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	 โมโนโคลนอลแอนติบอดีเป็นอิมมูโนโกลบูลินที่มีความจำ�เพาะเหมือนกันผลิตจากเซลล์ไฮบริโดมาชิ้นส่วนแปรผัน 
สายเดี่ยวเป็นอนุพันธ์ของแอนติบอดีที่ประกอบด้วยส่วนแปรผันสายยาวและสายสั้นที่เชื่อมต่อกันด้วยเปปไทด์สายสั้นใน
ปัจจุบันโมโนโคลนอลแอนติบอดีและอนุพันธ์ชนิดชิ้นส่วนแปรผันแบบสายเดี่ยวที่มีความจำ�เพาะเจาะจงต่อสารออกฤทธิ์ทาง
เภสชัวทิยาในธรรมชาตถิกูผลติและนำ�มาประยกุตใ์ชใ้นงานทางเภสชัเวทหลายแขนงไดแ้กก่ารควบคมุคณุภาพวตัถดุบิสมนุไพร
โดยใช้เทคนิคอิไลซ่าและอีสเทิร์นบลอตติ้งการตรวจตำ�แหน่งสารสำ�คัญในเซลล์หรือเนื้อเยื่อพืชและสัตว์การแยกบริสุทธิ์สาร
สำ�คัญในขั้นตอนเดียวโดยใช้เทคนิคอิมมูโนอัฟฟินิตีโครมาโทกราฟีการเพิ่มการผลิตสาระสำ�คัญในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
ด้วยการทำ�พันธุวิศวกรรมของชิ้นส่วนแปรผันสายเดี่ยว

คำ�สำ�คัญ : โมโนโคลนอลแอนติบอดี, ชิ้นส่วนแปรผันสายเดี่ยว, อิมมูโนแอสเส, การเพาะพันธุ์แบบมุ่งเป้า

Abstract

Applications of monoclonal antibodies and single chain variable fragments in pharmacognosy
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	 Monoclonal antibody (MAb) is a monospecificimmunoglobulinproduced by hybridomas. Single chain 
variable fragment (scFv), a MAb derivative,is a fusion protein of the variable regions of the heavy (VH) and light 
chains (VL) of immunoglobulins, connected with a short linker peptide.MAbs and scFvs against naturally occurring 
pharmacological active compounds were prepared and applied to pharmacognosical works, including quality control 
of medicinal plants byELISA and Eastern blotting, immunohistochemistry and immunocytochemistry localization of 
bioactive compounds in plants and cell lines, one-step purification by immunoaffinity chromatography, enhancement 
of medicinal constituents by the new technique named “missile type molecular breeding”.
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บทนำ�

	 โมโนโคลนอลแอนตบิอด ี(monoclonal antibodies; 

MAbs) เป็นอิมมูโนโกลบูลินชนิด IgG (รูปที่ 1) ที่เหมือนกัน 

(homogeneous immunoglobulin) เนือ่งจากถกูสรา้งมาจาก

เซลล์หรือclone ชนิดเดียวกันคุณสมบัติที่ดีของMAbsคือมี

ความจำ�เพาะสูง (high specificity) โดยจะเข้าทำ�ปฏิกิริยา

กับantigenic determinant เพียงตำ�แหน่งเดียวบนโมเลกุล

ของแอนติเจน (antigen; Ag) และมีความชอบจับสูง (high 

affinity) จึงสามารถนำ�ไปใช้ได้ในความเข้มข้นตํ่า (ไมโคร

กรัมถึงพิโคกรัม) ชิ้นส่วนแปรผันแบบสายเดี่ยว (Single 

chain variable fragments; scFvs) เป็นอนุพันธ์ของ MAbs 

ประกอบด้วยแปรผัน (variable fragment; Fv) ที่เป็น

ชนิดvariable heavy chain (VH) และvariable light chain 

(VL) ที่เชื่อมต่อกันด้วยสายเปปไทด์ (peptide) สายสั้นๆ ที่

ประกอบด้วย 10-25กรดอะมิโน (Holliger and Hudson, 

2005; Nelson, 2010)

รักษามะเร็ง และช่วยในการนำ�ส่งยาเข้าสู่สมอง (Kobatake 

et al., 2011; Manjappa et al., 2011; Afshar et al., 2009)

	 ปัจจุบันได้มีการนำ�เอา MAbs และอนุพันธ์ชนิด 

scFvsมาประยุกต์ใช้ในงานเภสัชเวทหลายแขนง ไม่ว่าจะ

เปน็การตรวจเอกลกัษณ ์การตรวจวดัสารสำ�คญัในสมนุไพร 

การแยกบริสุทธิ์สารธรรมชาติ รวมไปถึงเพิ่มการผลิตสาร

สำ�คญัทีใ่ชเ้ปน็ยาในบทความนีไ้ดร้วบรวมชนดิและประโยชน์

ของ MAbs และ scFvs ที่สามารถนำ�มาใช้ในงานด้านเภสัช

เวทแขนงต่างๆ รวมไปถึงแนวทางการประยุกต์ใช้ MAbs 

และ scFvs ในงานทีเ่กีย่วขอ้งกบัการศกึษาการออกฤทธิท์าง

ชีวภาพของสารสกัดพืชสมุนไพร 

การผลิต MAbs และ scFvs

	 สารผลติภณัฑธ์รรมชาตทิีเ่ปน็สารเคมนีัน้ จดัเปน็

แฮปเทน (hapten) ที่ไม่สามารถก่อภูมิคุ้มกันได้ จึงต้องนำ�

ไปเชือ่มตดิกบัโปรตนีโมเลกลุใหญ ่(carrier protein)โดยสาร

กลุ่ม glycosides หรือสารที่มีหมู่ carboxyl มักเชื่อมต่อโดย

วิธี periodate oxidation หากไม่มีหมู่ดังกล่าวจำ�เป็นต้อง

เปลี่ยนแปลงหมู่ฟังก์ชั่นก่อนจึงจะสามารถเกิดปฏิกิริยาจับ

โปรตนีไดก้ารกอ่ภมูคิุม้กนัจะทำ�ในหนสูายพนัธุ ์BALB/c เพศ

เมยีโดยเตรยีม conjugated antigen ในรปูสารละลายอมิลัชนั

ร่วมกับ adjuvant แล้วนำ�มาฉีดทางช่องท้อง (intraper 

itoneal) และฉีดกระตุ้นทุก 2 สัปดาห์มากกว่า 2 ครั้งเมื่อได้

ระดับ serum antibody titer สูงจึงฉีดกระตุ้นด้วย antigen  

conjugate เพียงอย่างเดียว แล้วจึงฆ่าหนูและนำ�ม้ามมา

ทำ�การสกัดแยกเอา splenocytes แล้วนำ�ไปหลอมรวมกับ 

เซลล์ myelomas ด้วยวิธี polyethylene glycol (PEG) 

method จากนัน้จงึทำ�การคดัแยกเซลล ์hybridomas ทีส่รา้ง 

MAbด้วยวิธี limiting dilution method แล้วจึงทำ�ให้ MAb 

บริสุทธิ์โดย Protein A หรือ Protein G column 

	 การผลิต scFv เริ่มด้วยการคัดลอกยีน VH และ 

VLจากเซลล์ไฮบริโดมาหรือเซลล์ม้ามหนูที่สร้าง MAb และ

ทำ�การเชื่อมต่อยีนทั้งสองด้วยยีนเปปไทด์ (Gly
4
Ser)

3
 และ

มักจะเชื่อมต่อด้วยโปรตีนฉลาก (tag label) เพื่อใช้ในการ

ตรวจวัดและการแยกบริสุทธิ์ ที่นิยมใช้ได้แก่ T7-tag และ 

His-tag หลังจากนั้นนำ�ยีน scFv ใส่เข้าไปในคลังพาหะ

แสดง (expression vector plasmid) สำ�หรับการแสดง

โปรตีน (protein expression) scFv นั้น มีรายละเอียด

แตกต่างกันไปตามชนิดของเจ้าบ้าน (host) ซึ่งอาจจะเป็น  

รูปที่ 1	 โครงสร้าง Immunoglobulin G (IgG), Antigen 

binding fragment (Fab) และ Single chain  

variable fragment (scFv) (Juengwatanatrakul 

et al., 2004)

	 โดยส่วนใหญ่ MAbs และอนุพันธ์ถูกผลิตขึ้นเพื่อ

ใช้ในงานทางการแพทย์หลายด้าน เช่น การรักษามะเร็งเต้า

นมขัน้สดุทา้ย (Petráková, 2011) การตรวจหาไวรสัไขห้วดั

ใหญ่สายพันธุ์ใหม่ H5N1 (Linke et al., 2011) การตรวจ 

tumor marker ในซีรั่มหรือตรวจหาตำ�แหน่งของก้อนมะเร็ง 

(Mattos-Arruda et al., 2011)  เป็นต้น นอกจากนั้น MAbs 

และอนุพันธ์ยังถูกนำ�มาใช้เป็นเครื่องมือเพื่อช่วยนำ�ส่งยา

หรือสารกัมมันตรังสีไปยังเนื้อเยื่อเป้าหมาย เพื่อใช้ในการ
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E. coli, ยีสต์, เซลล์แมลง (Spodoptera frugiperda), หนอน

ไหม (silkworm larvae) หรือพืช เป็นต้น ในปัจจุบันมีการใช้

เทคโนโลยกีารแสดงโปรตนีบนผวิฟาจ (phage expression) 

โดยใช้คลังของแอนติบอดีจากสัตว์ที่ไม่ได้รับการกระตุ้นภูม ิ

คุ้มกัน (nonimmune library หรือ naïve library) (Marks  

et al., 1991) สำ�หรบัการแยกบรสิทุธิ ์scFv นัน้ขึน้อยูก่บัชนดิ

โปรตีนฉลาก 

	 MAbs หรือ scFvs ที่ดีต้องมีความจำ�เพาะสูง คือ

ไม่มี cross-reactivity(CR) กับสารที่มีโมเลกุลใกล้เคียงหรือ

สารอนุพันธ์ เช่นในกรณีของ MAb ต่อ sennoside A(SA) มี 

CR ต่อsennoside B (SB) เพียง0.28% (Morinaga et al., 

2000) แม้ว่าสาร SA และ SB จะมีความแตกต่างกันเพียง 

stereochemistry ที่ตำ�แหน่ง C-10 และ C-10’ เท่านั้น 

การประยุกต์ใช้ MAbและ scFvในงานเภสัชเวทการ

วิเคราะห์ปริมาณสารสำ�คัญในพืชสมุนไพรด้วยวิธีทาง 

Immunoassay

	 โดยทั่วไปการวิเคราะห์ปริมาณสารสำ�คัญจาก

พืชมักนิยมวิเคราะห์ด้วยวิธีโครมาโทกราฟีเช่น Thin Layer 

Chromatography (TLC), Gas Chromatography (GC) 

และ High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

ซึ่งมีข้อจำ�กัดหลายประการ เช่น ต้องเตรียมสารสกัดก่อน

วิเคราะห์ (pretreatment) นอกจากนี้ยังมีข้อจำ�กัดในเรื่อง

ความไว (sensitivity) ของเครื่องมือ และการวิเคราะห์แต่ละ

ตัวอย่างจะใช้เวลานาน จึงมีการพัฒนาเทคนิคทาง immu-

noassay โดยใช้ MAbsและ scFvsมาช่วยในการวิเคราะห์ 

เนื่องจากมีความแม่นยำ�และจำ�เพาะสูง อีกทั้งวิธีเตรียม

สารตัวอย่างไม่ยุ่งยาก สามารถนำ�สารสกัดหยาบมาทำ�การ

วิเคราะห์ได้ จึงเหมาะกับการวิเคราะห์สารปริมาณตํ่าและมี

จำ�นวนตัวอย่างมากได้ เทคนิคทาง Immunoassay ที่ใช้ได้

แก่ ELISA และ Eastern blotting

	 Enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA)

	 การหาปริมาณสารสามารถทำ�ได้โดยใช้เทคนิค 

competitive ELISA โดยในขัน้ตอนการเตมิ MAb หรอื scFv 

ร่วมกับ hapten นั้น จะไม่ใช้ hapten เป้าหมาย แต่จะเติม

สารสกดัจากพชื เมือ่ไดค้า่การดดูกลนืแสงแลว้นำ�ไปคำ�นวณ

หาค่าความเข้มข้นของสารสำ�คัญในสารสกัดจากสมการ

เส้นตรงของกราฟมาตรฐานของสารสำ�คัญนั้น วิธีนี้สามารถ

วิเคราะห์สารสกัดได้หลายตัวอย่างในคราวเดียวกันทำ�ให้

ลดเวลาในการวิเคราะห์ลงใช้สารสกัดหยาบในปริมาณน้อย 

การวิเคราะห์หาปริมาณสารจากพืชด้วยวิธี ELISA แสดงใน

ตารางที่ 1

	 Eastern blotting

	 เป็นวิธีที่พัฒนาขึ้นโดย Shoyama และคณะ โดย 

ทำ�การแยกสารสกดัดว้ย TLC กอ่น แลว้จงึทำ�การยา้ย (blot)  

สารจากแผ่น TLC ลงไปบนแผ่นเมมเบรน polyvinyli 

denedifluoride (PVDF) จากนั้นเชื่อมต่อสารกับ BSA ด้วย 

NaIO
4
 แล้วจึงทำ�การทดลองต่อเหมือนกับวิธี Western

blotting ปัจจุบันได้มีการพัฒนาโดยแยกสารบนแผ่นเมม 

เบรน polyether sulphone  (PES) ซึ่งลดขั้นตอนการย้าย

สารจาก TLC ลงไปใน PVDF (Morinaga and Shoyama, 

2011) วิธีนี้เหมาะกับ MAb ชนิดที่มี CR ต่อสารอื่น โดย

สามารถตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารที่เป็น Ag และสารที่เกิด 

CR ในสารสกัดพืชได้ (รูปที่ 2) วิธีนี้สามารถหาทั้งปริมาณ

และรูปแบบของสารองค์ประกอบในสารสกัดได้คล้ายกับวิธี 

TLC fingerprint แต่สามารถตรวจวัดได้ในปริมาณที่ตํ่ากว่า 

ข้อจำ�กัดคือสารที่จะวิเคราะห์ต้องเป็นสารกลุ่ม glycosides 

หรือมีหมู่ carboxyl เท่านั้น 

รูปที่ 2	 การวิเคราะห์สารกลุ่ม saikosaponins โดยใช้ 

PES membrane: I-V; สารมาตรฐานผสม saiko-

saponin a (SSa), saikosaponin b2 (SSb
2
), 

saikosaponin c (SSc) และ saikosaponin  

d (SSd) ทีค่วามเขม้ขน้ตา่งๆ, 1-2; Bupleuri radix 

จากประเทศญี่ปุ่นและออสเตรีย ตามลำ�ดับ, 3-6; 

ยาแผนโบราณ 4 ชนดิทีม่ ีBupleuriradix เปน็สว่น

ประกอบ, 7; ยาแผนโบราณทีไ่มม่ ีBupleuri radix 

เป็นส่วนประกอบ (Morinaga et al.,2006b)
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การวเิคราะหเ์ชงิคณุภาพสารสำ�คญัในพชืสมนุไพรดว้ย

วิธี Immunochromatographic strip

	 ชุดตรวจสอบสาร (strip test) ใช้หลักการจับกัน

ของแอนติเจนและแอนติบอดีโดยอาศัยการเคลื่อนที่ที่คล้าย

กบัวธิ ีTLC วธินีีส้ามารถนำ�มาประยกุตใ์ชต้รวจหาสารสำ�คญั

ทีเ่ปน็ Ag ในพชืโดยเมือ่สารสกดัพชืทีม่ ีAg อยู ่เคลือ่นทีผ่า่น

บริเวณ conjugated  pad  ซึ่งจะมี MAbที่ต่อกับ  detector  

reagent สารที่เป็น Ag จะจับกับMAbเมื่อเคลื่อนที่ต่อไปยัง 

capture zone ซึ่งมี Ag ที่ต่อกับโปรตีนอยู่ ในบริเวณนี้จะ 

ไมเ่กดิการจบักนัของ MAb กบั Ag เนือ่งจากไมม่ ีMAb อสิระ

จาก conjugated pad เหลือพอที่จะจับ ทำ�ให้ที่ capture 

zone ไม่เห็นสี และเมื่อสารเคลื่อนที่ไปยัง control zone จะ

เห็นแถบสี เนื่องจาก MAb จะถูกจับด้วย anti-mouse IgG 

กล่าวคือหากสารสกัดมี Ag อยู่จะปรากฏสีเพียงบริเวณ 

control zone เทา่นัน้ และหากสารสกดัไมม่ ีAg อยูจ่ะปรากฏ

สีทั้งบริเวณ capture zone และ control zone (รูปที่3) วิธี

การนีเ้ปน็การตรวจสอบเชงิคณุภาพทีแ่สดงผลอยา่งรวดเรว็

ภายใน 10 นาท ีใชส้ารสกดัพชืในปรมิาณนอ้ย (200 µL) และ

มี detection limit ในระดับนาโนถึงไมโครกรัม ทำ�ให้ตรวจ

สารในปริมาณน้อยได้

ตารางที่ 1 สารสำ�คัญจากพืชสมุนไพรที่มีการวิเคราะห์ปริมาณด้วยเทคนิค ELISA

	 สารสำ�คัญ	 ปริมาณที่วิเคราะห์ได้	 ชนิดของแอนติบอดี	 แหล่งอ้างอิง

Aconitine
Aristolochic acid-II
Artemisinin
Asiaticoside
Bacopaside I
Bacoside A(3)
Baicalin
Berberine
Codeine
Coptisine
Crocin
Forskolin
Ginkgolic acid
GinsenosideRb1
Ginsenoside Re

GinsenosideRf
GinsenosideRg1
Glycyrrhizin
Paeoniflorin

Plumbagin

Saikosaponin A
Sennoside A

Sennoside B
Solasodine glycosides
Tetrahydrocannabinolic acid
Thebaine

0.1-1.5 µg/mL
0.19-13 µg/mL
2-20 µg/mL
0.78-25 µg/mL
1.95-62.5 ng/mL
3.05-97.7ng/mL
0.2-2 µg/mL
1.56-50 µg/mL
1-100 ng/mL
1.56-25 µg/mL
0.01-0.2 µg/mL
5 ng/mL - 5 µg/mL
10-40 µg/mL
3-8 µg/mL
0.08-0.7 µg/mL
0.02-10 µg/mL
0.01-10 ng/mL
5-15 µg/mL
20-200 µg/mL
0.02-0.6 µg/mL
0.78-25 µg/mL
0.2-25 µg/mL
0.2-25 µg/mL
0.6-2.3 µg/mL
0.02-0.2 µg/mL
1.56-12.5 µg/mL
0.5-15 ng/mL
0.078-2.5 µg/mL
10-200 µg/mL
0.06 - 1 ng/mL

MAb
MAb
MAb
MAb
MAb
MAb
MAb
MAb
MAb
MAb
MAb
MAb
MAb
MAb
MAb
scFv
MAb
MAb
MAb
MAb
scFv
MAb
scFv
MAb
MAb
scFv
MAb
MAb
MAb
MAb

Kido et al., 2008a
Tian et al., 2008
Tanaka et al., 2007b
Juengwatanatrakul et al., 2011
Phrompittayarat et al., 2007
Tothiam et al., 2011
Kido et al., 2008b
Kim et al., 2004a
Shoyama et al., 1996
Kim et al., 2004b
Xuan et al., 1999
Yanagihara et al., 1996b
Loungratana et al., 2004
Fukuda et al., 2000a
Sritularak et al., 2009
Pongkitwitoon et al., 2011
Nah et al., 2000
Fukuda et al., 2000b
Shan et al., 2001
Lu et al., 2003
Lu et al., 2006
Sakamoto et al., 2008
Sakamoto et al., 2009, 2010
Zhu et al., 2004
Morinaga et al., 2000, 2009b
Juengwatanatrakul et al., 2004 
Morinaga et al., 2001, 2009b
Putalun et al., 2000
Tanaka and Shoyama, 1999
Shoyama et al., 1996
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รูปที่ 3	 แผนภาพแสดงชุดตรวจสอบด้วยวิธี Immunochromatrographic strip ของสาร Glycyrrhizin: A; ด้านข้าง, B; ด้าน

บน (Putalun et al., 2005) 

รูปที่ 4	 A; การตรวจตำ�แหน่งของ G-Rb1 ในรากโสมด้วยวิธี Eastern blotting พบสารมากใน phloem (Ph) และ xylem 

(X) ตามลำ�ดับ ไม่พบใน cork (C) (Tanaka et al., 2007a), B;พบสารมากใน chloroplasts และ cytoplasm ของ

เซลล ์parenchyma แตไ่มพ่บใน vacuoles (V), upper epidermis (UE) และ lower epidermis (LE) ของใบโสมดว้ย

วิธี IF, C;สีเข้มที่สุดใน cytoplasmic granules (ลูกศร) ของเซลล์ parenchyma, D;ตรวจด้วยวิธี IEM พบอนุภาค

ทองใน chloroplasts (Ch) และ peroxisomes (P) ของเซลล์ parenchyma และ พบน้อยใน vacuoles (V) และ 

mitochondria (M) (Yokota et al., 2011)

การตรวจตำ�แหนง่ของสารภายในเซลลห์รอืเนือ้เยือ่พชื 

(Immunohisto-, cytochemical localization)

	 การทราบตำ�แหนง่ของสารภายในเซลลห์รอืเนือ้เยือ่

พชืทำ�ใหท้ราบแหลง่ทีส่ารสำ�คญักระจายตวัอยูภ่ายในเนือ้เยือ่ 

หรือเซลล์พืช ซึ่งจะมีประโยชน์ต่อการคัดเลือกส่วนพืชเพื่อ

นำ�มาใช้ในการรักษาและการแยกสกัดสารสำ�คัญ หรือการ

ศึกษาตำ�แหน่งวิถีชีวสังเคราะห์ของสาร การตรวจตำ�แหน่ง

ของสารภายในเซลล์หรือเนื้อเยื่อพืชนั้นสามารถทำ�ได้หลาย

เทคนิค ได้แก่ เทคนิค Eastern blotting (Morinaga and 

Shoyama, 2011), เทคนิค immunofluorescence (Yokota 

et al., 2011) และเทคนิค immunoelectron-microscopy 

(Yokota et al., 2011)
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รูปที่ 5	 การตรวจตำ�แหน่งของ G-Rg3 ในเซลล์ A549 

human lung adenocarcinomas (Joo et al., 

2009) :A; เซลล์ที่ไม่ได้รับสาร G-Rg3, B; เซลล์

ที่ได้รับสาร G-Rg3

	 การตรวจตำ�แหน่งด้วยเทคนิค Eastern blotting 

ทำ�ไดโ้ดยยา้ยสารจากชิน้สว่นพชืไปยงัแผน่เมมเบรน PVDF 

วิธีนี้สามารถบอกตำ�แหน่งของสารบนเนื้อเยื่อพืชได้ แต่ไม่

สามารถบอกตำ�แหน่งในเซลล์พืชได้เนื่องจากเป็นการตรวจ

วัดการเกิดสีด้วยตาเปล่า และเป็นวิธีตรวจวัดทางอ้อม คือ

ตรวจสารที่ติดบนเมมเบรน ไม่ได้ตรวจวัดที่เนื้อเยื่อพืช

โดยตรง ตัวอย่างการตรวจตำ�แหน่งของสาร ginsenoside 

Rb1 (G-Rb1) ในรากโสมแสดงในรูปที่ 4A โดยจะพบสาร 

G-Rb1 มากในบริเวณ phloem (Tanaka et al., 2007a)

นอกจากนี้ยังได้มีการศึกษาตำ�แหน่งของสาร glycyrrhizin 

ในรากชะเอมเทศ (Shan et al., 2000), สาร solasodine 

glycosides ในผลมะเขือ Solanumkhasianum (Tanaka  

et al., 1997) และสาร SA และ SB ในโกษฐน์ํา้เตา้ (Morinaga 

et al., 2009a) 

	 เทคนิค immunofluorescence (IF) เป็นเทคนิค

การตรวจวิเคราะห์โดยดูการเรืองแสง (fluorescence) ของส ี

fluorescent dyes ทีต่ดิฉลาก (label) อยูบ่นแอนตบิอดตีวัที ่2 

และสงัเกตการเรอืงแสงดว้ยกลอ้งจลุทรรศนช์นดิ fluorescence 

บริเวณที่เกิดปฏิกิริยาระหว่างสารสำ�คัญและ MAb เท่านั้น

ที่เกิดการเรืองแสง โดยเทคนิคนี้สามารถตรวจตำ�แหน่งของ

สารสำ�คัญทั้งในระดับเนื้อเยื่อและเซลล์ได้ Yokota และคณะ 

(2011) ได้ศึกษาตำ�แหน่งของ G-Rb1ในส่วนต่างๆ ของต้น

โสม P. ginseng ด้วยเทคนิค IF โดยใช้ anti-G-Rb1MAb 

(รูปที่ 4B, 4C) 

	 เทคนิค immunoelectron-microscopy (IEM) 

เปน็เทคนคิการตรวจวเิคราะหโ์ดยดสูขีองอนภุาคทอง (gold 

particle) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ รูปที่ 4D แสดงการตรวจ

ตำ�แหน่ง G-Rb1ด้วยเทคนิค IEM (Yokota et al., 2011)

	 นอกจากนั้นยังสามารถประยุกต์ใช้ MAb ในการ

ตรวจหาตำ�แหนง่ออกฤทธิข์องสารธรรมชาตภิายในเซลลไ์ด ้

ซึง่เปน็ประโยชนต์อ่การศกึษากลไกการออกฤทธิร์ะดบัเซลล์

ของสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติได้ โดย Joo และคณะ (2009) 

ไดศ้กึษาการตรวจตำ�แหนง่ของ ginsenoside Rg3 (G-Rg3) 

ในเซลล์มะเร็ง A549 human lung adenocarcinomas จาก 

รูปที่ 5 แสดงให้เห็นว่าสาร G-Rg3 ซึ่งมีฤทธิ์ในการยับยั้ง

เซลล์มะเร็งจะปรากฏอยู่บริเวณรอบเยื่อหุ้มนิวเคลียส 

การแยกบริสุทธิ์โดยวิธี Immunoaffinity column chro-

matography

	 Immunoaffinity เป็นวิธีการแยกบริสุทธิ์สารที่

อาศัยหลักการความชอบจับระหว่าง Ab กับ Ag จับกัน

แบบ reversible สารที่ไม่มีความจำ�เพาะกับ Ab จะถูกชะ

ออกไปจากคอลัมน์ ส่วนสารที่ต้องการจะถูก ชะออกโดย

การใช้ specific (affinity) elution หรือโดยการเปลี่ยนแปลง 

pH หรือ ionic strength ของบัฟเฟอร์หรือใช้ methanol 

10-20% สารธรรมชาติที่มีการแยกโดยใช้ immunoaffinity 

column แสดงในตารางที่ 2  การแยกชนิดนี้เป็นการแยกที่มี

ประสทิธภิาพมาก สามารถแยกสารบรสิทุธิไ์ดภ้ายในขัน้ตอน

เดียว (one step) จึงเหมาะสำ�หรับการแยกสารที่มีปริมาณ

น้อยในธรรมชาติ หรือมีกระบวนการแยกบริสุทธิ์ที่ซับซ้อน

หรือหลายขั้นตอน
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รูปที่ 6 	 การแยกสาร G-Rb1 ดว้ยวธิ ีImmunoaffinity column

โดยใช ้anti-G-Rg1 MAb (Tanaka et al., 2007a): 

1-2; สารมาตรฐาน G-Rb1, Rc, Re และ Rg1, 

3;สารสกัดรากโสม, 4; washed fraction หลังจาก

ผา่นaffinity column (knockout extract), 5; eluted 

fraction (G-Rb1) 

รูปที่ 7	 การทดสอบฤทธิข์องสารสกดั KO ของรากชะเอมเทศ

(Uto et al., 2011): A; ผลการยับยั้งการเกิด NO 

โดยตัวกระตุ้น LPS, B;การแสดงของเอนไซม์ 

iNOS โดย ตวักระตุน้ LPS. *P< 0.05, **P< 0.01, 

***P< 0.001

	 จากกระบวนการแยกด้วยวิธี immunoaffinity 

column นั้นสารสกัดที่ถูกชะออกมาในช่วงแรกจะไม่มีสาร

ออกฤทธิ์อยู่ (รูปที่ 6) เรียกสารสกัดนี้ว่าสารสกัดปราศจาก

สารออกฤทธิ์ (Knockout extract, KO) (Shoyama, 2007b, 

2011; Shoyama et al., 2007a) สารสกัดนี้สามารถนำ�

มาตรวจสอบฤทธิ์ทางชีวภาพเพื่อดูว่ามีสารชนิดอื่นๆ ที่

สามารถออกฤทธิ์ได้หรือไม่ หรือยืนยันว่าสารที่แยกออกมา

เป็นสารออกฤทธิ์ในสารสกัดนั้นจริงหรือไม่ ในกรณีที่สาร

ที่แยกออกมาเป็นสารพิษ KO ก็จะเป็นสารสกัดที่สามารถ

นำ�มาใช้ได้อย่างปลอดภัย Uto และคณะ (2011) ได้ทำ�การ

ทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการเกิด nitric oxide (NO) และการ

แสดงของเอนไซม์ nitric oxide synthase (iNOS) ของสาร

สกัด KO ของรากชะเอมเทศ (licorice) พบว่าสารสกัด KO 

ทีไ่ดย้งัม ีglycyrrhizin (GC) ปนอยู ่0.27% และสารสกดัจาก

รากชะเอมเทศสามารถยับยั้งการเกิด NO และ iNOS ได้ 

57.7% ขณะที่สาร GC ไม่สามารถยับยั้งได้ เมื่อนำ� KO และ 

KO ที่ใส่ GCมาทดสอบพบการยับยั้ง 17.8% และ .5% ตาม

ลำ�ดับ (รูปที่7) แสดงว่าความสามารถในการยับยั้ง NO และ 

iNOS จำ�เป็นต้องอาศัยการออกฤทธิ์ร่วมระหว่าง GC และ

สารประกอบอื่นในรากชะเอม นอกจากนี้ยังได้มีการศึกษา

ยืนยันฤทธิ์การลดนํ้าตาลในเลือดหนูทดลองของสารสกัด 

KO ของผลโสม พบว่าสารสกัด KO ของผลโสมไม่มีผลต่อ

การลดระดับนํ้าตาล แสดงว่าสารออกฤทธิ์ลดนํ้าตาลในสาร

สกดัผลโสมคอื ginsenoside Re (Yuan and Tanaka, 2011)
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2	 สารสำ�คัญจากพืชสมุนไพรที่มีการวิเคราะห์ด้วยวิธี Eastern blotting, การตรวจด้วยชุดทดสอบ Immmuno

		  chromatographic strip และการแยกบริสุทธิ์ด้วยวิธี Immmunoaffinity column

การเพิ่มการผลิตสารสำ�คัญในพืชแบบมุ่งเป้า (Missile 

type molecular breeding)

	 โดยปกติการเพิ่มการผลิตสารในพืชอาศัยการ

เพาะเลีย้งเนือ้เยือ่พชืรว่มกบัเทคนคิพเิศษอืน่เชน่ การใสส่าร

ตัง้ตน้ การใชต้วักระตุน้ การใชต้วัดดูซบั เปน็ตน้ หรอืการใช้

เทคนิคทางพันธุวิศวกรรมโดยการส่งถ่ายยีนของเอนไซม์

ในวิถีชีวสังเคราะห์ของสารสำ�คัญนอกจากนั้นสามารถเพิ่ม

การผลิตสารสำ�คัญโดยส่งถ่ายยีน scFv ที่จำ�เพาะต่อสาร

สำ�คัญในพืชลงไปในพืช โดยสมมติฐานคือ scFv ที่พืชสร้าง

ขึ้นจะเข้าไปจับกับสารสำ�คัญในเซลล์พืช ทำ�ให้เซลล์พืชไม่

สามารถตรวจพบสารสำ�คญัทีส่รา้งได ้สง่ผลใหเ้ซลลพ์ชืสรา้ง

สารชนดินัน้ขึน้มาอกี เนือ่งจากเปน็การเพิม่การผลติสารโดย

ไม่เกี่ยวข้องกับวิถีชีวสังเคราะห์จึงเรียกวิธีการนี้ว่า Missile 

type molecular breeding (Putalun, 2011) ตัวอย่างเช่น

การสง่ถา่ยยนี scFv ตอ่ solamargineลงไปในรากลอยมะเขอื 

(S. khasianum) ส่งผลให้ปริมาณสารกลุ่ม solasodine 

glycosides ในรากลอยดัดแปลงพันธุกรรมเพิ่มขึ้น 2.3 เท่า 

โดยปรมิาณโปรตนี scFvทีว่ดัไดจ้ะแปรผนัตรงกบัปรมิาณสาร 

กลุ่ม solasodine glycosides ที่เพิ่มขึ้น (รูปที่ 8) (Putalun 

et al.,2003)

รูปที่ 8 	 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ anti-

solamarginescFv ในรากลอยมะเขอื S.khasianum

ดัดแปลงพันธุกรรมกับปริมาณสารกลุ่ม solas-

odineglycosides ที่ตรวจวัดได้ (Putalun et al., 

2003)

A
s-

sc
Fv

 (n
g/

m
g 

to
ta

l s
ol

ub
le
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ro

te
in

)

Sollasodine glycosides ( ug /g dry wt)
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บทสรุป

	 MAbs และ scFvs ที่จำ�เพาะต่อสารสำ�คัญในพืช

สมนุไพรไดถ้กูผลติขึน้และนำ�มาประยกุตใ์ชใ้นงานดา้นเภสชั

เวทหลายแขนง โดยมขีอ้ดคีอืมไีวและความจำ�เพาะสงูกวา่วธิี

อื่น สามารถวิเคราะห์สารปริมาณน้อยได้ สามารถวิเคราะห์

ปรมิาณจากสารสกดัไดโ้ดยตรง ใชเ้วลาในการวเิคราะหน์อ้ย 

สามารถวิเคราะห์ตัวอย่างปริมาณมากพร้อมกันได้ งานทาง

ด้านเภสัชเวทที่ได้มีการนำ� MAbs และ scFvs มาประยุกต์

ใชไ้ดแ้ก ่การควบคมุคณุภาพสมนุไพรหรอืยาแผนโบราณ ทัง้

ในการวิเคราะห์เชิงปริมาณสารสำ�คัญโดยใช้เทคนิค ELISA 

และ Eastern blotting และการวิเคราะห์เชิงคุณภาพโดยใช้

เทคนิค Eastern blotting และ immunochromato-graphic 

strip นอกจากนั้นยังสามารถใช้ศึกษาตำ�แหน่งของสาร

สำ�คัญภายในเนื้อเยื่อหรือเซลล์พืชโดยใช้เทคนิค Eastern 

blotting, immunofluorescence และ immunoeletron-

micro scopy และสามารถประยุกต์ใช้เทคนิคดังกล่าวศึกษา

ตำ�แหน่งที่สารออกฤทธิ์ภายในเนื้อเยื่อหรือเซลล์สัตว์ได้  

รวมไปถึงใช้แยกบริสุทธิ์สารสำ�คัญในขั้นตอนเดียวโดยใช้

เทคนิค immuno- affinity chromatography และสารสกัดที่

ถูกแยกสารสำ�คัญออกด้วยวิธี immunoaffinity chromatog-

raphy ยังสามารถใช้ในการศึกษาเพื่อยืนยันการออกฤทธิ์

ทางเภสัชวิทยาได้ การประยุกต์ใช้ scFvs ร่วมกับเทคนิค

ทางพันธุวิศวกรรมเป็นอีกหนึ่งวิธีที่ช่วยเพิ่มการผลิตสาร

สำ�คัญในพืชหรือเนื้อเยื่อเพาะเลี้ยงพืชได้ จากข้อได้เปรียบ

และประโยชน์ดังกล่าว  MAbs และ scFvs จึงสามารถนำ�มา

ประยกุตใ์ชใ้นงานดา้นเภสชัเวทได ้และสามารถพฒันาตอ่ไป

ในอนาคตเพือ่ใหเ้ปน็วธิมีาตรฐานและมปีระสทิธภิาพเพิม่ขึน้
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