
1.บทนํ า
    การรักษาอาการของผูปวยที่ถูกงูพิษกัดในปจจุบัน  
ใชวิธีฉีดซีรัมแกพิษงูใหกับผูปวยทางเสนเลือด ซีรัมที่ใช
เตรียมได โดยฉีดพิษงูในม าเ พ่ือกระตุ นการสร าง
ภูมิคุมกัน  การผลิตซีรัมตองอาศัยความชํ านาญและ
กระทํ าในสถานที่เฉพาะ   เพ่ือปองกันการปนเปอนจาก
จุลินทรียตาง ๆ และเพ่ือใหไดซีรัมปริมาณมากจึงตอง
กระทํ าในสัตวใหญ  อีกทั้งซีรัมที่ใชในปจจุบันทํ าใหผู
ปวยบางคนมีอาการแพเนื่องจากโปรตีนตาง ๆ  ที่อยูใน
ซีรัมของมา (McQueen,1980) นอกจากนี้การรักษาดวย
ซีรัมจํ าเปนที่ผู ปวยจะตองเดินทางไปยังโรงพยาบาล
หรือสถานีอนามัยที่มีซีรัม ซึ่งหากอยูหางไกลผูปวยอาจ
ไดรับซีรัมไมทันและเสียชีวิตได  จากความเชื่อที่วามี
สมุนไพรหลายชนิดที่สามารถแกพิษงูและพิษของแมลง
ตาง ๆ ไดซึ่งถาหากสมุนไพรดังกลาวสามารถตานการ
ออกฤทธิ์ของพิษงูไดจริง  จะทํ าใหผูปวยที่ถูกงูกัดลด

อัตราการเสียชีวิตลงได  เพราะประชาชนทั่วไปสามารถ
ปลูกสมุนไพรไดเองอีกทั้งวิธีใชและการเก็บรักษาทํ าได
งายกวาการใชซีรัมจากมา  ดังนั้นจึงมีผูสนใจตรวจหา
สมุนไพรที่คาดวาสามารถตานพิษงูได (Cherdchu และ
คณะ, 1977 และ Cherdchu และคณะ, 1978) แตอยาง
ไรก็ตามการตรวจหาสมุนไพรที่คาดวาสามารถตานพิษงู
ในอดีตจะใชวิธีการที่ทดสอบกับอวัยวะแยกกลามเนื้อ   
กระบังลมหนู (isolated  rat  phrenic  nerve-
hemidiaphragm  preparation)  ซึ่งเปนวิธีที่ตองใช
ความชํ านาญสูง ใชเวลามาก  ส้ินเปลืองและศึกษา
สมุนไพรไดนอยชนิด  ดังนั้นจึงไดมีแนวคิดที่จะตรวจหา
สมุนไพรที่มีฤทธิ์ตานพิษงูโดยดัดแปลงวิธี ELISA ซึ่ง
เป นวิธีที่ประหยัดเวลากว าและมีความน าเชื่อถือ 
สามารถตรวจหาสมุนไพรไดทีละหลายชนิด จากการ
ศึกษาพบว าว านพญางูตัวเมียและว านพญางูตัวผู 
สามารถลดการจับกันระหวางพิษงูเหากับแอนติบอดีตอ

การแยกบริสุทธ์ิและตรวจหาสมบัติของ
สารออกฤทธิ์ตานพิษงูเหาในวานพญางูตัวผู
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บทคัดยอ

วานพญางูตัวผูเปนสมุนไพรที่เชื่อวาสามารถตานพิษงูได ซึ่งมีการศึกษากอนหนานี้พบวาสารออกฤทธิ์ในวาน
พญางูตัวผูสามารถลดการจับกันของพิษงูเหากับแอนติบอดีตอพิษงูเหาได งานวิจัยนี้จึงนํ าวานพญางูตัวผูมาแยก
บริสุทธิ์ดวยวิธี Column Chromatography รวมกับ Thin Layer Chromatography (TLC) และตรวจหาสารออกฤทธิ์
ดวยวิธี Western immunoblotting ขั้นตอนการแยกบริสุทธิ์ดวยวิธี Column Chromatography พบวาสารออกฤทธิ์นั้น
ถูกชะออกมาดวย Ethanol แตเมื่อศึกษาองคประกอบพบวายังไมสามารถแยกใหบริสุทธิ์ไดจึงทํ าการแยกบริสุทธิ์ดวย
วิธี TLC พบวามีแถบเดียวเทานั้นบน TLC plate ที่สามารถลดการจับกันของพิษงูเหากับแอนติบอดีตอพิษงูเหา ซึ่งการ
แยกบริสุทธิ์ดวยวิธี TLC สามารถทํ าใหสารออกฤทธิ์มีความบริสุทธิ์ขึ้นในระดับหนึ่ง
คํ าสํ าคัญ : สมุนไพร, พิษงู



พิษงูเหาได (พจนพร, 2541) มีการตรวจหาโปรตีนเปา
หมายในพิษงูเห าที่จับกับสารสกัดสมุนไพรดวยวิธี 
Western  immunoblotting พบวาแถบโปรตีนขนาด 14,
23, 27 และ 70 กิโลดาลตัน (kDa) ในพิษงูเหาจางหาย
ไปเมื่อ incubate แผนไนโตรเซลลูโลสดวยสารสกัดจาก
วานพญางูตัวเมีย, วานพญางูตัวผู, วานดินสอฤาษี,
วานขอทองแก, ขมิ้นขาว และปทุมมา (Tophrom, 2001
และ คมกฤช, 2544) นํ าสมุนไพรที่สามารถลดการจับ
กันระหวางพิษงูเหากับแอนติบอดีตอพิษงูเหาดวยวิธี 
ELISA และ Western  immunoblotting มาทดสอบกับ
อวัยวะแยกกลามเนื้อกระบังลมหนู  พบวาสารสกัดจาก
วานพญางูตัวเมีย สามารถตานฤทธิ์ของพิษงูเหาได
(Tophrom, 2001) แสดงวาการทดสอบดวยวิธี ELISA
และ Western  immunoblotting เปนวิธีขั้นตนที่อาจนํ า
มาใชในการตรวจหาสมุนไพรที่สามารถตานการออก
ฤทธิ์ของพิษงูได ในการศึกษาครั้งนี้จึงนํ าวานพญางูตัวผู
มาทํ าการแยกบริสุทธิ์ดวยวิธีColumn Chromatography
รวมกับ Thin Layer Chromatography (TLC) และตรวจ
หาสารออกฤทธิ์ดวยวิธี Western immunoblotting

2. อุปกรณและวิธีการทดลอง
2.1 การสกัดสารออกฤทธิ์จากวานพญางูตัวผู
    นํ าวานพญางูตัวผูมาสกัดดวยตัวทํ าละลายโดยใช
อัตราสวน 1 กรัมของวานพญางูตัวผูตอ 2 มิลลิลิตรของ
ตัวทํ าละลาย ทํ าการปนโดยใช blender ต้ังทิ้งไว
ประมาณ 10 นาที เก็บสวน supernatant ซึ่งจะเปนสาร
ละลายสีเหลือง ในการสกัดจะใชตัวทํ าละลายตัวเดิมจน
กวา supernatant จะไมมีสีเหลืองจึงสกัดตอดวยตัวทํ า
ละลายตัวใหม ตัวทํ าละลายที่ใชคือ Hexane,
Chloroform และ Ethanol ตามลํ าดับ
2.2 Western  immunoblotting
2.2.1 SDS-PAGE
การเตรียมเจล  เตรียม 15% separating gel ดวย Mini-
proteanII  Dual  Slab  Cell  Bio-Rad, U.S.A.  โดยมี
ความกวางไมต่ํ ากวา 5 เซนติเมตร ยาว 8 เซนติเมตร
และหนา 0.75 เซนติเมตร  ต้ังทิ้งไวอยางนอย 3 ชั่วโมง
เพ่ือให separating gel  เกิด polymerization อยาง

สมบูรณ  เมื่อครบ 3  ชั่วโมงแลวเท 4% stacking  gel
ที่ดานบนของ separating gel  ต้ังทิ้งไวให stacking gel
เกิด polymerization อยางนอย 30 นาที (Laemmli,
1970)
เตรียมตัวอยางพิษงู พิษงูที่ใชเปนพิษงูเหาแหง (สถาน
เสาวภา  สภากาชาดไทย) นํ าพิษงูเหาแหงมาละลายใน
นํ้ าแลวผสมกับ 1xsolubilizing  buffer  ที่ไมมี         β-
mercaptoethanol (Laemmli, 1970)
การแยกโปรตีนในพิษงู  นํ าพิษงูหรือ marker ที่ผสมกับ
1xsolubilizing  buffer  มา load บน stacking  gel โดย
ปรับปริมาตรใหเปน 10 µL ทุกหลุม  พิษงูมีปริมาณ
โปรตีนรวมหลุมละ 3 µg/10 µL สวนหลุมของ marker
มีปริมาณ 1 µL/10 µL จากนั้นนํ าชุดของเจลไปใสใน
electrophoresis  chamber  ที่มี electrode  buffer ทั้ง
สวนบนและลางของ chamber เริ่มการแยกโปรตีนโดย
ใหกระแสไฟฟาที่มีความตางศักยคงที่ที่  150 V ไปเรื่อย
ๆ จนแถบสีของ 1xsolubilizing  buffer เคล่ือนไปจน
เกือบถึงปลายเจลจึงหยุดใหกระแสไฟฟา
2.2.2 Western  transfer
    ทํ าการ transfer โปรตีนจากแผนเจลที่ผานการแยก
โปรตีนโดย SDS-PAGE  ไปยังแผน nitrocellulose
โดยจัดวางแผนเจลและอุปกรณตาง ๆ ดังรูป

ทั้งแผน nitrocellulose และกระดาษกรองตองชุมดวย
transfer buffer จากนั้นใหกระแสไฟฟาเขาไปโดยใหมี
คากระแสไฟฟาคงที่ที่ 160 มิลลิแอมแปรเปนเวลา 1
ชั่วโมง  โปรตีนบนแผนเจลจะถูก transfer ไปอยูบน
แผน nitrocellulose (Vaessen และคณะ, 1981)
2.2.3  การตรวจหาโปรตีนโดยใชหลักการ
immunoblotting
    หลังจากการทํ า Western transfer แลว ทํ าการตรวจ

ข้ัวลบ

กระดาษกรอง 12 แผน

แผน nitrocellulose
แผนเจล
กระดาษกรอง 8 แผน

ข้ัวบวก



หาโปรตีนดวยวิธี immunoblotting (Daduang และ
คณะ, 1998) โดยนํ าแผน nitrocellulose ไปแชในสาร
ละลาย blocking solution เขยาเปนเวลา 1 ชั่วโมงที่
อุณหภูมิหองหรือทิ้งไวที่ 4oC ขามคืน ตัดแผน
nitrocellulose เปนแถบยาวแลวนํ าแตละแถบไป
incubate กับสารสกัดจากสมุนไพรซึ่งเจือจางใน PBS
buffer pH 7.4 เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นลางแถบ
nitrocellulose ดวย TBST buffer 3 ครั้ง ๆ ละ 5 นาที
พรอมเขยา แลวนํ าแถบ nitrocellulose มา incubate
กับ Globulin refined horse anti venom antibody ซึ่ง
เจือจาง 1:100 ใน TBST buffer เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลาง
แถบ nitrocellulose ดวย TBST buffer 3 ครั้ง ๆ ละ 5
นาทีพรอมเขยา แลวนํ าไป incubate ดวย Rec-Protein
G linked alkaline phosphatase ซึ่งเจือจาง 1:500 ใน
TBST buffer เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางแถบ
nitrocellulose ดวย TBST buffer 3 ครั้ง ๆ ละ 5 นาที
พรอมเขยา แลวลางตอดวย TBS buffer 3  ครั้ง ๆ ละ 5
นาทีพรอมเขยา  แชแถบ nitrocellulose ใน substrate
buffer pH 9.5 เปนเวลา 30 วินาที 2 ครั้งพรอมเขยา
เติม substrate solution (NBT และ BCIP ใน substrate
buffer pH 9.5) ลงไปบนแถบ nitrocellulose เขยาจน
ปรากฏแถบสีมวงของโปรตีนชัดเจนจึงหยุดปฏิกิริยา
ดวยนํ้ ากล่ัน
2.3 Thin  Layer  Chromatography (TLC)
    ชั่ง silica gel GF 254 มาละลายนํ้ าในอัตราสวน 1
กรัมตอนํ้ ากล่ัน 2 มิลลิลิตร ผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน  ตัก
silica gel  ลงบนกระจกสไลดแลวเคาะให silica gel
กระจายเสมอทั่วแผน สํ าหรับ TLC plate แผนใหญทํ า
ไดโดยใชเครื่อง  CAMAG TLC Plate coater, hand
operater จากนั้นนํ าไปอบที่ 80oC เปนเวลา 4 ชั่วโมง
เตรียม mobile  phase  คือ chloroform เทลงไปใน
developing chamber ปดฝาแลวตั้งทิ้งไวอยางนอย 1
ชั่งโมง ใชหลอด capillary ดูดเอาสารสกัดจากสมุนไพร
มา spot บน TLC plate อยางนอย 5 ครั้งตอ 1
ตํ าแหนง  โดยหยดแลวรอให spot แหงจึงหยดซํ้ า  วาง
TLC plate ใน developing chamber ปดฝาใหสนิท  ทิ้ง
ไวจนกระทั่ง solvent front เคล่ือนที่ไปจนเกือบถึงปลาย

บนของ TLC plate จึงยกออก ขีดตํ าแหนง solvent
front จากนั้นนํ าไปสังเกตภายใตแสง UV ที่มี
ความยาวคลื่น 254 nm.
2.4 Column  Chromatography
    เตรียม column ขนาด 1.5 x 30 เซนติเมตร ใสตัวทํ า
ละลายเขาไปใน column แลวใสใยแกวในปริมาณที่
เหมาะสมพรอมทั้งดันเบา ๆ    ดวยแทงแกวจนกระทั่ง
ใยแกวติดอยูที่กน column ใส Stationary phase (เฟส
คงที่) ใหสูงประมาณ 10-20 เซนติเมตร ตัดกระดาษ
กรองเปนวงกลมเสนผานศูนยกลางเทากับ column ปด
ผิวหนาของเฟสคงที่ ปลอยตัวทํ าละลายออกจนเหลือพอ
ดีกับผิวหนาของเฟสคงที่ ใสสารสกัดจากวานพญางูตัวผู
แลวเปดใหตัวทํ าละลายไหลออกจนเหลือพอดีกับผิว
หนาของเฟสคงที่ จากนั้นชะสารตัวอยางออกดวยตัวทํ า
ละลายที่เหมาะสมและเก็บ fraction เพ่ือนํ าไปตรวจหา
สารออกฤทธิ์ดวยวิธี Western  immunoblotting

3. ผลการทดลองและอภิปรายผล
3.1 การสกัดและตรวจหาสารออกฤทธิ์จากวาน
พญางูตัวผู
    ในการสกัดสารออกฤทธิ์จากวานพญางูตัวผู ด วย
Hexane, Chloroform และ Ethanol ตามลํ าดับ แลว
ตรวจหาสารออกฤทธิ์ดวยวิธี Western immunoblotting
พบวาสารออกฤทธิ์นั้นถูกสกัดออกมาใน Hexane และ
Chloroform (รูปที่ 1) จากนั้นศึกษาองคประกอบของ
สารสกัดใน Hexane (Crude 1), Chloroform (Crude 2)
และ Ethanol (Crude 3) ดวยวิธี Thin Layer
Chromatography (TLC)  (รูปที่ 2) ซึ่งพบวา Crude 2
มีสารที่เปนองคประกอบนอยกวา Crude 1
3.2แยกบริสุทธ์ิดวยวิธี Column Chromaotography
รวมกับ Thin Layer Chromatography (TLC)
    การแยกบริสุทธิ์ดวยวิธี Column Chromatography
โดยมี Amberlite XAD-7 HP เปน stationary phase
และ mobile phase คือ double distilled water (DDW),
50% Ethanol และ Ethanol ตามลํ าดับ การเก็บ
fraction จะสังเกตสีของแตละ fraction ที่ตางกันเมื่อชะ
ดวย mobile phase แตละชนิด  โดยนํ า Crude 2 มาทํ า



รูปที่ 1 การนํ าสารสกัดดวยตัวทํ าละลายแตละชนิดมา
ตรวจหาสารออกฤทธิ์ที่สามารถลดการจับกันของพิษ
งูเหากับแอนติบอดีตอพิษงูเหา โดย Lane M คือ
โปรตีนมาตรฐาน, Lane1 คือ พิษงูเหาที่ไมได incubate
กับสารสกัดจากวานพญางูตัวผู, Lane2 คือ พิษงูเหาที่
incubate กับ Crude 1, Lane3 คือ พิษงูเหาที่ incubate
กับ Crude 2 และ Lane4 คอื พิษงูเหาที่ incubate กับ
Crude 3

รูปที่ 2  ศึกษาองคประกอบของสารสกัดในตัวทํ าละลาย
แตละชนิดโดยวิธี TLC โดย Lane 1 คือ Crude 1, Lane
2 คือ Crude 2, Lane 3 คือ Crude 3

การแยกบริ สุทธิ์และตรวจหาสารออกฤทธิ์ด วยวิธี 
Western immunoblotting (รูปที่ 3) แลวศึกษาองค
ประกอบของสารที่ถูกชะดวย mobile phase แตละชนิด
ดวยวิธี TLC (รูปที่ 4) พบวายังไมสามารถแยกให
บริสุทธิ์ได  จากนั้นนํ า Crude 1 มาแยกบริสุทธิ์ พบวา
ไมสามารถเก็บ fraction จากการสังเกตสี  เนื่องจากการ
จางลงของสีเมื่อ load ลงใน column จึงชะดวย mobile
phase ปริมาตร 3 เทาของความสูงของ stationary
phase แลวนํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 350 nm    
(ตารางที่ 1) และรวม fraction ไดดังนี้คือ fraction 2-5
(ชะดวย DDW), 15-18 (ชะดวย 50% Ethanol), 28–30
(ชะดวย Ethanol) และ 31–34 (ชะดวย Ethanol) แลว
ตรวจหาสารออกฤทธิ์ดวยวิธี Western immunoblotting
(รูปที่ 5)

รูปที่ 3  แยกบริสุทธิ์ crude 2 ดวยวิธี column chroma
tography โดย Lane M คอื โปรตีนมาตรฐาน, Lane1
คือ พิษงูเหาที่ไมได incubate กับสารสกัดจากวานพญา
งูตัวผู, Lane2 คือ พิษงูเหาที่ incubate กับ Crude 2,
Lane3 คือ พิษงูเหาที่ incubate กับสารที่ถูกชะดวย
DDW, Lane4 คือ พิษงูเหาที่ incubate กับสารที่ถูกชะ
ดวย 50% Ethanol, Lane5 คือ พิษงูเหาที่ incubate
กับสารที่ถูกชะดวย Ethanol

รูปที่ 4 ศึกษาองคประกอบของสารที่ชะดวย mobile
phase แตละชนิด โดย (รูป ก) Lane1 คือ Crude 2,
Lane2 คือ สารที่ถูกชะออกมาดวย DDW, Lane3 คือ
สารที่ถูกชะออกมาดวย 50% Ethanol, (รูป ข) Lane1
คือ Crude 2, Lane2 คือ สารที่ถูกชะออกมาดวย
Ethanol

     เนื่องจากการแยกบริสุทธิ์สารออกฤทธิ์ด วยวิธี
Column Chromatography  ยังไมเหมาะสม  ดังนั้นจึง
แยกบริสุทธิ์ดวยวิธี TLC โดยนํ า Crude 2 มาแยก
บริสุทธิ์ (รูปที่ 6) ทํ าการสกัดสารออกฤทธิ์จาก TLC
plate ดวย Ethanol แลวตรวจหาสารออกฤทธิ์ (รูปที่ 7)
และนํ า Crude1 มาแยกบริสุทธิ์ (รูปที่ 8) ทํ าการสกัด
สารออกฤทธิ์จาก TLC plate ดวย Ethanol แลวตรวจ
หาสารออกฤทธิ์ (รูปที่ 9)

4. สรุปผลการทดลอง
    วานพญางูตัวผูเปนสมุนไพรที่สามารถลดการจับกัน
ของพิษงูเหากับแอนติบอดีตอพิษงูเหาเมื่อศึกษาดวยวิธี



ตารางที่ 1 คาการดูดกลืนคล่ืนแสงที่ 350 นาโนเมตร
ของ crude 1 ที่ผานการแยกบริสุทธิ์ดวยวิธี Column
Chromatography

fraction A350 fraction A350 fraction A350
1 0.002 14 0.001 27 0.007
2 2.201 15 0.009 28 0.089
3 2.054 16 0.014 29 0.157
4 0.110 17 0.006 30 0.124
5 0.022 18 0.008 31 0.073
6 0.009 19 0.010 32 0.047
7 0.005 20 0.010 33 0.035
8 0.002 21 0.010 34 0.031
9 0.001 22 0.010 35 0.021
10 0.001 23 0.009 36 0.017
11 0.001 24 0.008 37 0.014
12 0.001 25 0.008 38 0.013
13 0.001 26 0.008 39 0.009

รูปที่ 5 แยกบริสุทธิ์ crude 1 ดวยวิธี column
chromatography โดย Lane M คือ  โปรตีนมาตรฐาน,
Lane1 คือ พิษงูเหาที่ไมได incubate กับสารสกัดจาก
วานพญางูตัวผู, Lane2 คือพิษงูเหาที่ incubate กับ
Crude 1, Lane3 คือ พิษงูเหาที่ incubate กับสารสกัด
fraction รวม 2-5, Lane4 คือ พิษงูเหาที่ incubate กับ
สารสกัด fraction รวม 15-18, Lane5 คือ พิษงูเหาที่
incubate กับสารสกัด fraction รวม 28-30, Lane6 คือ
พิษงูเหาที่ incubate กับสารสกัด fraction รวม 31-34

ELISA    การที่ทํ าใหวานพญางูตัวผูมีความบริสุทธิ์มาก
ขึ้น จนสามารถนํ าไปหาโครงสรางโมเลกุลไดนั้นยอมมี
ประโยชนตอการศึกษาในอนาคต  จึงไดทํ าการสกัดและ
แยกบริสุทธิ์หาสารออกฤทธิ์ในวานพญางูตัวผูพรอมกับ
ตรวจหาสารออกฤทธิ์ดวยวิธี Western immuno
blotting โดยขั้นตอนการสกัดสารออกฤทธิ์ดวยตัวทํ า

ละลายแตละชนิดและตรวจหาสารออกฤทธิ์ พบวาสาร
ออกฤทธิ์ถูกสกัดออกมาใน Hexane และ Chloroform
จากนั้นทํ าการแยกบริสุทธิ์ดวยวิธี Column Chromato
graphy นํ าสารสกัดดวย Chloroform มาแยกบริสุทธิ์
.

รูปที่ 6 การแยกบริสุทธิ์ Crude 2 ดวยวิธี TLC  หลัง
จากการแยกไดแบงแถบสารออกเปนแถบหลัก 5 แถบ
เพ่ือนํ าไปสกัดออกมาทดสอบ

รูปที่ 7 ตรวจหาสารออกฤทธิ์ที่สามารถลดการจับกัน
ของพิษงูเหากับแอนติบอดีตอพิษงูเหา เมื่อแยกบริสุทธิ์
Crude 2 ดวยวิธี TLC โดย Lane M คอื โปรตีนมาตร
ฐาน, Lane1 คือ พิษงูเหาที่ไมได incubate   กับสาร
สกัดจากวานพญางูตัวผู, Lane2 คือ พิษงูเหาที่
incubate กับ Crude 2, Lane3 คอื พิษงูเหาที่ incubate
กับสารสกัดแถบที่ 1, Lane4 คือ พิษงูเหาที่ incubate
กับสารสกัดแถบที่ 2, Lane5 คือ พิษงูเหาที่ incubate
กับสารสกัดแถบที่ 3, Lane6 คือ พิษงูเหาที่ incubate
กับสารสกัดแถบที่ 4, Lane7 คือ พิษงูเหาที่ incubate
กับสารสกัดแถบที่ 5

รูปที่ 8  การแยกบริสุทธิ์ Crude 1 ดวยวิธี TLC  หลัง
จากการแยกไดแบงแถบสารออกเปนแถบหลัก 4 แถบ
เพ่ือนํ าไปสกัดออกมาทดสอบ



รูปที่ 9 แยกบริสุทธิ์ Crude 1 ดวยวิธี TLC โดย
Lane M คือ โปรตีนมาตรฐาน, Lane1 คือ พิษงูเหาที่ไม
ได incubate กับสารสกัดจากวานพญางูตัวผู, Lane2
คือ พิษงูเหาที่ incubate กับ Crude 1, Lane3 คือ พิษ
งูเหาที่ incubate กับสารสกัดแถบที่ 1, Lane4 คือ พิษ
งูเหาที่ incubate กับสารสกัดแถบที่ 2, Lane5 คือ พิษ
งูเหาที่ incubate กับสารสกัดแถบที่ 3, Lane6 คือ พิษ
งูเหาที่ incubate กับสารสกัดแถบที่ 4

พบวาสารออกฤทธิ์ถูกชะออกมาดวย Ethanol และเมื่อ
ตรวจดูองคประกอบของสารที่ถูกชะในแตละ phase พบ
วายังไมสามารถที่จะแยกใหบริสุทธิ์ไดอาจเนื่องจากวิธี
การยังไมเหมาะสม  แลวทํ าการแยกบริสุทธิ์ของสาร
สกัดดวย Hexane  นํ าแตละ fraction ไปวัดคาการดูด
กลืนแสงที่ 350 nm พบวาสารออกฤทธิ์ถูกชะออกมา
ดวย Ethanol  เชนเดียวกับสารสกัดดวย Chloroform
เนื่องจากวิธีการแยกบริสุทธิ์ดวยวิธี Column Chromato
graphy ยังไมเหมาะสม จึงนํ ามาแยกบริสุทธิ์สารดวยวิธี
TLC พบวาทั้งสารสกัดดวย Hexane และ  Chloroform
มีแถบสารเพียง 1 แถบเทานั้นที่มีสารออกฤทธิ์  ถึงแม
วาวิธี TLC สามารถแยกสารใหบริสุทธิ์ไดแตปริมาณสาร
ที่ไดมีนอยอาจไมพอสํ าหรับการนํ าไปหาโครงสรางทาง
เคมี  จึงควรศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการแยก
บริสุทธิ์ดวยวิธี Column Chromatography ตอไป
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