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บทที ่1 
บทน า 

(Introduction) 
 
 

1. ความส าคัญ และท่ีมาของการท าการวิจัย 
เอเซียติโคไซด์ (asiaticoside) เป็นสารประกอบกลุ่ม ไตรเทอร์ปินอยด์ซาโปนิน 

(triterpenoid saponins) พบเป็นองค์ประกอบหลักในบัวบก (Centella asiatica (L.) Urban) ซึ่งเป็นพืช
พ้ืนบ้านของไทยและของประเทศในเขตร้อนถึงเขตอบอุ่น สรรพคุณตามต าราการแพทย์แผนไทย ใช้บัวบก
รักษาอาการช้ าใน บ ารุงหัวใจ บ ารุงก าลัง รักษาอาการอ่อนเพลีย เมื่อยล้า ขับปัสสาวะ รักษาโรคผิวหนัง รักษา
บาดแผล รักษามุตกิด ระดูขาว รักษาพิษเนื่องจากถูกงูกัด รักษาอาการเริ่มเป็นบิด รักษาอาการท้องร่วง ใช้
ร่วมกับสมุนไพรอื่นๆ เป็นยารักษาอาการร้อนใน กระหายน้ า รักษาเด็กท่ีเป็นซาง ตัวร้อนและผอมแห้ง รักษา
โรคปากเปื่อย ปากเหม็น เจ็บคอ น้ าลายไหล ( สถาบันวิจัยสมุนไพร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ , 2550) ใน
ต าราอายุรเวทใช้บัวบกเพ่ือช่วยเพิ่มความจ า  

ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของ asiaticoside ได้แก่ ช่วยเพิ่มความจ าและป้องกันการเกิดอัลไซเมอร์ 
(Kuppurajan, 1978: Lee, 2000: Veerendra, 2002 and 2003: Gupta, 2003: Doknark, 2003: Salout, 
2003: Soumyanath, 2005 and 2012: Dhanasekaran, 2009: Xu, 2008: Xu, 2012) สมานแผล และ
รักษาแผลเปื่อย ( Suguna, 1996: Sunilkumar and Shivakumar, 1998: Shukla, 1999: Nganlasom, 
2008) ต้านการซึมเศร้า ( Chen, 2006: Wijeweera, 2006: Liang, 2008) ต้านอนุมูลอิสระ (Shukla, 1999: 
Jayashree, 2003: Subathra, 2005) กระตุ้นกระบวนการสร้างคอลลาเจน (Lu, 2004: Cheng, 2004: Lee, 
2006: Ermertcan, 2008:  Tang, 2011:  Paolino, 2012: Nowwarote, 2012) กระตุ้นหรือเสริมภูมิคุ้มกัน 
(Plohmann, 1994: Jayathirtha, 2004: Punturee, 2005) ป้องกันการเกิดมะเร็ง (Bunpo, 2004: Huang, 
2004: Yoshida, 2005: Park, 2005 and 2007: Babykutty, 2009) ปกป้องเซลล์ประสาท 
(Supawantanakul, 2005: Rao, 2005: Wattanathorn, 2008) 

จากรายงานฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาที่น่าสนใจของสารเอเซียติโคไซด์ ท าให้มีการใช้บัวบกเป็น
ส่วนประกอบในเภสัชภัณฑ์ ผลิตภัณฑ์เสริมสุขภาพ และเครื่องส าอางหลายประเภทในปัจจุบัน ทั้งในประเทศ
ไทยและต่างประเทศ แต่เนื่องจากปริมาณสารเอเซียติโคไซด์ที่พบขึ้นกับแหล่งของวัตถุดิบ ซึ่งจะพบ สาร 
asiaticoside อยู่ระหว่าง 1-8% โดยจะพบในปริมาณสูงสุดในเดือนพฤษภาคมถึงเดือนมิถุนายน และมีปริมาณ
ต่ าสุดในเดือนกุมภาพันธ์ อีกท้ังยังพบว่าปริมาณสารจะพบในส่วนใบมากกว่าล าต้น (สถาบันวิจัยสมุนไพร 
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์, 2550) เนื่องจากบัวบกเป็นสมุนไพรที่มีแนวโน้มและศักยภาพสูงในปัจจุบันส าหรับ
ตลาดผู้บริโภคต่างประเทศ (กรมเศรษฐกิจการพาณิชย์ , 2532) จึงจ าเป็นต้องมีการควบคุมคุณภาพของปริมาณ
สารที่ออกฤทธิ์ในวัตถุดิบบัวบก เพื่อบ่งถึงคุณภาพ ความปลอดภัยของผลิตภัณฑ์และเพ่ือประสิทธิผลในการใช้  

การควบคุมคุณภาพวัตถุดิบสมุนไพร บ่งถึงคุณภาพวัตถุดิบ และเป็นประโยชน์ต่อผู้บริโภค ทั้ง
ในด้านความปลอดภัยของผลิตภัณฑ์และเพ่ือประสิทธิผลในการใช้  ดังนั้นการควบคุมคุณภาพและปริมาณสาร
ที่ออกฤทธิ์ในวัตถุดิบสมุนไพรจึงเป็นสิ่งส าคัญอย่างยิ่ง การควบคุมคุณภาพวัตถุดิบสมุนไพรไทยนั้น ได้มีการ
วิจัยและพัฒนาภายใต้การสนับสนุนของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข โดยได้ก าหนดเป็น
มาตรฐานสมุนไพรในเภสัชต ารับสมุนไพรไทย (Thai Herbal Pharmacopoeia) โดยในส่วนของการตรวจ
วิเคราะห์สารส าคัญหรือสารบ่งชี้มาตรฐาน (marker) ส่วนใหญ่มักตรวจโดยการตรวจเอกลักษณ์ด้วยวิธีรงคเลข
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ผิวบาง (thin layer chromatography) หรือตรวจปริมาณสารหรือกลุ่มสารส าคัญในพืชสมุนไพรด้วยวิธีทาง
เคมีวิเคราะห์ เช่น ดูการเกิดสี การไทเทรตหรือการใช้เครื่องมือทางโครมาโทกราฟี  แต่วิธีการเหล่านี้เป็นเพียง
การตรวจวิเคราะห์เบื้องต้นที่ไม่สามารถบอกปริมาณของสารส าคัญในพืชสมุนไพรได้อย่างแม่นย า 

บัวบก เป็นสมุนไพรที่บรรจุอยู่ในมาตรฐานสมุนไพรขององค์การอนามัยโลก ( WHO 
Monographs) นอกจากนี้ยังมีมาตรฐานสมุนไพร (Monographs) ของบัวบกอยู่ในเภสัชต ารับของหลาย
ประเทศ เช่น จีน (Chinese Pharmacopoeia), เยอรมัน (HAB1), อังกฤษ (British Herbal 
Pharmacopoeia, Martindale), อินเดีย (Herba Ind) และไทย (Thai Herbal Pharmacopoeia) ส าหรับ
มาตรฐานสมุนไพรบัวบกของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ได้มีการตรวจเอกลักษณ์สารประกอบในสารสกัด
บัวบกด้วยวิธีรงคเลขผิวบาง (TLC) โดยใช้สาร asiaticoside และ asiatic acid เป็นสารบ่งชี้มาตรฐาน 
(markers) ส่วนวิธีการวิเคราะห์หาปริมาณสารกลุ่ม triterpene saponins ที่พบในบัวบกเพ่ือใช้เป็นมาตรฐาน
นั้น ได้มีรายงานการตรวจสอบสาร asiaticoside และ madecassoside  โดยใช้เครื่อง High performance 
liquid chromatography (HPLC) (Sahu, 1989: Jain, 2007: Prateek, 2008) และ High performance 
thin layer chromatography (HPTLC) (Singh, 2005) 

การวิเคราะห์ปริมาณสารโดย HPLC เป็นวิธีวิเคราะห์ปริมาณสารที่เป็นที่นิยมและยอมรับใน
ปัจจุบัน เนื่องจากสามารถตรวจวัดสารในปริมาณต่ า เที่ยงตรงและแม่นย า แต่การวิเคราะห์ด้วยวิธีนี้ 
จ าเป็นต้องมีการเตรียมสารสกัดก่อนการทดลองเนื่องจากข้อจ ากัดในเรื่องอุปกรณ์แยกสาร จึงท าให้การ
วิเคราะห์ด้วยวิธีนี้จึงจ าเป็นต้องใช้ระยะเวลาในการวิเคราะห์นาน รวมถึงอุปกรณ์และเครื่องมือที่มีราคาแพง 
และต้องมีการดูแล บ ารุงรักษาอยู่เสมอ วิธีนี้จึงเหมาะส าหรับหน่วยงานที่มีงบประมาณเพียงพอเท่านั้น  อีกทั้ง
ยังไม่สามารถน าเครื่องมือเหล่านี้ออกไปวิเคราะห์ในภาคสนามได้  

ปัจจุบันวิธีการวิเคราะห์ทางด้านอิมมูโนโลยี โดยใช้แอนติบอดีเพ่ือใช้ตรวจสอบสารส าคัญใน
สมุนไพรเป็นวิธีการที่มีความแม่นย าสูง เนื่องจากความสามารถในการจับกับสารได้อย่างจ าเพาะเจาะจง และ
สามารถท าการวิเคราะห์ได้จ านวนมากเนื่องจากมีความสะดวกและรวดเร็วและสามารถวิเคราะห์ได้โดยไม่ต้อง
เตรียมตัวอย่างก่อน ( Geoffrey, 2007: Phrompittayarat, 2007)  จึงเป็นที่น่าสนใจในการประยุกต์ใช้
แอนติบอดีต่อสารส าคัญในพืชสมุนไพรมาท าการพัฒนาวิเคราะห์ด้วยวิธี ELISA เพ่ือใช้ในการหาปริมาณ
สารส าคัญในพืชสมุนไพร เนื่องจากสามารถหาปริมาณได้ในระยะเวลาอันสั้นและมีประสิทธิภาพสูง รวมทั้งการ
ประยุกต์ใช้ชุดตรวจสอบสารส าคัญด้วยวิธี immunochromatographic strip เพื่อหามาตรฐานและคัดเลือก
พืชสมุนไพร ซึ่งจะช่วยลดทั้งเวลาและค่าใช้จ่ายในการวิเคราะห์ ซึ่งเหมาะส าหรับผู้ผลิตหรือหน่วยงานที่มี
งบประมาณน้อย นอกจากนี้ยังสามารถพัฒนาการตรวจสอบโดยใช้เมมเบรน ด้วยวิธี Eastern blotting เพ่ือ
ช่วยในการวิเคราะห์หาปริมาณสารแต่ละชนิดได้ด้วย โดยวิธีนี้มีข้อดีเหนือกว่าวิธี enzyme-linked 
immunosorbent assay  (ELISA) ที่วิเคราะห์ปริมาณของสารประกอบในพืชที่อยู่ในกลุ่มเดียวกันแบบ
โดยรวม (total content) นอกจากนี้ยังสามารถน าแอนติบอดีมาประยุกต์ใช้ในการท าการแยกสารส าคัญในพืช  
ออกมาจากสารสกัดของพืชในขั้นตอนเดียวด้วยวิธี immunoaffinity column (ทวีศักดิ,์ 2554) 

ดังนั้นในการศึกษาวิจัยครั้งนี้ จึงมุ่งเน้นการ ผลิตแอนติบอดีในรูปแบบโมโนโคลนอลที่จ าเพาะ
ต่อสาร asiaticoside เพ่ือใช้เป็นเครื่องมือในการวิเคราะห์สาร asiaticoside รวมทั้งพัฒนาวิธีการตรวจสอบหา
ปริมาณสารดังกล่าวเพ่ือใช้ในการควบคุมคุณภาพสมุนไพรบัวบก ในโครงการนี้จะท าการ พัฒนาวิธีวิเคราะห์
ด้วยวิธี ELISA, Eastern blotting และชุดทดสอบด้วยวิธีการทางอิมมูนโนโลยี เพื่อใช้เป็นมาตรฐานในการ
ตรวจเอกลักษณ์ของสาร asiaticoside ซึ่งเป็นสารส าคัญที่มีฤทธิ์ทางยาของบัวบก 
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2. วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
2.1    เพ่ือผลิตสารภูมิต้านทานแบบโมโนโคลนอลต่อเอเซียติโคไซด์  
2.2 พัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณและตรวจสอบคุณภาพสารเอเซียติโคไซด์ โดยใช้สารภูมิต้านทาน

แบบโมโนโคลนอล ที่ผลิตได้ 
 
3. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

3.1 ได้สารภูมิต้านทานแบบโมโนโคลนอลต่อเอเซียติโคไซด์ เพ่ือน าไปใช้ประโยชน์ในการตรวจ
วิเคราะห์ปริมาณสารส าคัญ 

3.2 ได้วิธีวิเคราะห์ปริมาณและตรวจสอบคุณภาพสารเอเซียติโคไซด์ที่มีคุณภาพ สะดวก รวดเร็ว 
โดยใช้สารภูมิต้านทานแบบโมโนโคลนอลที่ผลิตได้ 

3.3 เกษตรกร ผู้ส่งออก หรือผู้ผลิตเภสัชภัณฑ์ สามารถใช้วิธีวิเคราะห์ที่คณะผู้วิจัยพัฒนาขึ้นมา 
เพ่ือใช้ในการควบคุณคุณภาพวัตถุดิบได้อย่างมีประสิทธิภาพ ซึ่งส่งผลต่อการสร้างมูลค่าเพ่ิม
ให้กับผลผลิตของเกษตรกร 

 
4. หน่วยงานที่จะน าผลการวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

คณะเภสัชศาสตร์ หน่วยงานภาครัฐและเอกชนที่เกี่ยวข้องกับการพัฒนาผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ 
เกษตรกร ผู้ผลิต ส่งออก ตลอดจนประชาชนทั่วไป 

 
5. แผนการถ่ายทอดเทคโนโลยีหรือผลการวิจัยสู่กลุ่มเป้าหมายเมื่อสิ้นสุดการวิจัย 

5.1 การเผยแพร่ผลงานวิจัยสู่กลุ่มเป้าหมาย โดยการจัดท ารายงานการวิจัย  การน าเสนอผลงาน
วิชาการผลการวิจัย เพื่อเผยแพร่ให้แก่   คณะเภสัชศาสตร์  หน่วยงานภาครัฐและเอกชนที่
เกี่ยวข้องกับการพัฒนาผลิตภัณฑ์สมุนไพร ผู้ผลิต ส่งออกและประชาชนทั่วไป 

5.2 การสร้างนักวิจัยรุ่นใหม่ โดยให้เป็นส่วนหนึ่งของการศึกษาวิชาสารนิพนธ์ส าหรับนักศึกษา
ระดับปริญญาตรี และการท าวิทยานิพนธ์ส าหรับนักศึกษาระดับบัณฑิตศึกษา 

 
6. ขอบเขตของโครงการวิจัย 

ท าการผลิตสารภูมิต้านทานแบบโมโนโคลนอลต่อ asiaticoside โดยการเตรียมสารก่อภูมิ
ต้านทาน asiaticoside ให้เชื่อมต่อกับโปรตีนที่มีโมเลกุลใหญ่เพื่อสร้างแฮปเทน (haptan) น าสารที่ได้มา
กระตุ้นหนูเพ่ือผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี ท าการตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอดีท่ีผลิตได้โดยน าไป
ตรวจสอบคุณสมบัติในการจับกับสาร asiaticoside และสารอื่นที่มีสูตรโครงสร้างใกล้เคียงกันโดยวิธี 
competitive ELISA พัฒนาวิธีวิเคราะห์ด้วยวิธี ELISA ท าการหาความถูกต้อง ความไว และความแม่นย าใน
การวิเคราะห์ จากนั้นน ามาท าการตรวจสอบหาปริมาณสาร asiaticoside ที่พบในบัวบกและเภสัชภัณฑ์ที่มี
บัวบกเป็นส่วนประกอบเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน พัฒนาวิธีวิเคราะห์ asiaticoside บนเมมเบรนด้วยวิธี 
Eastern blotting รวมถึงการพัฒนาชุดตรวจสาร asiaticoside ด้วยวิธี immunochromatographic strip 
เพ่ือใช้เป็นมาตรฐานในการตรวจเอกลักษณ์และปริมาณของสารชนิดนี้  
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7. แผนการด าเนินโครงการ 
 

กิจกรรม/ขั้นตอนการด าเนินงาน ระยะเวลา (เดือน) 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

1. เตรียมแอนติเจน asiaticoside 

2. กระตุ้นหนูให้สร้างแอนติบอดี 

3. ผลิตไฮบริโดมาที่สร้างแอนติบอด ี

4. แยกบริสุทธ์ิแอนติบอดี  

5. ตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอดีกับ

สารโครงสร้างชนิดต่างๆ 

6. พัฒนาวิธีวิเคราะห์สาร asiaticoside 

ด้วยวิธี ELISA 

7. หาปริมาณสารจากตัวอย่างพืชบัวบก

และผลิตภัณฑ์ที่มีบัวบกเป็น

ส่วนประกอบ 

8. พัฒนาวิธีวิเคราะห์สาร asiaticoside 

ด้วยวิธี Eastern blotting 

9.  สรุปโครงการ เขียนรายงาน 
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บทที ่2 
การทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง 

 (Literature Review) 
 
 
1. ข้อมูลทั่วไปของต้นบัวบก 
 ชื่อวิทยาศาสตร์  :  Centella asiatica (L.) Urban 
 วงศ์   :  Umbelliferae (Apiaceae) 
 ชื่อพ้อง   :  Hydrocotyle asiatica L. 

ชื่อสามัญ   : Asian Pennywort, Indian Pennywort 
ชื่ออ่ืน     : ผักแว่น (ภาคใต้), ผักหนอก (ภาคเหนือ), จ าปาเครือ, กะบังนอก (ล าปาง) 

 
2. ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ 
  บัวบกเป็น พรรณไม้ล้มลุกเกาะ เลื้อยไปตามพ้ืนดินที่ชื้นแฉะ มีรากออกท่ีข้อ  เมื่ออ่อนมีขน 
ประปราย ใบเดี่ยว มีลักษณะคล้ายรูปไต ใบกลม ขนาดกว้าง 0.8-5.5 ซนติเมตร ยาว 0.5-4.5 เซนติเมตร ขอบ
ใบแบบจักซี่ฟันหรือหยักมนสม่ าเสมอ โคนใบเว้าลึก เส้นใบแตกแบบนิ้วมือ (รูปที่ 1) เรียงแบบกระจุกซ้อน มี 
1-4 ใบ และอาจมีมากถึง 16 ใบ แต่ละกระจุกค่อนข้างห่างกัน ก้านใบยาว 0.5-40 เซนติเมตร มีปีกเล็กๆ ที่
โคนก้าน ช่อดอกออกท่ีซอกใบ   แบบซี่ร่มเดี่ยว มี 3 ดอก ดอกกลางไม่มีก้านดอก ใบประดับมี 2 ใบ รูปไข่ 
ก้านช่อดอกยาว 0.5-5 เซนติเมตร ดอกอยู่รวมกัน 1-5 ดอก ดอกสมบูรณ์เพศ มี 5 กลีบ กลีบเลี้ยงฝ่อ  กลีบ
ดอก รูปเกือบกลมหรือไข่กว้าง ยาว 1-1.5 มิลลิเมตร สีขาว เขียว แดงเรื่อ หรือแกมชมพู เกสรเพศผู้ เรียงสลับ
กับกลีบดอก จานรองดอกมี 2 หยัก ลาดเอียงไปที่ขอบ   เกสรเพศเมีย  ก้านเกสรมี 2 อัน  รังไข่อยู่ใต้วง
กลีบ  มี 2 เซลล์ ผล มี 2 ผล (1 เมล็ดต่อผล) ติดกัน บางส่วนแยกจากกันเมื่อแก่ รูปกลม แป้นแกมกลม ขนาด
กว้าง 0.3 เซนติเมตร ยาว 0.3-0.4 เซนติเมตร มีสัน 7-9 กลีบ แต่ละสันเชื่อมถึงกันด้วยเส้น คล้ายเส้นใบ มีขน
ตอนอ่อน แก่จะเกลี้ยง บัวบกมีเขตการกระจายพันธุ์ทั่วไปในเขตร้อนและกึ่งเขตร้อน ขึ้นเป็นวัชพืช จนถึงระดับ
ความสูงกว่า 1500 เมตร (Hargono, 1999: Thai Herbal Pharmacopoeia Supplement, 2004) 

 

 
 

รูปที่ 1  บัวบก (Centella asiatica (L.) Urban) 
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3. สรรพคุณทางยาในต ารับยา 
ในต าราอายุรเวทใช้บัวบกเพ่ือช่วยเพิ่มความจ า ประเทศไทยมีการใช้ประโยชน์บัวบกในยา

แผนโบราณ และยาพื้นบ้านมานานแล้ว เช่น ในต ารายาศิลาจารึกในวัดพระเชตุพนวิมลมังคลาราม ได้แก่ 
ต ารับยาสุม ต ารับยาพอก ต ารับยาแก้ลมจุกเสียด ต ารับสมมิตรสวาหะ สรรพคุณตามต าราการแพทย์แผนไทย 
ใช้บัวบกท้ังต้น รักษาอาการช้ าใน เป็นยาบ ารุง หัวใจและบ ารุงก าลัง รักษาอาการอ่อนเพลีย เมื่อยล้า ขับ
ปัสสาวะ เป็นยาขับโลหิตเสีย รักษาโรคผิวหนัง ใช้รักษาบาดแผล รักษามุตกิจ ระดูขาว รักษาพิษเนื่องจากถูกงู
กัด และรักษา อาการเริ่มเป็นบิด ท าให้โลหิตแผ่ซ่านรักษา อาการท้องร่วง นอกจากนี้ยังใช้ผสมในต ารับยา
ร่วมกับสมุนไพรอื่นๆ เป็นยารักษาอาการร้อนในกระหายน้ า รักษาเด็กท่ีเป็นซาง ตัวร้อนและผอมแห้ง รักษา
โรคปากเปื่อย ปากเหม็น เจ็บคอ น้ าลายไหล (สถาบันวิจัยสมุนไพร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ , 2550) 
นอกจากนี้ยังมีการใช้บัวบกอยู่ในต ารายาหรือเภสัชต ารับในหลายประเทศ เช่น ในเอเชียได้แก่ จีน อินเดีย 
เกาหลี กัมพูชา ลาว เวียดนาม ฟิลิปปินส์ ศรีลังกา อินโดนีเซีย ในอาฟริกาได้แก่ อาฟริกา คาเมอรูน เคนยา ซา
มัว ตองก้า ฟิจิ มาดากัสกา ในยุโรปได้แก่ อังกฤษ 
 
4. องค์ประกอบทางเคมี 

องค์ประกอบทางเคมีของบัวบก พบสารที่เป็นองค์ประกอบหลักกลุ่มไตรเทอร์ปินอยด์ซาโป
นิน (triterpenoid saponin) ที่ส าคัญได้แก่ asiaticoside, madecassoside และอะกลัยโคน (aglycone) 
(รูปที่ 2) โดยจะพบ  asiaticoside ในปริมาณที่มากกว่าสารชนิดอื่น นอกจากนี้บัวบกยังประกอบด้วยกรดอะมิ
โน (amino acid) ฟลาโวนอยด์ (flavonoids) อัลคาลอยด์ (alkaloids) น้ ามันหอมระเหยและสารประกอบ
อ่ืนๆ (Leung & Foster, 1998: สถาบันวิจัยสมุนไพร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์, 2550) 

 

 
 

รูปที่ 2  สารกลุ่ม triterpenoid saponin ที่พบในบัวบก  
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5. ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา 
สารในกลุ่ม triterpenoid saponins ที่มีการศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยากันมากคือ 

asiaticoside และ madecassoside ซึ่งมีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาที่ส าคัญได้แก่ ช่วยเพิ่มความจ า และป้องกันการ
เกิดอัลไซเมอร์ (Kuppurajan, 1978: Lee, 2000: Veerendra, 2002 and 2003: Gupta, 2003: Doknark, 
2003: Salout, 2003: Soumyanath, 2005 and 2012: Dhanasekaran, 2009: Xu, 2008: Xu, 2012) 
สมานแผลและรักษาแผลเปื่อย ( Suguna, 1996: Sunilkumar and Shivakumar, 1998: Shukla, 1999: 
Nganlasom, 2008) ต้านการซึมเศร้า ( Chen, 2006: Wijeweera, 2006: Liang, 2008) ต้านอนุมูลอิสระ 
(Shukla, 1999: Jayashree, 2003: Subathra, 2005) กระตุ้นกระบวนการสร้างคอลลาเจน (Lu, 2004: 
Cheng, 2004: Lee, 2006: Ermertcan, 2008:  Tang, 2011:  Paolino, 2012 : Nowwarote, 2012) 
กระตุ้นหรือเสริมภูมิคุ้มกัน (Plohmann, 1994: Jayathirtha, 2004: Punturee, 2005) ป้องกันการเกิด
มะเร็ง (Bunpo, 2004: Huang, 2004: Yoshida, 2005: Park, 2005 and 2007: Babykutty, 2009) 
ปกป้องเซลล์ประสาท (Supawantanakul, 2005: Rao, 2005: Wattanathorn, 2008) 

 
6. การศึกษาที่เกี่ยวข้อง 

การควบคุมคุณภาพบัวบก ได้ถูกรายงานอยู่ในมาตรฐานสมุนไพรขององค์การอนามัยโลก 
(WHO Monographs) นอกจากนี้ยังมีมาตรฐานสมุนไพร (Monographs) ของบัวบกอยู่ในเภสัชต ารับของ
หลายประเทศ เช่น จีน (Chinese Pharmacopoeia), เยอรมัน (HAB1), อังกฤษ (British Herbal 
Pharmacopoeia, Martindale), อินเดีย (Herba Ind) และไทย (Thai Herbal Pharmacopoeia) 
(สถาบันวิจัยสมุนไพร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์, 2550) 

มาตรฐานสมุนไพรบัวบกของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ที่ได้รายงานอยู่ใน Thai Herbal 
Pharmacopoeia; supplement (2004) มีการตรวจเอกลักษณ์สารประกอบในสารสกัดบัวบกด้วยวิธีรงคเลข
ผิวบาง (thin layer chromatography, TLC) โดยใช้สาร asiaticoside และ asiatic acid เป็นสารบ่งชี้
มาตรฐาน (markers) ส่วนวิธีการวิเคราะห์หาปริมาณสารกลุ่ม triterpene saponins ที่พบในบัวบกเพ่ือใช้
เป็นมาตรฐานนั้นยังไม่ได้ถูกระบุอยู่ใน  Thai Herbal Pharmacopoeia มี เพียงรายงานการตรวจสอบสาร 
asiaticoside และ madecassoside  โดยใช้เครื่อง High performance liquid chromatography (HPLC) 
(Sahu, 1989: Jain, 2007: Prateek, 2008) และ High performance thin layer chromatography 
(HPTLC) (Singh, 2005) 

วิธีการวิเคราะห์ทางด้านอิมมูโนโลยี โดยใช้แอนติบอดีเพ่ือใช้ตรวจสอบสารส าคัญในสมุนไพร
เป็นวิธีการที่มีความแม่นย าสูง เนื่องจากความสามารถในการจับกับสารได้อย่างจ าเพาะเจาะจง และสามารถท า
การวิเคราะห์ได้จ านวนมากเนื่องจากมีความสะดวกและรวดเร็วและสามารถวิเคราะห์ได้โดยไม่ต้องเตรียม
ตัวอย่างก่อน (Geoffrey, 2007: Phrompittayarat, 2007)  จึงเป็นที่น่าสนใจในการประยุกต์ใช้แอนติบอดีต่อ
สารส าคัญในพืชสมุนไพรมาท าการพัฒนาวิเคราะห์ด้วยวิธี ELISA เพ่ือใช้ในการหาปริมาณสารส าคัญในพืช
สมุนไพร เนื่องจากสามารถหาปริมาณได้ในระยะเวลาอันสั้นและมีประสิทธิภาพสูง รวมทั้งการประยุกต์ใช้ชุด
ตรวจสอบสารส าคัญด้วยวิธี immunochromatographic strip เพื่อหามาตรฐานและคัดเลือกพืชสมุนไพร ซึ่ง
จะช่วยลดทั้งเวลาและค่าใช้จ่ายในการวิเคราะห์ ซึ่งเหมาะส าหรับผู้ผลิตหรือหน่วยงานที่มีงบประมาณน้อย 
นอกจากนี้ยังสามารถพัฒนาการตรวจสอบโดยใช้เมมเบรน ด้วยวิธี Eastern blotting เพ่ือช่วยในการวิเคราะห์
หาปริมาณสารแต่ละชนิดได้ด้วย โดยวิธีนี้มีข้อดีเหนือกว่าวิธี enzyme-linked immunosorbent assay  
(ELISA) ที่วิเคราะห์ปริมาณของสารประกอบในพืชที่อยู่ในกลุ่มเดียวกันแบบโดยรวม (total content) 
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นอกจากนี้ยังสามารถน าแอนติบอดีมาประยุกต์ใช้ในการท าการแยกสารส าคัญในพืช  ออกมาจากสารสกัดของ
พืชในขั้นตอนเดียวด้วยวิธี immunoaffinity column (ทวีศักดิ,์ 2554) 

โมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibodies; MAbs) เป็นอิมมูโนโกลบูลินชนิด IgG 
ที่เหมือนกัน (homogeneous immunoglobulin) เนื่องจาก ถูกสร้างมาจากเซลล์หรือ clone ชนิดเดียวกัน 
(รูปที่ 3) คุณสมบัติที่ดีของ  MAbs คือมีความจ าเพาะสูง (high specificity) โดยจะเข้าท าปฏิกิริยากับ 
antigenic determinant เพียงต าแหน่งเดียวบนโมเลกุลของแอนติเจน ( antigen; Ag) และมีความชอบจับสูง 
(high affinity) เนื่องจากในกระบวนการผลิต MAbs นั้นสามารถท าการคัดเลือก MAbs ที่มี affinity สูงต่อ Ag 
ได้ และ  MAbs ที่มี affinity สูงนี้สามารถน าไปใช้ได้ในความเข้มข้นต่ า (ไมโครกรัมถึงพิโคกรัม) ท าให้ลด
ปฏิกิริยารบกวน (background) ในการทดลองลงได้ 

 

 
 

รูปที่ 3   โครงสร้าง Immunoglobulin G (IgG) 
 
มีรายงานการผลิตและประยุกต์ใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีเพ่ือการวิเคราะห์เชิงคุณภาพและ

ปริมาณของสารธรรมชาติอยู่หลายชนิด ในการวิเคราะห์เชิงปริมาณนั้น เทคนิคท่ีน ามาใช้ได้แก่ ELISA และ 
Eastern blotting ส่วนการวิเคราะห์เชิงคุณภาพนั้นจะใช้เทคนิค Eastern blotting และ 
immunochromatographic strip สารธรรมชาติที่มีรายงานการวิเคราะห์โดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดี
แสดงในตารางที่ 1 

ส าหรับการผลิตแอนติบอดีแบบโมโนโคลนอลต่อสาร asiaticoside ซึ่งเป็นสารกลุ่มหลักท่ีพบ
ในบัวบกนั้นในขณะนี้ยังไม่มีผู้ท าการศึกษา จึงเป็นที่น่าสนใจในการประยุกต์ใช้แอนติบอดีต่อสารดังกล่าวมาท า
การพัฒนาวิเคราะห์ด้วยวิธี ELISA เพ่ือใช้ในการหาปริมาณสาร asiaticoside เนื่องจากสามารถหาปริมาณได้
ในระยะเวลาอันสั้นและมีประสิทธิภาพสูง รวมทั้งการประยุกต์ใช้ชุดตรวจสอบสารกลุ่มนี้เพื่อหามาตรฐานและ
คัดเลือกพืชสมุนไพร 

 
 
 
 



9 

 

 

ตารางท่ี 1  สารส าคัญจากพืชสมุนไพรที่มีการใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีในวิเคราะห์ (ทวีศักดิ,์ 2554) 

สารส าคัญ 
ELISA Eastern Blotting Immonochromatographic strip 

ปริมาณที่วิเคราะห์ได้ แหล่งอ้างอิง ปริมาณที่วิเคราะห์ได้ แหล่งอ้างอิง Detection limit แหล่งอ้างอิง 
Aconitine 
Aristolochic acid-II 
Artemisinin 
Bacopaside I 
Bacoside A(3) 
Baicalin 
Berberine 
Codeine 
Coptisine 
Crocin 
Forskolin 
Ginkgolic acid 
Ginsenoside Rb1 
Ginsenoside Re 
Ginsenoside Rf 
Ginsenoside Rg1 
Glycyrrhizin 
Paeoniflorin 
Plumbagin 
Saikosaponin A 
Sennoside A 
Sennoside B 
Solasodine glycosides 
Tetrahydrocannabinolic acid 
Thebaine 

0.1-1.5 µg/mL 
0.19-13 µg/mL 

2-20 µg/mL 
1.95-62.5 ng/mL 
3.05-97.7 ng/mL 

0.2-2 µg/mL 
1.56-50 µg/mL 
1-100 ng/mL 

1.56-25 µg/mL 
0.01-0.2 µg/mL 

5 ng/mL -5 µg/mL 
10-40 µg/mL 
3-8 µg/mL 

0.08-0.7 µg/mL 
0.01-10 ng/mL 
5-15 µg/mL 

20-200 µg/mL 
0.02-0.6 µg/mL 
0.2-25 µg/mL 

0.02-0.2 µg/mL 
1.56-12.5 µg/mL 

0.5-15 ng/mL 
0.078-2.5 µg/mL 
10-200 µg/mL 
0.06 - 1 ng/mL 

Kido et al., 2008a 
Tian et al., 2008 

Tanaka et al., 2007 
Phrompittayarat et al., 2007 

Tothiam et al., 2011 
Kido et al., 2008b 
 Kim et al., 2004a  

Shoyama et al., 1996  
Kim et al., 2004b 
 Xuan et al., 1999 

Yanagihara et al., 1996 
Loungratana et al., 2004  

Sritularak et al., 2009  
Sritularak et al., 2009  

 Nah et al., 2000  
Fukuda et al., 2000  
Shan et al., 2001  
Lu et al., 2003  

Sakamoto et al., 2008  
Zhu et al., 2004 

Morinaga et al., 2000, 2009b 
Morinaga et al., 2001, 2009b 

Putalun et al., 2000  
Tanaka and Shoyama, 1999  

Shoyama et al., 1996  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

0.25 - 4.0 µg 
 
 

1.0 - 8.0 µg 
 

 
62.5 ng - 1.0 µg 

> 62.5 ng  
> 62.5 ng  
> 1.6 ng 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Morinaga et al., 2010  
 
 

Morinaga et al., 2005 
 
 

Morinaga et al., 2006b  
Morinaga et al., 2009a 
Morinaga et al., 2009a 
Tanaka et al., 1997 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

125 ng/mL 
 
 

125 ng/mL 
250 ng/mL 

 
 
 
 

2 µg/mL 
2 µg/mL 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Putalun et al., 2004a 
 
 

Putalun et al., 2004a 
Putalun et al., 2005 

 
 
 
 

Putalun et al., 2004b 
Putalun et al., 2004b 
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บทที ่3 
ระเบียบวิธีวิจัย 

(Methodology) 
 
 

1. การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ asiaticoside  
1.1 การเตรียมแอนติเจน (antigen)  

น าสาร asiaticoside (AS) ซึ่งใช้เป็นแอนติเจนมาท าการเชื่อมต่อกับโปรตีนที่มีโมเลกุล
ใหญ่เพ่ือสร้างแฮปเทน (hapten) โดยท าการเชื่อมต่อกับโปรตีน bovine serum albumin (BSA), 
human serum albumin (HSA) และ ovalbumin (OVA) ด้วยปฏิกิริยา periodate oxidation 
(Ishiyama, 1996) โดยน า AS ละลายใน dimethyl sulfoxide (DMSO) และค่อยๆ หยดลงใน
สารละลาย sodium periodate (NaIO4) ท าการกวนสารละลายผสมที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 
ชั่วโมง จากนั้นเติมสารละลาย BSA ที่ละลายใน carbonate buffer (50 mM, pH 9.6) และกวนต่อ
เป็นเวลา 5 ชั่วโมง จากนั้นน ามา dialysis ในน้ า 5 ครั้งและน าไปท าให้แห้งด้วย lyophylizer ส าหรับ 
AS-OVA และ AS-HSA ใช้กระบวนการเดียวกัน 

 
รูปที่ 4  ปฏิกิริยาการเกิด AS-BSA 

 
1.2 การหา hapten number ของ AS-BSA 

ท าการตรวจสอบเพื่อยืนยันการเชื่อมต่อกับโปรตีนโดยใช้เครื่อง MALDI-TOF mass 
spectroscopy (Voyager-DE STR, Applied Biosystems, USA) และค านวณจ านวน AS บน AS-
BSA โดยการหักลบออกจากค่าท่ีวัดได้จาก BSA 

 
1.3 การกระตุ้นหนูให้สร้างแอนติบอดี (immunization) 

การทดลองนี้ได้ผ่านการพิจารณาจากคณะกรรมการก ากับดูแลการเลี้ยง และใช้
สัตว์ทดลอง มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี และได้รับใบรับรองการอนุมัติให้ด าเนินการเลี้ยงและใช้สัตว์  
หมายเลข 9/2553/ Research  

ท าการฉีดสารกระตุ้น AS-BSA เข้าท่ีบริเวณช่องท้อง ( intraperitoneal) ของหนเูพศผู้ 
(mouse, BALB/c strain) ที่มีอายุ 5 สัปดาห์ โดยท าการฉีดกระตุ้นครั้งแรกด้วย AS-BSA (100 
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µg/ml) ร่วมกับ Freund’s complete adjuvant หลังจากการกระตุ้นครั้งแรก 2 สัปดาห์ ท าการฉีด
สารกระตุ้นครั้งที่ 2 โดยท าการฉีด AS-BSA (50 µg/ml) ร่วมกับ Freund’s incomplete adjuvant 
จากนั้นอีก 2 สัปดาห์ท าการฉีดสารกระตุ้นครั้งที่ 3 โดยท าการฉีด AS-BSA (100 µg) เพียงอย่างเดียว 
ท าการตรวจสอบการสร้างสารภูมิต้านทานโดยน าซีรัม (serum) ของหนหูลังจากการกระตุ้นในวันที่ 3 
ของแต่ละครั้งมาท าการตรวจสอบโดยวิธี direct ELISA และ competitive ELISA  วันที่ 3 หลังกระ
กระตุ้นครั้งสุดท้าย ท าการฆ่าหนูและตัดเอาม้ามออกมาเพ่ือท าการหลอมรวมเซลล์  
 

1.4 การหลอมรวมเซลล์  
น าม้ามของหนูที่สร้าง Ab มาท าการสกัดแยกเอา splenocytes แล้วน าไปหลอมรวมกับ 

เซลล์ไมอีโลมา  (HAT-sensitive mouse myeloma cell: SP 2/0 Ag14) ด้วยวิธี polyethylene 
glycol (PEG) (Galfre, 1981) โดยน าเซลล์ทั้งสองมาผสมกันในอัตราส่วน 5:1 
(splenocyte:myeloma cell) และน าไปปั่นเหวี่ยง จากนั้นเติม polyethylene glycol (PEG) ลงไป
ในเซลล์ผสมเพ่ือช่วยในการหลอมรวมกันของเซลล์ และท าการเลี้ยงเซลล์ในอาหารเลี้ยง 
hypoxanthine-aminopterin-thymidine medium (HAT) ที่ 37 oC ใน 5% CO2 incubator เป็น
เวลา 10-14 วัน เซลล์ myelomas ที่ไม่เกิดการหลอมรวมจะตายจากฤทธิ์ของยา ปฏิชีวนะ 
aminopterin ที่อยู่ใน HAT medium ส่วน splenocytes ที่ไม่เกิดการหลอมรวมจะตายไปเอง เซลล์
ที่มีชีวิตอยู่ใน HAT medium จะเป็นเซลล์ที่เกิดจากการหลอมรวมที่เรียกว่า hybridoma cell ซึ่งจะ
แบ่งตัวเป็น colony มองเห็นได้ด้วยตาเปล่า  

 
1.5 การคัดเลือกเซลล์เชื่อมต่อไฮบริโดมา (hybridoma)  

ท าการคัดเลือกกลุ่มเซลล์ไฮบริโดมา ( hybridoma) ที่สามารถผลิตแอนติบอดีต่อ 
asiaticoside โดยน าส่วน supernatant ของอาหารเลี้ยงมาท าการตรวจสอบการผลิตแอนติบอดีโดย
วิธี direct ELISA และ competitive ELISA  เมื่อได้กลุ่มเซลล์ที่ผลิตแอนติบอดีต่อ asiaticoside 
แล้วท าการแยกเซลล์ที่สามารถผลิตแอนติบอดีต่อ asiaticoside ได้ให้เป็นเซลล์เดี่ยว ด้วยวิธี limited 
dilution (Goding, 1980) โดยการเจือจางเซลล์ให้มีความเข้มข้นต่างๆ แล้วเพาะเลี้ยงลงใน  tissue 
culture plate ชนิด 96 หลุม โดยให้ความเข้มข้นของเซลล์แต่ละหลุมมีปริมาณ  50, 20, 10, 5, 2, 1, 
0.5 และ 0.25 cell ต่อหลุม ตามล าดับ แล้วเพาะเลี้ยงไว้นานประมาณ 10-15 วัน เลือก colony ที่
เกิดข้ึนจากหลุม ในความเข้มข้น  1 cell/well และให้ผลบวกกับ  antibody screening test จึงเก็บ
เอาสายพันธุ์นั้นมาเพาะเลี้ยงและเพ่ิมจ านวนต่อไป  

 
1.6 การแยกบริสุทธิ์สารภูมิต้านทานแบบโมโนโคลนอล  

น าส่วน supernatant ของอาหารเลี้ยงไฮบริโดมาท่ีมีศักยภาพสูงในการสามารถผลิตโม
โนโคลนอลแอนติบอดีต่อ asiaticoside มาท าการแยกบริสุทธิ์สารภูมิต้านทานแบบโมโนโคลนอลต่อ 
asiaticoside โดยผ่านอาหารเลี้ยงที่ปรับ pH 7 ลงไปใน Protein A หรือ Protein G column 
ส่วนย่อย Fc ของ Ab จะจับกับ lectins ที่เคลือบอยู่กับเจลใน column หลังจากล้างด้วย 
phosphate buffer (pH 7) จะมีเฉพาะ IgG ที่ยังคงค้างอยู่ใน column จากนั้นชะเอา IgG ออกจาก 
column โดยการล้างด้วยสารละลาย citrate buffer (pH 2.7) ปรับสารละลาย MAb ที่ได้ให้เป็น
กลาง และน ามา dialysis ในน้ า 5 ครั้ง แล้วจึงท าให้แห้งด้วยวิธี lyophilize  
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2. ตรวจสอบคุณสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อเอเซียติโคไซด์ 
     2.1 ความสามารถในการเกิดปฏิกิริยากับ Ag (Reactivity)  

ตรวจด้วยวิธี indirect ELISA โดยท าการเคลือบผิวของ  96-well immunoplate ด้วย 
AS-OVA (1 µg/ml) ที่ละลายใน 50mM carbonate buffer (pH 9.6) ท าการอบ plate ที่ 37 oC 
เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  และล้างด้วย 0.05 % (v/v) Tween20 ใน phosphate-buffered saline  
(TPBS) จากนั้นท าการ block โปรตีนที่เป็น non-specific โดยใช้ 5% (w/v) skim milk ใน PBS ท า
การอบ plate ที่ 37 oC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  และล้างด้วย TPBS แล้วท าการเติม anti-AS MAb ที่
ความเข้มข้นต่างๆ ลงไป ท าการอบ plate ที่ 37 oC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  และล้างด้วย TPBS จากนั้น
จึงท าการเติม  peroxidase-labeled anti-mouse IgG (1:1000 เท่า) ท าการอบ plate ที่ 37 oC 
เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  และล้างด้วย TPBS และในขั้นตอนสุดท้ายท าการเติมสารละลาย substrate 
(0.1M citrate buffer (pH 4.0) ที่มี 0.003% (v/v) H2O2 และ 0.3 mg/ml ABTS) ท าการอบ 
plate ที่ 37 oC เป็นเวลา 15 นาที และท าการวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง microplate reader 
ที่ความยาวคลื่น 405nm และ 490nm ค่าความเข้มข้นของ MAb ที่ให้ค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 1 
จะถูกน าไปใช้ในการท า competitive ELISA 

 
     2.2 ความจ าเพาะในการจับกับแอนติเจนเป้าหมาย (Specific binding activity) 

ตรวจด้วยวิธี indirect competitive ELISA โดยท าการเคลือบผิว immunoplate ด้วย 
AS-OVA (1 µg/ml) ที่ละลายใน 50mM carbonate buffer (pH9.6) ท าการอบ plate ที่ 37 oC 
เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  และล้างด้วย 0.05 % (v/v) Tween20 ใน phosphate-buffered saline  
(TPBS) จากนั้นท าการ block โปรตีนที่เป็น non-specific โดยใช้ 5% (w/v) skim milk ใน PBS ท า
การอบ plate ที่ 37 oC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  และล้างด้วย TPBS แล้วท าการเติม anti-AS MAb ที่
ความเข้มข้นที่ให้ค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 1 จากการท า indirect ELISA ร่วมกับสารมาตรฐาน AS ที่
ความเข้มข้นต่างๆ (200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56 µg/ml, 781.25, 390.63, 195.31, 
97.66, 48.83, 24.41, 12.21 ng/ml) ท าการอบ plate ที่ 37 oC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  และล้างด้วย 
TPBS จากนั้นจึงท าการเติม  peroxidase-labeled anti-mouse IgG (1:1000 เท่า) ท าการอบ 
plate ที่ 37 oC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  และล้างด้วย TPBS และในขั้นตอนสุดท้ายท าการเติมสารละลาย 
substrate (0.1M citrate buffer (pH4.0) ที่มี 0.003% (v/v) H2O2 และ 0.3 mg/ml ABTS) ท า
การอบ plate ที่ 37 oC เป็นเวลา 15 นาที และท าการวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง microplate 
reader ที่ความยาวคลื่น 405nm และ 490nm กราฟที่ได้จากวิธีนี้จะใช้เป็นกราฟมาตรฐาน 
(standard curve) ในการวิเคราะห์หาปริมาณ AS ในตัวอย่าง 

 
2.3 ความสามารถจับกับสารชนิดอื่นๆ (cross-reactivity) 

ตรวจด้วยวิธี Indirect competitive ELISA เหมือนการหา specific binding activity 
โดยในขั้นตอนการเติม MAb ร่วมกับสารที่มีโครงสร้างใกล้เคียงหรือสารชนิดอื่นๆ ที่ความเข้มข้นต่างๆ 
เมื่อได้ค่าการดูดกลืนแสงและน าไปสร้างกราฟแล้วจึงน าไปหาค่า % CR ตามสมการของ  Weiler และ 
Zenk (1976) ดังสมการ 

CR (%) = 
IC50 for target compound 

 × 100 
IC50 for compound under investigation 
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3. พัฒนาวิธีวิเคราะห์หาปริมาณสาร asiaticoside โดยวิธี ELISA 

3.1 การเตรียมตัวอย่างเพ่ือใช้ในการวิเคราะห์ 
ตัวอย่างบัวบกถูกเก็บจากจังหวัดอุบลราชธานี ขอนแก่น กรุงเทพมหานคร นครปฐม 

สมุทรปราการ และภูเก็ต และตัวอย่างแว่นแก้ว (Hydrocotyle umbellata) จากจังหวัด
อุบลราชธานี สระแก้ว และสุพรรณบุรี และตัวอย่าง เภสัชภัณฑ์ที่มีบัวบกเป็นส่วนประกอบ ได้แก่ ชา
ชง 2 ตัวอย่าง, เจล 4 ตัวอย่าง, ยาแคปซูล 2 ตัวอย่าง, ครีม 1 ตัวอย่างและโทนเนอร์ 1 ตัวอย่าง 
น ามาท าการเตรียมตัวอย่างพืชตามรายละเอียดดังนี้ 

 

อบตัวอย่างที่อุณหภูมิ 50 oC เป็นเวลา 2 วัน 
 
 

บดและชั่งตัวอย่างปริมาณ 30 mg 
 
 

เติม Methanol 1 ml ผสมให้เข้ากันด้วยวิธี vertex และ sonicate เป็นเวลา 15 นาที  
แล้วน าไปตกตะกอนด้วยเครื่อง centrifuge ที่ 5,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที 

 
 

ดูดส่วนใส (Supernatant) ใส่หลอดทดลอง 
 
 

ท าการสกัดซ้ าทั้งหมด 3 ครั้ง 
 
 

น าส่วน Supernatant ที่รวบรวมได้ทั้งหมดไประเหยแห้ง 
ใน water bath ที่อุณหภูมิ 60 oC จนแห้ง 

 
 

เติม 20% methanol 1 ml ลงในสารสกัดแห้ง 
 
 

กรองผ่าน 0.45 µm filter 
 
 

น าไปวิเคราะห์ด้วยวิธี immunoassay และ HPLC 
 

 



14 

 

 

3.2 การวิเคราะห์ปริมาณสาร AS ด้วยวิธ ีELISA 
พัฒนาวิธีการวิเคราะห์หาปริมาณสาร AS ใน ตัวอย่างพืชสมุนไพรบัวบกและแว่นแก้วที่

สุ่มเก็บจากท่ัวประเทศ และในเภสัชภัณฑ์ที่มีบัวบกเป็นส่วนประกอบ  ด้วยวิธี indirect competitive 
ELISA โดยใช้ anti-AS MAb ที่ผลิตได้ ตามวิธีในข้อ 2.2 โดยในขั้นตอนการเติม anti-AS MAb นั้นจะ
เติมร่วมกับสารสกัดตัวอย่างที่จะใช้วิเคราะห์หาปริมาณ ในความเข้มข้นต่างๆ และใช้กราฟมาตรฐาน
จากผลการวิเคราะห์ข้อ 2.2 

 
3.3 การวิเคราะห์ปริมาณสาร AS ด้วยวิธี HPLC 

ท าการวิเคราะห์ปริมาณสาร AS ในตัวอย่างเปรียบเทียบกับวิธีทาง immunoassay โดย
มีสภาวะในการวิเคราะห์ดังนี้ 

HPLC : PerkinElmer Series 200 LC pump  connected to a PerkinElmer 785A 
UV/VIS detector (206 nm) and a PE Nelson computer 

Column : RP-18 column (LiChroCART®, 125 mm x 4 mm, 5 µm particle 
size, Merck, Germany) 

Mobile phase : 25% acetonitrile in H2O 
Flow rate : 1 ml/min 
 

3.4 การตรวจรับรองความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (method validation) 
การศึกษานี้ได้ท าการตรวจรับรองความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ ในการหาปริมาณสาร AS 

โดยวัดค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ดังนี้ 
3.4.1 ความสัมพันธ์เส้นตรง (linearity) 

ช่วงความเข้มข้นสาร AS อยู่ในช่วง 0.78 – 50 µg/ml จะอยู่ในช่วงที่มี
ความชันของกราฟ logarithm ที่ได้จากวิธี indirect competitive ELISA เป็นเส้นตรง  ซึ่งก าหนด
โดยสมการ Y = -1.105ln(X) + 1.871 ซึ่งให้ค่า r2 = 0.9987 (Y = A/A0 x 100; A0 = absorbance 
with no AS present and A = absorbance with AS present, X = concentration) 

3.4.2 ความแม่นย า (accuracy) 
ตรวจสอบความแม่นย าโดยวิธี Recovery method โดยเติม AS ปริมาณ 

12.5, 25 และ 50 µg ในตัวอย่างบัวบกและสกัดด้วยวิธีเดียวกันกับตัวอย่างที่ใช้ในการทดลอง แล้ว
น าไปวิเคราะห์ด้วยวิธี ELISA จากนั้นค านวณหาค่า % Coefficient of variation (CV) และ % 
recovery ดังนี้ 

CV (%) = 
S.D. 

 × 100 
mean 

 

Recovery (%) = 
Measured amount – 451.48 mg 

 × 100 
Added amount 
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3.4.3 ความเที่ยง (precision) 

ตรวจสอบความความเที่ยงโดยท ากราฟมาตรฐาน AS ที่ความเข้มข้น 1.56, 
3.12, 6.25, 12.5, 25 µg/ml ตัวอย่างละ 3 ครั้ง เปรียบเทียบการวิเคราะห์ภายใน plate เดียวกัน 
(well to well; intra-assay) และระหว่าง plate (plate to plate; inter-assay) แล้วน าผล
วิเคราะห์มาค านวณหา % CV (coefficient of variation)  

 
4. พัฒนาวิธีวิเคราะห์สาร asiaticoside บนเมมเบรน โดยวิธี Eastern blotting 

 4.1 การวิเคราะห์สาร AS ด้วยวิธ ีEastern blotting 
ท าการพัฒนาวิธีตรวจเอกลักษณ์และปริมาณสาร AS บน PES (Polyethersulfone) 

เมมเบรน ด้วยวิธี Eastern blotting โดยในขั้นตอนแรกจะท าคล้ายกับวิธีท า TLC คือท าการ spot 
สารมาตรฐาน AS และสารสกัดตัวอย่างบัวบกลงบน PES membrane แล้วทิ้งให้แห้ง จากนั้นน าแผ่น 
PES membrane ใส่ลงใน tank ที่บรรจุสารละลาย 25% acetonitrile ซึ่งใช้เป็น mobile phase 
รอจน mobile phase เคลื่อนที่ไปจนถึงส่วนปลาย PES membrane น าแผ่น membrane ออกมา
ท าให้แห้งแล้วแช่ในสารละลาย NaIO4 (10 mg/ml) เขย่าที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที ล้างด้วย
น้ ากลั่น แล้วแช่ใน 0.1% gelatin ใน 50 mM carbonate buffer (pH 9.6) เขย่าที่อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 5 ชั่วโมง  ล้างโดยแช่ใน TPBS 5 นาที 2 รอบ แล้วจึงแช่ในสารละลาย anti-AS MAb เขย่าบน
น้ าแข็งเป็นเวลา 2 ชั่วโมง ท าการล้างด้วย TPBS 5 นาท ี 2 รอบ จากนั้นน าไปแช่ในสารละลาย 
peroxidase-labeled anti-mouse IgG ความเข้มข้น 1:1000 เท่าใน 0.5% gelatin ใน TPBS เขย่า
บนน้ าแข็งเป็นเวลา 1 ชั่วโมง  หลังจากล้างด้วย TPBS 5 นาท ี2 รอบจึงน าแผ่น membrane ไปแช่
ในสารละลาย 4-chloro-1-naphthol (10 mg/ml) ใน methanol ที่มี 0.01 % H2O2 เขย่าที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 20 นาที  จากนั้นหยุดการเกิดปฏิกิริยาด้วยการน าไปแช่ในน้ ากลั่น ท าแผ่น 
membrane ให้แห้งและและน ามาตรวจหาปริมาณโดยโปรแกรม imageJ analysis จากนั้น
เปรียบเทียบผลการวิเคราะห์จากวิธี Eastern blotting กับวิธี HPLC 

 
4.2 การตรวจรับรองความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (method validation) 

การศึกษานี้ได้ท าการตรวจรับรองความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ ในการหาปริมาณสาร AS 
โดยวัดค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ดังนี้ 

4.2.1 ความสัมพันธ์เส้นตรง (linearity) 
ช่วงความเข้มข้นสาร AS 12.5, 25, 50 และ 100 µg/ml ถูกใช้ความ

เข้มข้นมาตรฐานในการวิเคราะห์หาปริมาณ AS ด้วยวิธี Eastern blotting ซึ่งก าหนดโดยสมการ Y = 
38.86X + 27.8 ซึ่งให้ค่า r2 = 0.997 (Y = Area of spot, X = log concentration) 
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4.2.2 ความแม่นย า (accuracy) 
ตรวจสอบความแม่นย าโดยวิธี Recovery method โดยเติม AS ปริมาณ 

25, 50 และ 100 µg ในตัวอย่างบัวบกและสกัดด้วยวิธีเดียวกันกับตัวอย่างที่ใช้ในการทดลอง แล้ว
น าไปวิเคราะห์ด้วยวิธี Eastern blotting จากนั้นค านวณหาค่า % CV และ % recovery  

4.2.3 ความเที่ยง (precision) 
ตรวจสอบความความเที่ยงโดยท ากราฟมาตรฐาน AS ตัวอย่างละ 3 ครั้ง 

เปรียบเทียบการวิเคราะห์ภายใน membrane เดียวกัน (intra-assay) และระหว่าง membrane 
(inter-assay) แล้วน าผลวิเคราะห์มาค านวณหา % CV  

 
5. พัฒนาวิธีวิเคราะห์สาร asiaticoside โดยวิธี Immunochromatographic strip 

5.1 การเตรียม detection reagent 
ท าการปรับ pH ของสารละลาย Colloidal gold ให้ได้ 9.0 ด้วยสารละลาย 2% K2CO3 

จากนั้นเติม anti-AS MAb (20 µg) ลงในสารละลาย  Colloidal gold (1 ml) กวนที่อุณหภูมิห้อง 
(25 oC) เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเติม BSA ใน 0.1M Tris–HCL (pH 8.0) ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย
เป็น 1% BSA  ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 1 ชั่วโมง แล้วจึงน าไปปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 rpm เป็นเวลา 10 
นาที ตะกอนที่ได้น าไปละลายใน 1% BSA ใน 0.1M Tris–HCL (pH 8.0) และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 oC 

สารใช้ตรวจสอบ (detection reagent) ประกอบด้วย anti-AS MAb-colloidal gold 
(20 µl), 10% sucrose (15 µl), 1% Tween20 (7 µl) และน้ า (8 µl) น า detection reagent 2.5 
µl หยดลงบน glass fiber conjugate pad (Millipore Temecula, CA, USA) ทิ้งไว้ให้แห้งที่
อุณหภูมิห้อง 2 ชั่วโมง 

 
5.2 การเตรียม capture reagent 

ใช้ AS-HSA เป็น test capture reagent และใช้ anti-mouse IgG เป็น control 
capture reagent  

 
5.3 การเตรียม chromatographic strip 

หยด control (anti-mouse IgG; 1 µg) และ test capture (AS-HSA; 2 µg) ลงบน
แผ่น nitrocellulose membrane (Millipore Temecula, CA, USA) ทิ้งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง 1 
ชั่วโมง จากนั้นน าไปแช่ใน 1% BSA ใน PBS เขย่าที่อุณหภูมิห้อง 2 ชั่วโมง แล้วจึงล้างด้วย TPBS 10 
นาที หลังจากนั้นทิ้งให้แห้งและตัดให้ได้ขนาดที่เหมาะสม ประกอบชุดตรวจดังรูปที่ 5 
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รูปที่ 5  ชุดตรวจสาร immunochromatographic strip: A; ด้านข้าง, B; ด้านบน 
 
  ในชุดตรวจประกอบด้วยแผ่น nitrocellulose membrane ที่หยด control  และ test 

capture ด้านล่างประกอบเข้าด้วย conjugated pad และปิดทับด้วย sample pad ส่วนด้านบนจะ
ติดด้วย absorbant pad 

ท าการตรวจสอบสาร AS โดย น าสารสกัดบัวบกท่ีสกัดตามข้อ 3.1 มาท าการเจือจางลง 
5 เท่า ปริมาณ 400 µl ใส่ในหลอดทดลอง จากนั้นจุ่ม  strip ลงในสารสกัดโดยไม่ให้ส่วนของ 
conjugated pad สัมผัสกับสารสกัด สารสกัดจะเคลื่อนที่ข้ึนไปจนถึง absorbant pad รอตรวจผล
เป็นเวลา 10 นาที หากสารสกัดมี AS อยู่จะปรากฏสีเพียงบริเวณ control zone เท่านั้น และหาก
สารสกัดไม่มี AS อยู่จะปรากฏสีทั้งบริเวณ capture zone และ control zone 

การหาขีดจ ากัดในการตรวจพบ (limit of detection) ท าโดยใช้ชุดตรวจจุ่มลงใน
สารละลายมาตรฐาน AS ที่ความเข้มข้นต่างๆ จากนั้นสังเกตผลโดยดูสีของผลที่สามารถมองเห็นได้
ด้วยตาเปล่าในความเข้มข้น AS มาตรฐานที่น้อยที่สุด  
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บทที ่4 
ผลการวิจัย 
(Results) 

 
 

1. การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ asiaticoside  
Asiaticoside-BSA (AS-BSA), Asiaticoside-HSA (AS-HSA) และ Asiaticoside-OVA (AS-

OVA) สามารถเตรียมด้วยการท าปฏิกิริยากับ sodium periodate (NaIO4) และเกิดการเชื่อมต่อกันบริเวณ
ต าแหน่งของน้ าตาล AS-BSA ที่ได้น าไปตรวจหาค่า hapten number ด้วยเครื่อง MALDI-TOF mass 
spectroscopy พบกราฟที่มีลักษณะฐานกว้างที่ m/z = 69,433 (รูปที่ 6)  โดยเมื่อหักลบน้ าหนักโมเลกุลของ 
BSA (66,433) จะได้มวลที่เหลือเท่ากับ 959 เมื่อเทียบกับน้ าหนักโมเลกุลของ AS แล้วจะได้เท่ากับประมาณ 3 
โมเลกุล ฉะนั้นค่า hapten number ของ AS-BSA เท่ากับ 3 
 

 
รูปที่ 6 MALDI-TOF mass spectrum ของ AS-BSA 

 
 

  เมื่อฉีดกระตุ้นหนูเพศผู้ (BALB/c strain) ด้วย AS-BSA และท าการตรวจ Ab ต่อ AS ที่หนู
สร้างจากซีรัมหนูแล้ว จึงท าการฆ่าหนูเพื่อน าเซลล์ม้ามออกมาท าการท าการหลอมรวมกับ myeloma cells 
(SP2/0-Ag14) ด้วยวิธี polyethylene glycol (PEG) เพ่ือให้ได้เซลล์ hybridoma จากนั้นท าการคัดเลือก
เฉพาะเซลล์ที่สามารถสร้าง anti-AS MAb ได้สูงที่สุดด้วยวิธี limited dilution  โดยได้ผลการคัดเลือกดัง
ตารางที่ 2 โคลนที่สามารถผลิต anti-AS MAb ได้ดีที่สุด คือ 2 B4 น าโคลนนี้มาท าการเลี้ยงเพ่ิมปริมาณและ
แยกบริสุทธิ์ MAb ที่ได้โดยใช้ protein G column 
 



19 

 

 

ตารางท่ี 2 การตรวจประสิทธิภาพ hybridomas ด้วยวิธี ELISA 
 

No. 
indirect 

OVA 
indirect 
AS-OVA 

Comp. 
AS 

Comp. 
MAC 

No. 
indirect 

OVA 
indirect 
AS-OVA 

Comp. 
AS 

Comp. 
MAC 

1A1 0.005 0.002 -0.004 0.002 1A2 -0.011 -0.021 -0.012 -0.009 
1A3 0.003 -0.003 0.002 0.001 1A4 -0.007 -0.014 -0.005 -0.003 
1A5 -0.001 -0.011 -0.003 -0.001 1A6 0.020 0.008 0.006 0.015 
1B1 0.006 0.008 0.009 0.009 1B2 -0.004 -0.003 -0.002 -0.004 
1B3 0.005 0.010 0.006 0.006 1B4 -0.001 0.000 -0.002 -0.001 
1B5 0.001 0.005 0.001 0.003 1B6 0.016 0.017 0.015 0.025 
1C1 0.010 0.005 0.011 0.005 1C2 0.009 0.002 0.014 0.007 
1C3 0.000 -0.003 -0.004 0.000 1C4 -0.014 -0.020 -0.008 -0.006 
1C5 -0.014 -0.020 -0.008 -0.006 1C6 -0.002 -0.006 -0.002 0.001 
1D1 -0.004 -0.004 0.001 0.004 1D2 1.577 1.563 1.527 1.525 
1D3 0.002 0.010 0.002 0.003 1D4 -0.005 -0.005 -0.005 -0.006 
1D5 0.003 0.007 0.003 0.004 1D6 0.001 0.001 -0.001 0.000 
2A1 0.001 0.027 0.004 0.005 2A2 0.020 0.013 0.012 0.020 
2A3 0.003 -0.003 0.004 0.003 2A4 0.003 0.002 0.006 0.001 
2A5 0.002 0.013 0.040 0.012 2A6 -0.002 -0.002 -0.011 -0.003 
2B1 0.013 0.009 0.006 0.008 2B2 0.007 0.001 0.000 0.004 
2B3 0.012 0.006 0.000 0.009 2B4 0.024 1.197 0.054 0.232 
2B5 0.848 0.893 0.898 0.951 2B6 0.045 0.049 0.040 0.048 
2C1 0.006 0.014 0.008 0.016 2C2 0.005 0.008 0.005 0.009 
2C3 0.008 0.011 0.010 0.019 2C4 0.018 0.021 0.021 0.020 
2C5 0.009 0.008 0.011 0.013 2C6 0.004 0.004 0.011 0.012 
2D1 0.005 0.006 0.005 0.008 2D2 -0.003 0.000 -0.002 0.001 
2D3 0.006 0.007 0.006 0.007 2D4 0.007 0.005 0.004 0.007 
2D5 0.002 0.003 0.003 0.005 2D6 0.012 0.010 0.009 0.012 
3A1 0.014 0.011 0.010 0.010 3A2 0.003 0.004 0.002 0.002 
3A3 0.006 0.008 0.006 0.009 3A4 0.007 0.005 0.006 0.005 
3A5 0.005 0.007 0.006 0.009 3B1 0.014 0.017 0.018 0.084 
3B2 0.007 0.002 0.006 0.006 3B3 0.010 0.005 0.010 0.012 
3B4 -0.002 -0.002 0.004 0.003 3B5 -0.012 -0.009 -0.002 -0.001 
3C1 0.003 0.010 0.007 0.007 3C2 -0.006 0.001 0.002 0.004 
3C3 -0.001 0.001 0.003 0.005 3C4 0.009 0.004 0.007 0.010 
3C5 0.006 0.005 0.005 0.004 3D1 0.001 0.003 0.000 -0.002 
3D2 0.008 0.011 0.009 0.006 3D3 0.002 0.005 0.002 0.002 
3D4 0.004 0.005 0.004 0.002 3D5 0.013 0.015 0.013 0.010 
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2. ตรวจสอบคุณสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อเอเซียติโคไซด์ 
  anti-AS MAb ที่ผลิตจากโคลน 2 B4 เมื่อท าการตรวจคุณสมบัติเฉพาะพบว่าเป็นชนิด IgG1 
ซึ่งมีส่วน light chain เป็นชนิด λ (ตารางที่ 3) 
 

ตารางท่ี 3 การหาชนิด (isotype) ของ MAb 2B4 
 

Type of IgG Absorbance Average 
Rabbit anti-mouse IgG 1 2.005 1.990 1.984 1.993 
Rabbit anti-mouse IgG 2a 0.080 0.066 0.069 0.072 
Rabbit anti-mouse IgG 2b 0.026 0.014 0.015 0.018 
Rabbit anti-mouse IgG 3 0.414 0.398 0.364 0.392 

Rabbit anti-mouse λ chain 2.031 2.021 2.009 2.020 
Affinity purified anti-mouse (kappa chain) (rabbit) 0.575 0.574 0.559 0.569 

 
 

ความสามารถในการเกิดปฏิกิริยากับ AS  
  ตรวจสอบความสามารถในการเกิดปฏิกิริยากับ  AS (reactivity) ท าโดยวิธี indirect ELISA 
ด้วยการเจือจาง MAb ในความเข้มข้นที่แตกต่างกัน ผลจากการตรวจวัดดังรูปที่ 7 พบว่าช่วงความเข้มข้นของ 
MAb ที่สามารถน าไปใช้ในการวิเคราะห์คือ 0.08-0.8 µg/ml โดยความเข้มข้นที่เหมาะสม ที่ให้ค่า 
absorbance เท่ากับ 1 คือ 0.1 µg/ml 
 

 
รูปที่ 7 ความสามารถในการเกิดปฏิกิริยากับ AS ของ anti-AS MAb (2B4) 
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ความจ าเพาะในการจับกับ AS 
การตรวจสอบความจ าเพาะในการจับกับ AS (specific binding activity) ท าโดยวิธี 

indirect-competitive ELISA ด้วยการเจือจาง AS ในความเข้มข้นที่แตกต่างกัน ผลจากการตรวจวัดดังรูปที่ 
8 พบว่าช่วงความชันที่เป็นเส้นตรงของกราฟอยู่ในช่วงเข้มข้นของ AS มาตรฐานที่ 0.78 - 25 µg/ml ซึ่งเป็น
ช่วงความเข้มข้นของ AS ที่สามารถวิเคราะห์ด้วยวิธี ELISA ได้ 
 
 
 

 
รูปที่ 8  ความจ าเพาะในการจับกับ AS ของ anti-AS MAb (2B4)  

(A/A0 x 100; A0 = absorbance with no AS present, A = absorbance with AS present) 
 

 
 

ความสามารถจับกับสารชนิดอื่นๆ (cross-reactivity) 
การตรวจสอบความสามารถจับกับสารชนิดอื่นๆ ( cross-reactivity) ท าโดยวิธี indirect-

competitive ELISA ด้วยการใช้สารที่มีสูตรโครงสร้างใกล้เคียงท่ีพบในบัวบก และสารประกอบอื่นๆ เพ่ือ
ตรวจว่า MAb ที่ผลิตได้สามารถจับกับสารชนิดอื่นๆ ได้หรือไม่ โดยค านวณออกมาในรูป % การจับเทียบกับ
สาร AS ผลจากการตรวจวัดแสดงในตารางที่ 4 พบว่า  anti-AS MAb (2B4) สามารถจับกับสาร 
madecassoside (MC) ได้ 7.08% และไม่จับกับ aglycone ของ AS (Asiatic acid) และ MC (madecassic 
acid) รวมถึงสารประกอบชนิดอื่นๆ แสดงว่า anti-AS MAb (2B4) ที่ผลิตได้มีความจ าเพาะต่อ AS ในเกณฑ์ท่ี
น่าเชื่อถือได้ดี 
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ตารางท่ี 4  % cross-reactivity (% CR) ของ anti-AS MAb (2B4) ต่อสารชนิดอื่นๆ 

 
Compounds CR (%) 

Triterpenoidsaponins 
   Asiaticoside  
   Madecassoside 
   Bacopaside I                         
   Ginsenoside Rb1 
   Ginsenoside Rg1                    
   Glycyrrhizin 
 
Triterpenoids 
   Asiatic acid 
   Madecassic acid 
   Lupeol 
  
Steroidal alkaloids 
   Khasianine 
   Solamargine 
   Solasodine 
 
Steroids 
   -sitosterol 
 
Sesquiterpene lactones 
   Artemisinin 
   Artesunate 
 
Anthraquinones 
   Sennoside A 
   Sennoside B   
 
Alkaloids 
   Colchicine 
   Dicentrine 
   Ephedrine  
  
Rutin 
Mangiferin 
Resveratol 

 
100 
7.08 
<0.01 
<0.01 
<0.01 
<0.01 

 
 

<0.01 
<0.01 
<0.01 

 
 

<0.01 
<0.01 
<0.01 

 
 

<0.01 
 
 

<0.01 
<0.01 

 
 

<0.01 
<0.01 

 
 

<0.01 
<0.01 
<0.01 

 
<0.01 
<0.01 
<0.01 
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3. พัฒนาวิธีวิเคราะห์หาปริมาณสาร asiaticoside โดยวิธี ELISA 
จากการตรวจสอบความจ าเพาะในการจับกับ AS (specific binding activity) ที่ท าโดยวิธี 

indirect-competitive ELISA เมื่อน ากราฟในช่วงที่มีความชันสูงมาท าการ plot ใหม่จะได้กราฟมาตรฐาน 
(รูปที่ 9) ที่สามารถน าไปวิเคราะห์หาปริมาณ AS ได้ โดยผลจากการทดลองพบว่าความเข้มข้นของ anti-AS 
MAb (2B4) ที่ใช้ในการวิเคราะห์คือ 0.1 µg/ml และช่วงความเข้มข้นของ AS ที่สามารถวิเคราะห์ด้วยวิธี 
ELISA ได้คือ 0.78 - 50 µg/ml โดยมีสมการที่ใช้การวิเคราะห์คือ Y = -1.105ln(X) + 1.871 ซึ่งให้ค่า r2 = 
0.9987 (Y = Logit A/A0, X = concentration) 
 
 

 
รูปที่ 9  กราฟมาตรฐานในการวิเคราะห์ปริมาณ AS ด้วยวิธี ELISA 

 
 
 
 การตรวจรับรองความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ด้วย ELISA (method validation) 
  Intra- และ Inter-assay precisions 
  เพ่ือตรวจสอบ precision และ reproducibility ของวิธีวิเคราะห์จึงจ าเป็นต้องท า Intra- 
และ Inter-assay precision โดย  Intra-assay เป็นการตรวจความเที่ยงในการวิเคราะห์ระหว่าง หลุม (well 
to well) ส่วน Inter-assay เป็นการตรวจความเที่ยงในการวิเคราะห์ระหว่าง  plate (plate to plate) และ
รายงานผลในรูปของ % coefficient of variation (%CV) ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 5 พบว่า Intra-
assay precision ให้ % CV สูงสุดที่ 3.9 % (n = 5) ในขณะที่ inter-assay เป็น 4.5 % (n = 3) บ่งถึงวิธี
วิเคราะห์ AS ด้วย ELISA โดยใช้ anti-AS MAb (2B4) มีความเที่ยงในการวิเคราะห์ 

y = -1.105ln(x) + 1.871
R² = 0.9987
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ตารางท่ี 5  Intra- และ Inter-assay precisions ของการวิเคราะห์ AS ด้วยวิธี ELISA 

 
AS concentration  

(µg/ml) 
Intra-assay CV (%) 

(n = 5) 
Inter-assay CV (%) 

(n = 3) 
1.56 3.90 4.11 
3.12 2.31 4.02 
6.25 2.10 4.50 
12.5 1.45 1.44 
25 1.45 1.85 

 
 
  Recovery ของ AS 
  เพ่ือตรวจสอบความถูกต้อง ( accuracy) และความน่าเชื่อถือ ( reliability) ของการวิเคราะห์
จึงจ าเป็นต้องหา % recovery ของ AS ด้วยการเติมสารมารตฐาน AS ในความเข้มข้นต่างๆ ลงในตัวอย่างที่จะ
ท าการวิเคราะห์ ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 6 โดย % recovery ของ AS ที่ค านวณได้อยู่ในช่วง 95.36 -  
103.12 % ซึ่งมีค่า % CV ในระดับต่ า (0.24 –9.15 %) แสดงให้เห็นว่าวิธีวิเคราะห์ AS ด้วย ELISA โดยใช้ 
anti-AS MAb (2B4) มีความถูกต้อง (accuracy) และความน่าเชื่อถือ (reliability) 
 

ตารางท่ี 6  Recovery ของการวิเคราะห์ AS ด้วยวิธี ELISA 
 

Spiked level  
(µg/ml) 

Measured amount 
of ASa (µg ± SD) 

CVb (%) Recoveryc (%) 

0 451.5 ± 20.2 4.48 - 
12.5 464.4 ± 22.6 4.87 103.1 
25 475.3 ± 43.5 9.15 95.4 
50 501.4 ± 1.2 0.24 99.9 

aAll values were mean±S.D. from triplicate samples for each level. 
bCoefficient of variation=S.D./mean×100%. 
cRecovery (%)=[(measured amount−451.5 µg)/added amount]×100. 

 
 
  ความสัมพันธ์ของผลการวิเคราะห์ด้วยวิธี ELISA เปรียบเทียบกับ HPLC 
  เพ่ือยืนยันความถูกต้องในการวิเคราะห์หาปริมาณ AS ด้วยวิธี ELISA โดยใช้ anti-AS MAb 
(2B4) จึงมีการเปรียบเทียบกับวิธีวิเคราะห์ด้วย HPLC ผลการวิเคราะห์แสดงในตารางที่ 7 พบว่าปริมาณท่ี
วิเคราะห์ได้ท้ัง 2 วิธีไม่มีความแตกต่างกัน โดย กราฟความสัมพันธ์ของปริมาณ AS ในบัวบกท่ีวิเคราะห์โดยวิธี 
ELISA เทียบกับ HPLC แสดงในรูปที่ 10 โดย มีค่า r2 = 1 ดังนั้นวิธี ELISA เป็นอีกวิธีที่สามารถใช้ในการ
วิเคราะห์หาปริมาณสาร AS ได้และสะดวก รวดเร็วกว่าวิธี HPLC  
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ตารางท่ี 7  ผลการวิเคราะห์ตัวอย่างบัวบกและแว่นแก้วด้วยวิธี ELISA เปรียบเทียบกับ HPLC 

 

Collection place 
Concentration (% dry wt. ± SD) 

ELISA HPLC 
Centella asiatica 
  KhonKaen: whole plant 

 
1.06 ± 0.04 

 
1.07 ± 0.01 

  KhonKaen: arial part 0.75 ± 0.03 0.76 ± 0.03 
  KhonKaen: root 0.08 ± 0.01 0.08 ± 0.00 
  Bangkok 0.71 ± 0.02 0.71 ± 0.02 
  NakhonPathom 1.67 ± 0.04 1.66 ± 0.03 
  Phuket 2.30 ± 0.05 2.31 ± 0.03 
  Samutprakan 2.76 ± 0.06 2.77 ± 0.03 
Ubon Ratchathani 
 

3.41 ± 0.11 
 

3.42 ± 0.11 
 

Hydrocotyle umbellate 
   KhonKaen 

 
ND 

 
ND 

   Ubon Ratchathani ND ND 
ND = not detectable 

 
 
 

 
รูปที่ 10 กราฟแสดงความสัมพันธ์ของปริมาณ AS ในบัวบกท่ีวิเคราะห์โดยวิธี ELISA เทียบกับ HPLC 
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การตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างบัวบกจากแหล่งต่างๆ พบว่าปริมาณ AS ที่ตรวจวัดได้อยู่ในช่วง 
7-35 mg/g โดยแหล่งวัตถุดิบบัวบกท่ีให้ปริมาณสาร AS สูงที่สุดคือบัวบกจากจังหวัดอุบลราชธานี และไม่พบ
สาร AS ในแว่นแก้ว ส าหรับการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างเภสัชภัณฑ์ที่มบีัวบกเป็นส่วนประกอบชนิดต่างๆ 
(ตารางที่ 8) พบว่าปริมาณ AS ที่ตรวจวัดได้อยู่ในช่วง 0.002-36 mg/g โดยเภสัชภัณฑ์ทีมี่สาร AS สูงที่สุดคือ 
ผลิตภัณฑ์ชาชง 

 
 

ตารางท่ี 8  ผลการวิเคราะห์ตัวอย่างเภสัชภัณฑ์ที่มีบัวบกเป็นส่วนประกอบด้วยวิธี ELISA  
 

No. of product Preparation Asiaticoside content  SD 
1 Tea bag 36.55  0.54 a 
2 Tea bag 14.98  0.99 a 
3 Capsule (120.88  1.22) x 10-3 a 
4 Capsule (46.28  0.23) x 10-3 a 
5 Gel 4.28  0.33 b 
6 Gel 1.28  0.10 b 
7 Gel (222.75  1.82) x 10-3 b 
8 Gel (6.18  0.73) x 10-3 b 
9 Cream (2.18  0.99) x 10-3 b 
10 Toner (1.99  0.02) x 10-3 c 

aDried weight (mg/g) 
bFresh weight (mg/g) 
cMeasured by volume of product (mg/ml) 

 
 
  จากผลการวิเคราะห์และตรวจรับรองความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์  ELISA สามารถสรุปได้ว่า
วิธี ELISA ที่ใช้ anti-AS MAb (2B4) สามารถใช้เป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจวิเคราะห์หาปริมาณ AS ใน
ตัวอย่างบัวบกและผลิตภัณฑ์ได้อย่างถูกต้องและเท่ียงตรง และเป็นวิธีที่รวดเร็วกว่าวิธี HPLC 
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4. พัฒนาวิธีวิเคราะห์สาร asiaticoside บนเมมเบรน โดยวิธี Eastern blotting 
  รูปที่ 11 แสดงผลการวิเคราะห์สารมาตรฐาน AS ที่ความเข้มข้นต่างๆ ด้วยวิธี Eastern 
Blotting จากนั้นน าไปวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ของความเข้มของจุดที่เกิดปฏิกิริยา กับความเข้มข้นโดยใช้
โปรแกรม imageJ analysis จากนั้นน าค่าที่ได้ไปสร้างกราฟมาตรฐาน (รูปที่ 12) เพ่ือใช้ในการวิเคราะห์หา
ปริมาณ AS ในตัวอย่าง  
 

 
 
 
 
 
 
 
  
 
 

รูปที่ 11  การวิเคราะห์ด้วยวิธี Eastern Blotting ของสารมาตรฐาน AS ที่ความเข้มข้นต่างๆ;  
A = 1000 ng, B = 500 ng, C = 250 ng, D = 125 ng, E = 62.5 ng 

 
 

 
 

รูปที่ 12  กราฟมาตรฐานของสารมาตรฐาน AS ที่วิเคราะห์ด้วยวิธี Eastern Blotting 

y = 38.86x + 27.8
R² = 0.997
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  กราฟมาตรฐานที่ได้จากการวิเคราะห์ AS มาตรฐานให้สมการเส้นตรงที่ใช้ในการวิเคราะห์คือ 
Y = 38.86X + 27.8 ซึ่งให้ค่า r2 = 0.997 (Y = Area of spot, X = log concentration) โดยความเข้มข้นที่
สามารถวิเคราะห์ได้ด้วยวิธี Eastern Blotting อยู่ระหว่าง 62.5-500 ng โดยมี detection limit ที่ 31.25 ng 
ตัวอย่างการวิเคราะห์หาปริมาณสาร AS ในบัวบกแสดงในรูปที่ 13 

 
 

รูปที่ 13 การวิเคราะห์หาปริมาณสาร AS ในตัวอย่างพืชด้วยวิธี Eastern Blotting;  
A = 62.5 ng, B =125 ng, C = 250 ng, D = 500 ng,  

E = sample from Phuket, F = sample from Samutprakan, G = sample from Bangkok 
 
 
 การตรวจรับรองความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ด้วย Eastern Blotting (method validation) 
  Intra- และ Inter-assay precisions 
  ตรวจสอบ precision และ reproducibility ของวิธีวิเคราะห์โดยท า Intra- และ Inter-
assay โดย Intra-assay เป็นการตรวจความเที่ยงในการวิเคราะห์ภายใน membrane แผ่นเดียวกัน  และ
ระหว่างแผ่น membrane ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 9 พบว่า Intra-assay precision ให้ % CV สูงสุดที่ 
1.99 % (n = 3) ในขณะที่ inter-assay เป็น 4.85 % (n = 3) บ่งถึงวิธีวิเคราะห์ AS ด้วย Eastern Blotting 
โดยใช้ anti-AS MAb (2B4) มีความเที่ยงในการวิเคราะห์ 
 

ตารางท่ี 9  Intra- และ Inter-assay precisions ของการวิเคราะห์ AS ด้วยวิธี Eastern Blotting 
 

AS concentration  
(µg/ml) 

Intra-assay CV (%) 
(n = 3) 

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

500 
250 
125 
62.5 

0.88 
1.55 
1.89 
1.99 

1.02 
2.84 
4.85 
2.01 

    A      B      C      D      E      F      G  
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Recovery ของ AS 
  ตรวจสอบความถูกต้อง ( accuracy) และความน่าเชื่อถือ ( reliability) ของการวิเคราะห์ โดย
หา % recovery ของ AS ด้วยการเติมสารมารตฐาน AS ในความเข้มข้นต่างๆ ลงในตัวอย่างที่จะท าการ
วิเคราะห์ ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 10 โดย % recovery ของ AS ที่ค านวณได้อยู่ในช่วง 9 6.22 -  
103.05 % ซึ่งมีค่า % CV ในระดับต่ า (0.82–3.30 %) แสดงให้เห็นว่าวิธีวิเคราะห์ AS ด้วย Eastern Blotting 
โดยใช้ anti-AS MAb (2B4) มีความถูกต้อง (accuracy) และความน่าเชื่อถือ (reliability) 
 

ตารางท่ี 10  Recovery ของการวิเคราะห์ AS ด้วยวิธี Eastern Blotting 
 

Spiked level  
(µg/ml) 

Measured amount of 
ASa (µg ± SD) 

CVb (%) Recoveryc (%) 

0 
62.5 
125 
250 

60.08 ± 1.98 
122.52 ± 1.00 
188.90 ± 3.97 
300.64 ± 8.11 

3.30 
0.82 
2.10 
2.70 

- 
99.82 
103.05 
96.22 

aAll values were mean±S.D. from triplicate samples for each level. 
bCoefficient of variation=S.D./mean×100%. 
cRecovery (%)=[(measured amount−60.08 µg)/added amount]×100. 

 
  ความสัมพันธ์ของผลการวิเคราะห์ด้วยวิธี Eastern Blotting เปรียบเทียบกับ HPLC 
  เพ่ือยืนยันความถูกต้องในการวิเคราะห์หาปริมาณ AS ด้วยวิธี Eastern Blotting โดยใช้ 
anti-AS MAb (2B4) จึงมีการเปรียบเทียบกับวิธีวิเคราะห์ด้วย HPLC ผลการวิเคราะห์แสดงในตารางที่ 11 
พบว่าปริมาณท่ีวิเคราะห์ได้ท้ัง 2 วิธีไม่มีความแตกต่างกัน โดย กราฟความสัมพันธ์ของปริมาณ AS ในบัวบกท่ี
วิเคราะห์โดยวิธี Eastern Blotting เทียบกับ HPLC แสดงในรูปที่ 14 โดยมีค่า r2 = 0.979 ดังนั้นวิธี Eastern 
Blotting เป็นอีกวิธีที่สามารถใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณสาร AS ได ้ 
 

ตารางท่ี 11  ผลการวิเคราะห์ตัวอย่างบัวบกด้วยวิธี Eastern Blotting เปรียบเทียบกับ HPLC 
 

Collection place 
Concentration (% dry wt. ± SD) 

Eastern Blotting HPLC 
KhonKaen: whole plant 1.26 ± 0.22 1.07 ± 0.01 
KhonKaen: arial part 0.99 ± 0.56 0.76 ± 0.03 
KhonKaen: root 0.15 ± 0.24 0.08 ± 0.00 
Bangkok 0.98 ± 0.12 0.71 ± 0.02 
NakhonPathom 1.57 ± 0.04 1.66 ± 0.03 
Phuket 2.15 ± 0.15 2.31 ± 0.03 
Samutprakan 3.00 ± 0.36 2.77 ± 0.03 
Ubon Ratchathani 3.66 ± 0.18 3.42 ± 0.11 
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รูปที่ 14 กราฟแสดงความสัมพันธ์ของปริมาณ AS ในบัวบกท่ีวิเคราะห์โดยวิธี Eastern blotting  

เทียบกับ HPLC 
 
 

 
ตารางท่ี 12  ผลการวิเคราะห์ตัวอย่างเภสัชภัณฑ์ที่มีบัวบกเป็นส่วนประกอบด้วยวิธี Eastern Blotting  

 
No. of 

product 
Preparation Asiaticoside content  SD 

Eastern Blotting ELISA 
1 Tea bag 3.55  1.45 a 36.55  0.54 a 
2 Tea bag 0.98  1.29 a 14.98  0.99 a 
3 Capsule ND (120.88  1.22) x 10-3 a 
4 Capsule ND (46.28  0.23) x 10-3 a 
5 Gel 0.34  0.46 b 4.28  0.33 b 
6 Gel 0.18  0.19 b 1.28  0.10 b 
7 Gel ND (222.75  1.82) x 10-3 b 
8 Gel ND (6.18  0.73) x 10-3 b 
9 Cream ND (2.18  0.99) x 10-3 b 
10 Toner ND (1.99  0.02) x 10-3 c 

aDried weight (mg/g)        

bFresh weight (mg/g)  
cMeasured by volume of product (mg/ml)    
ND = not detectable 

R² = 0.979
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การตรวจวิเคราะห์ปริมาณ AS ในเภสัชภัณฑ์ที่มีบัวบกเป็นส่วนประกอบรูปแบบต่างๆ แสดง
ในตารางที่ 12 พบว่าสามารถตรวจวัดปริมาณ AS ไดเ้ฉพาะตัวอย่างที่เป็นชาชงและเจลทาเท่านั้นโดยตรวจพบ
ในช่วง 0.18-3.55 mg/g  

จากการวิเคราะห์ AS ในเภสัชภัณฑ์ที่มีขายในท้องตลาดนั้น พบว่าการวิเคราะห์ด้วยวิธี 
Eastern Blotting ไม่สามารถตรวจวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ที่มีสาร AS ในความเข้มขันต่ าได้ เนื่องจากความเข้มข้น
เหล่านั้นไม่อยู่ในช่วงการวิเคราะห์ด้วยวิธีนี้ และยังพบว่าวิธี Eastern Blotting สามารถตรวจวิเคราะห์ปริมาณ 
AS ได้ในปริมาณน้อยกว่าวิธี ELISA  

เมื่อเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ปริมาณ AS ในตัวอย่างบัวบกด้วยวิธี Eastern Blotting กับ 
ELISA แล้วนั้น (ตารางที่ 13) พบว่าทั้ง 2 วิธีให้ผลการวิเคราะห์ที่ไม่แตกต่างกัน  (r2 = 0.978) ดังนั้นการตรวจ
วิเคราะห์หาปริมาณ AS ด้วย anti-AS MAb (2B4) โดยวิธี Eastern Blotting สามารถใช้เป็นวิธีมาตรฐานใน
การตรวจวิเคราะห์หาปริมาณ AS ในตัวอย่างพืชบัวบกได้อย่างถูกต้องและเท่ียงตรง แต่ไม่เหมาะที่จะใช้ตรวจ
วิเคราะห์ปริมาณ AS ในเภสัชภัณฑ์ ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากสารช่วยทางเภสัชกรรมบางชนิดในต ารับอาจส่งผลต่อ
การวิเคราะห์ด้วยวิธีนี้ 
 

ตารางท่ี 13  เปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ปริมาณ AS ในตัวอย่างบัวบกด้วยวิธี ELISA, Eastern Blotting 
และ HPLC 

 

Collection place 
Concentration (% dry wt. ± SD) 

ELISA Eastern 
Blotting 

HPLC 

KhonKaen: whole plant 1.06 ± 0.04 1.26 ± 0.22 1.07 ± 0.01 
KhonKaen: arial part 0.75 ± 0.03 0.99 ± 0.56 0.76 ± 0.03 
KhonKaen: root 0.08 ± 0.01 0.15 ± 0.24 0.08 ± 0.00 
Bangkok 0.71 ± 0.02 0.98 ± 0.12 0.71 ± 0.02 
NakhonPathom 1.67 ± 0.04 1.57 ± 0.04 1.66 ± 0.03 
Phuket 2.30 ± 0.05 2.15 ± 0.15 2.31 ± 0.03 
Samutprakan 2.76 ± 0.06 3.00 ± 0.36 2.77 ± 0.03 
UbonRatchathani 3.41 ± 0.11 3.66 ± 0.18 3.42 ± 0.11 
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5. พัฒนาวิธีวิเคราะห์สาร asiaticoside โดยวิธี Immunochromatographic strip 

  ชุดตรวจสาร AS (รูปที่ 15 A) โดยใช้ anti-AS MAb (2B4) อาศัยหลักการ competitive 
immunoassay โดยเมื่อจุ่มสารสกัดบัวบกลงใน sample pad แล้ว สาร AS ที่อยู่ในตัวอย่างจะจับกับ anti-
AS MAb-colloidal gold ที่ conjugated pad และจะเคลื่อนที่ขึ้นไปบนแผ่น PVDF membrane ไปจนถึง
บริเวณ  control zone ซึ่งมี anti-mouse IgG เกาะอยู่ anti-AS MAb-colloidal gold ที่จับกับ AS จะถูก
จับด้วย anti-mouse IgG ซ่ึงเห็นแถบสีม่วงของ detector  reagent (gold particle) ตรงบริเวณนี้ (รูปที่ 
15B) ในขณะที่ตัวอย่างท่ีไม่มี AS จะแสดงสีทั้งบริเวณ control zone และ capture zone  เนื่องจาก anti-
AS MAb-colloidal gold อิสระจาก  conjugate  pad  บางส่วนจะเคลื่อนที่ผ่าน membrane มาจับกับ 
AS-OVA ที่อยู่ capture zone และ anti-AS MAb-colloidal gold อิสระอีกส่วนหนึ่งจะเคลื่อนที่มาจับกับ 
anti-mouse IgG บน control zone จึงเห็นสีทั้งบริเวณ capture zone  และ control zone (รูปที่ 15C) 
กล่าวคือหากสารสกัดมี AS อยู่จะปรากฏสีเพียงบริเวณ control zone เท่านั้น (positive test) และหากสาร
สกัดไม่มี AS อยู่จะปรากฏสีทั้งบริเวณ capture zone  และ control zone (negative test) ดังตัวอย่าง
แสดงรูปที่ 16 
 
 
 

 
รูปที่ 15 การเกิดปฏิกิริยาบน immunochromatographic strip; 

A: ชุดทดสอบ immunochromatographic strip 
B: การเกิดปฏิกิริยาเมื่อมีสาร AS ในตัวอย่าง (positive test) 

C: การเกิดปฏิกิริยาเมื่อไม่มีสาร AS ในตัวอย่าง (negative test) 
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รูปที่ 16 การสังเกตผลการตรวจด้วย immunochromatographic strip; 

A: negative sample, B: positive sample 
 
  ขีดจ ากัดในการตรวจพบ (limit of detection) ของชุดตรวจ AS ท าโดยจุ่มชุดตรวจลงใน
สารละลายมาตรฐาน AS ที่ความเข้มข้นต่างๆ จากนั้นสังเกตผลโดยดูสีของผลที่สามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า
ในความเข้มข้น AS มาตรฐานที่น้อยที่สุด ผลการทดสอบพบว่าชุดตรวจ AS มีขีดจ ากัดในการตรวจพบที่ความ
เข้มข้นของ AS เท่ากับ 12.5 µg/ml  
  การตรวจหา AS ในตัวอย่างพืชสมุนไพรบัวบก และแว่นแก้ว โดยใช้ ชุดทดสอบ 
immunochromatographic strip แสดงในรูปที่ 17 ผลการทดสอบด้วยชุดตรวจได้ยืนยันความถูกต้องโดย
เปรียบเทียบกับการวิเคราะห์ปริมาณ AS ด้วยวิธี ELISA และแสดงตารางที่ 14 พบว่าตัวอย่างบัวบกทุก
ตัวอย่างให้ผลบวก ในขณะที่ตัวอย่างแว่นแก้วทุกตัวอย่างให้ผลลบและไม่ตรวจพบสาร AS ด้วยวิธี ELISA ใน
ตัวอย่างแว่นแก้ว 
  จากผลการทดสอบชุดตรวจสาร AS และยืนยันความถูกต้องโดยเปรียบเทียบกับการวิเคราะห์
ปริมาณ AS ด้วยวิธี ELISA สามารถสรุปเบื้องต้นได้ว่าชุดตรวจนี้สามารถใช้ตรวจสาร AS ในตัวอย่างพืชได้
เบื้องต้น และการพัฒนายังต้องมีการทดสอบความคงตัว (stability) ของชุดตรวจด้วย 
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รูปที่ 17 การวิเคราะหต์ัวอย่างบัวบกและแว่นแก้วด้วยชุดทดสอบ immunochromatographic strip: 

1: negative control, 2-6: ตัวอย่างบัวบก, 7-8: ตัวอย่างแว่นแก้ว 
 
 
 

ตารางท่ี 14  ผลการวิเคราะห์สาร AS ในตัวอย่างบัวบกและแว่นแก้วด้วยชุดทดสอบ 
immunochromatographic strip และ ELISA 

 
 Collection place Strip test * ELISA  

(% dry wt ± SD)  
Samples of C. asiatica 
 Bangkok  + 0.66 ± 0.02 
 Nakhon Pathom  + 1.97 ± 0.16 
 Nonthaburi  + 2.82 ± 0.15 
 Samutprakan   + 1.63 ± 0.10 
 Satun  + 1.16 ± 0.05 
 
Samples of H. umbellata 
 Suphan Buri  - ND 
 Sa Kaeo  - ND 

* (+) presence detected; (-) sample negative for asiaticoside 
ND = not detectable 
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บทที ่5 
อภิปรายผลการวิจัย 

(Discussion) 
 
 

1. การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ asiaticoside 
 AS-BSA, AS-HSA และ AS-OVA สามารถเตรียมด้วยการท าปฏิกิริยากับ sodium 

periodate (NaIO4) และเกิดการเชื่อมต่อกันบริเวณต าแหน่งของน้ าตาล AS-BSA ที่ได้มีค่า hapten number 
เท่ากับ 3 แสดงว่ามี AS 3 โมเลกุลเกาะอยู่บน BSA ซึ่งถือว่าเกาะได้น้อย ซึ่งอาจมีผลต่อการก่อภูมิคุ้มกัน แต่ 
AS-BSA ที่มี hapten number น้อยก็สามารถก่อภูมิคุ้มกันในหนูทดลองได้ ซึ่งคล้ายกับผลการกระตุ้นหนูด้วย 
glycyrrhizin-BSA ที่มี hapten number น้อย (Tanaka and Shoyama, 1998) 

เมื่อฉีดกระตุ้นหนูเพศผู้ (BALB/c strain) ด้วย AS-BSA และท าการตรวจ Ab ต่อ AS ที่หนู
สร้างจากซีรัมหนูแล้ว จึงท าการฆ่าหนูเพื่อน าเซลล์ม้ามออกมาท าการท าการหลอมรวมกับ myeloma cells 
(SP2/0-Ag14) ด้วยวิธี polyethylene glycol (PEG) เพ่ือให้ได้เซลล์ hybridoma จากนั้นท าการคัดเลือก
เฉพาะเซลล์ที่สามารถสร้าง anti-AS MAb ได้สูงที่สุดด้วยวิธี limited dilution  โคลนที่สามารถผลิต anti-AS 
MAb ได้ดีที่สุด คือ 2 B4 น าโคลนนี้มาท าการเลี้ยงเพ่ิมปริมาณและแยกบริสุทธิ์ MAb ที่ได้โดยใช้ protein G 
column  
 

2. ตรวจสอบคุณสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อเอเซียติโคไซด์ 
anti-AS MAb (2B4) ที่ได้เป็นชนิด IgG1 ซึ่งมีส่วน light chain เป็นชนิด λ เมื่อตรวจสอบ

ความสามารถในการเกิดปฏิกิริยากับ AS (reactivity) โดยวิธี indirect ELISA พบว่าช่วงความเข้มข้นของ 
MAb ที่สามารถน าไปใช้ในการวิเคราะห์คือ 0.08-0.8 µg/ml โดยความเข้มข้นที่เหมาะสม ที่สามารถน าไปใช้
ตรวจสอบความจ าเพาะ (specific binding activity) และตรวจวัดปริมาณสาร AS ได้คือ 0.1 µg/ml การ
ตรวจสอบความจ าเพาะในการจับกับ AS โดยวิธี indirect-competitive ELISA พบว่าช่วงความเข้มข้นของ 
AS ที่สามารถใช้วิเคราะห์ด้วยวิธี ELISA ได้คือ 0.78 - 25 µg/ml 

การตรวจสอบความสามารถจับกับสารชนิดอื่นๆ (cross-reactivity) anti-AS MAb (2B4)  ที่
ผลิตได้มีความจ าเพาะต่อ AS และสามารถจับกับสาร madecassoside (MC) ได้ 7.08% โดยไม่จับกับ 
aglycone ของ AS (Asiatic acid) และ MC (madecassic acid) รวมถึงสารประกอบชนิดอื่นๆ แสดงว่าทั้ง
ส่วน aglycone และน้ าตาลของ AS เป็นส่วนที่เกี่ยวข้องกับการจับ (epitopes) กับ anti-AS MAb (2B4) ได้ 
และ การมีหมู่ hydroxyl บนต าแหน่ง C-6 ของ MC มีผลท าให้ anti-AS MAb (2B4) จับได้น้อยลง  
 

3. พัฒนาวิธีวิเคราะห์หาปริมาณสาร asiaticoside โดยวิธี ELISA 
กราฟมาตรฐานของการวิเคราะห์หาปริมาณ AS ท าโดยวิธี indirect-competitive ELISA 

โดยความเข้มข้นของ anti-AS MAb (2B4) ที่ใช้ในการวิเคราะห์คือ 0.1 µg/ml และช่วงความเข้มข้นของ AS 
ที่สามารถวิเคราะห์ด้วยวิธี ELISA ได้คือ 0.78 - 25 µg/ml โดยมีสมการเส้นตรงที่ใช้การวิเคราะห์คือ           
Y = -1.105ln(X) + 1.871 ซึ่งให้ค่า r2 = 0.9987 (Y = Logit A/A0, X = concentration) 
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การตรวจรับรองความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ด้วย ELISA (method validation) ท าโดยการ
ตรวจสอบความเที่ยง (precision), ความถูกต้อง ( accuracy) และยืนยันความถูกต้องในการวิเคราะห์หา
ปริมาณ AS โดยเปรียบเทียบกับวิธีวิเคราะห์ด้วย HPLC ให้ผลดังนี้ 

การตรวจสอบความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์ท าโดยตรวจ Intra- และ Inter-assay precision 
โดย Intra-assay เป็นการตรวจความเที่ยงในการวิเคราะห์ระหว่าง หลุม (well to well) ส่วน Inter-assay 
เป็นการตรวจความเที่ยงในการวิเคราะห์ระหว่าง plate (plate to plate) พบว่า Intra-assay precision ให้ 
% CV สูงสุดที่ 3.9 % (n = 5) ในขณะที่ inter-assay เป็น 4.5 % (n = 3) บ่งถึงวิธีวิเคราะห์ AS ด้วย ELISA 
โดยใช้ anti-AS MAb (2B4) มี precision และ reproducibility ในการวิเคราะห์ 

การตรวจสอบความถูกต้อง ( accuracy) ของการวิเคราะห์ พบค่า % recovery ของ AS ที่
ค านวณได้อยู่ในช่วง 95.36 -  103.12 % และมีค่า % CV ในระดับต่ า (0.24 –9.15 %) แสดงให้เห็นว่าวิธี
วิเคราะห์ AS ด้วย ELISA โดยใช้ anti-AS MAb (2B4) มีความถูกต้อง ( accuracy) และความน่าเชื่อถือ 
(reliability) 

การยืนยันความถูกต้องในการวิเคราะห์หาปริมาณ AS ด้วยวิธี ELISA โดยใช้ anti-AS MAb 
(2B4) เปรียบเทียบกับวิธีวิเคราะห์ด้วย HPLC ผลการวิเคราะห์พบว่าปริมาณท่ีวิเคราะห์ได้ท้ัง 2 วิธีไม่มีความ
แตกต่างกัน (r2 = 1) ดังนั้นวิธี ELISA เป็นอีกวิธีที่สามารถใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณสาร AS ได้  

การตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างบัวบกจากแหล่งต่างๆ พบว่าปริมาณ AS ที่ตรวจวัดได้อยู่ในช่วง 
7-35 mg/g โดยแหล่งวัตถุดิบบัวบกท่ีให้ปริมาณสาร AS สูงที่สุดคือบัวบกจากจังหวัดอุบลราชธานี ส าหรับแว่น
แก้ว ซึ่งมักมีคนเข้าใจผิดว่าคือบัวบกและน าแว่นแก้วมาใช้แทนบัวบกนั้น แต่จากผลการวิเคราะห์ไม่พบปริมาณ
สาร AS ในแว่นแก้ว ส าหรับการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างเภสัชภัณฑ์ที่มีบัวบกเป็นส่วนประกอบชนิดต่างๆ พบว่า
ปริมาณ AS ที่ตรวจวัดได้อยู่ในช่วง 0.002-36 mg/g โดยเภสัชภัณฑ์ทีมี่สาร AS สูงที่สุดคือ ผลิตภัณฑ์ชาชง 

จากผลการวิเคราะห์และตรวจรับรองความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ ELISA สามารถสรุปได้ว่า
วิธี ELISA ที่ใช้ anti-AS MAb (2B4) สามารถใช้เป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจวิเคราะห์หาปริมาณ AS ใน
ตัวอย่างบัวบกและผลิตภัณฑ์ได้อย่างถูกต้องและเท่ียงตรง และเป็นวิธีที่รวดเร็วกว่าวิธี HPLC 
 

4. พัฒนาวิธีวิเคราะห์สาร asiaticoside บนเมมเบรน โดยวิธี Eastern blotting 
วิธีตรวจเอกลักษณ์และปริมาณสาร AS บน PES (Polyethersulfone) เมมเบรน ด้วยวิธี 

Eastern blotting นั้นในขั้นตอนแรกจะท าคล้ายกับวิธีท า TLC คือท าการ spot สารสกัดบัวบกลงบน PES 
membrane แล้ว run ให้เกิดการแยกสารองค์ประกอบ หลังจากเชื่อมต่อสาร AS กับ OVA ด้วยปฏิกิริยา 
periodate oxidation แล้วจึงท าข้ันตอนต่อไปคล้ายกับการท า Western Blotting จากนั้นน าไปวิเคราะห์หา
ความสัมพันธ์ของความเข้มของจุดที่เกิดปฏิกิริยา กับความเข้มข้นโดยใช้โปรแกรม  imageJ analysis และน า
ค่าท่ีได้ไปสร้างกราฟมาตรฐาน เพื่อใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณ AS ในตัวอย่าง กราฟมาตรฐานที่ได้จากการ
วิเคราะห์ AS มาตรฐานให้สมการเส้นตรงที่ใช้ในการวิเคราะห์คือ Y = 38.86X + 27.8 ซึ่งให้ค่า r2 = 0.997 (Y 
= Area of spot, X = log concentration) โดยความเข้มข้นที่สามารถวิเคราะห์ได้ด้วยวิธี Eastern Blotting 
อยู่ระหว่าง 62.5-500 ng โดยมี detection limit ที่ 31.25 ng  

ผลการตรวจรับรองความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ Eastern blotting พบว่า intra-assay ให้ 
% CV สูงสุดที่ 1.99 % (n = 3) ในขณะที่ inter-assay เป็น 4.85 % (n = 3) บ่งถึงวิธีวิเคราะห์ AS ด้วย 
Eastern Blotting โดยใช้ anti-AS MAb (2B4) มี precision และ reproducibility ในการวิเคราะห์ และ% 
recovery ของ AS ที่ค านวณได้อยู่ในช่วง 9 6.22 -  103.05 % ซึ่งมีค่า % CV ในระดับต่ า (0. 82–3.30 %) 
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แสดงให้เห็นว่าวิธีวิเคราะห์ AS ด้วย Eastern Blotting โดยใช้ anti-AS MAb (2B4) มีความถูกต้อง 
(accuracy) และความน่าเชื่อถือ ( reliability) และเม่ือเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์กับวิธี HPLC พบว่า
ปริมาณที่วิเคราะห์ได้ท้ัง 2 วิธีไม่มีความแตกต่างกัน (r2 = 0.979) ดังนั้นวิธี Eastern Blotting เป็นอีกวิธีที่
สามารถใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณสาร AS ได ้

จากการวิเคราะห์ AS ในเภสัชภัณฑ์ที่มีขายในท้องตลาดนั้น พบว่าสามารถตรวจวัดปริมาณ 
AS ไดเ้ฉพาะตัวอย่างที่เป็นชาชงและเจลทาเท่านั้นโดยตรวจพบในช่วง 0.18-3.55 mg/g และพบว่าการ
วิเคราะห์ด้วยวิธี Eastern Blotting ไม่สามารถตรวจวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ที่มีสาร AS ในความเข้มขันต่ าได้ 
เนื่องจากความเข้มข้นเหล่านั้นไม่อยู่ในช่วงการวิเคราะห์ด้วยวิธีนี้ และยังพบว่าวิธี Eastern Blotting สามารถ
ตรวจวิเคราะห์ปริมาณ AS ได้ในปริมาณน้อยกว่าวิธี ELISA ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากสารประกอบอื่นๆ ที่เป็นสาร
ช่วยทางเภสัชกรรมในต ารับอาจมีผลรบกวนการเกิดปฏิกิริยา periodate oxidation ที่เชื่อม AS เข้ากับกับ 
gelatin บนแผ่น PES เมมเบรน  

เมื่อเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ปริมาณ AS ในตัวอย่างบัวบกด้วยวิธี Eastern Blotting กับ 
ELISA พบว่าทั้ง 2 วิธีให้ผลการวิเคราะห์ที่ไม่แตกต่างกัน (r2 = 0.978) ดังนั้นการตรวจวิเคราะห์หาปริมาณ AS 
ด้วย anti-AS MAb (2B4) โดยวิธี Eastern Blotting สามารถใช้เป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจวิเคราะห์หา
ปริมาณ AS ในตัวอย่างบัวบกได้อย่างถูกต้องและเท่ียงตรง แต่ไม่เหมาะที่จะใช้ตรวจ วิเคราะห์ปริมาณ AS ใน
เภสัชภัณฑ์ ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากสารช่วยทางเภสัชกรรมบางชนิดในต ารับอาจส่งผลต่อการวิเคราะห์ด้วยวิธีนี้  
 

5. พัฒนาวิธีวิเคราะห์สาร asiaticoside โดยวิธี Immunochromatographic strip 
  ชุดตรวจเอกลักษณ์สาร AS โดยใช้ anti-AS MAb (2B4) อาศัยหลักการ competitive 
immunoassay มีขีดจ ากัดในการตรวจพบที่ความเข้มข้นของ AS เท่ากับ 12.5 µg/ml  
  การตรวจหา AS ในตัวอย่างพืชสมุนไพรบัวบก และแว่นแก้ว โดยใช้ ชุดทดสอบ 
immunochromatographic strip ผลการทดสอบด้วยชุดตรวจได้ยืนยันความถูกต้องโดยเปรียบเทียบกับการ
วิเคราะห์ปริมาณ AS ด้วยวิธี ELISA พบว่าตัวอย่างบัวบกทุกตัวอย่างให้ผลบวก ในขณะที่ตัวอย่างแว่นแก้วทุก
ตัวอย่างให้ผลลบและไม่ตรวจพบสาร AS ด้วยวิธี ELISA ในตัวอย่างแว่นแก้ว 
  จากผลการทดสอบชุดตรวจสาร AS และยืนยันความถูกต้องโดยเปรียบเทียบกับการวิเคราะห์
ปริมาณ AS ด้วยวิธี ELISA สามารถสรุปเบื้องต้นได้ว่าชุดตรวจนี้สามารถใช้ตรวจสาร AS ในตัวอย่างพืชได้ และ
การพัฒนายังต้องมีการทดสอบความคงตัว (stability) ของชุดตรวจด้วย เพื่อหาอายุของชุดตรวจสอบต่อ
ประสิทธิภาพการตรวจสอบของชุดตรวจ 
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บทที ่6 
สรุปผลการวิจัย 
(Conclusion) 

 
 

การวิจัยครั้งนี้สามารถผลิต monoclonal antibody ที่จ าเพาะต่อสาร asiaticoside (anti-
AS MAb) โดย anti-AS MAb (2B4) ที่ได้เป็นชนิด IgG1 ซึ่งมีส่วน light chain เป็นชนิด λ ความเข้มข้นของ 
MAb ที่น าไปใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณสาร AS คือ 0.1 µg/ml และช่วงความเข้มข้นของ AS ที่สามารถ
วิเคราะห์ด้วยวิธี indirect-competitive ELISA ได้คือ 0.78 - 25 µg/ml anti-AS MAb (2B4)  ที่ผลิตได้มี
ความจ าเพาะต่อ AS สูง โดยมี  cross-reactivity กับ madecassoside (MC) 7.08% และไม่จับกับ 
aglycone ของ AS (Asiatic acid) และ MC (madecassic acid) รวมถึงสารประกอบชนิดอื่นๆ  

การพัฒนาวิธีวิเคราะห์หาปริมาณสาร AS โดยวิธี ELISA พบว่าวิธี ELISA สามารถใช้
วิเคราะห์ปริมาณสาร AS ได้อย่าง ความถูกต้อง ( accuracy) และความน่าเชื่อถือ ( reliability) โดยให้ค่า % 
recovery อยู่ในช่วง 95.36 -  103.12 % และมีค่า % CV ในระดับต่ า (0.24–9.15 %) นอกจากนั้นวิธีนี้ยังมี
ความเที่ยง (precision) และ reproducibility ในการวิเคราะห์ โดย ให้ % CV ของ intra-assay precision 
สูงสุดที่ 3.9 % และ inter-assay ที ่4.5 % และให้ผลการวิเคราะห์ที่ไม่แตกต่างกับวิธี HPLC (r2 = 1) ดังนั้น
วิธี ELISA เป็นอีกวิธีที่สามารถใช้เป็นวิธีมาตรฐานในการวิเคราะห์หาปริมาณสาร AS ทั้งในตัวอย่างพืชและ
เภสัชภัณฑ์ได ้และมีความสะดวก รวดเร็วกว่าวิธี HPLC ที่ใช้อยู่ในปัจจุบัน 

การพัฒนาวิธีตรวจเอกลักษณ์และปริมาณสาร AS บน PES (Polyethersulfone) เมมเบรน 
ด้วยวิธี Eastern blotting นั้น สามารถวิเคราะห์ปริมาณ AS ได้ในช่วงความเข้มข้นระหว่าง 62.5-500 ng โดย
มี detection limit ที่ 31.25 ng การตรวจรับรองความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ Eastern blotting พบว่า 
intra-assay ให้ % CV สูงสุดที่ 1.99 % ในขณะที่ inter-assay เป็น 4.85 % และ% recovery ของ AS ที่
ค านวณได้อยู่ในช่วง 9 6.22 -  103.05 % ซึ่งมีค่า % CV ในระดับต่ า (0. 82–3.30 %) บ่งถึงวิธีวิเคราะห์ AS 
ด้วย Eastern Blotting โดยใช้ anti-AS MAb (2B4) มี ความเที่ยง (precision), reproducibility, ความ
ถูกต้อง (accuracy) และความน่าเชื่อถือ ( reliability) ในการวิเคราะห์ และผลการวิเคราะห์ในตัวอย่างพืชไม่มี
ความแตกต่างกับวิธี HPLC (r2 = 0.979) และ ELISA (r2 = 0.978)  แต่จากการวิเคราะห์ AS ในเภสัชภัณฑ์ที่มี
ขายในท้องตลาดนั้น พบว่าไม่สามารถตรวจวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ที่มีสาร AS ในความเข้มขันต่ าได้ เนื่องจาก
ความเข้มข้นเหล่านั้นไม่อยู่ในช่วงการวิเคราะห์ด้วยวิธีนี้ และยังพบว่าวิธี Eastern Blotting สามารถตรวจ
วิเคราะห์ปริมาณ AS ได้ในปริมาณน้อยกว่าวิธี ELISA ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากสารช่วยทางเภสัชกรรมอ่ืนๆ ใน
ต ารับอาจมีผลรบกวนการเกิดปฏิกิริยา periodate oxidation ที่เชื่อม AS เข้ากับกับ gelatin บนแผ่น PES 
เมมเบรน ดังนั้น การตรวจวิเคราะห์หาปริมาณ AS ด้วย  anti-AS MAb (2B4) โดยวิธี Eastern Blotting 
สามารถใช้เป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจวิเคราะห์หาปริมาณ AS ในตัวอย่างพืชบัวบกได้อย่างถูกต้องและ
เที่ยงตรง แต่ไม่เหมาะที่จะใช้ตรวจวิเคราะห์ปริมาณ AS ในเภสัชภัณฑ์ 
  การพัฒนาชุดตรวจเอกลักษณ์สาร AS โดยใช้ anti-AS MAb (2B4) โดยอาศัยหลักการ 
competitive immunoassay มีขีดจ ากัดในการตรวจพบที่ความเข้มข้นของ AS เท่ากับ 12.5 µg/ml การ
ทดสอบประสิทธิภาพการตรวจของชุดตรวจสาร AS แสดงผลไปในทางเดียวกันกับการตรวจด้วยวิธี ELISA จึง
สามารถสรุปเบื้องต้นได้ว่าชุดตรวจนี้สามารถใช้ตรวจสาร AS ในตัวอย่างพืชได้ และยังต้องมีการพัฒนาการ
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ทดสอบความคงตัว (stability) ของชุดตรวจด้วย เพื่อหาอายุของชุดตรวจสอบซึ่งจะมีผลต่อประสิทธิภาพการ
ตรวจสอบของชุดตรวจ และจะสามารถน าไปพัฒนาใช้ในการตรวจเอกลักษณ์สาร AS ในภาคสนามได้ 
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