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บทคัดย่อ 
   ต ารับยาแก้ลมพิษเป็นต ารับยาที่ระบุอยู่ในคู่มือตรวจรักษาโรคทางการแพทย์แผนไทยประยุกต์ ประกอบด้วย เหงือกปลาหมอ หอมแดง 
ใบไผ่ และทองพันชั่ง งานวิจัยในคร้ังนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาฤทธิ์ต้านการแพ้ในระดับหลอดทดลองของสารสกัดพืชเดี่ยวและต ารับยาแก้ลมพิษ 
และวิเคราะห์ปริมาณสารออกฤทธิ์รวมถึงศึกษาความคงตัว ในการเตรียมสารสกัดจะน าสมุนไพรที่อบแห้งแล้วทั้ง 4 ชนิดมาผสมรวมกันและสกัดด้วย

เอทานอล 95% น าไปทดสอบฤทธิ์ต้านการแพ้โดยศึกษาฤทธิ์ยับยั้งการหลั่งเอนไซม์ β-hexosaminidase และใช้เทคนิค ELISA ในการศึกษาฤทธิ์

ยับยั้ง IL-4 และ ฮีสตามีน จากเซลล์เม็ดเลือดขาวของหนู (RBL-2H3) พบว่าสารสกัดต ารับยาแก้ลมพิษสามารถยับยั้งเอนไซม์ β-hexosaminidase, 
IL-4 และ ฮีสตามีนได้โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 87.04±1.40, 50.90±0.24 และ 22.59±0.41 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ เมื่อน าไปหาปริมาณ
สารส าคัญโดยใช้เทคนิค HPLC ในต ารับยาแก้ลมพิษประกอบด้วยสาร rhinacanthin-C และ rhinacanthin-N โดยมีปริมาณเท่ากับ 1.10±0.02% 
0.15±0.00% w/w ตามล าดับ สารสกัดต ารับยาแก้ลมพิษมีความคงตัวเมื่อถูกเก็บภายใต้สภาวะเร่งที่อุณหภูมิ 40±2°C ความชื้นสัมพัทธ์ (RH) 
75±5% เป็นเวลา 6 เดือน ผลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่ายาสมุนไพรดังกล่าวมีแนวโน้มที่จะยับยั้งอาการแพ้ได้  

ABSTRACT 
   The Kae-Lom-Pid formulation (KLP) is a combination of A.ilicifolius, A.ascalonicum, B.blumeana, and R.nasutus, as 
suggested in the therapy guidelines for Applied Thai Traditional Medicine. The study was to evaluate the in vitro anti-allergy 
activity of each plant and the KLP formulation extracts. It included chemical analysis and stability testing. The dried plant 
components were mixed and macerated in 95% ethanol for extraction. The antiallergy properties were evaluated by measuring 

the release of β-hexosaminidase and evaluating the levels of IL-4  and histamine release on RBL-2H3 cell lines by ELISA. The 

findings showed the KLP extract (HDE) effectively suppressed the activity of β-hexosaminidase, IL-4, and histamine release, with 
IC50 values of 87.04±1.40, 50.90±0.24, and 22.59±0.41 µg/mL, respectively. The HDE contains rhinacanthin-C and -N at a 
concentration of 1.10±0.02% and 0.15±0.00%w/w, respectively, determined by HPLC. Furthermore, HDE remained stable when 
stored at 40±2°C, 75±5% RH for a period of 6 months. The findings suggest that HDE has a tendency to alleviate allergies.  
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บทน า 
 โรคลมพิษ เป็นอาการทางระบบภูมิคุ้มกันซึ่งเกิดจากการตอบสนองของภูมิไวเกิน ท าให้ตอบสนองต่อสิ่งแปลกปลอม
ได้รวดเร็วและรุนแรง เมื่อร่างกายสัมผัสกับสิ่งกระตุ้นเช่น ละอองเกสรดอกไม้ ฝุ่น ควัน อาหาร หรือสารบางชนิด เซลล์ในระบบ
ภูมิคุ้มกันได้แก่ พลาสมาเซลล์ จะผลิตสาร IgE เพื่อจับกับสิ่งแปลกปลอมดังกล่าว และกระตุ้นให้แมสต์เซลล์เกิดกระบวนการ
ตอบสนองต่อสิ่งกระตุ้นนั้น และเกิดการปลดปล่อยแกรนูลภายในเซลล์ (Degranulation) ในกระบวนการนี้จะส่งผลให้เกิดการ
ปลดปล่อยสารกระตุ้นให้เกิดอาการแพ้และอาการคันหลายชนิด เช่น ฮิสตามีน IL-4 และยังมีสารอื่นๆ ที่ถูกปลดปล่อยออกมา

พร้อมกัน ได้แก่ เอนไซม์เบต้าเฮกโซซามินิเดส (β-hexosaminidase) การตอบสนองของแมสต์เซลล์จะส่งผลกระทบต่อเซลล์
ชนิดอื่นๆในระบบภูมิคุ้มกันและส่งผลให้เกิดการผลิตสารไซโตไคน์ที่กระตุ้นกระบวนการอักเสบ และท าให้เกิดอาการบวม
บริเวณผิวหนังและอาการแดงเนื่องมาจากหลอดเลอืดบรเิวณดังกลา่วขยายตัว ส่งผลให้ผู้ป่วยมีอาการคันตามผวิหนังและเป็นตุม่
นูนแดงกระจายทั่วบริเวณที่สัมผัสกับสิ่งแปลกปลอม [1] ในการรักษาอาการดังกล่าวแพทย์มักจะจ่ายยาต้านการหลั่งฮิสตามีน
หรือให้ยาทาในกลุ่มสเตียรอยด์เพื ่อช่วยลดอาการคันและลดการตอบสนองของระบบภูมิคุ ้มกัน แต่ยาดังกล่าวอาจเกิด
ผลข้างเคียงแก่ผู้ป่วย เช่น อาการเวียนศีรษะ อาการง่วงนอน ผิวหนังลอก [2] ปัจจุบันจึงมีการวิจัยและพัฒนายาทางเลือกที่มา
จากสมุนไพรหรือสารจากธรรมชาติเพื่อน ามาใช้ทดแทนยาแผนปัจจุบัน  

ต ารับยาแก้ลมพิษเป็นต ารับยาที่ระบุไว้ในเอกสารคู่มือตรวจรักษาโรคการแพทย์แผนไทยประยุกต์ มีสรรพคุณบรรเทา
อาการโรคลมพิษ ประกอบด้วยสมุนไพร 4 ชนิด ได้แก่ หอมแดง (Allium ascalonicum L.) เหงือกปลาหมอ (Acanthus 
ilicifolius L.) ไผ่ (Bambusa blumeana Schult.f.) และทองพันชั่ง (Rhinacanthus nasutus (L.) Kurz) มาต้มน ้าอาบ [3] 
อย่างไรก็ตามต ารับยาดังกล่าวยังไม่พบรายงานทางวิทยาศาสตร์เกี่ยวกับการยืนยันสรรพคุณของต ารับ แต่พบรายงานเกี่ยวกับ
ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของสมุนไพรในต ารับ โดยพบว่า สารสกัดเหงือกปลาหมอสามารถลดอาการบวมในสัตว์ทดลองและลดการ

ผลิต TNF-α, IL-6 และไนตริกออกไซด์ (NO) จากเซลล์แมคโครฟาจได้ [4-6] หอมแดง มีฤทธิ์ต้านอักเสบโดยยับยั้ง NO, COX-1, 

TNF-α, IL-1ß และ IL-6 ได้ [7] และมีฤทธิ์ต้านการแพโ้ดยสามารถยับยั้งเอนไซม์เบต้าเฮกโซซามินิเดสเมื่อทดสอบในเซลล์ RBL-
2H3 อีกทั้งช่วยลดอาการภูมิแพ้ได้ในกลุ่มทดลองโรคจมูกอักเสบจากภูมิแพ้ [8] ทองพันชั่ง มีฤทธิ์ในการต้านการหลั่งพรอสตา
แกลนดิน E2 (PGE-2), iNOS และ COX-2 จากเซลล์แมคโครฟาจ RAW264.7 [9] และลดการอักเสบบวมในสัตว์ทดลองได้ [10]] 

อีกทั้งยังมีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์เบต้าเฮกโซซามินิเดส, TNF-⍺ และ IL-4 ในเซลล์ RBL-2H3 [11] ในส่วนของไผ่ พบว่ายังมีงานวิจัยที่
ค่อนข้างน้อย แต่มีการรายงานว่าสามารถลดอาการบวมในสัตว์ทดลองได้ [12] แต่ยังไม่มีการศึกษาฤทธิ์ต้านการแพ้    ในการออก
ฤทธิ์ของสมุนไพรนั้นมักจะขึ้นอยู่กับชนิดและปริมาณของสารส าคัญที่พบในสมุนไพร เช่น สาร rhinacanthin ที่พบในทองพันช่ัง

พบว่ามีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์เบต้าเฮกโซซามินิเดส, TNF-⍺ และ IL-4 จึงท าให้ทองพันชั่งสามารถยับยั้งสารในกระบวนการแพ้ได้ 
[11] ซึ่งการวิเคราะห์ปริมาณองค์ประกอบทางเคมีหรือสารส าคัญต่างๆจะช่วยบ่งบอกถึงระดับการออกฤทธิ์ของสมุนไพร อีกทั้งยัง
ใช้ควบคุมคุณภาพทางด้านเคมีของสมุนไพรชนิดต่างๆ นอกจากนั้นการเปลี่ยนแปลงของสารสกัดสมุนไพรภายใต้อุณหภูมิสูง 
ความชื้นสูงก็เป็นสาเหตุให้ฤทธิ์ทางชีวภาพและปริมาณองค์ประกอบทางเคมีของสมุนไพรมีค่าลดลงส่งผลให้ประสิทธิภาพในการ
รักษาโรคมีค่าลดลงตามไปด้วย 
 การศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาฤทธิ์ต้านการแพ้ของสารสกัดจากต ารับยาแก้ลมพิษ วิเคราะห์ปริมาณ
สารส าคัญในการออกฤทธิ์ต้านการแพ้ และการทดสอบความคงตัวของผลิตภัณฑ์เพื่อดูความคงสภาพของสารสกัดเมื่อเก็บไว้ใน
ที่อุณหภูมิสูงและความชื้นสูง ซึ่งจะช่วยบ่งบอกถึงอายุและสภาพแวดล้อมที่เหมาะสมในการเก็บรักษาสารสกัดให้คงสภาพตาม
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เกณฑ์มาตรฐาน [13] โดยข้อมูลจากการศึกษาครั้งนี้สามารถน าไปใช้เป็นข้อมูลสนับสนุนถึงสรรพคุณของต ารับยาดังกล่าวและ
น าไปสู่การพัฒนาผลิตภัณฑ์จากสารสกัดต ารับยาแก้ลมพิษเพื่อใช้ในการรักษาโรคลมพิษต่อไปในอนาคต 
 

วัตถุประสงค์การวิจัย 
  1. เพื่อศึกษาฤทธิต์้านการแพ้ในระดับหลอดทดลองของสารสกัดต ารับยาแก้ลมพิษและพืชที่เป็นสว่นประกอบในต ารับ 
  2. เพื่อวิเคราะห์ปริมาณสารเคมีที่เป็นสารออกฤทธ์ิในสารสกัดต ารับยาแก้ลมพิษ 

3. เพื่อศึกษาความคงตัวของสารสกัดต ารับยาแก้ลมพิษทางด้านเคมี  
 

วิธีการวิจัย 
วัตถุดิบและวิธีการสกัด 
ท าการจัดเตรียมวัตถุดิบโดยหัวหอมแดงได้รับจากจังหวัดศรีสะเกษ  ใบทองพันช่ัง ใบเหงือกปลาหมอ จากจังหวัดลพบุรี 

และใบไผ่จากจังหวัดฉะเชิงเทรา จากนั้นจึงส่งตัวอย่างสมุนไพรไปท าเปรียบเทียบสายพันธุ ์อ้างอิงที่พิพิธภัณฑ์พืชสิรินธร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ และพิพิธภัณฑ์พืช กรมการแพทย์แผนไทยและการแพทย์ทางเลือกเพื่อขอเลขอ้างอิงสายพันธุ์ จากนั้น
น าพืชทั้ง 4 ชนิดมาล้างท าความสะอาด ผึ่งให้หมาด อบแห้งที่อุณหภูมิ 45°C เป็นเวลา 48 ชั่วโมง น าสมุนไพรที่แห้งแล้วไปท าการ
บดหยาบ เพื่อน าไปสกัดด้วยเอทานอล 95% (RCI LabScan, Thailand) โดยท าการผสมสมุนไพรแต่ละชนิดในอัตราส่วนที่เท่ากัน 
จากนั้นท าการเติมเอทานอลลงไปจนท่วมและแช่ทิ้งไว้เป็นเวลา 3 วัน ในขณะที่สมุนไพรที่เป็นส่วนประกอบทั้ง 4 ชนิดจะถูกสกัด
แยกแต่ละชนิดด้วยตัวท าละลายชนิดเดียวกัน น ามากรองและระเหยตัวท าละลายออกโดยใช้เครื่องระเหยสุญญากาศ (รุ่น R210 
ยี่ห้อ Buchi ประเทศ Switzerland) น ากากเดิมมาท าการสกัดซ ้าจนครบ 3 รอบ น าสารสกัดที่ได้ไประเหยตัวท าละลายออก
จนกระทั่งน ้าหนักคงที่ท่ีอุณหภูมิ 45 ºC และเก็บภายใต้อุณหภูมิ -20 ºC จนกว่าจะน ามาทดสอบ 

การเตรียมเซลล์ในการทดสอบฤทธิ์ต้านการแพ้ 
 การทดสอบฤทธิ์ต้านการแพ้จะท าในเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด Rat basophilic leukemia RBL-2H3 cells ATCC 
CRL-2256 (ATCC, USA) เซลล์ดังกล่าวถูกเพาะเลี้ยงในอาหารชนิด minimum essential medium eagle หรือ MEM 
(Gibco, USA) ประกอบด้วย fetal bovine serum (FBS) 15% (Gibco, USA), เพนนิซิลิน 100 µg/mL และ streptomycin 
100 µg/mL (Gibco, USA) ทีอุ่ณหภูมิ 37°C ในสภาวะที่ม ีCO2 5% ท าการเปลี่ยนอาหารทุก 3-4 วัน เซลล์ถูกเพาะเลี้ยงจะน าไป
ทดลองเมื่อมีความหนาแน่นของเซลล์ประมาณ 80% เซลล์จะถูกน าออกจากฟลาสก์ด้วยการ trypsinize โดยบ่มกับ 0.05% 
trypsin (Gibco, USA) เป็นเวลา 8 นาทีเพื่อน าไปท าการทดลอง 

การทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดต่อเซลล์ RBL-2H3 [14] 
 ก่อนเริ ่มการทดสอบ สารสกัดทุกชนิดจะถูกน ามาทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ RBL-2H3 โดยเริ ่มต้นจากการ
เพาะเลี้ยงเซลล์ลงใน 24 well plates ที่มีความหนาแน่นของเซลล์เท่ากับ 2x105 เซลล์/หลุม บ่มที่อุณหภูมิ 37°C สภาวะ 5% 
CO2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาที่ก าหนดเซลล์จะถูกน าออกมาล้างเซลล์ด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 400 ไมโครลิตรต่อหลุม 
และเติม MEM ลงไป 180 ไมโครลิตร บ่มต่ออีก 10 นาที จึงเติมสารสกัดทดสอบที่ความเข้มข้นต่างๆลงไป 20 µL บ่มที่ 37°C 
นาน 6 ช่ัวโมง แล้วจึงปิเปตของเหลวเหนือเซลล์ออก และเติมสารละลาย MTT (TCI, Japan) ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ปริมาตร 400  ไมโครลิตรต่อหลมุ น าไปบ่มต่อ 2 ช่ัวโมง น าของเหลวเหนือเซลลอ์อก เติมไดเมธิลซัลฟอกซ์ไซด์ลงไป 400 ไมโครลิตรตอ่
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หลุม น าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 570 นาโนเมตร ค านวณหาค่าการรอดชีวิตของเซลล์จากสมการด้านล่าง โดยเทียบกับค่าการ
ดูดกลืนแสงของหลุมควบคุมที่ไม่มีการทดสอบสารใดๆ โดยค่ารอดชีวิตต้องมีมากกว่าร้อยละ 70 ขึ้นไปจึงถือว่าความเข้มข้น
ดังกล่าวไปก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ [15] 

ร้อยละการรอดชีวิต = [(ค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่าง/ค่าการดูดกลืนแสงของหลุมควบคุม) x 100] 
 

การศึกษาฤทธิ์ยับยั้งการหลั่งเอนไซม์ β-hexosaminidase [16] 
การทดสอบดังกล่าวจะอาศัยหลักการเกี่ยวกับการที่แมสเซลล์ถูกกระตุ้นเมื่อสัมผัสสิ่งแปลกปลอมจะส่งผลให้เกิด

กระบวนการ degranulation ซึ่งจะมีการปลดปล่อยสารฮิสตามีนและสารอื่นๆออกมา หนึ่งในนั้นคือ β-hexosaminidase ที่
ถูกปลดปล่อยออกมาในสัดส่วนท่ีแปรผันตรงกับปริมาณฮิสตามีน การทดสอบนี้จึงจะท าการศึกษาการยับยั้งการปลดปล่อยสาร
ดังกล่าวเพื่อใช้ดูผลการยับยั้งสารฮีสตามีนทางอ้อม โดยในการทดสอบจะเริ่มจาก การเพาะเลี้ยงเซลล์ใน 24 well plates ที่
ความหนาแน่น 2x105 เซลล์/หลุม และบ่มที่ 37°C ใน 5% CO2 นาน 2 ช่ัวโมง เติม anti-dinitrophenyl immunoglobulin 
E หรือ anti-DNPIgE (Sigma, USA) (5 µg/mL) ปริมาตร 40 µL และบ่ม 24 ช่ัวโมงท่ี อุณหภูมิ 37°C และ CO2 5% เมื่อครบ
เวลาให้ท าการปิเปตของเหลวในหลุมออกและล้างเซลล์ด้วย บัฟเฟอร์ A (400 ไมโครลิตร/หลุม) จ านวน 2 ครั้ง จากนั้นเติม
บัฟเฟอร์ A ปริมาตร 160 ไมโครลิตรต่อหลุม และบ่มต่อ 10 นาที เติมสารสกัดแต่ละความเข้มข้นหลุมละ 20 ไมโครลิตรบ่มอีก 

10 นาที เติมแอนติเจน DNP‐BSA (Sigma, USA) 20 ไมโครลิตร (0.1 มก./มล.) ลงในหลุมทดสอบและควบคุม และบ่มอีก 20 
นาที จากนั้นดูดของเหลวเหนือเซลล์ย้ายลง 96 well plates ที่ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ต่อหลุมโดยแบ่งออกเป็นสองส่วนอย่าง
ละเท่ากันเพื่อเติม PNAG (Sigma, USA) 50 ไมโครลิตร และ 0.1 M citrate buffer (Sigma, USA) (pH 4.5) 50 ไมโครลิตร 
จากนั้นบ่มเป็นเวลา 2 ชั ่วโมง หยุดปฏิกิริยาด้วย 0.1 โมลาร์ Na2CO3 (Merck, Germany ) ปริมาตรหลุมละ 200 
ไมโครลิตร และวัดค่าดูดกลืนแสง (OD) ที่ 405 นาโนเมตร ในการทดสอบจะใช้สารไดเฟนโอดรามีน (TCI, Japan) เป็น 

positive control จากนั้นน าค่าOD ที่ได้มาค านวณหาค่าร้อยละการยับยั้งเอนไซม์ β-hexosaminidase ตามสมการ

ด้านล่าง และค านวณหาค่าความเข้มข้นที่ยับยั้งเอนไซม์ β-hexosaminidase ได้ 50% (IC50) โดยใช้โปรแกรม GraphPad 
Prism 5 

ร้อยละการยับยั้ง = [1-(ODsample– OD blank)/(OD control-OD blank)] x 100 
 

การศึกษาฤทธิ์ยับยั้งการหลั่ง IL-4 และ ฮีสตามีน [17] 
 ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ตามขั้นตอนเดียวกับการทดสอบก่อนหน้า หลักจากที่บ่มเซลล์เป็นเวลา 24 ชั่วโมงเรียบร้อย
แล้ว ให้ท าการปิเปตอาหารเลี้ยงเซลล์ออกและล้างด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 500 ไมโครลิตรต่อหลุม เติมอาหารเลี ้ยงเซลล์ 
ปริมาตร 160 ไมโครลิตรต่อหลุมลงไปบ่มเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเติมสารสกัดตามความเข้มข้นที่ต้องการทดสอบลงในหลุม
ทดสอบปริมาตร 20 ไมโครลิตรต่อหลุมและเตมิ MEM (Gibco, USA) ลงในหลุม blank และ control น าไปบ่มต่ออีก 10 นาที 
หลังจากนั้น เติม BSA 20 ไมโครลิตรต่อหลุมเข้าไปในหลุมควบคุมและหลุมทดสอบ หลุม blank เติม MEM ในปริมาตรเท่ากัน 
น าไปบ่มต่อ 6 ช่ัวโมง จากนั้นน าของเหลวเหนือเซลล์ ไปตรวจสอบปริมาณ IL-4 และ ฮีสตามีนที่ถูกปลดปล่อย โดยชุดตรวจวัด 
ELISA kit (Sigma, USA) ภายหลังการหยุดปฏิกิริยาจะน าไปอ่านค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร และน า
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ค่าที่ได้ไปค านวณหาปริมาณ IL-4 และฮิสตามีนจาก standard curve ของIL-4 และฮิสตามีนและค านวณค่าร้อยละของการ
ยับยั้งจากสมการด้านล่าง ในการทดสอบจะใช้สารไดเฟนโอดรามีนเป็น positive control 

ร้อยละการยับยั้ง = [(ปริมาณโปรตีนcontrol-ปรมิาณโปรตีนsample)/ปริมาณโปรตีนcontrol] x 100 
 

การศึกษาปริมาณองค์ประกอบทางเคมีในสารสกัดต ารับยาแก้ลมพิษและไมโครอิมัลชันด้วยเทคนิค HPLC [18] 
การศึกษาครั้งนี้ได้นำวิธีของ Panichayupakaranant (2011) มาดัดแปลงโดยนำสารสกัดตำรับยาแก้ลมพิษ มาตรวจวัด

ปริมาณสารสำคัญที่ออกฤทธิ์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography, 
HPLC รุ่น LC-40D ยี่ห้อ Shimadzu ประเทศ Japan) โดยมีการทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (HPLC validation) ตาม
ข้อกำหนดของ ICH guideline [19] ซึ่งกำหนดให้ทำการหาค่าความเที่ยง (Accuracy) จากการวิเคราะห์ค่าร้อยละการคืนกลับของ
สารสำคัญ (%recovery) ที่ความเข้มข้นต่างๆโดยทำการ spike สารสำคัญที่ทราบความเข้มข้นลงในสารสกัดตำรับยาแก้ลมพิษ 
จากนั้นทำการวิเคราะห์คำนวณหาค่า %recovery นอกจากนั้นจะต้องมีการหาค่าความแม่นยำ (Precision) จากการตรวจวิเคราะห์
ปริมาณสารสำคัญที่ทราบความเข้มข้นภายในวันเดียวกันและต่างวัน แล้วจึงคำนวณหาค่าความเข้มข้นของสารสำคัญ การหาค่า
ความเป็นเส้นตรง (Linearity) โดยการวิเคราะห์สารสำคัญอย่างน้อย 5 ความเข้มข้นแล้วนำมาสร้างกราฟความสัมพันธ์เชิงเส้น  การ
วิเคราะห์ขีดจำกัดของการตรวจพบ (Limit of detection, LOD) และ ขีดจำกัดของการหาเชิงปริมาณ (Limit of quantitation, 
LOQ) หลังจากการทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ สารสกัดจะถูกเตรียมที่ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรละลายในเม
ทานอล (RCI LabScan, Thailand) และนำไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC โดยใช้ปริมาตรที่วิเคราะห์ 10 ไมโครลิตร กำหนดอัตรา
การไหล 1.0 มล./นาที ด้วยอะซิโตไนไตรล์ (RCI LabScan, Thailand) และกรดฟอสฟอริก 0.1% (Merck, Germany) เป็น 
mobile phase และใช้คอลัมน์ชนิด C18 reverse-phase 100A ขนาด 250 × 4.60 มิลลิเมตร โดยใช้รูปแบบอัตราส่วนไล่ระดับท่ี
สัดส่วน 75:25 เป็นเวลา 35 นาที 75:25 ถึง 71.4:28.6 ใน 3 นาที 71.4:28.6 - 95:5 ในเวลา 2 นาที และ 95:5 ถึง 75:25 ใน 3 
นาที จากนั้นนำไปตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร คำนวณหาปริมาณสาร Rhinacanthin-C และ Rhinacanthin-N โดย
เทียบจากกราฟมาตรฐาน และรายงานผลเป็น %w/w  

การศึกษาความคงตัวของสารสกัดตำรับยาแก้ลมพิษ 
สารสกัดตำรับยาแก้ลมพิษจะถูกชั่งน้ำหนักใส่ในขวดแก้ว และนำไปทดสอบความคงตัวโดยเก็บไว้ภายใต้สภาวะเร่ง 

(accelerated condition) ที่อุณหภูมิ 40±2°C ความช้ืนสัมพัทธ์ (RH) 75±5% เป็นระยะเวลา 6 เดือนโดยเก็บตัวอย่างวันท่ี 0, 
30, 60, 90, 120, 150 และ 180 วันตามข้อกำหนดของ ASEAN guideline [13] จากนั้นจึงนำสารสกัดมาวิเคราะห์ปริมาณ
สารสำคัญโดยใช้เทคนิค HPLC  
 

ผลการวจิัย 
 จากการสกัดสารต ารับยาแก้ลมพิษด้วยเอทานอล 95% พบว่า ได้ร้อยละของสารสกัด (%yield) ของใบไผ่มากที่สุด 
เท่ากับร้อยละ 11.20 รองลงมาคือสารสกัดต ารับยาแก้ลมพิษมีค่าเท่ากับร้อยละ 5.50 ส่วนสารสกัดหอมแดง ทองพันช่ัง และเหงือก
ปลาหมอ มีค่าเท่ากับ 4.21, 3.69 และ 3.34 ตามล าดับ ดังแสดงในตารางที่ 1 โดยลักษณะทางกายภาพของสารสกัดแต่ละชนิด
พบว่าสารสกัดต ารับยาแก้ลมพิษมีลักษณะเป็นของเหลวข้นหนืดสีเขียวเข้มอมด า สารสกัดหอมแดงมีลักณะเป็นของเหลวข้นหนืดสี
น ้าตาลอ่อน สารสกัดเหงือกปลาหมอมีลักษณะเป็นของเหลวข้นหนืดสีเขียวเข้มอมน ้าตาล สารสกัดใบไผ่มีลักษณะเป็นของเหลวข้น
หนืดสีเขียวเข้ม และสารสกัดทองพันช่ังมีลักษณะเป็นของเหลวข้นหนืดมีความมัน สีเขียวเข้มอมด า  
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ความเป็นพิษของสารสกัดต ารับยาแก้ลมพิษและสมุนไพรในต ารับต่อเซลล์ RBL-2H3 
จากการทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดและไดเฟนไฮดรามีนต่อเซลล์ RBL-2H3 โดยทดสอบสารทุกชนิดที่ความ

เข้มข้น 12.5-100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรเป็นเวลา 6 ช่ัวโมงผลที่ได้พบว่าสารทุกชนิดที่ท าการทดสอบไม่ก่อให้เกิดความเป็นพิษ
ต่อเซลล์ โดยพบว่าค่าร้อยละการรอดชีวิตของเซลล์มีค่ามากกว่าร้อยละ 70 ดังแสดงในภาพที่ 1 สารสกัดทั้งหมดนี้จะถูกน าไป
ทดสอบฤทธิ์ต้านการแพ้ในเซลล์ RBL-2H3 

ผลของสารสกัดต ารับยาแก้ลมพิษและสมุนไพรในต ารับต่อการยับยั้งการหลั่ง เอนไซม์ β-hexosaminidase 
และฮิสตามีน 

  การศึกษาฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ β-hexosaminidase พบว่า สารสกัดต ารับยาแก้ลมพิษสามารถยับยั้งการหลั่งเอนไซม์
ดังกล่าวได้ โดยการยับยั้งจะเพิ่มขึ้นเมื่อความเข้มข้นของสารสกัดเพิ่มขึ้น และเมื่อท าการค านวณค่า IC50 ของสารสกัดต ารับยา
แก้ลมพิษพบว่ามีค่าเท่ากับ 87.04±1.40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในส่วนของสารสกัดสมุนไพรที่เป็นส่วนประกอบในต ารับนั้น 

พบว่าทองพันชั่งมีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ β-hexosaminidase ดีที่สุดโดยมีค่า IC50 เท่ากับ 59.36±6.51 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
รองลงมาคือ หอมแดง และเหงือกปลาหมอ มีค่า IC50 คือ 76.14±11.37 และ 80.14±10.91 ตามล าดับ ส่วนสารสกัดใบไผ่มี

ฤทธิ์ในการยับยั้งน้อยที่สุดโดยพบว่าสามารถยับยั้งเอนไซม์ β-hexosaminidase ได้เพียงร้อยละ 41.01±1.39 ที่ความเข้มข้น
สูงสุดที่ท าการทดสอบ สารสกัดดังกล่าวจึงไม่ได้ถูกท าการทดสอบที่ความเข้มข้นต ่ากว่า 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลติร  ดังแสดงใน
ตารางที่ 2 
 ในส่วนของการยับยั้งการหลั่งฮีสตามีนนั้น พบว่า สารสกัดต ารับยาแก้ลมพิษสามารถยับยั้งการหลั่งสารฮิสตามีนได้โดย
มีค่า IC50 เท่ากับ 20.74±0.42 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยผลการยับยั้งดังกล่าวจะมีค่าเพิ่มขึ้นเมื่อความเข้มข้นของสารสกัดมีค่า
สูงขึ ้น ซึ ่งผลดังกล่าวมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื ่อเปรียบเทียบกับไดเฟนไฮดรามีนซึ่งมีค่า IC50 เท่ากับ 
17.04±0.33 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในขณะที่สมุนไพรที่เป็นส่วนประกอบของต ารับพบว่าหอมแดงมีฤทธิ์ดีที่สุด รองลงมาคือ
เหงือกปลาหมอและทองพันชั่งโดยผลการยับยั้งจะคล้ายคลึงกับผลของสารสกัดต ารับยาแก้ลมพิษ นั่นคือค่าการยับยั้งจะเพิ่มขึ้น
เมื่อความเข้มข้นของสมุนไพรมีค่าสูงขึ้น ในขณะที่ใบไผ่ยังคงแสดงฤทธิ์การยับยั้ งได้น้อยที่สุดโดยพบว่าที่ความเข้มข้น 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรสามารถยับยั้งได้เพียงร้อยละ 48.83±0.20 จึงไม่ได้ถูกท าการทดสอบที่ความเข้มข้นต ่ากว่า 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 3 

ผลของสารสกัดต ารับยาแก้ลมพิษและสมุนไพรในต ารับต่อการยับย้ัง IL-4  
 ผลการทดสอบการยับยั้ง IL-4 พบว่าสารสกัดต ารับยาแก้ลมพิษสามารถยับยั้งการหลั่ง IL-4 ได้โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 
50.90±0.24 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในขณะที่สารสกัดสมุนไพรที่เป็นส่วนประกอบในต ารับทุกชนิดก็สามารถยับยั้งการหลั่ง IL-4 
ได้เช่นกัน โดยที่สารสกัดไผ่มีฤทธิ์ยับยั้งดีที่สุด รองลงมาคือ ทองพันชั่ง, เหงือกปลาหมอ และหอมแดง โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 
23.88±1.13, 26.85±0.82, 36.47±0.93 และ 51.99±0.92 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ ดังตารางที ่4 

ปริมาณสารส าคัญท่ีพบในสารสกัดต ารับยาแก้ลมพิษ 
 จากการทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC พบว่าค่าความเป็นเส้นตรงของสาร Rhinacanthin-
C และ Rhinacanthin-N ที่ตรวจวิเคราะห์ด้วยระบบดังกล่าวมีค่า r2 มากกว่า 0.999 และมีค่าความเที่ยงโดยแสดงผลในรูป
ของร้อยละการคืนกลับของสารส าคัญที่มีค่าการคืนกลับเปลี่ยนแปลงไปไม่เกิน 20% และมีค่าร้อยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน
สัมพัทธ์ (%RSD) ไม่เกิน 2% ความแม่นย าในการวิเคราะห์ทั้งในวันเดียวกันและต่างวันกันเป็นไปตามข้อก าหนดของ ICH 
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guideline [19] คือมีค่า %RSD ไม่เกิน 2% และมีค่าความเข้มข้นที่ตรวจวัดได้แตกต่างจากความเข้มข้นที่แท้จริงไม่เกิน 20%
เช่นกัน ดังแสดงในตารางที่ 5 ผลดังกล่าวท าให้เห็นว่าระบบ HPLC ที่ใช้ในการวิเคราะห์สามารถน าไปใช้ตรวจวิเคราะห์ปริมาณ
สารทั้งสองชนิดในสารสกัดต ารับยาแก้ลมพิษได้ เมื่อน าสารสกัดต ารับยาแก้ลมพิษมาท าการวิเคราะห์ปริมาณสารส าคัญด้วย
เทคนิค HPLC จะเห็นได้ว่าลักษณะ peak มีความคล้ายคลึงกับท่ีพบในสารสกัดทองพันช่ัง ดังแสดงในภาพที่ 2 และเมื่อท าการ
เปรียบเทียบ spectrum ของ peak ที่พบในสารสกัดต ารับยาแก้ลมพิษและทองพันช่ังกับ spectrum จากฐานข้อมูลพบว่าสาร
ดังกล่าวคือ rhinacanthin C และ rhinacanthin N ดังแสดงในภาพที่ 3 ในการวิเคราะห์ปริมาณของสารทั้ง 2 ชนิดที่พบใน
ต ารับ ผู้วิจัยได้น าสาร rhinacanthin C และ rhinacanthin N ไปท าการเจืองจางที่ความเข้มข้นต่างๆและน าไปวิเคราะห์ดว้ย
เครื่อง HPLC เพื่อน าค่าที่ได้มาท าการสร้าง standard curve เพื่อใช้ในการค านวณปริมาณสาร ดังแสดงในภาพที่ 4 โดยพบว่า
สารสกัดต ารับยาแก้ลมพิษมีปริมาณสาร rhinacahthin C และ rhinacahthin N เท่ากับ 1.10±0.02% 0.15±0.00% w/w 
ตามล าดับ ในขณะที่สารสกัดทองพันชั่งมีปริมาณสาร rhinacahthin C และ rhinacahthin N เท่ากับ 7.56±0.34%, 
0.32±0.01% w/w ตามล าดับ 
 ความคงตัวของสารส าคัญ rhinacanthin ที่พบในสารสกัดต ารับยาแก้ลมพิษเมื่อทดสอบภายใต้สภาวะเร่ง 

เมื่อน าสารสกัดต ารับยาแก้ลมพิษมาท าการทดสอบภายใตส้ภาวะเร่งเป็นระยะเวลา 6 เดือน ผลที่ได้พบว่าปริมาณสาร 
rhincanthin C และ rhinacanthin N ที่พบในสารสกัดต ารับยาแก้ลมพิษนั้นมีค่าคงที่ โดยมีค่าปริมาณ rhinacanthin C อยู่
ในช่วง 1.03-1.17 %w/w ในขณะที่ปริมาณ rhinacanthin N อยู่ในช่วง 0.15-0.17%w/w โดยการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นใน
แต่ละช่วงเวลานั้นพบว่าไม่มีความแตกต่างทางสถิติ ดังแสดงในภาพที่ 5 แสดงให้เห็นได้ว่าสารสกัดต ารับยาแก้ลมพิษมีความคง
ตัวและสามารถเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิห้องโดยที่ปริมาณสารส าคัญไม่มีการเปลี่ยนแปลงได้ถึง 2 ปี [13] 
 

อภิปรายและสรุปผลการวิจัย 
โรคลมพิษเป็นปฏิกิริยาภูมิแพ้ที่เกิดขึ้นหลังจากที่ร่างกายสัมผัสกับสารกระตุ้น (allergen) ส่งผลให้เกิดการสรา้งสาร 

IgE ออกมาซึ่งสารดังกล่าวจะจับกับ high-affinity anti-human neonatal Fc receptor (FcRn) ที่อยู่บนผิว mast cell และ 
basophils เมื่อสารกระตุ้นจับกับIgE ที่อยู่บนผิวเซลล์จะท าให้เกิดกระบวนการ degranulation และปลดปล่อยสารก่อให้เกิด

การแพ้ และอักเสบ ซึ่งในระยะแรกจะเซลล์เม็ดเลือดขาวจะปลดปล่อยสารฮีสตามีน เอนไซม์ β-hexosaminidase และเมื่อ
เวลาผ่านไป 4-8 ชั่วโมง (late phase) จะเกิดการหลั่งไซโตไคน์ เช่น IL-4 ออกมาและท าให้เกิดปฏิกิริยาการคัน การอักเสบบริเวณ
ผิวหนัง ดังนั้นการยับยั้งปฏิกิริยาการแพ้ หรือยับยั้งสารต่างๆที่ถูกผลิตออกมาจะช่วยลดอาการต่างๆ ของโรคลมพิษได้ [20-21]  

ในการทดลองครั้งนี้เป็นการศึกษาผลของต ารับสมุนไพรที่ชื่อว่าต ารับยาแก้ลมพิษต่อการยับยั้งอาการแพ้ในระดับหลอด
ทดลอง พบว่าสารสกัดต ารับยาแก้ลมพิษนั้นสามารถลดการหลังฮีสตามีนลงได้ ซึ่งสารดังกล่าวเป็นตัวกล่างส าคัญที่ก่อให้เกิดอาการ
แพ้ในระยะแรก อีกทั้งยังสามารถยับยั้งการปลดปล่อยไซโตไคน์ IL-4 ในระยะ late phase ได้เช่นกัน นอกจากนี้สารตัวกลางที่

ก่อให้เกิดการอักเสบเหล่านี้สามารถพบได้ทั้งในผู้ป่วยลมพิษระยะเฉียบพลันและเรื้อรังได้ [22] อีกทั้งยังช่วยยับยั้งเอนไซม์ β-
hexosaminidase ซึ่งเป็นสารที่ถูกปลดปล่อยออกมาจาก mast cell เมื่อเกิดอาการแพ้ จึงเป็นการช่วยยืนยันผลการอกฤทธิ์
ของต ารับยาแก้ลมพิษในการลดอาการแพ้จากการยับยั้งการเกิด degranulation ของ mast cell [23] 

เมื่อเปรียบเทียบผลจากส่วนประกอบสมุนไพรเดี่ยวในต ารับเพื่อหาพืชที่ใช้เป็น biochemical marker พบว่า สารสกัด
ทองพันชั่ง มีฤทธิ์ต้านการแพ้ที่ดี เนื่องจากมีสารส าคัญในกลุ่มแนพโทควิโนน (naphthoquinones) ที่มีการศึกษาพบว่ามีฤทธิ์ต้าน
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อาการแพ้ โดยสามารถยับยั ้งการปลดปล่อยเอนไซม์ β-hexosaminidase และ IL-4 ได้ดี เนื ่องจากมีสารไรนาแคนทินเป็น

องค์ประกอบหลักซึ่งสาร rhinacanthin-C และ -N แสดงฤทธิ์ยับยั้ง β-hexosaminidase ที่แสดงค่า IC50 เท่ากับ 6.9 และ 6.4 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และยังสามารถลดปริมาณสาร IL-4 โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 7.0 และ 2.0 ไมโครโมลาร์ [11]  

ในส่วนของสมุนไพรชนิดอื่นๆ ที่เป็นส่วนประกอบในสารสกัดต ารับยาแก้ลมพิษนั้นพบว่าสมุนไพรทุกชนิดมีฤทธิ์ยับยั้งสาร
ที่กระตุ้นการเกิดปฏิกิริยาภูมิแพ้ โดยพบว่า สารสกัดหอมแดง และเหงือกปลาหมอ ยับยั้งสารสื่อการแพ้ได้ทั้ง 3 ชนิด คือ ฮีสตามีน, 

β-hexosaminidase และ IL-4 โดยผลดังกล่าวอาจจะเกิดจากการที่สมุนไพรทั้งสองชนิดประกอบด้วยสารส าคัญในกลุ่ม flavonoid 
เช่น quercetin ซึ ่งช่วยยับยั้งการปลดปล่อยฮีสตามีน IL-4 และลดการผลิต antigen-specific IgE antibodies ได้ [24] 
นอกจากนั้นยังพบรายงานว่าสารสกัดหอมแดงที่สกัดด้วยเอทานอลที่ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม สามารถลดการเพิ่ม
จ านวนเซลล์เม็ดเลือดขาวผ่านการยับยั้งปริมาณการปลดปล่อย IL-4 ใน splenic mononuclear cells [7, 25] และที่ความเข้มข้น 

200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถยับยั้งเอนไซม์ β-hexosaminidase ได้ถึง 97% เมื่อทดลองทางคลินิกหลังจากการรับประทาน
สารสกัดหอมแดง กลุ่มทดลองมีอาการจมูกอักเสบจากภูมิแพ้ดีขึ้นได้ไม่แต่ต่างจากกลุ่มควบคุม [8] ส่วนสารสกัดเหงือกปลาหมอที่
ปริมาณ 300 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมสามารลดอาการแพ้จมูกอักเสบ และลดปริมาณเม็ดเลือดขาว ในหนูได้เช่นกัน [26]  ในส่วนของ
สารสกัดใบไผ่นั้นพบว่ามีฤทธิ์ยับยั้ง IL-4 ดีที่สุด และพบว่าองค์ประกอบทางเคมีในใบไผ่ประกอบด้วย isoorientin, orientin, 
p-coumaric acid, vitexin, isovitexin, and apigenin ซึ่งสาร p-coumaric acid มีรายงานว่าสามารถยับยั้งการหลั่ง IL-4 
ได้จึงน่าจะเป็นเหตุผลที่สารสกัดใบไผ่สามารถยับยั้งการผลิต IL-4 จาก mast cell ได้ [27-28] จากผลการศึกษาในครั้งนี้พบว่า
สารสกัดในใบไผ่มีความจ าเพาะในการยับยั ้งสารในกระบวนการแพ้เพียงชนิดเดียวคือ IL-4 แต่ไม่สามารถยับยั ้ง ß-
hexosaminidase และ histamine ได้ ซึ่งสารทั้งสองชนิดนี้จะเหนี่ยวน าให้เกิดอาการคันและส่งผลให้เกิดการ degranulation  
ของ mast cell แต่การที่สารสกัดใบไผ่สามารถยับยั้ง IL-4 ได้นั ้นน่าจะมีส่วนช่วยในการยับยั้งการแพ้ในระยะท้ายของ
กระบวนการ โดยการยับยั้งการผลิต IL-4 อาจมีส่วนช่วยยับยั้งไม่ให้เกิดการอักเสบซึ่งเป็นกระบวนการที่เกิดจากการกระตุ้น
ผ่าน IL-4 ในกระบวนการแพ้ [21] การออกฤทธิ์ของใบไผ่อาจเกิดจากสารส าคัญที่เป็นองค์ประกอบซึ่งมีโครงสร้างจ าเพาะท าให้
สามารถเข้าจับกับตัวรับ (receptor) หรือเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการผลิตหรือการท างานของ IL-4 ได้โดยเฉพาะเจาะจง จึงท าให้
ยับยั้งได้เพียง IL-4 เท่านั้น ซึ่งคุณสมบัติการยับยั้งการท างานของเอนไซม์หรือ receptor ต่างๆของสมุนไพรพบเห็นได้ในกลุ่ม
สารหลายชนิด เช่น ฟลาโวนอยด์ [29]  และต้องท าการศึกษาในระดับกลไกเพื่อให้ทราบถึงการออกฤทธ์ิของสารสกัดดังกล่าว  

จากการศึกษาครั้งนีพ้บว่า พืชสมุนไพรแต่ละชนิดที่เป็นส่วนประกอบของต ารับยาแก้ลมพิษมีฤทธิ์ในการยับยั้งสารกระตุ้น
การแพ้ได้แตกต่างกัน อาจเนื่องมาจากสารส าคัญที่เป็นองค์ประกอบในสมุนไพรที่ต่างชนิดกันจึงส่งผลให้ฤทธิ์ของสมุนไพรมีความ
แตกต่างกันออกไป นอกจากนั้นยังพบว่า ต ารับยาแก้ลมพิษสามารถยับยั้งสารในกระบวนการแพ้ได้ในทุกๆการทดสอบ โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งการยับยั้งฮีสตามีนที่พบว่ามีฤทธิ์ที่ดีกว่าสมุนไพรที่เป็นส่วนประกอบยกเว้นหอมแดง ซึ่งแสดงให้เห็นว่าการน าสมุนไพร
หลายๆชนิดผสมกันเป็นต ารับยาแก้ลมพิษนั้นไม่ได้ท าให้เกิดการต้านฤทธิ์กันแต่อย่างใด ในทางกลับกันต ารับยาดังกล่าวสามารถ
ออกฤทธิ์ได้หลากหลายกลไก ในส่วนของการเสริมฤทธิ์ของสมุนไพรในต ารับยาแก้ลมพิษเมื่อน ามาประกอบกันเป็นต ารับนั้นยังเห็น
ผลการเสริมฤทธิ์ที่ไม่ชัดเจน ซึ่งผลดีของการน ามาผสมกันเป็นต ารับนั้นอาจจะช่วยในการลดพิษของสมุนไพรที่เป็นส่วนประกอบใน
ต ารับซึ่งต้องมีการศึกษาความเป็นพิษของต ารับยาเทียบกับสมุนไพรที่เป็นส่วนประกอบต่อไปในอนาคต  ในส่วนของการวิเคราะห์
องค์ประกอบทางเคมีของต ารับยาแก้ลมพิษน้ันพบว่าประกอบด้วยสาร rhinacanthin-C และ -N ซึ่งน่าจะมีส่วนช่วยในการออก
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ฤทธิ์ของต ารับยาแก้ลมพิษในการยับยั้งสารต่างๆ ในกระบวนการแพ้และสามารถน าไปใช้เป็น analytical marker ส าหรับ
วิเคราะห์ปริมาณสารออกฤทธ์ิของต ารับยาดังกล่าวได้ 

ส าหรับการทดสอบความคงตัวของสารสกัดต ารับยาแก้ลมพิษภายใต้สภาวะเร่งนั้น พบว่าปริมาณสาร rhinacanthin-
C และ -N มีปริมาณคงตัวเมื่อท าการทดสอบภายใต้สภาวะเร่งเป็นระยะเวลา 6 เดือน จากรายงานการวิจัยที่ผ่านมาพบวา่สาร
ทั้งสองชนิดมีโครงสร้างเป็นกรด ได้แก่ octadienoic acid (rhinacanthin-C) และ naphthalene carboxylic acid ester 
(rhinacanthin-N) [11] ซึ่งมีความสถียรในสภาวะที่เป็นกรดอ่อน (pH 5.5) และไม่คงทนต่อสภาวะด่าง อีกทั้งยังสามารถคง
สภาพได้ในอุณหภูมิสูงที่ 30°C และในสภาวะเร่งท่ีอุณหภูมิและความชื้นที่สูงเป็นเวลา 3 เดือนได้ แต่อย่างไรก็ตามสารเหล่านี้มี
ความไวต่อแสงเมื่อเก็บไว้ภายใต้บรรจุภัณฑ์ไม่ทึบแสงท าให้สารสามารถเสื่อมสภาพลงได ้[30] ซึ่งในการทดสอบครั้งนี้พบว่าการ
เก็บรักษาสารสกัดไว้ในสภาวะเร่งที่อุณหภูมิ 40±2°C ความชื้นสัมพัทธ์ (RH) 75±5% และทึบแสงเป็นระยะเวลา 6 เดือน มี
ปริมาณสารทั้งสองชนิดคงที่ โดยพบสาร rhinacanthin-C อยู่ในช่วง 1.12-1.17%w/w และสาร rhinacanthin-N อยู่ในช่วง 
0.15-0.17%w/w ซึ่งสามารถใช้เป็นแนวทางในการเก็บรักษาสารสกัดดังกล่าวได้ โดยควรไว้ในบรรจุภัณฑ์ทึบแสงและสามารถ
เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิห้องได้อย่างน้อย 2 ปี [13] ซึ่งการศึกษาครั้งนี้พบปริมาณสาร Rhinacanthin น้อยกว่าการทดลองก่อนหน้าที่
มีรายงานปริมาณสาร Rhinacanthin-C และ -N เท่ากับ 2.60%w/w และ 0.16%w/w ตามล าดับ โดยปัจจัยที่อาจส่งผลต่อ
ปริมาณสารส าคัญคือแหล่งเพาะปลูกสมุนไพรและช่วงเวลาในการเก็บเกี่ยว [31] 

จากการทดลองสรุปได้ว่าต ารับยาแก้ลมพิษที่สกัดจากสมุนไพรแห้งจ านวน 4 ชนิดได้แก่ทองพันชั่ง เหงือกปลาหมอ 
ใบไผ่และหอมแดงสามารถยับยั้งสารที่กระตุ้นให้เกิดการแพ้ในระดับหลอดทดลองได้ อีกทั้งปริมาณสารออกฤทธิ์ในต ารับยังมี
ความคงตัวเมื่อทดสอบภายใต้สภาวะเร่ง แต่อย่างไรก็ตามควรมีการทดสอบยืนยันประสิทธิผลและความปลอดภัยทั้งในระดับ
สัตว์ทดลองและในมนุษย์เพื่อช่วยยืนยันผลของสารสกัดดังกล่าวและอาจจะมีการพัฒนาผลิตภัณฑ์จากสารสกัดดังกล่าวเพื่อ
น าไปใช้รักษาโรคลมพิษและอาการแพ้บริเวณผิวหนังต่อไปในอนาคต  
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ตารางที่ 1 รายละเอียดของสมุนไพรและร้อยละของสารสกัดแต่ละชนิด  
สมุนไพร เลขอ้างอิง ส่วนที่ใช ้ ตัวย่อ ร้อยละของสารสกัด 

ต ารับยาแกล้มพิษ - - HDE 5.50 
หอมแดง BK No. 084791 หัว AADE 4.21 

เหงือกปลาหมอ BK No. 084900 ใบ AEDE 3.34 
ใบไผ ่ TTM No. 0005495 ใบ BBDE 11.20 

ทองพันช่ัง BK No. 084901 ใบ RNDE 3.69 

ตารางที่ 2 แสดงผลยับยั้งการหลั่งเอนไซม์ β-hexosaminidase ของสมุนไพรเดี่ยวและต ารับยาแก้ลมพิษ 

สมุนไพรและสาร
มาตรฐาน 

ร้อยละการยับย้ังการหลั่งเอนไซม ์β-hexosaminidase แต่ละความเข้มข้น  
(%) IC50 (μg/mL) 

12.5 μg/mL 25 μg/mL 50 μg/mL 100μg/mL 
HDE -1.93±3.04b 12.46±0.54a 30.95±1.55a 56.51±0.18a 87.04±1.40b 
AADE 8.15±1.77 22.71±2.52a 37.70±5.25a 62.74±4.35a 76.14±11.37 
AEDE 3.44±1.65b 17.64±1.91a 34.85±5.10a 57.83±3.30a 80.14±10.91 
BBDE NT NT NT 41.01±1.39 a,b >100 
RNDE 8.41±4.67 25.21±2.64 a 46.88±3.40a 72.98±2.87a 59.36±6.51 

ไดเฟนไฮดรามีน 11.73±1.82 24.23±3.41 43.12±4.98 71.32±4.94 62.67±8.25 
หมายเหต:ุ (NT) หมายถึง ไม่ไดท้ าการทดสอบ, a แสดงค่า p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมเชิงลบ, b แสดงค่า p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับไดเฟนไฮดรามีน 

 
ตารางที่ 3 แสดงผลยับยั้งการหลั่งฮีสตามีนของสมุนไพรเดี่ยวและต ารับยาแก้ลมพิษ 

สมุนไพรและสาร
มาตรฐาน 

ร้อยละการยับย้ังการหลั่งฮีสตามนีของสารสกัดแต่ละความเข้มข้น (%) 
IC50 (μg/mL) 

12.5 µg/mL 25 μg/mL 50 μg/mL 100μg/mL 
HDE 26.36±3.98 58.68±0.06a,b 57.29±0.64a,b 70.50±1.53 20.74±0.42b 
AADE 49.22±0.59a,b 58.94±0.90a,b 60.11±0.51a,b 60.70±0.70a,b 13.39±0.69 b 
AEDE 16.75±2.47b 38.71±0.28a,b 51.36±0.38a,b 56.03±0.34a,b 40.95±3.11b 
BBDE NT NT NT 48.83±0.20a,b >100 
RNDE 32.11±1.61a 38.13±0.30a,b 47.48±1.54a,b 52.14±0.37a,b 64.44±11.17b 

ไดเฟนไฮดรามีน 34.36±1.50 71.87±0.54 74.65±0.52 76.73±0.51 17.04±0.33 
หมายเหต:ุ (NT) หมายถึง ไม่ไดท้ าการทดสอบ, a แสดงค่า p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมเชิงลบ, b แสดงค่า p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับไดเฟนไฮดรามีน 

 
ตารางที่ 4 แสดงผลยับยั้งการหลั่ง IL-4 ของสมุนไพรเดี่ยวและต ารับยาแก้ลมพิษ 
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สมุนไพรและสาร
มาตรฐาน 

ร้อยละการยับย้ังการหลั่ง IL-4 ของสารสกัดแต่ละความเข้มขน้ (%) 
IC50 (μg/mL) 

12.5 g/mL 25 μg/mL 50 μg/mL 100μg/mL 

HDE 2.68±0.13a,b 24.69±0.23a,b 49.32±0.17a,b 91.82±0.00a,b 50.90±0.24b 
AADE 14.66±2.84a 10.21±0.23a,b 46.85±1.30a,b 84.01±0.13a,b 51.99±0.92b 
AEDE 14.88±2.13a 56.13±1.40a 60.73±0.52a 84.43±0.02a,b 36.47±0.93 
BBDE 38.88±2.46a,b 51.68±1.06a,b 79.68±0.18a,b 94.38±0.01a,b 23.88±1.13 
RNDE 26.53±1.57a,b 47.47±1.13a,b 69.56±0.49a,b 95.48±0.10a,b 26.85±0.82 

ไดเฟนไฮดรามีน 10.69±0.71 37.49±0.63 66.48±0.00 92.37±0.06 33.00±0.35 
หมายเหต:ุ a แสดงค่า p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมเชิงลบ, b แสดงค่า p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับไดเฟนไฮดรามีน  

ตารางที่ 5 แสดงผลการทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์สาร Rhinacanthin-C และ Rhinacanthin-N ในสารสกัดต ารับ
ยาแก้ลมพิษด้วยเทคนิค HPLC 

พารามิเตอร์ Rhinacanthin-C Rhinacanthin-N 
ความเป็นเส้นตรง (Linearity, µg/mL) 10-300 10-300 
สมการเชิงเส้น (regression equation) Y = 22192X - 55338 Y = 52963X - 83717 

สัมประสิทธ์ิความสัมพันธ์ (R2) 0.9997 0.9998 
ขีดจ ากัดของการตรวจพบ (LOD, µg/mL) 2.89 2.17 
ขีดจ ากัดของการหาเชิงปริมาณ (LOQ, µg/mL) 8.77 6.57 
ความแม่นย า (ความเข้มข้นเฉลี่ย±%RSD)   
Intra-day 100 µg/mL 106.90±0.99 101.33±1.06 

200 µg/mL 207.45±1.71 205.33±1.15 
300 µg/mL 297.14±0.83 312.40±1.03 

Inter-day 100 µg/mL 103.66±1.96 98.78±1.41 
200 µg/mL 204.64±1.77 197.89±1.88 
300 µg/mL 301.25±1.80 300.97±1.76 

การคืนกลับของสารส าคัญ  
(%การคืนกลับ±%RSD) 

  

50 µg/mL 106.56±1.17 103.14±1.06 
100 µg/mL 110.49±1.63 108.21±1.04 
200 µg/mL 110.29±1.06 109.67±1.59 
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ภาพที่ 1 ผลการรอดชีวิตของเซลล์ RBL-2H3 ของสารสกัดแตล่ะชนิด ท่ีความเข้มข้นแต่ละระดับ 

 
ภาพที ่2 HPLC profile ของ (ก.) สารสกดัหัวหอมแดง, (ข.) เหงือกปลาหมอ, (ค.) ใบไผ่, (ง.) ทองพันช่ัง และ (จ.) ต ารับยา 
 แก้ลมพิษ ตรวจวดัภายใต้แสงยูวทีีค่วามยาวคลื่น 254 นาโนเมตร  
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ภาพที่ 3 Spectrum ของ (ก.) สารบริสุทธ์ิ rhinacanthin C (เส้นสดี า) และสาร rhinacanthin C ที่พบในต ารับยาแกล้มพิษ 
 (เส้นสสี้ม) และทองพันช่ัง (เส้นสีเขียว) และ (ข.) สารบรสิุทธ์ิ rhinacanthin N (เส้นสีด า) และสาร rhinacanthin N 
 ที่พบในต ารับยาแก้ลมพิษ (เส้นสีสม้) และทองพันช่ัง (เส้นสีเขียว) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที ่4 กราฟ standard curve แสดงความสัมพันธ์ระหว่างพื้นที่ใต้กราฟกับความเข้มข้นของ (ก.) rhinacanthin C และ 
 (ข.) rhinacanthin N 
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ภาพที ่5 ปริมาณสารไรนาแคนทนิท่ีเก็บไว้ในสภาวะเร่งเป็นเวลา 6 เดือน, * หมายถึง p-value < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับค่า
 ของวันท่ี 0 
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