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บทคัดยอ 

 

 ในปจจุบนัผูคนใหความสนใจในเรื่องของการดูแลสุขภาพ และการรักษาโดยใชสมุนไพรอยาง
แพรหลาย ทั้งนี้การใชยาสมุนไพรควบคูไปกับการศึกษาประสิทธิภาพ และความปลอดภัยของยา
สมุนไพรยังไดรับการสนับสนุนจากองคการอนามัยโลกหรือ WHO เพื่อประโยชนในการนํายาสมุนไพร
มาใชรักษาผูปวยในเบื้องตน หรือนํามาใชในงานสาธารณสุขมูลฐาน ในประเทศไทยมตีํารับยาสมุนไพร
ที่มีขอบงใชในการรักษาโรคมากมายหลายชนิด แตตํารับที่จะหยิบยกมาศึกษาในทีน่ี้คือ ตํารับยา
สมุนไพรสูตรยาลดความดนัโลหิต โดยตามหลักเกณฑขององคการอนามัยโลกแลวจะตองมีการศึกษา
ระบุถึงสารสําคัญที่เปนองคประกอบในตาํรับที่คาดวามสีวนในการออกฤทธิ์ และการสราง fingerprint 
ซ่ึงเปรียบเสมือนแมพิมพลายนิ้วมือของตํารับยาสมุนไพรชนิดนั้นๆ กอนที่จะนําตํารับยาสมุนไพร
ดังกลาวไปศกึษาประสิทธิภาพ และความปลอดภัยในมนุษย ในงานวจิัยนี้ผูวิจัยไดใชเทคนิคที่เรียกวา
โครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงเชื่อมตอกับเครื่องแมสสเปกโตรเมทรีหรือ LC-MS ในการคนหา 
และระบุชนดิของสารสําคัญที่พบ และยังใชสราง fingerprint ของตํารับยานี้ ผลการศึกษาคือ สามารถ
สราง fingerprint ของตํารับยานี้ได 8 รูปแบบโดยขึ้นอยูกบัชนิดของตัวทําละลาย นอกจากนี้จากตํารับยา
ยังสามารถระบุชนิดของสารสําคัญที่มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาไดอีก 10 ชนิดซึ่งผูวิจยัคัดเลือกสาร 3 ชนิด
จากที่ระบุไดคอื piperine imperatorin และ pinostrobin เพื่อนํามาใชเปนสารเครื่องหมายหรือ marker 
เพื่อนํามาใชในการควบคุมคุณภาพของตาํรับยาโดยใชการวิเคราะหที่ผานการตรวจรับรอง (method 
validation) นอกจากนัน้ผูวจิัยไดทําการสุมตัวอยางยา 10 ชุดการผลิตมาวัดปริมาณสารทั้ง 3 ชนิดและ
กําหนดเปนคามาตรฐานที่พึงมีของสารดังกลาวในตํารับยาสมุนไพรชนดินี้ โดยมกีารตั้งคามาตรฐาน
ของสารทั้งสามตัววาควรมีปริมาณ 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 

 

ความเปนมาและความสําคญัของปญหา 

 ทามกลางความกาวหนาของการพัฒนายาแผนปจจุบัน เบือ้งหลังความสําเร็จดังกลาว
สวนหนึ่งนั้นเกิดมาจากการพัฒนาองคความรูทางดานพฤกษเคมี ซ่ึงสารสําคัญที่ออกฤทธิ์ในยาแผน
ปจจุบันนัน้โดยมากถูกพัฒนามาจากสารที่พบในธรรมชาติ เชน พืช หรือ microorganism โดยทั้งสิ้น 
ประเทศไทยของเราลวนอุดมไปดวยปาไมที่มีความหลากหลายทางชวีภาพจึงเปนแหลงสําคัญของตัวยา

จากสมุนไพรไทย ดังจะเห็นไดวาบรรพบุรุษของไทยแตโบราณไดนําสมุนไพรมาใชเพื่อรักษาโรคกนัมา
อยางยาวนาน ตลอดจนไดมกีารลองผิดลองถูกและสะสมองคความรู จนกระทั่งคดิคนไดเปนตํารับยา
สมุนไพรไทยที่มีประสิทธิภาพในการรักษาและใชกันอยางแพรหลาย 

แมวาตํารับยาสมุนไพรไทยจะมีประสิทธภิาพ แตก็ยังขาดขอมูลในเรือ่งของการควบคุมคุณภาพ
ในเชิงวิทยาศาสตร ยกตัวอยางเชน การวเิคราะหหาปริมาณสารสําคัญที่ออกฤทธิ์และสารอื่นๆที่พบใน
ตํารับยาสมุนไพร การศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของตํารับยาสมุนไพร การศึกษาความเปนพษิของตํารับ
ยาสมุนไพร เปนตน ทําใหผูใชเกิดความไมมั่นใจในความปลอดภัย ซ่ึงนี่ก็เปนอกีสาเหตุหนึ่งที่ทางการ
แพทยไมคอยยอมรับการรักษาผูปวยดวยการใชสมุนไพรตํารับ จึงเปนเรื่องนาเสียดายเปนอยางยิ่ง  

ถึงแมวาการวิเคราะหเชิงปรมิาณของสารสําคัญและสารอื่นๆในตํารับยาสมุนไพรไทยซึ่ง

ประกอบไปดวยสมุนไพรหลายตัวนัน้กระทําไดยาก แตดวยเทคโนโลยีทางดานเคมีวิเคราะหที่พัฒนาขึ้น
มาอยางตอเนือ่งทําใหผูวจิัยมองเห็นถึงความเปนไปไดในการพัฒนาวธีิการวิเคราะหเพื่อนํามาใชในการ

ควบคุมมาตรฐานของตํารับยาสมุนไพรไทย ในปจจุบันนักวจิัยที่สนใจทางดานนี้โดยสวนใหญจะ
มุงเนนไปในการวิเคราะหปริมาณสารสําคัญของสมุนไพรตัวแทนของตํารับหนึ่งๆหรือไมก็วิเคราะหใน

สมุนไพรแยกเปนตัวๆไป ซ่ึงก็เปนกระบวนการคิดทางวิทยาศาสตรที่ดีในการลดความซับซอนของ
ปญหาทางการวิจัย ซ่ึงในจดุนี้ผูวิจยัก็ไดเล็งเห็นถึงความสําคัญ นอกเหนือไปจากนี้ถาพจิารณาถึงสภาพ
ของความเปนตํารับยาสมุนไพร กลาวคือ มสีารสําคัญและสารอื่นๆจากตนไมหลายตนมารวมกนัอยูใน
ตํารับเดียวนั้น สารบางตัวอาจเปนสารที่ออกฤทธิ์ สารบางตัวอาจเปนสารที่ชวยเสริมฤทธิ์ สารบางตัว
อาจเปนสารที่ชวยลดพษิ เปนตน ดังนั้นการที่จะตีความแยกไปวาเฉพาะสารสําคัญที่ออกฤทธิ์นั้นเปน
สารที่จําเปนในการวิเคราะหก็ถือวาเปนสิ่งที่ไมถูกตองทั้งหมด ดังนัน้การทํา fingerprint ของตํารับยา
สมุนไพรจงึมคีวามจําเปนอยางมาก ทั้งนีเ้พื่อใชเปนขอมูลพื้นฐานในการควบคุมคณุภาพและศกึษาวิจยั
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ในขั้นตอๆไป ดังนั้นสําหรับการศึกษานีจ้ะแบงการวจิัยออกเปนสองสวน คือ สวนของการวิเคราะห
ปริมาณสารสําคัญที่ออกฤทธิ์ของสมุนไพรตัวแทนของตํารับยาลดความดันและสวนของการทํา 
fingerprint ของตํารับโดยเทคนิค HPLC-DAD-MS เพื่อใชเปนตัวอยางของการทํามาตรฐานในเชิง
วิเคราะหของตํารับยาสมุนไพรไทยเพื่อรองรับการผลิตของโรงงานยา Sun-Herb Thai Chinese 
Manufacturing หรือแหลงอืน่ที่สนใจใหไดผลิตภัณฑประสิทธิภาพทีผ่านการควบคมุมาตรฐาน สงผล
ใหเกิดการใชยาสมุนไพรไทยอยางแพรหลายและยังเปนการสงเสริมการเพาะปลูกพนัธุพืชสมุนไพรไทย

เพื่อนํามาใชเปนยาไดอีกดวย นอกจากนี้ขอมูลที่ไดยังสามารถนําไปสนับสนุนในสวนของการควบคุม
มาตรฐานตํารับยาสมุนไพรกอนนําไปใชในการทดลองทางคลินิกตอไป 

 

วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. เพื่อสราง fingerprint และฐานขอมูลของสารสําคัญที่พบในตํารับยาลดความดัน  
2. เพื่อวิเคราะหปริมาณของสารสําคัญที่พบในตํารับยาลดความดัน 
3. เพื่อสรางขอกําหนดของปรมิาณสารสําคัญที่พึงมีในตํารับยาลดความดัน 

 

ขอบเขตของการวิจัย 

 ทําการสราง chromatographic fingerprint ของตํารับยาลดความดนัและระบุชนดิของสารสําคัญ
โดยใชเทคนิค mass spectrometry จากนั้นทําการสรางขอกําหนดมาตรฐานของปริมาณของสารสําคัญที่
พึงมีในตํารับยาโดยวเิคราะหปริมาณของสารสําคัญจากวตัถุดิบสมุนไพรที่นํามาใชผลิตยาเปนจํานวน 
10 ชุดการผลิต ตั้งแตเดือนธันวาคม ป พ.ศ. 2555 จนถึงเดือนพฤศจกิายน ป พ.ศ. 2556 โดยใชเทคนิค 
liquid chromatography-mass spectrometry โดยมีระยะเวลาการดําเนนิการวิจยัตั้งแตวันที่ 23 เมษายน 
พ.ศ. 2556 จนถึงวันที่ 23 ธันวาคม พ.ศ. 2556    

 

กรอบแนวคิดในงานวิจัย 

 ตํารับยาแผนไทยมีการใชในประเทศไทยมาเปนระยะเวลายาวนานแตยงัขาดขอมูลการศึกษาถึง

ประสิทธิภาพและความปลอดภัยในมนุษย ซ่ึงกอนที่จะมกีารศึกษาในมนุษยไดนัน้ตองมีขอมูลการศึกษา
ทางดานอื่นมาสนับสนุนดวย เชนการศึกษาและควบคุมคณุภาพของตํารับยาสมุนไพร ขอมูลที่ไดจะทํา
ใหทราบวาตาํรับยาสมุนไพรนี้มีสารสําคัญชนิดใดประกอบอยู อีกทั้งทราบวิธีที่จะใชในการหาปริมาณ
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สารสําคัญดังกลาว ซ่ึงสามารถนําวิธีที่ไดมาใชควบคุมคุณภาพทําใหผลิตยาที่มีปริมาณสารสําคัญ
ใกลเคียงกันในแตละชดุการผลิต ทําใหผูปวยไดรับปริมาณตัวยาเทาๆกนั อีกทั้งยังชวยเพิ่มความ
นาเชื่อถือของการทดลองทางคลินิกตอไป 

 

นิยามศัพทเฉพาะ 

 LC-MS หรือ liquid chromatography-mass spectrometry คือ เทคนิคที่ใชในการแยกสารสําคัญ
บริสุทธิ์ที่ผสมอยูในตวัอยางพรอมกับวิเคราะหเพื่อระบุชนิดของสารสําคัญดังกลาว ซ่ึงเทคนิคนี้จะ
ประกอบดวย 2 สวนคือ สวน liquid chromatography เปนสวนที่ใชในการแยกสารสําคัญโดยอาศัย
หลักการความแตกตางกันของสภาพขั้วของสารสําคัญแตละชนิด โดยจะแสดงผลเปนโครมาโทแกรม 
และสวนที่สองคือ mass spectrometry เปนสวนที่ใชระบชุนิดของสารสําคัญโดยใชน้ําหนกัโมเลกลุเปน
ตัวช้ีวดัโดยดูจาก mass spectrum อีกทั้งยังสามารถใชวิเคราะหหาปริมาณสารสําคัญโดยดจูากพืน้ทีใ่ต
กราฟเทียบกับสารมาตรฐาน 

 Fingerprint คือ การทําแมพมิพลายนิ้วมือเพื่อจําแนกชนดิของสิ่งตางๆ ในที่นี้คือการทําแมพิมพ
โครมาโทแกรมของตํารับยาสมุนไพรสูตรยาลดความดนัโดยใชตวัทําละลายที่แตกตางกัน ทําใหได
แมพิมพโครมาโทแกรมที่แตกตางกัน ซ่ึงจะเปนเอกลักษณเฉพาะของสูตรยานี้วาตองมีลักษณะโครมา
โทแกรมเปนแบบนี้ จึงนํามาใชในการควบคุมคุณภาพได 

 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

1. ไดฐานขอมูลและทราบปริมาณของสารมาตรฐานที่พบในตํารับยาลดความดัน 
2. ใชเปนขอมูลสนับสนุนในสวนของการควบคุมมาตรฐานตาํรับยาสมุนไพรกอนนําไปใชใน

การทดลองทางคลินิก 
3. สงผลใหเกิดการใชตํารับยาสมุนไพรไทยอยางแพรหลาย อีกทั้งยังเปนการสงเสริมการ

เพาะปลูกพนัธุพืชสมุนไพรไทยเพื่อนํามาใชเปนยา 
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บทท่ี 2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

 

 โรคความดันโลหิตสูง คือ โรคเรื้อรังชนิดหนึ่งที่พบวาผูปวยมีความดันในหลอดเลือดแดงสูง
กวาปกติ ซ่ึงในผูใหญกําหนดคาปกติของความดันโลหิตชวงหวัใจบีบและคลายเทากบั 139 มิลลิเมตร
ปรอท และ 89 มิลลิเมตรปรอทตามลําดับ (Chobanian et al., 2003) ความดันโลหิตสูงแบงได 2 ชนิดคือ 
แบบปฐมภูมิ (ไมทราบสาเหตุชัดเจน) และแบบทุติยภูมิ (ทราบสาเหตุ) ซ่ึงผูปวยสวนมากประมาณรอย
ละ 90 จะพบวาเปนโรคความดันโลหิตสูงแบบปฐมภูมิ (Carretero et al., 2000) โดยจะพบวาความดนั
โลหิตเพิ่มขึ้นตามอายุขัยที่เพิ่มขึ้น (Vasan et al., 2002) นอกจากนี้ยังมคีวามสัมพันธระหวางความดัน
โลหิตสูงกับปจจัยทางดานพนัธุกรรม และปจจัยที่เกิดขึ้นขณะอยูในครรภมารดา แตทั้งนี้ทั้งนั้นกลไก
เชื่อมโยงยังคงคลุมเครือ (Lowlor et al., 2005) ซ่ึงจะแตกตางจากความดันโลหิตสูงแบบทุติยภูมิซ่ึงจะมี
สาเหตุที่ระบุได โดยโรคไตจะเปนสาเหตุสวนใหญที่ทําใหเกิดความดนัโลหิตสูงชนิดนี้ นอกจากนีย้งั
อาจเกิดจากพยาธิสภาพของตอมไทรอยด, โรคอวน, ยา หรือยาเสพยตดิบางชนิด เปนตน (O’Brien et 
al., 2007) ผูปวยความดันโลหิตสูงแบบปฐมภูมิจะมีความตานทานการไหลของโลหิตในรางกาย (Total 
Peripheral Resistance) สูงขึ้นทําใหความดนัโลหิตสูงขึ้น (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) ซ่ึงมีเอนไซมที่สําคัญ คือ angiotensin converting enzyme (ACE) ที่มีหนาที่เปล่ียน angiotensin I 
ใหเปน angiotensin II ซ่ึงจะมีผลเพิ่มความดันโลหิต โดยในผูปวยที่มีความดันโลหิตสูงจากสาเหตนุี้จะ
สามารถรักษาไดผลดีโดยใชยาในกลุม ACE inhibitors 

 ความดันโลหติสูงเปนปจจยัเสี่ยงสําคัญของโรคหลอดเลือดในสมอง โรคหลอดเลือดโปงพอง 
หัวใจวาย โรคของหลอดเลือดสวนปลาย และโรคไตเรื้อรัง (Insull et al., 2009; Gaddam et al., 2009; 
Tylicky et al., 2003; Aronow et al., 2008) ซ่ึงการปรับเปลี่ยนวิถีชีวติ และพฤติกรรมการกินอาหารก็
สามารถชวยลดภาวะโรคความดันโลหิต และภาวะแทรกซอนตางๆได แตสําหรับผูปวยทีใ่ชวิธีนีแ้ลวไม
ไดผล หรือไมเพียงพอ ก็มีความจําเปนตองรักษาดวยยารวมดวย ซ่ึงยาแผนปจจุบันทีใ่ชมีอยูหลายกลุม
ขึ้นอยูกับอาการของผูปวย เชน ยากลุม β-blocker เพื่อลดอัตราการเตนของหัวใจ, ใหยาขับปสสาวะเพื่อ
ลดปริมาณเลือดที่สูบฉีด หรือใหยาขยายหลอดเลือดแดงเพื่อลด total peripheral resistance เปนตน 
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(Chobanian et al., 2003) นอกจากนี้ในสวนของยาสมุนไพรที่ใชลดความดันโลหิตก็มีอยูมากมายหลาย
ชนิดทั้งแบบทีเ่ปนสมุนไพรเดี่ยว และเปนตํารับยาซึ่งมีสมุนไพรผสมกนัอยูหลายชนดิ 

 ในปจจุบนัมีการศึกษาตัวยาสมุนไพรเดี่ยวกันอยางกวางขวางทั้งในเชิงของการแยกสาร

มาตรฐานบริสุทธิ์ทางเคมี, การใชเทคนิควธีิวิเคราะหหาโครงสรางของสารบริสุทธิ์, การทดสอบฤทธิ์
ทางชีวภาพของสารบริสุทธิ์จากสมุนไพร, การเตรียมสารสกัดสมุนไพรที่มีตัวยาสําคญัในปริมาณสงู 
และอ่ืนๆ (Farnsworth et al., 1985) ทําใหเกิดองคความรูทางพฤกษเคมอัีนเปนประโยชนมากมายในการ
พัฒนายาเพื่อใชในวงการแพทยแผนปจจุบนั แตในขณะเดียวกันกลับมีผูสนใจศึกษาดานการระบแุละ
การวิเคราะหเชิงปริมาณของสารสําคัญตางๆที่ประกอบอยูในตํารับยาสมุนไพรอยางจริงจังกันในวงแคบ 
จะมีมากก็เปนการศึกษาตํารบัยาสมุนไพรของประเทศจนีเทานั้น (Tian-Ye et al., 2011) ทั้งนี้อาจเปน
เพราะความยากลําบากในการศึกษาวิเคราะหสมุนไพรหลายตัวในเวลาเดียวกันและการตั้งขอกําหนดใน

การควบคุมคณุภาพ นอกจากนั้นก็ยังมีปจจัยของการหวงแหนภูมิปญญา ไมอยากถายทอดใหผูอ่ืนไดรับ
รู ซ่ึงถือวาเปนคอขวดของการพัฒนางานในศาสตรนี้ 

 ในโครงการวจิัยนี้ ผูวิจัยมีความประสงคจะพัฒนาการวิเคราะหตํารับยาลดความดันที่มี
องคประกอบตัวยาสําคัญจากสมุนไพรทั้งหมด 6 ชนิดในตํารับ ซ่ึงสมุนไพรทุกชนดิเปนสมุนไพรที่มี
การแนะนําใหใชในงานสาธารณสุขมูลฐาน คือ พริกไทย เถาบอระเพด็ ผลมะตูม เหงากระชาย ใบ
เหงือกปลาหมอและหวัแหวหมู (รูปที่ 1-6) ซ่ึงจากความรูเทาที่มียังไมมใีครศึกษาวิจัยยาตํารับนี้ โดยสูตร
ยาไดรับมาจากคลินิกวิโรจนแผนไทย อําเภอพรหมคีรี จงัหวัดนครศรีธรรมราช ซ่ึงมีที่มาของสูตรยา
ปรับปรุงมาจากตํารายาเพชรน้ําเอก ตวัยาไดมีการทดลองใชในผูปวยจรงิและติดตามอาการในผูปวย
หลายรายที่เปนโรคความดนัโลหิตสูงพบวาหลังจากทานยาไป 1-2 เดือนความดนักลับมาสูระดับปกติ  

จากการศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของสมนุไพรตางๆที่ประกอบอยูในตํารับพบวา ในพริกไทย
หรือ Piper nigrum มีรายงานวาพบสาร piperine ซ่ึงมีฤทธิ์ลดความดันโดยมีกลไกเปน Calcium channel 
blocker (Taqvi et al., 2008., Hlavackova et al., 2010; Kumar et al., 2010) อีกทั้งยังมีฤทธ์ิตานการ
อักเสบ ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ ฤทธิ์ปกปองตับ (Pathak and Khandlewal, 2006; Pathak and Khandlewal, 
2007; Kumar et al., 2007; Matsuda et al., 2008; Matsuda et al., 2009; Morikawa, 2010) นอกจากนี้ยังมี
สารอื่นๆ เชน piperanine, piperettine, piperoleines, piperyline, chavicine และน้ํามันหอมระเหยตางๆ 
(Parma et al., 1997) เนื่องจากพริกไทยถูกใชในการประกอบอาหารจึงใชไดอยางปลอดภัยในมนุษย 
นอกจากนั้นกย็ังมีการศึกษาในหนูและพบวาพริกไทยมีความเปนพษิต่ํา (Chunlaratthanaphorn et al., 
2007; Bassey et al., 2011) ในสวนของเถาบอระเพ็ดหรือ Tinospora crispa มีรายงานวาพบสาร 
adenosine, salsolinol และ higenamine ที่มีฤทธิ์ลดความดัน โดยมกีลไกผาน adrenoreceptors and the 
purinergic adenosine A2 and P2 receptors ตามลําดับ  (Praman et al., 2012) อีกทั้งยังพบวาสารสกัดชั้น
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น้ําสามารถลดน้ําตาลในเลือดได (Noor and Ashcroft, 1989) สารสกัดน้าํและเมทานอลของเถาบอระเพ็ด
ยังมีฤทธิ์ตานการอักเสบ (Kamarazaman et al., 2012) นอกเหนือจากนัน้ก็ยังมีสารอืน่ๆ เชน 
borapetosides, picoretin, columbin, secoisolariciresinol, cyloeucalenol เปนตน (Praman et al., 2011) 
แตมีงานวิจัยพบวาผูบริโภคบอระเพ็ดมีความเสี่ยงตอการเกิดพษิที่ตับ (Chavalittumrong et al. 1997; 
Chantong et al. 2008; Kadir et al. 2011) แตหลักฐานที่มยีังไมแนชัดเพยีงพอซึ่งตองมีการศึกษาในเรือ่ง
นี้เพิ่มเติม นอกจากนั้นยังตองมีการศึกษาพษิของการบริโภคตํารับยาที่มบีอระเพ็ดเปนองคประกอบดวย 
สมุนไพรตัวตอไปคือ มะตูมหรือ Aegle marmelos พบวาในสวนของผลและใบมีฤทธิ์รักษาเบาหวาน 
(Sachdewa et al., 2001; Kamalakkannan and Prince, 2003; Upadhya et al., 2004; Sunderam et al., 
2009) และมีฤทธิ์ปกปองตับ (Singanan et al., 2007; Singh and Rao, 2008) สารสกัดชั้นน้ํามีฤทธิ์ตาน
อักเสบ (Arul et al., 2005; Ghangale et al., 2008; Vidya et al., 2011) มีการสกัดสารบริสุทธิ์จากมะตมู
พบวาในใบมสีาร aegeline และ lupeol ซ่ึงสารทั้งสองตัวนี้มีฤทธิ์ลดระดับน้ําตาลและไขมันในเลือด 
(Narender et al., 2007; Papi Reddy et al., 2009) สวนในผลมีสาร imperatorin ซ่ึงมีฤทธิ์ลดความดนั 
(Bertin et al., 2013; Cao et al., 2013) นอกจากนั้นยังพบวา imperatorin มีฤทธิ์ตานอักเสบและปกปอง
ตับดวยเชนกัน (Oh et al., 2002; Guo et al., 2012; Huang et al., 2012) เนื่องจากมะตูมถูกใชในการ
ประกอบอาหารจึงใชไดอยางปลอดภัยในมนุษย นอกจากนั้นกย็ังมีการศกึษาในหนแูละพบวามะตูมมี
ความเปนพษิต่ํา (Veerappan et al., 2007) สมุนไพรตัวที่ส่ีคือ กระชายหรือ Boesenbergia pandurata ใน
เหงากระชายมสีารสําคัญคือ pinostrobin ซ่ึงสารตัวนี้เปนสารพวก flavonoid มีฤทธิ์ปกปองตับ (Fahey 
and Stephenson, 2002; Charoensin et al., 2008) สวนในสารสกัดชั้นคลอโรฟอรมของเหงากระชาย
พบวามีฤทธิ์ตานการอักเสบ (Tuchinda et al., 2002; Yun et al., 2003; Tewtrakul et al., 2009) และใน
สารสกัดคลอโรฟอรม-เมทานอลซึ่งมีสาร panduratin-A มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ (Sohn et al., 2005; 
Shindo et al., 2006) นอกจากนี้พบวาสารสกัดชั้นเอทานอลมีฤทธิ์ลดความอวน (Kim et al., 2012) อีก
ทั้งยังมรีายงานความปลอดภัยในการใชสารสกัดกระชายอีกดวย (Charoensin et al., 2010; Saraithong et 
al., 2010) สมุนไพรตัวทีห่าคือ เหงือกปลาหมอหรือ Acanthus ebracteatus พบวาสารสกัดชั้นน้ําและเอ
ทานอลของใบเหงือกปลาหมอมีฤทธิ์ตานการอักเสบ (Laupattarakasem et al., 2003; Somchaichana et 
al., 2012) ทั้งนี้มีการคนพบสาร spilanthol จากใบเหงือกปลาหมอซึ่งสารตัวนี้มีฤทธิ์ตานอักเสบและขับ
ปสสาวะ (Sharma, 2010) จากการศึกษาความเปนพิษพบวาสารสกัดเหงือกปลาหมอมีความเปนพษิต่ํา 
(Siripong et al., 2001) สมุนไพรตัวสุดทายที่เปนองคประกอบในตํารับยานี้คือ แหวหมหูรือ Cyperus 
rotundus ซ่ึงมีฤทธิ์ตานการอักเสบ (Gupta et al., 1970; Gupta et al., 1971; Saxena et al., 1971; Seo et 
al., 2001) ทั้งยงัมีฤทธิ์ลดคลอเลสเตอรอลและน้ําตาลในเลือด มีการศึกษาพบวาทําใหน้ําหนกัของผูปวย
ลดลงจึงอาจนาํมาใชรักษาโรคอวนได (Karnick et al., 1992; Raut et al., 2006; Lemaure et al., 2007) มี
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การศึกษาความเปนพิษในหนูและพบวาการใชสารสกัดเอทานอลของแหวหมูมีความปลอดภัย 
(Thanabhorn et al., 2005)  

ดังจะเห็นไดวาขอมูลของสารสําคัญที่ประกอบอยูในสมุนไพรแตละตวัเปนขอมูลพืน้ฐานที่

สําคัญมากในการศึกษาวิจยังานทางดานนี ้(ตารางที่ 1) แตเนื่องมาจากในความเปนจรงิเราไมสามารถ
ระบุและวิเคราะหสารไดทกุชนิดในสมนุไพรหนึ่งๆ ดังนัน้การใช fingerprint จึงเปนทางออกที่ดีที่
สามารถนํามาใชประกอบในการควบคุมคุณภาพของสมุนไพรตลอดจนตํารับยาจากสมุนไพร 
นอกจากนั้นการระบุสารสําคัญตัวแทนจากตํารับยาสมนุไพรก็กําลังเปนที่นิยมใชในประเทศไทย แต
โดยมากจะเปนการระบุและวิเคราะหปริมาณสารสําคัญเพียงตัวเดยีวซ่ึงผูวิจัยคิดวาไมเพียงพอ ดังนั้นใน
การศึกษานีจ้ะเปนการศึกษาตั้งแตการสราง fingerprint ที่เหมาะสม สามารถระบุสารสําคัญจาก 
fingerprint และสามารถเลือกสารสําคัญตัวแทนมากกวา 1 ตัว มาวเิคราะหปริมาณโดยใชเทคนิค LC-MS 
จากนั้นเมื่อไดวิธีวิเคราะหแลวก็จะทําการสุมตัวอยางวัตถุดิบสมุนไพรยาลดความดนัจากคลินิกแผนไทย

ดงักลาวเปนจาํนวน 10 ชุดการผลิต เพื่อนํามาวิเคราะหและกําหนดเปนคามาตรฐานที่พึงมีของ
สารสําคัญในตํารับนี้ โดยการระบุสารสําคัญในตํารับจะใชการเปรยีบเทียบ mass spectra mass-
fragmentation ions และ retention time จาก fingerprint ของสมุนไพรเดี่ยวเทียบกับ fingerprint ของ
ตํารับยา ซ่ึงขอมูลนี้จะถูกเก็บไวในฐานขอมลูของศูนยวิจยัเพื่อเปนประโยชนในการศึกษาขั้นตอไปทัง้
ในกลุมของผูวจิัยเอง และกลุมวิจยัอ่ืนๆที่สนใจอยากรวมใชฐานขอมูล ซ่ึงรายละเอียดจะกลาวใน
ระเบียบวิธีวิจยัตอไป 

ตารางที่ 1 สารสําคัญที่มีรายงานวาพบในสมุนไพรที่เปนองคประกอบของตํารับยาลดความดนั 

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 (ตอ) 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 (ตอ) 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 (ตอ) 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 (ตอ) 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 (ตอ) 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 (ตอ) 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 

แหวหมู 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 
แหวหมู (ตอ) 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 
แหวหมู (ตอ) 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 แหวหมู (Cyperus rotusdus) 
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บทท่ี 3 

ระเบียบวิธีวิจัย 

 

ประชากรและกลุมตัวอยาง 

 วัตถุดิบสมุนไพรทั้ง 6 ชนิดไดแก พริกไทย บอระเพด็ มะตูม กระชาย เหงือกปลาหมอและแหว
หมู ไดรับมาจากคลินิกวิโรจนแผนไทย อ.พรหมคีรี จ.นครศรีธรรมราช ในลักษณะทั้งที่เปนสมุนไพรที่
ยังไมบดและสมุนไพรที่บดเรียบรอยแลว โดยสมุนไพรที่ยังไมบดนํามาใชในการตรวจสอบเอกลกัษณ
โดยดูจากลักษณะภายนอกโดยอาจารยนิรันดร วิพนัธุเงนิ ภาควิชาเภสชัเวท คณะเภสัชศาสตร 
มหาวิทยาลัยรังสิต สวนสมุนไพรที่บดแลวทําการสั่งซื้อมา 10 ชุดการผลิตในชวงระหวางเดือนธันวาคม 
พ.ศ. 2555 ถึงเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2556 เพื่อนํามาใชในการสราง fingerprint ระบุสารสําคัญและ
วิเคราะหเชิงปริมาณเพื่อควบคุมคุณภาพตอไป 

 

เคร่ืองมือและวัสดุท่ีใชในงานวิจัย 

1.  LC-MS (Ultimate 3000) 
2. Dionex LC-MS column 
3. Rotary evaporator (Buchi) 
4. เครื่องชั่งชนิดอานคาไดละเอียด 4 ตําแหนง (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 

เนื่องจากผูปวยรับประทานยาตํารับนี้ในรูปแบบยาลูกกลอน ไมใชแคตมดวยน้ํา หรือเหลาแลว
รับประทาน ซ่ึงทําใหผูปวยไดรับสารทั้งหมดที่มีอยูในตาํรับ ดังนั้นการสกัดสารเพื่อนํามาศึกษา
วิเคราะหจึงตองเปนวิธีที่สกัดสารเกือบทั้งหมดออกมาจากตํารับได ในทีน่ี้ผูวิจยัจะทําการเปรียบเทียบ
วิธีการสกัดแบบไลขั้ว (เปล่ียนตัวทําละลาย) กับวิธีการสกัดแบบซ้ํา (ใชตัวทําละลายเดมิ)  

โดยวิธีการไลขั้วจะเริ่มโดยใชตัวทําละลาย 400 ml โดยเริม่จาก n-hexane และสกัดผงตํารับ
สมุนไพร 50 g โดยการ sonicate (เพื่อชวยสกัดสารจากสมนุไพรที่มีผนังเซลลหนา) ที่อุณหภูมิหองเปน
เวลา 20 นาที จากนั้นเทสารละลายเก็บไว เติม n-hexane ลงในผงสมุนไพรอันเกาและทําการ sonicate 
เชนเดิม ทําเชนนี้จนครบสามรอบจากนั้นนําผงสมุนไพรที่ผานการสกัดดวย n-hexane มาสกัดตอดวย 
dichloromethane โดยใชวิธีการสกัดเดียวกนักับการสกัดดวย n-hexane จากนั้นนําผงสมุนไพรที่ผานการ
สกัดดวย dichloromethane มาสกัดตอดวย ethyl acetate โดยใชวิธีการสกัดแบบเดิม หลังจากนั้นนําผง
สมุนไพรที่ผานการสกัดดวย ethyl acetate มาสกัดตอดวยน้ําโดยใชวิธีการสกัดแบบเดมิ นําสารสกัด
ทั้งหมดที่ไดในแตละสวนไปทําใหแหงโดยเครื่อง evaporator แตในสวนของสารสกัดชั้นน้ําจะนําไป 
partition ตอดวย n-butanol แลวจึงนํามาระเหยแหง สวนวิธีการสกัดแบบซ้ําทําโดยใชระบบตัวทําละลาย
ที่สามารถละลายสารออกมาไดมากชนดิ โดยในที่นี้ใช methanol:water ในอัตราสวน 1:1 ซ่ึงมีรายงาน
การใชระบบตวัทําละลายนีใ้นการศึกษาทาง Metabolomics (Kim et al., 2010) โดยจะใชวิธีการ 
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sonication เปนเวลา 15 นาทีที่อุณหภูมิหอง และทําซ้ําสามรอบโดยเปลี่ยนตัวทําละลายที่ใชสกดัใหมทุก
รอบ จากนั้นนาํสารสกัดที่ไดไปทําใหแหงโดยเครื่อง freeze drier นําสารสกัดไปเก็บในภาชนะปด 
ปองกันแสงและความชื้น ที ่4 oC ในสวนของการสกัดเพื่อนําไปวเิคราะหเชิงปริมาณจะทําการสกัดผง
ตํารับยาสมุนไพร 50 g ดวย n-hexane 400 ml โดยการ sonicate ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 นาที สกัดซ้ํา 
5 รอบ จากนั้นนําสารสกัดที่ไดไปทําใหแหงโดยเครื่อง freeze drier นําสารสกัดไปเก็บในภาชนะปด 
ปองกันแสงและความชื้น ที ่4 oC แตละตวัอยางทํา triplicate 

 การทํา fingerprint ของตํารับยาลดความดนัและการระบชุนิดของสารโดยใชเทคนิค LC-MS 

นําสารสกัดที่ไดในชัน้ตางๆไปวิเคราะหดวย LC-MS ทําใหไดขอมูล chromatogram ของสาร
สกัดตํารับยาลดความดนั ซ่ึงในที่นี้จะเรยีกวา fingerprint โดยระบบทีใ่ชคือ  

LC instrument; Dionex Ultimate TM3000, LC condition; stationary phase คือ Acclaim® 120, 
C18 ขนาด 2.1*150 mm pore size 3 μm; mobile phase เปน 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. เปนเวลา 
5 นาที จากนัน้ปรับ 60% aq. สู 20% aq. ในเวลา 35-50 นาที คงที่ๆ 20% aq. เปนเวลา 9 นาที จากนัน้
ปรับกลับสู 95% aq. และรอระบบใหสมดลุอีก 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 แตกตางกันขึ้นกับชนิดของ precursor 

แตละพีคที่ปรากฏคือสารสําคัญที่ประกอบอยูในตํารับซึ่งสามารถระบุชนิดของสารดังกลาวได

โดยใช mass spectrum และ mass fragmentation ions ของ peak ที่ปรากฏใน fingerprint ของตํารับเทียบ
กับ fingerprint ของสมุนไพรเดี่ยวซ่ึงมีขอมูลทางพฤกษเคมีระบุถึงชนิดของสารสําคัญ และขอมูล mass 
spectrum ของสารนั้นๆ ในกรณีที่ไมมีขอมลู mass spectrum ของสารดังกลาว ก็ตองทําการสั่งซื้อสาร
มาตรฐาน หรือแยกสารมาตรฐานในกรณทีี่ไมมีขาย แลวมาวิเคราะหดวยเทคนิค LC-MS เพื่อสรางเปน
ฐานขอมูลเพื่อใชในการเปรียบเทียบตอไป ซ่ึงในงานวจิัยนี้ผูวิจยัตั้งเปาหมายวาจะสามารถระบุชนิดของ
สารตางๆที่มีอยูในตํารับไดไมนอยกวา 10 ชนิด 

การวิเคราะหเชิงปริมาณและการทํา validation วิธีวิเคราะหปริมาณสารสําคัญที่ออกฤทธิ์ดวย
เทคนิค LC-MS (ดัดแปลงมาจาก Association of Official Analytical Chemists, 2002) 

 หลังจากที่ระบชุนิดของสารสําคัญในตํารับยาสมุนไพรไดตามที่กําหนดแลวก็จะทําการคัดเลือก

สารสําคัญตัวแทน (selective markers) เพือ่นํามาใชในการวิเคราะหเชงิปริมาณโดย LC-MS ซ่ึงจะทําการ
หาระบบการวเิคราะหที่เหมาะสมอีกครั้งโดยการปรับอัตราสวนของ mobile phase โดยใช stationary 
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phase เชนเดิมโดยระบบที่ไดเปน gradient mode ในเวลา 25 นาที เร่ิมจาก 60% aq. สู 20% aq. ในเวลา 
0-15 นาที คงที่ๆ 20% aq. เปนเวลา 4 นาที จากนั้นปรับกลับสู 60% aq. และรอระบบใหสมดุลอีก 5 นาที 
ในสวนของ MS จะใชเพยีงแค ESI-positive mode และปรับ range of MW 100-500 เทานั้น 

  การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

 สารมาตรฐาน piperine imperatorin และ pinostrobin ไดมาจากการสั่งซื้อจากบริษัท Sigma โดย
ทําการเตรียมสารละลายมาตรฐานที่เปน stock solutionโดยช่ังสารอยางละ 1 mg ใสลงใน volumetric 
flask ขนาด 1 ml ละลายและปรับปริมาตรดวย acetonitrile 80% ตอ 0.2% formic acid (in aq.) 20% แลว
นําไปกรองผานแผนกรองขนาด 0.45 μm จากนั้นทาํการเตรียมสารมาตรฐานที่ความเขมขนตางๆ 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  

การเตรียมสารละลายตัวอยาง 

 นําสารสกัดตํารับยาสมุนไพรดวย hexane มา 10 mg ใสลงในขวดปรบัปริมาตรขนาด 5 ml 
ละลายและปรบัปริมาตรดวย acetonitrile 80% ตอ 0.2% formic acid (in aq.) 20%  แลวนําไปกรองผาน
แผนกรองขนาด 0.45 μm กอนทําการวิเคราะห 

การประเมิน Linearity 

ทําการประเมนิ Linearity เพื่อดูความสัมพันธของสัญญาณการวิเคราะหกับความเขมขนวาเปน
สมการเสนตรงตาม Beer’s law หรือไม โดยการสราง calibration curve ของสารมาตรฐานในชวงความ
เขมขนที่เตรียมไว แลวหาความสัมพันธในรูปสมการเสนตรงจากนัน้ใหทําการพิจารณา Linearity จาก
คา r2 ที่ไดจากสมการนั้น คา r2 ที่ยอมรับไดควรจะมีคามากกวา 0.999 โดยจะทําการแบงตัวอยางเพือ่
วิเคราะหเปน 3 ซํ้า (triplicate) 

การประเมินความเที่ยงของการวิเคราะห (Precision) 

การประเมินความเที่ยงนั้นมจีุดประสงคเพือ่ที่จะตรวจสอบวาในการวิเคราะหแตละครั้ง หรือแต
ละวันนั้นวิธีดงักลาวสามารถที่จะวิเคราะหใหคาที่เหมือนกันหรือไดคาที่ใกลเคียงกนัไดหรือไม การ
ประเมินความเที่ยงทําได 2 วธีิคือการทํา Repeatability และ Reproducibility 
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Repeatability (Intra-day analysis) 

ทําการประเมนิโดยวิเคราะหปริมาณสารมาตรฐาน piperine imperatorin และ pinostrobin ใน
ตํารับยาสมุนไพร โดยทําการวิเคราะหตัวอยางสารสกัด 6 คร้ัง คํานวณหาปริมาณสารมาตรฐานที่
วิเคราะหในแตละครั้ง และคํานวณคา Relative Standard Deviation (%RSD) ของการวิเคราะหทั้ง 6 คร้ัง 
โดยคา % RSD ที่ยอมรับไดวาวิธีการวิเคราะหมี Repeatability ดีตองไมเกิน 5% โดยจะทําการแบงตวั
อยางเพื่อวเิคราะหเปน 3 ซํ้า (triplicate) 

Reproducibility (Inter-day analysis) 

ทําการประเมนิโดยเตรยีมสารสกัดโดยวิธีเดียวกัน 3 คร้ังโดยทําการสกดัคนละวนักนัแลวนํามา
วิเคราะหปริมาณ piperine imperatorin และ pinostrobin ในสารสกัด คาํนวณหาคาความเขมขน และ 
%RSD ของสารสกัดที่วิเคราะหทั้ง 3 คร้ัง คา %RSD ที่ยอมรับไดวาวิธีการวิเคราะหม ีReproducibility ดี
ตองไมเกิน 5% โดยจะทําการแบงตัวอยางเพื่อวิเคราะหเปน 3 ซํ้า (triplicate) 

การประเมินความแมนยําหรือถูกตองของการวิเคราะห (Accuracy) 

เพื่อตรวจสอบวาวิธีวิเคราะหนั้นมีความถูกตองในการวิเคราะหสาร หรือใหคาความเขมขนที่
วิเคราะหไดใกลเคียงกับคาความเขมขนทีแ่ทจริง ในการประเมินจะใชหลักการ Standard Addition 
(Spiking Technique) โดยการปเปตสารละลายมาตรฐานที่ทราบความเขมขนแนนอนมา 1 ml เติมลงใน
สารสกัด (ที่ทําการวิเคราะหปริมาณสารมาตรฐานทั้ง 3 ชนิดแลว) 1 ml ผสมใหเขากัน แลวนําไป
วิเคราะหปริมาณ piperine imperatorin และ pinostrobin จากนั้นคํานวณหาคา % recovery ของสาร
มาตรฐานทั้งสี่ตัว ที่เติมลงไปในสารสกัด โดยจะทําการแบงตัวอยางเพื่อวิเคราะหเปน 3 ซํ้า (triplicate) 

การประเมิน Specificity 

การทํา Specificity เพื่อพิสูจนวา peak ที่แยกและปรากฏใน chromatograms นั้นเปนสารเดียว
ตลอดทั้ง peak หรือไม หรือมีสารอื่นปนออกมากับสารที่ตองการวิเคราะห โดยการตรวจสอบ mass 
spectrum และ mass fragmentation ions ของ peak สารมาตรฐาน  

การสุมวิเคราะหตัวอยางตํารบัยาลดความดนั 

 โดยจะทําการเก็บตัวอยางวตัถุดิบจากคลินิกวิโรจนแผนไทยในจังหวัดนครศรีธรรมราชเปน
จํานวน 10 ชุดการผลิต เพื่อเฉลี่ยผลจากวัตถุดิบที่เก็บมาตางครั้งกัน จากนั้นนํามาสกดัดวยวิธีการสกดัที่
ใชสําหรับการวิเคราะหเชิงปริมาณ แลวนํามาวิเคราะหดวยวิธีวเิคราะหที่ผานการทํา validation ตาม
หัวขอนีแ้ละกาํหนดปริมาณจากคาเฉลี่ยใหเปนคามาตรฐานที่พึงมีของสารสําคัญทั้ง 3 ตัวในตํารับนี้ 
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บทท่ี 4 

ผลการวิจัย 

 

 ผูวิจัยไดศึกษาขอมูลชนิดและปริมาณของสารสําคัญที่มีอยูในสมุนไพรที่ประกอบอยูในตํารับ

ยาลดความดนัสูตรที่สนใจ ซ่ึงจะตองเปนการวัดทั้งในเชิงคุณภาพและเชงิปริมาณ โดยการวัดในเชิง
คุณภาพคือการทํา fingerprint โดยใชเทคนิคทาง liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) 
และตองทําการระบุใหไดวาสารที่อยูใน fingerprint คือสารชนิดไหนเพือ่ที่จะไดเปนขอมูลเพื่อนําไปใช
ประโยชนในการใชเปน marker เพื่อติดตามวิเคราะหสารตอไป สวนการวัดในเชงิปรมิาณก็จะใชเทคนิค
เดียวกัน แตตองมีการทดลองรับรองคุณภาพวาวิธีการทดลองที่ใชมีความถูกตองแมนยํา ซ่ึงเราจะเรยีกวา
การทํา method validation ซ่ึงการวิเคราะหหาปริมาณจะนําไปใชประโยชนทางดานการควบคุมคุณภาพ
ตํารับยา เปนตน 

 

พัฒนาวิธีการสกัดสารจากสมุนไพรและจากตํารับยา  
 เนื่องจากผูปวยรับประทานยาตํารับนี้ในรูปแบบยาลูกกลอน ไมใชแคตมดวยน้ําหรือเหลาแลว
รับประทาน ซ่ึงทําใหผูปวยไดรับสารทั้งหมดที่มีอยูในตาํรับ ดังนั้นการสกัดสารเพื่อนํามาศึกษา
วิเคราะหจึงตองเปนวิธีที่สกัดสารทั้งหมดออกมาจากตํารบัได และตองทําการสกัดสารมาตรฐานตัวที่
สนใจ คือ piperine adenosine salsolinol และ higenamine ออกมาไดในปริมาณมากดวยเชนกัน 
(โดยสารมาตรฐานทั้ง 4 ตัวทําการสั่งซื้อจากบริษัทตางๆ และนํามาทดสอบยืนยันโดย ESI positive 
mode mass spectrum ดังแสดงในรูปที่ 7-11) ที่สนใจสาร 4 ตัวนี้ มีเหตผุลสืบเนื่องมาจากกอนทําการ
วิจัยผูวิจยัมีขอมูลเฉพาะสารเหลานี้วาพบในสมุนไพรที่ประกอบอยูในตํารับยานี้และสารเหลานี้มีฤทธิ์

ชวยลดความดนัจึงคิดจะใชสารทั้ง 4 ตัวเปน selective markers ในการวิเคราะหปริมาณเพื่อควบคุม
คุณภาพตํารับยา สวน fingerprint จะใชประกอบในการสรางขอกําหนดมาตรฐานเชิงคุณภาพเทานัน้ ใน
ที่นี้ผูวิจยัจะทําการเปรียบเทยีบวิธีการสกัดแบบไลขั้ว (เปล่ียนตวัทําละลาย) กับวิธีการสกัดแบบซ้ํา (ใช
ตัวทําละลายเดมิ) 
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รูปที่ 7 chromatogram ของสารมาตรฐาน higenamine adenosine salsolinol และ piperine 
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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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เนื่องจากทราบวา higenamine, adenosine และ salsolinol พบในปริมาณที่นอยมากในบอระเพ็ด
และในตํารับยาก็มีบอระเพด็ประกอบอยูเพยีงแครอยละ 10 ผูวิจัยจึงลองใชวิธีการสกัดที่จะใชในงานวิจัย
นี้สกัดบอระเพ็ดและตดิตามปริมาณสารที่สนใจกอน เริ่มจากวิธีการสกัดแบบซ้ําทาํโดยใชระบบตัวทํา
ละลายที่สามารถละลายสารออกมาไดมากชนิด โดยในทีน่ี้ใช methanol:water ในอัตราสวน 1:1 สกัด
บอระเพ็ดโดยจะใชวิธีการ sonication เปนเวลา 15 นาทีทีอุ่ณหภูมิหอง และทําซ้ําสามรอบโดยเปลี่ยนตัว
ทําละลายที่ใชสกัดใหมทกุรอบ จากนั้นนําสารสกัดที่ไดไปทําใหแหงโดยเครื่อง freeze drier และนาํไป
วิเคราะหดวย LC-MS ผลคือไมสามารถตรวจวัดเจอ higenamine, adenosine และ salsolinol ดังรูปที่ 12 

 

 
รูปที่ 12 สัญญาณ noise จากการวิเคราะห extracted ion mass spectrum; บนลงลาง คือ higenamine 
adenosine และ salsolinol ตามลําดับ  
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วิธีการสกัดแบบที่สองคือ การสกัดแบบไลขั้วจะเริ่มโดยใช n-hexane และสกัดสารโดยการ 
sonicate (เพื่อชวยสกดัสารจากสมุนไพรทีม่ีผนังเซลลหนา) ที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 15 นาที จากนัน้เท
สารละลายเกบ็ไว เติม n-hexane ลงในผงสมุนไพรอันเกาและทําการ sonicate เชนเดิม ทําเชนนีจ้นครบ
สามรอบจากนัน้นําผงสมุนไพรที่ผานการสกัดดวย n-hexane มาสกัดตอดวย acetone โดยใชวิธีการสกัด
เดียวกันกับการสกัดดวย n-hexane จากนั้นนําผงสมุนไพรที่ผานการสกัดดวย acetone มาสกัดตอดวยน้ํา
โดยใชวิธีการสกัดแบบเดิม นําสารสกัดทั้งหมดที่ไดในแตละสวนไปทาํใหแหงโดยเครื่อง evaporator 
หรือเครื่อง freeze drier (วิธีการสกัดนี้ทําตาม proposal) เนื่องจากการวิเคราะหสนใจปริมาณ 
higenamine, adenosine, salsolinol จากบอระเพ็ดและ piperine จากพรกิไทย ดังนั้นการสกัดสารจึงตอง
สามารถสกัดสารดังกลาวออกมาจากบอระเพ็ด และพรกิไทยได โดย higenamine, adenosine, salsolinol 
จะละลายไดดใีนน้ํา และไมละลายใน hexane และ acetone ผูวิจัยจึงนําสารสกัดชั้นน้าํที่ไดมาวเิคราะห
แตปรากฏวาไมพบสารทั้ง 3 ตัวดังกลาวดังรูปที่ 13 

 

 
รูปที่ 13 สัญญาณ noise จากการวิเคราะห extracted ion mass spectrum; บนลงลาง คือ higenamine 
adenosine และ salsolinol ตามลําดับ 

มหาว
ิทยา

ลัยร
ังส

ิต

Ran
gs

it U
niv

ers
ity



32 
 

ดังนั้นผูวจิัยจึงตองเปลี่ยนวิธีการสกัดใหมโดยทําการทดลอง sonicate ผงบอระเพ็ดในน้ํา ที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาทีทําซ้ํา 3 คร้ัง จากนั้นกรองและนําชั้นน้ํามา partition ดวย n-butanol 4 คร้ัง 
นําสารละลายชั้น n-butanol มาระเหยแหง และนําไปวิเคราะหดวยเครื่อง LC-MS เชนเดิม ผลปรากฏวา
สามารถตรวจวัดสารทั้งสามตัวได ดังแสดงในรูปที่ 14 สวน piperine นัน้สามารถวิเคราะหเจอไดใน
ทุกๆแบบของการสกัดจึงไมเปนปญหาแตอยางใด 

 

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

ตามลําดับจากบนลงลาง  
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จากผลการทดลองที่ไดในการหาวิธีการสกดั ผูวิจยัจึงเลือกที่จะใชการสกัดแบบไลขั้ว (เปล่ียนตวัทํา
ละลาย) และจากขอมูลที่เพิ่มขึ้นทําใหพบวาการใชตัวทําละลายเพียงแค 3 ชนิดอาจไมเพียงพอตอการ
สกัดและจําแนกสารสําคัญดังนั้นผูวจิัยจึงเปลี่ยนลักษณะของการสกัดแบบไลขั้วเปนดังนี้คือ ใชตวัทํา
ละลาย 400 ml โดยเริ่มจาก n-hexane และสกัดผงตํารับสมุนไพร 50 g โดยการ sonicate (เพื่อชวยสกัด
สารจากสมุนไพรที่มีผนังเซลลหนา) ที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 20 นาที จากนั้นเทสารละลายเก็บไว เตมิ n-
hexane ลงในผงสมุนไพรอันเกาและทําการ sonicate เชนเดิม ทําเชนนี้จนครบสามรอบจากนั้นนาํผง
สมุนไพรที่ผานการสกัดดวย n-hexane มาสกัดตอดวย dichloromethane โดยใชวิธีการสกัดเดียวกนักับ
การสกัดดวย n-hexane จากนั้นนําผงสมุนไพรที่ผานการสกัดดวย dichloromethane มาสกัดตอดวย ethyl 
acetate โดยใชวิธีการสกัดแบบเดิม หลังจากนั้นนําผงสมุนไพรที่ผานการสกัดดวย ethyl acetate มาสกัด
ตอดวยน้ําโดยใชวิธีการสกัดแบบเดิม นําสารสกัดทั้งหมดที่ไดในแตละสวนไปทําใหแหงโดยเครือ่ง 
evaporator แตในสวนของสารสกัดชั้นน้ําจะนําไป partition ตอดวย n-butanol แลวจึงนํามาระเหยแหง 
 

การสราง fingerprint และระบุสารสําคัญของตาํรับยาลดความดนั 

 จากวิธีการสกัดแบบไลขั้วจะทําใหไดสารสกัดตํารับยา 4 แบบคือ สารสกัดชั้น hexane สารสกัด
ชั้น dichloromethane สารสกัดชั้น ethyl acetate และสารสกัดชั้นน้ําที่ผานการ partition ดวย n-butanol 
แลวจึงนําไปวเิคราะห fingerprint ตอดวยเครื่องมือ LC-MS ซ่ึงมี ion source เปน electrospray ionization 
(ESI) เพื่อทําใหได chromatographic fingerprint ของสารสกัดชั้นตางๆตามชนิดของกลุมสารสําคัญที่
แตกตางกันในสภาพขั้วและมวลโมเลกุล โดยการใช ESI จะทําใหเกดิมวลของสารสองแบบคือ มวลที่
เปนประจุบวก (positive charge ion) และมวลที่เปนประจลุบ (negative charge ion) ดงันั้นจะทําใหได  
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 ตามลําดับจากบนลงลาง 
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รูปที่ 16 จากบนลงลาง แสดงสัญญาณของ chromatographic fingerprint ของสารสกัดชั้นน้ํา hexane 
dichloromethane และ ethyl acetate ใน ESI negative mode ตามลําดับ 
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จากนั้นจึงทําการระบุชนิดของสารสําคัญจาก chromatographic fingerprint ทั้งแปดโดยพบสารสําคัญ
ทั้งหมด 10 ตัวท่ีแตกตางกันโดยดจูากคา retention time (Rt), mass spectrum และ ms/ms fragmentation 
pattern ของสารสกัดตํารับยาเทียบกับสารสกัดสมุนไพรเดีย่ว (ตารางที่ 2) โดยสารที่ระบุไดกอนหนามี
ดังนี้ คือ piperine เปนสารสําคัญจากพริกไทย สวน higenamine salsolinol และ adenosine เปน
สารสําคัญในบอระเพ็ด สารสําคัญอื่นๆที่ระบุไดเพิ่มเติมคือ borapetoside-C (รูปที่ 17) เปนสารสําคัญ
จากบอระเพ็ด imperatorin (รูปที่ 18) เปนสารสําคัญจากมะตูม สวน pinostrobin (รูปที่ 18) และ 
pinocembrin (รูปที่ 19) เปนสารสําคัญจากกระชาย verbascoside (รูปที่ 20) ซ่ึงเปนสารสําคัญจากเหงือก
ปลาหมอและทายสุดคือ 7,8-dihydroxy-5,6-methylenedioxyflavone เปนสารสําคัญจากแหวหมู (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
ตามลําดับจากบนลงลาง 
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รูปที่ 19 chromatogram ของสารสกัดตํารับยาชั้น hexane ESI negative mode, pinocembrin ในสารสกัด
ตํารับยาและ pinocembrin ในสารสกัดกระชายตามลําดบัจากบนลงลาง 
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รูปที่ 20 chromatogram ของสารสกัดตํารับยาชั้น ethyl acetate ESI negative mode, verbascoside ในสาร
สกัดตํารับยาและ verbascoside ในสารสกัดเหงือกปลาหมอตามลําดับจากบนลงลาง 
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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
สกัดแหวหมตูามลําดับจากบนลงลาง 
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จากการวิเคราะหผลทําใหทราบวาตองใชตัวทําละลายหลายชนิดในการสกัด marker ตางๆ
ออกมาจากตํารับยาชนิดนี้ กลาวคือ ตองใช hexane ในการสกัด piperine imperatorin pinostrobin 
pinocembrin และ 7,8-dihydroxy-5,6-methylenedioxyflavone ใช dichloromethane ในการสกัด 
borapetoside-C ใช ethyl acetate ในการสกัด verbascoside และใชน้ําควบคูกับการ partition ดวย n-
butanol ในการสกัด adenosine higenamine และ salsolinol ออกมาจากตํารับยา อีกทั้ง ESI mode ที่ใชใน
การวิเคราะหกย็ังมีความแตกตางกันคือ ESI positive mode ใชวิเคราะห piperine imperatorin 
pinostrobin borapetoside-C adenosine higenamine และ salsolinol สวน ESI negative mode ใช
วิเคราะหสารสามตัวที่เหลือ ซ่ึงวิธีการสกัดและวิเคราะหแบบนีจ้ะเหมาะสมในการระบุชนิดของสาร
เทานั้น แตในเชิงของการควบคุมคุณภาพตองคํานึงถึงปจจัยอ่ืนๆดวย เชน ความยากงายของวิธีที่ใชใน
การสกัดและวเิคราะห ระยะเวลาที่ใชตลอดกระบวนการ เปนตน ซ่ึงสิ่งเหลานี้มีความสําคัญในเชิงของ
การนําไปปฏบิัติจริงในการผลิตยา ผูวิจัยจงึทําการปรับวธีิการเพื่อใชในการพัฒนาวธีิการวิเคราะหเชิง
ปริมาณของสารสําคัญในตํารับยา 

 

พัฒนาวิธีการวิเคราะหเชิงปริมาณของสารสําคัญในตาํรับยา 
 พบวาระบบ LC ที่ใชในการระบุชนิดของสารใชเวลาถึง 65 นาทีในการวิเคราะหตอ 1 ตัวอยาง 

ถึงแมวาจะวเิคราะหสารไดมากชนิดกวาแตก็นับวาเสียเวลาเปนอยางมาก (ยังไมนับรวมเวลาที่ตอง
เตรียมสารสกัดดวยตวัทําละลายตางๆอีก) ผูวิจัยจึงเลือกเฉพาะกลุมสารสําคัญตัวแทน (selective marker) 
ที่จะใชในการวิเคราะหเชิงปริมาณของสารสําคัญในตํารับยา โดยกลุมสารที่เลือกคือ piperine 
imperatorin และ pinostrobin ซ่ึงสารทั้งสามตัวมีการศึกษาวามีฤทธิ์ทางชีวภาพมากมายที่เกีย่วของกับ
การนํามาใชเพือ่ลดความดันโลหิตซึ่งถือเปนตัวแทนที่ดจีากสารสําคัญอื่นๆในตํารับยา อีกทั้งยัง
ประหยดัเวลาในขั้นตอนของการสกัดเพราะใช hexane เพียงอยางเดียว โดยมีวิธีการสกัดคือ sonicate ผง
ตํารับยาใน hexane 20 นาทีและทําซ้ํา 5 คร้ังโดยเปลี่ยนตวัทําละลายทกุครั้ง เพื่อจะไดสกัดสารสําคัญ
ตัวแทนออกมาไดทั้งหมด จากนั้นนาํสารละลายที่ไดทั้งหมดมารวมกนัและระเหยแหงดวย evaporator 
จากนั้นนําไปวิเคราะหหาปริมาณ piperine imperatorin และ pinostrobin ดวยวิธี LC-MS โดยใชเวลา
เพียงแค 25 นาทีและใช ESI positive mode เพียง mode เดียวในการวิเคราะห โดยการวเิคราะหปริมาณ
จะใชขอมูลจาก fragmentation ions หลักที่ปรากฏจากการทํา ms/ms (รูปที่ 22-รูปที่ 24) 
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รูปที่ 22 โคร
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รูปที่ 23 โคร
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รูปที่ 24 โครงสราง chromatogram และ ms/ms fragmentation ของ piperine 
 

 
 
เมื่อใชพลังงาน (amplitude) เทากับ 0.7 จะทําใหสวน piperidine ring หลุดออกทําใหได 

fragment ที่มีมวลโมเลกุลเทากับ 200.9 
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 ผูวิจัยทําการสรางวิธีการวิเคราะหใหมเพื่อใชวิเคราะหเฉพาะ piperine, imperatorin และ 
pinostrobin (รูปที่ 25) พบวาสามารถแยกสารทั้งสามตัวออกจากกันไดในระบบที่ใชและทํา method 
validation ตามหัวขอที่กําหนดในวิธีการทดลอง พบวาวธีิการวิเคราะหสารทั้งสามตัวดวย LC-MS ESI 
positive mode ที่ใชมีความถกูตองแมนยํานาเชื่อถือ โดยดูจากคาความเปนเสนตรงของกราฟที่ใช
วิเคราะหปริมาณ (รูปที่ 26-รูปที่ 28) และคา accuracy และ precision ผานตามเกณฑทีก่ําหนดทั้งหมด 
(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  

 
หลังจากพัฒนาวิธีการวิเคราะหเสร็จแลวกท็ําการเก็บตวัอยางวัตถุดิบจากคลินิกวิโรจนแผนไทย

ในจังหวดันครศรีธรรมราชเปนจํานวน 10 ชุดการผลิต เพือ่เฉลี่ยผลจากวัตถุดิบที่เก็บมาตางครั้งกันเพื่อ
ตั้งเปนคามาตรฐานที่พึงมี ซ่ึงผลที่ไดคือ 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 และขอเสนอแนะ 

 

 ในโครงการวจิัยนี้ ผูวิจัยมีความประสงคจะพัฒนาการวิเคราะหตํารับยาลดความดันที่มี
องคประกอบตัวยาสําคัญจากสมุนไพรทั้งหมด 6 ชนิดในตํารับ เพื่อใชเปนตัวอยางของการทํามาตรฐาน
ในเชิงวิเคราะหของตํารับยาสมุนไพรไทยเพื่อรองรับการผลิตของโรงงานยา Sun-Herb Thai Chinese 
Manufacturing หรือแหลงอืน่ที่สนใจใหไดผลิตภัณฑประสิทธิภาพทีผ่านการควบคมุมาตรฐาน สงผล
ใหเกิดการใชยาสมุนไพรไทยอยางแพรหลายและยังเปนการสงเสริมการเพาะปลูกพนัธุพืชสมุนไพรไทย

เพื่อนํามาใชเปนยาไดอีกดวย นอกจากนี้ขอมูลที่ไดยังสามารถนําไปสนับสนุนในสวนของการควบคุม
มาตรฐานตํารับยาสมุนไพรกอนนําไปใชในการทดลองทางคลินิกตอไป 

 

สรุปผลการวิจัย 

 จากการวิจัยคร้ังนี้ทําใหได chromatographic fingerprint ของตํารับยาลดความดนัซึ่งสามารถ
นํามาใชประกอบในการควบคุมคุณภาพ นอกจากนีย้ังสามารถระบุสารสําคัญจากตํารับยาได 10 ชนดิ 
โดยเปนสารทีม่ีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาทั้งสิ้น จากนั้นทาํการพัฒนาการวิเคราะหและตรวจรับรองการ
วิเคราะหของตํารับยาลดความดันโดยเลือกใช selective markers คือ piperine pinostrobin และ 
imperatorin มาใชในการวิเคราะหเพื่อควบคุมมาตรฐานยาที่จะผลิตตอไป โดยมีการตัง้คามาตรฐานของ
สารทั้งสามตัววาควรมีปริมาณ 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 

 สภาพความมขีั้วและการเกดิไอออนของสารที่แตกตางกันทําใหการใช chromatographic 
fingerprint แบบแยกตามตัวทําละลายและ MS ESI mode มีความจําเพาะเจาะจง ซ่ึงเปนลักษณะที่ดใีน
การนําไปใชในการสรางมาตรฐานเชิงควบคุมคุณภาพของตํารับยาลดความดันนี้ดังที่จะเห็นไดวา 
fingerprint แตละอันมีเอกลักษณเปนของตนเอง สวนการระบุชนิดของสารสําคัญที่พบจาก 
chromatographic fingerprint จะทําใหเรามขีอมูลวามีสารใดเปนองคประกอบอยูในตํารับยานี้บาง ซ่ึง
ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาก็จะขึน้อยูกับการมีอยูของสารสําคัญเหลานี้นั่นเอง 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 มีการรายงานวามีฤทธ์ิลดความดนั
โลหิตผานการยับยั้ง Calcium-channel อีกทั้งยังมีฤทธิ์ปกปองตับอีกดวย สวน pinostrobin เปนสารใน
กลุม flavonoid มีฤทธิ์ตานอักเสบและปกปองตับ ในสารสกัด hexane โดยใช ESI negative mode พบ 
pinocembrin ซ่ึงมีฤทธิ์ตานอักเสบเชนเดยีวกัน นอกจากนี้ยังพบ 7,8-dihydroxy-5,6-
methylenedioxyflavone ซ่ึงเปนสารในหวัแหวหมู โดยสารตัวนี้มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ 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 ซ่ึงมีฤทธิ์ตานอักเสบที่ดี สวน fingerprint ของสารสกัดน้ําโดยใช ESI positive mode 
จะพบ higenamine salsolinol และ adenosine ซ่ึงมีฤทธิ์ลดความดนัแตสารทั้งสามตัวนี้พบนอยมากใน
ตํารับยานี้ อีกทั้งตองใชกรรมวิธีในการสกัดมากทําใหไมเหมาะสมในการเลือกมาเปน selective markers 
ดังที่จะเห็นไดวาสารทั้ง 10 ตัวมีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาที่ชวยสงเสริมฤทธิ์ลดความดัน มีสารที่มีฤทธิ์ชวย
ลดน้ําตาลในเลือดและลดความอวน จึงชวยในการลดปจจัยเส่ียงของผูปวยโรคความดันโลหิตสูง 
นอกจากนี้สารที่มีฤทธิ์ตานอักเสบและปกปองตับยังอาจชวยขจดัพิษของสมุนไพรตัวอ่ืนๆที่อาจจะ

เกิดขึ้นดวยก็ได ซ่ึงทําใหเหน็ถึงความเกีย่วของสัมพันธกันระหวางขอมูลทางวิทยาศาสตรและความรู
การใชสมุนไพรผสมในตาํรับยาแผนไทยอีกดวย แตในที่นี้ก็ตองมีการศึกษาทางคลินิกมายนืยนัตอไป 
หลังจากที่ระบสุารสําคัญในตํารับยาไดแลว ผูวิจยัจึงทําการเลือกสาร piperine imperatorin และ 
pinostrobin มาใชเปนสารมาตรฐานตัวแทนหรือ selective markers ในการนําไปวิเคราะหเชิงปรมิาณใน
ขั้นตอนของการผลิตยาทั้งนี้เนื่องมาจากสารทั้งสามตัวสามารถสกัดไดโดยใช hexane เพียงอยางเดียวก็
เพียงพอ อีกทัง้สภาพขั้วของสารที่ใกลกันทําใหสามารถปรับระบบ LC-MS เพื่อใหการวิเคราะหเสร็จเร็ว
ขึ้นจาก 65 นาทีมาเปน 25 นาที อีกทั้งยังสามารถใชเฉพาะ ESI positive mode ในการวิเคราะหก็เพยีงพอ
ซ่ึงจะชวยลดระยะเวลาตลอดทั้งกระบวนการไดเปนอยางมาก ตั้งแตขัน้ตอนของการสกัดมาจนถึงการ
วิเคราะห อีกทัง้สารทั้งสามตัวนี้ยงัเปนสารตัวแทนของสมุนไพรตางชนิดกันคือ พริกไทย มะตูมและ
กระชายซึ่งกเ็ปนอีกขอดีหนึง่ของการวิเคราะหนี ้

 

ขอเสนอแนะ 

 ขอมูลนี้จะถูกนําไปใชในการสนับสนุนการทดลองทางคลินิกตอไป เพือ่ผลักดนัใหเกดิการใช
ตํารับยาแผนไทยอยางแพรหลาย ทําใหผูบริโภคไดรับยาที่มีคุณภาพและปลอดภยั 
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