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บทคัดยอ 
 

ออกซิเรสเวอราทรอล (2,4,3′,5′-เตตราไฮดรอกซิสติลบีน) เปนสารไฟโตอะเล็กซินท่ีพบในแกนของตน
มะหาดในปริมาณสูง มีฤทธิ์ทางชีวภาพหลายอยาง และเปนสารหลักในยาถายพยาธิ “ปวกหาด” ของไทยซ่ึง
เปนผงแหงท่ีเตรียมจากการสกัดแกนมะหาดดวยน้ําเดือด  ปจจุบันสารนี้ใชเปนสารชวยใหผิวขาวในผลิตภัณฑ
บํารุงผิวหลายชนิด  นอกจากนี้ยังมีรายงานการวิจัยในหลอดทดลองวาสารนี้อาจปองกันโรคอัลไซเมอรได  แผน
งานวิจัยนี้ประกอบดวยโครงการวิจัย 2 โครงการ ซ่ึงมีวัตถุประสงคตามลําดับดังนี้ (1) พัฒนาวิธีวิเคราะห
สําหรับใชตรวจวัดปริมาณสารออกซิเรสเวอราทรอลในตัวอยางพืชและผลิตภัณฑท่ีเก่ียวของ และ (2) ศึกษา
ออกซิเรสเวอราทรอลในการปองกันโรคอัลไซเมอรหรือสมองเสื่อมในสัตวทดลอง 
 โครงการแรก เปนการพัฒนาวิธีวิเคราะหปริมาณสารออกซิเรสเวอราทรอลในตัวอยางพืชและ
ผลิตภัณฑท่ีเก่ียวของโดยอาศัยหลักการของอีไลซา  เริ่มจากการนําสารออกซิเรสเวอรทรอล มาเชื่อมตอกับ
โปรตีนแอลบูมินจากซีรัมของวัวดวยวิธีท่ีแตกตางกัน 3 วิธี คือใชปฏิกริยาเคมีท่ีแตกตางกัน 3 ปฏิกริยา ไดแก 
คารโบดิอิมิเดชัน  เพอรออกซิเดตออกซิเดชัน และปฏิกริยาแมนนิก ไดเปนสารคอนจูเกตจํานวน 3 ชนิดท่ี
เหมาะสมท่ีจะนําไปใชเปนอิมมูโนเจนสําหรับกระตุนการสรางแอนติบอดีในสัตวทดลอง เม่ือนําสารคอนจูเกต
ชนิดแรกซ่ึงไดจากปฏิกริยาคารโบดิอิมิเดชันไปฉีดใหสัตวทดลอง พบวามีการสรางพอลิโคลนอลแอนติบอดีท่ีมี
ความจําเพาะตอออกซิเรสเวอราทรอล เม่ือนําแอนติบอดีนี้ไปทดลองใชวิเคราะหปริมาณสารออกซิเรสเวอรา
ทรอลในแกนตนมะหาดและปวกหาด โดยวิธีอีไลซาแบบแขงขันทางออม พบวามีความแมนยําและความเท่ียง
อยูในเกณฑซ่ึงเปนท่ียอมรับ  แตมีความไวต่ํากวาวิธีวิเคราะหแบบโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง (เอชพี
แอลซี) 1,000 เทา  ตอมาไดนําสารคอนจูเกตท้ัง 3 ชนิดขางตนมาศึกษา นําสารแตละชนิดฉีดเขาหนูทดลอง
เพ่ือผลิตแอนติบอดีโดยวิธีไฮบริโดมา ไดมอโนโคลนอลแอนติบอดีหลายโคลนตามสารคอนจูเกตท่ีใช  จากการ
ตรวจคัดคุณสมบัติตางๆ พบวาเฉพาะมอนอโคลนอลแอนติบอดีอันหนึ่งท่ีไดจากสารคอนจูเกตจากปฏิกริยาแมน
นิกเทานั้นท่ีมีความเหมาะสมท่ีจะนํามาศึกษาตอ  เม่ือนําแอนติบอดีนี้มาใชพัฒนาวิธีวิเคราะหอีไลซาแบบ
แขงขันทางออมสําหรับตรวจวัดปริมาณออกซิเรสเวอราทรอลในแกนตนมะหาดและปวกหาด พบวาวิธีนี้มีความ
แมนยําและความเท่ียงอยูในเกณฑซ่ึงเปนท่ียอมรับ  มีความไวในการตรวจวัดสูงกวาวิธีเอชพีแอลซีงถึง 16 เทา  
มีความจําเพาะตอออกซิเรสเวอราทรอลคอนขางสูง  เม่ือนําไปทดสอบ ไมพบวามีปฏิกริยาจับกับสารอ่ืนท่ีมี
โครงสรางใกลเคียงกับออกซิเรสเวอราทรอลท้ังสารในกลุมเฟลโวนอยดและกลุมสติลบีน  แตพบวาสามารถจับ
กับเรสเวอราทรอลในสัดสวนรอยละ 89.92  วิธีวิเคราะหท่ีพัฒนาข้ึนนี้จึงมีขอจํากัด คือใชตรวจวิเคราะหหา
ปริมาณออกซิเรสเวอราทรอลเฉพาะในตัวอยางท่ีไมมีเรสเวอราทรอลปนอยู หรือมีเรสเวอราทรอลปนอยูใน
ปริมาณท่ีนอยมาก  อยางไรก็ตามวิธีวิเคราะหนี้อาจนํามาประยุกตใชเปนเครื่องมือในการตรวจติดตามการ
กระจายตัวของออกซิเรสเวอราทรอลในอวัยวะภายในของสัตวทดลอง 
 โครงการท่ีสองเปนการศึกษาฤทธิ์ของออกซิเรสเวอราทรอลในสัตวทดลองในการปองกันพิษของเบ
ตาอะมิลอยดซ่ึงเปนสารเพพไทดท่ีกอใหเกิดพยาธิสรีรวิทยาของโรคอัลไซเมอร  โดยใชแบบจําลองสระวงกต
มอรริส ใชหนูไอซีอารเปนสัตวทดลอง แบงออกเปน 8 กลุมๆ ละ 10 ตัว  ประกอบดวย กลุมปกติ  กลุมควบคุม  
อีก 3 กลุมถัดไปไดรับสารออกซิเรสเวอราทรอลทางปากในรูปยาแขวนตะกอนในน้ํา ขนาด 90, 180 และ 360 
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มก/กก ตอวัน  และอีก 3 กลุมสุดทายไดรับสารออกซิเรสเวอราทรอลทางปากในรูปของระบบนําสงยาท่ีเกิดไม
โครอิมัลชันเอง (เอสเอ็มอีดีดีเอส) ขนาด 90, 180 และ 360 มก/กก ตอวัน  โดยใหยา (ออกซิเรสเวอราทรอล) 
เปนเวลา 7 วัน จึงฉีดสารละลายอะมิลอยดเบตา 25-35 เขาทางโพรงสมองหนู  แลวใหยาตออีก 7 วัน หลังจาก
นั้นฝกหนูใหหาแทนวัตถุท่ีซอนอยูใตน้ําเปนเวลา 5 วัน  แลวทําการทดสอบ โดยบันทึกพฤติกรรมของหนูและ
เวลาในการคนหาแทนวัตถุ  เม่ือสิ้นสุดการทดลอง เก็บเนื้อเยื่อสวนฮิปโปแคมปสมาศึกษาปฏิกริยาออกซิเดชัน
ของไขมัน และตรวจดูการเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อ  ผลการทดลองชี้วาหนูกลุมท่ีไดรับออกซิเรสเวอราทรอลท่ี
อยูในรูปยาแขวนตะกอนในขนาด 360 มก/กก และหนูกลุมท่ีไดรับออกซิเรสเวอราทรอลท่ีอยูในสูตรตํารับเอส
เอ็มอีดีดีเอสทุกขนาดใชเวลาในการหาแทนวัตถุนอยกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (พี < 0.05 – พี < 
0.0001)  การตรวจเนื้อเยื่อฮิปโปแคมปสของสัตวทดลองพบวา กลุมท่ีไดรับออกซิเรสเวอราทรอลในสูตรตํารับ
ทุกขนาด มีปฏิกริยาออกซิเดชันของไขมันลดลง (เหลือเปนรอยละ 64 – 74) เม่ือเทียบกับกลุมควบคุมอยางมี
นัยสําคัญ (พี < 0.01 – พี < 0.05) แตกลุมท่ีไดรับออกซิเรสเวอราทรอลในรูปยาแขวนตะกอนทุกขนาด
ปฏิกริยานี้ไมลดลง  เม่ือตรวจดูลักษณะเนื้อเยื่อในฮิปโปแคมปสดวยการยอมสีสองตรวจดวยกลองจุลทัศน
พบวาออกซิเรสเวอราทรอลในรูปยาแขวนตะกอนขนาด 90 และ 180 มก/กก ไมสามารถปกปองเซลลประสาท
จากพิษของเบตาอะมิลอยดได  สวนในกลุมท่ีไดรับออกซิเรสเวอราทรอลในรูปยาแขวนตะกอนขนาด 360 มก/
กก และในสูตรตํารับทุกขนาด สามารถลดการตายของเซลลลงอยางไดอยางมีนัยสําคัญเทียบกับกลุมควบคุม (พี 
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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 
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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 
 

 
ความสําคัญและที่มาของปญหา 
 ออกซิเรสเวอราทรอล (oxyresveratrol) มีโครงสรางเปน 2,4,3′,5′-tetrahydroxystilbene 
(รูปท่ี 1.1)  เปนสารธรรมชาติท่ีพบในพืชหลายชนิดในวงศ Moraceae ตัวอยางเชน มะหาด Artocarpus 
lakoocha Roxb. (Mongolsuk, et al., 1957)  แตเดิมสาร oxyresveratrol เปนท่ีทราบแตเพียงวามีฤทธิ์
ถายพยาธิ (anthelmintic activity) ตั้งแตพ.ศ. 2540 เปนตนมาคณะผูวิจัยไดการศึกษาฤทธิ์ชีวภาพของ 
oxyresveratrol อยางตอเนื่อง  และไดพบวาสารนี้มีฤทธิ์ชีวภาพอ่ืนๆ ท่ีสามารถนํามาใชประโยชนไดหลายดาน 
เชนฤทธิ์ทําใหผิวขาว (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) ฤทธิ์ตานออกซิเดชัน (anti-oxidative activity) 
(Aftab et al., 2011) และฤทธิ์ปกปองดีเอ็นเอ (DNA protective activity) (Chatsampun et al., 2011) 
 

OH

HO

OH

OH

 
รูปท่ี 1.1 โครงสราง oxyresveratrol 

 
 คณะผูวิจัยไดเสนอแผนงานวิจัย หรอืชดุโครงการวิจัย (research program) นี้ โดยมีจุดมุงหมายท่ีจะ
สรางองคความรูใหมเพ่ือใหสามารถนําสาร oxyresveratrol ใชประโยชนในทางยาหรือเครื่องสําอางไดมากข้ึน 
แผนงานวิจัยนี้ประกอบดวยโครงการยอย 2 โครงการ ไดแก (1) การพัฒนาวิธีวิเคราะหท่ีใชเทคนิคอีไลซาใน
การตรวจวัดปริมาณสารออกซิเรสเวอราทรอล และ (2) การศึกษาฤทธิ์ของออกซิเรสเวอราทรอลในการบรรเทา
อาการเสื่อมของระบบประสาท  โครงการยอยแตละโครงการมีท่ีมาของโจทยวิจัยดังนี้ 
 
 โครงการวิจัยท่ี (1) จากผลงานวิจัยท่ีเก่ียวกับฤทธิข์อง oxyresveratrol ท่ีทําใหผิวขาว (skin 
whitening activity) ท่ีคณะผูวิจัยไดเผยแพรผลวิจัยออกสูสาธารณะ  ในเวลาตอมาไดมีผูประกอบการหลาย
รายนําสารสกัดจากแกนตนมะหาด (ซ่ึงมี oxyresveratrol เปนสารสําคัญ) ไปพัฒนาเปนผลิตภัณฑ
เครื่องสําอางจําหนายกันอยางแพรหลาย  ทําใหเกิดประเด็นคําถามเก่ียวกับวัตถุดิบ (ไดแก แกนมะหาด และ 
ปวกหาด) และผลิตภัณฑเครื่องสําอางวามีปริมาณสาร oxyresveratrol มากนอยเพียงใด  จากการสํารวจ
รายงานการวิจัยในเบื้องตน พบวามีรายงานวิธีทางเคมีสําหรับวิเคราะหปริมาณ oxyresveratrol ในตัวอยางพืช
และสารสกัดหลายวิธี เชนวิธี HPLC และ TLC (Shao et al., 2007; Huang 2008; Bertram  et al., 2010; 
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Maneechai et al., 2009)  แตยังไมมีรายงานการศึกษาการใชชีวโมเลกุลเพ่ือวิเคราะหปริมาณสาร 
oxyresveratrol  คณะผูวิจัยจึงไดเห็นวาควรศึกษาวิธีทางอิมมูโนโลยี (immunology) เพ่ือใชหาปริมาณ 
oxyresveratrol ในวัตถุดิบหรือผลิตภัณฑสมุนไพร  โดยคาดหวังวาวิธีนี้จะมีความจําเพาะและแมนยําสูง  และ
อาจนําไปดัดแปลงประยุกตใชในงานวิจัยดานอ่ืนๆ เชน ใชวิเคราะหปริมาณ oxyresveratrol ในเนื้อเยื่ออวัยวะ
ของสัตวทดลอง  แนวคิดนี้จึงไดเปนโจทยวิจัยในโครงการเรื่อง “การพัฒนาวิธีวิเคราะหท่ีใชเทคนิคอีไลซาใน
การตรวจวัดปริมาณสารออกซิเรสเวอราทรอล (Development of enzyme-linked immunosorbent 
assay for quantitative determination of oxyresveratrol)” 
 
 โครงการวิจัยท่ี (2) เปนการขยายผลการวิจัยในสวนฤทธิ์ยับยั้งไวรัสเริม (herpes simpex virus, HSV) 
ของ oxyresveratrol คณะผูวิจัยไดทําการศึกษาฤทธิ์ยับยั้งไวรัสเริมท้ังแบบท่ี 1 และแบบท่ี 2 (HSV-1 และ 
HSV-2) ท้ังในหลอดทดลอง (in vitro) (Likhitwitayawuid et al., 2005) ไปจนถึงในสัตวทดลอง (in vivo) 
จนไดสูตรผลิตภัณฑสําหรับทาผิวหนังซ่ึงติดเชื้อไวรัส HSV-1 ซ่ึงมีประสิทธิผลใกลเคียงกับยา acyclovir  
(Lipipun et al., 2011; Sasivimolphan, et al., 2013.)  ในปจจุบันไดมีขอมูลการวิจัยทางการแพทยเพ่ิมเติม
วาในผูปวยโรคเริมหลังจากท่ีแผลท่ีผิวหนังของหายแลว จะมีการฝงตัวของเชื้อ HSV-1 ท่ีสมอง ซ่ึงหลักฐาน
หลายอยางบงชี้วาการฝงตัวของเชื้อ HSV-1 นี้มีความเก่ียวของกับการกอโรคความจําเสื่อมหรืออัลไซเมอร 
(Alzheimer’s disease) (Špeljko et al., 2011)  คณะผูวิจัยจึงไดศึกษาเพ่ิมเติมพบวา oxyresveratrol มี
ฤทธิ์ตานออกซิเดชัน (antioxidative activity) และสามารถปกปองดีเอ็นเอ (DNA protective activity) จาก
พิษของอนุมูลอิสระบางอยางไดดีกวา trolox และ ascorbic acid (Aftab et al., 2011; Chatsampun et 
al., 2011)  ขอมูลดังกลาวนี้สอดคลองกับรายงานการศึกษาจากนักวิจัยกลุมอ่ืนๆ วา oxyresveratrol มีฤทธิ์
ปกปองระบบประสาท (neuroprotective activity) โดยผานกลไกการตานออกซิเดชันในหลายรูปแบบ 
(Lorenz et al., 2003; Andrabi et al., 2004)  นอกจากนี้การศึกษาในเซลลเพาะเลี้ยง rat cortical 
neurons พบวา oxyresveratrol ชวยปกปองเซลลประสาทจากพิษของ β-amyloid peptide ซ่ึงเปนสารท่ี
เปนสาเหตุของอาการของโรคความจําเสื่อมหรืออัลไซเมอร (Alzhiemer’s disease) ได (Ban et al., 2006; 
Jeon et al., 2007)  จากขอมูลขางตนคณะผูวิจัยจึงตั้งสมมติฐานวาสาร oxyresveratrol อาจมีศักยภาพท่ีจะ
นํามาใชปองกันหรือบรรเทาอาการของโรคอัลไซเมอรได ซ่ึงเปนท่ีมาของโครงการวิจัยเรื่อง “การศึกษาฤทธิ์
ของออกซิเรสเวอราทรอลในการลดอาการเส่ือมของระบบประสาทในโรคอัลไซเมอร (Study of 
oxyresveratrol for the ability to ameliorate neurodegenerative processes in Alzheimer’s 
disease)” 
 

วัตถุประสงคและขอบเขตการทําวิจัย 
 1. พัฒนาวิธีวิเคราะห oxyresveratrol แบบ ELISA เพ่ือนําไปใชวิเคราะหปริมาณ oxyresveratrol ใน

ตัวอยางวัตถุดิบสมุนไพร ผลิตภัณฑสมุนไพร 
 2. ศึกษาฤทธิ์ของ oxyresveratrol ในการลดหรือปองกันอาการเสื่อมของระบบประสาทในสัตวทดลอง 
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ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 1. ดานวิชาการ: สรางองคความรูใหม 2 เรื่อง เรื่องแรกเปนวิธีวิเคราะหสาร oxyresveratrol ใน
วัตถุดิบและ/หรือผลิตภัณฑสมุนไพร ซ่ึงอาจนําไปประยุกตใชตอในงานวิจัยดานอ่ืนๆ ไดดวย  เรื่องท่ีสองเปน
หลักฐานทางวิทยาศาสตรท่ีจะชี้ใหเห็นถึงความเปนไปได/ไมได ท่ีจะนําสาร oxyresveratrol มาใชปองกันหรือ
บรรเทาอาการโรคอัลไซเมอร 
 2. ดานนโยบาย: สนองนโยบายของรัฐบาลท่ีจะเรงพัฒนาใหประเทศไทยเปนสังคมท่ีอยูบนพ้ืนฐานของ
องคความรู  และเรงสรางนักวิทยาศาสตร และนักวิจัย ใหเพียงพอตอความตองการของประเทศ 
 3. ดานเศรษฐกิจ/พาณิชย: องคความรูใหมท่ีสรางข้ึนอาจชวยเพ่ิมคุณคาใหแกมะหาดและพืชอ่ืนๆ ท่ี
เปนแหลงธรรมชาติของ oxyresveratrol ซ่ึงอาจนําไปสูการสรางมูลคาในเชิงพาณิชยตอไป 
 4. ดานสังคมและชุมชน: องคความรูใหมท่ีเกิดข้ึน จะชวยสงเสริมใหประชาชนท่ัวไปและสังคมไดเขาใจ
และมองเห็น ประโยชน ความจําเปนและคุณคาในการศึกษาและอนุรักษพืชสมุนไพรไทย 
 

หมายเหต ุ
 รายงานการวิจัยฉบับสมบูรณนี้ ไดแบงการนําเสนอเนื้อหาออกเปน 4 บท ดังนี้ 
 บทท่ี 1 เปนบทนํา ซ่ึงกลาวถึงความเปนมา วัตถุประสงค ขอบเขต และประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับจาก
แผนงานวิจัย 
 บทท่ี 2 เปนเนื้อหาของโครงการวิจัยเรื่อง“การพัฒนาวิธีวิเคราะหท่ีใชเทคนิคอีไลซาในการตรวจวัด
ปริมาณสารออกซิเรสเวอราทรอล (Development of enzyme-linked immunosorbent assay for 
quantitative determination of oxyresveratrol)” ซ่ึงกลาวถึงรายละเอียดการดําเนินงาน การอภิปรายผล 
และสรุปผลวิจัย 
 บทท่ี 3 เปนเนื้อหาของโครงการวิจัยเรื่อง “การศึกษาฤทธิ์ของออกซิเรสเวอราทรอลในการลดอาการ
เสื่อมของระบบประสาทในโรคอัลไซเมอร (Study of oxyresveratrol for the ability to ameliorate 
neurodegenerative processes in Alzheimer’s disease)” ซ่ึงกลาวถึงรายละเอียดการดําเนินงาน การ
อภิปรายผล และสรุปผลวิจัย 
 บทท่ี 4 เปนบทสรุปของแผนการวิจัย ซ่ึงกลาวถึงผลวิจัยท้ังหมด และประโยชนท่ีไดรับ 
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บทท่ี 2 

โครงการวิจัยท่ี 1 
การพัฒนาวิธีวิเคราะหท่ีใชเทคนิคอีไลซา 

ในการตรวจวัดปริมาณสารออกซเิรสเวอราทรอล 
 
1. ความสําคัญและท่ีมาของการวิจัย 

ออกซิเรสเวอราทรอล (oxyresveratrol) จัดเปนสารเมแทบอไลตทุติยภูมิ (secondary metabolite) 
ในกลุม stilbenoids ท่ีพืชสรางข้ึนเพ่ือปองกันอันตรายจากสิ่งตางๆ ท่ีรบกวนการดํารงชีวิตของพืช ไดแก 
แมลงศัตรูพืช แบคทีเรีย รา และแสง UV เปนตน สาร oxyresveratrol พบในพืชวงศ Moraceae หลายชนิด 
โดยท่ีพบ oxyresveratrol ในปริมาณสูงไดแกแกนมะหาด (Artocarpus lakoocha Roxb.) และรากหมอน 
(Morus alba L.) จากขอมูลการศึกษาวิจัยพบวา oxyresveratrol มีฤทธิ์ทางหลายอยางเชน ฤทธิ์ยับยั้ง
เอนไซม tyrosinase และฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ (Kim et al., 2002; 2010)  ฤทธิ์ปกปองตับจากพิษของ 
ethanol (Zhang et al., 2008) ฤทธิ์ปกปองเซลลประสาท (Horn et al., 2004) ฤทธิ์ชะลอการเกิดสีน้ําตาล
คล้ํ าในแอปเปล  (Li et al., 2007) ฤทธิ์ตานไวรัส  herpes simplex virus (Lipipun et al., 2011) และ 
African swine fever virus (Alonso et al., 2011) จากขอมูลฤทธิ์ทางชีวภาพของ oxyresveratrol ดังกลาว
ทําให oxyresveratrol ไดรับความสนใจจากนักวิจัยอยางมาก ในการท่ีจะพยายามพัฒนานําไปใชประโยชนใช
ในอุตสาหกรรมผลิตภัณฑสมุนไพรเพ่ือสุขภาพและเครื่องสําอาง ปจจุบันแกนของตนมะหาดซ่ึงเปนพืชท่ีมีการ
สะสม oxyresveratrol ในปริมาณสูงเปนท่ีตองการของตลาดเปนจํานวนมาก เพ่ือนําไปใชเปนองคประกอบใน
ผลิตภัณฑเครื่องสําอาง เนื่องมาจากคุณสมบัติของ oxyresveratrol ในการออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม tyrosinase 
ดังนั้นการวิจัยและพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะหหาปริมาณสารสําคัญ oxyresveratrol ในวัตถุดิบและผลิตภัณฑ
ท่ีเก่ียวของ จึงเปนสิ่งสําคัญในการควบคุมคุณภาพของสมุนไพรใหไดมาตรฐาน วิธีการวิเคราะหดังกลาวควรมี
ความถูกตองรวดเร็ว มีความไว และความแมนยําสูง เหมาะสําหรับการนําไปตรวจวัดปริมาณ oxyresveratrol 
ในแกนมะหาดและผลิตภัณฑท่ีเก่ียวของ  จากการสํารวจรายงานการวิจัยพบวา ไดมีรายงานวิธีการวิเคราะหหา
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) 

ปจจุบันไดมีการศึกษาวิธีวิเคราะหปริมาณสารสําคัญท่ีมีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาจากพืชสมุนไพร โดยอาศัย
เทคนิคดานอิมมูโนโลยีสรางแอนตีบอดีท่ีจําเพาะตอสารนั้น เนื่องจากมีความแมนยําและจําเพาะเจาะจงสูง วิธี
เตรียมสารตัวอยางไมยุงยาก สามารถนําสารสกัดหยาบมาทําการวิเคราะหได อีกท้ังยังเปนวิธีท่ีมีความสะดวก
และรวดเร็ว จึงเหมาะกับการวิเคราะหสารในปริมาณต่ํา และมีจํานวนตัวอยางมาก ได  คณะผูวิจัยไดมี
ประสบการณในการผลิตแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอสาร mangiferin ซ่ึงเปนสารหลักท่ีออกฤทธิ์ในใบมะมวง ดวย
วิธี  enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)  (Yusakul et al., 2012) ซ่ึงมีความไวและความ
แมนยําในการตรวจสอบ นอกจากนี้ ยังไดทําการศึกษาวิจัยอยางตอเนื่องเก่ียวกับผลิตแอนติบอดีตอสารท่ีออก
ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาในพืชสมุนไพรโดยไดทําการผลิตแอนติบอดีเพ่ือนํามาใชตรวจสอบสารในตนบัวบกและ
กวาวเครือขาว (Tassanawat et al., 2012; 2013; Pongkitwitoon et al., 2010; 2011)  จากเหตุผลท่ีกลาว
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มาขางตนแลววาในขณะนี้ยังไมมีการศึกษาวิจัยการผลิตแอนตีบอดีท่ีจําเพาะตอสาร oxyresveratrol ซ่ึงเปน
สารหลักและสารออกฤทธิ์ท่ีพบในมะหาด คณะผูวิจัยจึงสนใจท่ีจะพัฒนาวิธีวิเคราะหสําหรับตรวจวัดปริมาณ
สาร oxyresveratrol ดวยยเทคนิคทางอิมมูโนโลยี โดยมุงเนนการผลิตแอนติบอดีแบบโพลีโคลนอลและโมโน
โคลนอลท่ีจําเพาะตอ oxyresveratrol เพ่ือนํามาพัฒนาวิธีวิเคราะหซ่ึใชเทคนิค ELISA สําหรับตรวจสาร 
oxyresveratrol ในพืชสมุนไพรและผลิตภัณฑ ท้ังทางเชิงปริมาณและคุณภาพ ในการ วิธีวิเคราะหดังกลาวคาด
วาจะเปนประโยชนตอผูผลิตวัตถุดิบ และผูประกอบการอุตสาหกรรมสมุนไพร นอกจากนี้แอนติบอดีท่ีผลิตไดยัง
อาจนําไปประยุกตในการวิจัยเก่ียวกับ oxyresveratrol ในดานอ่ืนๆ ไดดวย เชนตรวจสอบการสะสมสารในพืช 
การกระจายตัวของสารในอวัยวะของสัตวทดลอง และการศึกษาเภสัชจลนศาสตรของสาร 
 
2. วัตถุประสงคของโครงการวิจัย  
 2.1 ผลิตมอโนโคลนอลและโพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอสาร oxyresveratrol 
 2.2 พัฒนาวิธีวิเคราะหปริมาณสาร oxyresveratrol ในพืชสมุนไพรและผลิตภัณฑดวยวิธี ELISA โดยใช 
  มอโนโคลนอลแอนตบิอดแีละโพลีโคลนอลแอนติบอดท่ีีผลิตได 
 
3. ขอบเขตของโครงการวิจัย 

ผลิตโพลีโคลนอลและมอโนโคลนอลแอนติบอดท่ีีมีความจําเพาะกับสาร oxyresveratrol  และนําแอนติ
บอดิดังกลาวมาประยุกตใชพัฒนาวิธีวิเคราะหสาร oxyresveratrol ในพืชสมุนไพรและผลิตภัณฑดวยวิธี ELISA 
 
4. วิธีดําเนินการวิจัย 
4.1 การสังเคราะหสารท่ีใชเปนอิมมูโนเจน 
4.1.1 การสังเคราะหสารท่ีใชเปนอิมมูโนเจนโดยวิธี carbodiimidation 

นําสาร oxyresveratrol ท่ีไดทําการสังเคราะหใหมีหมูฟงกชันท่ีเหมาะสมในการเชื่อมตอกับโปรตีนท่ีมี
โมเลกุลใหญเพ่ือสรางแฮปเทน (hapten) โดยนําสาร oxyresveratrol acid ท่ีไดจากการเปลี่ยนแปลงหมู
ฟงกชันใหเกิด methyl-carboxylic acid บริเวณ phenol ring มาทําการเชื่อมตอกับโปรตีน cationized 
bovine serum albumin (cBSA) และ cationized ovalbumin (cOVA) โดยทําปฏิกิริยา 
carbodiimidation กับ EDC/NHS ไดเปน OXA-cBSA จากนั้นทําการตรวจสอบการเชื่อมตอกับโปรตีนโดยใช
วิธี MALDI mass spectrometry ข้ันตอนในการทําปฏิกิริยาเตรียมสารท่ีใชเปนอิมมูโนเจนแสดงดังรูปท่ี 2.1 
 

EDC
NHS

cBSA

NHS ester intermediate OXA-cBSA  
รูปท่ี 2.1 วิธีการสังเคราะหสารท่ีใชเปนอิมมูโนเจนโดยวิธ ีcarbodiimidation 
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4.1.2 การสังเคราะหสารท่ีใชเปนอิมมูโนเจนโดยวิธี periodate oxidation 
นําสาร mulberroside A ซ่ึงเปนสารท่ีเปน glycoside ของ oxyresveratrol มาทําฏิกิริยาดวยวิธี 

periodate oxidation จากนั้ น  ทํ าการตรวจสอบ การ เชื่ อมต อ กับ โป รตี น โดย ใช วิ ธี  MALDI mass 
spectrometry ข้ันตอนในการทําปฏิกิริยาเพ่ือเตรียมสารท่ีใชเปนอิมมูโนเจนแสดงดังรูปท่ี 2.2 
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รูปท่ี 2.2  วิธีการสังเคราะหสารท่ีใชเปนอิมมูโนเจนโดยวิธ ีperiodate oxidation 
 
4.1.3 การสังเคราะหสารท่ีใชเปนอิมมูโนเจนโดยวิธี Mannich reaction 

นําสาร oxyresveratrol มาทําการเชื่อมตอกับโปรตีน cationized bovine serum albumin (cBSA) 
และ cationized ovalbumin (cOVA) โดยทําปฏิ กิริยาดวยวิธี  Mannich reaction ได เปน  OXY-cBSA 
จากนั้นทําการตรวจสอบการเชื่อมตอกับโปรตีนโดยใชวิธี MALDI mass spectrometry ข้ันตอนในการทํา
ปฏิกิริยาเพ่ือเตรียมสารท่ีใชเปน  อิมมูโนเจนแสดงดังรูปท่ี 2.3 
 

Formaldehyde

cBSA, pH 4.7

HO

OH

OH

OH

H
NHOOC

OXY-cBSA

 
รูปท่ี 2.3 วิธีการสังเคราะหสารท่ีใชเปนอิมมูโนเจนโดยวิธ ีMannich reaction 

 
4.2 การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดี 
4.2.1 สัตวทดลอง 

กระตายเพศผูสายพันธุ  New Zealand White อายุ  3 เดือน ไดจากศูนยสัตวทดลองแหงชาติ 
มหาวิทยาลัยมหิดล จังหวัดนครปฐม การดูแลสัตวทดลองไดผานการพิจารณาของคณะกรรมการจรรยาบรรณ
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และมาตรฐานการเลี้ยงและการใชสัตวเพ่ืองานทางวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน ตามเอกสารเลขท่ี จส.
มข. 31/2557 
 
4.2.2 การกระตุนกระตายใหสรางแอนติบอดี (immunization) 

นําอิมมูโนเจน OXA-cBSA ท่ีไดจากวิธีการสังเคราะหดวยวิธี carbodiimides (วิธีท่ี 4.1.1) มาทําการฉีด
เขาท่ีบริเวณใตผิวหนัง (s.c.) กระตาย (New Zealand White) โดยทําการฉีดรวมกับ Freund’s complete 
adjuvant หลังจากการกระตุนครั้งแรก 4 สัปดาห ทําการฉีดสารกระตุนครั้งท่ี 2 เขาท่ีบริเวณกลามเนื้อสวนขา
ของกระตาย (i.m.) โดยทําการฉีดรวมกับ Freund’s incomplete adjuvant  หลังจากนั้น 1 สัปดาห นํา
ซีรัมกระตายท่ีไดรับการฉีดอิมมูโนเจนมาทําการตรวจสอบการเกิดแอนติบอดีโดยวิธี indirect ELISA และ 
indirect competitive ELISA  หลังจากทําการกระตุนครั้งท่ี 2 เปนเวลา 2 สัปดาห ทําการฉีดอิมมูโนเจนครั้ง
ท่ี  3 เขาท่ีบริเวณกลามเนื้อสวนขาของกระตาย (i.m.) โดยทําการฉีดรวมกับ Freund’s incomplete 
adjuvant  จากนั้น 1 สัปดาห นําซีรัมกระตายมาทําการตรวจสอบการเกิดแอนติบอดีโดยวิธี ELISA จากนั้น 
ทําการฉีดครั้งท่ี 4 โดยใชอิมมูโนเจนท่ีละลายใน PBS และทําการฉีดเขาเสนเลือดดํา (I.V.) ข้ันตอนการกระตุน
กระตายใหสรางแอนติบอดีแสดงดังรูปท่ี 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 ข้ันตอนการกระตุนกระตายเพ่ือผลิตโพลโีคลนอลแอนติบอดี 

4.2.3 การทําใหแอนติบอดีบริสุทธิ์ 
นําซีรัมจากเลือดกระตายท่ีสามารถสรางแอนติบอดีมาทําใหบริสุทธิ์โดยการแยก IgG โดยใชคอลัมน

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

นําซีรัมปริมาตร 1-2 ml ผานคอลัมนชนิด Protein G FF ทําการลางคอลัมนดวย 20 mM 
phosphate buffer (pH 7) เพ่ือลางสารอ่ืนๆ ออกจากคอลัมน จากนั้น ทําการชะดวยสารละลาย 100 
mM citrate buffer (pH 2.7) เพ่ือใชในการแยกแอนติบอดีออกจากคอลัมน แอนติบอดีท่ีไดจากคอลัมน
นําไปทําปฏิกิริยาการสะเทินดวย 1 M Tris-HCl buffer pH 9.0 จากนั้น นําไปทําการ dialysis ดวยน้ําท่ี

  

  

 
    

 
    

 
    

 

7 days
Blood check 
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อุณหภูมิ 4°C โปรตีนของแอนติบอดีท่ีไดนําไปทําใหแหงดวยเครื่องระเหยแหงแบบแชเยือกแข็ง (freeze 
drying) 
4.2.4 ตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอด ี

ทําการตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอดีท่ีได โดยการนําไปตรวจสอบคุณสมบัติในการจับกับสาร 
oxyresveratrol และสารอ่ืนท่ีมีสูตรโครงสรางใกลเคียงกันโดยวิธี indirect competitive ELISA จากนั้น ทํา
การคํานวณหา % cross reactivity ของแอนติบอดีท่ีผลิตไดกับสารชนิดตางๆ ดวยวิธีของ Weiler and Zenk 
(1976) 
4.2.5 พัฒนาวิธีวิเคราะหสาร oxyresveratrol โดยวิธี ELISA 

พัฒนาวิธีการวิเคราะหหาปริมาณสาร oxyresveratrol ดวยวิธี indirect competitive ELISA โดยใช
แอนติบอดีท่ีผลิตได จากนั้นทําการหาความเท่ียง ความไว และความแมนยําในการวิเคราะห และตรวจสอบหา
ปริมาณสาร oxyresveratrol ท่ีพบในมะหาดเปรียบเทียบกับวิธี HPLC  วิธีการตรวจวิเคราะหปริมาณสาร 
oxyresveratrol โดยวิธี ELISA มีข้ันตอนแสดงดังรูปท่ี 2.5 

 

อนึ่งการวิเคราะหปริมาณสาร oxyresveratrol ในตัวอยางพืชดวยวิธี HPLC ท่ีใชเปรียบเทียบ มีสภาวะ
ในการวิเคราะหดังนี้ 

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  ข้ันตอนการตรวจวิเคราะหปริมาณสาร oxyresveratrol ดวยวิธี indirect competitive ELISA 

- Incubate ท่ี 37oC 1 ชม. 
- ลางดวย T-PBS 3 ครั้ง 

- Incubate ท่ี 37oC 1 ชม. 
- ลางดวย T-PBS 3 ครั้ง 

- Incubate ท่ี 37oC 1 ชม. 
- ลางดวย T-PBS 3 ครั้ง 

- Incubate ท่ี 37oC 1 ชม. 
- ลางดวย T-PBS 3 ครั้ง 

11 



4.3 การผลิตมอโนโคลนอลแอนติบอดี 
4.3.1 สัตวทดลอง  

หนูเมาสเพศผูสายพันธุ Balb/c อายุ 6 สัปดาห ไดจากศูนยสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล 
จังหวัดนครปฐม การดูแลสัตวทดลองไดผานการพิจารณาของคณะกรรมการจรรยาบรรณและมาตรฐานการ
เลี้ยงและการใชสัตวเพ่ืองานทางวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน ตามเอกสารเลขท่ี จส.มข. 31/2557 
(ภาคผนวก) 

4.3.2 การกระตุนหนูใหสรางสารแอนติบอดี 
ทําการฉีดสารอิมมูโนเจน OXA-cBSA เขาท่ีบริเวณหนาทองหนู (mouse, Balb/c strain) ทุกๆ 2 

สัปดาห โดยทําการฉีดรวมกับ Freund’s complete adjuvant จากนั้น ทําการฉีดอิมมูโนเจนครั้งท่ี 2 และ 3 
โดยทําการฉีดรวมกับ Freund’s incomplete adjuvant สวนครั้งท่ี 4 จะทําการฉีดกระตุนโดยไมไดฉีด
รวมกับ adjuvant จากนั้น นําซีรัมหนูท่ีไดรับการฉีดอิมมูโนเจนมาทําการตรวจสอบการผลิตแอนติบอดีท่ีไดโดย
วิธี ELISA ข้ันตอนการกระตุนหนูใหสรางแอนติบอดีแสดงดังรูปท่ี 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 ข้ันตอนการกระตุนหนูเพ่ือผลิตมอโนโคลนอลแอนติบอดี 

 

4.3.3 การหลอมรวมเซลลและคัดเลือกเซลลไฮบริโดมา (hybridoma) 
นําเซลลมามจากหนูมาหลอมรวมกับเซลลไมอีโลมา (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) และทําการเลี้ยงเซลลท่ี 37°C/5% CO2 incubator โดยใช HAT medium จากนั้น ทําการเลี้ยง
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ไปเปนระยะเวลา 10 วัน แลวนําสวน supernatant ของอาหารท่ีทําการเพาะเลี้ยงมาตรวจสอบการผลิต
แอนติบอดีโดยวิธี indirect ELISA เม่ือไดเซลลท่ีผลิตแอนติบอดีแลวทําการแยกเซลลท่ีไดใหเปนเซลลเดี่ยวๆ 
โดยใชวิธี clone by limiting dilution ภายใน 2-3 อาทิตย จะไดโคโลนีเด่ียวๆ ท่ีสามารถผลิตแอนติบอดีมาก
พอท่ีจะทําการตรวจสอบไดโดยวิธี ELISA อีกครั้ง โคลนท่ีใหผลบวกตอการตรวจสอบ จะถูกนํามาเลี้ยงเพ่ือเพ่ิม
ปริมาณ 
4.3.4 การทําใหแอนติบอดีบริสุทธิ์ 

เม่ือทําการเพาะเลี้ยงไฮบริโดมาในอาหารเพาะเลี้ยงจนไดปริมาณแอนติบอดีปริมาณมาก จากนั้น นํามา
ทําใหบริสุทธิ์โดยใชคอลัมน protein G FF  เพ่ือแยกแอนติบอดีออกมาโดยอาศัยหลักการในการจับกับ Fc ของ
แอนติบอดีและแยกสารออกมาโดยใชสารบัฟเฟอร (buffer) ท่ีมี pH ต่ํา ตามวิธีการและข้ันตอนในขอ 3.2.3 
4.3.5 ตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอด ี

ทําการตรวจสอบคุณสมบัติของมอโนโคลนอลแอนติบอดี โดยการนําไปตรวจสอบคุณสมบัติในการจับกับ
สาร oxyresveratrol และสารอ่ืนท่ีมีสูตรโครงสรางใกลเคียงกันโดยวิธี indirect competitive ELISA จากนั้น  
ทําการคํานวณหา % cross reactivity ของแอนติบอดีท่ีผลิตไดกับสารชนิดตางๆ ดวยวิธีของ Weiler and 
Zenk (1976) 
4.3.6 พัฒนาวิธีวิเคราะหสาร oxyresveratrol โดยวิธี ELISA 

พัฒนาวิธีการวิเคราะหหาปริมาณสาร oxyresveratrol ดวยวิธี indirect competitive ELISA โดยใช
แอนติบอดีท่ีผลิตได ตามข้ันตอนและวิธีการในขอท่ี 4.2.5 ทําการหาความเท่ียง และความไวในการวิเคราะห 
และตรวจสอบหาปริมาณสาร oxyresveratrol ท่ีพบในมะหาดเปรียบเทียบกับวิธี HPLC 

4.4 การเตรียมตัวอยางพืชเพ่ือตรวจวิเคราะหหาปริมาณสาร oxyresveratrol 
ตัวอยางพืชนําไปอบท่ีอุณหภูมิ 50 °C เปนเวลา 2 วัน ทําการบดใหเปนผงละเอียด จากนั้น ทําการชั่ง

ตัวอยาง 50 mg แลวนําไปสกัดดวย methanol 500 µl และนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 3,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 5 นาที เก็บสวนใส จากนั้น ทําการสกัดซํ้า 4 ครั้ง เก็บสวนใสท้ังหมดรวมกันแลวนําไประเหยจน
แหง แลวปรับปริมาตรดวย methanol 1 ml จากนั้นทําการนําไปตรวจวิเคราะหปริมาณ oxyreveratrol  
ดวยวิธี ELISA ท่ีพัฒนาข้ึนเปรียบเทียบกับวิธี HPLC 

 
5. ผลการวิจัย 
5.1 การสังเคราะหสารท่ีใชเปนอิมมูโนเจน 
5.1.1 การสังเคราะหสารท่ีใชเปนอิมมูโนเจนโดยวิธี carbodiimidation 

oxyresveratrol acid ท่ีเชื่อมตอกับโปรตีน cBSA (OXA-cBSA) จากการเตรียมโดยวิธี 
carbodiimidation โดยใช EDC/NSH ไดนํามาทําการตรวจสอบ hapten number โดย MALDI-TOF-MS 
(BrukerDaltonics, Breman, Germany) รูปท่ี 2.7 แสดงน้ําหนักโมเลกุลของอิมมูโนเจนท่ีสังเคราะหได พบวา 
OXA-cBSA มีน้ําหนักโมเลกุล 72633.42 ในขณะท่ีโปรตีน cBSA มีน้ําหนักโมเลกุล 70319.62 เม่ือทําการ
คํานวณหาจํานวน hapten number โดยน้ําหนักโมเลกุลของ oxyresveratrol acid มีคา 287 พบวา อิมมูโน
เจนท่ีสังเคราะหไดมีจํานวน hapten number เปน 8 จะเห็นไดวา คาท่ีไดอยูในชวงท่ีเหมาะสม (hapten 
number 5-25) ดังนั้น อิมมูโนเจนท่ีสังเคราะหไดจึงสามารถนํามาใชในการกระตุนสัตวทดลองใหสราง
แอนติบอดี 
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รูปท่ี 2.7 MALDI-TOF mass spectrum ของ cBSA (A) และ OXY-cBSA (B)  

5.1.2 การสังเคราะหสารท่ีใชเปนอิมมูโนเจนโดยวิธี periodate oxidation 
mulberroside A ท่ีเชื่อมตอกับโปรตีน BSA (MuA-BSA) ดวยวิธี periodate oxidation ไดนํามาทํา

การตรวจสอบ hapten number โดย MALDI-TOF-MS รูปท่ี 2.8 แสดงน้ําหนักโมเลกุลของอิมมูโนเจนท่ี
สังเคราะหไดพบวา MuA-BSA มีน้ําหนักโมเลกุล 73309.88 ในขณะท่ีโปรตีน BSA มีน้ําหนักโมเลกุลเปน 
66382 เม่ือทําการคํานวณหาจํานวน hapten number โดยน้ําหนักโมเลกุลของ mulberroside A มีคา 508 
พบวา อิมมูโนเจนท่ีสังเคราะหไดมีจํานวน hapten number เปน 13  ดังนั้น แอนติเจนท่ีสังเคราะหไดจึง
สามารถนํามาใชในการกระตุนสัตวทดลองใหสรางแอนติบอดี 
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รูปท่ี 2.8  MALDI-TOF mass spectrum ของ MuA-BSA 
 
5.1.3 การสังเคราะหสารท่ีใชเปนอิมมูโนเจนโดยวิธี Mannich reaction 

oxyresveratrol ท่ีเชื่อมตอกับโปรตีน cBSA (OXY-cBSA) จากการเตรียมโดยวิธี Mannich reaction 
ไดนํามาทําการตรวจสอบ hapten number โดย MALDI-TOF-MS จากการศึกษาโดยใชอัตราสวนระหวาง
สาร oxyresveratrol และโปรตีน cBSA ท่ีแตกตางกัน ไดแก 1:2, 1:5, 1:10, 1:20 และ1:50 พบวา จํานวน 
hapten number ท่ีไดมีความแตกตางกัน คิดเปน 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 

อัตราสวนระหวางแอนติเจนและโปรตีนในการเชื่อมตอโดยวิธี Mannich reaction จากรูปท่ี 2.14  
แสดงใหเห็นวา อัตราสวน 1:2 ถึง 1:10 ใหจํานวน hapten number อยูในชวงท่ีใกลเคียงกันคือ 62-65 
ในขณะท่ีอัตราสวนของโปรตีนท่ีเพ่ิมข้ึนเปน 1:20 และ 1:50 จะมีผลใหจํานวน hapten number ลดลงเปน 
36 และ 20 ตามลําดับ  
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รูปท่ี 2.14 อัตราสวนระหวางแอนติเจนและโปรตีนในการสังเคราะหสารโดยวิธี Mannich reaction 

 
5.2 การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดี 

จากการกระตุนกระตาย (New Zealand White) ดวยอิมมูโนเจนจากวิธี carbodiimides (OXA-cBSA) 
จํานวน 4 ครั้ง และนําซีรัมท่ีไดจากเลือดกระตายมาทําการตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอดีดวยวิธี indirect 
ELISA และตรวจสอบคุณสมบัติในการจับกับ oxyresveratrol ดวยวิธี indirect competitive ELISA ผลการ
ทดลองแสดงดังรูปท่ี 2.15 จากผลการทดลองจะเห็นไดวา กระตายสามารถสรางแอนติบอดีและมีการจดจําสาร 

70554.63 
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oxyresveratrol ได ดังนั้น จึงทําการกระตุนกระตายในครั้งท่ี 4 และทําการเก็บเลือดกระตายในปริมาณท่ีมาก
ข้ึน ทําการแยกซีรัมและนําซีรัมท่ีไดไปทําการแยกแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยใชคอลัมน Protein G FF 

            
รูปท่ี 2.15 ไทเทอร (titer) ของแอนติบอดีท่ีไดจากซีรัมกระตายและความจําเพาะ 

   ในการจับกับสาร oxyresveratrol 
 
5.2.1 คุณสมบัติของโพลีโคลนอลแอนติบอดี 

เม่ือนําแอนติบอดีท่ีผลิตไดมาทําการตรวจสอบคุณสมบัติในการจับกับแอนติเจนโดยวิธี indirect ELISA 
พบวา แอนติบอดีท่ีความเขมขน 13.10 µg/ml เหมาะสมในการจับกับแอนติเจนโดยใหคาการดูดกลืนแสง 
(absorbance) ประมาณ 1.0 แสดงดังรูปท่ี 2.16 ดังนั้น ความเขมขนของแอนติบอดีดังกลาวจึงนํามาใชในการ
พัฒนาวิธีวิเคราะหโดย indirect competitive ELISA 

 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

1 10 100

A
bs

or
ba

nc
e a

t 4
05

 n
m

Concentration of OXY-PAb (µg/ml)  
รูปท่ี 2.16 การเกิดปฏิกิริยาระหวางความเขมขนของโพลีโคลนอลแอนติบอดีกับ oxyresveratrol 

ดวยวิธี indirect ELISA 

เม่ือทําการตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอดีในการจับกับสาร oxyresveratrol และสารอ่ืนท่ีมีสูตร
โครงสรางใกลเคียงเพ่ือหาปฏิกิริยาขาม (cross reactivity) คาท่ีไดแสดงดังตารางท่ี 2.1 ผลการศึกษาพบวา 
แอนติบอดีท่ีผลิตไดมีความจําเพาะกับสาร oxyresveratrol สูง โดยแอนติบอดีไมสามารถจับกับสารอ่ืนท่ีมีสูตร
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โครงสรางใกลเคียงกันได รวมท้ัง resveratrol และ mulberroside A ซ่ึงเปนสารในกลุม stilbenoids และ
สารอ่ืนๆ หลายชนิดในกลุม flavonoids 

 
 

ตารางท่ี 2.1 cross reactivity ของโพลีโคลนอลแอนติบอดีในการจับกับสารชนิดตางๆ  

สาร กลุมสาร  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 การพัฒนาวิธีวิเคราะหสาร oxyresveratrol โดยใชโพลีโคลนอลแอนติบอดี 
จากการพัฒนาวิธีวิเคราะหสาร oxyresveratrol ดวยวิธี indirect competitive ELISA โดยใชโพลี

โคลนอลแอนติบอดีพบวา ชวงของการตรวจวิเคราะหสาร oxyresveratrol อยูระหวาง 1.12-2.12 mg/ml 
โดยกราฟมาตรฐานของ oxyresveratrol แสดงดังรูปท่ี 2.17 
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รูปท่ี 2.17 กราฟมาตรฐานของสาร oxyresveratrol ดวยวิธี indirect competitive ELISA 

   โดยใชโพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีจําเพาะกับ oxyresveratrol 
จากการตรวจสอบความเท่ียง (precision) ของวิธีวิเคราะหโดยการหาคาความเท่ียงภายในเพลท (intra-

plate) และระหวางเพลท (inter-plate) พบวา สวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) มีคาไมเกิน 10% ใน
ทุกความเขมขนของสารมาตรฐาน แสดงดังตารางท่ี 2.2 แสดงใหเห็นวา วิธีการท่ีพัฒนาข้ึนมีความเท่ียงในการ
วิเคราะห 

 

ตารางท่ี 2.2 คาความเท่ียงภายในเพลท (intra-plate) และระหวางเพลท (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 
 

จากการตรวจสอบความแมนยํา (accuracy) ของวิธีวิเคราะหโดยการเติมสารมาตรฐานลงในตัวอยาง 

(spike sample) ท่ี 3 ระดับ และหา % recovery พบวา % recovery ของ oxyresveratrol อยูในชวง 98-

102.10% (ตารางท่ี 2.3) ซ่ึงอยูในเกณฑการยอมรับ แสดงใหเห็นวา วิธีวิเคราะหท่ีพัฒนาข้ึนมีความแมนยํา 

สามารถนํามาใชเพ่ือหาปริมาณสาร oxyresveratrol ในตัวอยางได 
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ตารางท่ี 2.3 คา 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 ในพืชสมุนไพรดวยวิธี indirect competitive ELISA  

 และ HPLC 

การวิเคราะหปริมาณสาร oxyresveratrol โดยวิธี indirect competitive ELISA ท่ีพัฒนาข้ึนไดนํามา

ประยุกตใชเพ่ือหาปริมาณสารดังกลาวในมะหาดและปวกหาด เปรียบเทียบกับวิธี HPLC แสดงดังตารางท่ี 2.4 

เม่ือพิจารณาชวงการวิเคราะหสารดวยวิธี ELISA พบวา มีชวงการวิเคราะหเปน 1.12-2.21 mg/ml ซ่ึงมีคาท่ีสูง

กวาวิธี HPLC ถึง 1,000 เทา แสดงใหเห็นวา คาความไว (sensitivity) ในการวิเคราะหดวยวีธี ELISA ต่ํากวาวิธี

มาตรฐาน HPLC ดังนั้น กรณีท่ีตัวอยางพืชท่ีทําการตรวจวิเคราะหมีปริมาณสารต่ํา วิธี ELISA จะไมสามารถ

ตรวจสอบได จากตารางท่ี 2.4 จะเห็นไดวา สามารถตรวจวิเคราะหหาปริมาณสารไดจากตัวอยางของปวกหาด

หรือแกนมะหาดเทานั้น ปริมาณสารจากสวนใบ เปลือก และก่ิง ไมสามารถตรวจสอบไดดวยวิธี ELISA ปริมาณ

สาร oxyresveratrol ท่ีพบในปวกหาดและแกนมะหาดดวยวิธี ELISA คิดเปน 683.52 และ 212.14 mg/g 

น้ําหนักแหง ตามลําดับ เม่ือนําคาท่ีตรวจสอบไดจากท้ังสองวิธีมาหาคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (%correlation 

coefficient) พบวา วิธีการท้ังสองมีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ 0.9878  
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ตารางท่ี 2.4 ปริมาณ oxyresveratrol ในมะหาดและปวกหาด ดวยวิธี polyclonal antibody-based ELISA 
และ HPLC 

ตัวอยาง 
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 

  แกน  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 ผลของอิมมูโนเจนจากการสังเคราะหดวยวิธีตางๆ ตอการผลิตแอนติบอดี 
5.3.1.1 อิมมูโนเจนจากวิธ ีcarbodiimidation 

จากการฉีดอิมมูโนเจนชนิด OXA-cBSA ท่ีไดจากปฏิกิริยา carbodiimidation เพ่ือกระตุนหนูสายพันธุ 
BALB/c ใหผลิตแอนติบอดีจํานวน 4 ครั้ง นําซีรัม (serum) ท่ีไดจากเลือดหนูมาทําการตรวจสอบแอนติบอดีท่ี
ผลิตไดดวยวิธี indirect ELISA และตรวจสอบคุณสมบัติในการจับกับ oxyresveratrol ดวยวิธี indirect 
competitive ELISA ผลการทดลองแสดงดังรูปท่ี 2.18 
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รูปท่ี 2.18 ไทเทอรของแอนติบอดีท่ีไดจากซีรัมหนู  BALB/c และความจําเพาะในการจับกับ 

สาร oxyresveratrol จากอิมมูโนเจน OXA-cBSA 
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5.3.1.2 อิมมูโนเจนจากวิธ ีperiodate oxidation 
จากการฉีดอิมมูโนเจนชนิด MuA-BSA ท่ีไดจากปฏิกิริยา periodate oxidation เพ่ือกระตุนหนูสาย

พันธุ BALB/c ใหผลิตแอนติบอดีจํานวน 4 ครั้ง นําซีรัมท่ีไดจากเลือดหนูมาทําการตรวจสอบแอนติบอดีท่ีผลิต
ไดด วยวิธี  indirect ELISA และตรวจสอบคุณ สมบั ติ ในการจับ กับ  oxyresveratrol ดวยวิธี  indirect 
competitive ELISA ผลการทดลองแสดงดังรูปท่ี 2.19 
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รูปท่ี 2.19 ไทเทอรของแอนติบอดีท่ีไดจากซีรัมหนู  BALB/c และความจําเพาะในการจับกับ 

 สาร oxyresveratrol จากอิมมูโนเจน MuA-BSA 
 
5.3.1.3 อิมมูโนเจนจากวิธ ีMannich reaction 

จากการฉีดอิมมูโนเจนชนิด OXY-cBSA ท่ีไดจากปฏิกิริยา Mannich reaction เพ่ือกระตุนหนูสายพันธุ 
BALB/c ใหผลิตแอนติบอดีจํานวน 4 ครั้ง นําซีรัมท่ีไดจากเลือดหนูมาทําการตรวจสอบแอนติบอดีท่ีผลิตไดดวย
วิธี indirect ELISA และตรวจสอบคุณสมบัติในการจับกับ oxyresveratrol ดวยวิธี indirect competitive 
ELISA ผลการทดลองแสดงดังรูปท่ี 2.20  

ผลการศึกษาแสดงใหเห็นวา แอนติบอดีจากหนูท่ีไดรับสาร  OXY-cBSA ในอัตราสวน 1:50 ซ่ึงมีจํานวน 
hapten number ต่ําสุดคือ 20 มีความสามารถในการสรางแอนติบอดีท่ีมีความไวสูงสุดเทียบกับอิมมูโนเจนใน
อัตราสวนอ่ืนๆ แสดงใหเห็นวา OXY-cBSA ในอัตราสวน 1:50 มีความเหมาะสมในการนําไปผลิตมอโนโคลนอล
แอนติบอดี 
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รูปท่ี 2.20 ไทเทอรของแอนติบอดีท่ีไดจากซีรัมหนู  BALB/c และความจําเพาะในการจับกับ 
  สาร oxyresveratrol จากอิมมูโนเจน OXY-cBSA ท่ีอัตราสวนตางๆ 

 

ผลการศึกษาแสดงใหเห็นวา อิมมูโนเจนท่ีไดจากปฏิกิริยา Mannich reaction สามารถทําใหเกิดการจับ
กับ epitope เพ่ือใหได antibody ท่ีมีการจดจําตําแหนงท่ีจําเพาะกับโครงสรางของ oxyresveratrol ไดดี 
(high binding affinity) อยางไรก็ตาม การท่ีจํานวน hapten number สูงเกินไปจะสงผลใหการละลาย
ของอิมมูโนเจนต่ําและทําใหผลิตแอนติบอดีไดในปริมาณต่ํา แสดงดังในตารางท่ี 2.5 

 
ตารางท่ี 2.5 ผลของอิมมูโนเจนชนิดตางๆ ตอการผลิตแอนติบอดีในซีรัมหนู 

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 มอโนโคลนอลแอนตบิอดีจากอิมมูโนเจนชนิดตางๆ  
จากผลการศึกษาจะเห็นไดวา หนูท่ีไดรับอิมมูโนเจนชนิดตางๆ สามารถสรางแอนติบอดีและมีการจดจํา

สาร oxyresveratrol ได (ตารางท่ี 2.5) ดังนั้นจึงไดนําเซลลจากมามของหนูท่ีสรางแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอสาร 
oxyresveratrol ท่ีเกิดจากแอนติเจนท้ังสามวิธีมาทําการหลอมรวมกับเซลลไมอีโลมาดวยวิธี PEG และทําการ
เลี้ยงเซลลท่ี 37°C/5% CO2 incubator โดยใช HAT medium เปนอาหารเลี้ยงเซลล จากนั้น ทําการแยกให
ไดโคลนเดี่ยวดวยวิธี clone by limit dilution 

 
5.3.2.1 อิมมูโนเจนจากวิธี carbodiimidation 

ภายหลังจากการตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอดีดวยวิธี indirect competitive ELISA และทําการ
คัดเลือกโคลนเดี่ยวดวยวิธี clone by limit dilution จํานวน 2 ครั้ง พบวา ไฮบริโดมาจํานวน 3 โคลน 
สามารถผลิตแอนติบอดีท่ีจําเพาะกับ oxyresveratrol ได โคลน A1 มีความสามารถในการจับกับแอนติเจนไดดี
ท่ีสุด ดังนั้น จึงนําโคลนดังกลาวมาทําการเพ่ิมปริมาณในอาหารเพาะเลี้ยง อยางไรก็ตาม ระหวางท่ีทําการผลิต
เพ่ือเพ่ิมปริมาณแอนติบอดีพบวา ความสามารถในการผลิตมอโนโคลนอลแอนติบอดีลดลงตอเนื่องและเม่ือทํา
การผลิตท่ีระดับการเพาะเลี้ยง 500 ml (1 เดือน ภายหลังเพาะเลี้ยง) เซลลดังกลาวไมสามารถผลิตแอนติบอดี
ได ดังแสดงในตารางท่ี 2.6 ดังนั้น มอโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดจากวิธีการนี้จึงไมสามารถดําเนินการตอเพ่ือ
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 

ภายหลังจากการตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอดีดวยวิธี indirect competitive ELISA และทําการ
คัดเลือกโคลนเดี่ยวดวยวิธี clone by limit dilution พบวา ไฮบริโดมาจํานวน 1 โคลน สามารถผลิต
แอนติบอดีท่ีจําเพาะกับ oxyresveratrol ได คือ โคลน B8 ดังนั้น โคลนดังกลาวจึงถูกเลือกเพ่ือนํามาทําการ
เพ่ิมปริมาณและทําใหบริสุทธิ์โดยใช คอลัมนโปรตีน G FF 
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จากการตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอดีโดยวิธี indirect ELISA พบวา แอนติบอดีท่ีความเขมขน 
12.50 µg/ml เหมาะสมในการจับกับแอนติเจนโดยใหคาการดูดกลืนแสงประมาณ 1.0 แสดงดังรูปท่ี 2.21 
ดังนั้น ความเขมขนของแอนติบอดีดังกลาวจึงนํามาใชในการพัฒนาวิธีวิเคราะหโดย indirect competitive 
ELISA 
 

0.00
0.20
0.40
0.60
0.80
1.00
1.20
1.40
1.60
1.80
2.00
2.20
2.40

0.10 1.00 10.00 100.00
Concentration of OXY-MAb (µg/ml)

A
bs

or
ba

nc
e 

40
5 

nM

 
รูปท่ี 2.21 การเกิดปฏิกิริยาระหวางความเขมขนของมอโนโคลนอลแอนติบอดีกับ oxyresveratrol 

ดวยวิธี indirect ELISA โดยใชแอนติบอดีโคลน B8 
 

เม่ือทําการพัฒนาวิธีการตรวจสอบหาปริมาณสาร oxyresveratrol ดวยวิธี indirect competitive (รูป
ท่ี 23) พบวา มอโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดไมมีคุณสมบัติในการจดจําสาร oxyresveratrol ท่ีเติมลงไปเพ่ือให
เกิดการแยงจับ มีการจดจําเฉพาะสารท่ีอยูในรูปแบบของการเชื่อมตอกับโปรตีนเทานั้น ทําใหไมสามารถนําไป
ประยุกตใชเพ่ือใหปริมาณสารได 
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รูปท่ี 2.22 กราฟมาตรฐานของสาร oxyresveratrol ดวยวิธี indirect competitive ELISA  

    โดยใชมอโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน B8 
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5.3.2.3 อิมมูโนเจนจากวิธี Mannich reaction 
ภายหลังจากการตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอดีดวยวิธี indirect competitive ELISA และทําการ

คัดเลือกโคลนเดี่ยวดวยวิธี clone by limit dilution พบวา ไฮบริโดมาจํานวน 1 โคลน สามารถผลิต
แอนติบอดีท่ีจําเพาะกับ oxyresveratrol ได คือ โคลน E4 ดังนั้น โคลนดังกลาวจึงถูกเลือกเพ่ือนํามาทําการ
เพ่ิมปริมาณและทําใหบริสุทธิ์โดยใช คอลัมนโปรตีน G FF 

คุณสมบัติของมอโนโคลนอลแอนติบอดโีคลน E4 
จากการตรวจสอบคุณสมบัติของมอโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน E4 โดยใชชุดตรวจสอบชนิดของ

แอนติบอดี (IsoStrip mouse monoclonal antibody isotyping kit, Roche Applied Science, IN, USA) 
พบวา มอโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดจัดเปนกลุมยอย IgM และมี light chain เปน kappa (κ) แสดงดังรูป
ท่ี 2.23 

 

                                      
รูปท่ี 2.23 ผลการตรวจสอบชนิดของมอโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน E4 

 
เม่ือทําการยืนยันผลการทดสอบคุณสมบัติของมอโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธีเจลอิเลคโทรโพรีซีส 

(Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS page) พบวา แอนติบอดีท่ีไดมี 
heavy chain ขนาดประมาณ 70 KDa และ light chain ขนาดประมาณ 23 KDa แสดงใหเห็นวา แอนติบอดี
มีขนาดเทากับ heavy chain และ light chain ของ IgM รูปท่ี 2.24 แสดงขนาดของมอโนโคลนอลแอนติบอดี
โคลน E4 
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MAb

Heavy chain 70 KDa

Light chain 23 KDa

 
รูปท่ี 2.24 ขนาดของมอโนโคลนอลแอนติบอดีจากการตรวจสอบโดยใช SDS page 
 

จากการตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอดีโดยวิธี indirect ELISA พบวา แอนติบอดีท่ีความเขมขน 5 
µg/ml เหมาะสมในการจับกับแอนติเจนโดยใหคาการดูดกลืนแสงประมาณ 1.0 แสดงดังรูปท่ี 2.25 ดังนั้น
ความเขมขนของแอนติบอดีดังกลาวจึงนํามาใชในการพัฒนาวิธีวิเคราะหโดย indirect competitive ELISA 
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รูปท่ี 2.25 การเกิดปฏิกิริยาระหวางความเขมขนของมอโนโคลนอลแอนติบอดีกับ oxyresveratrol ดวยวิธี 
indirect ELISA โดยใชแอนติบอดีโคลน E4 

 
เม่ือทําการตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอดีในการจับกับสาร oxyresveratrol และสารอ่ืนท่ีมีสูตร

โครงสรางใกลเคียงเพ่ือหาปฏิกิริยาขาม คาท่ีไดแสดงดังตารางท่ี 2.7 ผลการศึกษาพบวา แอนติบอดีท่ีผลิตได
สามารถจับกับสาร resveratrol ซ่ึงมีสูตรโครงสรางใกลเคียงกันได โดยมีปฏิ กิริยาขาม 89.92% แตไม
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เกิดปฏิกิริยาขามกับสารอ่ืนในกลุม stilbenes ไดแก mulberroside A, moscatilin, gigantol และสารอ่ืนใน
กลุม flavonoids  

ตารางท่ี 2.7  cross reactivity ของมอโนโคลนอลแอนติบอดีในการจับกับสารชนิดตางๆ  

สาร กลุมสาร  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 

 
จากการพัฒนาวิธีวิเคราะหสาร oxyresveratrol ดวยวิธี indirect competitive ELISA โดยใชมอโน

โคลนอลแอนติบอดีพบวา ชวงของการตรวจวิเคราะหสาร oxyresveratrol อยูระหวาง 63-500 ng/ml โดย
กราฟมาตรฐานของ oxyresveratrol แสดงดังรูปท่ี 2.26 
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รูปท่ี 2.26 กราฟมาตรฐานของสาร oxyresveratrol ดวยวิธี indirect competitive ELISA  
    โดยใชมอโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน E4 จากการกระตุนดวย OXY-cBSA (1:50) 
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การตรวจสอบความเท่ียง (precision) ของวิธีวิเคราะหทําโดยการหาคาความเท่ียงภายในเพลท (intra-
plate) และระหวางเพลท (inter-plate) พบวา สวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) มีคาไมเกิน 10% ใน
ทุกความเขมขนของสารมาตรฐาน แสดงดังตารางท่ี 2.8 แสดงใหเห็นวา วิธีการท่ีพัฒนาข้ึนมีความเท่ียงในการ
วิเคราะห 
 
ตารางท่ี 2.8 คาความเท่ียงภายในเพลท (intra-plate) และระหวางเพลท (inter-plate) ของวิธีวิเคราะห 

 indirect competitive ELISA โดยใชมอโนโคลนอลแอนติบอดี 

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 
 
การตรวจสอบความแมนยําของวิธีวิเคราะหทําโดยการเติมสารมาตรฐานลงในตัวอยางท่ี 3 ระดับ และ

หา % recovery พบวา % recovery ของ oxyresveratrol อยูในชวง 95.93-103.55% (ตารางท่ี 2.9) ซ่ึงอยู

ในเกณฑการยอมรับ แสดงใหเห็นวา วิธีวิเคราะหท่ีพัฒนาข้ึนมีความแมนยํา สามารถนํามาใชเพ่ือหาปริมาณ

สาร oxyresveratrol ในตัวอยางพืชได 
 

ตารางท่ี 2.9 คา recovery ของวิธีวิเคราะห indirect competitive ELISA (n=3) โดยใชมอโนโคลนอล

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 

 

การวิเคราะหปริมาณสาร oxyresveratrol โดยวิธี indirect ELISA ท่ีพัฒนาข้ึนไดนํามาประยุกตใชเพ่ือ

หาปริมาณสารดังกลาวในแกนมะหาดและปวกหาด เปรียบเทียบกับวิธี HPLC แสดงในตารางท่ี 2.10 เม่ือ

พิจารณาชวงการวิเคราะหสารดวยวิธี ELISA พบวา มีชวงการวิเคราะหเปน 63-500 ng/ml จากตารางท่ี 2.10 

จะเห็นไดวา สามารถตรวจวิเคราะหหาปริมาณสารไดจากตัวอยางของปวกหาดหรือแกนมะหาด เม่ือนําคาท่ี
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ตรวจสอบไดจากท้ังสองวิธีมาหาคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (% correlation coefficient) พบวา วิธีการท้ังสอง

มีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ 0.975  
 
ตารางท่ี 2.10 ปริมาณ oxyresveratrol ในมะหาดและปวกหาด ดวยวิธี monoclonal antibody-based 

ELISA และ HPLC  

ตัวอยาง 
Oxyresveratrol content (mg/g dry wt.) 

HPLC ELISA 

มะหาด   

  แกน 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 การสังเคราะหสารท่ีใชเปนอิมมูโนเจน 

เนื่องจากสาร oxyresveratrol มีคุณสมบัติเปน hapten และเม่ือทําการเชื่อมตอกับโปรตีนเพ่ือให
ไดอิมมูโนเจนท่ีมีโมเลกุลใหญจะสามารถกระตุนใหสัตวทดลองเกิดการตอบสนองโดยการผลิตแอนติบอดีได 
การเตรียมอิมมูโนเจนเพ่ือใชฉีดในสัตวทดลองเปนปจจัยหนึ่งท่ีสงผลตอคุณสมบัติของแอนติบอดี เม่ือพิจารณา
จากโครงสรางของสาร oxyresveratrol สามารถทําการสังเคราะหอิมมูโนเจนไดหลายวิธี จากการศึกษาครั้งนี้ 
ได ทําการเตรียมอิมมูโนเจนท้ังหมด 3 วิธี  คือ (1) carbodiimides (2) periodate oxidation และ (3) 
Mannich reaction 

อิมมูโนเจนท่ีไดจากการเตรียมโดยวิธี carbodiimides โดยใช EDC/NSH มีจํานวน hapten number 
เปน 8 ในขณะท่ีอิมมูโนเจนจากการเตรียมดวยวิธี periodate oxidation มีจํานวน hapten number เปน 13 
จะเห็นไดวา คาท่ีไดอยูในชวงท่ีเหมาะสม (hapten number 5-25) ดังนั้น จึงสามารถนํามาใชกระตุน
สัตวทดลองใหสรางแอนติบอดีได 

อิมมูโนเจนท่ีไดจากการเตรียมดวยวิธี Mannich reaction จะใชอัตราสวนระหวางสาร oxyresveratrol 
กับ cBSA ท่ีแตกตางกัน ไดแก 1:2, 1:5, 1:10, 1:20 และ 1:50 พบวา จํานวน hapten number ท่ีไดมีความ
แตกตางกัน คิดเปน 63, 65, 62, 36 และ 20 ตามลําดับ จะเห็นไดวา อัตราสวนระหวางสาร oxyresveratrol 
กับ cBSA 1:50 ซ่ึงไดคา hapten number เปน 20 นาจะมีความเหมาะสมในการนํามาใชกระตุนสัตวทดลอง
มากกวาอัตราสวนอ่ืนๆ ซ่ึงมีจํานวนสูงเกินไปอาจสงผลตอการละลายของอิมมูโนเจน นอกจากนี้ จํานวน 
hapten number อาจสงผลตอคุณสมบัติของแอนติบอดี ตลอดจนความสามารถในการกระตุนสัตวทดลองให
เกิดการสรางแอนติบอดี  
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6.2 โพลีโคลนอลแอนติบอดี 
จากการศึกษาโดยการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีดวยการกระตุนกระตายดวยอิมมูโนเจนจากวิธี 

carbodiimidation พบวา กระตายสามารถสรางแอนติบอดีและมีการจดจําสาร oxyresveratrol ได เม่ือทํา
การตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอดีโดยการหาปฏิกิริยาขามพบวา แอนติบอดีมีความจําเพาะกับ 
oxyresveratrol สูง โดยแอนติบอดีไมสามารถจับกับสารอ่ืนท่ีมีสูตรโครงสรางใกลเคียงกันได  รวมท้ัง 
resveratrol และ mulberroside A ซ่ึงเปนสารในกลุม stilbenoids และสารอ่ืนในกลุม flavonoids เม่ือนํา
แอนติบอดีท่ีผลิตไดไดมาทําการตรวจสอบคุณสมบัติในการจับกับแอนติเจนโดยวิธี indirect ELISA พบวา 
แอนติบอดีท่ีความเขมขน 13.10 µg/ml เหมาะสมในการจับกับแอนติเจนโดยใหคาการดูดกลืนแสงประมาณ 
1.0 ดังนั้น  ความเขมขนของแอนติบอดีดั งกลาวจึงนํามาใช ในการพัฒนาวิธีวิ เคราะห โดย indirect 
competitive ELISA 

จากการพัฒนาวิธีวิเคราะหสาร oxyresveratrol ดวยวิธี indirect competitive ELISA พบวา ชวงของ
การตรวจวิเคราะหสาร oxyresveratrol อยูระหวาง 1.12-2.12 mg/ml และเม่ือทําการตรวจสอบความเท่ียง
ของวิธีวิเคราะห พบวา สวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธมีคาไมเกิน 10% ในทุกความเขมขนของสารมาตรฐาน 
และมีความแมนยําในการวิเคราะห อยูในชวง 98-102.10% ซ่ึงอยูในเกณฑการยอมรับ แสดงใหเห็นวา วิธี
วิเคราะหท่ีพัฒนาข้ึนมีความเท่ียงและความเแมนยําในการวิเคราะห สามารถนํามาใชเพ่ือหาปริมาณสาร 
oxyresveratrol ในตัวอยางได 

อยางไรก็ตาม การวิเคราะหปริมาณสาร oxyresveratrol โดยวิธี indirect competitive ELISA ท่ี
พัฒนาข้ึนไดนํามาประยุกตใชเพ่ือหาปริมาณสารดังกลาวในมะหาดและปวกหาด เปรียบเทียบกับวิธี HPLC เม่ือ
พิจารณาชวงการวิเคราะหสารดวยวิธี ELISA พบวา มีคาท่ีสูงกวาวิธี HPLC ถึง 1,000 เทา แสดงใหเห็นวา คา
ความไว (sensitivity) ในการวิเคราะหดวยวีธี ELISA ต่ํากวาวิธีมาตรฐาน HPLC ดังนั้น กรณีท่ีตัวอยางพืชท่ีทํา
การตรวจวิเคราะหมีปริมาณสารต่ํา วิธี ELISA จะไมสามารถตรวจสอบได จะเห็นไดวา สามารถตรวจวิเคราะห
หาปริมาณสารไดจากตัวอยางของปวกหาดหรือแกนมะหาดเทานั้น ปริมาณสารจากสวนใบ เปลือก และก่ิง ไม
สามารถตรวจสอบไดดวยวิธี ELISA ปริมาณสาร oxyresveratrol ท่ีพบในในปวกหาดและแกนมะหาดดวยวิธี 
ELISA คิดเปน 683.52 และ 212.14 mg/g น้ําหนักแหง ตามลําดับ  

แมวาวิธีการวิเคราะหโดย ELISA โดยใชโพลีโคลนอลแอนติบอดีจะสามารถตรวจสอบหาปริมาณ 
oxyresveratrol ในปวกหาดและแกนมะหาดได แตยังมีความไวต่ําในการตรวจวิเคราะห ท้ังนี้อาจเนื่องมาจาก
ลักษณะของแอนติบอดีท่ีเปนโพลีโคลนอลแอนติบอดีหรือลักษณะของอิมมูโนเจนท่ีสังเคราะหไดจากปฏิกิริยา 
carbodiimidation เพ่ือใหได OXA-cBSA มีตําแหนงของโครงสรางท่ีเชื่อมตอกับโปรตีนท่ีไมเหมาะสมในการ
กระตุนสัตวทดลองใหผลิตแอนติบอดีท่ีสามารถจับเกิดการจับกันระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดีไดดี (low 
binding affinity)  อยางไรก็ตาม อิมมูโนเจนท่ีไดจากปฏิ กิริยานี้ มีความจําเพาะเจาะจงสูงในการผลิต
แอนติบอดี ดังนั้น การเปลี่ยนรูปแบบการผลิตแอนติบอดีเปนมอโนโคลนอลหรือการเปลี่ยนรูปแบบการทํา
ปฏิกิริยาเพ่ือสังเคราะหอิมมูโนเจนจึงถูกนํามาใชเพ่ือพัฒนาคุณสมบัติของแอนติบอดีท่ีไดใหมีความไวเพ่ิมข้ึน
และมีความจําเพาะเจาะจงในการจับกับแอนติเจน 
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6.3 มอโนโคลนอลแอนติบอดี 
6.3.1 ผลของอิมมูโนเจนจากการสังเคราะหดวยวิธีตางๆ ตอการผลิตแอนติบอดี 

การฉีดอิมมูโนเจนท่ีไดจากปฏิ กิริยา carbodiimidation, periodate oxidation และ Mannich 
reaction สามารถกระตุนหนูใหผลิตแอนติบอดี จากนั้นทําการตรวจสอบแอนติบอดีในซีรัมหนูมดวยวิธี 
indirect ELISA และตรวจสอบคุณสมบัติ ในการจับกับ oxyresveratrol ดวยวิธี indirect competitive 
ELISA ผลการศึกษาแสดงใหเห็นวา แอนติบอดีจากหนูท่ีไดรับอิมมูโนเจนจากปฏิกิริยา carbodiimides จะมี
ความสามารถในการผลิตแอนติบอดีไดสูงแตมีความไวต่ํา ในขณะท่ีแอนติบอดีจากปฏิกิริยา periodate 
oxidation มีความสามารถในการผลิตแอนติบอดีและความไวปานกลาง สวนแอนติบอดีจากปฏิกิริยา 
Mannich reaction ในอัตราสวน 1:50 ซ่ึงมีจํานวน hapten number ต่ําสุดคือ 20 มีความสามารถในการ
สรางแอนติบอดีท่ีมีความไวสูงสุดเทียบกับอิมมูโนเจนในอัตราสวนอ่ืนๆ แสดงใหเห็นวา อัตราสวน 1:50 มีความ
เหมาะสมในการนําไปผลิตมอโนโคลนอลแอนติบอดี 

โดยท่ัวไปความสามารถในการกระตุนสัตวทดลองใหผลิตแอนติบอดีท่ีจําเพาะกับแอนติเจนเกิดไดจาก
หลายปจจัยรวมถึงตําแหนงของโครงสรางสารท่ีจับกับโปรตีนท่ีมาเชื่อมตอ ความยาวของหมูฟงกชันท่ีมา
เชื่อมตอกับโครงสรางสารภายหลังจากการสังเคราะห จํานวน hapten number ท่ีเกิดข้ึนภายหลังจากการ
เชื่อมตอกับโปรตีน และปฏิกิริยาท่ีใชในการเชื่อมตอระหวางสารและโปรตีน (Gosling, 2000) จากผล
การศึกษาแสดงใหเห็นวา อิมมูโนเจนท่ีไดจากปฏิกิริยา Mannich reaction ซ่ึงหมู amine ของโปรตีน cBSA 
สามารถทําใหเกิดการเชื่อมตอท่ีสเถียรกับไฮโดรเจนอะตอม (hydrogen atom) สวน phenol ring ของ
โครงสราง oxyresveratrol สามารถทําใหเกิดการจับกับ epitope เพ่ือใหได antibody ท่ีมีการจดจําตําแหนง
ท่ีจําเพาะกับโครงสรางของ oxyresveratrol ไดดี (high binding affinity) อยางไรก็ตาม การท่ีจํานวน 
hapten number สูงเกินไปจะสงผลใหการละลายของอิมมูโนเจนต่ําและทําใหผลิตแอนติบอดีไดในปริมาณต่ํา 
(ตารางท่ี 2.5) 

สูตรโครงสรางของสารท่ีใชในการสังเคราะหอิมมูโนเจนนับเปนอีกปจจัยหนึ่งท่ีมีผลตอการผลิต
แอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะและความไวสูง จากการศึกษาจะเห็นไดวา OXY-cBSA จากปฏิกิริยา Mannich 
reaction ซ่ึงไมมีการเปลี่ยนแปลงโครงสรางเดิมของสาร oxyresveratol สามารถผลิตแอนติบอดีท่ีมีความไว
ในการจับกับแอนติเจนไดเพ่ิมข้ึน เม่ือเปรียบเทียบกับปฏิกิริยา carbodiimidation ซ่ึงมีการเปลี่ยนแปลงหมู
ฟงกชันของโครงสราง oxyresveratrol ใหอยูในรูปของ methyl-carboxylic acid กอนทําการเชื่อมตอกับ
โปรตีน หรือปฏิกิริยา periodate oxidation ซ่ึงใช mulberroside A ท่ีมีหมูน้ําตาล 2 โมเลกุล เปนโครงสราง
ท่ีใชเชื่อมตอกับโปรตีน  

จากการศึกษากอนหนานี้ท่ีใชสารซ่ึงมีหมู carboxylic acid ในโมเลกุลในการเชื่อมตอกับโปรตีนดวยวิธี 
carbodiimidation สามารถผลิตแอนติบอดีท่ีมีจําเพาะสูงกับสารเปาหมาย (Limsuwanchote et al., 2014; 
Kohno et al., 2014) ดังนั้น OXA-cBSA จากการเชื่อมตอดวยวิธี carbodiimidation จึงถูกนํามาใชในการ
สังเคราะหอิมมูโนเจนในโครงการนี้ ซ่ึงจะเห็นไดวา สัตวทดลองสามารถผลิตแอนติบอดีไดสูงแตแอนติบอดีท่ี
ผลิตไดมีความสามารถในจับกับแอนติเจนต่ํา ทําใหวิธีวิเคราะหดวย ELISA ท่ีพัฒนาข้ึนมีความไวต่ํา ดังแสดงใน
ผลการศึกษาของการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีและผลจากการกระตุนหนูในรูปท่ี 2.18 อยางไรก็ตาม ดวย
คุณสมบัติของอิมมูโนเจนท่ีสังเคราะหไดจากวิธีนี้สามารถละลายน้ําไดดี จึงสงผลใหสามารถกระตุนให
สัตวทดลองเกิดการตอบสนองตอระบบภูมิคุมกันและผลิตแอนติบอดีไดสูง (high titer) 
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6.3.2 มอโนโคลนอลแอนตบิอดีจากอิมมูโนเจนชนิดตางๆ 
6.3.2.1 อิมมูโนเจนจากวิธี carbodiimidation 

ภายหลังจากการตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอดีดวยวิธี indirect competitive ELISA และทําการ
คัดเลือกโคลนเดี่ ยวดวยวิธี  clone by limit dilution จํานวน 2 ครั้ ง พบวา ไฮบริโดมาโคลน A1 มี
ความสามารถในการจับกับแอนติเจนไดดีท่ีสุด อยางไรก็ตามระหวางท่ีทําการผลิตเพ่ือเพ่ิมปริมาณแอนติบอดี
พบวา ความสามารถในการผลิตมอโนโคลนอลแอนติบอดีลดลงตอเนื่อง ดังนั้น มอโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได
จากวิธีการนี้จึงไมสามารถดําเนินการตอเพ่ือตรวจสอบคุณสมบัติได 

สาเหตุท่ีความสามารถในการผลิตแอนติบอดีท่ีลดลงของโคลน A1 ยังไมทราบแนชัด  ในเบื้องตน
สันนิษฐานวาในเวลาท่ีเซลลของไฮบริโดมาท่ีไดยังไมไดเกิดเปนโคลนเดี่ยว อาจมีเซลลไฮบริโดมาอ่ืนท่ีไม
สามารถผลิตแอนติบอดีไดแตสามารถเติบโตไดอยางรวดเร็วปะปนมา สงผลใหยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล
ไฮบริโดมาท่ีตองการและความสามารถในการผลิตแอนติบอดีลดลงในท่ีสุด  
6.3.2.2 อิมมูโนเจนจากวิธ ีperiodate oxidation 

ภายหลังจากการตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอดีพบวา ไฮบริโดมาโคลน B8 สามารถผลิตแอนติบอดี
ท่ีจําเพาะกับ oxyresveratrol ได โดยพบวา แอนติบอดีท่ีความเขมขน 12.50 µg/ml เหมาะสมในการจับกับ
แอนติเจนโดยใหคาการดูดกลืนแสงประมาณ 1.0 ดังนั้น ความเขมขนของแอนติบอดีดังกลาวจึงนํามาใชในการ
พัฒนาวิธีวิเคราะหโดย indirect competitive ELISA อยางไรก็ตาม เม่ือทําการพัฒนาวิธีการตรวจสอบหา
ปริมาณสาร oxyresveratrol ดวยวิธี indirect competitive พบวา มอโนโคลนอลแอนติบอดี ท่ีไดไม มี
คุณสมบัติในการจดจําสาร oxyresveratrol ท่ีเติมลงไปเพ่ือใหเกิดการแยงจับ มีการจดจําเฉพาะสารท่ีอยูใน
รูปแบบของการเชื่อมตอกับโปรตีนเทานั้น ทําใหไมสามารถนําไปประยุกตใชเพ่ือใหปริมาณสารได  
6.3.2.3 อิมมูโนเจนจากวิธี Mannich reaction 

ภายหลังจากการตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอดีพบวา ไฮบริโดมาโคลน E4 สามารถผลิตแอนติบอดี
ท่ีจําเพาะกับ oxyresveratrol ได เม่ือทําการตรวจสอบคุณสมบัติของมอโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน E4 พบวา 
มอโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดจัดเปนกลุมยอย IgM และมี light chain เปน kappa (κ)  

เม่ือทําการตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอดีโดยการหาปฏิกิริยาขามพบวา แอนติบอดีท่ีผลิตได
สามารถจับกับสาร resveratrol ซ่ึงมีสูตรโครงสรางใกลเคียงกันได โดยมีปฏิ กิริยาขาม 89.92% แตไม
เกิดปฏิกิริยาขามกับสารอ่ืนในกลุม stilbenes ไดแก mulberroside A, moscatilin, gigantol และสารอ่ืนใน
กลุม flavonoids เม่ือนําแอนติบอดีท่ีผลิตไดไดมาทําการตรวจสอบคุณสมบัติในการจับกับแอนติเจนโดยวิธ ี
indirect ELISA พบวา แอนติบอดีท่ีความเขมขน 5 µg/ml เหมาะสมในการจับกับแอนติเจนโดยใหคาการ
ดูดกลืนแสงประมาณ 1.0 ดังนั้น ความเขมขนของแอนติบอดีดังกลาวจึงนํามาใชในการพัฒนาวิธีวิเคราะหโดย 
indirect competitive ELISA อยางไรก็ตาม พืชมะหาดโดยเฉพาะอยางยิ่งปวกหาดและแกนมะหาด มี
องคประกอบหลักเปนสาร oxyresveratrol ดังนั้น แอนติบอดีดังกลาวสามารถนําไปประยุกตใชในการ
ตรวจสอบในมะหาดได จากการพัฒนาวิธีวิเคราะหสาร oxyresveratrol ดวยวิธี indirect competitive 
ELISA โดยใชมอโนโคลนอลแอนติบอดีพบวา ชวงของการตรวจวิเคราะหสาร oxyresveratrol อยูระหวาง 63-
500 ng/ml 

วิธีวิเคราะหท่ีพัฒนาข้ึนมีคาความเท่ียงภายในเพลท (intra-plate) และระหวางเพลท (inter-plate) โดย
มีคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) ไมเกิน 10% ในทุกความเขมขนของสารมาตรฐาน และมีความ
แมนยําในการวิเคราะห อยูในชวง 95.93-103.55% ซ่ึงอยูในเกณฑการยอมรับ แสดงใหเห็นวา วิธีวิเคราะหท่ี
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พัฒนาข้ึนโดยใชมอโนโคลนอลแอนติบอดีมีความเท่ียงและความเแมนยําในการวิเคราะห สามารถนํามาใชเพ่ือ
หาปริมาณสาร oxyresveratrol ในตัวอยางได  เม่ือนําวิธีวิเคราะหดวย indirect ELISA มาประยุกตใชหา
ปริมาณสารในแกนมะหาดและปวกหาด เปรียบเทียบกับวิธี HPLC พบวา วิธีดังกลาวสามารถตรวจวิเคราะหหา
ปริมาณสารจากตัวอยางของปวกหาดหรือแกนมะหาดได 

จากผลการศึกษาจะเห็นไดวา การตรวจวิเคราะหปริมาณสาร oxyresveratrol ดวยวิธี ELISA โดยใชมอ
โนโคลนอลแอนติบอดีมีชวงการวิเคราะหเปน 63-500 ng/ml ซ่ึงมีความไวในการตรวจวิเคราะหสูงกวาวิธี 
ELISA ท่ีใชโพลีโคลนอลแอนติบอดี (ชวงการตรวจวิเคราะหอยูระหวาง 1.12-2.12 mg/ml) ประมาณ 16,000 
เทา  และมีความไวสูงกวาวิธี  HPLC ประมาณ 16 เทา แสดงให เห็นวา มอโนโคลนอลแอนติบอดี มี
ความสามารถในการจดจําโครงสรางของ oxyresveratrol ไดดี (high affinity) อยางไรก็ตาม เนื่องจาก
คุณสมบัติของมอโนโคลนอลท่ีไดเปนชนิด IgM ซ่ึงมีโมเลกุลขนาดใหญและสามารถจับกับแอนติเจนไดหลาย
บริเวณ (multiple binding sites) เม่ือเทียบกับ IgG การนําไปใชเพ่ือตรวจวิเคราะหดวยวิธี competitive 
ELISA แมวาจะมีความไวในการตรวจวิเคราะหสูงแตการท่ีแอนติบอดีมีลักษณะดังกลาวอาจเกิดการตกตะกอน
ภายหลังจากการจับกันของแอนติบอดีและแอนติเจนได ซ่ึงเปนขอจํากัดท่ีทําใหการนําไปใชของแอนติบอดีท่ี
เปน IgM มีนอยกวาการใชแอนติบอดีท่ีเปน IgG (Dooper et al., 2007) การใชปริมาณแอนติบอดีและ
แอนติเจนท่ีเหมาะสมในการตรวจวิเคราะหหาปริมาณเปนสิ่งจําเปนตองคํานึงถึง กรณีท่ีสารตัวอยางมีคุณสมบัติ
เปน matrix อาจเกิดการตกตะกอนในระหวางการตรวจวิเคราะหได ดังนั้นสารละลายของสารตัวอยางท่ี
ตองการตรวจวิเคราะห ตองทําใหอยูในชวงความเขมขนท่ีเหมาะสมในการวิเคราะหดวยวิธี ELISA จึงจะ
สามารถลดการเกิดปญหาดังกลาวได 

นอกจากนี้ มอโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดยังมีความจําเพาะไมสูงนัก สามารถจับกับสาร resveratrol ซ่ึง
มีโครงสรางใกลเคียงกับ oxyresveratrol ได ทําใหมีขอจํากัดในการตรวจวิเคราะห สามารถนํามาใชหาปริมาณ
สาร oxyresveratrol จากแกนมะหาดและปวกหาดไดดี เนื่องจากพืชและผลิตภัณฑดังกลาวมี resveratrol ใน
ปริมาณนอยมาก  ในกรณีท่ีพืชบางชนิดท่ีมีสาร resveratrol เปนองคประกอบรวมในปริมาณมาก อาจใชมอโน
โคลนอลแอนติบอดีนี้ในการตรวจวิเคราะหไดปริมาณ oxyresveratrol และ resveratrol รวมกันในรูปของ
ปริมาณของผสมท่ีมีคาเทียบเทากับปริมาณสารเดี่ยว oxyresveratrol 
 
7. สรุปผลการวิจัย 

oxyresveratrol จัดเปนสารประกอบหลักในแกนมะหาดและปวกหาด มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม tyrosinase 
ตานอนุมูลอิสระ ปกปองเซลลประสาท และฤทธิ์ตาน herpes simplex virus ทําใหมีศักยภาพในการนําไปใช
เปนผลิตภัณฑเพ่ือสุขภาพจากธรรมชาติรวมท้ังการนําไปพัฒนาเพ่ือประยุกตใชในอุตสาหกรรมเครื่องสําอาง 
ดังนั้น วิธีการวิเคราะหปริมาณสาร oxyresveratrol ท่ีรวดเร็ว มีความไวสูงและแมนยํา จึงมีความจําเปนในการ
ใชตรวจสอบสารออกฤทธิ์ในแกนมะหาดและผลิตภัณฑท่ีไดจากพืชชนิดนี้เพ่ือใชเปนมาตรฐานและตรวจสอบ
คุณภาพของพืชสมุนไพร คณะผูวิจัยจึงไดมีแนวคิดท่ีจะพัฒนาวิธีการทางอิมมูโนโลยีโดยใชแอนติบอดีท้ัง
รูปแบบโพลีโคลนอลและมอโนโคลนอลมาประยุกตใชในการวิเคราะหปริมาณ oxyresveratrol 

การเตรียมอิมมูโนเจนเพ่ือใชฉีดในสัตวทดลองเปนปจจัยหนึ่งท่ีสงผลตอคุณสมบัติของแอนติบอดี ผล
การศึกษาพบวา อิมมูโนเจนจากการเตรียมโดยวิธี carbodiimidation และวิธี periodate oxidation มี
จํานวน hapten number เปน 8 และ 13 ตามลําดับ ซ่ึงอยูในชวงท่ีเหมาะสมในการนําไปกระตุนสัตวทดลอง 
สําหรับอิมมูโนเจนท่ีไดจากการเตรียมดวยวิธี Mannich reaction ดวยอัตราสวนระหวางสาร oxyresveratrol 
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และโปรตีน cBSA ท่ีแตกตางกัน พบวา อัตราสวนระหวางสาร oxyresveratrol กับ cBSA 1:50 ไดคา hapten 
number เปน 20 ซ่ึงมีความเหมาะสมในการนํามาใชกระตุนสัตวทดลองมากกวาอัตราสวนอ่ืน  

ในการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีโดยใชอิมมูโนเจนจากวิธี carbodiimidation พบวา แอนติบอดีท่ีไดมี
ความจําเพาะกับสาร oxyresveratrol สูง โดยแอนติบอดีนี้ไมสามารถจับกับสารอ่ืนท่ีมีสูตรโครงสรางใกลเคียง
เชน resveratrol และ mulberroside A ซ่ึงเปนสารในกลุม stilbenoids และสารอ่ืนในกลุม flavonoids 
เม่ือนําแอนติบอดีท่ีไดมาทําการพัฒนาวิธีวิเคราะหสาร oxyresveratrol ดวยวิธี indirect competitive ELISA 
พบวา ชวงของการตรวจวิเคราะหสาร oxyresveratrol อยูระหวาง 1.12-2.12 mg/ml และเม่ือทําการ
ตรวจสอบความเท่ียงของวิธีวิเคราะห พบวา สวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธมีคาไมเกิน 10% ในทุกความ
เขมขนของสารมาตรฐาน และมีความแมนยําในการวิเคราะห อยูในชวง 98-102.10% การวิเคราะหปริมาณ
สาร oxyresveratrol โดยวิธี indirect competitive ELISA ไดนํามาประยุกตใชเพ่ือหาปริมาณสารดังกลาวใน
มะหาดและปวกหาด พบวา วิเคราะหดวยวีธี ELISA มีคาความไวในการวิเคราะหต่ํากวาวิธี HPLC ปริมาณสาร 
oxyresveratrol ท่ีพบในปวกหาดและแกนมะหาดดวยวิธี ELISA คิดเปน 683.52 และ 212.14 mg/g น้ําหนัก
แหง ตามลําดับ การวิเคราะหโดยวิธี indirect competitive ELISA โดยใชโพลีโคลนอลแอนติบอดีจะมี
ขอจํากัด คือ มีความไวในการตรวจวิเคราะหต่ํา แตมีความจําเพาะเจาะจงสูงกับสาร oxyresveratrol  

การผลิตมอโนโคลนอลแอนติบอดีดวยการฉีดอิมมูโนเจนท่ีไดจากปฏิกิริยา carbodiimidation, 
periodate oxidation และ Mannich reaction พบวา แอนติบอดีจากซีรัมหนูท่ีไดรับอิมมูโนเจนจากปฏิกิริยา 
carbodiimidation มีความสามารถในการผลิตแอนติบอดีสูงแตแอนติบอดีท่ีไดมีความไวต่ําในการจดจําสาร 
oxyresveratrol ในขณะท่ีแอนติบอดีจากปฏิ กิริยา periodate oxidation มีความสามารถในการผลิต
แอนติบอดีและความไวปานกลาง สวนแอนติบอดีจากปฏิกิริยา Mannich reaction ในอัตราสวน 1:50 มี
ความสามารถในการสรางแอนติบอดีท่ีมีความไวสูงสุดเทียบกับอิมมูโนเจนชนิดอ่ืน แสดงใหเห็นวา อัตราสวน 
1:50 มีความเหมาะสมในการนําไปผลิตมอโนโคลนอลแอนติบอดี 

ในการผลิตมอโนโคลนอลแอนติบอดีโดยใชอิมมูโนเจนจากปฏิกิริยา Mannich reaction ในอัตราสวน 
1:50 พบวา ไฮบริโดมาโคลน E4 สามารถผลิตแอนติบอดีท่ีจําเพาะกับ oxyresveratrol ได เม่ือทําการ
ตรวจสอบคุณสมบัติของมอโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน E4 พบวา มอโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดจัดเปน
กลุมยอย IgM และมี light chain เปน kappa (κ) เม่ือทําการพัฒนาวิธีวิเคราะหดวยวิธี indirect ELISA โดย
ใชหลักการ antigen-antibody binding precipitation assay พบวา มอโนโคลนอลแอนติบอดีมีคุณสมบัติใน
การจับกับสาร resveratrol ซ่ึงมีโครงสรางใกลเคียงกับ oxyresveratrol คิดเปน 89.92% แอนติบอดีดังกลาว
สามารถนําไปประยุกตใชในการตรวจสอบในมะหาดได จากการพัฒนาวิธีวิเคราะหสาร oxyresveratrol ดวย
วิธี indirect ELISA โดยใชมอโนโคลนอลแอนติบอดีพบวา ชวงของการตรวจวิเคราะหสาร oxyresveratrol อยู
ระหวาง 63-500 ng/ml วิธีวิเคราะหท่ีพัฒนาข้ึนมีคาความเท่ียงภายในเพลท (intra-plate) และระหวางเพลท 
(inter-plate) โดยมีคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) ไมเกิน 10% ในทุกความเขมขนของสาร
มาตรฐานและมีความแมนยําในการวิเคราะห อยูในชวง 95.93-103.55% 

ผลการศึกษาพบวา การตรวจวิเคราะหปริมาณสาร oxyresveratrol ดวยวิธ ี ELISA โดยใชมอโน
โคลนอลแอนติบอดีมีชวงการวิเคราะหซ่ึงมีความไวในการตรวจวิเคราะหสูงกวาวิธี ELISA โดยใชโพลีโคลนอล
แอนติบอดี และสูงกวาวิธี HPLC  แสดงใหเห็นวา มอโนโคลนอลแอนติบอดี มีความสามารถจดจําตําแหนงท่ี
จําเพาะกับโครงสรางของ oxyresveratrol ไดดี อยางไรก็ตาม มอโนโคลนอลแอนติบอดีดังกลาวสามารถจดจํา
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สาร resveratrol ซ่ึงมีโครงสรางใกลเคียงกับ oxyresveratrol ดวย ทําใหมีขอจํากัดในการตรวจวิเคราะหได
เฉพาะตัวอยางท่ีมีสาร oxyresveratrol เปนสารหลัก และมีสาร resveratrol ในปริมาณท่ีนอยมาก เชน แกน
มะหาดและปวกหาด  นอกจากนี้ยังอาจนําไปประยุกตใชเปนเครื่องมือในการตรวจวัดสาร oxyresveratrol ใน
อวัยวะภายในของสัตวทดลองไดอีกดวย 
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บทท่ี 3 

โครงการวิจัยท่ี 2 
การศึกษาออกซิเรสเวอราทรอลในการลดอาการเสื่อมของ 

ระบบประสาทในโรคอลัไซเมอร 
 
1. ความสําคัญและท่ีมาของการวิจัย 

ปจจุบันสังคมไทยไดกาวเขาสูสังคมผูสูงวัยไดมีการคาดการณวาในอีกประมาณ 15 ป จํานวนผูสูงวัยจะ
เพ่ิมข้ึนเปน 23 % ของจํานวนประชากรวัยทํางาน  ซ่ึงจะเปนสัดสวนท่ีสูงกวาคาเฉลี่ยของประเทศอ่ืนๆ ในทวีป
เอเชียยกเวนจีนและญ่ีปุน  ในอนาคตอันใกลนี้ การจัดบริการดานสาธารณสุขใหแกผูสูงวัยซ่ึงไดแกการดูแล
สุขภาพ การปองกันและรักษาโรคของคนชราจะเปนโจทยท่ีทาทายสําหรับประเทศไทย  รัฐจึงมีความจําเปน
อยางยิ่งท่ีจะตองเขามากํากับดูแลและพัฒนาการสาธารณสุขสําหรับผูสูงวัยใหมีประสิทธิภาพและครอบคลุม
คนชราทุกกลุม  เพ่ือตอบสนองความตองการของสังคมท่ีเปลี่ยนไป  ภายใตกรอบงบประมาณและทรัพยากร
ของประเทศท่ีมีอยางจํากัด 

ในผูสูงวัย หรือผูท่ีมีอายุตั้งแตอายุ 65 ปข้ึนไปนั้น  ปญหาสุขภาพหรืออาการปวยท่ีพบบอยไดแก ความ
ผิดปกติของระบบโลหิต และความเสื่อมของระบบประสาท  ในกรณีความผิดปกติของระบบประสาทนั้น มัก
เกิดจากการท่ีสมองสูญเสียความสามารถในการควบคุมสั่งการอวัยวะอ่ืนๆ  โดยมีสาเหตุมาจากการท่ีเซลลสมอง
ถูกทําลาย หรือถูกขัดขวางการทํางาน  หรือขาดสารสื่อประสาทในเนื้อเยื่อสมอง  ตัวอยางของโรคผูสูงวัยท่ีเกิด
จากความผิดปกติของระบบประสาทในสมอง เชน โรคความจําเสื่อมหรืออัลไซเมอร (Alzhiemer’s disease)  
และโรคพารกินสัน (Parkinson’s disease)  สาเหตุท่ีทําใหผูสูงวัยปวยเปนโรคเหลานี้ยังไมทราบแนชัด  
อยางไรก็ตามหากเราสามารถปองกันไมใหผูสูงวัยมีอาการผิดปกติเหลานี้ได  ก็จะทําใหผูสูงวัยมีสุขภาพแข็งแรง  
มีคุณภาพชีวิตท่ีดี  ไมเปนภาระแกครอบครัวและคนใกลชิด  ซ่ึงจะสงผลดีตอสังคมโดยรวม  นอกจากนี้เม่ือ
พิจารณาในแงเศรษฐศาสตร  การปองกันโรคมีคาใชจายนอยกวาการรักษาโรค  ทําใหรัฐสามารถประหยัด
งบประมาณรายจายในปญหาสาธารณสุขสวนนี้ได  ประเทศไทยอุดมไปดวยทรัพยากรธรรมชาติ มีพืชสมุนไพร
มากมาย  หากเราสามารถนําพืชสมุนไพรมาพัฒนาใชเปนผลิตภัณฑเสริมอาหารหรือยาชวยปองกันการเสื่อม
ของสมอง  ก็จะเปนการพัฒนาคุณคาความหลากหลายทางชีวภาพ  เพ่ิมมูลคาของพืชสมุนไพร 

ออกซิเรสเวอราทรอล (oxyresveratrol หรือ 2,4,3′,5′-tetrahydroxystilbene) เปนสารธรรมชาติท่ี
พบในพืชหลายชนิดในวงศ Moraceae เชน มะหาด Artocarpus lakoocha Roxb ในระยะเวลาประมาณ 10 
ปท่ีผานมาไดมีรายงานวิจัยเบื้องตนหลายเรื่องเก่ียวกับฤทธิ์ของ oxyresveratrol ในการปกปองเซลลประสาท 
(neuroprotective activity) (Lorenz et al., 2003; Andrabi et al., 2004) ไดมีรายงานการศึกษาในเซลล
เพาะเลี้ยง rat cortical neurons พบวา oxyresveratrol ชวยปกปองเซลลประสาทจากพิษของ β-amyloid 
peptide ซ่ึงเปนสารท่ีเก่ียวของกับการเกิดโรคความจําเสื่อมหรืออัลไซเมอร (Alzhiemer’s disease)(Ban et 
al., 2006; Jeon et al., 2007) คณะผูเสนอโครงการวิจัยไดศึกษาศักยภาพของ oxyresveratrol ในการเปน
สารตานชรา (anti-aging agent) และพบวา oxyresveratrol มีฤทธิ์ตานออกซิเดชัน สามารถปกปองดีเอ็นเอ
จากอันตรายของอนุมูลอิสระไดดีกวา trolox และ ascorbic acid (Aftab et al., 2011; Chatsampun et 
al., 2011) จากขอมูลขางตนคณะผูวิจัยจึงตั้งสมมติฐานวาสาร oxyresveratrol นาจะมีศักยภาพท่ีจะนํามา
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พัฒนาเพ่ือใชปองกันหรือบรรเทาอาการเสื่อมของระบบประสาทเชนท่ีพบในโรคอัลไซเมอร (Alzhiemer’s 
disease) ได อยางไรก็ตามการนํา oxyresveratrol โดยลําพังมาใชปองกันหรือบรรเทาอาการเสื่อมของระบบ
ประสาทมีอุปสรรคหลายประการ ท่ีสําคัญไดแก การท่ี oxyresveratrol ถูกทําลายหรือกําจัดอยางรวดเร็วโดย
กระบวนการเมตาบอลิสมในรางกาย  (Mei et al., 2012) และการท่ี  oxyresveratrol เป นสาร ซ่ึ งมี
ความสามารถซึมผาน blood-brain-barrier ในสมองปกติไดในปริมาณท่ีนอย (Breuer et al., 2005) ดังนั้น
คณะผูวิจัยจึงมีความประสงคท่ีจะศึกษาการพัฒนาสูตรตํารับท่ีชวยให oxyresveratrol มีความทนตอ
กระบวนการเมตาบอลิสมในรางกายไดมากข้ึน และชวยให oxyresveratrol ซึมผานผนังหลอดเลือดเขาสู
เนื้อเยื่อสมองในสภาวะปกติในปริมาณท่ีมากพอท่ีจะออกฤทธิ์ชีวภาพตอเซลลในสมองได 

ในปจจุบันการพัฒนาสูตรตํารับสําหรับนําสง oxyresveratrol ยังมีการศึกษานอยมาก และสวนใหญเปน
การพัฒนาเพ่ือนําสงทางผิวหนังเชน สูตรตํารับ ointment, cream และ microemulsion เพ่ือรักษาการติด
เชื้อไวรัสเริมในสัตวทดลอง และไมพบขอมูลการพัฒนาหรือศึกษาสูตรตํารับเพ่ือเปนระบบนําสงสําหรับการให 
oxyresveratrol ทางปาก (oral delivery) หรือการนําสงไปยังสมอง (brain delivery) ระบบนําสงยาแบบ
อนุภาคนาโนโดยใชไขมันแข็ง (lipid nanoparticles) ซ่ึงไดแก  solid lipid nanoparticles (SLN) และ 
nanostructured lipid carriers (NLC) มีขนาด  50 - 1000 นาโนเมตรผลิตจากไขมันท่ีเปนของแข็งในกรณี
ของ SLN และสวนผสมของไขมันแข็งกับน้ํามันในกรณีของ NLC ระบบ lipid nanoparticles มีขอดีหลาย
ประการ เชน ระบบมีการใชสวนประกอบท่ีเปนไขมันและน้ํามันท่ีสามารถเขากันไดดีกับรางกายและยอยสลาย
ไดในรางกาย สามารถปองกันยาจากการทําลายดวยเอนไซมและสารเคมี และสามารถควบคุมการปลดปลอยยา 
นอกจากนี้การท่ีมีอนุภาคขนาดเล็กและสวนประกอบของตํารับบางชนิด เชน ไขมันและสารลดแรงตึงผิว 
สามารถชวยเพ่ิมการดูดซึมยาในทางเดินอาหาร และลดการถูกทําลายหรือกําจัดอยางรวดเร็วโดยกระบวนการ
เมตาบอลิสมในรางกาย นอกจากนี้ยังมีรายงานวาระบบนําสงยารูปแบบ lipid nanoparticles มีศักยภาพใน
การเพ่ิมการนํายาหลายชนิดเขาสู human brain endothelial cells ไดดังนั้นคณะผูวิจัยจึงมีความประสงคท่ี
จะพัฒนาสูตรตํารับในการนําสงoxyresveratrol เพ่ือหวังผลในการนําสงยาสําหรับออกฤทธิ์ทางชีวภาพตอ
ระบบประสาทและสมองตอไป 
 
2. วัตถุประสงคของโครงการวิจัย  
 2.1 พัฒนาสูตรตํารับของ oxyresveratrol ท่ีเหมาะสมสําหรับการใหทางปาก  
 2.2 ศึกษาผลของ oxyresveratrol ในสูตรตํารับตอการปกปองระบบประสาทของสมอง  จากพิษของ β- 
  amyloid peptide เม่ือใหสารทดลองทางปาก  
 
3. ขอบเขตของโครงการวิจัย 

โครงการมุงพัฒนาสูตรตํารับของ oxyresveratrol ในรูปแบบ lipid nanoparticles ศึกษาคุณสมบัติ
ทางฟสิกสเคมี (physicochemical properties) เลือกสูตรตํารับท่ีเหมาะสม นําไปทดลองในหนูท่ีไดรับการฉีด 
β-amyloid peptide โดยใหสารทดลองทางปาก จากนั้นจึงทําการศึกษาผลตอพฤติกรรมตางๆท่ีเก่ียวของกับ
โรคความจําเสื่อมหรืออัลไซเมอร (Alzhiemer’s disease) ของสัตวทดลอง เปรียบเทียบระหวางกลุมควบคุม
กับกลุมท่ีไดรับสารทดสอบ 
4. วิธีดําเนินการวิจัย 
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4.1 การเตรียมและศึกษาคุณสมบัติของระบบนําสงยาแบบเซลลไมโครอิมัลซิไฟลของออกซิเรสเวอรา
ทรอล (OXY-SMEDDS)  

สูตรตํารับ SMEDDS ของออกซิเรสเวอราทรอล สามารถเตรียมไดดวยวิธีการผสมแบบงาย ซ่ึงทําโดยการ
ผสมวัฏภาคน้ํามันคือ น้ํามัน Capryol 90 สัดสวนรอยละ 45 เขากับวัฏภาคสารลดแรงตึงผิวคือ Cremorphor 
RH40 และ Tween 80 ในสัดสวนรอยละ 40 และ 15 ตามลําดับ จนไดสารละลายใส แลวจึงเติมออกซิเรสเวอ
ราทรอลจํานวน 40 มิลลิกรัมตอ 1 กรัมของสารผสมดังกลาวลงไป ปนจนไดสารผสมใส หลังจากนั้นทําการ
ประเมินการตกตะกอนของยา โดยการวางสูตรตํารับท่ีเตรียมไดไวท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 48 ชั่วโมง แลวจึง
บรรจุลงในแคปซูลขนาด 00 และเก็บไวในภาชนะปองกันแสงจนกระท่ังใชงาน  

การศึกษาคุณสมบัติของสูตรตํารับ SMEDDS ของออกซิเรสเวอราทรอล ทําโดยการเจือจางสูตรตํารับ
ดังกลาวในน้ํา 20 เทา แลวประเมินในหัวขอตางๆ ท่ีอุณหภูมิหองดังนี้คือ 1) ความสามารถในการเกิดไมโคร
อิมัลชัน ซ่ึงประเมินดวยการมองเห็น (visual grading system) (Singh et al., 2009) 2) ขนาดอนุภาคและ
การกระจายขนาดอนุภาค ซ่ึงวัดโดยเทคนิคการกระเจิงแสง (dynamic light scattering) ท่ีมุม 173 องศา 
โดยใชเครื่องวัดขนาดอนุภาค Zetasizer Nano ZS® (Malvern Instruments, UK) 3) ปริมาณยาในสูตร
ตํารับ ซ่ึงหาโดยการนําไมโครอิมัลชันท่ีมียา 1 มิลลิลิตร มาละลายในเมธานอล (methanol) แลววิเคราะหหา
ปริมาณออกซิเรสเวอราทรอล ดวยวิธี High pressure chromatography (HPLC) แบบยอนกลับท่ีไดรับการ
ตรวจสอบแลว และคํานวณเทียบกับปริมาณยาเริ่มตน ผลการตรวจสอบวิธี HPLC พบวาเปนวิธีท่ีสามารถ
วิเคราะหหาปริมาณยาในตํารับไดอยางถูกตอง (95.50 ± 4.40% -101.87 ± 1.61 %) และแมนยํา (RSD < 
2.0 %) ในชวงความเขมขนของสารมาตรฐานท่ี 0.2 -10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (r2 = 0.9994) หลังจากทดลอง
ซํ้า 3 ครั้งสําหรับแตละการทดลอง 
 
4.2 การศึกษาฤทธิ์ปองกันอาการเส่ือมของระบบประสาทในหนูเมาสท่ีเหนี่ยวนําดวยการฉีดเพปไทด 

Amyloid-ß25-35 เขาโพรงสมอง ซ่ึงเปนโมเดลสัตวทดลองสําหรับโรคอัลไซเมอร 
4.2.1 สัตวทดลอง 

การศึกษานี้ใชหนูเมาสสายพันธุ ICR เพศผู น้ําหนัก 30 ± 2 กรัม จํานวน 80 ตัว ซ่ึงไดรับมาจากศูนย
สัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล หนูเมาสถูกเลี้ยงกรงละ 5 ตัว ณ คณะเภสัชศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย พรอมท้ังใหอาหารและน้ําในปริมาณท่ีพอเหมาะ รวมท้ังควบคุมอุณหภูมิ ความชื้น และแสงสวาง 
จนไดน้ําหนักท่ีตองการ ในข้ันตอนการศึกษาพฤติกรรม สัตวทดลองจะถูกทําใหคุนเคยกับสถานท่ีทดลองอยาง
นอย 30 นาที กอนการทดลองทุกครั้ง หองทดลองจะเปนหองท่ีมีการไหลเวียนของอากาศท่ีดี และปราศจาก
เสียงรบกวน และทําการทดลองระหวางเวลา 9.00-16.00 น. ภายใตขอกําหนดของคณะกรรมการจริยธรรม
การใชสัตวทดลองของจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เลขท่ี 1533003 
4.2.2 การเตรียมเพปไทด Amyloid-ß  

เตรียมสารละลายเพปไทด Amyloid-ß25-35 โดยละลายผงเพปไทดในน้ําเกลือฟอสเฟตบัฟเฟอร (PBS) พี
เอช 7.4 ความเขมขน 0.1 โมลาร ท่ีผานการฆาเชื้อแลว เพ่ือใหไดความเขมขนของสารละลายเพปไทด 3 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร แลวเก็บไวท่ี -80 องศาเซลเซียส กอนการใชเพปไทด Amyloid-ß25-35 ถูกบมท่ี 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 5 วัน หลังจากนั้นหยดสารละลายดังกลาวลงบนสไลดแกว แลวตรวจสอบความสามารถใน
การเกาะกลุมของเพปไทด ภายใตกลองจุลทรรศน 
4.2.3 ข้ันตอนการทดลอง 
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หลังจากการพักสัตวทดลองประมาณ 1 สัปดาห หนูเมาสถูกแบงเปน 8 กลุม อยางสุม (10 ตัวตอกลุม) 
โดยหนูเมาส 7 กลุม จะถูกเหนี่ยวนําใหเกิดอาการเสื่อมของระบบประสาทดวยการฉีดสารละลายเพปไทด 
Amyloid-ß25-35 ปริมาณ 9 ไมโครกรัมตอตัว เขาทางโพรงสมอง (intracerebroventricular หรือ i.c.v. 
injection) ในขณะท่ีกลุมท่ีเหลือเปนหนูปกติ ซ่ึงจะไดรับการฉีดน้ําเกลือฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.4 ความ
เขมขน 0.1 โมลาร ท่ีผานการฆาเชื้อแลว และหนูเมาส แตละกลุมจะไดรับการปอนสารตัวอยางตางๆทางปาก 
วันละครั้ง เปนเวลา 14 วัน ดังแสดงดานลาง โดยท่ีหนูเมาสทุกตัว ยังคงไดรับอาหารและน้ําตามปกติ  

1) กลุมปกติ (Normal group): น้ําเกลือ 0.9% (Normal saline 0.9%) 
2) กลุมควบคุม (Control group): น้ําเกลือ 0.9%  
3) กลุมออกซิเรสเวอราทรอลขนาดยาระดับต่ํา (OXY90): สารแขวนตะกอนของออกซิเรส 

เวอราทรอลในน้ํา ขนาดยา 90 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 
4) กลุมออกซิเรสเวอราทรอลขนาดยาระดับกลาง (OXY180): สารแขวนตะกอนของออกซิเรสเวอรา

ทรอลในน้ํา ขนาดยา 180 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 
5) กลุมออกซิเรสเวอราทรอลขนาดยาระดับสูง (OXY360): สารแขวนตะกอนของออกซิเรสเวอรา

ทรอลในน้ํา ขนาดยา 360 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 
6) กลุมสูตรตํารับออกซิเรสเวอราทรอลขนาดยาระดับต่ํา (F90): สูตรตํารับ SMEDDS ของออกซิ

เรสเวอราทรอลในน้ํา ขนาดยา 90 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 
7) กลุมสูตรตํารับออกซิเรสเวอราทรอลขนาดยาระดับกลาง (F180): สูตรตํารับ SMEDDS ของออก

ซิเรสเวอราทรอลในน้ํา ขนาดยา 180 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมของหนูเมาส 
8) กลุมสูตรตํารับออกซิเรสเวอราทรอลขนาดยาระดับสูง (F360): สูตรตํารับ SMEDDS ของออกซิ

เรสเวอราทรอลในน้ํา ขนาดยา 360 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 
หมายเหตุ : การฉีดสารเขาทางโพรงสมอง ทําโดยการใชกระบอกฉีดยา Hamilton (model 80301, 
Hamilton, USA) ซ่ึงมีเข็มเบอร 26 ขนาด ½ นิ้ว ท่ีถูกสวมดวยทอพลาสติกยาว 9 มิลลิเมตร เพ่ือควบคุมความ
ลึกของเข็มท่ีแทงเขาโพรงสมองเปน 4 มิลลิเมตร ในข้ันตอนการฉีด สัตวทดลองจะถูกทําใหสลบอยางออนดวย 
2.8% isoflurane โดยมีกาซออกซิเจน (O2) เปนตัวพา โดยฉีดโดยตรงเขายังโพรงสมองดานขาง (lateral 
ventricle) ซ่ึงมีตําแหนงหางจาก bregma ไปทางดานหลัง 3 มิลลิเมตร และหางจากเสนกลางกะโหลก 
(midline) 1 มิลลิเมตร (Laursen and Belknap, 1986; Maurice et al., 1996) 

แผนผังข้ันตอนการทดลองแสดงในรูปท่ี 3.1 หลังจากหนูเมาสแตละกลุมไดรับสารตัวอยางตางๆเปนเวลา 
7 วัน ในวันท่ี 8 หนูเมาสจะถูกเหนี่ยวนําใหเกิดอาการเสื่อมของระบบประสาทดวยการฉีดสารละลายเปปไทด 
amyloid-ß25-35 เขาไปทางโพรงสมอง หลังจากนั้นหนูเมาสยังคงไดรับสารตัวอยางตางๆ ตอจนครบ 14 วัน 
เม่ือหยุดการบริหารยา สัตวทดลองจะถูกฝกเปนเวลา 5 วัน แลวทําการศึกษาพฤติกรรมการเรียนรูและความจํา
ดวยโมเดล Morris water maze หลังจาก 4 ชั่วโมงของการฝกสัตวทดลองครั้งสุดทาย (Delobette et al., 
1997; Zussy et al., 2011) หลังจากทดสอบหนูเมาสกลุมละ 5 ตัว ถูกฆาโดยการดึงคอ แลวแยกสมองสวน
ฮิปโปแคมปสออกอยางรวดเร็ว เพ่ือใชในการทดสอบการเกิดปฏิ กิริยาออกซิเดชันของไขมัน  (lipid 
peroxidation) ตอไป (Hermes-Lima et al., 1995; Meunier et al., 2006) สวนหนูเมาสท่ีเหลืออีกกลุมละ 
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) แลวทํา perfusion ผานหัวใจดวยน้ําเกลือฟอสเฟตบัฟเฟอรความ
เขมขน 0.05 โมลาร ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ตามดวย 4% paraformaldehyde ในน้ําเกลือฟอสเฟตบัฟเฟอร
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ความเขมขน 0.05 โมลาร ปริมาตร 30 มิลลิลิตร กอนท่ีจะแยกเอาสมองออกมา แลวแชไวในสารละลาย
ดังกลาว กอนการวิเคราะหเนื้อเยื่อตอไป (Wanakhachornkrai, 2006; Zussy et al., 2011) 
 

 
รูปท่ี 3.1 ข้ันตอนการศึกษาฤทธิ์ปองกันความเสื่อมของสมองในหนูเมาสท่ีเกิดจากการเหนี่ยวนําดวยการฉีด 

เพปไทด Amyloid-ß25-35 เขาไปทางโพรงสมอง ซ่ึงเปนโมเดลสัตวทดลองของโรคอัลไซเมอร 
 
4.2.3.1 การศึกษาพฤติกรรมการเรียนรูและความจําดวยโมเดล Morris water maze 

การศึกษาพฤติกรรมการเรียนรูและความจําในหนูเมาสท่ีถูกเหนี่ยวนําใหเกิดความเสื่อมของระบบ
ประสาทสมองดวยการฉีดเพปไทด Amyloid-ß25-35 เขาไปทางโพรงสมอง ทําโดยใชโมเดล Morris water 
maze (Delobette et al., 1997) ซ่ึงใชอางน้ําขนาดเสนผาศูนยกลาง 150 เซนติเมตร สูง 40 เซนติเมตร ท่ีมี
การแบงเปน 4 สวน (quadrant) ซ่ึงมีการควบคุมอุณหภูมิ (25 ± 2 องศาเซลเซียส) ความขุนของน้ํา เสียง
รบกวนภายนอก และความเขมแสงอยางรัดกุม แทนวัตถุ (platform) ท่ีมีเสนผาศูนยกลางขนาด 8 เซนติเมตร 
ซ่ึงเปนจุดพักสําหรับสัตวทดลอง ถูกวางไวใตระดับผิวน้ํา 1 เซนติเมตร ท่ีตําแหนงตรงกลางของสวนใดสวนหนึ่ง
ของอางน้ํา (Training quadrant) และติดตามเสนทางการวายน้ําของสัตวทดลองดวยกลอง CCD ซ่ึงตออยูกับ
คอมพิวเตอร แลวคํานวณออกมาเปนคาระยะเวลาและระยะทางท่ีใชในการหาแทนวัตถุ ดวยโปรแกรม 
VideoMot 2 (TSE systems GmbH, Bad Homburg, Germany) 

ในสวนของการฝกสัตวทดลองเปนเวลา 5 วัน จะใหหนูเมาสวายน้ํา 3 ครั้งตอวัน โดยปลอยตัวหนูเมาสท่ี
จุดเดียวซ่ึงก็คือตําแหนงก่ึงกลางของแตละ quadrant แลวอนุญาตใหหนูเมาสวายน้ําหาแทนวัตถุเปนเวลา 90 
วินาที และอยูบนแทนวัตถุจนครบเวลา 30 วินาที สําหรบัหนูเมาสท่ีไมสามารถทําไดภายในเวลาท่ีกําหนด จะ
ถูกฝกโดยผูศึกษา และหลังจาก 4 ชั่วโมงของการฝกครั้งสุดทาย หนูเมาสจะถูกทดสอบพฤติกรรม โดยการนํา
แทนวัตถุออกแลวใหหนูเมาสวายน้ําอยางอิสระเปนเวลา 60 วินาที พรอมท้ังบันทึกและคํานวณระยะเวลาและ
ระยะทางท่ีหนูเมาสใชในการหาแทนวัตถุในสวนของ Training quadrant เพ่ือใชเปรียบเทียบผลของสูตรตํารับ 
SMEDDS และออกซิเรสเวอราทรอลเดี่ยว 
 
4.2.3.2 การทดสอบการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน (lipid peroxidation) 

การหาระดับการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันในเนื้อเยื่อ สามารถทําไดโดยวิธี ferrous (III)-
xylenol orange (FOX) (Hermes-Lima et al., 1995; Meunier et al., 2006) ดังนี้ คือ หนูเมาสถูกทําให
ตายดวยการดึงคอ แลวผาเอาสมองและแยกสวนของฮิปโปแคมปสออกมาอยางรวดเร็ว หลังจากชั่งน้ําหนัก 
เนื้อเยื่อท่ีแยกไดดังกลาวถูกเก็บไวในไนโตรเจนเหลวจนกระท่ังใช กอนการทดสอบ เนื้อเยื่อท่ีแข็งถูกละลาย 
แลวปนในเมธานอล (เกรด HPLC) ท่ีเย็น ในอัตราสวน 10/1 น้ําหนักตอปริมาตร ท่ีความเร็ว 5000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 5 นาที แลวหมุนเหวี่ยงสารผสมดังกลาวท่ีความเร็ว 6000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที แลวนํา
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สารละลายใส (supernatant) ท่ีไดจากหนูเมาสกลุมควบคุม (control group) ไปทําการทดลองเบื้องตนเพ่ือ
หาปริมาตรในการเกิดปฏิกิริยาท่ีเหมาะสม โดยใชปริมาตรของสารละลายใสท่ีแตกตางกันคือ 2-100 ไมโครลิตร 
สารละลายใสปริมาตรตางๆดังกลาวถูกเติมลงไปในสารกอปฏิกิริยา ซ่ึงประกอบดวย FeSO4

.7H2O ความเขมขน 
0.25 มิลลิโมลาร H2SO4 ความเขมขน 25 มิลลิโมลาร และ xylenol orange ความเขมขน 0.1 มิลลิโมลาร 
ตามลําดับ แลวเติมน้ําบริสุทธิ์เพ่ือใหไดปริมาตรสุทธิ 1 มิลลิลิตร สารผสมดังกลาวถูกบมในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิหอง
ขามคืน แลวจึงวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 580 นาโนเมตร ในการทดลองแตละครั้งทําการวัดซํ้า 3 ครั้ง แลวเลือก
ปริมาตรของสารละลายเนื้อเยื่อท่ีใหคาการดูดกลืนแสงเปน 0.7 เพ่ือใชในการทดลองตอไป  

สําหรับเนื้อเยื่อฮิปโปแคมปสของหนูเมาสกลุมอ่ืนๆ ก็ทําการศึกษาดวยวิธีการเดียวกันกับขางตน โดยเติม
ปริมาตรท่ีเหมาะสม (50 ไมโครลิตร) ของสารละลายใสท่ีไดจากหนูเมาสแตละกลุม ลงไปในสารกอปฏิกิริยา 
แลวปรับปริมาตรจนครบ 1 มิลลิลิตร ดวยน้ําบริสุทธิ์ แลวบมในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิหองขามคืน แลวจึงวัดคาการ
ดูดกลืนแสงท่ี 580 นาโนเมตร (A5801) หลังจากนั้นเติมปริมาตร 5 ไมโครลิตร ของ cumene hydroperoxide 
(CHP) ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร ลงไปในตัวอยางดังกลาว แลวบมตอในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 
นาที แลววัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 580 นาโนเมตร (A5802) อีกครั้ง เพ่ือหาระดับการเกิดออกซิเดชันสูงสุด ดังนั้น
ปริมาณการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันในเนื้อเยื่อ สามารถแสดงเปนคาเทียบเทากับจํานวนโมลของ 
CHP ตอน้ําหนักเปยกของเนื้อเยื่อ ดังสมการตอไปนี้  
 
    CHPE = (A5801/A5802) x CHP (nmol) 
 
4.2.3.3 การวิเคราะหทางจุลกายวิภาคเนื้อเย่ือของสมอง (histological analysis) 

หลังจากทําการสลบสัตวทดลองโดยการฉีด Pentobarbital sodium (Nembutal®) เขาชองทอง แลว
จึงทํา perfusion ผานหัวใจ ดวยน้ําเกลือฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.05 โมลาร ปริมาตร 40 มิลลิลิตร 
ตามดวยสารละลาย PFA (4%) ในน้ําเกลือฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.05 โมลาร ปริมาตร 30 มิลลิลิตร 
กอนท่ีจะแยกเอาสมองออกมา แลวแชไวใน 4% PFA ณ อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตออีกเปนเวลาอยางนอย 
48 ชั่วโมง กอนการศึกษา สมองจะถูกแชขามคืนในสารละลายซูโครสความเขมขน 10%, 20% และ 30% 
ตามลําดับ หลังจากนั้นก็ทําการติดสมองบนแทนดวยสาร optimal cutting temperature (O.C.T) (Tissue-
Tek®; Sakura Finetek, Torrance, CA, USA) แลวทําใหแข็งภายใตอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ในเครื่องตัด
ตัวอยางท่ีจุดเยือกแข็ง (cryostat; CM1800, Leica, Germany) แลวทําการตัดเนื้อเยื่อดวยความหนา 10 
ไมโครเมตร ในแนวระนาบหนาหลัง (coronal section) จากดานหนาของสมองสวนฮิปโปแคมปส แลวทําการ
เลือกติดชิ้นเนื้อเยื่อแบบสุมลงบนสไสดแกวท่ีเคลือบดวยเจลาติน หลังจากนั้นทําการเอา PFA ออก และยอม
เนื้อเยื่อสมองดังกลาวดวยสียอม 0.2% cresyl violet แลวจึงเอาน้ําออกจากเนื้อเยื่อ พรอมดวยปดดวยกระจก
ปดสไลด กอนนําไปวิเคราะหภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสง (Nikon eclipse E600, Nikon Instrument 
Inc., USA) แลวบันทึกรูปภาพโดยใชโปรแกรม Nikon ACT-1 (New York, USA) พรอมกับนับจํานวนเซลล
ประสาทท่ีไมถูกทําลายในแตละสวนของฮิปโปแคมปสท้ังสองซีก (hemispheres) ซ่ึงประกอบดวย CA1, CA2, 
CA3 และ dentate gyrus (DG) ท่ีกําลังขยาย 40 เทา ซ่ึงทําการนับโดยผูทดลองเพียงคนเดียวเพ่ือลดอคติ 
แลวคํานวณหาความหนาแนนของเซลลประสาทตอพ้ืนท่ีบนสไสด (ตารางมิลลิเมตร) (Wanakhachornkrai, 
2006; Zussy et al., 2011) 
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4.2.4 การวิเคราะหทางสถิติ 
 ขอมูลจากการทดลองตางๆ ในหนูเมาสแตละกลุม ถูกแสดงเปนคาเฉลี่ย (Means) ± ความคลาด

เคลื่อนของคาเฉลี่ย (SEM) และใชเทคนิคการวิเคราะหความแปรปรวนแบบจําแนกทางเดียว (one-way 
ANOVA) และเปรียบเทียบระหวางกลุมทดลอง โดยใชการเปรียบเทียบพหุคูณแบบ Tukey (Tukey’s 
multiple comparison) 

 
5. ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 
5.1 การเตรียมและศึกษาคุณสมบัติของสูตรตํารับ SMEDDS ของออกซิเรสเวอราทรอล 

สูตรตํารับ SMEDDS ของออกซิเรสเวอราทรอลท่ีเตรียมไดมีลักษณะเปนน้ํามันใส สีน้ําตาลอมเหลือง 
และปราศจากน้ํา หลังจากถูกเจือจางดวยน้ํา จะเกิดเปนไมโครอิมัลชัน (microemulsion) ท่ีมียาละลายอยูใน
หยดน้ํามัน หรือบนผิวหนาระหวางน้ํามันและสารลดแรงตึงผิวไดเอง การละลายของยาในระบบนี้ข้ึนอยูกับ
คุณสมบัติความชอบน้ํามันของยา รวมท้ังสารลดแรงตึงผิว และสารลดแรงตึงผิวรวมท่ีใช (Gursoy and Benita, 
2004) ดังนั้น ในการศึกษานี้ใชสารลดแรงตึงผิวชนิด Cremophor RH40® และ Tween80® สามารถอิมัลซิ
ไฟลน้ํามันชนิด Capryol 90® ไดดี จนเกิดเปนไมโครอิมัลชันโปรงใส (visual grade I) หลังจากการเจือจางดวย
น้ําดวยอัตราสวนตางๆ คือ 1:10, 1:20, 1:100, 1:500 และ 1:1000 จากการประเมินความสามารถในการเกิด
ไมโครอิมัลชัน โดยท่ีออกซิเรสเวอราทรอลไมตกตะกอนหลังจากเจือจาง 24 ชั่วโมง ซ่ึงแสดงใหเห็นวาระบบนี้
สามารถรักษาออกซิเรสเวอราทรอลในรูปละลายได เม่ือเจือจางระบบดวยน้ํา 20 เทา พบวาขนาดหยดของไม
โครอิมัลชันท่ีมีออกซิเรสเวอราทรอล เปน 26.6 ± 0.1 นาโนเมตร และมีการกระจายขนาดอนุภาคท่ีสมํ่าเสมอ 
โดยมี PDI เปน 0.073 ± 0.010 ในขณะท่ีปริมาณออกซิเรสเวอราทรอลในสูตรตํารับท่ีเตรียมไดเปน 101.4 ± 
1.2 % แสดงวาไมมีการสูญเสียยาไปในระหวางการเตรียม 

 
5.2 การศึกษาฤทธิ์ปองกันอาการเส่ือมของระบบประสาทในหนูเมาสท่ีเหนี่ยวนําดวยการฉีดเพปไทด 

Amyloid-ß25-35 เขาโพรงสมอง  
5.2.1 การเกาะกลุมของเพปไทด Amyloid-ß25-35 

การเกาะกลุมของเพปไทด Amyloid-ß25-35 ในสารละลาย ถูกพบหลังจากการบมท่ี 37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 5 วัน (รูปท่ี 3.2) โครงสรางท่ีเปนระเบียบสูงซ่ึงมีท้ังลักษณะของกอนขนาดใหญและเสนใยยาวแหลม
นี้เปนลักษณะท่ีกอใหเกิดความเปนพิษตอสมองของเปปไทด Amyloid-ß25-35 หลังจากการฉีดเขาสูสัตวทดลอง 
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รูปท่ี 3.2 ภาพจากกลองจุลทรรศนแสดงการเกาะกลุมของเปปไทด Amyloid-ß25-35 

หลังจากการบมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน 
 
5.2.2 การติดตามน้ําหนักของสัตวทดลอง 

จากการติดตามน้ําหนักของหนูเมาสในแตละกลุมระหวางการทดลอง เปนเวลา 20 วัน (รูปท่ี 3.3) พบวา
น้ําหนักของหนูกลุมควบคุมเหมือนกันกับหนูกลุมปกติ ซ่ึงแสดงใหเห็นวาเพปไทด Amyloid-ß25-35 ไมมีผลตอ
น้ําหนักตัวของหนูเมาส สําหรับในชวงการใหยาในวันท่ี 1-14 น้ําหนักของหนูในกลุมท่ีไดรับสูตรตํารับ 
SMEDDS ของออกซิเรสเวอราทรอล ท้ังสามกลุม (F90, F180, F360) ลดลงอยางมีนัยสําคัญเม่ือเปรียบเทียบ
กับหนูกลุมปกติ (p < 0.05) แตอยางไรก็ตามน้ําหนักของหนูในกลุมเหลานั้นก็เพ่ิมคืนสูระดับเดิมหลังจากชวง
การใหยา (วันท่ี 15-20) สําหรับน้ําหนักของหนูในกลุมท่ีไดรับสารแขวนตะกอนของออกซิเรสเวอราทรอลใน
ระดับกลาง (OXY180) และสูง (OXY360) ไมแตกตางจากน้ําหนักของหนูกลุมปกติ ในทางตรงขามหนูในกลุมท่ี
ไดรับสารแขวนตะกอนของออกซิเรสเวอราทรอลในระดับต่ํา (OXY90) พบวามีน้ําหนักเพ่ิมข้ึนในระหวางการ
ทดลอง ผลการเปลี่ยนแปลงของน้ําหนักของหนูเมาส อาจมาจากสารออกซิเรสเวอราทรอลเอง หรือ
สวนประกอบตางๆในสูตรตํารับ SMEDDS ท่ี มีผลตอศูนยควบคุมความหิวหรือความอยากอาหารของ
สัตวทดลอง 
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รูปท่ี 3.3 น้ําหนักของหนูเมาสแตละกลุมในชวงระหวางการทดลอง เปนเวลา 20 วัน 

 
5.2.3 การศึกษาพฤติกรรมการเรียนรูและความจําดวยโมเดล Morris water maze 

เนื่องจากโรคอัลไซเมอรแสดงลักษณะอาการทางคลินิกของโรคคือ การลดลงอยางมากในกระบวนการ
เรียนรูและการจดจําเชิงตําแหนงสถานท่ีและวัตถุ ดังนั้นวิธ ีMorris water-maze จึงนํามาใชในการทดสอบการ
เรียนรูและการจดจําในหนูเมาสท่ีไดรับการเหนี่ยวนําดวยเพปไทด  Amyloid-ß25-35 ใหเกิดความผิดปกติตอ
สมอง รวมท้ังผลของสูตรตํารับ SMEDDS ท่ีมีออกซิเรสเวอราทรอลในการปองกันความผิดปกติในพฤติกรรม
ดังกลาว เปรียบเทียบกับออกซิเรสเวอราทรอลเดี่ยว ผลการทดลองพบวาหลังจากการฉีดเพปไทด Amyloid-
ß25-35 9 นาโนกรัม เขาสูโพรงสมอง เปนเวลา 1 สัปดาห หนูกลุมควบคุมมีการเรียนรูและการจดจําในการหา
ตําแหนงของวัตถุลดลง ในชวงระหวางการฝกเปนเวลา 5 วัน (รูปท่ี 3.4) และชวงการทดสอบ (probe test) 
(รูปท่ี 3.5) แสดงใหเห็นวาการฉีดเพปไทด Amyloid-ß25-35 ขัดขวางการเรียนรูในการหาตําแหนงสถานท่ีและ
วัตถุของหนูเมาส  
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รูปท่ี 3.4 พฤติกรรมการเรียนรูและการจดจําเชิงตําแหนงสถานท่ีและวัตถุในชวง 5 วันของการฝก ดวยวิธี 

Morris water-maze ของหนูเมาส หลังจากการบริหารออกซิเรสเวอราทรอลทางปากในรูปแบบ
สูตรตํารับ SMEDDS (F) ท่ีขนาดยาตางๆ สามระดับ คือ 90, 180, 360 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 
เปรียบเทียบกับกลุมท่ีไดรับออกซิเรสเวอราทรอลเดี่ยว (OXY) ท่ีขนาดยาเทากัน โดยหนูกลุม
ควบคุมคือหนูท่ีไดรับการฉีดเพปไทด Amyloid-ß25-35 แตไมไดรับสารตัวอยาง สวนหนูกลุมปกติคือ
หนูท่ีไดรับการฉีดน้ําเกลือฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.4 แตไมไดรับสารตัวอยาง ผลการทดลองแสดง
เปนคาเฉลี่ยของเวลาท่ีใชในการหาแทนวัตถุ (Mean latency) ± ความคลาดเคลื่อนของคาเฉลี่ย 
(SEM) กลุมละ 10 ตัว 
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รูปท่ี 3.5 ผลการทดสอบพฤติกรรมการเรียนรูและการจดจําเชิงตําแหนงสถานท่ีและวัตถุ โดยปราศจากแทน

วัตถุ เม่ือเวลา 4 ชั่วโมงหลังจากการฝกครั้งสุดทาย (probe test) ดวยการวายน้ําอยางอิสระเปน
เวลา 60 วินาที (วิธี Morris water-maze) ของหนูเมาส หลังจากการบริหารออกซิเรสเวอราทรอล
ทางปากในรูปแบบสูตรตํารับ SMEDDS (F) ท่ีขนาดยาตางๆ สามระดับ คือ 90, 180, 360 มิลลิกรัม
ตอกิโลกรัม เปรียบเทียบกับกลุมท่ีไดรับออกซิเรสเวอราทรอลเดี่ยว ท่ีขนาดยาเทากัน โดยหนูกลุม
ควบคุมคือหนูท่ีไดรับการฉีดเพปไทด Amyloid-ß25-35 แตไมไดรับสารตัวอยาง สวนหนูกลุมปกติคือ
หนูท่ีไดรับการฉีดน้ําเกลือฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.4 แตไมไดรับสารตัวอยาง ผลการทดลองแสดง
เปนคาเฉลี่ยของเวลาท่ีใชในการหาแทนวัตถุ (Mean latency) ± ความคลาดเคลื่อนของคาเฉลี่ย 
(SEM) กลุมละ 10 ตัว  

  ****p < 0.0001 เม่ือเปรียบเทียบกับหนูกลุมปกติ 
  #p < 0.05, ####p < 0.0001 เม่ือเปรียบเทียบกับหนูกลุมควบคุม 
 

สําหรับหนูเมาสกลุมท่ีไดรับสารตัวอยาง สามระดับคือ ต่ํา กลาง หรือสูง โดยการใหทางปากทุกวัน วัน
ละครั้ง เปนเวลา 14 วัน พบวาคาเฉลี่ยของเวลาท่ีใชในการหาแทนวัตถุในชวงการฝกของกลุมท่ีไดรับออกซิเรส
เวอราทรอลเดี่ยวขนาดตํ่า (OXY90) และกลาง (OXY180) ไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับกลุมควบคุม (p > 
0.05) นอกจากนี้ผลของคาเฉลี่ยของเวลาดังกลาวในชวงทดสอบโดยไมมีแทนวัตถุ (probe test) ก็เปน
เชนเดียวกัน ยกเวนกลุมท่ีไดรับออกซิเรสเวอราทรอลเดี่ยวขนาดสูง (OXY360) ท่ีแสดงการเขาสูตําแหนงของ
แทนวัตถุใน Training quadrant มากกวาท้ังสองกลุมขางตน (OXY90 และ OXY180) (รูปท่ี  3.6) จาก
การศึกษาแสดงใหเห็นวาการใหออกซิเรสเวอราทรอลเดี่ยวท่ีขนาดนอยกวาหรือเทากับ 180 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัม ไมสามารถปองกันความเปนพิษตอสมองท่ีเกิดจากการเหนี่ยวนําดวยเพปไทด Amyloid-ß25-35 ได แต
ในกลุมท่ีไดรับสูตรตํารับ SMEDDS ของออกซิเรสเวอราทรอลท่ีขนาดยาเทากันกับออกซิเรสเวอราทรอลเดี่ยว 
สามารถบรรเทาความผิดปกติท่ีเกิดข้ึนจากการเหนี่ยวนําของเปปไทด Amyloid-ß25-35 ได โดยท่ีทุกกลุมมี
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คาเฉลี่ยของเวลาท่ีใชในการหาแทนวัตถุในชวงการฝกลดลงและเทียบเทากับหนูกลุมปกติ (รูปท่ี 3.4) และท้ังนี้
หนูกลุมท่ีไดรับสูตรตํารับ SMEDDS ท่ีขนาดยาต่ํา (F90) ใหคาเฉลี่ยของเวลาดังกลาวเทากันกับหนูกลุมท่ีไดรับ
ออกซิเรสเวอราทรอลเดี่ยวขนาดสูง (OXY360) ในขณะท่ีคาเฉลี่ยของเวลาท่ีใชในการหาแทนวัตถุของหนูกลุมท่ี
ไดรับสูตรตํารับ SMEDDS ขนาดยา 180-360 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (F180 และ F360) ลดลงอยางมากเม่ือ
เทียบกับหนูกลุมควบคุม (p < 0.0001) (รูปท่ี 3.5) ซ่ึงสอดคลองกับการติดตามพฤติกรรมการเคลื่อนท่ีของหนู
เมาส ซ่ึงแสดงใหเห็นถึงความถ่ีในการปรากฏตัวของหนูเมาสท่ีไดรับสูตรตํารับ SMEDDS ท่ีตําแหนงของแทน
วัตถุใน training quadrant อยางมาก (รูปท่ี 3.6) ดังนั้นเม่ือใหออกซิเรสเวอราทรอลโดยการรับประทานใน
รูปแบบ SMEDDS (F90) สามารถลดขนาดยาท่ีใชในการปองกันความผิดปกติของการเรียนรูและการจดจําของ
หนูเมาสลงไดถึง 4 เทา เม่ือเทียบกับการใหออกซิเรสเวอราทรอลเดี่ยว ผลการทดลองบงบอกไดวาสูตรตํารับ 
SMEDDS เพ่ิมประสิทธิภาพของออกซิเรสเวอราทรอล ในการปองกันความเปนพิษตอสมองท่ีเหนี่ยวนําดวยเพป
ไทด Amyloid-ß25-35 ซ่ึงอาจเปนผลมาจากการเพ่ิมการซึมผานของยาในลําไส สงผลใหเพ่ิมคาชีวปริมาณของ
ออกซิเรสเวอราทรอลโดยระบบ SMEDDS เม่ือบริหารยาโดยการรับประทาน 
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รูปท่ี 3.6 การติดตามพฤติกรรมการเคลื่อนท่ีของหนูเมาสท่ีถูกเหนี่ยวนําดวยเพปไทด Amyloid-ß25-35 ระหวาง

การทดสอบโดยปราศจากแทนวัตถุ (probe test) โดยการวายน้ําอยางอิสระเปนเวลา 60 วินาที 
ดวยวิธี Morris water-maze หลังจากการบริหารออกซิเรสเวอราทรอลทางปาก ในรูปแบบสูตร
ตํ ารับ  SMEDDS (F) ท่ี ขนาดยาต างๆ  สามระดับ  คือ  90, 180, 360 มิลลิกรัมตอ กิ โลกรัม 
เปรียบเทียบกับกลุมท่ีไดรับออกซิเรสเวอราทรอลเดี่ยว (OXY) ท่ีขนาดยาเทากัน หนูกลุมควบคุม 
และหนูกลุมปกติ 

 
5.2.4 การทดสอบการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน (lipid peroxidation) 

การปองกันความเสื่อมของระบบประสาทของออกซิเรสเวอราทรอลถูกทดสอบในเชิงการตอบ สนองตอ
ความเครียดในการเกิดออกซิเดชัน ซ่ึงเหนี่ยวนําโดยเพปไทด Amyloid-ß25-35 (รูปท่ี 3.7) การศึกษาพบวา
หลังจาก 7 วันของการฉีดเพปไทด Amyloid-ß25-35 เขาสูโพรงสมอง มีการเพ่ิมระดับของการเกิดออกซิเดชัน
ของไขมันในฮิปโปแคมปสของหนูเมาสอยางมีนัยสําคัญ เม่ือเปรียบเทียบกับฮิปโปแคมปสของหนูเมาสปกติ 
(~ 25%; p < 0.05) และการใหสารแขวนตะกอนของออกซิเรสเวอราทรอล ในขนาดยาท้ังสามระดับ (OXY90, 
OXY180, OXY360) โดยการรับประทาน ไมสามารถลดการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันในฮิปโปแคมปส
ในหนูเมาสซ่ึงถูกเหนี่ยวนําโดยเพปไทด Amyloid-ß25-35 ได แตในขณะท่ีการใหออกซิเรสเวอราทรอลใน
รูปแบบ SMEDDS ชวยลดการเกิดออกซิเดชันของไขมันในฮิปโปแคมปสของหนูเมาสลงเปน 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 
เม่ือเทียบกับหนูกลุมควบคุม จากผลการลดระดับการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันในฮิปโปแคมปสของหนู
เมาส แสดงถึงประสิทธิภาพของออกซิเรสเวอราทรอลในรูปแบบ SMEDDS ในการปองกันความเครียดในการ
เกิดออกซิเดชันซ่ึงเหนี่ยวนําโดยเพปไทด Amyloid-ß25-35 ซ่ึงผลนี้สอดคลองกับศักยภาพในการปองกันความ
ผิดปกติในพฤติกรรมการเรียนรูและจดจําในสัตวทดลองของ SMEDDS ท่ีมีออกซิเรสเวอราทรอล ดังนั้นการเพ่ิม
ประสิทธิภาพของออกซิเรสเวอราทรอลโดยระบบ SMEDDS อาจจะมาจากการเพ่ิมระดับออกซิเรสเวอราทรอล
ในพลาสมา สงผลใหมีระดับยามากข้ึนในยับยั้งปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน ซ่ึงทําใหสามารถปองกันการ
ทําลายเนื้อเยื่อสมองในโรคอัลไซเมอรได 
 

 
รูปท่ี 3.7 ระดับการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน (lipid peroxidation) ในฮิปโปแคมปสของหนูเมาส 

จากการทดสอบโดยวิธี ferrous (III)-xylenol orange (FOX) ซ่ึง % การเกิดออกซิเดชันของไขมัน
ของหนูเมาสแตละกลุมถูกแสดงเทียบกับหนูกลุมควบคุม (% of Control) หลังจากการบริหารออกซิ
เรสเวอราทรอลทางปาก ในรูปแบบสูตรตํารับ SMEDDS (F) ท่ีขนาดยาตางๆ สามระดับ คือ 90, 
180, 360 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม เปรียบเทียบกับกลุมท่ีไดรับออกซิเรสเวอราทรอลเดี่ยว ท่ีขนาดยา
เทากัน และหนูกลุมปกติ ผลการทดลองแสดงเปนคาเฉลี่ยของ % of Control ± ความคลาดเคลื่อน
ของคาเฉลี่ย (SEM) กลุมละ 5 ตัว  

 *p < 0.05 เม่ือเปรียบเทียบกับหนูกลุมปกติ 
 ##p < 0.01, ###p < 0.005 เม่ือเปรียบเทียบกับหนูกลุมควบคุม 
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5.2.5 การวิเคราะหทางจุลกายวิภาคเนื้อเย่ือของสมอง (histological analysis) 
การเปลี่ยนแปลงในลักษณะจุลกายวิภาคเนื้อเยื่อของสมอง (รูปท่ี 3.8) และการสูญหายของเซลล

ประสาทในสมองสวนฮิปโปแคมปส (รูปท่ี 3.9) ในหนูเมาสแตละกลุม ถูกวิเคราะหดวยการยอมดวย cresyl 
violet 

 

 
 

รูปท่ี 3.8 ภาพถายลักษณะเนื้อเยื่อของฮิปโปแคมปสในแนวระนาบหนาหลัง (coronal section) ท่ียอมดวย 
cresyl violet ในหนูเมาสกลุมตางๆท่ีถูกเหนี่ยวนําดวยเพปไทด Amyloid-ß25-35 และบริหารออกซิ
เรสเวอราทรอลทางปากในรูปแบบสูตรตํารับ SMEDDS (F) ท่ีขนาดยาตางๆ สามระดับ คือ 90, 180, 
360 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม เปรียบเทียบกับกลุมท่ีไดรับออกซิเรสเวอราทรอลเดี่ยว ท่ีขนาดยาเทากัน 
และหนูเมาสท่ีไมไดรับสารตัวอยาง คือ กลุมควบคุม และกลุมปกติ โดยท่ีสเกลบารในภาพเปน 500 
ไมโครเมตรท่ีกําลังขยาย 4 เทา 
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รูปท่ี 3.9 ภาพถายลักษณะทางจุลกายวิภาคเนื้อเยื่อของฮิปโปแคมปสซีกซายในสวน CA1, CA2, CA3 และ DG 

ซ่ึงยอมดวย cresyl violet ในหนูเมาสกลุมตางๆท่ีถูกเหนี่ยวนําดวยเพปไทด   Amyloid-ß25-35 และ
บริหารออกซิเรสเวอราทรอลทางปากในรูปแบบสูตรตํารับ SMEDDS (F) ท่ีขนาดยาตางๆ สามระดับ 
คือ 90, 180, 360 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม เปรียบเทียบกับกลุมท่ีไดรับออกซิเรสเวอราทรอลเดี่ยว ท่ี
ขนาดยาเทากัน และหนูเมาสท่ีไมไดรับสารตัวอยาง คือ กลุมควบคุม และกลุมปกติ โดยท่ีสเกลบาร
ในภาพเปน 50 ไมโครเมตรท่ีกําลังขยาย 40 เทา 

 
ในรูปท่ี 3.10 แสดงใหเห็นเซลลท่ียอมติดสี cresyl violet ในฮิปโปแคมปสสวนตางๆ ของหนูกลุม

ควบคุม คิดเปน 40±2 %, 52±2 %, 41±1 % และ 43±2 % สําหรับ CA1, CA2, CA3 และ DG ตามลําดับ 
เม่ือเปรียบเทียบกับหนูกลุมปกติ ซ่ึงบงบอกถึงการลดลงของเซลลประสาทอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.0001) ใน
ฮิปโปแคมปสทุกสวน ของหนูเมาสท่ีถูกเหนี่ยวนําโดยเพปไทด Amyloid-ß25-35 โดยท่ีไมไดรับสารตัวอยาง และ
เชนเดียวกันกับหนูเมาสท่ีไดรับสารแขวนตะกอนของออกซิเรสเวอราทรอลขนาด 90-180 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 
(OXY90 และ OXY180) มีการลดลงของเซลลประสาทสมองอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.0001) ในทุกสวนของ
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ฮิปโปแคมปสเม่ือเปรียบเทียบกับหนูกลุมปกติ แตอยางไรก็ตามหนูเมาสท่ีไดรับสารแขวนตะกอนของออกซิเรส
เวอราทรอลขนาดสูง (OXY360) ยังมีลักษณะเนื้อเยื่อของสมองสวนฮิปโปแคมปสท่ีสมบูรณ (รูปท่ี 3.8) ถึงแม
จะมีการสูญหายของเซลลติดสีในฮิปโปแคมปสบางเม่ือเปรียบเทียบกับหนูกลุมปกติ ซ่ึงคิดเปน 71%, 85%, 
87% และ 84% ในฮิปโปแคมปสสวน CA1, CA2, CA3 และ DG ตามลําดับ (รูปท่ี 3.10) แตอยางไร % เซลล
ประสาทเหลานี้สูงกวาท่ีพบในหนูกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.0001) ดังนั้นการใหออกซิเรสเวอรา
ทรอลขนาดนอยกวา 360 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมโดยการรับประทาน ไมมีประสิทธิภาพในการปองกันอาการ
เสื่อมของประสาทท่ีถูกเหนี่ยวนําโดยเพปไทด Amyloid-ß25-35 ในหนูเมาส ซ่ึงอาจเปนผลมาจากการท่ีออกซิ
เรสเวอราทรอลมีคาชีวปริมาณท่ีตํ่าและมีข้ัวสูง จึงทําใหไมสามารถซึมผานตัวกรองก้ันระหวางเลือดและสมอง 
(blood brain barrier) ซ่ึงมีไขมันเปนสวนประกอบได ทําใหจํากัดการออกฤทธิ์ในการปกปองระบบประสาท
ของสมอง (Breuer et al., 2006; Sangsen et al., 2016) ในทางตรงกันขาม หนูเมาสท่ีไดรับสูตรตํารับ 
SMEDDS ของออกซิเรสเวอราทรอลท่ีขนาดยา 90-360 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (F90, F180 และ F360) แสดง
ลักษณะของเนื้อเยื่อของฮิปโปแคมปสท่ีดีกวากลุมท่ีไดรับออกซิเรสเวอราทรอลเดี่ยว (OXY90 และ OXY180) 
และหนกูลุมควบคุม นอกจากนี้ปริมาณเซลลติดสีในทุกสวนของฮิปโปแคมปสของหนูท้ังสามกลุมดังกลาว (F90, 
F180 และ F360) สูงกวา 80% เม่ือเทียบกับหนูกลุมปกติ ดังนั้นการใชสูตรตํารับไขมันระดับนาโนนี้ 
(SMEDDS) สามารถชวยลดขนาดยาของออกซิเรสเวอราทรอลในการปองกันการสูญหายของเซลลประสาทใน
ฮิปโปแคมปสไดถึง 4 เทา การคนพบนี้ยืนยันการเพ่ิมความสามารถในการปองกันระบบประสาทท่ีถูกเหนี่ยวนํา
ใหเกิดพิษดวยเพปไทด Amyloid-ß25-35 ของออกซิเรสเวอราทรอลโดยระบบ SMEDDS ซ่ึงอาศัยผลในการเพ่ิม
ระดับยาในเลือด โดยการหอหุมยาในหยดไขมัน ทําใหเพ่ิมการดูดซึมและยับยั้งกลไกการปมยากลับในสําไส 
และเพ่ิมการผานเขาสูสมองไดดวยคุณสมบัติท่ีเปนระบบไขมัน สงผลใหนําสงยาไปยังตําแหนงออกฤทธิ์ท่ีสมอง
ได (Masserini, 2013; Sangsen et al., 2016) 
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รูปท่ี 3.10 คาเฉลี่ยของจํานวนเซลลประสาทในฮิปโปแคมปสท้ังสองซีกตอพ้ืนท่ี (ตารางมิลลิเมตร) ของหนู

เมาสกลุมตางๆท่ีถูกเหนี่ยวนําดวยเพปไทด Amyloid-ß25-35 และบริหารออกซิเรสเวอราทรอลโดย
การรับประทานในรูปแบบสตูรตํารับ SMEDDS และสารแขวนตะกอนท่ีขนาดยาตางๆ สามระดับ 
คือ 90, 180, 360 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม เปรียบเทียบกับหนูเมาสท่ีไมไดรับสารตัวอยางคือ กลุม
ควบคุม และกลุมปกติ ผลการทดลองแสดงเปน % เปรียบเทียบกับหนูกลุมปกติ (% of Normal 
mice) ± ความคลาดเคลื่อนของคาเฉลี่ย (SEM) (n ≥ 5 ตอกลุม)  

 #p < 0.05 และ ##p < 0.01 เม่ือเปรียบเทียบกับหนูกลุมท่ีไดรับสารแขวนตะกอนของออกซิเรส
เวอราทรอลขนาดสูง (OXY360) 

 ****p < 0.0001 เม่ือเปรียบเทียบกับหนูกลุมควบคุม 
 
6. สรุปผลการทดลอง 

ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาในการทดลองในหนูเมาส ออกซิเรสเวอราทรอลในขนาด 360 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัม สามารถบรรเทาความผิดปกติของการเรียนรูและการจดจํา รวมถึงการสูญเสียของเซลลประสาทใน
สมองสวนฮิปโปแคมปส ซ่ึงเปนสภาวะท่ีเหนี่ยวนําใหเกิดข้ึนโดยการฉีดเพปไทด Amyloid-ß25-35 เขาทางโพรง
สมอง นอกจากนี้ยังพบวาออกซิเรสเวอราทรอลชวยลดความผิดปกติของลักษณะทางจุลกายวิภาคเนื้อเยื่อของ
ฮิปโปแคมปส โดยมีกลไกท่ีเก่ียวของกับการลดหรือปองกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน ผลการ
ทดลองชี้วาเราสามารถลดขนาดของออกซิเรสเวอราทรอลลง 4 เทา เปน 90 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม โดยใชระบบ
นําสงในรูปแบบ SMEDDS การศึกษานี้จึงแสดงใหเห็นถึงศักยภาพของระบบ SMEDDS ในการนํามาใชเพ่ือ
ปรับปรุงประสิทธิภาพในการปองกันโรคอัลไซเมอรของออกซิเรสเวอราทรอลเม่ือใหโดยการรับประทาน 
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บทท่ี 4 

บทสรุปแผนงานวิจัย 
 

แผนงานวิจัย (research program) เรื่อง “ออกซิเรสเวอราทรอล : การพัฒนาวิธีวิเคราะหปริมาณใน
ผลิตภัณฑสมุนไพรและการศึกษาฤทธิ์ตานการเสื่อมของระบบประสาท (Oxyresveratrol: its quantitative 
determination in herbal products and study for anti-neurodegenerative activity)” มี
วัตถุประสงคท่ีจะศึกษาโดยทําการทดลอง เพ่ือใหไดขอมูลและวิธีการทางวิทยาศาสตรท่ีเหมาะสมท่ีจะนําไป
สนับสนุนการพัฒนาสารออกซิเรสเวอราทรอลหรือพืชสมุนไพรท่ีเก่ียวของ เพ่ือนําไปใชเปนอาหารเสริมสุขภาพ  
แผนงานวิจัยนี้ มีลักษณะเปนชุดโครงการ ประกอบดวยโครงการวิจัยยอย 2 โครงการไดแก (1) โครงการเรื่อง 
“การพัฒนาวิธีวิเคราะหท่ีใชเทคนิคอีไลซาในการตรวจวัดปริมาณสารออกซิเรสเวอราทรอล (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 มีจุดมุงหมายท่ีจะพัฒนาวิธีวิเคราะหออกซิเรสเวอราทรอลโดยใชเทคนิคอิไลซา (ELISA))  
เริ่มจากการเตรียมสารคอนจูเกตโดยการนําโมเลกุลของออกซิเรสเวิราทรอลมาเชื่อมตอกับโปรตีนดวยปฏิกริยา 
3 ปฏิกริยา คือ carbodiimidation periodate oxidation และ Maanich reaction ไดเปนสาร อิมมูโนเจน 
(immunogen) จํานวน 3 ชนิดไดแก OXA-cBSA, MuA-BSA และ OXY-cBSA ตามลําดับ  เม่ือนํา OXA-
cBSA มาฉีดเขากระตายขาวนิวซีแลนดเพ่ือกระตุนใหสรางพอลิโคลนอลแอนติบอดี (polyclonal antibody)  
พบวาแอนติบอดีท่ีไดมีความจําเพาะตอออกซิเรสเวอราทรอล  เม่ือนํามาทดสอบวิเคราะหปริมาณออกซิเรสเวอ
ราทรอลในแกนตนมะหาดและปวกหาด ดวยวิธี indirect competitive ELISA พบวามีคาการวัดเปนเสนตรง 
(linear measurement) ในช วง 1.12-2.12 mg/ml มี ความ  (accuracy) แม นยํ าและความ เท่ี ย งตรง 
(precision) ในเกณฑ ท่ียอมรับ คือมีคาpercentage of recovery ในชวง 98 – 102 และ คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (SD) ต่ํากวารอยละ 10 แตมีความไว (sensitivity) ในการตรวจวัดสารออกซิเรสเวอราทรอลเพียงต่ํา
กวาวิธี high performance liquid chromatography (HPLC) มากถึง 1,000 เทา  ตอมาจึงนําสารอิมมูโน
เจน 3 ชนิดขางตนมา แตละชนิดมาฉีดเขาหนูเพ่ือสรางมอนอโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody) 
โดยเทคนิคไฮบริโดมา  พบวามอนอแอนติบอดีท่ีไดจาก OXA-cBSA มีความจําเพาะตอออกซิเรสเวอราทรอลสูง  
แตเซลลไฮบริโดมาไมสามารถผลิตแอนติบอดีในปริมาณสูง วิธีนี้จึงไมอาจนําไปใชผลิตแอนติบดีเพ่ือศึกษาตอได  
โมโนแอนติบอดีท่ีไดจาก MuA-BSA พบวาไมมีความสามารถรับรูออกซิเรสเวอราทรอล  สวนมอนอแอนติบอดี
จาก OXY-cBSA นั้นตรวจพบวาอยูในกลุม IgM มี light chain แบบ Kappa  เม่ือนํามาใชพัฒนาวิธีวิเคราะห
ปริมาณสารออกซิเรสเวอราทรอลในตัวอยาง พบวาวิธีนี้มีคาการวัดเปนเสนตรงในชวง 63 - 500 ng/ml  วิธี
วิเคราะหท่ีพัฒนาข้ึนมีคาความเท่ียงภายในเพลท (intra-plate) และระหวางเพลท (inter-plate) โดยมีคาสวน
เบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) ไมเกิน 10% ในทุกความเขมขนของสารมาตรฐาน และมีความแมนยําใน
การวิเคราะห อยูในชวง 95.93-103.55% มีความไวในการตรวจวัดออกซิเรสเวอรทรอลคิดเปน 16 เทาของวิธี 
HPLC  จากการทดสอบความจําเพาะ พบวาแอนติบอดีท่ีไดมีความจําเพาะคอนขางสูง  ไมแสดงปฏิกริยาจับกับ
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สารโพลิฟนอลอ่ืนๆ ท่ีมีโครงสรางใกลเคียงเชนสารกลุมเฟลวานอยด และสารกลุมสติลบีน ยกเวนเรสเวอรา
ทรอลซ่ึงมีคาการจับคิดเปนรอยละ 89.92  ท้ังนี้คาดวาเปนผลจากโครงสรางของออกซิเรสเวอราทรอลและเรส
เวอราทรอลท่ีมีความใกลเคียงกันมาก  ดังนั้นแอนติบอดีท่ีเตรียมไดจาก OXY-cBSA จึงเหมาะสมท่ีจะนําไปใช
ตรวจวัดปริมาณออกซิเรสเวอราทรอลในตัวอยางท่ีไมมี หรือมีสารเรสเวอราทรอลในปริมาณท่ีนอยมากเชนแกน
ตนมะหาด ปวกหาด หรือผลิตภัณฑเครื่องสําอางท่ีไมมีเรสเวอราทรอลเปนสวนประกอบ  นอกจากนี้ยังอาจนํา
แอนติบอดีนี้ไปใชเปนเครื่องมือสําหรับศึกษาการกระจายตัวของสารออกซิเรสเวอราทรอลในสัตวทดลอง  ใน
กรณท่ีตัวอยางท่ีนํามาวิเคราะหหาปริมาณออกซิเรสเวอราทรอล มีเรสเวอราทรอลปนอยูในปริมาณสูง  คาท่ีวัด
ไดจะเปนผลรวมของสารท้ังสอง 

โครงการท่ีสองเปนการศึกษาในสัตวทดลองถึงฤทธิ์ของออกซิเรสเวอราทรอลในการปองกันพิษของเบ
ตาอะมิลอยดซ่ึงเปนสารท่ีทําใหเกิดพยาธิสรีรสภาพของโรคอัลไซเมอร  การทดลองใชแบบจําลองสระวงกตมอร
ริส โดยใชหนูไอซีอาร ซ่ึงแบงออกเปน 8 กลุมๆ ละ 10 ตัว  กลุมแรกเปนกลุมปกติ สัตวทดลองไมไดรับท้ัง
สารเบตาอะมิลอยดและยา (ออกซิเรสเวอราทรอล)  กลุมท่ีสองเปนกลุมควบคุม คือหนูไดรับสารเบตาอะมิ
ลอยดแตไมไดรับยา   กลุมท่ี 3 – 5 เปนกลุมท่ีไดรับสารออกซิเรสเวอราทรอลทางปากในรูปของยาแขวน
ตะกอนในน้ําวันละครั้งในขนาด 90, 180 และ 360 มก/กก ตามลําดับ เปนเวลา 7 วัน  สวนกลุมท่ี 6 – 8 เปน
กลุมท่ีไดรับสารออกซิเรสเวอราทรอลทางปากในรูปสูตรตํารับเอ็สเอ็มอีดีดีเอ็ส วันละครั้งในขนาด 90, 180 
และ 360 มก/กก ตามลําดับ เปนเวลา 7 วัน ทําการฉีดเบตาอะมิลอยดซ่ึงเปนสารพิษเขาท่ีโพรงสมองของหนู
ในกลุมท่ี 2 – 8 แลวให/ไมใหยาในรูปแบบเดิมตอไปอีกเปนเวลา 7 วัน  หลังจากนั้นนําสัตวทดลองมาฝกคนหา
แทนพักท่ีซอนไวเปนเวลา 5 วัน ทําการทดสอบความจําและการเรียนรูของสัตว โดยสังเกตพฤติกรรมและ
บันทึกเวลาท่ีหนูใชในการหาแทนพัก  เม่ือสิ้นสุดการทดลอง นําสมองสวนฮิปโปแคมปสของสัตวทดลองไป
วิเคราะหปริมาณปฏิกริยาไลปดเพอรออกซิเดชันท่ีเกิดข้ึน และตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อ  ผลการ
ทดลองแสดงวาออกซิเรสเวอรทรอลท่ีอยูในรูปยาแขวนตะกอน ในขนาด 90 และ 180 มก/กก ไมสามารถ
ปกปองกันเซลลสมองจากสารพิษได  แตเม่ือเพ่ิมขนาดเปน 360 มก/กก สามารถแสดงฤทธิ์ปกปองระบบ
ประสาทของสัตวทดลองไดอยางมีนัยสําคัญเม่ือเทียบกับกลุมควบคุมท่ีไมไดรับยา (p < 0.5) โดยมีฤทธิ์
ใกลเคียงกับออกซิเรสเวอราทรอลในสูตรตํารับเอ็สเอ็มอีดีดีเอ็สในขนาด 90 มก/กก  นอกจากนี้พบฤทธิ์ปกปอง
ท่ีสูงข้ึน (p < 0.0001) ในออกซิเรสเวอราทรอลในสูตรตํารับขนาด 180 และ 360 มก/กก  ผลการตรวจวัด
ปฏิกริยาไลปดเพอรออกซิเดชันในเนื้อเยื่อฮิปโปแคมปสซ่ึงพบวาออกซิเรสเวอรทรอลในรูปแบบยาแขวนตะกอน
ท้ัง 3 ขนาด ไมสามารถแสดงฤทธิ์ตานออกซิเดชัน  ในทางกลับกันออกซิเรสเวอรทรอลท่ีอยูในสูตรตํารับในทุก
ขนาดสามารถลดปฎิกริยาเพอรออกซิเดชันของไขมันไดจนเหลือเปนรอยละ 64 – 74 เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม 
(p < 0.01 – p < 0.005)  เม่ือตรวจเนื้อเยื่อฮิปโปแคมปสพบวาออกซิเรสเวอรทรอลท่ีอยูนรูปยาแขวนตะกอน 
ในขนาด 90 และ 180 มก/กก ไมสามารถลดการตายของเซลลประสาท  แตในขนาด 360 มก/กก สามารถลด
การตายของเซลลไดอยางมีนัยสําคัญเทียบกับกลุมควบคุม (.p < 0.0001)  สวนออกซิเรสเวอรทรอลในสูตร
ตํารับทุกขนาดสามารถปกปองกันเซลลจากสารพิษไดอยางมีนัยสําคัญเชนเดียวกัน (.p < 0.0001)  ผลการ
ทดลองขางตนแสดงใหเห็นวาออกซิเรสเวอราทรอลมีฤทธิ์ปองกันเซลลประสาทเสื่อมจากโรคอัลไซเมอรได  
และเราสามารถทําใหฤทธิ์นี้สูงข้ึนได โดยการเตรียมสารใหอยูในสูตรตํารับเอ็สเอ็มอีดีดีเอ็ส ฤทธิ์ท่ีสูงข้ึนนี้คาดวา
เปนผลท่ีเกิดจากการเพ่ิมชีวปริมาณหรือความสามารถในการซึมผานจากเลือดเขาสูสมองของออกซิเรสเวอรา
ทรอล 
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สรุปผลการวิจัยจากแผนงานวิจัยนี้ไดวา (1) ไดวิธีวิเคราะหปริมาณสารออกซิเรสเวอราทรอลดวยเทคนิค
อีไลซาโดยใชมอโนโคลนอลแอนติบอดี  วิธีนี้มีขอจํากัดเนื่องจากนําไปประยุกตใชไดกับตัวอยางท่ีไมมีเรสเวอรา
ทรอลหรือมีเรสเวอราทรอลในปริมาณท่ีนอยมาก อยางไรก็ตามสามารถนําไประยุกตใชตรวจวัดปริมาณ 
oxyresveratrol ในอวัยวะภายในของสัตวทดลอง (2) ไดขอมูลท่ีแสดงใหเห็นวาออกซิเรสเวอราทรอลสามารถ
ปองกันพิษ β-amyloid ในหนูทดลองได ซ่ึงบงชี้ศักยภาพของสารออกซิเรสเวอราทรอลในการปองกันโรคอัลไซ
เมอร 
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