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บทคัดยอ 

 

 ในปจจุบนัผูคนใหความสนใจในเรื่องของการดูแลสุขภาพ และการรักษาโดยใชสมุนไพรอยาง
แพรหลาย ทั้งนี้การใชยาสมุนไพรควบคูไปกับการศึกษาประสิทธิภาพ และความปลอดภัยของยา
สมุนไพรยังไดรับการสนับสนุนจากองคการอนามัยโลกหรือ WHO เพื่อประโยชนในการนํายาสมุนไพร
มาใชรักษาผูปวยในเบื้องตน หรือนํามาใชในงานสาธารณสุขมูลฐาน ในประเทศไทยมตีํารับยาสมุนไพร
ที่มีขอบงใชในการรักษาโรคมากมายหลายชนิด แตตํารับที่จะหยิบยกมาศึกษาในทีน่ี้คือ ตํารับยา
สมุนไพรสูตรยาลดความดนัโลหิต โดยตามหลักเกณฑขององคการอนามัยโลกแลวจะตองมีการศึกษา
ระบุถึงสารสําคัญที่เปนองคประกอบในตาํรับที่คาดวามสีวนในการออกฤทธิ์ และการสราง fingerprint 
ซ่ึงเปรียบเสมือนแมพิมพลายนิ้วมือของตํารับยาสมุนไพรชนิดนั้นๆ กอนที่จะนําตํารับยาสมุนไพร
ดังกลาวไปศกึษาประสิทธิภาพ และความปลอดภัยในมนุษย ในงานวจิัยนี้ผูวิจัยไดใชเทคนิคที่เรียกวา
โครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงเชื่อมตอกับเครื่องแมสสเปกโตรเมทรีหรือ LC-MS ในการคนหา 
และระบุชนดิของสารสําคัญที่พบ และยังใชสราง fingerprint ของตํารับยานี้ ผลการศึกษาคือ สามารถ
สราง fingerprint ของตํารับยานี้ได 8 รูปแบบโดยขึ้นอยูกบัชนิดของตัวทําละลาย นอกจากนี้จากตํารับยา
ยังสามารถระบุชนิดของสารสําคัญที่มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาไดอีก 10 ชนิดซึ่งผูวิจยัคัดเลือกสาร 3 ชนิด
จากที่ระบุไดคอื piperine imperatorin และ pinostrobin เพื่อนํามาใชเปนสารเครื่องหมายหรือ marker 
เพื่อนํามาใชในการควบคุมคุณภาพของตาํรับยาโดยใชการวิเคราะหที่ผานการตรวจรับรอง (method 
validation) นอกจากนัน้ผูวจิัยไดทําการสุมตัวอยางยา 10 ชุดการผลิตมาวัดปริมาณสารทั้ง 3 ชนิดและ
กําหนดเปนคามาตรฐานที่พึงมีของสารดังกลาวในตํารับยาสมุนไพรชนดินี้ โดยมกีารตั้งคามาตรฐาน
ของสารทั้งสามตัววาควรมีปริมาณ piperine 1.43±0.06 %w/w ปริมาณ imperatorin 0.05±0.002 %w/w 
และปริมาณ pinostrobin 0.3±0.03 %w/w ตามลําดับ 
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Abstract 

 

  There is rising attention being paid to the wellness care benefits of herbs and their products 
in Southeast Asia. The World Health Organization (WHO) has been supporting countries to promote 
traditional medicine utilization so that this valuable resource is utilized safely and effectively. In 
Thailand, many traditional herbal recipes have been established since ancient times and later have 
been carefully modified based on the wisdom of traditional Thai medicine (TTM). In this article a 
traditional Thai antihypertensive herbal recipe (TTAH) is selected and studied in detail. According to 
WHO guidelines, analysis of a sizeable chemical constituent and fingerprint establishment of a 
product are a requirement to support a clinical trial for an herbal recipe. High-performance liquid 
chromatography-mass spectrometry (LC-MS) is an excellent tool to investigate the chemical 
fingerprint, chemical constituents, and also putative active ingredients. Eight chemical fingerprints 
were established while metabolic profiling of ten possible compounds was identified from the TTAH 
and all of them are active pharmaceutical compounds. Three markers including piperine, imperatorin, 
and pinostrobin were selected to be selective markers in a quality control process. Quantitative 
analysis by LC-MS was established and validated and the results showed that the method was specific 
and accurate. Ten batches of TTAH were collected over a year and analyzed according to an attempt 
to establish the standard values of piperine, imperatorin, and pinostrobin amount in TTAH. The 
standard values of markers in TTAH were set for piperine as 1.43±0.06 %w/w, imperatorin as 
0.05±0.002 %w/w, and pinostrobin as 0.3±0.03 %w/w, respectively. 
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บทท่ี 1 

บทนํา 

 

ความเปนมาและความสําคญัของปญหา 

 ทามกลางความกาวหนาของการพัฒนายาแผนปจจุบัน เบือ้งหลังความสําเร็จดังกลาว
สวนหนึ่งนั้นเกิดมาจากการพัฒนาองคความรูทางดานพฤกษเคมี ซ่ึงสารสําคัญที่ออกฤทธิ์ในยาแผน
ปจจุบันนัน้โดยมากถูกพัฒนามาจากสารที่พบในธรรมชาติ เชน พืช หรือ microorganism โดยทั้งสิ้น 
ประเทศไทยของเราลวนอุดมไปดวยปาไมที่มีความหลากหลายทางชวีภาพจึงเปนแหลงสําคัญของตัวยา

จากสมุนไพรไทย ดังจะเห็นไดวาบรรพบุรุษของไทยแตโบราณไดนําสมุนไพรมาใชเพื่อรักษาโรคกนัมา
อยางยาวนาน ตลอดจนไดมกีารลองผิดลองถูกและสะสมองคความรู จนกระทั่งคดิคนไดเปนตํารับยา
สมุนไพรไทยที่มีประสิทธิภาพในการรักษาและใชกันอยางแพรหลาย 

แมวาตํารับยาสมุนไพรไทยจะมีประสิทธภิาพ แตก็ยังขาดขอมูลในเรือ่งของการควบคุมคุณภาพ
ในเชิงวิทยาศาสตร ยกตัวอยางเชน การวเิคราะหหาปริมาณสารสําคัญที่ออกฤทธิ์และสารอื่นๆที่พบใน
ตํารับยาสมุนไพร การศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของตํารับยาสมุนไพร การศึกษาความเปนพษิของตํารับ
ยาสมุนไพร เปนตน ทําใหผูใชเกิดความไมมั่นใจในความปลอดภัย ซ่ึงนี่ก็เปนอกีสาเหตุหนึ่งที่ทางการ
แพทยไมคอยยอมรับการรักษาผูปวยดวยการใชสมุนไพรตํารับ จึงเปนเรื่องนาเสียดายเปนอยางยิ่ง  

ถึงแมวาการวิเคราะหเชิงปรมิาณของสารสําคัญและสารอื่นๆในตํารับยาสมุนไพรไทยซึ่ง

ประกอบไปดวยสมุนไพรหลายตัวนัน้กระทําไดยาก แตดวยเทคโนโลยีทางดานเคมีวิเคราะหที่พัฒนาขึ้น
มาอยางตอเนือ่งทําใหผูวจิัยมองเห็นถึงความเปนไปไดในการพัฒนาวธีิการวิเคราะหเพื่อนํามาใชในการ

ควบคุมมาตรฐานของตํารับยาสมุนไพรไทย ในปจจุบันนักวจิัยที่สนใจทางดานนี้โดยสวนใหญจะ
มุงเนนไปในการวิเคราะหปริมาณสารสําคัญของสมุนไพรตัวแทนของตํารับหนึ่งๆหรือไมก็วิเคราะหใน

สมุนไพรแยกเปนตัวๆไป ซ่ึงก็เปนกระบวนการคิดทางวิทยาศาสตรที่ดีในการลดความซับซอนของ
ปญหาทางการวิจัย ซ่ึงในจดุนี้ผูวิจยัก็ไดเล็งเห็นถึงความสําคัญ นอกเหนือไปจากนี้ถาพจิารณาถึงสภาพ
ของความเปนตํารับยาสมุนไพร กลาวคือ มสีารสําคัญและสารอื่นๆจากตนไมหลายตนมารวมกนัอยูใน
ตํารับเดียวนั้น สารบางตัวอาจเปนสารที่ออกฤทธิ์ สารบางตัวอาจเปนสารที่ชวยเสริมฤทธิ์ สารบางตัว
อาจเปนสารที่ชวยลดพษิ เปนตน ดังนั้นการที่จะตีความแยกไปวาเฉพาะสารสําคัญที่ออกฤทธิ์นั้นเปน
สารที่จําเปนในการวิเคราะหก็ถือวาเปนสิ่งที่ไมถูกตองทั้งหมด ดังนัน้การทํา fingerprint ของตํารับยา
สมุนไพรจงึมคีวามจําเปนอยางมาก ทั้งนีเ้พื่อใชเปนขอมูลพื้นฐานในการควบคุมคณุภาพและศกึษาวิจยั
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ในขั้นตอๆไป ดังนั้นสําหรับการศึกษานีจ้ะแบงการวจิัยออกเปนสองสวน คือ สวนของการวิเคราะห
ปริมาณสารสําคัญที่ออกฤทธิ์ของสมุนไพรตัวแทนของตํารับยาลดความดันและสวนของการทํา 
fingerprint ของตํารับโดยเทคนิค HPLC-DAD-MS เพื่อใชเปนตัวอยางของการทํามาตรฐานในเชิง
วิเคราะหของตํารับยาสมุนไพรไทยเพื่อรองรับการผลิตของโรงงานยา Sun-Herb Thai Chinese 
Manufacturing หรือแหลงอืน่ที่สนใจใหไดผลิตภัณฑประสิทธิภาพทีผ่านการควบคมุมาตรฐาน สงผล
ใหเกิดการใชยาสมุนไพรไทยอยางแพรหลายและยังเปนการสงเสริมการเพาะปลูกพนัธุพืชสมุนไพรไทย

เพื่อนํามาใชเปนยาไดอีกดวย นอกจากนี้ขอมูลที่ไดยังสามารถนําไปสนับสนุนในสวนของการควบคุม
มาตรฐานตํารับยาสมุนไพรกอนนําไปใชในการทดลองทางคลินิกตอไป 

 

วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. เพื่อสราง fingerprint และฐานขอมูลของสารสําคัญที่พบในตํารับยาลดความดัน  
2. เพื่อวิเคราะหปริมาณของสารสําคัญที่พบในตํารับยาลดความดัน 
3. เพื่อสรางขอกําหนดของปรมิาณสารสําคัญที่พึงมีในตํารับยาลดความดัน 

 

ขอบเขตของการวิจัย 

 ทําการสราง chromatographic fingerprint ของตํารับยาลดความดนัและระบุชนดิของสารสําคัญ
โดยใชเทคนิค mass spectrometry จากนั้นทําการสรางขอกําหนดมาตรฐานของปริมาณของสารสําคัญที่
พึงมีในตํารับยาโดยวเิคราะหปริมาณของสารสําคัญจากวตัถุดิบสมุนไพรที่นํามาใชผลิตยาเปนจํานวน 
10 ชุดการผลิต ตั้งแตเดือนธันวาคม ป พ.ศ. 2555 จนถึงเดือนพฤศจกิายน ป พ.ศ. 2556 โดยใชเทคนิค 
liquid chromatography-mass spectrometry โดยมีระยะเวลาการดําเนนิการวิจยัตั้งแตวันที่ 23 เมษายน 
พ.ศ. 2556 จนถึงวันที่ 23 ธันวาคม พ.ศ. 2556    

 

กรอบแนวคิดในงานวิจัย 

 ตํารับยาแผนไทยมีการใชในประเทศไทยมาเปนระยะเวลายาวนานแตยงัขาดขอมูลการศึกษาถึง

ประสิทธิภาพและความปลอดภัยในมนุษย ซ่ึงกอนที่จะมกีารศึกษาในมนุษยไดนัน้ตองมีขอมูลการศึกษา
ทางดานอื่นมาสนับสนุนดวย เชนการศึกษาและควบคุมคณุภาพของตํารับยาสมุนไพร ขอมูลที่ไดจะทํา
ใหทราบวาตาํรับยาสมุนไพรนี้มีสารสําคัญชนิดใดประกอบอยู อีกทั้งทราบวิธีที่จะใชในการหาปริมาณ
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สารสําคัญดังกลาว ซ่ึงสามารถนําวิธีที่ไดมาใชควบคุมคุณภาพทําใหผลิตยาที่มีปริมาณสารสําคัญ
ใกลเคียงกันในแตละชดุการผลิต ทําใหผูปวยไดรับปริมาณตัวยาเทาๆกนั อีกทั้งยังชวยเพิ่มความ
นาเชื่อถือของการทดลองทางคลินิกตอไป 

 

นิยามศัพทเฉพาะ 

 LC-MS หรือ liquid chromatography-mass spectrometry คือ เทคนิคที่ใชในการแยกสารสําคัญ
บริสุทธิ์ที่ผสมอยูในตวัอยางพรอมกับวิเคราะหเพื่อระบุชนิดของสารสําคัญดังกลาว ซ่ึงเทคนิคนี้จะ
ประกอบดวย 2 สวนคือ สวน liquid chromatography เปนสวนที่ใชในการแยกสารสําคัญโดยอาศัย
หลักการความแตกตางกันของสภาพขั้วของสารสําคัญแตละชนิด โดยจะแสดงผลเปนโครมาโทแกรม 
และสวนที่สองคือ mass spectrometry เปนสวนที่ใชระบชุนิดของสารสําคัญโดยใชน้ําหนกัโมเลกลุเปน
ตัวช้ีวดัโดยดูจาก mass spectrum อีกทั้งยังสามารถใชวิเคราะหหาปริมาณสารสําคัญโดยดจูากพืน้ทีใ่ต
กราฟเทียบกับสารมาตรฐาน 

 Fingerprint คือ การทําแมพมิพลายนิ้วมือเพื่อจําแนกชนดิของสิ่งตางๆ ในที่นี้คือการทําแมพิมพ
โครมาโทแกรมของตํารับยาสมุนไพรสูตรยาลดความดนัโดยใชตวัทําละลายที่แตกตางกัน ทําใหได
แมพิมพโครมาโทแกรมที่แตกตางกัน ซ่ึงจะเปนเอกลักษณเฉพาะของสูตรยานี้วาตองมีลักษณะโครมา
โทแกรมเปนแบบนี้ จึงนํามาใชในการควบคุมคุณภาพได 

 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

1. ไดฐานขอมูลและทราบปริมาณของสารมาตรฐานที่พบในตํารับยาลดความดัน 
2. ใชเปนขอมูลสนับสนุนในสวนของการควบคุมมาตรฐานตาํรับยาสมุนไพรกอนนําไปใชใน

การทดลองทางคลินิก 
3. สงผลใหเกิดการใชตํารับยาสมุนไพรไทยอยางแพรหลาย อีกทั้งยังเปนการสงเสริมการ

เพาะปลูกพนัธุพืชสมุนไพรไทยเพื่อนํามาใชเปนยา 
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บทท่ี 2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

 

 โรคความดันโลหิตสูง คือ โรคเรื้อรังชนิดหนึ่งที่พบวาผูปวยมีความดันในหลอดเลือดแดงสูง
กวาปกติ ซ่ึงในผูใหญกําหนดคาปกติของความดันโลหิตชวงหวัใจบีบและคลายเทากบั 139 มิลลิเมตร
ปรอท และ 89 มิลลิเมตรปรอทตามลําดับ (Chobanian et al., 2003) ความดันโลหิตสูงแบงได 2 ชนิดคือ 
แบบปฐมภูมิ (ไมทราบสาเหตุชัดเจน) และแบบทุติยภูมิ (ทราบสาเหตุ) ซ่ึงผูปวยสวนมากประมาณรอย
ละ 90 จะพบวาเปนโรคความดันโลหิตสูงแบบปฐมภูมิ (Carretero et al., 2000) โดยจะพบวาความดนั
โลหิตเพิ่มขึ้นตามอายุขัยที่เพิ่มขึ้น (Vasan et al., 2002) นอกจากนี้ยังมคีวามสัมพันธระหวางความดัน
โลหิตสูงกับปจจัยทางดานพนัธุกรรม และปจจัยที่เกิดขึ้นขณะอยูในครรภมารดา แตทั้งนี้ทั้งนั้นกลไก
เชื่อมโยงยังคงคลุมเครือ (Lowlor et al., 2005) ซ่ึงจะแตกตางจากความดันโลหิตสูงแบบทุติยภูมิซ่ึงจะมี
สาเหตุที่ระบุได โดยโรคไตจะเปนสาเหตุสวนใหญที่ทําใหเกิดความดนัโลหิตสูงชนิดนี้ นอกจากนีย้งั
อาจเกิดจากพยาธิสภาพของตอมไทรอยด, โรคอวน, ยา หรือยาเสพยตดิบางชนิด เปนตน (O’Brien et 
al., 2007) ผูปวยความดันโลหิตสูงแบบปฐมภูมิจะมีความตานทานการไหลของโลหิตในรางกาย (Total 
Peripheral Resistance) สูงขึ้นทําใหความดนัโลหิตสูงขึ้น (Conway et al., 1984) ซ่ึงกลไกอาจเกดิขึน้ได
จากการตีบลงของหลอดเลือดแดงขนาดเลก็ และหลอดเลือดเลือดแดงฝอย (Folkow et al., 1982) 
นอกจากนี้ยังอาจเกิดจากความผิดปกติของระบบประสาท sympathetic (Esler et al., 2010) หรือเกดิจาก
การรบกวนระบบการควบคมุเกลือและน้ําของไต โดยเฉพาะในระบบ renin-angiotensin (Navar et al., 
2010) ซ่ึงมีเอนไซมที่สําคัญ คือ angiotensin converting enzyme (ACE) ที่มีหนาที่เปล่ียน angiotensin I 
ใหเปน angiotensin II ซ่ึงจะมีผลเพิ่มความดันโลหิต โดยในผูปวยที่มีความดันโลหิตสูงจากสาเหตนุี้จะ
สามารถรักษาไดผลดีโดยใชยาในกลุม ACE inhibitors 

 ความดันโลหติสูงเปนปจจยัเสี่ยงสําคัญของโรคหลอดเลือดในสมอง โรคหลอดเลือดโปงพอง 
หัวใจวาย โรคของหลอดเลือดสวนปลาย และโรคไตเรื้อรัง (Insull et al., 2009; Gaddam et al., 2009; 
Tylicky et al., 2003; Aronow et al., 2008) ซ่ึงการปรับเปลี่ยนวิถีชีวติ และพฤติกรรมการกินอาหารก็
สามารถชวยลดภาวะโรคความดันโลหิต และภาวะแทรกซอนตางๆได แตสําหรับผูปวยทีใ่ชวิธีนีแ้ลวไม
ไดผล หรือไมเพียงพอ ก็มีความจําเปนตองรักษาดวยยารวมดวย ซ่ึงยาแผนปจจุบันทีใ่ชมีอยูหลายกลุม
ขึ้นอยูกับอาการของผูปวย เชน ยากลุม β-blocker เพื่อลดอัตราการเตนของหัวใจ, ใหยาขับปสสาวะเพื่อ
ลดปริมาณเลือดที่สูบฉีด หรือใหยาขยายหลอดเลือดแดงเพื่อลด total peripheral resistance เปนตน 
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(Chobanian et al., 2003) นอกจากนี้ในสวนของยาสมุนไพรที่ใชลดความดันโลหิตก็มีอยูมากมายหลาย
ชนิดทั้งแบบทีเ่ปนสมุนไพรเดี่ยว และเปนตํารับยาซึ่งมีสมุนไพรผสมกนัอยูหลายชนดิ 

 ในปจจุบนัมีการศึกษาตัวยาสมุนไพรเดี่ยวกันอยางกวางขวางทั้งในเชิงของการแยกสาร

มาตรฐานบริสุทธิ์ทางเคมี, การใชเทคนิควธีิวิเคราะหหาโครงสรางของสารบริสุทธิ์, การทดสอบฤทธิ์
ทางชีวภาพของสารบริสุทธิ์จากสมุนไพร, การเตรียมสารสกัดสมุนไพรที่มีตัวยาสําคญัในปริมาณสงู 
และอ่ืนๆ (Farnsworth et al., 1985) ทําใหเกิดองคความรูทางพฤกษเคมอัีนเปนประโยชนมากมายในการ
พัฒนายาเพื่อใชในวงการแพทยแผนปจจุบนั แตในขณะเดียวกันกลับมีผูสนใจศึกษาดานการระบแุละ
การวิเคราะหเชิงปริมาณของสารสําคัญตางๆที่ประกอบอยูในตํารับยาสมุนไพรอยางจริงจังกันในวงแคบ 
จะมีมากก็เปนการศึกษาตํารบัยาสมุนไพรของประเทศจนีเทานั้น (Tian-Ye et al., 2011) ทั้งนี้อาจเปน
เพราะความยากลําบากในการศึกษาวิเคราะหสมุนไพรหลายตัวในเวลาเดียวกันและการตั้งขอกําหนดใน

การควบคุมคณุภาพ นอกจากนั้นก็ยังมีปจจัยของการหวงแหนภูมิปญญา ไมอยากถายทอดใหผูอ่ืนไดรับ
รู ซ่ึงถือวาเปนคอขวดของการพัฒนางานในศาสตรนี้ 

 ในโครงการวจิัยนี้ ผูวิจัยมีความประสงคจะพัฒนาการวิเคราะหตํารับยาลดความดันที่มี
องคประกอบตัวยาสําคัญจากสมุนไพรทั้งหมด 6 ชนิดในตํารับ ซ่ึงสมุนไพรทุกชนดิเปนสมุนไพรที่มี
การแนะนําใหใชในงานสาธารณสุขมูลฐาน คือ พริกไทย เถาบอระเพด็ ผลมะตูม เหงากระชาย ใบ
เหงือกปลาหมอและหวัแหวหมู (รูปที่ 1-6) ซ่ึงจากความรูเทาที่มียังไมมใีครศึกษาวิจัยยาตํารับนี้ โดยสูตร
ยาไดรับมาจากคลินิกวิโรจนแผนไทย อําเภอพรหมคีรี จงัหวัดนครศรีธรรมราช ซ่ึงมีที่มาของสูตรยา
ปรับปรุงมาจากตํารายาเพชรน้ําเอก ตวัยาไดมีการทดลองใชในผูปวยจรงิและติดตามอาการในผูปวย
หลายรายที่เปนโรคความดนัโลหิตสูงพบวาหลังจากทานยาไป 1-2 เดือนความดนักลับมาสูระดับปกติ  

จากการศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของสมนุไพรตางๆที่ประกอบอยูในตํารับพบวา ในพริกไทย
หรือ Piper nigrum มีรายงานวาพบสาร piperine ซ่ึงมีฤทธิ์ลดความดันโดยมีกลไกเปน Calcium channel 
blocker (Taqvi et al., 2008., Hlavackova et al., 2010; Kumar et al., 2010) อีกทั้งยังมีฤทธ์ิตานการ
อักเสบ ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ ฤทธิ์ปกปองตับ (Pathak and Khandlewal, 2006; Pathak and Khandlewal, 
2007; Kumar et al., 2007; Matsuda et al., 2008; Matsuda et al., 2009; Morikawa, 2010) นอกจากนี้ยังมี
สารอื่นๆ เชน piperanine, piperettine, piperoleines, piperyline, chavicine และน้ํามันหอมระเหยตางๆ 
(Parma et al., 1997) เนื่องจากพริกไทยถูกใชในการประกอบอาหารจึงใชไดอยางปลอดภัยในมนุษย 
นอกจากนั้นกย็ังมีการศึกษาในหนูและพบวาพริกไทยมีความเปนพษิต่ํา (Chunlaratthanaphorn et al., 
2007; Bassey et al., 2011) ในสวนของเถาบอระเพ็ดหรือ Tinospora crispa มีรายงานวาพบสาร 
adenosine, salsolinol และ higenamine ที่มีฤทธิ์ลดความดัน โดยมกีลไกผาน adrenoreceptors and the 
purinergic adenosine A2 and P2 receptors ตามลําดับ  (Praman et al., 2012) อีกทั้งยังพบวาสารสกัดชั้น
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น้ําสามารถลดน้ําตาลในเลือดได (Noor and Ashcroft, 1989) สารสกัดน้าํและเมทานอลของเถาบอระเพ็ด
ยังมีฤทธิ์ตานการอักเสบ (Kamarazaman et al., 2012) นอกเหนือจากนัน้ก็ยังมีสารอืน่ๆ เชน 
borapetosides, picoretin, columbin, secoisolariciresinol, cyloeucalenol เปนตน (Praman et al., 2011) 
แตมีงานวิจัยพบวาผูบริโภคบอระเพ็ดมีความเสี่ยงตอการเกิดพษิที่ตับ (Chavalittumrong et al. 1997; 
Chantong et al. 2008; Kadir et al. 2011) แตหลักฐานที่มยีังไมแนชัดเพยีงพอซึ่งตองมีการศึกษาในเรือ่ง
นี้เพิ่มเติม นอกจากนั้นยังตองมีการศึกษาพษิของการบริโภคตํารับยาที่มบีอระเพ็ดเปนองคประกอบดวย 
สมุนไพรตัวตอไปคือ มะตูมหรือ Aegle marmelos พบวาในสวนของผลและใบมีฤทธิ์รักษาเบาหวาน 
(Sachdewa et al., 2001; Kamalakkannan and Prince, 2003; Upadhya et al., 2004; Sunderam et al., 
2009) และมีฤทธิ์ปกปองตับ (Singanan et al., 2007; Singh and Rao, 2008) สารสกัดชั้นน้ํามีฤทธิ์ตาน
อักเสบ (Arul et al., 2005; Ghangale et al., 2008; Vidya et al., 2011) มีการสกัดสารบริสุทธิ์จากมะตมู
พบวาในใบมสีาร aegeline และ lupeol ซ่ึงสารทั้งสองตัวนี้มีฤทธิ์ลดระดับน้ําตาลและไขมันในเลือด 
(Narender et al., 2007; Papi Reddy et al., 2009) สวนในผลมีสาร imperatorin ซ่ึงมีฤทธิ์ลดความดนั 
(Bertin et al., 2013; Cao et al., 2013) นอกจากนั้นยังพบวา imperatorin มีฤทธิ์ตานอักเสบและปกปอง
ตับดวยเชนกัน (Oh et al., 2002; Guo et al., 2012; Huang et al., 2012) เนื่องจากมะตูมถูกใชในการ
ประกอบอาหารจึงใชไดอยางปลอดภัยในมนุษย นอกจากนั้นกย็ังมีการศกึษาในหนแูละพบวามะตูมมี
ความเปนพษิต่ํา (Veerappan et al., 2007) สมุนไพรตัวที่ส่ีคือ กระชายหรือ Boesenbergia pandurata ใน
เหงากระชายมสีารสําคัญคือ pinostrobin ซ่ึงสารตัวนี้เปนสารพวก flavonoid มีฤทธิ์ปกปองตับ (Fahey 
and Stephenson, 2002; Charoensin et al., 2008) สวนในสารสกัดชั้นคลอโรฟอรมของเหงากระชาย
พบวามีฤทธิ์ตานการอักเสบ (Tuchinda et al., 2002; Yun et al., 2003; Tewtrakul et al., 2009) และใน
สารสกัดคลอโรฟอรม-เมทานอลซึ่งมีสาร panduratin-A มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ (Sohn et al., 2005; 
Shindo et al., 2006) นอกจากนี้พบวาสารสกัดชั้นเอทานอลมีฤทธิ์ลดความอวน (Kim et al., 2012) อีก
ทั้งยังมรีายงานความปลอดภัยในการใชสารสกัดกระชายอีกดวย (Charoensin et al., 2010; Saraithong et 
al., 2010) สมุนไพรตัวทีห่าคือ เหงือกปลาหมอหรือ Acanthus ebracteatus พบวาสารสกัดชั้นน้ําและเอ
ทานอลของใบเหงือกปลาหมอมีฤทธิ์ตานการอักเสบ (Laupattarakasem et al., 2003; Somchaichana et 
al., 2012) ทั้งนี้มีการคนพบสาร spilanthol จากใบเหงือกปลาหมอซึ่งสารตัวนี้มีฤทธิ์ตานอักเสบและขับ
ปสสาวะ (Sharma, 2010) จากการศึกษาความเปนพิษพบวาสารสกัดเหงือกปลาหมอมีความเปนพษิต่ํา 
(Siripong et al., 2001) สมุนไพรตัวสุดทายที่เปนองคประกอบในตํารับยานี้คือ แหวหมหูรือ Cyperus 
rotundus ซ่ึงมีฤทธิ์ตานการอักเสบ (Gupta et al., 1970; Gupta et al., 1971; Saxena et al., 1971; Seo et 
al., 2001) ทั้งยงัมีฤทธิ์ลดคลอเลสเตอรอลและน้ําตาลในเลือด มีการศึกษาพบวาทําใหน้ําหนกัของผูปวย
ลดลงจึงอาจนาํมาใชรักษาโรคอวนได (Karnick et al., 1992; Raut et al., 2006; Lemaure et al., 2007) มี
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การศึกษาความเปนพิษในหนูและพบวาการใชสารสกัดเอทานอลของแหวหมูมีความปลอดภัย 
(Thanabhorn et al., 2005)  

ดังจะเห็นไดวาขอมูลของสารสําคัญที่ประกอบอยูในสมุนไพรแตละตวัเปนขอมูลพืน้ฐานที่

สําคัญมากในการศึกษาวิจยังานทางดานนี ้(ตารางที่ 1) แตเนื่องมาจากในความเปนจรงิเราไมสามารถ
ระบุและวิเคราะหสารไดทกุชนิดในสมนุไพรหนึ่งๆ ดังนัน้การใช fingerprint จึงเปนทางออกที่ดีที่
สามารถนํามาใชประกอบในการควบคุมคุณภาพของสมุนไพรตลอดจนตํารับยาจากสมุนไพร 
นอกจากนั้นการระบุสารสําคัญตัวแทนจากตํารับยาสมนุไพรก็กําลังเปนที่นิยมใชในประเทศไทย แต
โดยมากจะเปนการระบุและวิเคราะหปริมาณสารสําคัญเพียงตัวเดยีวซ่ึงผูวิจัยคิดวาไมเพียงพอ ดังนั้นใน
การศึกษานีจ้ะเปนการศึกษาตั้งแตการสราง fingerprint ที่เหมาะสม สามารถระบุสารสําคัญจาก 
fingerprint และสามารถเลือกสารสําคัญตัวแทนมากกวา 1 ตัว มาวเิคราะหปริมาณโดยใชเทคนิค LC-MS 
จากนั้นเมื่อไดวิธีวิเคราะหแลวก็จะทําการสุมตัวอยางวัตถุดิบสมุนไพรยาลดความดนัจากคลินิกแผนไทย

ดงักลาวเปนจาํนวน 10 ชุดการผลิต เพื่อนํามาวิเคราะหและกําหนดเปนคามาตรฐานที่พึงมีของ
สารสําคัญในตํารับนี้ โดยการระบุสารสําคัญในตํารับจะใชการเปรยีบเทียบ mass spectra mass-
fragmentation ions และ retention time จาก fingerprint ของสมุนไพรเดี่ยวเทียบกับ fingerprint ของ
ตํารับยา ซ่ึงขอมูลนี้จะถูกเก็บไวในฐานขอมลูของศูนยวิจยัเพื่อเปนประโยชนในการศึกษาขั้นตอไปทัง้
ในกลุมของผูวจิัยเอง และกลุมวิจยัอ่ืนๆที่สนใจอยากรวมใชฐานขอมูล ซ่ึงรายละเอียดจะกลาวใน
ระเบียบวิธีวิจยัตอไป 

ตารางที่ 1 สารสําคัญที่มีรายงานวาพบในสมุนไพรที่เปนองคประกอบของตํารับยาลดความดนั 

สมุนไพร สารสําคัญที่พบ มวลโมเลกุล 
พริกไทย Piperine  

Piperettine  
Chavicine 
Piperoleine A 
Piperoleine B 
Piperamine 
Pipercide 
Guineensine 
Dehydropipernonaline 
Piperolactam D 
Piplartine 

285.1 
311.4 
285.3 
315.4 
343.5 
287.3 
353.4 
383.5 
339.4 
295.3 
317.3 
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สมุนไพร สารสําคัญที่พบ มวลโมเลกุล 
พริกไทย (ตอ) Brachyamide B 

(2,4)-N-Dodecadienoyl pyrrolidine 
N-trans-feruloyltyramine 
N-Formylpiperidine 
Pellitorine 
Coumaperine 
Acetyl coumaperine 
Trans-feruloyl piperidine 
Feruperine 
N-5-4 hydroxy-3-methoxy phenyl-2E pentenoyl piperidine 
Piperic acid 
Methyl piperate 
Piperamide (C7:1) 
Piperamide (C9:1) 
Piperamide (C5:1) 
Piperamide (C7:2) 
Piperamide (C9:2) 
Piperamide (C5:3) 
Piperamine 
Retrofractamide A 
Sarmentine 
Sarmentosin 
Trichostachine 
Myristicine 
myristicin 
Eugenol 
Cubebin 
Safrole 
3,4 dimethoxy-demethylenedioxy cubebin 
Piperenone 

327.4 
249.4 
313.4 
113.2 
223.4 
257.0 
299.0 
261.0 
287.0 
289.0 
218.0 
232.0 
301.4 
329.4 
273.3 
299.4 
327.4 
325.4 
280.4 
327.4 
221.3 
275.3 
271.3 
192.2 
192.2 
164.2 
356.4 
162.2 
373.4 
388.5 
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สมุนไพร สารสําคัญที่พบ มวลโมเลกุล 
พริกไทย (ตอ) Bergamotene 

Cadinene 
α-cadinol 
Calamenene 
Camphene 
Carvone 
Caryophyllene 
Cineol 
Citronellol 
Isoquercetin 
Isorhamnetin-3-o-rutinuside 
Kaemferol 3-o-glucoside 
Quercetin 3-o-β-galactoside 
Caffeic acid 
Capric acid 
Coumaric acid 
Dihydroxyphenylethanol 
Hentriacontane 
Lauric acid 
Linoleic acid 
piperonal 

204.4 
204.4 
222.4 
202.2 
136.2 
150.2 
204.4 
154.3 
156.3 
464.4 
624.6 
449.1 
550.4 
180.2 
172.3 
164.0 
154.2 
436.9 
200.3 
280.4 
150.1 

บอระเพ็ด Borapetoside A 
Borapetoside B 
Borapetoside C 
Borapetoside D 
Borapetoside E 
Borapetoside F 
Salsolinol 
Higenamine 
Adenosine 

538.5 
552.6 
536.6 
698.7 
536.6 
534.6 
179.1 
271.0 
167.0 
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สมุนไพร สารสําคัญที่พบ มวลโมเลกุล 
บอระเพ็ด (ตอ) Rumphiol E 

20-hydroxyecdysone 
Cordioside 
Columbin 
Tinosporaside 
Cycloeucalenol 
Cycloeucalenone 
Bergenin 
N-trans-feruloyltyramine 
Secoisolariciresinol 
Apegenin 
Magnoflorine 
Berberine 
Palmatine 
Syringin 
Tinoscorside A 
Paprazine 
N-demethyl-N-formyldehydronuciferine 
N-formylnornuciferine 

471.2 
480.6 
539.0 
358.4 
492.0 
426.7 
424.7 
328.3 
313.4 
362.4 
270.1 
342.4 
371.8 
352.4 
372.4 
642.2 
283.3 
308.0 
310.0 

มะตูม Imperatorin 
Luvangetin 
Auraptene 
Periplogenin 
Psolaren 
β-sitosterol 
Umbelliferone 
Aegeline 
Marmesin 
Skimmin 
Xanthotoxol 

270.3 
258.3 
298.4 
390.5 
186.2 
414.7 
162.1 
297.4 
246.3 
324.3 
202.2 
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สมุนไพร สารสําคัญที่พบ มวลโมเลกุล 
มะตูม (ตอ) Alloimperatorin 

Quercetin 
Limonene 
p-cymene 
Lupeol 
Eugenol 
Cuminaldehyde 
Marmeline 
Marmesiline 
Acetoxy methyl lutenyl hydroxycoumarin 
Isophellodenol C 
Hydroxyl-hydroxy methyl coumarin 
Marmelonine 
8-hydroxysmyrindiol 
Valencic acid 
Isogosferol 
Scoparone 
Decursinol 
Demethylsuberosin 
Isofraxidin 
Formylumbilliferone 
Xanthoarnol 

270.3 
302.2\ 
136.2 
134.2 
426.8 
164.2 
148.2 
351.4 
367.4 
288.0 
246.0 
273.0 
270.0 
278.0 
206.0 
286.0 
206.0 
246.3 
230.1 
222.0 
190.0 
262.3 

เหงือกปลาหมอ Spilanthol 
Magnolenin C 
3-o-methylgalactoside 
Ebractetoside A 
Ebractetoside B 
Ebractetoside C 
Ebractetoside D 
Isofucosterol 

221.0 
596.0 
194.0 
519.2 
583.3 
467.2 
437.2 
412.0 
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สมุนไพร สารสําคัญที่พบ มวลโมเลกุล 
เหงือกปลาหมอ (ตอ) Campsterol 

β-sitosterol 
Apigenin 7-o- β-D-methylglucuronate 
Apigenin 7-o- β-D-methylglucuronate 
Amyrin 
Verbascoside 
Plucheoside B 
Zizybeoside I 
Leucosceptoside 
Martynoside 
Vicenin 
Β-hydroxy acteoside 
Schaftoside 

400.1 
414.7 
460.0 
446.0 
466.7 
625.6 
388.5 
432.2 
639.6 
652.6 
594.5 
640.6 
564.5 

กระชาย Boesenbergin A 
Boesenbergin B 
Pinostrobin 
Pinocembrin 
Panduratin A 
Sakuranetin 
Cardamonin  
Hydroxypanduratin A 
Helichrysetin 
Trihydroxydihydrochalcone 
Avangoletin 
Dihydro 5,6 dehydrokawain 
Alpinetin 
Rotepoxide 
Zeylenol 
Boesenboxide 
Isopimaric acid 

404.5 
404.5 
270.3 
256.3 
406.5 
286.3 
270.3 
392.5 
286.3 
258.3 
272.3 
230.0 
270.3 
362.3 
384.4 
424.4 
302.5 
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สมุนไพร สารสําคัญที่พบ มวลโมเลกุล 
กระชาย (ตอ) 2-hydroxy-4-4’-6’-trimethoxychalcone 

Chrysin 
Panduratin D 
Panduratin E 
Panduratin F  
Panduratin G 
Panduratin H 
Panduratin I 
Panduratin C 
Nicolaioidesin B 

314.3 
254.2 
430.0 
472.0 
540.0 
540.0 
298.0 
298.0 
422.5 
406.2 

แหวหมู Valencene 
Nootkatone 
Caryophyllene α-oxide 
Cyperolone 
10,12-peroxycalamenene 
4,7-dimethyl-tetralone 
1,2,3,4-tetrahydronaphthalin 
Cyperotundol 
Salicylic acid 
Caffeic acid 
Protocatechuic acid 
p-coumaric acid 
Pongamone A 
Biochanin A 
7,8-dihydroxy-5,6-methylenedioxyflavone 
Quercetin 
Kaempferol 
Luteolin 
Ginkgetin 
Isoginkgetin 

204.4 
218.3 
220.4 
236.0 
232.0 
160.0 
286.0 
272.1 
138.1 
180.2 
182.2 
164.2 
366.3 
284.3 
298.0 
302.0 
286.0 
286.0 
566.0 
566.5 
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สมุนไพร สารสําคัญที่พบ มวลโมเลกุล 
แหวหมู (ตอ) Norcyperone 

Clovane-2, 9-diol 
Rosenonolactone 
Rotundine A 
Rotundine B 
Rotundine C 
Cyperene 
β-silinene 
α-cyperone 
Sugetriol triacetate 
Cyprotene 
Cypera-2 4 diene 
α-copaene 
Uselinene 
Rotundene 
Ylanga-2,4-diene 
g-gurjunene 
trans-calamenene 
d-calacorene 
g-calacorene 
epi-a-selinene 
Muarolene 
Cadalene 
Cyperotundone 
Mustakone 
Cyperol 
Isocyperol 
Khellin 
Visnagin 
Sitosteryl-β-galactopiranoside 

222.0 
238.0 
316.0 
231.0 
233.3 
233.3 
204.4 
204.4 
218.3 
378.5 
192.3 
202.3 
204.4 
204.3 
204.4 
202.3 
204.3 
202.3 
204.3 
200.3 
204.3 
204.4 
198.0 
216.4 
218.3 
220.4 
220.4 
260.2 
230.2 
1,024.0 
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สมุนไพร สารสําคัญที่พบ มวลโมเลกุล 
แหวหมู (ตอ) Ammiol 

Tricin 
Isorahamnetin 
4,5-secoeudesmane 
γ-cymene 
Isokobusone 
Kobusone 

276.2 
330.3 
316.3 
210.4 
134.2 
222.3 
222.3 
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รูปที่ 1 พริกไทย (Piper nigrum) 

 

 

รูปที่ 2 บอระเพ็ด (Tinospora crispa) 
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รูปที่ 3 มะตูม (Aegle marmelos) 

 

 

รูปที่ 4 กระชาย (Boesenbergia pandurata) 
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รูปที่ 5 เหงือกปลาหมอ (Acanthus ebracteatus) 

 

   

รูปที่ 6 แหวหมู (Cyperus rotusdus) 
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บทท่ี 3 

ระเบียบวิธีวิจัย 

 

ประชากรและกลุมตัวอยาง 

 วัตถุดิบสมุนไพรทั้ง 6 ชนิดไดแก พริกไทย บอระเพด็ มะตูม กระชาย เหงือกปลาหมอและแหว
หมู ไดรับมาจากคลินิกวิโรจนแผนไทย อ.พรหมคีรี จ.นครศรีธรรมราช ในลักษณะทั้งที่เปนสมุนไพรที่
ยังไมบดและสมุนไพรที่บดเรียบรอยแลว โดยสมุนไพรที่ยังไมบดนํามาใชในการตรวจสอบเอกลกัษณ
โดยดูจากลักษณะภายนอกโดยอาจารยนิรันดร วิพนัธุเงนิ ภาควิชาเภสชัเวท คณะเภสัชศาสตร 
มหาวิทยาลัยรังสิต สวนสมุนไพรที่บดแลวทําการสั่งซื้อมา 10 ชุดการผลิตในชวงระหวางเดือนธันวาคม 
พ.ศ. 2555 ถึงเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2556 เพื่อนํามาใชในการสราง fingerprint ระบุสารสําคัญและ
วิเคราะหเชิงปริมาณเพื่อควบคุมคุณภาพตอไป 

 

เคร่ืองมือและวัสดุท่ีใชในงานวิจัย 

1.  LC-MS (Ultimate 3000) 
2. Dionex LC-MS column 
3. Rotary evaporator (Buchi) 
4. เครื่องชั่งชนิดอานคาไดละเอียด 4 ตําแหนง (Analytical balance, Ohaus) 
5. pH meter (Mettler)  
6. Sonicated bath  
7. Vortex mixer 
8. Freeze drier  
9. Magnetic stirrer/ Hot plate 
10. HPLC vials 
11. Pipetman micropipette ขนาด 1-10 μl, 10-100 μl และ 100-1,000 μl 
12. Pipette tip 
13. Eppendorf tube ขนาด 1.5 ml 
14. Acetonitrile (HPLC grade) 
15. Water (DI and HPLC grade) 
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16. Formic acid (AR grade) 
17. n-hexane (AR grade) 
18. Dichloromethane (AR grade) 
19. Ethyl acetate (AR grade) 
20. สารมาตรฐาน piperine 
21. สารมาตรฐาน adenosine 
22. สารมาตรฐาน salsolinol 
23. สารมาตรฐาน higenamine 
24. สารมาตรฐาน imperatorin 
25. สารมาตรฐาน pinostrobin 
26. สารมาตรฐาน pinocembrin 
27. สารมาตรฐาน verbascoside 

 
วิธีการวิจัย 

การสกัดสารจากวัตถุดิบสมนุไพร 

เนื่องจากผูปวยรับประทานยาตํารับนี้ในรูปแบบยาลูกกลอน ไมใชแคตมดวยน้ํา หรือเหลาแลว
รับประทาน ซ่ึงทําใหผูปวยไดรับสารทั้งหมดที่มีอยูในตาํรับ ดังนั้นการสกัดสารเพื่อนํามาศึกษา
วิเคราะหจึงตองเปนวิธีที่สกัดสารเกือบทั้งหมดออกมาจากตํารับได ในทีน่ี้ผูวิจยัจะทําการเปรียบเทียบ
วิธีการสกัดแบบไลขั้ว (เปล่ียนตัวทําละลาย) กับวิธีการสกัดแบบซ้ํา (ใชตัวทําละลายเดมิ)  

โดยวิธีการไลขั้วจะเริ่มโดยใชตัวทําละลาย 400 ml โดยเริม่จาก n-hexane และสกัดผงตํารับ
สมุนไพร 50 g โดยการ sonicate (เพื่อชวยสกัดสารจากสมนุไพรที่มีผนังเซลลหนา) ที่อุณหภูมิหองเปน
เวลา 20 นาที จากนั้นเทสารละลายเก็บไว เติม n-hexane ลงในผงสมุนไพรอันเกาและทําการ sonicate 
เชนเดิม ทําเชนนี้จนครบสามรอบจากนั้นนําผงสมุนไพรที่ผานการสกัดดวย n-hexane มาสกัดตอดวย 
dichloromethane โดยใชวิธีการสกัดเดียวกนักับการสกัดดวย n-hexane จากนั้นนําผงสมุนไพรที่ผานการ
สกัดดวย dichloromethane มาสกัดตอดวย ethyl acetate โดยใชวิธีการสกัดแบบเดิม หลังจากนั้นนําผง
สมุนไพรที่ผานการสกัดดวย ethyl acetate มาสกัดตอดวยน้ําโดยใชวิธีการสกัดแบบเดมิ นําสารสกัด
ทั้งหมดที่ไดในแตละสวนไปทําใหแหงโดยเครื่อง evaporator แตในสวนของสารสกัดชั้นน้ําจะนําไป 
partition ตอดวย n-butanol แลวจึงนํามาระเหยแหง สวนวิธีการสกัดแบบซ้ําทําโดยใชระบบตัวทําละลาย
ที่สามารถละลายสารออกมาไดมากชนดิ โดยในที่นี้ใช methanol:water ในอัตราสวน 1:1 ซ่ึงมีรายงาน
การใชระบบตวัทําละลายนีใ้นการศึกษาทาง Metabolomics (Kim et al., 2010) โดยจะใชวิธีการ 
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sonication เปนเวลา 15 นาทีที่อุณหภูมิหอง และทําซ้ําสามรอบโดยเปลี่ยนตัวทําละลายที่ใชสกดัใหมทุก
รอบ จากนั้นนาํสารสกัดที่ไดไปทําใหแหงโดยเครื่อง freeze drier นําสารสกัดไปเก็บในภาชนะปด 
ปองกันแสงและความชื้น ที ่4 oC ในสวนของการสกัดเพื่อนําไปวเิคราะหเชิงปริมาณจะทําการสกัดผง
ตํารับยาสมุนไพร 50 g ดวย n-hexane 400 ml โดยการ sonicate ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 นาที สกัดซ้ํา 
5 รอบ จากนั้นนําสารสกัดที่ไดไปทําใหแหงโดยเครื่อง freeze drier นําสารสกัดไปเก็บในภาชนะปด 
ปองกันแสงและความชื้น ที ่4 oC แตละตวัอยางทํา triplicate 

 การทํา fingerprint ของตํารับยาลดความดนัและการระบชุนิดของสารโดยใชเทคนิค LC-MS 

นําสารสกัดที่ไดในชัน้ตางๆไปวิเคราะหดวย LC-MS ทําใหไดขอมูล chromatogram ของสาร
สกัดตํารับยาลดความดนั ซ่ึงในที่นี้จะเรยีกวา fingerprint โดยระบบทีใ่ชคือ  

LC instrument; Dionex Ultimate TM3000, LC condition; stationary phase คือ Acclaim® 120, 
C18 ขนาด 2.1*150 mm pore size 3 μm; mobile phase เปน 0.2% formic acid  in water : acetonitrile ใช 
gradient mode ในเวลา 65 นาที เร่ิมจาก 95% aq. สู 60% aq. ในเวลา 0-30 นาที คงที่ๆ 60% aq. เปนเวลา 
5 นาที จากนัน้ปรับ 60% aq. สู 20% aq. ในเวลา 35-50 นาที คงที่ๆ 20% aq. เปนเวลา 9 นาที จากนัน้
ปรับกลับสู 95% aq. และรอระบบใหสมดลุอีก 5 นาที; injection volume 10 μl 

MS instrument; Bruker Amazon SL, MS condition; ESI, capillary ± 4,500 volt nebulizer 2.00 
bar, dry gas 7.0 L/min, dry temp. 200 oC, range of MW 70-2,000 in full scan ใช MRM ในการ
ตรวจสอบ fragmentation ions โดยปรับ amplitude แตกตางกันขึ้นกับชนิดของ precursor 

แตละพีคที่ปรากฏคือสารสําคัญที่ประกอบอยูในตํารับซึ่งสามารถระบุชนิดของสารดังกลาวได

โดยใช mass spectrum และ mass fragmentation ions ของ peak ที่ปรากฏใน fingerprint ของตํารับเทียบ
กับ fingerprint ของสมุนไพรเดี่ยวซ่ึงมีขอมูลทางพฤกษเคมีระบุถึงชนิดของสารสําคัญ และขอมูล mass 
spectrum ของสารนั้นๆ ในกรณีที่ไมมีขอมลู mass spectrum ของสารดังกลาว ก็ตองทําการสั่งซื้อสาร
มาตรฐาน หรือแยกสารมาตรฐานในกรณทีี่ไมมีขาย แลวมาวิเคราะหดวยเทคนิค LC-MS เพื่อสรางเปน
ฐานขอมูลเพื่อใชในการเปรียบเทียบตอไป ซ่ึงในงานวจิัยนี้ผูวิจยัตั้งเปาหมายวาจะสามารถระบุชนิดของ
สารตางๆที่มีอยูในตํารับไดไมนอยกวา 10 ชนิด 

การวิเคราะหเชิงปริมาณและการทํา validation วิธีวิเคราะหปริมาณสารสําคัญที่ออกฤทธิ์ดวย
เทคนิค LC-MS (ดัดแปลงมาจาก Association of Official Analytical Chemists, 2002) 

 หลังจากที่ระบชุนิดของสารสําคัญในตํารับยาสมุนไพรไดตามที่กําหนดแลวก็จะทําการคัดเลือก

สารสําคัญตัวแทน (selective markers) เพือ่นํามาใชในการวิเคราะหเชงิปริมาณโดย LC-MS ซ่ึงจะทําการ
หาระบบการวเิคราะหที่เหมาะสมอีกครั้งโดยการปรับอัตราสวนของ mobile phase โดยใช stationary 
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phase เชนเดิมโดยระบบที่ไดเปน gradient mode ในเวลา 25 นาที เร่ิมจาก 60% aq. สู 20% aq. ในเวลา 
0-15 นาที คงที่ๆ 20% aq. เปนเวลา 4 นาที จากนั้นปรับกลับสู 60% aq. และรอระบบใหสมดุลอีก 5 นาที 
ในสวนของ MS จะใชเพยีงแค ESI-positive mode และปรับ range of MW 100-500 เทานั้น 

  การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

 สารมาตรฐาน piperine imperatorin และ pinostrobin ไดมาจากการสั่งซื้อจากบริษัท Sigma โดย
ทําการเตรียมสารละลายมาตรฐานที่เปน stock solutionโดยช่ังสารอยางละ 1 mg ใสลงใน volumetric 
flask ขนาด 1 ml ละลายและปรับปริมาตรดวย acetonitrile 80% ตอ 0.2% formic acid (in aq.) 20% แลว
นําไปกรองผานแผนกรองขนาด 0.45 μm จากนั้นทาํการเตรียมสารมาตรฐานที่ความเขมขนตางๆ ดงันี้ 
piperine 0.25, 0.5, 2.5, 5 และ 10 μg/ml; imperatorin 0.01, 0.05, 0.1, 0.5 และ 1 μg/ml; pinostrobin 
0.04, 0.2, 0.4, 2.0 และ 4 μg/ml  

การเตรียมสารละลายตัวอยาง 

 นําสารสกัดตํารับยาสมุนไพรดวย hexane มา 10 mg ใสลงในขวดปรบัปริมาตรขนาด 5 ml 
ละลายและปรบัปริมาตรดวย acetonitrile 80% ตอ 0.2% formic acid (in aq.) 20%  แลวนําไปกรองผาน
แผนกรองขนาด 0.45 μm กอนทําการวิเคราะห 

การประเมิน Linearity 

ทําการประเมนิ Linearity เพื่อดูความสัมพันธของสัญญาณการวิเคราะหกับความเขมขนวาเปน
สมการเสนตรงตาม Beer’s law หรือไม โดยการสราง calibration curve ของสารมาตรฐานในชวงความ
เขมขนที่เตรียมไว แลวหาความสัมพันธในรูปสมการเสนตรงจากนัน้ใหทําการพิจารณา Linearity จาก
คา r2 ที่ไดจากสมการนั้น คา r2 ที่ยอมรับไดควรจะมีคามากกวา 0.999 โดยจะทําการแบงตัวอยางเพือ่
วิเคราะหเปน 3 ซํ้า (triplicate) 

การประเมินความเที่ยงของการวิเคราะห (Precision) 

การประเมินความเที่ยงนั้นมจีุดประสงคเพือ่ที่จะตรวจสอบวาในการวิเคราะหแตละครั้ง หรือแต
ละวันนั้นวิธีดงักลาวสามารถที่จะวิเคราะหใหคาที่เหมือนกันหรือไดคาที่ใกลเคียงกนัไดหรือไม การ
ประเมินความเที่ยงทําได 2 วธีิคือการทํา Repeatability และ Reproducibility 
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Repeatability (Intra-day analysis) 

ทําการประเมนิโดยวิเคราะหปริมาณสารมาตรฐาน piperine imperatorin และ pinostrobin ใน
ตํารับยาสมุนไพร โดยทําการวิเคราะหตัวอยางสารสกัด 6 คร้ัง คํานวณหาปริมาณสารมาตรฐานที่
วิเคราะหในแตละครั้ง และคํานวณคา Relative Standard Deviation (%RSD) ของการวิเคราะหทั้ง 6 คร้ัง 
โดยคา % RSD ที่ยอมรับไดวาวิธีการวิเคราะหมี Repeatability ดีตองไมเกิน 5% โดยจะทําการแบงตวั
อยางเพื่อวเิคราะหเปน 3 ซํ้า (triplicate) 

Reproducibility (Inter-day analysis) 

ทําการประเมนิโดยเตรยีมสารสกัดโดยวิธีเดียวกัน 3 คร้ังโดยทําการสกดัคนละวนักนัแลวนํามา
วิเคราะหปริมาณ piperine imperatorin และ pinostrobin ในสารสกัด คาํนวณหาคาความเขมขน และ 
%RSD ของสารสกัดที่วิเคราะหทั้ง 3 คร้ัง คา %RSD ที่ยอมรับไดวาวิธีการวิเคราะหม ีReproducibility ดี
ตองไมเกิน 5% โดยจะทําการแบงตัวอยางเพื่อวิเคราะหเปน 3 ซํ้า (triplicate) 

การประเมินความแมนยําหรือถูกตองของการวิเคราะห (Accuracy) 

เพื่อตรวจสอบวาวิธีวิเคราะหนั้นมีความถูกตองในการวิเคราะหสาร หรือใหคาความเขมขนที่
วิเคราะหไดใกลเคียงกับคาความเขมขนทีแ่ทจริง ในการประเมินจะใชหลักการ Standard Addition 
(Spiking Technique) โดยการปเปตสารละลายมาตรฐานที่ทราบความเขมขนแนนอนมา 1 ml เติมลงใน
สารสกัด (ที่ทําการวิเคราะหปริมาณสารมาตรฐานทั้ง 3 ชนิดแลว) 1 ml ผสมใหเขากัน แลวนําไป
วิเคราะหปริมาณ piperine imperatorin และ pinostrobin จากนั้นคํานวณหาคา % recovery ของสาร
มาตรฐานทั้งสี่ตัว ที่เติมลงไปในสารสกัด โดยจะทําการแบงตัวอยางเพื่อวิเคราะหเปน 3 ซํ้า (triplicate) 

การประเมิน Specificity 

การทํา Specificity เพื่อพิสูจนวา peak ที่แยกและปรากฏใน chromatograms นั้นเปนสารเดียว
ตลอดทั้ง peak หรือไม หรือมีสารอื่นปนออกมากับสารที่ตองการวิเคราะห โดยการตรวจสอบ mass 
spectrum และ mass fragmentation ions ของ peak สารมาตรฐาน  

การสุมวิเคราะหตัวอยางตํารบัยาลดความดนั 

 โดยจะทําการเก็บตัวอยางวตัถุดิบจากคลินิกวิโรจนแผนไทยในจังหวัดนครศรีธรรมราชเปน
จํานวน 10 ชุดการผลิต เพื่อเฉลี่ยผลจากวัตถุดิบที่เก็บมาตางครั้งกัน จากนั้นนํามาสกดัดวยวิธีการสกดัที่
ใชสําหรับการวิเคราะหเชิงปริมาณ แลวนํามาวิเคราะหดวยวิธีวเิคราะหที่ผานการทํา validation ตาม
หัวขอนีแ้ละกาํหนดปริมาณจากคาเฉลี่ยใหเปนคามาตรฐานที่พึงมีของสารสําคัญทั้ง 3 ตัวในตํารับนี้ 
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บทท่ี 4 

ผลการวิจัย 

 

 ผูวิจัยไดศึกษาขอมูลชนิดและปริมาณของสารสําคัญที่มีอยูในสมุนไพรที่ประกอบอยูในตํารับ

ยาลดความดนัสูตรที่สนใจ ซ่ึงจะตองเปนการวัดทั้งในเชิงคุณภาพและเชงิปริมาณ โดยการวัดในเชิง
คุณภาพคือการทํา fingerprint โดยใชเทคนิคทาง liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) 
และตองทําการระบุใหไดวาสารที่อยูใน fingerprint คือสารชนิดไหนเพือ่ที่จะไดเปนขอมูลเพื่อนําไปใช
ประโยชนในการใชเปน marker เพื่อติดตามวิเคราะหสารตอไป สวนการวัดในเชงิปรมิาณก็จะใชเทคนิค
เดียวกัน แตตองมีการทดลองรับรองคุณภาพวาวิธีการทดลองที่ใชมีความถูกตองแมนยํา ซ่ึงเราจะเรยีกวา
การทํา method validation ซ่ึงการวิเคราะหหาปริมาณจะนําไปใชประโยชนทางดานการควบคุมคุณภาพ
ตํารับยา เปนตน 

 

พัฒนาวิธีการสกัดสารจากสมุนไพรและจากตํารับยา  
 เนื่องจากผูปวยรับประทานยาตํารับนี้ในรูปแบบยาลูกกลอน ไมใชแคตมดวยน้ําหรือเหลาแลว
รับประทาน ซ่ึงทําใหผูปวยไดรับสารทั้งหมดที่มีอยูในตาํรับ ดังนั้นการสกัดสารเพื่อนํามาศึกษา
วิเคราะหจึงตองเปนวิธีที่สกัดสารทั้งหมดออกมาจากตํารบัได และตองทําการสกัดสารมาตรฐานตัวที่
สนใจ คือ piperine adenosine salsolinol และ higenamine ออกมาไดในปริมาณมากดวยเชนกัน 
(โดยสารมาตรฐานทั้ง 4 ตัวทําการสั่งซื้อจากบริษัทตางๆ และนํามาทดสอบยืนยันโดย ESI positive 
mode mass spectrum ดังแสดงในรูปที่ 7-11) ที่สนใจสาร 4 ตัวนี้ มีเหตผุลสืบเนื่องมาจากกอนทําการ
วิจัยผูวิจยัมีขอมูลเฉพาะสารเหลานี้วาพบในสมุนไพรที่ประกอบอยูในตํารับยานี้และสารเหลานี้มีฤทธิ์

ชวยลดความดนัจึงคิดจะใชสารทั้ง 4 ตัวเปน selective markers ในการวิเคราะหปริมาณเพื่อควบคุม
คุณภาพตํารับยา สวน fingerprint จะใชประกอบในการสรางขอกําหนดมาตรฐานเชิงคุณภาพเทานัน้ ใน
ที่นี้ผูวิจยัจะทําการเปรียบเทยีบวิธีการสกัดแบบไลขั้ว (เปล่ียนตวัทําละลาย) กับวิธีการสกัดแบบซ้ํา (ใช
ตัวทําละลายเดมิ) 
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รูปที่ 7 chromatogram ของสารมาตรฐาน higenamine adenosine salsolinol และ piperine 

มหาว
ิทยา

ลัยร
ังส

ิต

Ran
gs

it U
niv

ers
ity



26 
 

 
รูปที่ 8 chromatogram และ mass spectrum ของ higenamine 
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รูปที่ 9 แสดง chromatogram และ mass spectrum ของ adenosine 
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รูปที่ 10 แสดง chromatogram และ mass spectrum ของ salsolinol 
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รูปที่ 11 แสดง chromatogram และ mass spectrum ของ piperine 
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เนื่องจากทราบวา higenamine, adenosine และ salsolinol พบในปริมาณที่นอยมากในบอระเพ็ด
และในตํารับยาก็มีบอระเพด็ประกอบอยูเพยีงแครอยละ 10 ผูวิจัยจึงลองใชวิธีการสกัดที่จะใชในงานวิจัย
นี้สกัดบอระเพ็ดและตดิตามปริมาณสารที่สนใจกอน เริ่มจากวิธีการสกัดแบบซ้ําทาํโดยใชระบบตัวทํา
ละลายที่สามารถละลายสารออกมาไดมากชนิด โดยในทีน่ี้ใช methanol:water ในอัตราสวน 1:1 สกัด
บอระเพ็ดโดยจะใชวิธีการ sonication เปนเวลา 15 นาทีทีอุ่ณหภูมิหอง และทําซ้ําสามรอบโดยเปลี่ยนตัว
ทําละลายที่ใชสกัดใหมทกุรอบ จากนั้นนําสารสกัดที่ไดไปทําใหแหงโดยเครื่อง freeze drier และนาํไป
วิเคราะหดวย LC-MS ผลคือไมสามารถตรวจวัดเจอ higenamine, adenosine และ salsolinol ดังรูปที่ 12 

 

 
รูปที่ 12 สัญญาณ noise จากการวิเคราะห extracted ion mass spectrum; บนลงลาง คือ higenamine 
adenosine และ salsolinol ตามลําดับ  
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วิธีการสกัดแบบที่สองคือ การสกัดแบบไลขั้วจะเริ่มโดยใช n-hexane และสกัดสารโดยการ 
sonicate (เพื่อชวยสกดัสารจากสมุนไพรทีม่ีผนังเซลลหนา) ที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 15 นาที จากนัน้เท
สารละลายเกบ็ไว เติม n-hexane ลงในผงสมุนไพรอันเกาและทําการ sonicate เชนเดิม ทําเชนนีจ้นครบ
สามรอบจากนัน้นําผงสมุนไพรที่ผานการสกัดดวย n-hexane มาสกัดตอดวย acetone โดยใชวิธีการสกัด
เดียวกันกับการสกัดดวย n-hexane จากนั้นนําผงสมุนไพรที่ผานการสกัดดวย acetone มาสกัดตอดวยน้ํา
โดยใชวิธีการสกัดแบบเดิม นําสารสกัดทั้งหมดที่ไดในแตละสวนไปทาํใหแหงโดยเครื่อง evaporator 
หรือเครื่อง freeze drier (วิธีการสกัดนี้ทําตาม proposal) เนื่องจากการวิเคราะหสนใจปริมาณ 
higenamine, adenosine, salsolinol จากบอระเพ็ดและ piperine จากพรกิไทย ดังนั้นการสกัดสารจึงตอง
สามารถสกัดสารดังกลาวออกมาจากบอระเพ็ด และพรกิไทยได โดย higenamine, adenosine, salsolinol 
จะละลายไดดใีนน้ํา และไมละลายใน hexane และ acetone ผูวิจัยจึงนําสารสกัดชั้นน้าํที่ไดมาวเิคราะห
แตปรากฏวาไมพบสารทั้ง 3 ตัวดังกลาวดังรูปที่ 13 

 

 
รูปที่ 13 สัญญาณ noise จากการวิเคราะห extracted ion mass spectrum; บนลงลาง คือ higenamine 
adenosine และ salsolinol ตามลําดับ 
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ดังนั้นผูวจิัยจึงตองเปลี่ยนวิธีการสกัดใหมโดยทําการทดลอง sonicate ผงบอระเพ็ดในน้ํา ที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาทีทําซ้ํา 3 คร้ัง จากนั้นกรองและนําชั้นน้ํามา partition ดวย n-butanol 4 คร้ัง 
นําสารละลายชั้น n-butanol มาระเหยแหง และนําไปวิเคราะหดวยเครื่อง LC-MS เชนเดิม ผลปรากฏวา
สามารถตรวจวัดสารทั้งสามตัวได ดังแสดงในรูปที่ 14 สวน piperine นัน้สามารถวิเคราะหเจอไดใน
ทุกๆแบบของการสกัดจึงไมเปนปญหาแตอยางใด 

 

 
รูปที่ 14 สัญญาณของ higenamine, adenosine และ salsolinol ในสารสกัด n-butanol ของบอระเพ็ด

ตามลําดับจากบนลงลาง  
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จากผลการทดลองที่ไดในการหาวิธีการสกดั ผูวิจยัจึงเลือกที่จะใชการสกัดแบบไลขั้ว (เปล่ียนตวัทํา
ละลาย) และจากขอมูลที่เพิ่มขึ้นทําใหพบวาการใชตัวทําละลายเพียงแค 3 ชนิดอาจไมเพียงพอตอการ
สกัดและจําแนกสารสําคัญดังนั้นผูวจิัยจึงเปลี่ยนลักษณะของการสกัดแบบไลขั้วเปนดังนี้คือ ใชตวัทํา
ละลาย 400 ml โดยเริ่มจาก n-hexane และสกัดผงตํารับสมุนไพร 50 g โดยการ sonicate (เพื่อชวยสกัด
สารจากสมุนไพรที่มีผนังเซลลหนา) ที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 20 นาที จากนั้นเทสารละลายเก็บไว เตมิ n-
hexane ลงในผงสมุนไพรอันเกาและทําการ sonicate เชนเดิม ทําเชนนี้จนครบสามรอบจากนั้นนาํผง
สมุนไพรที่ผานการสกัดดวย n-hexane มาสกัดตอดวย dichloromethane โดยใชวิธีการสกัดเดียวกนักับ
การสกัดดวย n-hexane จากนั้นนําผงสมุนไพรที่ผานการสกัดดวย dichloromethane มาสกัดตอดวย ethyl 
acetate โดยใชวิธีการสกัดแบบเดิม หลังจากนั้นนําผงสมุนไพรที่ผานการสกัดดวย ethyl acetate มาสกัด
ตอดวยน้ําโดยใชวิธีการสกัดแบบเดิม นําสารสกัดทั้งหมดที่ไดในแตละสวนไปทําใหแหงโดยเครือ่ง 
evaporator แตในสวนของสารสกัดชั้นน้ําจะนําไป partition ตอดวย n-butanol แลวจึงนํามาระเหยแหง 
 

การสราง fingerprint และระบุสารสําคัญของตาํรับยาลดความดนั 

 จากวิธีการสกัดแบบไลขั้วจะทําใหไดสารสกัดตํารับยา 4 แบบคือ สารสกัดชั้น hexane สารสกัด
ชั้น dichloromethane สารสกัดชั้น ethyl acetate และสารสกัดชั้นน้ําที่ผานการ partition ดวย n-butanol 
แลวจึงนําไปวเิคราะห fingerprint ตอดวยเครื่องมือ LC-MS ซ่ึงมี ion source เปน electrospray ionization 
(ESI) เพื่อทําใหได chromatographic fingerprint ของสารสกัดชั้นตางๆตามชนิดของกลุมสารสําคัญที่
แตกตางกันในสภาพขั้วและมวลโมเลกุล โดยการใช ESI จะทําใหเกดิมวลของสารสองแบบคือ มวลที่
เปนประจุบวก (positive charge ion) และมวลที่เปนประจลุบ (negative charge ion) ดงันั้นจะทําใหได  
chromatographic fingerprint 8 แบบคือ fingerprint ของสารสกัดชั้น hexane ใน ESI positive mode, 
fingerprint ของสารสกัดชั้น hexane ใน ESI negative mode, fingerprint ของสารสกัดชั้น 
dichloromethane ใน ESI positive mode, fingerprint ของสารสกัดชั้น dichloromethane ใน ESI negative 
mode, fingerprint ของสารสกัดชั้น ethyl acetate ใน ESI positive mode, fingerprint ของสารสกัดชั้น 
ethyl acetate ใน ESI negative mode, fingerprint ของสารสกัดชั้นน้ําใน ESI positive mode และ 
fingerprint ของสารสกัดชั้นน้ําใน ESI negative mode (รูปที่ 15 และรูปที่ 16) 
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รูปที่ 15 สัญญาณของ chromatographic fingerprint ของสารสกัดชั้นน้ํา hexane dichloromethane และ 
ethyl acetate ใน ESI positive mode ตามลําดับจากบนลงลาง 
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รูปที่ 16 จากบนลงลาง แสดงสัญญาณของ chromatographic fingerprint ของสารสกัดชั้นน้ํา hexane 
dichloromethane และ ethyl acetate ใน ESI negative mode ตามลําดับ 
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จากนั้นจึงทําการระบุชนิดของสารสําคัญจาก chromatographic fingerprint ทั้งแปดโดยพบสารสําคัญ
ทั้งหมด 10 ตัวท่ีแตกตางกันโดยดจูากคา retention time (Rt), mass spectrum และ ms/ms fragmentation 
pattern ของสารสกัดตํารับยาเทียบกับสารสกัดสมุนไพรเดีย่ว (ตารางที่ 2) โดยสารที่ระบุไดกอนหนามี
ดังนี้ คือ piperine เปนสารสําคัญจากพริกไทย สวน higenamine salsolinol และ adenosine เปน
สารสําคัญในบอระเพ็ด สารสําคัญอื่นๆที่ระบุไดเพิ่มเติมคือ borapetoside-C (รูปที่ 17) เปนสารสําคัญ
จากบอระเพ็ด imperatorin (รูปที่ 18) เปนสารสําคัญจากมะตูม สวน pinostrobin (รูปที่ 18) และ 
pinocembrin (รูปที่ 19) เปนสารสําคัญจากกระชาย verbascoside (รูปที่ 20) ซ่ึงเปนสารสําคัญจากเหงือก
ปลาหมอและทายสุดคือ 7,8-dihydroxy-5,6-methylenedioxyflavone เปนสารสําคัญจากแหวหมู (รูปที่ 
21)   

ตารางที่ 2 สารสําคัญที่ตรวจพบใน fingerprint ของตํารับยาลดความดนั 

Compounds      Rt (min)                            Molecular ion (m/z)                 

Adenosine        1.5                                            267.0 

Higenamine        2.0                                            271.0 

Salsolinol        5.2                                            179.1 

Verbascoside                                        20.1                                          624.6 

Borapetoside-C                                     32.0                                          536.2 

Pinocembrin                                          46.6                                          256.1 

7,8-dihydroxy-5,6-
methylenedioxyflavone 

       48.7                                          298.0 

Piperine        49.0                                          285.1 

Imperatorin        52.4                                          270.1 

Pinostrobin                                             54.8                                           270.1 
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รูปที่ 17 chromatogram ของสารสกัดตํารับยาชั้น dichloromethane ESI positive mode, borapetoside-C 
ในสารสกัดตํารับยาและ borapetoside-C ในสารสกัดบอระเพ็ดตามลําดับ 
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รูปที่ 18 chromatogram ของสารสกัดตํารับยาชั้น hexane ESI positive mode, imperatorin และ 
pinostrobin ในสารสกัดตํารับยา pinostrobin ในสารสกัดกระชายและ imperatorin ในสารสกัดมะตมู
ตามลําดับจากบนลงลาง 
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รูปที่ 19 chromatogram ของสารสกัดตํารับยาชั้น hexane ESI negative mode, pinocembrin ในสารสกัด
ตํารับยาและ pinocembrin ในสารสกัดกระชายตามลําดบัจากบนลงลาง 
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รูปที่ 20 chromatogram ของสารสกัดตํารับยาชั้น ethyl acetate ESI negative mode, verbascoside ในสาร
สกัดตํารับยาและ verbascoside ในสารสกัดเหงือกปลาหมอตามลําดับจากบนลงลาง 
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รูปที่ 21 chromatogram ของสารสกัดตํารับยาชั้น hexane ESI negative mode, 7,8-dihydroxy-5,6-
methylenedioxyflavone ในสารสกัดตํารับยาและ 7,8-dihydroxy-5,6-methylenedioxyflavone ในสาร
สกัดแหวหมตูามลําดับจากบนลงลาง 

 

 

มหาว
ิทยา

ลัยร
ังส

ิต

Ran
gs

it U
niv

ers
ity



42 
 

จากการวิเคราะหผลทําใหทราบวาตองใชตัวทําละลายหลายชนิดในการสกัด marker ตางๆ
ออกมาจากตํารับยาชนิดนี้ กลาวคือ ตองใช hexane ในการสกัด piperine imperatorin pinostrobin 
pinocembrin และ 7,8-dihydroxy-5,6-methylenedioxyflavone ใช dichloromethane ในการสกัด 
borapetoside-C ใช ethyl acetate ในการสกัด verbascoside และใชน้ําควบคูกับการ partition ดวย n-
butanol ในการสกัด adenosine higenamine และ salsolinol ออกมาจากตํารับยา อีกทั้ง ESI mode ที่ใชใน
การวิเคราะหกย็ังมีความแตกตางกันคือ ESI positive mode ใชวิเคราะห piperine imperatorin 
pinostrobin borapetoside-C adenosine higenamine และ salsolinol สวน ESI negative mode ใช
วิเคราะหสารสามตัวที่เหลือ ซ่ึงวิธีการสกัดและวิเคราะหแบบนีจ้ะเหมาะสมในการระบุชนิดของสาร
เทานั้น แตในเชิงของการควบคุมคุณภาพตองคํานึงถึงปจจัยอ่ืนๆดวย เชน ความยากงายของวิธีที่ใชใน
การสกัดและวเิคราะห ระยะเวลาที่ใชตลอดกระบวนการ เปนตน ซ่ึงสิ่งเหลานี้มีความสําคัญในเชิงของ
การนําไปปฏบิัติจริงในการผลิตยา ผูวิจัยจงึทําการปรับวธีิการเพื่อใชในการพัฒนาวธีิการวิเคราะหเชิง
ปริมาณของสารสําคัญในตํารับยา 

 

พัฒนาวิธีการวิเคราะหเชิงปริมาณของสารสําคัญในตาํรับยา 
 พบวาระบบ LC ที่ใชในการระบุชนิดของสารใชเวลาถึง 65 นาทีในการวิเคราะหตอ 1 ตัวอยาง 

ถึงแมวาจะวเิคราะหสารไดมากชนิดกวาแตก็นับวาเสียเวลาเปนอยางมาก (ยังไมนับรวมเวลาที่ตอง
เตรียมสารสกัดดวยตวัทําละลายตางๆอีก) ผูวิจัยจึงเลือกเฉพาะกลุมสารสําคัญตัวแทน (selective marker) 
ที่จะใชในการวิเคราะหเชิงปริมาณของสารสําคัญในตํารับยา โดยกลุมสารที่เลือกคือ piperine 
imperatorin และ pinostrobin ซ่ึงสารทั้งสามตัวมีการศึกษาวามีฤทธิ์ทางชีวภาพมากมายที่เกีย่วของกับ
การนํามาใชเพือ่ลดความดันโลหิตซึ่งถือเปนตัวแทนที่ดจีากสารสําคัญอื่นๆในตํารับยา อีกทั้งยัง
ประหยดัเวลาในขั้นตอนของการสกัดเพราะใช hexane เพียงอยางเดียว โดยมีวิธีการสกัดคือ sonicate ผง
ตํารับยาใน hexane 20 นาทีและทําซ้ํา 5 คร้ังโดยเปลี่ยนตวัทําละลายทกุครั้ง เพื่อจะไดสกัดสารสําคัญ
ตัวแทนออกมาไดทั้งหมด จากนั้นนาํสารละลายที่ไดทั้งหมดมารวมกนัและระเหยแหงดวย evaporator 
จากนั้นนําไปวิเคราะหหาปริมาณ piperine imperatorin และ pinostrobin ดวยวิธี LC-MS โดยใชเวลา
เพียงแค 25 นาทีและใช ESI positive mode เพียง mode เดียวในการวิเคราะห โดยการวเิคราะหปริมาณ
จะใชขอมูลจาก fragmentation ions หลักที่ปรากฏจากการทํา ms/ms (รูปที่ 22-รูปที่ 24) 
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เหล่ีย

 

รูปที่ 22 โคร
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ตําแห

ที่พนั

 
รูปที่ 23 โคร
 

 
เมื่อใชพล

หนงที่ 2) แตก
นธะเดีย่วทีต่อ

รงสราง chrom
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กออก และจะ
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matogram แล
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คีนระหวาง C
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รูปที่ 24 โครงสราง chromatogram และ ms/ms fragmentation ของ piperine 
 

 
 
เมื่อใชพลังงาน (amplitude) เทากับ 0.7 จะทําใหสวน piperidine ring หลุดออกทําใหได 

fragment ที่มีมวลโมเลกุลเทากับ 200.9 
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 ผูวิจัยทําการสรางวิธีการวิเคราะหใหมเพื่อใชวิเคราะหเฉพาะ piperine, imperatorin และ 
pinostrobin (รูปที่ 25) พบวาสามารถแยกสารทั้งสามตัวออกจากกันไดในระบบที่ใชและทํา method 
validation ตามหัวขอที่กําหนดในวิธีการทดลอง พบวาวธีิการวิเคราะหสารทั้งสามตัวดวย LC-MS ESI 
positive mode ที่ใชมีความถกูตองแมนยํานาเชื่อถือ โดยดูจากคาความเปนเสนตรงของกราฟที่ใช
วิเคราะหปริมาณ (รูปที่ 26-รูปที่ 28) และคา accuracy และ precision ผานตามเกณฑทีก่ําหนดทั้งหมด 
(ตารางที่ 3) 
 

 
รูปที่ 25 chromatogram ของสารสกัดตํารับยาและ extracted ion ของสาร piperine imperatorin และ 
pinostrobin ที่พบในตํารับยา 
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รูปที่ 26 กราฟมาตรฐานของ piperine 

 

 

รูปที่ 27 กราฟมาตรฐานของ imperatorin 
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รูปที่ 28 กราฟมาตรฐานของ pinostrobin 

 

ตารางที่ 3 Repeatability Reproducibility และ Recovery ของ selective markers จากตาํรับยา 
 

Selective markers 

R.S.D. (%) 
% Recovery  

(Mean ± S.D.)  Intraday  
(n = 6)  

Interday  
(n = 18)  

Piperine 0.16 1.30 99.72 ± 0.41 

Imperatorin 0.12 1.19 97.54 ± 0.57  

Pinostrobin 0.11 0.96 98.07 ± 0.30  

 
หลังจากพัฒนาวิธีการวิเคราะหเสร็จแลวกท็ําการเก็บตวัอยางวัตถุดิบจากคลินิกวิโรจนแผนไทย

ในจังหวดันครศรีธรรมราชเปนจํานวน 10 ชุดการผลิต เพือ่เฉลี่ยผลจากวัตถุดิบที่เก็บมาตางครั้งกันเพื่อ
ตั้งเปนคามาตรฐานที่พึงมี ซ่ึงผลที่ไดคือ ในตํารับยาลดความดันนี้ควรมีปริมาณ piperine 1.43±0.06 
%w/w ปริมาณ imperatorin 0.05±0.002 %w/w และปรมิาณ pinostrobin 0.3±0.03 %w/w ตามลําดับ 
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บทท่ี 5 

สรุป อภิปราย และขอเสนอแนะ 

 

 ในโครงการวจิัยนี้ ผูวิจัยมีความประสงคจะพัฒนาการวิเคราะหตํารับยาลดความดันที่มี
องคประกอบตัวยาสําคัญจากสมุนไพรทั้งหมด 6 ชนิดในตํารับ เพื่อใชเปนตัวอยางของการทํามาตรฐาน
ในเชิงวิเคราะหของตํารับยาสมุนไพรไทยเพื่อรองรับการผลิตของโรงงานยา Sun-Herb Thai Chinese 
Manufacturing หรือแหลงอืน่ที่สนใจใหไดผลิตภัณฑประสิทธิภาพทีผ่านการควบคมุมาตรฐาน สงผล
ใหเกิดการใชยาสมุนไพรไทยอยางแพรหลายและยังเปนการสงเสริมการเพาะปลูกพนัธุพืชสมุนไพรไทย

เพื่อนํามาใชเปนยาไดอีกดวย นอกจากนี้ขอมูลที่ไดยังสามารถนําไปสนับสนุนในสวนของการควบคุม
มาตรฐานตํารับยาสมุนไพรกอนนําไปใชในการทดลองทางคลินิกตอไป 

 

สรุปผลการวิจัย 

 จากการวิจัยคร้ังนี้ทําใหได chromatographic fingerprint ของตํารับยาลดความดนัซึ่งสามารถ
นํามาใชประกอบในการควบคุมคุณภาพ นอกจากนีย้ังสามารถระบุสารสําคัญจากตํารับยาได 10 ชนดิ 
โดยเปนสารทีม่ีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาทั้งสิ้น จากนั้นทาํการพัฒนาการวิเคราะหและตรวจรับรองการ
วิเคราะหของตํารับยาลดความดันโดยเลือกใช selective markers คือ piperine pinostrobin และ 
imperatorin มาใชในการวิเคราะหเพื่อควบคุมมาตรฐานยาที่จะผลิตตอไป โดยมีการตัง้คามาตรฐานของ
สารทั้งสามตัววาควรมีปริมาณ piperine 1.43±0.06 %w/w ปริมาณ imperatorin 0.05±0.002 %w/w และ
ปริมาณ pinostrobin 0.3±0.03 %w/w ตามลําดับ 

 

อภิปรายผลการวิจัย 

 สภาพความมขีั้วและการเกดิไอออนของสารที่แตกตางกันทําใหการใช chromatographic 
fingerprint แบบแยกตามตัวทําละลายและ MS ESI mode มีความจําเพาะเจาะจง ซ่ึงเปนลักษณะที่ดใีน
การนําไปใชในการสรางมาตรฐานเชิงควบคุมคุณภาพของตํารับยาลดความดันนี้ดังที่จะเห็นไดวา 
fingerprint แตละอันมีเอกลักษณเปนของตนเอง สวนการระบุชนิดของสารสําคัญที่พบจาก 
chromatographic fingerprint จะทําใหเรามขีอมูลวามีสารใดเปนองคประกอบอยูในตํารับยานี้บาง ซ่ึง
ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาก็จะขึน้อยูกับการมีอยูของสารสําคัญเหลานี้นั่นเอง โดยจากการวจิัยพบสารสําคัญ 10 
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ตัวคือ piperine, imperatorin, pinostrobin, pinocembrin, 7,8-dihydroxy-5,6-methylenedioxyflavone, 
borapetoside-C, verbascoside, adenosine, salsolinol และ higenamine ซ่ึงสามตัวแรกจะพบในสารสกัด 
hexane โดยใช ESI positive mode โดย piperine และ imperatorin มีการรายงานวามีฤทธ์ิลดความดนั
โลหิตผานการยับยั้ง Calcium-channel อีกทั้งยังมีฤทธิ์ปกปองตับอีกดวย สวน pinostrobin เปนสารใน
กลุม flavonoid มีฤทธิ์ตานอักเสบและปกปองตับ ในสารสกัด hexane โดยใช ESI negative mode พบ 
pinocembrin ซ่ึงมีฤทธิ์ตานอักเสบเชนเดยีวกัน นอกจากนี้ยังพบ 7,8-dihydroxy-5,6-
methylenedioxyflavone ซ่ึงเปนสารในหวัแหวหมู โดยสารตัวนี้มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ จาก fingerprint 
ของสารสกัด dichloromethane โดยใช ESI positive mode จะพบ borapetoside-C ซ่ึงมีฤทธิ์ลดน้ําตาลใน
เลือด ขณะทีใ่นสารสกัด ethyl acetate โดยใช ESI negative mode จะพบสาร verbascoside หรืออีกชื่อ
หนึ่งคือ actenoside ซ่ึงมีฤทธิ์ตานอักเสบที่ดี สวน fingerprint ของสารสกัดน้ําโดยใช ESI positive mode 
จะพบ higenamine salsolinol และ adenosine ซ่ึงมีฤทธิ์ลดความดนัแตสารทั้งสามตัวนี้พบนอยมากใน
ตํารับยานี้ อีกทั้งตองใชกรรมวิธีในการสกัดมากทําใหไมเหมาะสมในการเลือกมาเปน selective markers 
ดังที่จะเห็นไดวาสารทั้ง 10 ตัวมีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาที่ชวยสงเสริมฤทธิ์ลดความดัน มีสารที่มีฤทธิ์ชวย
ลดน้ําตาลในเลือดและลดความอวน จึงชวยในการลดปจจัยเส่ียงของผูปวยโรคความดันโลหิตสูง 
นอกจากนี้สารที่มีฤทธิ์ตานอักเสบและปกปองตับยังอาจชวยขจดัพิษของสมุนไพรตัวอ่ืนๆที่อาจจะ

เกิดขึ้นดวยก็ได ซ่ึงทําใหเหน็ถึงความเกีย่วของสัมพันธกันระหวางขอมูลทางวิทยาศาสตรและความรู
การใชสมุนไพรผสมในตาํรับยาแผนไทยอีกดวย แตในที่นี้ก็ตองมีการศึกษาทางคลินิกมายนืยนัตอไป 
หลังจากที่ระบสุารสําคัญในตํารับยาไดแลว ผูวิจยัจึงทําการเลือกสาร piperine imperatorin และ 
pinostrobin มาใชเปนสารมาตรฐานตัวแทนหรือ selective markers ในการนําไปวิเคราะหเชิงปรมิาณใน
ขั้นตอนของการผลิตยาทั้งนี้เนื่องมาจากสารทั้งสามตัวสามารถสกัดไดโดยใช hexane เพียงอยางเดียวก็
เพียงพอ อีกทัง้สภาพขั้วของสารที่ใกลกันทําใหสามารถปรับระบบ LC-MS เพื่อใหการวิเคราะหเสร็จเร็ว
ขึ้นจาก 65 นาทีมาเปน 25 นาที อีกทั้งยังสามารถใชเฉพาะ ESI positive mode ในการวิเคราะหก็เพยีงพอ
ซ่ึงจะชวยลดระยะเวลาตลอดทั้งกระบวนการไดเปนอยางมาก ตั้งแตขัน้ตอนของการสกัดมาจนถึงการ
วิเคราะห อีกทัง้สารทั้งสามตัวนี้ยงัเปนสารตัวแทนของสมุนไพรตางชนิดกันคือ พริกไทย มะตูมและ
กระชายซึ่งกเ็ปนอีกขอดีหนึง่ของการวิเคราะหนี ้

 

ขอเสนอแนะ 

 ขอมูลนี้จะถูกนําไปใชในการสนับสนุนการทดลองทางคลินิกตอไป เพือ่ผลักดนัใหเกดิการใช
ตํารับยาแผนไทยอยางแพรหลาย ทําใหผูบริโภคไดรับยาที่มีคุณภาพและปลอดภยั 
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