท่ีเปนระเบียบสูงซ่ึงมีท้ังลักษณะของกอนขนาดใหญและเสนใยยาวแหลม
นี้เปนลักษณะท่ีกอใหเกิดความเปนพิษตอสมองของเปปไทด Amyloid-ß25-35 หลังจากการฉีดเขาสูสัตวทดลอง 
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รูปท่ี 3.2 ภาพจากกลองจุลทรรศนแสดงการเกาะกลุมของเปปไทด Amyloid-ß25-35 

หลังจากการบมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน 
 
5.2.2 การติดตามน้ําหนักของสัตวทดลอง 

จากการติดตามน้ําหนักของหนูเมาสในแตละกลุมระหวางการทดลอง เปนเวลา 20 วัน (รูปท่ี 3.3) พบวา
น้ําหนักของหนูกลุมควบคุมเหมือนกันกับหนูกลุมปกติ ซ่ึงแสดงใหเห็นวาเพปไทด Amyloid-ß25-35 ไมมีผลตอ
น้ําหนักตัวของหนูเมาส สําหรับในชวงการใหยาในวันท่ี 1-14 น้ําหนักของหนูในกลุมท่ีไดรับสูตรตํารับ 
SMEDDS ของออกซิเรสเวอราทรอล ท้ังสามกลุม (F90, F180, F360) ลดลงอยางมีนัยสําคัญเม่ือเปรียบเทียบ
กับหนูกลุมปกติ (p < 0.05) แตอยางไรก็ตามน้ําหนักของหนูในกลุมเหลานั้นก็เพ่ิมคืนสูระดับเดิมหลังจากชวง
การใหยา (วันท่ี 15-20) สําหรับน้ําหนักของหนูในกลุมท่ีไดรับสารแขวนตะกอนของออกซิเรสเวอราทรอลใน
ระดับกลาง (OXY180) และสูง (OXY360) ไมแตกตางจากน้ําหนักของหนูกลุมปกติ ในทางตรงขามหนูในกลุมท่ี
ไดรับสารแขวนตะกอนของออกซิเรสเวอราทรอลในระดับต่ํา (OXY90) พบวามีน้ําหนักเพ่ิมข้ึนในระหวางการ
ทดลอง ผลการเปลี่ยนแปลงของน้ําหนักของหนูเมาส อาจมาจากสารออกซิเรสเวอราทรอลเอง หรือ
สวนประกอบตางๆในสูตรตํารับ SMEDDS ท่ี มีผลตอศูนยควบคุมความหิวหรือความอยากอาหารของ
สัตวทดลอง 
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รูปท่ี 3.3 น้ําหนักของหนูเมาสแตละกลุมในชวงระหวางการทดลอง เปนเวลา 20 วัน 

 
5.2.3 การศึกษาพฤติกรรมการเรียนรูและความจําดวยโมเดล Morris water maze 

เนื่องจากโรคอัลไซเมอรแสดงลักษณะอาการทางคลินิกของโรคคือ การลดลงอยางมากในกระบวนการ
เรียนรูและการจดจําเชิงตําแหนงสถานท่ีและวัตถุ ดังนั้นวิธ ีMorris water-maze จึงนํามาใชในการทดสอบการ
เรียนรูและการจดจําในหนูเมาสท่ีไดรับการเหนี่ยวนําดวยเพปไทด  Amyloid-ß25-35 ใหเกิดความผิดปกติตอ
สมอง รวมท้ังผลของสูตรตํารับ SMEDDS ท่ีมีออกซิเรสเวอราทรอลในการปองกันความผิดปกติในพฤติกรรม
ดังกลาว เปรียบเทียบกับออกซิเรสเวอราทรอลเดี่ยว ผลการทดลองพบวาหลังจากการฉีดเพปไทด Amyloid-
ß25-35 9 นาโนกรัม เขาสูโพรงสมอง เปนเวลา 1 สัปดาห หนูกลุมควบคุมมีการเรียนรูและการจดจําในการหา
ตําแหนงของวัตถุลดลง ในชวงระหวางการฝกเปนเวลา 5 วัน (รูปท่ี 3.4) และชวงการทดสอบ (probe test) 
(รูปท่ี 3.5) แสดงใหเห็นวาการฉีดเพปไทด Amyloid-ß25-35 ขัดขวางการเรียนรูในการหาตําแหนงสถานท่ีและ
วัตถุของหนูเมาส  
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รูปท่ี 3.4 พฤติกรรมการเรียนรูและการจดจําเชิงตําแหนงสถานท่ีและวัตถุในชวง 5 วันของการฝก ดวยวิธี 

Morris water-maze ของหนูเมาส หลังจากการบริหารออกซิเรสเวอราทรอลทางปากในรูปแบบ
สูตรตํารับ SMEDDS (F) ท่ีขนาดยาตางๆ สามระดับ คือ 90, 180, 360 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 
เปรียบเทียบกับกลุมท่ีไดรับออกซิเรสเวอราทรอลเดี่ยว (OXY) ท่ีขนาดยาเทากัน โดยหนูกลุม
ควบคุมคือหนูท่ีไดรับการฉีดเพปไทด Amyloid-ß25-35 แตไมไดรับสารตัวอยาง สวนหนูกลุมปกติคือ
หนูท่ีไดรับการฉีดน้ําเกลือฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.4 แตไมไดรับสารตัวอยาง ผลการทดลองแสดง
เปนคาเฉลี่ยของเวลาท่ีใชในการหาแทนวัตถุ (Mean latency) ± ความคลาดเคลื่อนของคาเฉลี่ย 
(SEM) กลุมละ 10 ตัว 
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รูปท่ี 3.5 ผลการทดสอบพฤติกรรมการเรียนรูและการจดจําเชิงตําแหนงสถานท่ีและวัตถุ โดยปราศจากแทน

วัตถุ เม่ือเวลา 4 ชั่วโมงหลังจากการฝกครั้งสุดทาย (probe test) ดวยการวายน้ําอยางอิสระเปน
เวลา 60 วินาที (วิธี Morris water-maze) ของหนูเมาส หลังจากการบริหารออกซิเรสเวอราทรอล
ทางปากในรูปแบบสูตรตํารับ SMEDDS (F) ท่ีขนาดยาตางๆ สามระดับ คือ 90, 180, 360 มิลลิกรัม
ตอกิโลกรัม เปรียบเทียบกับกลุมท่ีไดรับออกซิเรสเวอราทรอลเดี่ยว ท่ีขนาดยาเทากัน โดยหนูกลุม
ควบคุมคือหนูท่ีไดรับการฉีดเพปไทด Amyloid-ß25-35 แตไมไดรับสารตัวอยาง สวนหนูกลุมปกติคือ
หนูท่ีไดรับการฉีดน้ําเกลือฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.4 แตไมไดรับสารตัวอยาง ผลการทดลองแสดง
เปนคาเฉลี่ยของเวลาท่ีใชในการหาแทนวัตถุ (Mean latency) ± ความคลาดเคลื่อนของคาเฉลี่ย 
(SEM) กลุมละ 10 ตัว  

  ****p < 0.0001 เม่ือเปรียบเทียบกับหนูกลุมปกติ 
  #p < 0.05, ####p < 0.0001 เม่ือเปรียบเทียบกับหนูกลุมควบคุม 
 

สําหรับหนูเมาสกลุมท่ีไดรับสารตัวอยาง สามระดับคือ ต่ํา กลาง หรือสูง โดยการใหทางปากทุกวัน วัน
ละครั้ง เปนเวลา 14 วัน พบวาคาเฉลี่ยของเวลาท่ีใชในการหาแทนวัตถุในชวงการฝกของกลุมท่ีไดรับออกซิเรส
เวอราทรอลเดี่ยวขนาดตํ่า (OXY90) และกลาง (OXY180) ไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับกลุมควบคุม (p > 
0.05) นอกจากนี้ผลของคาเฉลี่ยของเวลาดังกลาวในชวงทดสอบโดยไมมีแทนวัตถุ (probe test) ก็เปน
เชนเดียวกัน ยกเวนกลุมท่ีไดรับออกซิเรสเวอราทรอลเดี่ยวขนาดสูง (OXY360) ท่ีแสดงการเขาสูตําแหนงของ
แทนวัตถุใน Training quadrant มากกวาท้ังสองกลุมขางตน (OXY90 และ OXY180) (รูปท่ี  3.6) จาก
การศึกษาแสดงใหเห็นวาการใหออกซิเรสเวอราทรอลเดี่ยวท่ีขนาดนอยกวาหรือเทากับ 180 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัม ไมสามารถปองกันความเปนพิษตอสมองท่ีเกิดจากการเหนี่ยวนําดวยเพปไทด Amyloid-ß25-35 ได แต
ในกลุมท่ีไดรับสูตรตํารับ SMEDDS ของออกซิเรสเวอราทรอลท่ีขนาดยาเทากันกับออกซิเรสเวอราทรอลเดี่ยว 
สามารถบรรเทาความผิดปกติท่ีเกิดข้ึนจากการเหนี่ยวนําของเปปไทด Amyloid-ß25-35 ได โดยท่ีทุกกลุมมี
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คาเฉลี่ยของเวลาท่ีใชในการหาแทนวัตถุในชวงการฝกลดลงและเทียบเทากับหนูกลุมปกติ (รูปท่ี 3.4) และท้ังนี้
หนูกลุมท่ีไดรับสูตรตํารับ SMEDDS ท่ีขนาดยาต่ํา (F90) ใหคาเฉลี่ยของเวลาดังกลาวเทากันกับหนูกลุมท่ีไดรับ
ออกซิเรสเวอราทรอลเดี่ยวขนาดสูง (OXY360) ในขณะท่ีคาเฉลี่ยของเวลาท่ีใชในการหาแทนวัตถุของหนูกลุมท่ี
ไดรับสูตรตํารับ SMEDDS ขนาดยา 180-360 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (F180 และ F360) ลดลงอยางมากเม่ือ
เทียบกับหนูกลุมควบคุม (p < 0.0001) (รูปท่ี 3.5) ซ่ึงสอดคลองกับการติดตามพฤติกรรมการเคลื่อนท่ีของหนู
เมาส ซ่ึงแสดงใหเห็นถึงความถ่ีในการปรากฏตัวของหนูเมาสท่ีไดรับสูตรตํารับ SMEDDS ท่ีตําแหนงของแทน
วัตถุใน training quadrant อยางมาก (รูปท่ี 3.6) ดังนั้นเม่ือใหออกซิเรสเวอราทรอลโดยการรับประทานใน
รูปแบบ SMEDDS (F90) สามารถลดขนาดยาท่ีใชในการปองกันความผิดปกติของการเรียนรูและการจดจําของ
หนูเมาสลงไดถึง 4 เทา เม่ือเทียบกับการใหออกซิเรสเวอราทรอลเดี่ยว ผลการทดลองบงบอกไดวาสูตรตํารับ 
SMEDDS เพ่ิมประสิทธิภาพของออกซิเรสเวอราทรอล ในการปองกันความเปนพิษตอสมองท่ีเหนี่ยวนําดวยเพป
ไทด Amyloid-ß25-35 ซ่ึงอาจเปนผลมาจากการเพ่ิมการซึมผานของยาในลําไส สงผลใหเพ่ิมคาชีวปริมาณของ
ออกซิเรสเวอราทรอลโดยระบบ SMEDDS เม่ือบริหารยาโดยการรับประทาน 
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รูปท่ี 3.6 การติดตามพฤติกรรมการเคลื่อนท่ีของหนูเมาสท่ีถูกเหนี่ยวนําดวยเพปไทด Amyloid-ß25-35 ระหวาง

การทดสอบโดยปราศจากแทนวัตถุ (probe test) โดยการวายน้ําอยางอิสระเปนเวลา 60 วินาที 
ดวยวิธี Morris water-maze หลังจากการบริหารออกซิเรสเวอราทรอลทางปาก ในรูปแบบสูตร
ตํ ารับ  SMEDDS (F) ท่ี ขนาดยาต างๆ  สามระดับ  คือ  90, 180, 360 มิลลิกรัมตอ กิ โลกรัม 
เปรียบเทียบกับกลุมท่ีไดรับออกซิเรสเวอราทรอลเดี่ยว (OXY) ท่ีขนาดยาเทากัน หนูกลุมควบคุม 
และหนูกลุมปกติ 

 
5.2.4 การทดสอบการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน (lipid peroxidation) 

การปองกันความเสื่อมของระบบประสาทของออกซิเรสเวอราทรอลถูกทดสอบในเชิงการตอบ สนองตอ
ความเครียดในการเกิดออกซิเดชัน ซ่ึงเหนี่ยวนําโดยเพปไทด Amyloid-ß25-35 (รูปท่ี 3.7) การศึกษาพบวา
หลังจาก 7 วันของการฉีดเพปไทด Amyloid-ß25-35 เขาสูโพรงสมอง มีการเพ่ิมระดับของการเกิดออกซิเดชัน
ของไขมันในฮิปโปแคมปสของหนูเมาสอยางมีนัยสําคัญ เม่ือเปรียบเทียบกับฮิปโปแคมปสของหนูเมาสปกติ 
(~ 25%; p < 0.05) และการใหสารแขวนตะกอนของออกซิเรสเวอราทรอล ในขนาดยาท้ังสามระดับ (OXY90, 
OXY180, OXY360) โดยการรับประทาน ไมสามารถลดการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันในฮิปโปแคมปส
ในหนูเมาสซ่ึงถูกเหนี่ยวนําโดยเพปไทด Amyloid-ß25-35 ได แตในขณะท่ีการใหออกซิเรสเวอราทรอลใน
รูปแบบ SMEDDS ชวยลดการเกิดออกซิเดชันของไขมันในฮิปโปแคมปสของหนูเมาสลงเปน 74% (p < 0.01), 
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66% (p < 0.01) และ 64% (p < 0.005) สําหรับขนาดยาต่ํา (F90), กลาง (F180) และ สูง (F360) ตามลําดับ 
เม่ือเทียบกับหนูกลุมควบคุม จากผลการลดระดับการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันในฮิปโปแคมปสของหนู
เมาส แสดงถึงประสิทธิภาพของออกซิเรสเวอราทรอลในรูปแบบ SMEDDS ในการปองกันความเครียดในการ
เกิดออกซิเดชันซ่ึงเหนี่ยวนําโดยเพปไทด Amyloid-ß25-35 ซ่ึงผลนี้สอดคลองกับศักยภาพในการปองกันความ
ผิดปกติในพฤติกรรมการเรียนรูและจดจําในสัตวทดลองของ SMEDDS ท่ีมีออกซิเรสเวอราทรอล ดังนั้นการเพ่ิม
ประสิทธิภาพของออกซิเรสเวอราทรอลโดยระบบ SMEDDS อาจจะมาจากการเพ่ิมระดับออกซิเรสเวอราทรอล
ในพลาสมา สงผลใหมีระดับยามากข้ึนในยับยั้งปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน ซ่ึงทําใหสามารถปองกันการ
ทําลายเนื้อเยื่อสมองในโรคอัลไซเมอรได 
 

 
รูปท่ี 3.7 ระดับการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน (lipid peroxidation) ในฮิปโปแคมปสของหนูเมาส 

จากการทดสอบโดยวิธี ferrous (III)-xylenol orange (FOX) ซ่ึง % การเกิดออกซิเดชันของไขมัน
ของหนูเมาสแตละกลุมถูกแสดงเทียบกับหนูกลุมควบคุม (% of Control) หลังจากการบริหารออกซิ
เรสเวอราทรอลทางปาก ในรูปแบบสูตรตํารับ SMEDDS (F) ท่ีขนาดยาตางๆ สามระดับ คือ 90, 
180, 360 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม เปรียบเทียบกับกลุมท่ีไดรับออกซิเรสเวอราทรอลเดี่ยว ท่ีขนาดยา
เทากัน และหนูกลุมปกติ ผลการทดลองแสดงเปนคาเฉลี่ยของ % of Control ± ความคลาดเคลื่อน
ของคาเฉลี่ย (SEM) กลุมละ 5 ตัว  

 *p < 0.05 เม่ือเปรียบเทียบกับหนูกลุมปกติ 
 ##p < 0.01, ###p < 0.005 เม่ือเปรียบเทียบกับหนูกลุมควบคุม 
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5.2.5 การวิเคราะหทางจุลกายวิภาคเนื้อเย่ือของสมอง (histological analysis) 
การเปลี่ยนแปลงในลักษณะจุลกายวิภาคเนื้อเยื่อของสมอง (รูปท่ี 3.8) และการสูญหายของเซลล

ประสาทในสมองสวนฮิปโปแคมปส (รูปท่ี 3.9) ในหนูเมาสแตละกลุม ถูกวิเคราะหดวยการยอมดวย cresyl 
violet 

 

 
 

รูปท่ี 3.8 ภาพถายลักษณะเนื้อเยื่อของฮิปโปแคมปสในแนวระนาบหนาหลัง (coronal section) ท่ียอมดวย 
cresyl violet ในหนูเมาสกลุมตางๆท่ีถูกเหนี่ยวนําดวยเพปไทด Amyloid-ß25-35 และบริหารออกซิ
เรสเวอราทรอลทางปากในรูปแบบสูตรตํารับ SMEDDS (F) ท่ีขนาดยาตางๆ สามระดับ คือ 90, 180, 
360 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม เปรียบเทียบกับกลุมท่ีไดรับออกซิเรสเวอราทรอลเดี่ยว ท่ีขนาดยาเทากัน 
และหนูเมาสท่ีไมไดรับสารตัวอยาง คือ กลุมควบคุม และกลุมปกติ โดยท่ีสเกลบารในภาพเปน 500 
ไมโครเมตรท่ีกําลังขยาย 4 เทา 
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รูปท่ี 3.9 ภาพถายลักษณะทางจุลกายวิภาคเนื้อเยื่อของฮิปโปแคมปสซีกซายในสวน CA1, CA2, CA3 และ DG 

ซ่ึงยอมดวย cresyl violet ในหนูเมาสกลุมตางๆท่ีถูกเหนี่ยวนําดวยเพปไทด   Amyloid-ß25-35 และ
บริหารออกซิเรสเวอราทรอลทางปากในรูปแบบสูตรตํารับ SMEDDS (F) ท่ีขนาดยาตางๆ สามระดับ 
คือ 90, 180, 360 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม เปรียบเทียบกับกลุมท่ีไดรับออกซิเรสเวอราทรอลเดี่ยว ท่ี
ขนาดยาเทากัน และหนูเมาสท่ีไมไดรับสารตัวอยาง คือ กลุมควบคุม และกลุมปกติ โดยท่ีสเกลบาร
ในภาพเปน 50 ไมโครเมตรท่ีกําลังขยาย 40 เทา 

 
ในรูปท่ี 3.10 แสดงใหเห็นเซลลท่ียอมติดสี cresyl violet ในฮิปโปแคมปสสวนตางๆ ของหนูกลุม

ควบคุม คิดเปน 40±2 %, 52±2 %, 41±1 % และ 43±2 % สําหรับ CA1, CA2, CA3 และ DG ตามลําดับ 
เม่ือเปรียบเทียบกับหนูกลุมปกติ ซ่ึงบงบอกถึงการลดลงของเซลลประสาทอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.0001) ใน
ฮิปโปแคมปสทุกสวน ของหนูเมาสท่ีถูกเหนี่ยวนําโดยเพปไทด Amyloid-ß25-35 โดยท่ีไมไดรับสารตัวอยาง และ
เชนเดียวกันกับหนูเมาสท่ีไดรับสารแขวนตะกอนของออกซิเรสเวอราทรอลขนาด 90-180 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 
(OXY90 และ OXY180) มีการลดลงของเซลลประสาทสมองอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.0001) ในทุกสวนของ
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ฮิปโปแคมปสเม่ือเปรียบเทียบกับหนูกลุมปกติ แตอยางไรก็ตามหนูเมาสท่ีไดรับสารแขวนตะกอนของออกซิเรส
เวอราทรอลขนาดสูง (OXY360) ยังมีลักษณะเนื้อเยื่อของสมองสวนฮิปโปแคมปสท่ีสมบูรณ (รูปท่ี 3.8) ถึงแม
จะมีการสูญหายของเซลลติดสีในฮิปโปแคมปสบางเม่ือเปรียบเทียบกับหนูกลุมปกติ ซ่ึงคิดเปน 71%, 85%, 
87% และ 84% ในฮิปโปแคมปสสวน CA1, CA2, CA3 และ DG ตามลําดับ (รูปท่ี 3.10) แตอยางไร % เซลล
ประสาทเหลานี้สูงกวาท่ีพบในหนูกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.0001) ดังนั้นการใหออกซิเรสเวอรา
ทรอลขนาดนอยกวา 360 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมโดยการรับประทาน ไมมีประสิทธิภาพในการปองกันอาการ
เสื่อมของประสาทท่ีถูกเหนี่ยวนําโดยเพปไทด Amyloid-ß25-35 ในหนูเมาส ซ่ึงอาจเปนผลมาจากการท่ีออกซิ
เรสเวอราทรอลมีคาชีวปริมาณท่ีตํ่าและมีข้ัวสูง จึงทําใหไมสามารถซึมผานตัวกรองก้ันระหวางเลือดและสมอง 
(blood brain barrier) ซ่ึงมีไขมันเปนสวนประกอบได ทําใหจํากัดการออกฤทธิ์ในการปกปองระบบประสาท
ของสมอง (Breuer et al., 2006; Sangsen et al., 2016) ในทางตรงกันขาม หนูเมาสท่ีไดรับสูตรตํารับ 
SMEDDS ของออกซิเรสเวอราทรอลท่ีขนาดยา 90-360 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (F90, F180 และ F360) แสดง
ลักษณะของเนื้อเยื่อของฮิปโปแคมปสท่ีดีกวากลุมท่ีไดรับออกซิเรสเวอราทรอลเดี่ยว (OXY90 และ OXY180) 
และหนกูลุมควบคุม นอกจากนี้ปริมาณเซลลติดสีในทุกสวนของฮิปโปแคมปสของหนูท้ังสามกลุมดังกลาว (F90, 
F180 และ F360) สูงกวา 80% เม่ือเทียบกับหนูกลุมปกติ ดังนั้นการใชสูตรตํารับไขมันระดับนาโนนี้ 
(SMEDDS) สามารถชวยลดขนาดยาของออกซิเรสเวอราทรอลในการปองกันการสูญหายของเซลลประสาทใน
ฮิปโปแคมปสไดถึง 4 เทา การคนพบนี้ยืนยันการเพ่ิมความสามารถในการปองกันระบบประสาทท่ีถูกเหนี่ยวนํา
ใหเกิดพิษดวยเพปไทด Amyloid-ß25-35 ของออกซิเรสเวอราทรอลโดยระบบ SMEDDS ซ่ึงอาศัยผลในการเพ่ิม
ระดับยาในเลือด โดยการหอหุมยาในหยดไขมัน ทําใหเพ่ิมการดูดซึมและยับยั้งกลไกการปมยากลับในสําไส 
และเพ่ิมการผานเขาสูสมองไดดวยคุณสมบัติท่ีเปนระบบไขมัน สงผลใหนําสงยาไปยังตําแหนงออกฤทธิ์ท่ีสมอง
ได (Masserini, 2013; Sangsen et al., 2016) 
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รูปท่ี 3.10 คาเฉลี่ยของจํานวนเซลลประสาทในฮิปโปแคมปสท้ังสองซีกตอพ้ืนท่ี (ตารางมิลลิเมตร) ของหนู

เมาสกลุมตางๆท่ีถูกเหนี่ยวนําดวยเพปไทด Amyloid-ß25-35 และบริหารออกซิเรสเวอราทรอลโดย
การรับประทานในรูปแบบสตูรตํารับ SMEDDS และสารแขวนตะกอนท่ีขนาดยาตางๆ สามระดับ 
คือ 90, 180, 360 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม เปรียบเทียบกับหนูเมาสท่ีไมไดรับสารตัวอยางคือ กลุม
ควบคุม และกลุมปกติ ผลการทดลองแสดงเปน % เปรียบเทียบกับหนูกลุมปกติ (% of Normal 
mice) ± ความคลาดเคลื่อนของคาเฉลี่ย (SEM) (n ≥ 5 ตอกลุม)  

 #p < 0.05 และ ##p < 0.01 เม่ือเปรียบเทียบกับหนูกลุมท่ีไดรับสารแขวนตะกอนของออกซิเรส
เวอราทรอลขนาดสูง (OXY360) 

 ****p < 0.0001 เม่ือเปรียบเทียบกับหนูกลุมควบคุม 
 
6. สรุปผลการทดลอง 

ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาในการทดลองในหนูเมาส ออกซิเรสเวอราทรอลในขนาด 360 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัม สามารถบรรเทาความผิดปกติของการเรียนรูและการจดจํา รวมถึงการสูญเสียของเซลลประสาทใน
สมองสวนฮิปโปแคมปส ซ่ึงเปนสภาวะท่ีเหนี่ยวนําใหเกิดข้ึนโดยการฉีดเพปไทด Amyloid-ß25-35 เขาทางโพรง
สมอง นอกจากนี้ยังพบวาออกซิเรสเวอราทรอลชวยลดความผิดปกติของลักษณะทางจุลกายวิภาคเนื้อเยื่อของ
ฮิปโปแคมปส โดยมีกลไกท่ีเก่ียวของกับการลดหรือปองกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน ผลการ
ทดลองชี้วาเราสามารถลดขนาดของออกซิเรสเวอราทรอลลง 4 เทา เปน 90 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม โดยใชระบบ
นําสงในรูปแบบ SMEDDS การศึกษานี้จึงแสดงใหเห็นถึงศักยภาพของระบบ SMEDDS ในการนํามาใชเพ่ือ
ปรับปรุงประสิทธิภาพในการปองกันโรคอัลไซเมอรของออกซิเรสเวอราทรอลเม่ือใหโดยการรับประทาน 
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บทท่ี 4 

บทสรุปแผนงานวิจัย 
 

แผนงานวิจัย (research program) เรื่อง “ออกซิเรสเวอราทรอล : การพัฒนาวิธีวิเคราะหปริมาณใน
ผลิตภัณฑสมุนไพรและการศึกษาฤทธิ์ตานการเสื่อมของระบบประสาท (Oxyresveratrol: its quantitative 
determination in herbal products and study for anti-neurodegenerative activity)” มี
วัตถุประสงคท่ีจะศึกษาโดยทําการทดลอง เพ่ือใหไดขอมูลและวิธีการทางวิทยาศาสตรท่ีเหมาะสมท่ีจะนําไป
สนับสนุนการพัฒนาสารออกซิเรสเวอราทรอลหรือพืชสมุนไพรท่ีเก่ียวของ เพ่ือนําไปใชเปนอาหารเสริมสุขภาพ  
แผนงานวิจัยนี้ มีลักษณะเปนชุดโครงการ ประกอบดวยโครงการวิจัยยอย 2 โครงการไดแก (1) โครงการเรื่อง 
“การพัฒนาวิธีวิเคราะหท่ีใชเทคนิคอีไลซาในการตรวจวัดปริมาณสารออกซิเรสเวอราทรอล (Development 
of enzyme-linked immunosorbent assay for quantitative determination of oxyresveratrol)” 
และ (2) โครงการเรื่อง “การศึกษาออกซิเรสเวอราทรอลในการลดอาการเสื่อมของระบบประสาทในโรคอัลไซเมอร 
(Study of oxyresveratrol for the ability to ameliorate neuro-degenerative processes in 
Alzheimer’s disease)” 

โครงการแรก มีจุดมุงหมายท่ีจะพัฒนาวิธีวิเคราะหออกซิเรสเวอราทรอลโดยใชเทคนิคอิไลซา (ELISA))  
เริ่มจากการเตรียมสารคอนจูเกตโดยการนําโมเลกุลของออกซิเรสเวิราทรอลมาเชื่อมตอกับโปรตีนดวยปฏิกริยา 
3 ปฏิกริยา คือ carbodiimidation periodate oxidation และ Maanich reaction ไดเปนสาร อิมมูโนเจน 
(immunogen) จํานวน 3 ชนิดไดแก OXA-cBSA, MuA-BSA และ OXY-cBSA ตามลําดับ  เม่ือนํา OXA-
cBSA มาฉีดเขากระตายขาวนิวซีแลนดเพ่ือกระตุนใหสรางพอลิโคลนอลแอนติบอดี (polyclonal antibody)  
พบวาแอนติบอดีท่ีไดมีความจําเพาะตอออกซิเรสเวอราทรอล  เม่ือนํามาทดสอบวิเคราะหปริมาณออกซิเรสเวอ
ราทรอลในแกนตนมะหาดและปวกหาด ดวยวิธี indirect competitive ELISA พบวามีคาการวัดเปนเสนตรง 
(linear measurement) ในช วง 1.12-2.12 mg/ml มี ความ  (accuracy) แม นยํ าและความ เท่ี ย งตรง 
(precision) ในเกณฑ ท่ียอมรับ คือมีคาpercentage of recovery ในชวง 98 – 102 และ คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (SD) ต่ํากวารอยละ 10 แตมีความไว (sensitivity) ในการตรวจวัดสารออกซิเรสเวอราทรอลเพียงต่ํา
กวาวิธี high performance liquid chromatography (HPLC) มากถึง 1,000 เทา  ตอมาจึงนําสารอิมมูโน
เจน 3 ชนิดขางตนมา แตละชนิดมาฉีดเขาหนูเพ่ือสรางมอนอโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody) 
โดยเทคนิคไฮบริโดมา  พบวามอนอแอนติบอดีท่ีไดจาก OXA-cBSA มีความจําเพาะตอออกซิเรสเวอราทรอลสูง  
แตเซลลไฮบริโดมาไมสามารถผลิตแอนติบอดีในปริมาณสูง วิธีนี้จึงไมอาจนําไปใชผลิตแอนติบดีเพ่ือศึกษาตอได  
โมโนแอนติบอดีท่ีไดจาก MuA-BSA พบวาไมมีความสามารถรับรูออกซิเรสเวอราทรอล  สวนมอนอแอนติบอดี
จาก OXY-cBSA นั้นตรวจพบวาอยูในกลุม IgM มี light chain แบบ Kappa  เม่ือนํามาใชพัฒนาวิธีวิเคราะห
ปริมาณสารออกซิเรสเวอราทรอลในตัวอยาง พบวาวิธีนี้มีคาการวัดเปนเสนตรงในชวง 63 - 500 ng/ml  วิธี
วิเคราะหท่ีพัฒนาข้ึนมีคาความเท่ียงภายในเพลท (intra-plate) และระหวางเพลท (inter-plate) โดยมีคาสวน
เบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) ไมเกิน 10% ในทุกความเขมขนของสารมาตรฐาน และมีความแมนยําใน
การวิเคราะห อยูในชวง 95.93-103.55% มีความไวในการตรวจวัดออกซิเรสเวอรทรอลคิดเปน 16 เทาของวิธี 
HPLC  จากการทดสอบความจําเพาะ พบวาแอนติบอดีท่ีไดมีความจําเพาะคอนขางสูง  ไมแสดงปฏิกริยาจับกับ
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สารโพลิฟนอลอ่ืนๆ ท่ีมีโครงสรางใกลเคียงเชนสารกลุมเฟลวานอยด และสารกลุมสติลบีน ยกเวนเรสเวอรา
ทรอลซ่ึงมีคาการจับคิดเปนรอยละ 89.92  ท้ังนี้คาดวาเปนผลจากโครงสรางของออกซิเรสเวอราทรอลและเรส
เวอราทรอลท่ีมีความใกลเคียงกันมาก  ดังนั้นแอนติบอดีท่ีเตรียมไดจาก OXY-cBSA จึงเหมาะสมท่ีจะนําไปใช
ตรวจวัดปริมาณออกซิเรสเวอราทรอลในตัวอยางท่ีไมมี หรือมีสารเรสเวอราทรอลในปริมาณท่ีนอยมากเชนแกน
ตนมะหาด ปวกหาด หรือผลิตภัณฑเครื่องสําอางท่ีไมมีเรสเวอราทรอลเปนสวนประกอบ  นอกจากนี้ยังอาจนํา
แอนติบอดีนี้ไปใชเปนเครื่องมือสําหรับศึกษาการกระจายตัวของสารออกซิเรสเวอราทรอลในสัตวทดลอง  ใน
กรณท่ีตัวอยางท่ีนํามาวิเคราะหหาปริมาณออกซิเรสเวอราทรอล มีเรสเวอราทรอลปนอยูในปริมาณสูง  คาท่ีวัด
ไดจะเปนผลรวมของสารท้ังสอง 

โครงการท่ีสองเปนการศึกษาในสัตวทดลองถึงฤทธิ์ของออกซิเรสเวอราทรอลในการปองกันพิษของเบ
ตาอะมิลอยดซ่ึงเปนสารท่ีทําใหเกิดพยาธิสรีรสภาพของโรคอัลไซเมอร  การทดลองใชแบบจําลองสระวงกตมอร
ริส โดยใชหนูไอซีอาร ซ่ึงแบงออกเปน 8 กลุมๆ ละ 10 ตัว  กลุมแรกเปนกลุมปกติ สัตวทดลองไมไดรับท้ัง
สารเบตาอะมิลอยดและยา (ออกซิเรสเวอราทรอล)  กลุมท่ีสองเปนกลุมควบคุม คือหนูไดรับสารเบตาอะมิ
ลอยดแตไมไดรับยา   กลุมท่ี 3 – 5 เปนกลุมท่ีไดรับสารออกซิเรสเวอราทรอลทางปากในรูปของยาแขวน
ตะกอนในน้ําวันละครั้งในขนาด 90, 180 และ 360 มก/กก ตามลําดับ เปนเวลา 7 วัน  สวนกลุมท่ี 6 – 8 เปน
กลุมท่ีไดรับสารออกซิเรสเวอราทรอลทางปากในรูปสูตรตํารับเอ็สเอ็มอีดีดีเอ็ส วันละครั้งในขนาด 90, 180 
และ 360 มก/กก ตามลําดับ เปนเวลา 7 วัน ทําการฉีดเบตาอะมิลอยดซ่ึงเปนสารพิษเขาท่ีโพรงสมองของหนู
ในกลุมท่ี 2 – 8 แลวให/ไมใหยาในรูปแบบเดิมตอไปอีกเปนเวลา 7 วัน  หลังจากนั้นนําสัตวทดลองมาฝกคนหา
แทนพักท่ีซอนไวเปนเวลา 5 วัน ทําการทดสอบความจําและการเรียนรูของสัตว โดยสังเกตพฤติกรรมและ
บันทึกเวลาท่ีหนูใชในการหาแทนพัก  เม่ือสิ้นสุดการทดลอง นําสมองสวนฮิปโปแคมปสของสัตวทดลองไป
วิเคราะหปริมาณปฏิกริยาไลปดเพอรออกซิเดชันท่ีเกิดข้ึน และตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อ  ผลการ
ทดลองแสดงวาออกซิเรสเวอรทรอลท่ีอยูในรูปยาแขวนตะกอน ในขนาด 90 และ 180 มก/กก ไมสามารถ
ปกปองกันเซลลสมองจากสารพิษได  แตเม่ือเพ่ิมขนาดเปน 360 มก/กก สามารถแสดงฤทธิ์ปกปองระบบ
ประสาทของสัตวทดลองไดอยางมีนัยสําคัญเม่ือเทียบกับกลุมควบคุมท่ีไมไดรับยา (p < 0.5) โดยมีฤทธิ์
ใกลเคียงกับออกซิเรสเวอราทรอลในสูตรตํารับเอ็สเอ็มอีดีดีเอ็สในขนาด 90 มก/กก  นอกจากนี้พบฤทธิ์ปกปอง
ท่ีสูงข้ึน (p < 0.0001) ในออกซิเรสเวอราทรอลในสูตรตํารับขนาด 180 และ 360 มก/กก  ผลการตรวจวัด
ปฏิกริยาไลปดเพอรออกซิเดชันในเนื้อเยื่อฮิปโปแคมปสซ่ึงพบวาออกซิเรสเวอรทรอลในรูปแบบยาแขวนตะกอน
ท้ัง 3 ขนาด ไมสามารถแสดงฤทธิ์ตานออกซิเดชัน  ในทางกลับกันออกซิเรสเวอรทรอลท่ีอยูในสูตรตํารับในทุก
ขนาดสามารถลดปฎิกริยาเพอรออกซิเดชันของไขมันไดจนเหลือเปนรอยละ 64 – 74 เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม 
(p < 0.01 – p < 0.005)  เม่ือตรวจเนื้อเยื่อฮิปโปแคมปสพบวาออกซิเรสเวอรทรอลท่ีอยูนรูปยาแขวนตะกอน 
ในขนาด 90 และ 180 มก/กก ไมสามารถลดการตายของเซลลประสาท  แตในขนาด 360 มก/กก สามารถลด
การตายของเซลลไดอยางมีนัยสําคัญเทียบกับกลุมควบคุม (.p < 0.0001)  สวนออกซิเรสเวอรทรอลในสูตร
ตํารับทุกขนาดสามารถปกปองกันเซลลจากสารพิษไดอยางมีนัยสําคัญเชนเดียวกัน (.p < 0.0001)  ผลการ
ทดลองขางตนแสดงใหเห็นวาออกซิเรสเวอราทรอลมีฤทธิ์ปองกันเซลลประสาทเสื่อมจากโรคอัลไซเมอรได  
และเราสามารถทําใหฤทธิ์นี้สูงข้ึนได โดยการเตรียมสารใหอยูในสูตรตํารับเอ็สเอ็มอีดีดีเอ็ส ฤทธิ์ท่ีสูงข้ึนนี้คาดวา
เปนผลท่ีเกิดจากการเพ่ิมชีวปริมาณหรือความสามารถในการซึมผานจากเลือดเขาสูสมองของออกซิเรสเวอรา
ทรอล 
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สรุปผลการวิจัยจากแผนงานวิจัยนี้ไดวา (1) ไดวิธีวิเคราะหปริมาณสารออกซิเรสเวอราทรอลดวยเทคนิค
อีไลซาโดยใชมอโนโคลนอลแอนติบอดี  วิธีนี้มีขอจํากัดเนื่องจากนําไปประยุกตใชไดกับตัวอยางท่ีไมมีเรสเวอรา
ทรอลหรือมีเรสเวอราทรอลในปริมาณท่ีนอยมาก อยางไรก็ตามสามารถนําไประยุกตใชตรวจวัดปริมาณ 
oxyresveratrol ในอวัยวะภายในของสัตวทดลอง (2) ไดขอมูลท่ีแสดงใหเห็นวาออกซิเรสเวอราทรอลสามารถ
ปองกันพิษ β-amyloid ในหนูทดลองได ซ่ึงบงชี้ศักยภาพของสารออกซิเรสเวอราทรอลในการปองกันโรคอัลไซ
เมอร 
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