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บทคัดย่อ 
ในปัจจุบัน ผู้ÿูงอายุÿ่üนใĀญ่มีโรคเกี ่ยüกับการเÿื่อมÿภาพของร่างกายเช่น โรคเบาĀüาน 

โรคมะเร็งมีจำนüนมากขึ้น  ทำใĀ้อัตราการเÿียชีüิตเพิ่มขึ้นมีÿาเĀตุมาจากการบริโภคอาĀารที่มีโปรตีน

และไขมันมากขึ้น ทำใĀ้ร่างกายมีการเกิดปฏิกิริยาไกลเคชันมากขึ้นเนื่องจากเมื่อระดับน้ำตาลในเลือด

ÿูงขึ้นจะมีการเĀนี่ยüนำใĀ้เกิดปฏิกิริยาไกลเคชันระĀü่างน้ำตาลรีดิüซ์และโมเลกุลของโปรตีนทำใĀ้

ผลผลิตÿุดท้ายได้เป็น advanced glycation end products (AGEs) ซ่ึง AGEs เป็นÿาเĀตุที่ทำใĀ้เซลล์

ต่างๆเÿื่อมÿภาพและทำใĀ้อüัยüะต่างๆมีประÿิทธิภาพการทำงานที่แย่ลง Āนึ่งในการป้องกันไม่ใĀ้เกิด

โรคเĀล่านี้ได้คือการใช้ÿารฟีนอลิก ที่ÿามารถพบได้ในพืชในการต้านÿารอนุมูลอิÿระ ปริญญานิพนธ์

ฉบับนี้จึงได้ทำการคัดเลือกÿมุนไพรที่คาดü่ามีการยับยั้งการÿร้าง CML มา 10 ชนิด ซึ่งÿกัดในตัüทำ

ละลายเอทานอลคüามเข้มข้นที่ต่างกัน และนำÿารÿกัดท่ีได้ไปทำกระบüนการ ELISA จากผลการทดลอง

พบü่าĀญ้าĀนüดแมüที่แช่ในเอทานอล 40%ที่นำ ไปทำการýึกþาต่อด้üยการแยกÿารใĀ้บริÿุทธิ์โดยüิธี 

stepwise eiution chromatography พบü่า fraction ทีเ่อทานอล 25% ใĀ้ผลการยับยั้งการเกิด CML 
ได้ดีที่ÿุดโดยพบการเกิด CML เพียง 12.19% .ในÿ่üนของการýึกþาการออกฤทธิ์ต้านจุลชีพพบü่า Āญ้า

Āนüดแมüÿามารถยับยั้งการเจริญของ Staphylococcus aureus และ Bacillus subtilis แต่ไม่พบ

การยับยั้งการเจริญของเชื้อ Pseudomonas aeruginosa และ Escherichia coli 
 
คำÿำคัญ:  ไกลเคชัน, Āญ้าĀนüดแมü, ฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์, อนุมูลอิÿระ 
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Abstract  
At present, the elderly population predominantly suffers from diseases related 

to physical deterioration such as diabetes and cancer, leading to an increased mortality 
rate. This is largely attributed to the consumption of high-protein and high-fat diets, 
which results in an elevated occurrence of advanced glycation end products (AGEs). 
When blood sugar levels rise, a glycation reaction occurs between reducing sugars and 
protein molecules, leading to the formation of AGEs. AGEs contribute to cellular and 
organ dysfunction, deteriorating their overall functionality. One preventive measure 
against these diseases is the use of phenolic compounds found in plants, known for 
their antioxidant properties. This thesis aims to select 10 types of herbs predicted to 
inhibit the formation of CML (carboxymethyl lysine). These herbs were extracted with 
varying concentrations of ethanol, and the obtained extracts were subjected to ELISA 
(enzyme-linked immunosorbent assay) analysis. The results indicated that the extract 
of the cat's whiskers herb soaked in 40% ethanol showed the highest inhibition of CML 
formation at 12.19%. Furthermore, in the study of antimicrobial activity, cat's whiskers 
herb demonstrated inhibitory effects on Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis 
growth, but no significant inhibition was observed on Pseudomonas aeruginosa and 
Escherichia coli. 
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บทท่ี 1 
บทนำ 

 

1.1 คüามเป็นมาและคüามÿำคัญของปัญĀา 
ในÿังคมปัจจุบัน ประชากรผู้ÿูงอายุที่มีโรคเกี่ยüกับอายุ เช่น โรคเบาĀüาน โรคมะเร็ง มีจำนüน

มากขึ้นทำใĀ้อัตราการเÿียชีüิตจากโรคเĀล่านี้เพิ่มขึ้นด้üย โดยโรคที่เกี่ยüข้องกับอายุเĀล่านี้มีÿาเĀตุ

มาจากการเกิดปฏิกิริยาไกลเคชันภายในร่างกาย การบริโภคอาĀารของผู้คนปัจจุบันมีการบริโภค

โปรตีนและไขมันที่มากขึ้น ทำใĀ้ร่างกายมีการเกิดปฏิกิริยาไกลเคชันที่มากขึ้น โดยปฏิกิริยาไกลเคชัน

เป็นปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นเนื่องจากเมื่อระดับน้ำตาลในเลือดÿูงขึ้นจะมีการเĀนี่ยüนำใĀ้เกิดปฏิกิริยาไกลเค

ชันระĀü่างน้ำตาลรีดิüซ์และโมเลกุลของโปรตีนทำใĀ้ผลผลิตÿุดท้ายได้เป็น advanced glycation 
end products (AGEs) ซ่ึง AGEs เป็นÿาเĀตุที่ทำใĀ้เซลล์ต่างๆเÿื่อมÿภาพและทำใĀ้อüัยüะต่าง ๆ มี

ประÿิทธิภาพการทำงานที่แย่ลงและนำไปÿู่การเÿียชีüิตได้ Āนึ่งในการป้องกันไม่ใĀ้เกิดโรคเĀล่านี้ได้

คือการใช้ÿารฟีนอลิกที่ÿามารถพบได้ในพืชในการต้านÿารอนุมูลอิÿระ โดยมีงานüิจัยพบü่าÿาร ฟี

นอลิกที่ÿามารถÿกัดได้จากÿมุนไพรลูกใต้ใบ (üันประเÿริฐ , 2561) ÿามารถยับยั้งอนุมูลอิÿระได้ดี 

และยังพบü่ามีงานüิจัยที ่ýึกþาการยับยั ้งการÿร้าง AGEs โดยใช้ÿารÿกัดจากมะม่üงĀิมพานต์ 

(ธนากรณ ์, 2561) 
CML Āรือ carboxymethyl lysine Āนึ่งในผลิตภัณฑ์ขั้นปลายของกระบüนการไกลเคชันขั้น

ÿูง (AGE) ซึ่งCML ยังเป็นเครื่องĀมายที่ถูกใช้มากที่ÿุดของ AGEs ในการüิเคราะĀ์อาĀาร โดยมีการ

รายงานü่า microbiota ที่อยู่ในลำไÿ้ÿามารถต่อต้านการทำงานของโครงÿร้างที่มีĀน้าที่ป้องกันใน

ลำไÿ้ได้เมื่อมีอายุมากขึ้น ทำใĀ้ AGEs ÿามารถรั่üซึมเข้าÿู่กระแÿเลือดและทำการทำงานของเซลล์ 

microglial ในÿมองเกิดคüามบกพร่องจึงÿามารถบอกได้ü่าปริมาณของ CML ในเลือดÿัมพันธ์กับอายุ 
โดยในการýึกþานี้ได้ทำการคัดเลือกÿมุนไพรที่คาดü่ามีการยับยั้งการÿร้าง CML มา 10 ชนิด 

ÿกัดในตัüทำละลายเอทานอลคüามเข้มข้น 0 40 และ 80 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ เพื่อนำมาÿกัดใĀ้ได้

ÿารÿกัด และนำÿารÿกัดที่ได้ไปทำกระบüนการ ELISA มีÿมุนไพรชนิดใดบ้างที่มีประÿิทธิภาพในการ

ยับยั้งการÿร้าง CML เปรียบเทียบการยับยั้งการÿร้าง CML ของการÿกัดในแต่ละคüามเข้มข้นของเอ

ทานอล และÿมุนไพรชนิดใดที่ÿกัดในเอทานอลคüามเข้มข้นเท่าใด มีประÿิทธิภาพในการยับยั้งการ
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1.2 üัตถุประÿงค์ของโครงงาน 
1. เพื่อüัดการยับยั้งการÿร้าง CML โดยใช้ÿารÿกัดÿมุนไพรทั้ง 10 ชนิด โดยทำการคัดเลือก

ÿมุนไพรที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการÿร้าง CML 
2. เพื่อüิเคราะĀ์โปรไฟล์ของÿารประกอบฟีนอลโดยüิธี HPLC ÿำĀรับคüามเป็นไปได้ในการ

แยกÿารÿกัดÿมุนไพรไทย 
3.เพ่ือýึกþาฤทธิ์ต้านแบคทีเรียของÿารÿกัดÿมุนไพรไทย 
 

1.3 ขอบเขตของโครงงานพิเýþ 
ýึกþาคüามÿามารถในการยับยั้งการÿร้าง CML ของÿมุนไพร ทำการýึกþาโดยเปรียบเทียบ

คüามÿามารถในการยับยั้งการÿร้าง CML ของÿมุนไพรทั้ง 10 ชนิด โดยใช้เอทานอลที่มีคüามเข้มข้น 

0 40 และ 80 เปอร์เซ็นต์เพื่อýึกþาพารามิเตอร์ที่คาดü่าจะมีผลต่อคüามÿามารถในการÿกัดÿารÿกัด

ที่ÿามารถยับยั้ง CML  
 

1.4 ประโยชน์ที่คาดü่าจะได้รับ   
1. ทราบถึงคüามÿามารถในการยับยั้ง CML ของÿมุนไพรทั้ง 10 ชนิด 
2. ทราบถึงประÿิทธิภาพของเอทานอลในการÿกัดÿารÿกัดÿมุนไพรที่คüามเข้มข้นของ 

เอทานอลที่ต่างกัน 
3. เพ่ือเป็นแนüทางในการพัฒนาการýึกþาการยับยั้ง CML ของÿมุนไพรไทย 
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บทท่ี 2 
ทฤþฎีและงานüิจัยที่เกีย่üข้อง 

 

2.1 กระบüนการไกลเคชัน 
กระบüนการไกลเคชันĀรือไกลโคซีเลชัน เป็นปฎิกิริยาชีüเคมีที่ไม่ใช้เอนไซม์ที่เกิดจากการยึด

ติดทางเคมีของโมเลกุลน้ำตาลรีดิüÿ์ เช่น กลูโคÿและฟรุคโตÿ อะตอมของรีดิüÿ์เชิงคาร์บอน (C ) ใน
ตำแĀน่งที่1 ในน้ำตาลจะจับกับ อะตอมไนโตรเจน(N) ของĀมู่เปปไทด์ของโปรตีนเป็นปฎิกิริยา

ระĀü่างĀมู่คาร์บอนิลในโครงÿร้างของน้ำตาลรีดิüÿ์ และĀมู่อะมิโนของในโครงÿร้างโปรตีน ซึ่งมักเกิด

กับĀมู ่อะมิโนไลซีนและĀมู่กüานิดีน ของอาร์จินีนจึ งเรียกปฎิกิริยาไกลเคชันĀรืออีกชื่อĀนึ่งü่า 

เมลลาร์ด (Maillard reaction ) Āรือปฎิกิริยาการเกิดÿีน้ำตาล (Broening reaction) 

 ไกลเคชัน ทำใĀ้เกิดการเปลี่ยนทางโครงÿร้างโดยการเชื่อมข้ามÿายโมเลกุล เป็น schiff base 
โดยโครงÿร้างของ schiff base มีลักþณะของการรüมกันระĀü่างน้ำตาลและĀมู่อะมิโนของโปรตีนซึ่ง

ÿารตัüนี้ÿามารถเกิดขึ้นได้อย่างรüดเร็üในระยะเüลาÿั้นๆ แต่มีคüามไม่เÿถียรÿูง โครงÿร้างของĀมู่           

อะมิโนÿามารถผันกลับมาเป็นอย่างเดิมได้Āากระดับน้ำตาลลดลง Āากปฏิกิริยายังคงดำเนินต่อไป 

Schiff base จะมีการจัดเรียงโครงÿร้างใĀม่ กลายเป็นÿารที่ชื่อü่า amdori product ซึ่งมีคüามคงตัü

มากขึ้นแต่ยังไม่เÿถียร (ÿุทธจิตต์, 2016) โดยมีüิธีการÿร้างดังรูปที่ 2.1 

รูปที่ 2.1 กระบüนการเกิดไกเคชันภายในร่างกาย 
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Amadori product อาจเกิดปฏิกิริยาต่อไป โดยการจับกับĀมู่อะมิโนอื่นๆโดยโปรตีนที่ถูก 

amadori product ที่เกาะü่า glycated protein ซึ่งÿามารถเกิดปฏิกิริยาต่อไปได้ 2 รูปแบบ ในแบบ

แรกคือการเชื ่อมต่อกับĀมู ่กดอะมิโนละมีการจัดเรียงตัüใĀม่เป็น AGEs ในแบบที่ÿอง คือ การ

เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน มีอนุมูลอิÿระและโลĀะĀนัก เช่น ธาตุเĀล็กĀรือทองแดง เข้าร่üมการทำ

ปฏิกิริยา ทำใĀ้เกิดÿารที่มีการจัดเรียงโครงÿร้างใĀม่ คือÿารประกอบคาร์บอนิล ซึ่งเป็นÿาร reactive 
intermediates Āรือ AGEs precursor ซึ ่งÿารตัüนี ้ÿามารถทำปฏิกิร ิยากับĀมู ่อะมิโนอื ่นๆแล้ü

ก่อใĀ้เกิด ผลิตภัณฑ์ตัüใĀม่ คือ AGEs ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ที่มีคüามเÿถียร ไม่ÿามารถคืนÿู่ÿภาพเดิมได้  

โดยที่ AGEs ÿามารถเกิด crosslink กับโปรตีนตัüอ่ืนๆ ĀรืออาจจะกับĀมู่อะมิโนของโปรตีน 

2.2 ประเภทของ AGEs  
 แบ่งตามลักþณะการจับเข้าโปรตีนและคุณÿมบัติการเรืองแÿงฟลูออเรÿเซนต์ ได้ 3 ประเภท 

2.2.1 Fluorescence AGEs crosslinks  
   เกิดจากÿารประกอบคาร์บอนิลที่ÿามารถเกิด crosslink Āรือเข้าไปเป็นตัüเชื่อม

ระĀü่างĀมู่กรดอะมิโนของโปรตีนอื่นๆและมีคุณÿมบัติเรืองแÿง เช่น peptosidine, 
crossline, pentodilysine, AGEs-XI, vesperlysine A-B, FPPC และอ่ืนๆ 

2.2.2 Nonfluorescen AGEs crosslink 
เกิดจากÿารประกอบคาร์บอนิลที่ÿามารถ crosslink Āรือเข้าเป็นตัüเชื่อมกบัĀมู่         

อะมิโนของโปรตีนอื ่นๆแต่ไม่ม ีค ุณÿมบัติในการเร ืองแÿงฟลูออเรÿเซนต์  เช่น 
imidazolium dilysine crosslinks, pyrraline eather crosslinks, arginine-lysine-
imidazole crosslinks, amadori dione crosslinks และอ่ืนๆ 

2.2.3 Noncrosslinking AGEs 
เกิดจากÿารประกอบคาร์บอนิลที่ÿามารถเข้ารüมกับĀมู่อะมิโนของโปรตีนอื่นๆ

และทำใĀ้โปรตีนเกิดโครงÿร้างใĀม่ อาจกล่าüได้ü่า AGEs ชนิดนี้เกิดจากท่ีโปรตีนเดี่ยü

เปลี่ยนแปลงโครงÿร้าง เช่น Nε-(carboxymethyl) lysine, Nε-(I-carboxymethyl 
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2.3 AGEs และอนุมูลอิÿระ 
 กระบüนการไกเคชันเกี่ยüข้องกับอนุมูลอิÿระ AGEs ทำใĀ้ภายในเซลล์มีการÿร้างÿารอนุมูล

อิÿระผ่านทางการจับกับตัüรับของ AGEs Āรือ receptor of AGEs(RAGE) แล้üเกิดการÿร้างÿาร

ประเภท  pro-oxidant ภายในเซลล์และĀากเกิดมีÿารดังกล่าüมากกü่าÿารต้านอนุมูลอิÿระ เช่น

เอนไซม์ glutathione dismutase ÿามารถจัดการได้ ก็จะเกิดภาüะ oxidative stress และก่อใĀ้เกิด

คüามเÿียĀายต่อเซลล์เนื้อเยื่อ 

2.4 Receptor of AGEs (RAGE) 
 ในระดับเซลล์ AGEs มีตัüรับ AGEs(Receptor of AGEs:RAGE) มีบทบาทĀน้าที ่ต่อการ

ทำงานภายในเซลล์ โดยที่ RAGE เป็นตัüรับแบบ multiligands จัดอยู่ในกลุ่ม superfamily ของ 

อิมมูโนโกลบูลินจี Āรือ IgG พบในบริเüณผิüของเซลล์ทั่üไป รüมทั้งเชลล์ โมโนไชต์ แมคโครเฟจ เซลล์

เยื่อบุผนังĀลอดเลือด เซลล์กล้ามเนื้อเรียบ RAGE ทำงานโดยการดักจับ AGEs Āรือเป็นÿื่อในการÿ่ง

ÿัญญาณภายในเซลล์  
ตัüรับ AGEs นอกจาก RAGE แล้ü ยังมีตัüรับÿำĀรับ AGEs ตัüอื่น ได้แก่ macrophages 

scavenger receptor class A โดยพบü่าในกระบüนการของการเกิดภาüะĀลอดเลือดแดงแข็งตัü 

ตัüรับนี้จะทำĀน้าที่เป็นÿื่อกลางในการพา AGEs เข้าไปในเซลล์แมคโครเฟจรüมทั้งกำจัด AGEs ออก

จากเซลล์ด ้üย (Buccirieli et al. 2002) อีกประการĀนึ ่งคือ CD36 ซึ ่งจ ัดอยู ่ในกลุ ่ม family 
scavenger receptor class B ทำĀน้าที่เป็นตัüรับที่เกี ่ยüข้องกับ AGEs และการเĀนี่ยüนำใĀ้เกิด

ภาüะ oxidative stress (Goldin et al. 2006) ในขณะเดียüกัน RAGEทำงานร่üมกับ ligand อื่นๆ

นอกเĀนือจาก AGEs เช่น beta amyoid Āรือ amphoterin Āรือ S-100-calcinulins ซึ่งเป็นÿารที่

เกี่ยüข้องกับ proinfiammatory cytokine เป็นต้น 

2.5 เมตาบอลิซึมของ AGEs 
AGEs ในเนื้อเยื่อต่างๆภายในร่างกายจะถูกกำจัดด้üยเซลล์แมคโครเฟจโดยถูกย่อยใĀ้อยู่ใน

รูปอนุภาคโปรตีนขนาดเล็กที่ละลายน้ำได้ แล้üขับออกทางไต นอกจากนี้พบü่า Kupffer cell และ

เซลล์เยื่อบุผนังĀลอดเลือดของตับ มีบทบาทÿำคัญในการกำจัด AGEs ในพลาÿมา โดยเซลล์เĀล่านี้จะ

มีตัüรับคอยดักจับ AGEs เข้ามากำจัดภายในเซลล์ (Smedsrod et al. 1997) ดังนั้นในกรณีที่มีคüาม

ผิดปกติเกี่ยüกับตับ Āรือในกรณีที่ร่างกายมีปริมาณ AGEs มากเกินกü่าที่อüัยüะดังกล่าüจะจัดการได้

ไมĀ่มด ก็อาจÿ่งผลทำใĀ้เกิดการÿะÿมของ AGEs ภายในร่างกาย 
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ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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2.6 ผลของปฏิกิริยาไกลเคชันต่อÿุขภาพ 
 การเกิดไกลเคชันของโปรตีนÿามารถรบกüนการทำงานของร่างกายได้โดยมีการเĀนี่ยüนำ

การเกิด reactive oxygen species ซึ ่งมีผลต่อการยับยั ้งการนำน้ำตาลกลูโคÿเข้าเซลล์รüมทั้ง 

glycated abumin ยังทำใĀ้เกิดออกซิเดชันของเซลล์ไขมัน (adipocyte cells) ได้อีกด้üย ÿำĀรับ

โปรตีน fibrinogen เป็นÿารประกอบตัüกลางของ AGEs ที่เรียกü่า methylglyoxal (MOG) เมื่อ 

MGO จับกับ fibrinogen มีผลทำใĀ้เกิดคüามเÿียĀายกับĀลอดเลือดและทำใĀ้เกิดการแข็งตัüของ

Āลอดเลือด (atherosclerosis) ในผู้ผป่üยโรคเบาĀüาน (ธนüยุทธ์ภัคดี, 2559) 
 นอกจากนั้น AGEs ทำใĀ้เนื้อเยื่อเกิดคüามĀยาบกระด้างและเกิดการเปลี่ยนแปลงของÿีผิüมี

ผลต่อคอลลาเจน ทำใĀ้ĀลอดเลือดĀนาขึ้น ข้อต่อมีคüามยืดĀยุ่นลงและในการÿะÿมของ AGEs ที่

ผิüĀนังมีผลทำใĀ้เกิดการเปลี่ยนโครงÿร้างĀน้าที่ของเซลล์และนำไปÿู่คüามผิดปกติ 

2.7 อนุมูลอิÿระ 
อนุมูลอิÿระ คือ อะตอมĀรือโมเลกุลที่มีประจุอิเล็กตรอนคู่โดดเดี่ยü อยู่üงนอกÿุดของüง

โคจรทำใĀ้โมเลกุลเกิดคüามไม่เÿถียร และเป็นÿารที่มีคüามü่องไüในการทำปฏิกิริยากับÿารอื่นๆÿูง 

โดยอนุมูลอิÿระจะมีการรับอิเล็กตรอนจากÿารที่อยู่ใกล้เคียงĀรือรอบๆเพื่อทำใĀ้ตัüเองเกิดคüาม

เÿถียร แต่ในขณะที่ÿารใกล้เคียงจะÿูญเÿียอิเล็กตรอนไปทำใĀ้เกิดเป็นอนุมูลอิÿระตัüใĀม่และจะทำ

ปฏิกิริยาต่อไปเรื่อยๆเป็นลูกโซ่ (Halliwel, 1992) ทั้งนี้ถ้ามีการเกิดปฏิกิริยาเกิดขึ้นภายในÿิ่งมีชีüิต

มักจะพบจากการใช้ออกซิเจนในการนำไปเผาผลาญพลังงานโดยผ่านปฏิกิริยาออกซิเดชัน จะทำใĀ้

เกิดการเปลี่ยนแปลงของโครงÿร้างและĀน้าที่การทำการของÿารชีüโมเลกุลในÿิ่งมีชีüิต เช่น โปรตีน 

ไขมัน DNA เอนไซม์ เป็นต้น จะÿ่งผลทำใĀ้เกิดอันตายต่อเซลล์และกลายเป็นพยาธิÿภาพของระบบ

อüัยüะ เช่น โรคมะเร็ง โรคอัลไซเมอร์ ต้อกระจก เป็นต้น  
จากที่กล่าüมาข้างต้นถึงแม้ü่าร่างกายจะมีการÿร้างอนุมูลอิÿระจากกระบüนการเผาผลาญ

ต่างๆแล้ü ร่างกายยังมีการÿร้างÿารที่มีคุณÿมบัติต้านอนุมูลอิÿระขึ้นมาเพื่อป้องกันอันตรายจากการ

เกิดปฏิกิริยาของอนุมูลออิÿระ ซึ่งจะประกอบไปด้üยเอนไซม์ต่างๆที่แม้จะมีคüามเข้มข้นน้อยแต่ก็

ÿามารถช่üยชะลอĀรือป้องกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของอนุมูลอิÿระได้ 

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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2.8การตรüจüัด AGEs ด้üย ELISA 
2.8.1 ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay) 

 เป็นüิธีการตรüจÿอบปฏิกิริยาระĀü่างแอนติบอดีและแอนติเจนได้อย่างจำเพาะเจาะจงมี

คüามไüÿูง ง่ายและรüดเร็ü โดยการทดÿอบÿ่üนใĀญ่มักใช้üัÿดุ Solid phase เป็นตัüดูดซับกับ

แอนติเจนĀรือแอนติบอดีเมื่อเกิดปฏิกิริยาแล้üจึงล้างÿ่üนของแอนติเจนและแอนติบอดีในÿ่üนของที่

ไม่ทำปฏิกิริยาออกจะทำใĀ้เĀลือเพียงÿ่üนที ่ทำปฏิกิริยาติดอยู่กับพื้นผิüของüัÿดุจากนั้นจึงเติ ม

แอนติบอดีท่ีจำเพาะที่ติดฉลากด้üยเอนไซม์ที่ทำใĀ้เกิดการเร่งปฏิกิริยาเปลี่ยนซับÿเตรตที่ไม่มีÿีใĀ้เป็น

ผลิตภัณฑ์ที ่ม ีÿ ี โดยเอนไซม์ต ่างๆที ่ใช้ใน ELISA ได้แก่ alkaline phosphatase, horseradish 
peroxidase, ß-galactosidase ซึ่งÿามารถใช้ตรüจÿอบทั้งแอนติเจนและแอนติบอดีได้ทั้งแง่คุณภาพ

และปริมาณ มีüิธีการทดÿอบทั้ง 4 แบบคือ direct ELISA , indirect ELISA , Competitive ELISA 

และ sandwich ELISA ซ่ึงในการüิจัยครั้งนี้ใช้üิธีการ ดังรูปที่2.2 

1) Indirect ELISA 
 ใช้ในการตรüจĀาแอนติบอดีที่จำเพาะต่อแอนติเจนซึ่งเริ่มจากการเคลือบผิüüัÿดุด้üย

แอนติเจนและเติมตัüอย่างลงไป ซึ่งจะทำใĀ้เกิดปฏิกิริยาระĀü่างแอนติเจนกับแอนติบอดี

ที่จำเพาะที่เคลือบนผิü จากนั้นล้างเอาÿ่üนที่ไม่ทำปฏิกิริยาออกด้üยบัพเฟอร์ และเติม

แอนติบอดีที่ติดฉลากเอนไซม์ ซึ่งแอนติบอดีตัüที่ÿองจะจำเพาะกับแอนดีตัüแรก เมื่อทำ

การชะล้างÿ่üนที่ไม่ทำปฏิกิริยาด้üยบัพเฟอร์ก่อนที่เติมÿเตรทของเอนไซม์จะเกิดการ

เปลี่ยนÿีตามปริมาณแอนติบอดีในตัüอย่างที่ต้องการทดÿอบ 

 

 
รูปที่ 2.2  การตรüจĀาแอนติบอดีท่ีจำเพาะต่อแอนติเจนด้üยüิธี Indirect ELISA 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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2.9 คอลัมน์โครมาโตกราฟี (Column Chromatography) 
 กลไกต่างๆ ที่เกิดขึ้นในการทำคอลัมน์โครมาโตกราฟี ÿามารถใช้เป็นĀลักในการอธิบาย

ทฤþฎีและĀลักการของโครมาโตกราฟีทั่üๆไปทุกชนิด ÿามารถแบ่งได้อีกĀลายชนิดขึ้นอยู่กับÿารที่ใช้

บรรจุในคอลัมน์ที่ทำĀน้าที่เป็นเฟÿอยู่กับที่  

 ถ้าÿารที่บรรจุคือของแข็งที่ทำĀน้าที่ดูดซับจะเรียกüิธีการทำคอลัมน์โครมาโตกราฟี แบบนี้ü่า 

adsorption chromatography Āรือ Liquid Solid Chromatography (LSC) ซึ่งอัตราการเคลื่อนที่

ของตัüถูกละลายในคอลัมน์ขึ้นอยู่กับเüลาที่ตัüถูกละลายนั้นถูกดูดซับที่ผิüของแข็งที่ทำĀน้าที่เป็นเฟÿ

อยู่กับที ่

 ÿารที ่บรรจุในคอลัมน์คือของแข็งที ่ฉาบด้üยของเĀลüที่ทำĀน้าที ่เป็นเฟÿอยู ่กับที ่Āรือ

ของเĀลüฉาบที่ผิüของคอลัมน์เมื่อใช้คอลัมน์เล็กมากๆ จะเรียกü่า partition chromatography Āรือ 

Liquid-Liquid Chromatography (LLC) ซึ่งอัตราการเคลี่ยนที่ของตัüถูกละลายในคอลัมน์ขึ้นอยู่กับ

การละลายของตัüถูกละลายในเฟÿทั้งÿองท่ีเป็นของเĀลü 

 ถ้าÿารที่บรรจุในคอลัมน์ คือ เรซินที่ÿามารถแลกเปลี่ยนไออนได้ จะเรียกüิธีการนี้ü่า ไอออน

เอกซ์เชนจ์โครมาโตกราฟี (ion-exchange chromatography) ค่ารีเทนชันไทม์ของตัüถูกละลาย

ขึ้นอยู่กับคüามÿามารถในการแลกเปลี่ยนไอออนระĀü่างไอออนของตัüถูกละลายกับตัüถูกละลายที่ถูก

แยกคือไอออน ในขณะที่üิธีอ่ืนคือโมเลกุลที่เป็นกลาง  

2.9.1 เทคนิคในการทำคอลัมน์โครมาโตรการฟี  
คอลัมน์ที่ใช้ในโครมาดตกราฟี มีลักþณะเป็นĀลอดแก้üกลüง ปลายข้างĀนึ่งทำใĀ้เล็ก

ลง เพ่ือต่อเข้ากับตัüคอบคุม การไĀลของตัüทำละลายดังรูปที่ 4.9 ขนาดของคอลัมน์มีได้Āลายขนาด 

ตั้งแต่เÿ้นผ่านýูนย์กลาง 1 ถึง 5 เซนติเมตร และยาü 10 ถึง 50 เซนติเมตร คüามÿูงและขนาดของเฟÿ

อยู่กับที่ที่บรรจุในคอลัมน์จะมีผลต่ออัตราต่ออัตราการไĀลของเฟÿเคลื่อนที่ ถ้าเฟÿอยู่กับที่มีขนาดเล็ก

และบรรจุในคอลัมน์ÿูงมากๆ จะทำใĀ้การไĀลของเฟÿเคลื่อนที่ช้า ทำใĀ้ใช้เüลาในการüิเคราะĀ์นาน 

การüิเคราะĀ์โดยüิธีคอลัมน์โครมาโตกราฟีÿามารถทำได้ตามข้ันตอนดังรูปที่ 2.3 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 2.3  การüิเคราะĀ์โดยüิธีคอลัมน์โครมาโตกราฟี 

2.9.1.1 เตรียมคอลัมน์  

 ที่ปลายล่างของคอลัมน์ต้องถูกปิดไü้ด้üยใยแก้üĀรือÿำลี เพ่ือ

ป้องกันไม่ใĀ้ของแข็งที่บรรจุในคอลัมน์ไĀลออกจากคอลัมน์ได้จากนั้น

นำเฟÿอยู่กับที่ซึ ่งเป็นของแข็งมากüนกับตัüทำละลายซึ่งใช้เป็นเฟÿ

เคลื่อนที่ใĀ้เป็นÿารละลายแขüนลอย (Suspension) ÿำĀรับของแข็งที่

ใช้บรรจุคอลัมน์ต้องมีคุณÿมบัติที่มีโพลาริตีมากกü่าเฟÿเคลื่อนที่การ

เลือกใช้ของแข็งต้องใĀ้เĀมาะÿมกับชนิดของÿารตัüอย่างของแข็งที่ใช้

บรรจุในคอลัมน์ มี 2 ชนิด คือ  

ก. ของแข็งที่ทำĀน้าที่เป็นตัüดูดซับ ของแข็งที่นำมาบรรจุในคอลัมน์ 

ต้องมีขนาดÿม่ำเÿมอ ดังนั้นขนาดที่เลือกใช้คüรเĀมาะÿม ของแข็งที่

นำมาใช้ต้องไม่ละลายในเฟÿเคลื ่อนที ่เนื ่องจากการดูดซับของÿาร

ตัüอย่างขึ้นอยู่กับโพลาริตีของตัüดูดซับ นั่นคือ การเพิ่มโพลาริตีของตัü

ดูดซับจะทำใĀ้การดูดซับเพิ่มขึ้น ดังนั้น ผู้üิเคราะĀ์ÿามารถคüบคุมการ

แยกได้เลือกเฟÿอยู่กับที่ใĀ้เĀมาะÿม ซึ่งของแข็งที่นิยมใช้เป็นเฟÿอยู่กับ

ที่ในการทำคอลัมน์โครมาโตกราฟีได้แÿดงในตารางที่2.1โดยเรียงตามโพ

ลาริตีของแข็งอะลูมินาและซิลิเกจ  
ข. ของเĀลüที่ฉาบบนของแข็งช่üยของแข็งท่ีทำĀน้าที่เป็นของแข็ง

ช่üย (Solid Support) คüรเป็นของแข็งที่มีโพลาริตีÿูง เพ่ือใĀ้ดึงดูดเฟÿ

อยู่กับที่ 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางท่ี2.1 ตัüดูดซับที่ใช้เป็นเฟÿอยู่กับท่ีในการทำคอลัมน์โครมาโตกราฟี เรียงตามโพลาริตี 

 
 

2.9.1.2 ใÿ่ÿารตัüอย่าง 
üิธีใÿ่ÿารตัüอย่างใĀ้ใช้ปิเปตดูดÿารตัüอย่างใĀ้ได้ปริมาตรตามต้องการ

แล้üใÿ่ลงคอลัมน์อย่างระมัดระüัง พยายามปล่อยÿารละลายตัüอย่างออกจาก  

ปิเปตÿารตัüอย่างที่นำมาใช้ในการüิเคราะĀ์มีได้Āลายชนิด แต่ละชนิดมีโพลาริตี

แตกต่างกันขึ้นอยู่กับฟังก์ชันนอลกรุ๊ฟ ดังตารางที่ 2.2 โดยÿารตัüอย่างที่มีโพลา

ริตีจะอยู่ในคอลัมน์ได้นาน คือ มีคีรีเทนชันไทม์มากในการทำโครมาโตกราฟี

แบบธรรมดา  

 

ตารางที่ 2.2 ÿารต่างๆจัดตามฟังก์ชันนอลกรุ๊ปที่ÿามารถüิเคราะĀ์ได้ด้üยüิธีโครมาโตกราฟีโดยเรียง

ตามลำดับโพลาริตี 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ÿารตัüอยา่งที่จัดเรยีงในตารางที่ 2.2 จะช่üยในการทำนายü่าÿารตüัใดคüรถูกอีลูทออกจากคอลัมนไ์ด้

ก่อนĀรือĀลัง 

2.9.1.3 ทำการอีลูท 
เมื่อใÿ่ÿารตัüอย่างลงในคอลัมน์เรียบร้อยแล้üใĀ้เติมตัüทำละลายที่ใช้

เป็นเฟÿเคลื่อนที่Āรือตัüอีลูท ตัüอีลูทจะไĀลลงÿู่คอลัมน์ตามแรงดึงดูดของโลก 

ซึ่งÿามารถปรับขนาดของอัตราการไĀลได้ถ้าไĀลเร็üเกินไปโดยใช้จุกปิดเปิด ที่

ต่อเข้ากับปลายข้างล่างของคอลัมน์ แต่ถ้าตัüอีลูทไĀลช้าเกินไปÿามารถช่üยทำ

ใĀ้ไĀลเร็üขึ้นได้โดยใช้เครื่องดูดช่üย (suction-pump) เมื่อใĀ้เüลาในการอีลูท

เพียงพอและเĀมาะÿม ÿารตัüอย่างที่เป็นÿารผÿมจะÿามารถแยกออกจากกัน  

การเลือกใช้ตัüอีลูทขึ้นอยู่กับชนิดของÿารตัüอย่างที่นำมาüิเคราะĀ์ ใน

บางครั้งตัüอีลูทเพียงตัüเดียüไม่ÿามารถอีลูทÿารผÿมทุกตัüในÿารตัüอย่างออก

จากคอลัมน์ได้ จึงต้องมีการเปลี่ยนตัüอีลูทใĀ้เĀมาะÿมกับÿารตัüอย่างแต่ละ

ชนิด ตัüอย่างเช่น ÿารตัüอย่างเป็นÿารผÿมของÿารĀลายชนิดที่มีโพลาริตี

ต่างกัน การเลือกใช้ตัüอีลูทคüรเลือกตัüที่ไม่มีโพลาร์ (non-polar) ตัüอีลูทจะ

ÿามารถอีลูทÿารตัüอย่างที่ไม่มีโพลาร์Āรือมีโพลาร์น้อยที ่ÿุดออกมาก่อน 

จากนั้นทำการเปลี่ยนตัüอีลูทใĀ้มีโพลาริตีÿูงขึ้น จะทำใĀ้ÿารถูกอีลูทออกมา

ตามลำดับ  

2.9.1.4 เก็บÿารตัüอย่างท่ีออกจากคอลัมน์ 
ÿารละลายที ่ถูกอีลูทออกจากคอลัมน์ÿามารถเก็บได้เป็นÿ่üนๆ 

(fraction) เช่น ÿ่üนละ 1 ถึง 10 ลบ.ซม.แล้üนำแต่ละÿ่üนไปüิเคราะĀ์Āา

ปริมาณต่อไป 

2.9.1.5 การüัดปริมาณÿารตัüอย่างท่ีถูกอีลูทออกจากคอลัมน์ (Detection) 
ÿารตัüอย่างที ่ถ ูกอีลูทออกจากคอลัมน์เป็นÿ่üนๆÿามารถนำมา

üิเคราะĀ์Āาปริมาณได้Āลายüิธ ี คือ ใช ้การüิเคราะĀ์ทางแÿง (optical 
method) Āรือใช้การüิเคราะĀ์ทางเคมีüิเคราะĀ์เชิงไฟฟ้า (Electroanalytical 
method) เช่นการทำโüลแทมเมตรีการüัดค่าการนำไฟฟ้า และüัดค่าýักย์ไฟฟ้า 

เป็นต้น เทคนิคการüิเคราะĀ์üิธีลิคüิทโครมาโตกราฟีแบบคอลัมน์ที่กล่าüมา

ทั้งĀมดนี้เป็นüิธีที่ใช้กันมานาน เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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2.9.2 High Performance Liquid Chromatography (HPLC)  
         เป็นเทคนิคĀนึ่งของลิคüิดโครมาโตกราฟีแบบคอลัมน์ที่ÿามารถแยกได้อย่าง

รüดเร็üและมีประÿิทธิภาพ เพราะใช้คüามดันช่üย และของแข็งที่บรรจุในคอลัมน์มี

ขนาดเล็กเมื่อใช้ของแข็งท่ีมีขนาดเล็กจะทำใĀ้มีค่า HETP ต่ำ และอัตราการไĀลของ

เĀÿเคลื่อนที่ไม่มีผลต่อค่า HETP ดังนั้น คüามดันช่üยทำใĀ้เฟÿเคลื่อนที่ไĀลได้เร็üขึ้น 

ดังนั้นĀลังจากท่ีÿารตัüอย่างถูกอีลูทออกมาจากคอลัมน์ต้องมีเครื่องมอที่เรียกü่าดี

เทคเตอร์ (detector) üัดÿารปริมาณน้อยๆ ที่ถูกอีลูทออกมาได้อย่างมีประÿิทธิภาพ 

โดยÿ่üนประกอบของเครื่องมือที่ช่üยในการüิเคราะĀ์จะรüมกันเข้าเป็นเครื่องมือ1 ชุด

ของ HPLC ซึ่งจะÿรุปเป็นแผนภาพได้ดังรูปที่ 4.13  

 

 
รูปที่ 2.4  แผนภาพเครื่องมือ HPLC ÿ่üนของเÿ้นประĀมายถึง เตาที่ÿามารถคüบคุมอุณĀภูมิคอลัมน์ 

2.10 องค์ประกอบที่ÿำคัญของชุดตรüจ ELISA 
2.10.1 แอนติบอดี  

 แอนติบอดีพบได้ในเลือดĀรือของเĀลüในร่างกาย ซึ่งเมื่อเซลล์เม็ดเลือดขาüชนิดบี-

ลิมโฟไซต์ได้รับการกระตุ้นจากแอนติเจนจะทำการแบ่งเซลล์ได้เซลล์ที่มีขนาดใĀญ่ เรียกü่า เซลล์

พลาÿมา ซึ่งมีĀน้าที่Āลักในการÿร้างแอนติบอดีเพ่ือทำลายแอนติเจนที่เข้าÿู่ร่างกาย โดยแอนติเจนมี

การจดจำลักþณะจำเพาะของมัน และจับกันท่ีบริเüณ อิพิโทป (epitope) การทำปฏิกิริยาระĀü่าง

แอนติเจนกับแอนติบอดี ทำใĀ้มการรüมกันของโปรตีนĀลายตัüในเซรุ่ม ซึ่งจะช่üยใĀ้แอนติเจนถูก

จำกัดออกจากร่างกายได้ โครงÿร้างโมเลกุลของแอนติบอดีมีลักþณะคล้ายรูปตัüüาย (Y shape) ÿาย

พอลีเปปไทด์ 4 เÿ้น เÿ้นĀนัก (heavy chain , H) และเÿ้นเบา (light chain , L) 2 ÿาย เชื่อมต่อกัน

ด้üยพันธะไดซัลไฟด์ (Disulfide bond ) ÿ่üนปลายของแขนตัü Y ทั้ง 2 ข้างประกอบด้üยกรดอะมิโน

ที่มีคüามแปรปรüนÿูง (variable domains) ซึ่งมีคüามแตกต่างกันในแอนติบอดีแต่ละชนิด เป็นเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บริเüณท่ีจับกับแอนติเจน (antigen binding site) บริเüณที่เรียกü่า hinge region อยู่ตรงกลางของ 

H-chain  

 2.10.2 แอนติเจน (antigen) 
เนื่องจากชุดตรüจÿอบที่ใช้เทคนิค ELISA อาýัยĀลักการทางüิทยาภูมิคุ้มกันüิทยา 

ในการปฏิกิริยาจำเพาะระĀü่างแอนติเจนและแอนติบอดี เพ่ือใช้ในการตรüจĀาแอนติบอดีที่จำเพาะ

ต่อแอนติเจนนั้น ĀรือตรüจĀาแอนติเจนที่ต้องการเมื่อมีแอนติบอดีที่จำเพาะต่อแอนติเจนนั้น ปกติ

แล้üแอนติเจนที่เป็นÿารเคมี จะมีขนาดโมเลกุลเล็กท่ีเรียกü่า เฮปเทน (heptane) จะไม่ÿามารถยึด

เกาะกับพ้ืนผิüของจานทดÿอบ ELISA ชนิด 96 Āลุมซึ่งผลิตจาก polystyrene ได้ จึงทำการเชื่อมต่อ

โมเลกุลของแอนติเจนเข้ากับโปรตีนก่อน เมื่อทำการเคลือบพ้ืนผิüของจานทดÿอบ ELISA ÿ่üนที่เป็น

โมเลกุลโปรตีนจะยึดเกาะกับพ้ืนผิüของจานทดÿอบ ELISA ด้üย noncovalent blinding ทำใĀ้

โมเลกุลของแอนติเจนที่เชื่อมกับโปรตีนÿามารถยึดติดกับพ้ืนผิüของจานทดÿอบ ELISA ได้  

 2.10.3 เอนไซม์และระบบการตรüจüัดปฏิกิริยา (Detection system) 
เอนไซม์เป็นÿารÿำคัญที่ใช้ในชุดตรüจซึ่งอาýัยĀลักการทำปฏิกิริยาจำเพาะระĀü่าง

แอนติเจนและแอนติบอดี ซึ่งจะตรüจÿอบปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนจากการเปลี่ยนÿีที่เกิดข้ึนจะใช้เครื่องมือที่

üัดคüามยาüคลื่นจำเพาะของÿีที่เกิดข้ึน โดยอ่านค่าเป็นค่าการดูดกลืนแÿง (Absorbance Āรือ 

Optical density , OD ) เอนไซม์ถือü่าเป็นÿ่üนÿ่üนÿำคัญอีกอย่างĀนึ่งของระบบการตรüจüัด

ปฏิกิริยา ÿามารถทำได้โดยการเชื่อมĀรือติดฉลากเอนไซม์เข้ากับแอนติเจนĀรือแอนติบอดีที่ใช้เป็นตัü

ตรüจüัด เอนไซม์ที่นิยมใช้กันมากในชุดตรüจÿอบมี 2 ชนิด คือ Horseradish peroxidase (HRP) และ 

Alkaline phosphatase (AP) 

Horseradish peroxidase เป็นไกลโคโปรตีน ที่มีน้ำĀนักเมเลกุลเท่ากับ 44 กิโลตาลตัน ใน

การเชื่อมติดเอนไซม์กับโมเลกุลของÿารจะเกิดท่ีตำแĀน่ง กรดอะมิโม lysin 6 โมเลกุลบนโมเลกุลของ

เอนไซมเ์กิดปฏิกิริยากับซับÿเตรตเอนไซม์จะถูกออกซิไดÿ์ซับÿเตรตที่เĀมาะÿมทำใĀ้มีÿีที่

เปลี่ยนแปลงไป  

Alkaline phosphatase เป็นไกลโคโปรตีน ที่มีน้ำĀนักโมเลกุลเท่ากับ 8 กิโลตาลตัน เป็นเซม

ไซม์ท่ีได้จากลำไÿ้ของüัü Āรือÿามารถและเตรียมจาก E. coli เอนไซมท์ำĀน้าที่คะตะไลซ์ (catalyze) 
และเกิดไฮโดรไลลิÿ (hydrolysis) ของ phosphate ester บนซับเÿตรต ทำใĀ้มีÿีเกิดขึ้น บนโมเลกุล

ของ AP มีĀมู่อะมิโนจำนüนมากÿำĀรับการเชื่อมต่อกับแอนติเจนĀรือแอนติบอดี. 

  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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2.10.4 ซับÿเตรต (Substrate) 
เนื่องจากการทำปฏิกิริยาระĀü่างเอนไซม์กับซับÿเตรตเป็นĀัüใจĀลักของการทดÿอบ

ด้üยเทคนิคELISAไม่ü่าจะเป็นการเชื่อมต่อแอนติเจนĀรือแอนติบอดีกับเอนไซมจ์ะต้องเลือกใช้เอนไซม์

ที่เĀมาะÿมและการเลือกใช้ซับÿเตรตที่เĀมาะÿมกับเอนไซม์นั้นก็มีคüามÿำคัญเช่นกันเพราะเม่ือ

เอนไซม์และซับÿเตรตทำปฏิกิริยาจะปฏิกิริยาจะเกิดผลิตภัณต์ท่ีมีÿีขึ้นและจะต้องüัดคüามเข้มÿีที่

เกดิขึ้นด้üยเครื่องมือที่อ่านค่าคüามดูดกลืนแÿง (spectrophotometer Āรือ ELISA reader) การüัด

การเปลี่ยนแปลงÿีของซับÿเตรตที่เกิดจากเอนไซม์ จะเรียกüิธีนี้ü่า colorimetry เมื่อเอนไซม์แต่ละตัü

ทำปฏิกิริยากับซับÿเตรตและก็เกิดผลิตภัณฑ์ที่มีÿีต่างกัน และดูดกลืนแÿงที่คüามยาüคลื่นต่างกันด้üย 

การüัดค่าการดูดกลืนแÿงที่คüามยาüคลื่น 415 นาโนเมตร ถ้าใช้ OPD (o-phenylenediamine) เป็น

ซับÿเตรต จะเปลี่ยนจากÿารละลายไม่มีÿีเป็นÿ้มĀรือน้ำตาล อ่านค่าผลที่ค่าการดูดกลืนแÿง 492 นา

โนเมตร Āรือถ้าใช้ TMB (3,3,5,5,-tetramethylbenzidine) เปลี่ยนจากÿารละลายไม่มีÿี้เป็นÿีฟ้า 

เมื่อĀยุดปฏิกิริยาด้üยกรดจะเปลี่ยนเป็นÿีเĀลือง อ่านผลที่ค่าการดูดกลืนแÿงที่คüามยาüคลื่น 450 นา

โนเมตร ปัจจุบันใช้ horseradish peroxidase โดยใช้ OPD เป็นซับÿเตรต แต่เนื่องจาก OPD มี

คุณÿมบัติเป็นÿารก่อมะเร็ง ซึ่งเป็นพิþต่อผู้ที่ใช้จึงได้เปลี่ยนมาใช้ TMB แทนซึ่งมีคüามเป็นพิþน้อยกü่า 

2.10.5 พื้นที่ผิüÿำĀรับการยึดตรึง (solid support ) 
ÿำĀรับชุดตรüจÿอบ ELISA ในขั้นตอนแรกของการเตรียมชุดตรüจÿอบจะต้องทำการ

ยึดตรึงĀรือเคลือบแอนติเจนเคลือบแอนติบอดีบนพื้นผิüที่อยู่ในรูปแบบของsolid phaseก่อน เรียกü่า 

immobilization Āรือ coating แล้üทำปฏิกิริยาตามข้ันตอนของชุดตรüจ ซ่ึงแต่ละรูปแบบการใช้ผิü

ÿำĀรับยึดตรึงในชุด ELISA ที่เป็นมาตรฐานและนิยมใช้ในปัจจุบัน คือ จานทดÿอบ ELISA ชนิด 96 

Āลุม Āรือ Microtitre plate Āรือ 96 well-plate ÿามารถจับกับแอนติเจนและแอนติบอดีได้ดีด้üย 

noncovalent binding ทำใĀ้การเคลือบแอนติเจนĀรือแอนติบอดีบนพื้นผิüเป็นเนื้อเดียüตลอดพ้ืนที่

ในระĀü่างขั้นตอนการทำปฏิกิริยาทำใĀ้การüัดค่าการดูดกลืนแÿง 

2.11 ÿารต้านอนุมูลอิÿระ 
ÿารต้านอนุมูลอิÿระ คือ ÿารที่ทำĀน้าที่ในการยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันและป้องกัน

ไม่ใĀ้เกิดการดึงของอิเล็กตรอน โดยจะเข้าไปจับกับอนุมูลอิÿระเพื่อไม่ใĀ้เกิดปฏิกิริยาที่ÿร้างคüาม

เÿียĀายได้ โดยทั่üไปร่างกายมีÿารด้านออกซิเดชันĀลายชนิด เช่น เอนไซม์ซุปเปอร์ออกไซด์ ดิÿมิü

เทÿ (superoxide dimutase) เอนไซม์มักลูด้าไขโอน เพอร์ออกซอเดÿ (gluathione peroxidase) 
เอนไซม์แค่ทาเลÿ (catalase) Āรือไม่ใช่รูปแบบเอนไซม์ เช่น ทองแดง ÿังกะÿี üิตามินอี เบต้า-แคโร

ทีน üิตามินซี กรดยูริกและชนิดของÿารต้านอนุมูลอิÿระแบ่งตามกลไกการยับยั้งได้เป็น 3 ชนิด ได้แก่ เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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1) การป้องกันการเกิดอนุมูลอิÿระ 2) ดักจับอนุมูลอิÿระที่เกิดขึ้น และ 3) ทำลายปฏิกิริยาลูกโซ่ของ

การเกิดอนุมูลอิÿระ (ÿุรีüัลย์, 2561) 

2.12. แĀล่งที่มาของÿารต้านอนุมูลอิÿระ 
2.12.1 ÿารต้านออกซิเดชันÿังเคราะĀ ์

มักถูกออกแบบโดยใช้โครงÿร้างของÿารต้านอนุมูลอิÿระที่มีในธรรมชาติมาดัดแปลง

ใĀ้มีการออกฤทธิ์ที่ดีข้ึน เช่น ÿารต้านออกซิเดชันที่พัฒนามาจากโครงÿร้างของüิตามินอี Āรือ

โครงÿร้างÿารประกอบฟีนอลิก ตัüอย่างของÿารÿังเคราะĀ์ ได้แก่ 
2.12.1.1 Trolox 

Trolox Āร ือ 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic 
acid มีÿ ูตรโมเลกุลทางเคมี คือ C14H18O4 เป็นอนุพันธ์ของüิตามินอีที ่ม ีการ

เปลี่ยนแปลงของโครงÿร้าง ทำใĀ้มีคüามÿามารถละลายในน้ำได้ดีจากคุณÿมบัติ

ดังกล่าüทำใĀ้ trolox ÿามารถออกฤทธิ์เร็üกü่าüิตามินอี กล่าüคือการออกฤทธิ์ของ

üิตามินอีต้องใช้เüลานานกü่า trolox โดยการออกฤทธิ์จะใช้เüลาถึง 1 ชั่üโมงĀรือ       

1 üัน แต่ในขณะที่ trolox ÿามารถออกฤทธิ์ได้ทันที (üัชระคุปต์และคณะ, 2549) 
2.12.1.2 กรดแกลลิก 

กรดแกลล ิ ก  (Gallic acid) Āร ื อช ื ่ อทางü ิ ทยาýาÿตร ์ ü ่ า  3,4,5-
hydroxybenzoic acid เป็นÿารประกอบของแทนนิน มีÿูตรโมเลกุลทางเคมีคือ 

C7H6O5 พบมากในองุ่น ใบชา เปลือกไม้โอ๊ค เป็นต้น ซึ่งคุณÿมบัติของกรดแกลลิก 

คือÿามารถยับยั้งเชื้อรา เชื้อไüรัÿ และมีคุณÿมบัติที่เป็นÿารต้านออกซิเดชัน (โอภา 

และคณะ,2549) โดยทั่üไปจะใช้เกี่ยüกับอุตÿาĀกรรมทางยา 
2.12.1.3 EDTA 

EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) มีÿูตรโมเลกุลทางเคมีคือ 

C.H.NO มีคุณÿมบัติเป็นÿารคีเลต คือ ÿามารถจับกับธาตุโลĀะที่มีประจุ เช่น ตะกั่ü 

เĀล็ก ÿังกะÿี แคดเมียม แมงกานีÿ และทองแดง ซึ่งมีประโยชน์ทางการแพทย์ โดย

นำมาใช้กำจัดไอไออนของโลĀะต่างๆได้ 
2.12.1.4 üิตามินซี (vitamin C) 

üิตามินซี (vitamin C) Āรือกรดแอÿคอร์บิก (ascorbic acid) เป็นüิตามิน

ที่มีคุณÿมบัติละลายน้ำได้ มีฤทธิ์เป็นกรด ÿลายตัüอย่างรüดเร็üและมีคüามไüต่อ

ออกซิเจนÿูง โดยüิตามินซีนั้นมีคุณÿมบัติเป็นÿารต้านอนุมูลอิÿระซึ่งจะทำĀน้าที่
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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เป็นตัüรีดิüซ์เข้าทำปฏิกิริยาลูกโซ่ (Tolbert and ward,1982) นอกจากนี้ยังเป็นตัü

เÿร ิมประÿ ิทธ ิภาพการต ้านอน ุม ูลอ ิÿระของüิ ตาม ินอ ีด ้üย (Traber and 
Atkinson,2007) 
2.12.1.5 üิตามินอี (Vitamin E)  

üิตามินอี (Vitamin E Āรือ tocopherol เป็นüิตามินที่มีคุณÿมบัติละลาย

ในไขมันและเป็นÿารต้านอนุมูลอิÿระ โดยüิตามินอีเป็นÿารที่ไüต่อการถูกออกซิไดซ์

มากจึงเป็นตัüถูกออกซิไดซ์แทนÿารอื่นที่มีคüามไüน้อยกü่า นอกจากนี้ยังÿามารถ

ทำงานร่üมกับÿารด้านอนุมูลอิÿระตัüอื่นๆ เช่น üิตามินซีĀรือ ซิลิเนียม เป็นต้น 

(Traber and Atkinson) ในธรรมชาติมีüิตามินอีอยู่Āลายชนิด โดยÿามารถแบ่งเป็น 

2 กลุ่มใĀญ่ คือ tocopherols และ tocotrienols และในแต่ละกลุ่มจะแยกเป็น

ü ิตามินย ่อยอีก 4 ชนิด ได ้แก่ alpha, beta, gamma และ delta ซึ ่ง alpha 
tocopherds จัดเป็นกลุ่มที่มีบทบาทÿำคัญในต้านการปกป้องเมมเบรนจากการ

เกิดปฏิกิริยาลูกโซ่ลิปิดเพอร์ออกซิเดชัน (lipid peruxidtion chain reaction) ของ

อนุมูลอิÿระ (Mukai et al,2007) 

2.12.2  พฤกþเคมี (phytochemicls) 
พฤกþเคมี (phytochemicls) Āมายถึง ÿารเคมีที่มีฤทธิ์ทางชีüภาพมักพบในพืช 

ÿารกลุ่มนี้อาจจะเป็นÿารที่ทำใĀ้พืชผักชนิดๆนั้นๆ มีÿี กลิ่นĀรือรÿชาติเฉพาะ ÿารพฤกþเคมี

เĀล่านี้มีประโยชน์ต่อการต้านอนุมูลอิÿระ ตัüอย่างÿารพฤกþเคมี ได้แก่ 
2.12.2.1 ÿารประกอบฟีนอลิก (Phenolic Compounds) 

ÿารประกอบฟีนอลิก (Phenolic Compounds) เป็นÿารที่พบได้ในพืช

ทั่üไป มีÿูตรโครงÿร้างทางเคมีüงแĀüนอะโรมาติกที่มีĀมู่ไฮดรอกซิลอย่างน้อยĀนึ่ง

Āมู่Āรือมากกü่านั้น มีคุณÿมบัติละลายน้ำและมีฤทธิ์เป็นกรด ÿารประกอบฟีนอลิกที่

พบในพืชนั้นมักจะรüมอยู่กับโมเลกุลของน้ำตาลในรูปของÿารประกอบไกลโคไซค์ 

นอกจากนี้ยังพบü่าอาจมีการรüมตัüกันระĀü่างÿารประกอบฟินอลิกด้üยกันเอง 

Āรือÿารประกอบอื่นๆเช่น กรดคาร์บอกซิลิก กรดอินทรีย์ Āมู่เอมีน และไขมันอีก

ด้üย (Sato et al, 1996) ÿารประกอบฟีนอลิกในธรรมชาติมีอยู่Āลายชนิด เช่น 

ÿารประกอบฟลาโนนอยด์ กรดฟีนอลิก กรดไฮโดรอกซินามิกและอนุพันธุ์ Āรือÿาร

ลิกนิน เป็นต้น (Rice-Evans et al, 1997)  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ÿารประกอบฟีนอลิกจะทำĀน้าที่ในการดักจับอนุมูลอิÿระและโลĀะĀนักที่

ทำใĀ้เกิดปฏิกิร ิยาออกซิเดชันในไขมันและโมเลกุลอื ่นๆ ด้üยการใĀ้อะตอม

ไฮโดรเจนแก่อนุมูลอิÿระอย่างรüดเร็ü ทำใĀ้อนุมูลอิÿระของÿารประกอบฟีนอลิก

เกิดคüามเÿถียรภาพจึงไม่ทำใĀ้เกิดปฏิกิริยาอื่นต่อ นอกจากนี้อนุมูลอิÿระของ

ÿารประกอบฟีนอลิกบางชนิดยังคงÿามารถรüมตัüกับอนุมูลอิÿระอ่ืนต่อได้ จึงทำใĀ้

ÿ า ม า ร ถ ล ด จ ำ น ü น อน ุ ม ู ล อ ิ ÿ ร ะ ล ง ไ ด ้ ม า ก  (Rice-Evans et al., 1997; 
Wiliamson,2000) โดยมีโครงÿร้างของÿารประกอบฟีนอลิกดังรูปที่2.5 

 

 
รูป 2.5  โครงÿร้างของÿารประกอบฟีนอลิกโดยทั่üไป 

 

2.12.2.2 ÿารประกอบฟลาโüนอยด์ 
ÿารประกอบฟลาโüนอยด์ (flavonoids) อยู่ในกลุ่มของÿารประกอบฟีนอ

ลิกชนิดĀนึ่ง พบมากในพืช ผักและผลไม้ ซึ่งมีคุณÿมบัติเป็นÿารต้านอนุมูลอิÿระ 

โดยคüามÿามารถของการต้านออกซิเดชันจะมากĀรือน้อยจะขึ้นอยู่กับโครงÿร้าง

เป็นĀลัก ฟลาโüนอยด์มีĀลายชนิด เช่น แอนโธไซยานิดิน (anthocyanidins) ฟลา

โüโนนÿ์ (flavonones) ฟลาüาน-3-ออลÿ์ (flavan-3-ols) ฟลาโüนÿ์ (flavones) 
และฟลาโüนอลÿ์ (flavonols) แทนนิน (tannin) Āรือโปรแอนโธไซยาน ิดิน 

(proanthocyanidins) 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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2.13 üิธีการทดÿอบคüามü่องไüของเชื้อจุลินทรีย์ 
ฤทธิ์ต้านจุลชีพ คือ คüามÿามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลชีพ (microbiostatic) Āรือ

คüามÿามารถในการฆ่าเชื้อจุลชีพ (microbicidal)  üิธีการทดÿอบคüามไüของเชื้อต่อยามีĀลายüิธี 

Āากเชื้อทดÿอบเป็นแบคทีเรียและราÿามารถทำได้ทั้งในอาĀารเลี้ยงเชื้อชนิดเĀลü (broth medium) 

และอาĀารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง (agar medium) โดยมีüิธีอยู่ 2 รูปแบบ 1. Dilution susceptibilitytest 
2. Agar diffusion test ดังนี้ 

2.13.1 Dilution Suscepptibility Test Āรือการทดÿอบ MIC 
ในการทดÿอบฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ด้üยüิธี dilution test เป็นการทดÿอบ

ในเชิงปริมาณ เพราะÿามารถทราบค่าคüามเข้มข้นของÿารÿกัดÿมุนไพรที่ทำลายเชื้อได้ นิยม

ใช้ทดÿอบเชื้อที่เจริญได้ช้า ใช้ทดÿอบยืนยัน diffusion ที่ใĀ้คüามไüปานกลางถึงดื ้อยา 

เพ่ือใĀ้ÿามารถใช้ÿารÿกัดÿมุนไพรในปริมาณท่ีมาก ในการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ที่ดื้อยา และใช้

ทดÿอบคüามไüของเชื้อจุลินทรีย์ที่ไม่ใช้อากาýในการดำรงชีüิต(anaerobe) โดยĀลักการ

ทั่üไปของüิธีการทดÿอบแบบ broth และ agar dilution susceptibility test จะมีคüาม

คล้ายคลึงกัน โดยการเจือจางÿารÿกัดÿมุนไพรใน medium ในคüามเข้มข้นที่ต่างกัน และทำ

การใÿ่เชื้อลงใน medium ที่มีÿารÿกัดÿมุนไพร และนำไปบ่ม ภายĀลังการบ่มนั้น ใĀ้ÿังเกต

ค่า MIC โดยÿังเกตการเกิดคüามขุ่นใÿของ Broth และมีเชื้อเจริญĀรือไม่เจริญบน agar 

2.13.2 Agar diffusion Test 
การใช้ Agar diffusion Test ที่นิยมมากที่ÿุดคือ Disc diffusion method (Kirby-

Bauer)เนื่องจากเป็นüิธีการที่ประĀยัด และใช้เüลาน้อย üิธีการนี้เป็นการทดÿอบในเชิง

คุณภาพและÿามารถบ่งบอกผลได้ü่าเชื้อมีคüามไüต่อการทดÿอบĀรือไม่  แต่ไม่เĀมาะÿมกับ

เชื้อที่เจริญได้ช้า และเชื้อที่ไม่ใช้อากาýในการเจริญ อีกทั้งไม่ÿามารถทราบถึงค่า MIC Āรือ 

MLC ได้ โดยในĀลักการทั่üไปคือ การนำÿารÿกัดÿมุนไพรที่มีในแผ่นกระดาþกรอง (paper 
disc)  นำไปüางในอาĀารแข็งที่มีการ spread เชื้อ จากนั้นทำการนำไปบ่มตามระยะเüลาที่

กำĀนด อ่านผลการทดÿอบได้ด้üยการüัดขนาดเÿ้นผ่านýูนย์กลางของ inhibition zone ซึ่ง

จะเĀ็นเป็นüงใÿไม่มีโคโลนีเชื้อรอบๆแผ่น dish ซึ่งคüามÿามารถในการยับยั้งเชื้อจะแปรตาม

ขนาดของ inhibition zone ในüิธีการนี้มักใช้ทำการทดÿอบÿมุนไพรเพียงคüามเข้มข้นเดียü 

(ประÿาทพร, 2551) 
  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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2.14 งานüิจัยที่เกี่ยüข้อง (Literature review) 
จากงานüิจัยของ มานิÿา จักรมา และคณะ(2563) ได้ทำการýึกþาฤทธิ์การยับยั้งกลไกลการ

เกิดริ้üรอยก่อนüัยจากÿารÿกัดต้นกระดูกไก่ดำ ซ่ึงมรีายงานü่ามีฤทธิ์ต้านการออกซิเดชันฤทธิ์การต้าน

อักเÿบและการÿร้าง AGEs ของคณะผู้üิจัย ซึ่งผู้üิจัยมีการýึกþาการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ 

elastase ในการทำลายelastin ที่เป็นÿ่üนประกอบของชั้นผิüĀนัง โดยÿกัดต้นกระดูกด้üย 30% 
ethanol ได ้ÿารÿกัดĀยาบและü ิเคราะĀ ์ด ้üย FRAP, DPPH, proteinase inhibitory, protein 
denaturation assay และ in vitro AGEs formation จากนั้นüิเคราะĀ์การยับยั้ง elastase ที่ IC50 

ที่ 0.71 ผลการüิเคราะĀ์ฤทธิ์ต้านอักเÿบ พบค่า IC50 ที่ 53.54 mg/mlและยืนยันฤทธิ์ต้านการÿร้าง

AGEs ที่ IC50 10.97 mg/ml จากผลการทดลองทั้งĀมดนี้ ÿารÿกัดต้นกระดูกไก่ดำจึงมีคüามเป็นไปได้

ที่จะมีประÿิทธิภาพในการยับยั้งการเกิดริ้üร้อยก่อนüัย 
 จากงานüิจัยของ ชมนาด ÿิงĀ์Āันต์ และไมตรี ÿุทธจิตต์ (2016) มีการýึกþาพืชÿมุนไพรทั้ง 17 

ชนิดที่ป้องกันการÿะÿมของ AGEs ในĀ้องปฏิบัติการ พบü่ามีพืชÿมุนไพรทั้ง 5 ชนิดที่ใĀ้ผลในการ

ยับยั้งการเปลี่ยนรูปและลดการÿะÿม AGEs ได้แก่ ขิง ยี่Āร่า อบเชย พริกไทยดำและชาเขียü 

นอกจากนี้ยังพบÿารÿำคัญที่ต้านการเกิดกระบüนการไกลเคชัน เช่น ÿารประกอบแทนนิน (tannin) 
ในเครื่องดื่มชาเขียüÿามารถต้านอนุมูลอิÿระและยับยั้งการเกิด AGEs ในกระบüนการไกลเคชัน และ

จากการýึกþาในĀ้องปฏิบัติการ พบü่ามีÿาระÿำคัญ คือ S-Allylcystiene ÿามารถยับยั้งการเกิด 

AGEs และต้านการเกิดอนุมูลอิÿระในกระบüนการไกลเคชันไดĀ้รือÿารปิเปอรีน(piperine)ในพริกไทย

ที่มีฤทธิ์ต้านการเกิดไกลเคชันและป้องกันการแตกของเซลล์เม็ดเลือดแดงจากภาüะน้ำตาลในเลือดÿูง

ได้เช่นเดียüกัน นอกจากนีม้ีบทบาทต้านคüามเÿื่อมของเซลล์ โรคแทรกซ้อนเบาĀüานและภาüะเครียด

ที่มีคüามÿัมพันธ์กับโรคเบาĀüานได้ และจากการýึกþาýักยภาพในการต้านÿารอนุมูลอิÿระของÿาร

ÿกัดจากผักพ้ืนบ้านจำนüน 84 ชนิด มีÿารต้านอนุมูลอิÿระ üิตามินซี üิตามินอี แคโรทีนอยด์ และ

ÿารประกอบฟีนอลิก  พบü่าร้อยละ 55.9 ของผักพ้ืนบ้านไทย จัดอยู่ในกลุ่มท่ีมีýักยภาพในการต้าน

ÿารอนุมูลอิÿระÿูง และผักบ้านที่เĀลือ จัดอยู่ในกลุ่มที่มีýักยภาพปานกลางและต่ำ ร้อยละ 10.7 และ 

3.6 ตามลำดับ จากผลการüิจัยดังกล่าüทำใĀ้เĀ็นü่าผักพ้ืนบ้านไทยมีฤทธิ์ต้านÿารอนุมูลอิÿระได้ดี และ

ยังÿามารถต้านการเกิดกระบüนการไกลเคชันในร่างกายและป้องกันการเÿื่อมÿภาพเซลล์โรคแทรก

เบาĀüานได้ 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 จากงานüิจัยของ üรยุทธ และคณะ(2555) ÿารÿกัดจากÿมุนไพร 4 ชนิด ได้แก่ กานพลูมะรุม 

ทับทิม และ ÿมอไทย ที่ÿกัดจากตัüทำละลายได้แก่ เฮกเซน อะซีโตน เมทานอล เอทานอล และน้ำมัน

ĀอมระเĀยจากกานพลู จะถูกทดÿอบกับแบคทีเรียทดÿอบ  13 ÿายพันธุ์โดยจากการทดÿอบพบü่า

ÿารÿกัดเฮกเซนของกานพลูและน้ำมันĀอมระเĀยÿามารถยับยั้งจุลินทรีย์ได้ทั้งĀมด      มีüงยับยั้ง

ขนาด 8.67-15.00 มิลลิเมตร ค่า MIC 2.23 –148.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ÿารÿกัดเมทานอลและเอ

ทานอลของกานพลูÿามารถยับยั้งเชื้อ Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia 
coli O157:H7, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenas , 
Edwardsiella tarda , Shigella flexneri และ Citrobacter freudii มีüงยับยั้งขนาด 6.50-15.5 
มิลลิเมตร MIC 2.32 – 74.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ÿารÿกัดÿมอไทยด้üยเมทานอลและเอทานอล

ÿ า ม า ร ถ ย ั บ ยั้ ง  Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli O157:H7, 
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenas, Shigella flexneri และ 

Citrobacter freudii โดยมีüงยับยั้ง 8.83 - 21.5 มิลลิเมตร MIC 2.32-37.13 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

ÿารÿกัดเปลือกทับทิมด้üยเมทานอลและเอทานอล  ÿามารถยับยั้งเชื้อ Staphylococcus aureus 
และ Bacillus cereus มีüงยับยั้งขนาด 12.50 - 15.50 มิลลิเมตร MIC อยู่ในช่üง 2.32-4.64 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร ÿารÿกัดเมล็ดมะรุมด้üยเอทานอล ÿามารถยับยั้ งเชื้อ Staphylococcus aureus üง

ยับยั้งขนาด 7.50 มิลลิเมตร MIC 4.64 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
 จากงานüิจัยของ ร้อยเอกĀญิง ดร.ปüีณา และคณะ (2559) มีการýึกþาฤทธิ์การยับยั้งเชื้อ

แบคทีเรียของÿารÿกัดĀยาบจากพืชÿมุนไพรที่พบบริเüณโรงเรียนนายร้อยพระจอมเกล้า 20 ชนิด ที่มี

ผลต่อเชื้อแบคทีเรีย Bacillus subtilis, Staphylococus oureus เชื้อแบคทีเรียรĀัÿ F1, F2 ที่ได้จาก

เท้าของผู้ที่มีกลิ่นเท้า โดยÿารÿกัดĀยาบÿกัดด้üยน้ำ 70% เอทานอล และ 70% ไอโซโพรพานอล เมื่อ

นำไปทดลองด้üยüิธี  Agar Well Diffusion ผลการทดลองพบü่ามีÿารÿกดัĀยาบที่ÿามารถยับยั้งเชื้อ

แบคทีเรีย B.subtilis, S. aureus, F1 และ F2 จำนüน 22 11 17 และ 16 ชนิด ตามลำดับนอกจากนี้

ยังพบü่า มีÿารÿกัดĀยาบจำนüน 11 ชนิด ÿามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียทั้ง 4 ชนิดได้ เมื่อนำÿารÿกัด

ทั้ง 11 ชนิด มาค่าคüามเข้มข้นต่ำÿุดที่มีฤทธิ์ในการยับยั้ง (MIC) และฆ่าเชื้อแบคทีเรีย (MBC) ต่อเชื้อ

แบคทีเรียทั้ง 4 ชนิด พบü่ามีค่าอยู่ในช่üง 1.56 – 12.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ยกเü้นÿารÿกัดด้üย 70% 
ไอโซโพรพานอล จากใบพลูและต้นลูกใต้ใบที่ไม่ÿามารถฆ่าเชื้อแบคทีเรีย B.subtilis และÿารÿกัด 

70% ไอโซโพรพานอล จากต้นลูกใต้ใบ และÿารÿกัดด้üย 70% เอทานอล จากใบพลู ใบทับทิม ต้น

น้ำนมราชÿีĀ์ และÿารÿกัดด้üย 70% ไอโซโพรพานอล จากต้นลูกใต้ใบไม่ÿามารถฆ่าเชื้อแบคทีเรียทั้ง 

4 ชนิด มีค่าอยู่ในช่üง 3.75-7.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และค่า MIC และ MBC ของยาปฏิชีüะ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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Ampicillin ต่อเชื้อแบคทีเรีย B.subtilis, F1 และ F2 มีค่าอยู่นช่üง 12.5-25.0 ไมโครกรัม/มิลลิกรัม 

ÿ่üนเชื้อแบคทีเรีย S.aureus พบü่า ยาปฏิชีüนะ Ampicillin ไม่ÿามารถยับยั้งได้ ผลการýึกþาครั้งนี้

ÿามารถนำไปต่อยอดคüามรู้ÿร้างผลิตภัณฑ์ท่ีใช้แก้ปัญĀากลิ่นเท้าโดยใช้ÿารÿกัดĀยาบจากพืช

ÿมุนไพรได้อีกด้üย 

 

 จากงานüิจัยของ อรอนงค์ และคณะ (2563) มีการýึกþาÿมุนไพรไทย 3 ชนิด ได้แก่ Āญ้าüง

ช้าง ผักคราดĀัüแĀüน และตำลึงทอง โดยüิเคราะĀ์ÿารประกอบ     ฟีนอลิกและÿารประกอบฟลาโü

นอยดแ์ละฤทธิ์ต้านอนุมูลอิÿระ ด้üยüิธี High performance liquid chromatography (HPLC) และ

มีการýึกþากิจกรรมต้านอนุมูลอิÿระโดยüิธี DPPH radical scavenging และ ferric 
reducing/antioxidant power (FERAP) พบü่า ÿารÿกัดจากพืชÿมุนไพรĀญ้าüงช้างมีปริมาณฟลาโü

นอยด์รüมÿูงÿุดเท่ากับ1467.11 RTE/g ปริมาณฟีนอลิกรüมพบมากท่ีÿุดในÿารÿกัดจากตำลึงทองมี

ค่าเท่ากับ 540.48 µg GAE/g และจากการüิเคราะĀ์ปริมาณกรดฟีนอลิกและฟลาโüนอยด์ด้üยเครื่อง 
High performance liquid chromatography (HPLC) พบü่ามีÿารประกอบโฟüานอยด์ที่พบมาก 

ได้แก่ apigenin , quercetin , kaempferol , myricetin และ rutin ÿารประกอบฟีนอลิกที่พบมาก

ได้แก่ ferulic acid , cafferic acid และ sinapicnic acid  คüามÿามารถในการต้านอนุมูลอิÿระ

üิเคราะĀ์ด้üยüิธี DPPH อยู่ในระĀü่าง 9.16-9.32 mg Trolox/g (p>0.05) และคüามÿามารถในการ

ต้านอนุมูลอิÿระüิเคราะĀ์ด้üยüิธี FRAP พบü่า Āญ้าüงช้าง มีค่าÿูงที่ÿุดเท่ากับ 106.63 mmol 
FeSO4/g จากการýึกþาครั้งนี้ได้ข้อมูลที่เป็นประโยชน์ของÿมุนไพรท้องถิ่นที่เป็นแĀล่งของÿารออก

ฤทธิ์ทางชีüภาพ 

 

จากงานüิจัยของ ณชกนก และคณะ (2019) มีการýึกþาĀาปริมาณÿารประกอบฟีนอลิกและ

ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิÿระจากตัüอย่างใบม่อนที่ต่างกัน 3 ชนิด  ได้แก่ ใบĀม่อนÿด และใบĀม่อนลüก

ก่อนอบแĀ้ง โดยการÿกัดตัüอย่างด้üยตัüทำลายที่ต่างกัน ได้แก่ น้ำ น้ำต่อเอทานอล (Āนึ่งต่อĀนึ่งโดย

ปริมาตร) และเอทานอล โดยüิธีรีฟลักซ์ เป็นเüลา 90 นาที และมีการýึกþาปริมาณฟีนอลิกทั้งĀมด

โดยทำปฏิกิริยากับโฟลิน-ซีโอแคลทูรีเอเจนต์ ýึกþาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิÿระซึ่งทำปฏิกิริยากับดีพีพี

เอช และมีการติดตามกรดคลอโรจีนิกซึ่งเป็นกรดที่แÿดงฤทธิ์การต้านอนุมูลอิÿระในชาใบĀม่อนด้üย

üิธีโครมาโทกราฟีของเĀลüÿมถนะÿูง พบü่าใบĀม่อนÿดÿกัดด้üยน้ำใĀ้ปริมาณฟีนอลิก (21.89 

มิลลิกรัมÿมมูลของกรดแกลลิกต่อกรัมตัüอย่างแĀ้ง ) และยังพบü่ามีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิÿระ (45.80 
เปอร์เซ็นต์) 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 
 

 

บทท่ี 3 

üิธีการดำเนินงานüิจัย 
3.1 เครื่องมือ 

3.1.1 ตู้ปลอดเชื้อ (Laminar Flow) 

3.1.2 เครื่องกรองÿุญญากาý (Vacuum Fiilter) 

3.1.3 เครื่องแยกÿารประกอบ (High Performance Liquid Chromatography : HPLC) 

3.1.4 เครื่องอ่านปฏิกิริยาบนไมโครเพลท (Microplate reader) 

3.1.5 เครื่องชั่ง 4 ตำแĀน่ง 

3.1.6 เครื่องปั่นเĀüี่ยง  (Centrifuge) รุ่นZ206A 

3.2 อุปกรณ์ 
3.2.1 ขüดรูปชมพู่ขนาด 200 มล. (Erlenmeyer flask) 

3.2.2 ขüดดูแรน (Duran) ขนาด 500 มล. และ 1,000 มล. 

3.2.3 ขüดปรับปริมาตร (Volumetric flask) 

3.2.4 บีกเกอร์ (Beaker) 

3.2.5 Āลอนเซนติฟิüก์ (Centrifuge Tube) 

3.2.6 ปิเปต single chanal 

3.2.7 กระดาþกรอง เบอร์ 4 ( Filter papers No.4 ) 

3.2.8 ELISA plate 

3.2.9 ทิป (Tip) 3.2.10 ที่üางĀลอดทดลอง (Test tube rack) 

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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3.3 ÿารเคมี 
3.3.1 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 

3.3.2 โพแทÿเซียมคลอไรด์ (KCl) 

 3.3.3 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอÿเฟต (Na2HPO4) 

 3.3.4 โพแทÿเซียมไดไฮโดรเจนฟอÿเฟต (KH2PO4)  

 3.3.5 กรดซิตริก (Citric acid)  

 3.3.6 โซเดียมไฮโดรเจนฟอÿเฟตโดเดคาไฮเดรต (Na2HPO4 • 12H2O) 

 3.3.7 ไฮโดรเจนซัลเฟต (H2SO4)  

 3.3.8 O-Phenylenediamine Dihydrochloride 

 3.3.9 ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) 

 3.3.10 Tween 20  

 3.3.11 โพแทÿเซียมฟอÿเฟตบัฟเฟอร์ (KPO4) 

 3.3.12 0.4% BSA (Bovine serum albumin) 

 3.3.13 60 มิลลิโมล ไรโบÿ 

 3.3.14 0.5% hydrolyzed casein 

 3.3.15 Aminoguanidine 

3.3.16 น้ำกลั่น  

3.3.17 95% ,80%, และ 40% แอลกอฮอล์  

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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3.4 ขั้นตอนการดำเนินงาน 
3.4.1 การเตรียมการÿกัดÿมุนไพร 

1. นำÿมุนไพรไทย 10 ชนิด ได้แก่ เÿลดพังพอน ผักติ้ü ตะไคร้ รากปลาไĀลเผือก       

ยี่Āร่า Āญ้าĀนüดแมü ดีปลากั้ง ทองพันชั่ง ขี้เĀล็ก และรางจืด นำมาปั่นใĀ้ละเอียด 

และชั่งตัüอย่าง 10 กรัม 
2. เติมเอทานอล 10 มล. ที่มีคüามเข้มข้นต่างกัน ดงันี้ 0% 40% 80%  
3. ปิดฟอยด์บ่มในคüามมืดเป็นเüลา 3 üัน 
4. กรองด้üยกระดาþกรองเบอร์ 4 ด้üยเครื่องกรองÿุญญากาý และเก็บÿารÿกัดไü้ที่

อุณĀภูมิ -20 องýาเซลเซียÿ  

3.4.2 ขั้นตอนการเตรียมปฏิกิริยา reaction 
1. เตรียม 500 มล. ของบัพเฟอร์ K-PO4 ขนาด 200 มล. pH 7.2 

1.1. ชั่ง K2HPO4 13.61 กรัม เพ่ิมน้ำ 400 มล. ปรับค่า pH เป็น 7.2 โดยใช้ KOH 
2 โมลลาร์ Āรือชั่ง K2HPO4 17.42 กรัม เพ่ิมน้ำ 400 มล. และปรับ pH ใĀ้

เป็น 7.2 โดยใช้ HCl 2 โมลลาร์  
1.2. ปรับปริมาตรÿุดท้ายด้üยน้ำกลั่น 500 มล. และเก็บไü้ที่ 4 องýาเซลเซียÿ 

2. เตรียม 25 มล. ของเจลาติน 0.4% และ 60 มล. ในบฟัเฟอร์ K-PO4 (ÿำĀรับ 1 
plate, 96 rxn) 

2.1 ชั่งเจลาติน 0.1 กรัม เติมบัฟเฟอร์ K-PO4 25 มล. และกรองผ่านเยื่อĀุ้ม 

0.45 นาโนเมตร. 
2.2. ชั่ง ribose 0.225 กรัม เติมบัฟเฟอร์ K-PO4 25 มล. และกรองผ่านเยื่อ 0.45 

ไมโครเมตร จากนั้นใÿ่เจลาติน 25 มล. และไรโบÿ 25 มล. จะได้เป็น

ÿารละลาย A 50 มล. 
3. เตรียม AG 1 มล. คüามเข้มข้น 100 มก./มล. เพ่ือเป็นการคüบคุมเชิงบüก 

3.1. ชั่งอะมิโนกüานิดิน 100 มก. และเติมน้ำปริมาตร 1 มล. 
3.2. เจือจางอะมิโนกüานิดิน 10 และ 100 เท่าใĀ้ได้คüามเข้มข้น 10 มก./มล.     

 และ 1 มก./มล. ตามลำดับ โดยเตรียมไü้เพียง 1 มล.ของแต่ละอัน 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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3.4.3 ปฏิกิริยา (Triplicate) ในĀลอดปลอดเชื้อ 1.5 มล. 
1. ผÿมÿารละลาย A 495 ไมโครลิตร + น้ำปลอดเชื้อ 5 ไมโครลิตร (การคüบคุมเชิง

ลบ) 2 ชุด 
2. ผÿมÿารละลาย A 495 ไมโครลิตร + AG 5 ไมโครลิตร 10 มก./มล. (การคüบคุม

เชิงบüก) 
3. ผÿมÿารละลาย A 495 ไมโครลิตร + 5 ไมโครลิตร I mg/mL Ag (การคüบคุมเชิง

บüก) 
4. ผÿมÿารละลาย A + ÿารÿกัด 5 ไมโครลิตร  
5. นำไปผÿมด้üยเครื่อง vortex  
6. นำชุดการคüบคุมเชิงลบเก็บในอุณĀภูมิ -20 องýาเซลเซียÿ  
7. บ่มทิ้งไü้ที่อุณĀภูมิ 37 องýาเซลเซียÿเป็นเüลา 7 üัน  

3.4.4 การตรüจจับ AGEs ด้üยüิธี Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
1. เจือจางตัüอย่างÿารÿกัดใĀ้มีคüามเข้มข้นเจลาตินที่  10 มก./มล. 
2. ปิเปตÿารÿกัดเจือจาง 100 มล. ลงบนแผ่น ELISA และบ่มทิ้งไü้ ณ อุณĀภูมิĀ้อง

เป็นเüลา 1 ชั่üโมง จากนั้นล้างและทิ้งÿ่üนใÿออกจากเพลท 
3. ใÿ่ 0.5% hydrolyzed casein 200 ไมโครลิตร (ชั่งน้ำĀนักเคซีน 0.1 กรัม ใน 1X 

PBS 20 มล.:1 เพลท) บ่ม 30 นาท ีณ อุณĀภูมิĀ้อง จากนั้นล้างและทิ้งÿ่üนใÿ

ออกจากเพลท 
4. ล้างด้üยบัฟเฟอร์ 200 ไมโครลิตร (3 ครั้ง) และทิ้งÿ่üนใÿออกจากเพลท 
5. เติม 0.1 มก./มล. anti – CML ปริมาตร 100 มล. (anti-CML 1.27 ไมโครลิตร. 

ในบัฟเฟอร์ล้าง 11 มล. ต่อ 1 เพลท) บ่ม 30 นาที ณ อุณĀภูมิĀ้อง จากนั้นล้าง

และทิ้งÿ่üนใÿออกจากเพลต 
6. ล้างด้üยบัฟเฟอร์ 200 ไมโครลิตรทั้งĀมด 3 ครั้ง และทิ้งÿ่üนใÿออกจากเพลท 
7. เติม 100 ไมโครลิตร ของ 5,000 เท่าของการเจือจาง 2nd- antibody (เติม IgG-

HRP 2.2 ไมโครลิตร ในบัฟเฟอร์ 11 มล.: ต่อ 1 เพลท). บ่ม 30 นาที และทิ้ง

ÿ่üนใÿออกจากเพลท 
8. ล้างด้üยบัฟเฟอร์ 200 ไมโครลิตรทั้งĀมด 3 ครั้ง และทิ้งÿ่üนใÿออกจากเพลท 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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9. เริ่มต้นการทำปฏิกิริยาโดยเติม substrate solution 100 ไมโครลิตร (เตรียม 

OPD·2HCI 5.5 มก. + substrate + H202 6.6 ไมโครลิตร ต่อ 1 แผ่น) 
10. บ่มทิ้งไü้ ณ อุณĀภูมิĀ้องเป็นเüลา 3-5 นาที  
11. Āยุดปฏิกิริยาโดยเติม 1 M H2SO4 100 ไมโครลิตร ปฏิกิริยาจะกลายเป็นÿีÿ้ม 
12. อ่านค่า A492 ตั้งค่าการคüบคุมเชิงลบüันที่ 7 เป็นรูปแบบ 100% และตั้งค่าการ

คüบคุมเชิงลบüันเริ่มต้นเป็น 0% การเกิด AGEs 
 

3.4.5 การแยกÿารÿกัดโดยüิธีการ Column chromatography  
  1. การเตรียมตัüอย่าง 

1.1. ระเĀยแĀ้งตัüอย่างใĀ้แĀ้งÿนิท โดยใช้เครื่อง rotary evaporator (ชั่ง

น้ำĀนักของขüดรูปชมพู่) จดน้ำĀนักแĀ้งของÿารÿกัด 
1.2. ละลายÿารกลับด้üยตัüทำละลายที่ต้องการ ดูÿารละลายตัüอย่างและถ่ายลง

ในĀลอดพลาÿติก 
1.3 ปั่นเĀüี่ยงเพ่ือกำจัดเýþต่างๆที่อาจจะไปขüางการทำงานของคอลัมน์ 

2. การชะล้างÿารละลาย 
2.1. เตรียมน้ำกลั่นประมาณ 10 ปริมาตรคอลัมน์ (CV) เตรียมเอทานอลคüาม

เข้มข้น 25% 50% 75% และ 99.99% โดยทุกๆคüามเข้มข้นเตรียม

ประมาณ 3 CV  เตรียม 100% Acetone ประมาณ 3 CV  
2.2.กำจัดแก๊ÿออก(การกำจัดแก๊ÿด้üยแรงดันต่ำนั้นดีกü่าการทำsonicat

เนื่องจาก sonication จะทำใĀ้เกิดคüามร้อนและทำใĀ้ตัüทำละลายระเĀย 
2.3. เก็บÿารละลายที่กำจัดแก๊ÿแล้üไü้ที่อุณĀภูมิĀ้องจนกü่าจะใช้งาน 

3. การบรรจุคอลัมน์และปรับÿมดุล 
3.1 ทำการคำนüณปริมาณคอลัมน์ที่เลือกไü้ (Diaion HP-20 matrix) 

3.2 กรองน้ำด้üยที่กรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร (ไม่ต้องฆ่าเชื้อ) เพ่ือใĀ้ได้

ÿารละลายใช้แท่งแก้üเพื่อคน การกำจัดแก๊ÿจะนิยมทำมากกü่า 

3.3 ใช้ÿำลีในการอุดคอลัมน์ เติมน้ำประมาณ 0.5 CV จากนั้นเทÿารละลายลง

ในคอลัมน์ใĀ้เรซินไĀลลงอย่างต่อเนื่องเปิดüาล์üใĀ้ÿารไĀลออกอย่าง

ต่อเนื่องĀยุดบรรจุเมื่อผิüĀน้าของเรซินอยู่Ā่างจากปากคอลัมน์ประมาณ     

3 - 5 ซม. จากนั้นตรüจÿอบการไĀลของน้ำใĀ้ไĀลแบบĀยดต่อĀยด 
3.4. ล้างคอลัมน์ด้üยน้ำเปล่าที่กำจัดแก๊ÿแล้üประมาณ 3 - 5 CV  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4. การเติมตัüอย่างและการเก็บ Fraction 
4.1. เติมตัüอย่างอย่างระมัดระüังไปบนผิüĀน้าของเรซิ่น พยายามอย่าใĀพื้้นผิü 

เกิดการไม่เท่ากัน  
4.2. ล้างด้านในของคอลัมน์ด้üยน้ำเล็กน้อยเพื่อใĀ้แน่ใจü่าÿารทั้งĀมดไม่ติดอยู่

ที่ผิüของคอลัมน์ 
4.3. ล้างคอลัมน์อย่างเป็นขั้นตอนโดยเริ่มจาก น้ำ เอทานอลคüามเข้มข้น 25% 

50% 75% 99.99% และ 100% Acetone ประมาณ 3 CV ของทุก ๆ ตัü

ทำละลาย และเก็บ fraction ที่แยกได้ไü้ 
4.4. แต่ละ fraction ที่แยกได้จะถูกนำมาทดÿอบการยับยั้ง AGEs  

5. การนำคอลัมน์กลับมาใช้ใĀม่ 
5.1. ล้างคอลัมน์ที่ใช้แล้üด้üยน้ำเปล่าĀรือ 20% เอทานอล ประมาณ 3 CV 
เพ่ือนำเรซินไปเก็บใĀ้เอทานอล 20% ไü้ใช้ในระยะยาü  

3.5 การทดÿอบฤทธิ์ยับยั้งจุลชีพ 
1. เริ่มการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียทั้ง 4 ชนิด (Bacillus subtilis TISTR 1248, 

Staphylococcus aureus TISTR 746, Escherichia coli TISTR 074 และ 

Pseudomonas aeruginosa TISTR 2370)  
2. นำเชื้อทั้ง 4 ชนิด ไปผÿมกับ 0.85% NaCl และนำไปเทียบกับ 0.5 McFaland 
3. จากนั้นนำเชื ้อไป swap ลงในอาĀารแข็ง Mueller Hinton Agar (MHA) และทดÿอบ

ด้üยüิธีการ Disc diffusion โดยมียาปฏิชีüนะ Streptomycin เป็น positive control  
4. นำเชื้อที่ได้ไปบ่ม ณ อุณĀภูมิ 37 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 16 - 20 ชั่üโมง 
5. ทำการตรüจüัดเคลียร์โซน 
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บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 
 
จากการýึกþาได้ทำการบ่มÿมุนไพรไทยไü้ในน้ำกลั่น และÿารละลายเอทานอลคüามเข้ม 40% 

และ 80% ในขüดรูปชมพู่ ณ อุณĀภูมิĀ้องเป็นเüลา 3 üัน Āลังจากนั้นนำÿารละลายที่ได้ไปกรองด้üย

กระดาþกรองเบอร์ 4 และทดÿอบด้üยüิธี ELISA เÿร็จแล้üจึงนำÿมุนไพรที่มีผลการยับยั้ง CML ดีที่ÿุดไป

แยก fraction และทำต่อด้üยüิธี ELISA อีกครั้ง ได้ผลดังนี้ 

4.1 การýึกþาผลการยับยั้งการเกิด CML ของÿมุนไพรไทย 10 ชนิด 
 จากการนำÿมุนไพรไทยทั้ง 10 ชนิด ไปบ่มด้üยน้ำกลั่น ÿารละลายเอทานอลคüามเข้มข้น 40% 

และ 80% ในขüดรูปชมพู่ ณ อุณĀภูมิĀ้องเป็นเüลา 3 üัน จากนั้นกรองตัüอย่างและปิเปตตัüอย่าง 5 

ไมโครลิตรผÿมกับÿารละลาย A 495 ไมโครลิตรและทำ positive control ด้üยน้ำกลั่น  5 ไมโครลิตรผÿม

กับÿารละลาย A 495 ไมโครลิตร ทำการทดÿอบโปรตีนในÿารละลายเอทานอลต่าง ๆ ด้üย 

aminoguadinine  5 ไมโครลิตรผÿมกับÿารละลาย A 495 ไมโครลิตรในĀลอดแอฟเพนดอร์ฟขนาด 1.5 

มล. จากนั้นนำไปบ่ม ณ อุณĀภูมิ 37 ºC เป็นเüลา 7 üัน ทำ negative control ด้üยน้ำกลั่น  5 ไมโครลิตร

ผÿมกับÿารละลาย A 495 ไมโครลิตรในĀลอดแอฟเพนดอร์ฟขนาด 1.5 มิลลิลิตร เก็บที่อุณĀภูมิ -20 องýา

เซลเซียÿĀลังจากนั้นทดÿอบผลยับยั้งการเกิด CML ด้üยüิธีการ ELISA แล้üนำไปüัดด้üยเครื่อง 

microplate reader ที่คüามยาüคลื่น 492 นาโนเมตร ซ่ึงผลการทดÿอบการเกิด CML  ดังตารางที่ 4.1 

 
รูปที่ 4.1 แÿดงผลการยับยั้งการเกิด CML ของÿมุนไพรที่ทำการýึกþาทั้ง 10 ชนิด 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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จากรูปที่ 4.1 แÿดงผลการยับยั้งการเกิด CML ของ น้ำกลั่นüันที่ 0 üันที่ 7 Aminoguadinine ในเอทานอล

ที่คüามเข้มข้นต่างๆ และÿมุนไพรที่ทำการýึกþาทั้ง 10 ชนิดซ่ึงผลการทดลองพบü่าÿารÿกัดจาก Āญ้า

Āนüดแมü ใĀ้ผลการยับยั้งการเกิด CML ที่ดีจากการÿกัดโดยใช้ น้ำกลั่น เอทานอล 40% และ 80% โดย

จะมีเปอร์เซ็นต์การเกิด CML อยู่ที่ 90.5%, 70.1% และ 85.2% ตามลำดับเมื่อเปรียบเทียบกับเปอร์เซ็นต์

การเกิด CML ของน้ำกลั่นในüันที่ 7 และการใช้เอทานอล 40% ในการบ่มĀญ้าĀนüดแมü จะใĀ้ผลการ

ยับยั้งการเกิด CML ได้ดีที่ÿุด และ aminoguanidine ในแต่ละÿภาüะต่างๆ ที่ถูกใช้เป็น negative 
control ไม่มีคüามแตกต่างในการเกิด CML กับน้ำกลั่นในüันที่ 7 อย่างมีนัยÿำคัญ 
 

4.2 การýึกþาÿารออกฤทธิ์ยับย้ังการเกิด CML ที่มีอยู่ในĀญ้าĀนüดแมü  
จากการýึกþาการยับยั้งการเกิด CML ของÿารÿกัดจากĀญ้าĀนüดแมü ด้üยüิธี ELISA ผลที่ได้คือ 

ÿารÿกัดจากĀญ้าĀนüดแมüที่บ่มในเอทานอลคüามเข้มข้น 40% ใĀ้ผลการยับยั้งการเกิด CML ได้ดีที่ÿุด 

ดังรูปที่ 4.1 จึงได้นำÿารÿกัดจากĀญ้าĀนüดแมüนี้ ไปทำการระเĀยแĀ้งด้üยเครื่อง Rotary evaporator 
จนได้ÿารÿกัดท่ีมีคüามข้นĀนืด จากนั้นนำไปทำการแยกÿารในÿารÿกัดต่อด้üยüิธีการ Stepwise elution 
chromatography โดยใช้ stationary phase เป็น Diaion HP-20 column และใĀ้ÿารÿกัดĀญ้า

Āนüดแมüถูกละลายใน mobile phase ได้แก่ น้ำกลั่น เอทานอล 25% 50% 75% 99.99% และ 

Acetone ตามลำดับ จากนั้นเก็บตัüอย่างแต่ละ fraction เพ่ือนำไปĀาน้ำĀนักของÿารที่มีอยู่ในÿารÿกัด 

ปรับคüามเข้มข้นของÿารÿกัดใĀ้เป็น 1 mg/mL แล้üจึงนำไปทำกระบüนการ ELISA ต่อไป ผลที่ได้เป็นดัง

รูปที่ 4.2 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.2 แÿดงผลการยับยั้งการเกิด CML ของ น้ำกลั่นที่üันที่ 0 üันที่ 7 Aminoguadinine ในเอทานอล

ที่คüามเข้มข้นต่างๆ และ Āญ้าĀนüดแมüในแต่ละ fraction 
 

 จากรูปที่ 4.2 แÿดงผลการยับยั้งการเกิด CML ของ น้ำกลั่นที่üันที่ 0 üันที่ 7 

Aminoguadinine ในเอทานอลที่คüามเข้มข้นต่างๆ และ Āญ้าĀนüดแมüในแต่ละ fraction พบü่าการ

แยกÿารÿกัดจากĀญ้าĀนüดแมüที่บ่มในเอทานอล 40% ด้üยüิธี Stepwise elution chromatography 

โดยใช้เอทานอล 25% เป็น mobile phase จะÿามารถพบÿารออกฤทธิ์ยับยั้งการเกิด CML ได้ดีที่ÿุด โดย

จะพบü่าเมื่อเปรียบเทียบกับน้ำกลั่นในüันที่ 7 fraction ที่ได้จาก   เอทานอล 25% จะÿามารถเกิด CML 
ได้เพียง 12.19% และ การทดลองโดยใช้โปรตีนจาก aminoguadinine ผลที่ได้พบü่าการใช้ AG100 ในเอ

ทานอล 80% ใĀ้ผลการยับยั้งการเกิด CML ที่ดีที่ÿุด โดยพบการเกิด CML เพียง 17.13% โดยได้มีงานüิจัย

ของ Anchana Chanwitheesuk ,2005 ได้ทำการýึกþาการต้านอนุมูลอิÿระของÿมุนไพรในประเทýไทย

พบü่าĀญ้าĀนüดแมüมีการต้านอนุมูลอิÿระได้ดีโดยตรüจพบÿารประกอบฟีนอลิกอยู่ถึง 145 mg% ซึ่งใน

การýึกþาเดียüกันได้มีการýึกþาจากยี่Āร่าด้üยเช่นกัน ซึ่งยี่Āร่ามีปริมาณÿารประกอบÿารประกอบฟีนอลิ

กอยู่ถึง 125 mg% จึงทำใĀ้ÿรุปได้ü่าการที่Āญ้าĀนüดแมüÿามารถยับยั้งการเกิด CML ได้ดีมาจากการที่มี

ปริมาณÿารฟีนอลิกอยู่ในพืชมาก 
 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4.3 การทำกระบüนการ HPLC เพื่อตรüจÿอบประเภทของÿารในÿารÿกัดจากĀญ้าĀนüดแมü 
 จากการนำÿารÿกัดจากĀญ้าĀนüดแมüที่ fraction เอทานอล 25% ไปทำการเจือจาง 10 เท่าและ

นำไปกรองเพ่ือกำจัดเýþตะกอน และนำÿารÿกัดท่ีได้ไปทำการเข้าเครื่อง HPLC โดยใช้ค่าดูดกลืนแÿงที่ 

365 นาโนเมตร  ผลที่ได้เป็นดังรูปที่ 4.3 

 
(ก) 

 
(ข)  

รูปที่ 4.3  แÿดงกราฟที่üัดได้จากเครื่อง HPLC โดยตรüจüัดที่คüามยาüคลื่น 365 นาโนเมตรของตัüอย่าง

Āญ้าĀนüดแมü 
(ก) แÿดงกราฟ HPLC ของÿารÿกัดจากĀญ้าĀนüดแมü fraction เอทานอล 25% ณ เüลา

ที่ 0-60 นาที 
(ข) แÿดงกราฟ HPLC ที่ถูกขยายÿัญญาณใĀ้ชัดขึ้น ของÿารÿกัดจากĀญ้าĀนüดแมü 

fraction เอทานอล 25% ณ เüลาที่ 0-60 นาที 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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จากผลที่ได้จากการทำ HPLC โดยทำการตรüจüัดคüามยาüคลื ่นที่ 365 นาโนเมตร 
พบü่า ÿารÿกัดจากĀญ้าĀนüดแมü fraction เอทานอล 25% มีÿารที่ตรüจพบอยู่ 4 ชนิด โดยมี

การตรüจพบที ่นาทีที ่ 8 16.5 31 และ 40 ซึ ่งคาดü่าÿารที ่ตรüจพบเป็นÿารในกลุ ่มของ

ÿารประกอบฟีนอลิก เนื่องจากในงานüิจัยของ Yuki Tominaga ,2020 ได้ทำการýึกþา การ

ตรüจĀาÿารประกอบฟีนอลิกในการยับยั้งการเกิด AGEs โดยได้มีการ ทำ HPLC โดยทำการ

ตรüจüัดคüามยาüคลื่นที่ 365 nm ซึ่งเป็นÿภาüะที่ÿามารถตรüจĀาÿารในกลุ่มÿารประกอบฟี

นอลิกได้ ผลที่ได้คือ มีการตรüจพบÿารในกลุ่มÿารประกอบฟีนอลิกอยู่ 7 ชนิด และ 4 ชนิดมีผล

ในการยับยั้งการเกิด AGEs งานüิจัยนี้ได้ใช้งานüิจัยอ้างอิงเป็นต้นแบบทำใĀ้ผลของ HPLC ที่ได้

คาดü่าจะเป็นÿารประกอบ ฟีนอลิกท่ีมีการยับยั้งการเกิด CML ได้เช่นเดียüกัน  
 
4.4 การýึกþาการออกฤทธิ์ต้านจุลชีพของÿารÿกัดจากĀญ้าĀนüดแมü 
 ในการýึกþาการออกฤทธิ์ต้านจุลชีพของÿารÿกัดจากĀญ้าĀนüดแมü ได้ทำการýึกþาโดยใช้เชื้อ 4 

ชนิดได้แก่ Staphylococcus aureus , Pseudomonas aeruginosa , Bacillus subtilis และ 

Escherichia coli  โดยการทดÿอบจะใช้ÿารÿกัดจากĀญ้าĀนüดแมüที่ได้จากüิธีการ Stepwise elution 
chromatography ได้แก่ น้ำกลั่น เอทานอล 25% 50% 75% 99.99% Acetone AG10 40% เอทานอล  
AG100 40% เอทานอล  และ ใช้ Streptomycin 20 µl/ml เป็น positive control นำเชื้อมาเลี้ยงใน

อาĀาร mueller hinton agar และบ่มที่ 37 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 16-18 ชั่üโมง ดังตารางที่ 4.1-4.4 
 
ตารางท่ี 4.1 แÿดงขนาดของüงใÿของการยับยั้งการเจริญของเชื้อ Staphylococcus aureus ในĀน่üย 

มิลลิเมตร 

Bacillus 

subtilis 

Āญ้า

Āนüดแมü 
Fct DW 

Āญ้า

Āนüดแมü 
Fct 25%

เอทานอล  

Āญ้า

Āนüดแมü 
Fct 50%เอ

ทานอล  

Āญ้า

Āนüดแมü 
Fct 75%

เอทานอล  

Āญ้า

Āนüดแมü 
Fct 99.99%

เอทานอล  

Āญ้า

Āนüดแมü 
Fct อะซิโตน 

AG10 40%เอ

ทานอล  
AG100 40%

เอทานอล  
Strepto

mycin 
20 µl/ml 

ทำซ้ำครั้งที่ 1 - - - 6.68 5.86 6.7 - - 25.4 
ทำซ้ำครั้งที่ 2 - - - 8.44 7.86 8.44 - - 25.0 
ทำซ้ำครั้งที่ 3 - - - 7.0 8.9 10.1 - - 23.1 

ค่าเฉลี่ย - - - 7.37 7.54 8.41 - - 24.5 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางท่ี 4.2 แÿดงขนาดของüงใÿของการยับยั้งการเจริญของเชื้อ Pseudomonas aeruginosa ใน
Āน่üย มิลลิเมตร 

 

ตารางที่ 4.3.แÿดงขนาดของüงใÿของการยับยั้งการเจริญของเชื้อ Bacillus subtilis ในĀน่üย มิลลิเมตร  

 

ตารางท่ี 4.4 แÿดงขนาดของüงใÿของการยับยั้งการเจริญของเชื้อ Escherichia coli  ในĀน่üยมิลลิเมตร 
 
 *ĀมายเĀตุ ขนาดของแผ่น Disk ที่ใช้ คือ 5 mm 

Bacillus 

subtilis 

Āญ้า

Āนüดแมü 
Fct DW 

Āญ้า

Āนüดแมü 
Fct 25%

เอทานอล  

Āญ้า

Āนüดแมü 
Fct 50%เอ

ทานอล  

Āญ้า

Āนüดแมü 
Fct 75%

เอทานอล  

Āญ้า

Āนüดแมü 
Fct 99.99%

เอทานอล  

Āญ้า

Āนüดแมü 
Fct อะซิโตน 

AG10 40%

เอทานอล  
AG100 40%

เอทานอล  
Strepto

mycin 
20 µl/ml 

ทำซ้ำครั้งที่ 1 - - - 6.68 5.86 6.7 - - 25.4 
ทำซ้ำครั้งที่ 2 - - - 8.44 7.86 8.44 - - 25.0 
ทำซ้ำครั้งที่ 3 - - - 7.0 8.9 10.1 - - 23.1 

ค่าเฉลี่ย - - - 7.37 7.54 8.41 - - 24.5 

Escherichia coli 

Āญ้า

Āนüดแมü 
Fct DW 

Āญ้า

Āนüดแมü 
Fct 25%

เอทานอล 

Āญ้า

Āนüดแมü 
Fct 50%

เอทานอล 

Āญ้า

Āนüดแมü 
Fct 75%

เอทานอล 

Āญ้า

Āนüดแมü 
Fct 99.99%

เอทานอล 

Āญ้า

Āนüดแมü 
Fct 

acetone 

AG10 40%

เอทานอล 
AG100 40%

เอทานอล 
Strepto

mycin 
20 

µl/ml 
ทำซ้ำครั้งที่ 1 - - - - - - - - 11 
ทำซ้ำครั้งที่ 2 - - - - - - - - 11.15 
ทำซ้ำครั้งที่ 3 - - - - - - - - 9.2 

ค่าเฉลี่ย - - - - - - - - 10.45 

 

Āญ้า

Āนüดแมü 
Fct DW 

Āญ้า

Āนüดแมü 
Fct 25%

เอทานอล 

Āญ้า

Āนüดแมü 
Fct 50%

เอทานอล 

Āญ้า

Āนüดแมü 
Fct 75%

เอทานอล 

Āญ้า

Āนüดแมü 
Fct 99.99%

เอทานอล 

Āญ้า

Āนüดแมü 
Fct 

acetone 

AG10 40%

เอทานอล 
AG100 40%

เอทานอล 
Strepto

mycin 
20 µl/ml 

ทำซ้ำครั้งที่ 1 - - - - - - - - 11 
ทำซ้ำครั้งที่ 2 - - - - - - - - 11.15 
ทำซ้ำครั้งที่ 3 - - - - - - - - 9.2 

ค่าเฉลี่ย - - - - - - - - 10.45 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 ผลจากการตรüจüัดการออกฤทธิ ์ต ้านจ ุลชีพของÿารÿกัดจากĀญ้าĀนüดแม üพบü่าใน 
Staphylococcus aureus มีการยับยั้งเกิดขึ้นที่ เอทานอล 99.99% แต่ไม่พบการยับยั้งที่ÿภาüะอื่นเมื่อ

ทำการüัดขนาดของüงใÿของการยับยั้งเชื้อแล้üมีขนาด 9.22 มม. และเมื่อนำมาทดÿอบกับ Bacillus 
subtilis พบü่ามีการยับยั้งเกิดขึ้นที่ในเอทานอล 75% เอทานอล 99.99% และ Acetone เมื่อทำการüัด

ขนาดของüงใÿของการยับยั้งเชื้อแล้ü จะมีขนาด 7.37 7.54 8.41 มม. ตามลำดับ แต่เมื่อนำการมาทำการ

ทดลองกับ Pseudomonas aeruginosa และ Escherichia coli พบü่าไม่พบÿารÿกัดในÿภาüะใดเลยที่

ÿามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อได้ และการใช้ Streptomycin เป็น positive control พบü่ามีการยับยั้ง

เกิดขึ้นกับทุกเชื้อ โดยผลที่ได้นี้ÿอดคล้องกับผลของงานüิจัยของ Siti Pauliena Mohd Bohari ,2000 

โดยงานüิจัยได้ทำการใช้ÿารÿกัดจากĀญ้าĀนüดแมüในการทดÿอบการยับยั ้งการเจริญของเชื้อ

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa และ Escherichia coli ผลที่ได้จากการนำ

ÿารÿกัดที่ถูกแยก fraction มาทำการทดÿอบพบü่า Pseudomonas aeruginosa และ Escherichia 

coli ไม่พบการเกิดüงใÿ และ Staphylococcus aureus พบการเกิดของüงใÿ เช่นเดียüกับของงานüิจัย  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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บทท่ี5 
ÿรุปผลการüิจัยและขอ้เÿนอแนะ 

5.1 ÿรุปผลการüิจัย 
  จากการนำÿมุนไพรทั้ง 10 ชนิดได้แก่ ตะไคร้ ยี่Āร่า รากปลาไĀลเผือก ขี้เĀล็ก ดีปลาช่อน 

ผักติ้ü เÿลดพังพอน Āญ้าĀนüดแมü ทองพันชั่ง และรางจืด นำมาแช่ในน้ำกลั่น เอทานอล 40%และ80%  
และนำไปตรüจÿอบการยับยั้งการเกิด CML โดยüิธีการ ELISA ผลที่ได้คือ Āญ้าĀนüดแมüที่แช่ในเอทานอล 

40%  ใĀ้ผลการยับยั้งการเกิด CML ที่ดีที่ÿุดจากÿมุนไพรที่ทำการýึกþาทั้งĀมด โดย พบการเกิด CML 
เพียง 70.077 %  จึงนำÿารÿกัดจากĀญ้าĀนüดแมüที่ เอทานอล 40% ไปทำการýึกþาต่อด้üยการแยกÿาร

ใĀ้บริÿุทธิ์ขึ้นโดยใช้üิธี Stepwise elution chromatography โดยแยกÿารออกเป็น 6 fraction ได้แก่ น้ำ

กลั่น เอทานอล 25%, 50%, 75%, 99.99% และ Acetone จากนั้นนำระเĀยเพื่อĀาปริมาณÿารในÿาร

ÿกัดแต่ละ fraction และปรับคüามเข้มข้นแต่ละ fraction ใĀ้เท่ากับ 1 mg/mL และนำไปทดÿอบผลการ

ยับยั้งการเกิด CML ผลที่ได้คือที่ fraction เอทานอล 25% ใĀ้ผลการยับยั้งการเกิด CML ที่ดีที่ÿุดจาก 
fraction ทั้งĀมด โดย พบการเกิด CML เพียง 12.19% เมื่อทำการýึกþาการออกฤทธิ์ต้านจุลชีพพบü่าÿาร

ÿกัดจากĀญ้าĀนüดแมüÿามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ Staphylococcus aureus และ Bacillus 
subtilis โดยใน Staphylococcus aureus จะพบการยับยั้งการเจริญที่ fraction เอทานอล 99.99% โดย

üัดขนาดได้ 9.22 มม. ÿ่üน Bacillus subtilis จะพบการยับยั้งการเจริญที่ fraction เอทานอล 75% เอทา

นอล 99.99% และอะซิโตนโดยüงใÿที่เกิดขึ้นมีขนาด 7.37 ,7.54 ,8.41 มม. ตามลำดับ แต่ไม่พบการยับยั้ง

การเจริญของเชื้อ Pseudomonas aeruginosa และ Escherichia coli แต่ในการüิจัยนี้ยังไม่ÿามารถ

ÿรุปได้อย่างแน่ชัดเนื่องจากüงใÿที่เกิดขึ้นมีขนาดเล็กใกล้เคียงกับขนาดของแผ่น disk  

5.2 ข้อเÿนอแนะ 

 5.2.1 ในการýึกþาÿารÿกัดจากĀญ้าĀนüดแมü คüรýึกþาโดยแยกการýึกþาเป็นÿ่üนต่างๆของ

พืชเพ่ือตรüจÿอบปริมาณของÿารและการออกฤทธิ์ยับยั้งการเกิด CML ของพืชในแต่ละÿ่üน 

 5.2.2 ÿารÿกัดจากĀญ้าĀนüดแมü คüรนำไปýึกþาการยับยั้งเชื้อ Bacillus subtilis เพ่ิมเติม 

เนื่องจากมีการยับยั้งที่Āน้าÿนใจ ÿามารถยับยั้งได้ในĀลายÿภาüะการทดลอง จึงคüรýึกþาไปที่การยับยั้ง

โดยใช้ÿารในปริมาณต่างๆและแยกการýึกþาไปที่ÿ่üนต่างๆของพืช 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ภาคผนüก ก. 

การทดÿอบคüามÿามารถในการยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียทั้ง 4 ชนิด Bacillus subtilis, 
Staphylococcus aureus, Escherichia coli และ Pseudomonas aeruginosa 

 

 

 

 

 

รูปที่ ก1.แÿดงการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียของ Staphylococcus aureus บนอาĀารแข็ง 

Mueller Hinton Agar (MHA)  ด้üยüิธีการ disc diffusion 
 

 

 

 
 
 
 
 

รูปที่ ก.2  แÿดงการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียของ Pseudomonas aeruginosa บนอาĀารแข็ง 
Mueller Hinton Agar (MHA)  ด้üยüิธีการ disc diffusion 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ ก.3 แÿดงการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียของ Bacillus subtilis บนอาĀารแข็ง Mueller 

Hinton Agar (MHA)  ด้üยüิธีการ disc diffusion 
 

 

 

 

 
 

รูปที่ ก.4 แÿดงการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียของ Escherichia coli บนอาĀารแข็ง Mueller 
Hinton Agar (MHA)  ด้üยüิธีการ disc diffusion 

 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ภาคผนüก ข. 

ตารางการýึกþาการยับยั้งการเกิด CML ของÿารÿกัดÿมุนไพรไทย 

 
 
 

 

 
ตารางท่ี 4.4 แÿดงค่าเปอร์เซ็นต์การเกิด CML ของน้ำกลั่นที่üันที่ 0 üันที่ 7 และ Aminoguanidine ใน           

เอทานอลที่คüามเข้มข้นต่างๆ 

 
 

 
  

ตารางท่ี 4.3 แÿดงค่าเปอร์เซ็นต์การเกิด CML ของÿารÿกัดÿมุนไพรทั้ง 10 ชนิด 

  ตะไคร้ ยี่Āร่า 
ราก

ปลาไĀลเผือก 
ขี้เĀล็ก 

ดีปลา

ช่อน 
ผักติ้ü เÿลดพังพอน 

Āญ้า

Āนüดแมü 
ทองพันชั่ง รางจืด 

0Et 96.036 85.678 68.414 94.501 83.632 88.875 87.212 90.537 70.332 85.422 
40Et 96.036 96.292 99.744 91.560 96.036 82.481 97.954 70.077 98.082 86.189 
80Et 94.118 93.223 101.407 90.793 96.164 87.596 89.258 85.166 96.036 89.130 

 üันที่ 0 üันที่ 7 AG10 
0% เอทานอล 

AG10 
40% เอทานอล 

AG10 
80% เอทานอล  

AG100  
0% เอทานอล  

ทำซ้ำคร้ังท่ี 1 0.0 94.8 98.6 93.7 102.8 83.9 
ทำซ้ำคร้ังท่ี 2 0.4 100.8 101.9 91.4 93.1 96.7 
ทำซ้ำคร้ังท่ี 3 0.5 104.6 98.5 96.9 98.7 92.9 

ค่าเฉลี่ย 0.3 100. 99.7 94.0 98.2 91.2 
ค่ามาตรฐาน 0.4 4.9 1.9 2.8 4.9 6.6 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางท่ี 4.5 แÿดงค่าเปอร์เซ็นต์การเกิด CML ของÿารÿกัดจากĀญ้าĀนüดแมüในแต่ละ fraction ที่แยก

ได้จาก stepwise elution chomatography 

 

ตารางที่ 4.6 แÿดงค่าเปอร์เซ็นต์การเกิด CML ของน้ำกลั่นที่üันที่ 0 üันที่ 7 และ Aminoguadinine ใน
เอทานอลที่คüามเข้มข้นต่างๆ 

 

 Āญ้าĀนüดแมü 
Fct DW 

Āญ้าĀนüดแมü 
Fct 25%  
เอทานอล  

Āญ้าĀนüดแมü 
Fct 50% 
เอทานอล  

Āญ้าĀนüดแมü 
Fct 75% 
เอทานอล  

Āญ้าĀนüดแมü 
Fct 99.99% 

เอทานอล  

Āญ้าĀนüดแมü 
Fct Acetone 

ทำซ้ำคร้ังท่ี 1 53.24 12.96 119.91 108.80 93.05 86.57 

ทำซ้ำคร้ังท่ี 2 56.94 20.83 148.15 134.72 170.83 97.68 

ทำซ้ำคร้ังท่ี 3 37.04 2.77 108.79 103.24 108.79 101.85 

ค่าเฉลี่ย 49.07 12.19 125.62 115.58 124.23 95.37 

ค่ามาตรฐาน 8.64 7.39 16.56 13.72 33.58 6.45 

 üันที่ 0 üันที่ 7 
AG10 

0% เอทานอล  
AG10 

40% เอทานอล  
AG10 

80% เอทานอล  
AG100 

0% เอทานอล  
ทำซ้ำคร้ังท่ี 1 11.11 99.77 127.78 83.33 81.02 17.13 
ทำซ้ำคร้ังท่ี 2 -18.98 111.57 0.00 0.00 0.00 0.00 
ทำซ้ำคร้ังท่ี 3 7.87 87.96 0.00 0.00 0.00 0.00 
ค่าเฉลี่ย 0.00 99.77 127.78 83.33 81.02 17.13 
ค่ามาตรฐาน 13.48 9.63 0.00 0.00 0.00 0.00 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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  งานทะเบียนคณะüิทยาýาÿตร์ 
  ÿถาบันพระจอมเกล้าเจ้าคุณทĀารลาดกระบัง 
  คำรับรองเล่มโครงงานพิเýþ/ปัญĀาพิเýþ/ÿĀกิจýึกþา 

üันที่ 27 เดือน พฤþภาคม พ.ý.2566 
ข้าพเจ้า  นางÿาüเครือüัลย์ คณิตไธÿง รĀัÿประจำตัü 62050573 
 นายจักริน ÿองเมือง รĀัÿประจำตัü 62050575 

นักýึกþาĀลักÿูตรüิทยาýาÿตรบัณฑิต ÿาขาüิชา จุลชีüü ิทยาอุตÿาĀกรรม ภาคüิชาชีüü ิทยา                 

ขอรับรองü่าโครงงานพิเýþเรื่อง 

เป็นผลงานüิจัยที่มิได้ÿอดคล้องĀรือละเมิดลิขÿิทธิ์ของผู้อื ่นและได้ผ่านการตรüจÿอบคüามซ้ำซ้อน

เรียบร้อยแล้ü และได้แนบเอกÿารการตรüจÿอบการลอกเลียนงานüรรณกรรมที่ตรüจÿอบจากเล่ม

โครงงานพิเýþ/ปัญĀาพิเýþ/ÿĀกิจýึกþาฉบับÿมบูรณ์แล้ü 
โปรแกรมอักขราüิÿุทธิ์ 10.09% 
 
 

ลงชื่อ............................................................. 
(นางÿาüเครือüัลย์ คณิตไธÿง) 

นักýึกþา 

ลงชื่อ............................................................. 
(นายจักริน ÿองเมือง) 

นักýึกþา 
ข้าพเจ้า รý.ดร. เชิดýักดิ์ มณีรัตนรุ่งโรจน์ อาจารย์ที่ปรึกþาโครงงานพิเýþ ได้ตรüจÿอบโครงงานพิเýþ

ของนักýึกþาข้างต้นแล้ü ขอรับรองü่าเป็นผลงานของนักýึกþาจริงและมีเนื้อĀาÿมบูรณ์ จึงลงชื่อไü้เป็น

Āลักฐาน 
 ลงชื่อ............................................................. 

(รý.ดร. เชิดýักดิ์ มณีรัตนรุ่งโรจน์) 
อาจารย์ที่ปรึกþา 

ชื่อภาþาไทย การตรüจการยับยั้งการเกิดคาร์บอกซีเมทิลไลซีนโดยการใช้ÿารÿกัดÿมุนไพรไทย 
ชื่อภาþาอังกฤþ Carboxymethyl lysine Inhibition formation determination using thai 

medicinal plants 
ปีการýึกþา 2565 

เครือวลัย์ gre

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้




