
นพินธต์น้ฉบบั

การเตรียมบิลิรูบินรูปละลายน้ำจากน้ำดีธรรมชาติและการศึกษาคุณสมบัต*ิ

รุจาภา  น่ิมสังข์*1  อรวรรณ  บุญพละ2  จารวุรรณ  ปฐมธนพงศ2์

ภูมิหลัง: การตรวจหาปริมาณบิลิรูบินส่วนต่างๆในซีรัมมักใช้วิธีทำปฏิกิริยาให้สีกับ diazo reagent หรือใช้วิธีเอนไซม์
อย่างไรก็ตามการวิเคราะห์ต้องประเมินผลระดับความแม่นยำด้วยโดยใช้ซีรัมควบคุมคุณภาพซ่ึงสามารถเตรียมได้ด้วยการ
เติมสารมาตรฐานของบิลิรูบินลงไปเพื่อยกระดับความเข้มข้นของบิลิรูบินแต่ละรูปแบบให้สูงขึ้น บิลิรูบินรูปไม่ละลายน้ำ
(Unconjugated biilirubin) (UCB) สามารถหาซือ้ได้จากผูผ้ลิต แต่บิลิรูบินรูปละลายนำ้ (conjugated bilirubin) (glucu-
ronide form)(Bc) ไม่เสถยีร และไม่มีจำหน่ายในทอ้งตลาด
วตัถปุระสงค์: เพ่ือแยกและตรวจสอบลกัษณะของ Bc โดยใช ้น้ำดขีองวัวเป็นวัตถุดบิ
วสัดแุละวธีิการ: การแยก Bc จากนำ้ดีวัวในถุงน้ำดีท่ีเก็บใหม่ ทำโดยวธีิการทีดั่ดแปลงจากวทิยานพินธ์ของ Lucassen
(doctoral thesis, Univer. Utrech, 1961) การแยกน้ำดีท่ีทำซ้ำกัน 5คร้ัง ให้ผลประมาณ 50% ของน้ำดีท่ีมีอยู่เดิมในวัตถุดิบ
ผลิตภัณฑ์ Bc ท่ีแยกไดมี้สีเหลืองน้ำตาล ละลายนำ้ได ้ดูดความชืน้ ดูดกลนืแสงไดใ้นช่วง visible light ท่ีความยาวคลาน
445 nm สามารถทำปฏกิิริยาไดกั้บ diazo reagent และไวต่อการสลายตวัเม่ือสัมผัสแสงหรอือากาศ
วิจารณ์: ผลิตภัณฑ์น้ีเตรียมเพ่ือนำมาตรวจคณุลักษณะซ่ึงอาจมีประโยชน์นำไปใช้ในงานควบคมุคุณภาพต่อไป   ปริมาณ
ผลผลิตของ Bc ที่ได้ ยังไม่น่าพอใจ เนื่องจากความไม่คงตัวที่เกิดขึ้นในขั้นตอนการแยกและการระเหิด  วารสารเทคนิค
การแพทย์เชียงใหม่ 2551; 41: 62-71.

บทคดัยอ่

คำรหสั:  การตรยีม บิลิรูบินรูปละลายนำ้ น้ำดี คุณสมบติั
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Background: The quantification of serum bilirubin fractions is widely performed with both the diazo colorimetric
and enzymatic methods. However, the degree of precision of these methods must be evaluated via bilirubin
control serum, which can be prepared by adding bilirubin standard to based serum in order to raise the bilirubin
fraction to an abnormal value. Unconjugated biilirubin (UCB) can be obtained commercially, but conjugated
bilirubin (glucuronide form)(Bc) is unstable, and thus there are at present no such products on the market.
Objective:  To isolate and characterize Bc using bovine bile as the raw material.
Method:   Bc was prepared by isolation from fresh bovine gall bladder bile.The isolation method was modified
after Lucassen (doctoral thesis, Univer. Utrech, 1961). Bc isolated from five preparations yielded approximately
50% of the original concentration in raw material. The Bc product exhibited a dark brownish yellow color, water
solubility, hygroscopicity, a visible spectrum with peak maximum at 445 nm., diazo reactivity, and instability to air
and light.
Discussion: This product was prepared in order to observe any characteristics that may be useful in possible
further quality control work. Bc yield was unsatisfactory, which may be the result of instability during isolation and
lyophilization.  Bull Chiang Mai Assoc Med Sci 2008; 41: 62-71.
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บทนำ
บิลิร ูบ ินเป็นของเสีย เกิดจากการสลายของ

เม็ดเลือดแดงที ่หมดอายุโดย Reticuloendothelial
system ในซีรัมพบบิลิรูบิน 2 รูปแบบ คือ บิลิรูบินรูป
ไม่ละลายนำ้ (unconjugated bilirubin)(Bu) และบิลิรูบิน
รูปละลายนำ้ (Bilirubin glucuronide)(Bc)1 บิลิรูบินท้ัง 2

รูปแบบท่ีพบในซีรัมมีประโยชน์ในการช่วยวินิจฉัยโรคโดยท่ี
การเพิ่มปริมาณของบิลิรูบินในเลือดสูงกว่าระดับปกติ
ทำให้เกิดอาการตัวเหลือง ตาเหลือง ท่ีเรียกว่า ภาวะดีซ่าน
ซึ่งพบได้เมื่อปริมาณบิลิรูบินรวมมีระดับสูงขึ้นประมาณ
2.5 mg/dl ขึ้นไป รูปแบบของบิลิรูบินสูงขึ้นแตกต่างกัน
ตามภาวะดซ่ีานดังน้ี คือ Prehepatic Jaundice (Hemoly-

วารสารเทคนคิการแพทยเ์ชียงใหม่ ปีที่ 41  ฉบับที่  2  พฤษภาคม 2551
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tic jaundice) เกิดจากภาวะเม็ดเลือดแดงแตก ทำให้
บิลิรูบินสูงเกินกว่าความสามารถที่ตับจะขับออกได้หมด
ทำให้ Bu สูงข้ึนในซีรัม  พบได้ในโรค Acute และ Chronic
hemolytic anemia ในภาวะ Hepatic jaundice (Hepa-
tocellular jaundice) เซลล์ตับถูกทำลายทำให้การสร้าง Bc
จาก Bu ช้าลง  ทำใหมี้บิลิรูบินทัง้ 2 รูปแบบสงูข้ึนในซรัีม
โดยที ่Bu สูงกวา่ Bc พบไดใ้นโรค hepatoma, cirrhosis
หรือ hepatitis เป็นต้น และในภาวะ Posthepatic jaun-
dice (Obstruction jaundice) เกิดจากการอดุตันท่ีท่อน้ำดี
ทำให้ระดับ บิลิรูบินทั้ง 2 รูปแบบสูงขึ้น แต่บิลิรูบิน
รูปละลายนำ้ หรือ Bc สูงกวา่  การอดุตนัอาจเกดิจาก น่ิว
เน้ืองอก และทอ่น้ำดตีีบตัน2 เป็นต้น

ในการวิเคราะห์หาปริมาณบิลิรูบินในซีรัมมีวิธีการ
หลายวิธี เช่นวิธีที่ใช้หลักการ diazotization วิธี ที่ใช้
เอนไซม์ bilirubin oxidase หรือวิธี direct spectropho-
tometry3 ในการวิเคราะห์นี้ไม่ว่าจะใช้วิธีใด จำเป็นต้อง
ใช้ซีรัมควบคุมคุณภาพวิเคราะห์พร้อมกันไปกับซีรัมส่ง
ตรวจเพื่อควบคุมความแม่นยำของการวิเคราะห์เพื่อ
ให้ได้ผลน่าเชื่อถือและนำไปช่วยแพทย์วินิจฉัยโรคได้4

การเตรยีมซีรัมควบคมุคุณภาพใช้เอง จำเป็นต้องนำซีรัม
รวมของผู้ป่วยโรคตับมาใช้เพ่ือให้มีระดับค่าบิลิรูบินรูปไม่
ละลายและละลายน้ำในความเข้มข้นที่สูงผิดปกติ ดังนั้น
จึงอาจทำให้ติดเช้ือไวรัส บี และทำให้เป็นโรคตับอักเสบได้
สำหรับซีรัมควบคุมคุณภาพที่ผลิตเพื่อจำหน่ายมีราคา
แพงมาก และ การขนส่งนำเข้ามีปัญหาของความไม่คงตัว
ต่อแสง และเม่ือทำการผลิตซีรัมควบคุมคุณภาพใช้เอง ก็มี
ปัญหาเน่ืองจากสารมาตรฐานของบลิิรูบินชนิด Bc ท่ีผลิต
จำหน่ายมีราคาแพงมาก (ต้องสั่งผลิตจากแหล่งผลิต
โดยตรง) ซ่ึงไม่สามารถจดัหามาใชเ้พ่ือเติมลงในซีรัมท่ีใช้
เป็นวัตถุดิบได้ ดังน้ันการวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือทดลอง
ผลิตบิลิรูบินรูปละลายนำ้ข้ึนมาเพือ่ทดสอบคณุสมบติั ซ่ึง
จะมีประโยชน์นำไปใช้ในการนำมาผลิตซีรัมควบคุม
คุณภาพสำหรับใช้งานในห้องปฏิบัติการเคมีคลินิกต่อไป

วัสดุและวิธีการทดลอง
วัสดุและอุปกรณ์

วัตถุดิบ:  น้ำดี ได้จากการเก็บถุงน้ำดีท่ีตัดจากตับ
ของวัวทีฆ่า่ในโรงฆา่สตัว์ เทศบาลนครเชยีงใหม่

สารเคมีและสารละลายอินทรีย์ที ่สำคัญ:
Sodium thiosulphate pentahydrate, Oxalic acid
dihydtrate, Sulfanilic acid, Sodium nitrite, Caffeine,
Sodium benzoate,Sodium acetate trihydrate, Sodium
potassium tartrate, Methanol, Dimethylsulfoxide
(DMSO)  ได้จาก Sigma Chemical Company (USA)

Chloroform, Diethyl ether ได้จาก Merck,
Darmstad, Germany

สารเคมอ่ืีนๆ เป็นชนิด analytical grade
Commercial control serum, abnormal control

เป็นของ Randox (England)
เคร่ืองมอืและวสัดอุุปกรณท่ี์สำคญั :
Shimudzu UV-160 A Spectrophotometer
Lyophilizer (Telstar,Spain)
Nitrogen gas
สารละลายเคมท่ีีสำคญั :
1. 100 g/L Oxalic acid

ชั่ง Oxalic acid 100 กรัม ละลายและปรับ
ปริมาตรใหไ้ด ้1 ลิตร ด้วยน้ำกลัน่

2. สารละลายเคมีสำหรับการตรวจหาปริมาณ
บิลิรูบินด้วยหลักการ diazotozation และสารละลาย
มาตรฐานเตรยีมตามวธีิของ jendrassik & Grof5

วิธีการทดลอง
1. การตรวจหาปริมาณ Total และ Direct

bilirubin ในน้ำดีท่ีเปน็วตัถดิุบ
นำน้ำดีที่เก็บมาแต่ละครั้งซึ่งมีลักษณะเป็นถุง

(intact gall bladder) ติดกบัตับ  ตัดถงุออก วัดปรมิาตร
น้ำดี แบ่งออกมาไว้ตรวจปริมาณ Total และ Direct
bilirubin ด้วยวิธี Jendrassik & Grof5 ตรวจหาคา่เฉลีย่
และคำนวณหาค่า Bc เทียบกับ Total bilirubin (Bt)
ที่ตรวจได้

2. วธีิการเตรยีมบลิิรูบนิรูปละลายนำ้ (Bc)
1. วิธีการแยก Bc จากนำ้ดีของวัว (6, ดัดแปลง)
น้ำดีเก็บใหม่ จากถุงน้ำดีของวัวนำมาแช่แข็ง ที่

–30OC ในภาชนะแกว้ป้องกนัแสงทีปิ่ดสนทิ เกบ็รวบรวม
ไว้จนกว่าจะนำไปใช้งาน

วิธีการแยก นำน้ำดีที่แช่แข็งไว้ มาทำให้ละลาย
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ภายในเวลาไม่เกิน 2 ชั่วโมง วัดปริมาตร แล้วเจือจาง
น้ำดีด้วยน้ำกล่ันท่ีไล่ oxygen ออกโดยการ bubble ด้วย
กาซ N2 เป็นเวลา 30 นาทีมาแล้ว การเจือจางทำให้มี
ปริมาตรสดุทา้ยเปน็ 5 เทา่ของปรมิาตรเดมิของน้ำดี

นำน้ำดเีจือจาง ใส ่Beaker หุ้มดว้ยกระดาษตะกัว่
นำไปแช่ในอ่างน้ำแข็งที่มีท่อไนโตรเจน เสียบติดผ่าน
เข้าไปใน beaker เพ่ือปรับบรรยากาศภายในใหอ้ยู่ภายใต้
กาซไนโตรเจน จากนัน้คอ่ยๆ เติม Sodium thiosulfate
pentahydrate (solid) ลงไป 4 กรัม / 100 มล. ของ
ปริมาตรน้ำดีที่เจือจางแล้ว พร้อมกวนช้าๆไปด้วย ปรับ
pH ของน้ำดีเจือจางใหไ้ด้  6.0 ด้วย 100g/L Oxalic acid
การเกิดตะกอนของบิลิรูบินเกิดหลังจากการทำ acid-base
titration จน pH  ของน้ำดเีจือจางอยูท่ี ่ประมาณ 7.0 นำ
สารละลายตะกอนใส่ลงในหลอดป่ันขนาด 50 mL หลอดละ
25 mL. แล้วปั่น 3500 rpm นาน 5 นาที เทส่วนใส
ข้างบนทิ้งไป

นำตะกอนท่ีได้มาล้าง 3 คร้ังด้วย anhydrous ether
หลังจากทำตะกอนให้แห้ง แล้วนำมาละลายด้วยน้ำกลั่น
แล้วจึงตรวจหาชนิดบิลิรูบินที่มีในตะกอนต่อไป จากนั้น
นำไปบรรจุขวดละ 2 มล. นำไประเหิดในเคร่ือง Lyoalpha
-10 ข้ามคืน เก็บ lyophilized product ในภาชนะที่มี
desiccant ในที่มืดที่อุณหภูมิ –20 OC จนกว่าจะนำมา
ประเมินผล หรือใช้งานตอ่ไป

2. การพิสูจน์ลักษณะและคุณสมบัติของ   Bc
ท่ีแยกจากนำ้ดี7 (ดัดแปลง)

2.1 ตรวจหา Absorption spectra
นำ  lyophilized Bc  ท่ีเตรียมไดม้า  2

vials  ช่ัง lyophilate ท่ีได้แต่ละ vial แล้วนำมาละลายในน้ำ
เพ่ือตรวจดูคุณสมบัติการละลายนำ้ได้ของ Bc และใน 4%
BSA ขวดละ  2 mL จากนัน้นำ  Bc ทีล่ะลายใน 4% BSA
ไป scan ด้วยเคร่ือง Shimudzu UV-Visible Spectropho-
tometer ต้ังแต่  wavelengh 380-550 nm. (ใช้ 4% BSA
เน่ืองจากตอ่ไปต้องนำ Bc ท่ีผลิตไดม้าผสมกบั UCB ท่ี
เจือจางด้วย 4% BSA เพื่อเตรียมซีรัมควบคุมคุณภาพ
ผสมทีมี่ บิลิรูบินทัง้ 2 รูปแบบ) ค่าดดูกลนืแสงสงูสดุทีวั่ด
ได้เทียบกับ Bilirubin standard (Sigma B 4126, Sigma
Chemical Company, USA) ซ่ึง scan โดยวธีิเดียวกนั

2.2 ตรวจดูการทำปฏิก ิร ิยาก ับ diazo

reagent
นำสารที่คาดว่าเป็น Bc จากข้อ 2.1

ไปทำปฏกิิริยาตรวจหาสารทัง้ 2 ชนิด โดย วิธี  diazoti-
zation ท้ังในปฏิกิริยา direct reaction และ Total reac-
tion โดยวิธีของ Jendrassik & Grof 5  ซ่ึงใช้ตรวจหาความ
เขม้ขน้ของบลิิรูบินทีเ่ตรยีมขึน้ คา่ความเขม้ขน้เทยีบกบั
สารละลายมาตรฐานของ unconjugated bilirubin ท่ีละลาย
ใน 4% BSA และใช้วิธี Jendrassik & Grof 5 เป็นวิธี
การหลัก

ผลการทดลอง
1. ปริมาณของบิลิร ูบ ินในน้ำดีที ่ใช ้เป็น

วัตถุดิบ
จากการนำน้ำดี 5 ตัวอย่างมาวิเคราะห์ปริมาณ

บิลิรูบินก่อนนำไปแยกเอาส่วนที่เป็นบิลิรูบินออก ได้ผล
แสดงในตารางที ่1 ซ่ึงพบว่าความเขม้ข้นของ Bc ในน้ำดี
โดยคิดเป็นเปอร์เซนต์ของ Bt. มีค่าตั้งแต่ 50 -70.2%
โดยม ีค ่าเฉล ี ่ยและค ่าเบ ี ่ยงเบนมาตรฐานเท ่าก ับ
62.5±±±±±9.18%

2. ผลการเตรยีมบลิิรูบนิรูปละลายนำ้ (Bc)
การเตรียม Bc จากน้ำดี ซ่ึงทำโดยวัดปริมาตรและ

วัดปรมิาณบลิิรูบินรวม (Bt) และ Bc ทีมี่อยู่ในนำ้ด ีกอ่น
เพื่อเก็บไว้คำนวณผลผลิตที่ได้ ผลการแยกได้รับการ
พิสจูน์ลักษณะและคณุสมบติั (identification) ว่าเปน็ Bc
ซ่ึงพบว่าละลายนำ้ไดดี้ สว่นคณุลักษณะอืน่ๆ ท่ีตรวจพบ
ตามขัน้ตอนต่างๆ แสดงผลการทดลองดงัน้ี คือ

2.1 ผลการตรวจ Absorption spectra
การเปรียบเทียบ spectrum ของ Bc จาก

bile isolate ละลายใน 4% BSA และ ซีรัม ทำโดยนำ  Lyo-
philized  product  1 ขวด ไปช่ังด้วย Analytical balance
เพ่ือหานำ้หนักผลผลติแล้วละลายใน 4% BSA จำนวน 2
mL จากนัน้นำไปหา spectrum โดย scan ต้ังแต่ 350-
600 nm. เทียบกับน้ำ ตามแสดงในรปูท่ี  1 พบว่าได้ peak
ท่ีมียอดอยู่ระหว่าง 418.5-453.8 nm สูงสุดท่ีประมาณ 448
nm สำหรับ 4% BSA ซ่ึงใช้เป็นตัวทำละลาย Bc lyophilate
ไม่พบ peak เม่ือ scan เทียบกบัน้ำ

สำหรับการตรวจวัด spectrum ของซีรัมท่ีมีบิลิรูบิน
อยู่ท้ัง 2 รูปแบบ ซ่ึงแสดงในรปูท่ี 1 เช่นเดียวกัน พบว่าให้
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รูปแบบของ spectrum ท่ีคล้ายคลึงกันกับ Bc isolate แต่มี
2 peaks เนื่องจากในซีรัมมีสารประกอบอื่นนอกเหนือ
จากบิลิรูบินด้วย แต่มี peak หน่ึงประมาณ 440 อยู่ระหว่าง
420-460 nm. เช่นเดียวท่ีพบใน  Bc lyophilate ท่ีละลายใน
4% BSA

2.2 ผลการทำปฏกิิริยากบั diazo reagent
การทำปฏกิิริยากบั diazo reagent ซ่ึงจำเพาะกบั

บิลิรูบิน พบการทำปฏกิิริยาของ Bc ได้ใน direct reac-
tion แสดงผลของการ scan ในรูปที่ 2 ซึ่งให้ผลการ
ดูดกลนืแสงสงูสุดที ่600 nm และเม่ือให้ bilirubin isolate
ทำปฏิกิริยาใน total reaction พบว่าให้ผลการดูดกลืน
แสงท่ี 600 nm เช่นเดียวกัน (รูปท่ี 3) แต่ให้ค่าดูดกลืนแสง
สูงกว่า

2.3 คณุสมบติัของ Bc isolate
ตารางที ่2 ไดส้รปุคณุสมบติัของ Bc ทีมี่

ใน apparent yield เปรียบเทยีบกับการแยกจากนำ้ดีของ

มนุษย์ซ่ึงมีผู้ทดลองทำมาแลว้ พบว่าคุณสมบัติท่ัวไปของ
การเป็นบิลิรูบินคล้ายคลึงกัน แต่ได้ peak คมชัดกว่า
แต่ได้ผลผลิตต่ำกว่า

2.4 ความเขม้ข้นของ Bc isolate
ตัวอย่างการการคำนวณความเข้มข้น

ของบิลิรูบินละลายใน 4% BSA และทำปฏกิิริยาใน direct
reaction ให้ค่าดูดกลืนแสงตามผลการ scan ในรูปที่ 2
เท่ากบั 0.141 และ Total reaction เท่ากบั 0.240 ในรูปท่ี
3   ดังน้ันค่าความเข้มข้นท่ี คำนวณได้ จึงมีค่าเท่ากับ 2.08
และ 3.78 mg/dL ตามลำดับ ผลการคำนวณดังกล่าว
แสดงใหเ้ห็นว่ายงัมี Bu ปนอยู่ใน Bc แยกจากนำ้ด ี (bi-
lirubin isolate) สำหรับความเข้มข้นของ Bc isolate
ที่ได้จากแต่ละตัวอย่าง ได้สรุปและแสดงในตารางที่ 3
ซ่ึงพบว่านำ้หนักปรากฏของ ผลผลิตทีไ่ดมี้ค่าอยูร่ะหว่าง
0.45-1.81 mg/g solid (apparent yield)

1 72 12.5 8.75 70
2 52 8.4 5.9 40.23
3 81 18.7 10.4 55.61
4 65 7.5 3.75 50.0
5 60 10.8 7.2 66.67

Mean 62.5
SD 9.18

ตารางที ่ 1    ความเขม้ขน้ของบลิิรูบนิในน้ำดีท่ีใชเ้ปน็วตัถดิุบในการแยกบลิิรูบนิเพือ่ใชง้าน

ตัวอย่างที่ ปริมาตร(มล.) Total bilirubin(Bt)
mg/dL

Conjugated,Bc
mg/dL

% Bc  เทยีบกบั Bt ใน
ตัวอย่างน้ำดีของวัว

*วิเคราะหโ์ดยวธีิ J-G Method (5)
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รูปที ่2  Spectrum ของ  Bc ใน 4% BSA ทำปฏกิิริยากบั  diazo reagent  ใน  direct reaction และ  scan
โดยใชน้้ำ อ่านค่าศูนย์  ในเคร่ือง Shimudzu UV-160 A

รูปที ่1 Spectrum ของ  Bc ใน 4% BSA เปรยีบเทยีบกบับลิิรูบนิในซีรัม  และ 4% BSA  การ scan
สารละลายทัง้ 3 ชนดิทำโดยใชน้้ำอ่านค่าศูนย ์  ในเคร่ือง Shimudzu UV-160 A

วารสารเทคนคิการแพทยเ์ชียงใหม่ ปีที่ 41  ฉบับที่  2  พฤษภาคม 2551

67



รูปที ่3    Spectrum ของ  Bc ใน 4% BSA ทำปฏกิิริยากบั diazo  reagent  ใน   Total reaction และ  scan
โดยใชน้้ำอ่านค่าศูนย์ ในเคร่ือง Shimudzu UV-160 A

ปริมาตรน้ำดีเริ่มต้น 52-81 mL 100 mL
ผลการแยก Bc 1.1-5.2 mg /total bile   5-30 mg/100 mL of total bile

volumn    volumn
คุณสมบัติทางกายภาพทั่วไป        สน้ีำตาลเหลอืงปนเขยีว เป็น        สีน้ำตาลเหลอืง  เป็นผลึก

ผงป่น  ดูดความชืน้  ละลาย  ดูดความชืน้  ละลายนำ้ได้ดี
น้ำไดด้ ี กลายเปน็สเีขียวเมือ่  กลายเปน็สเีขียวเมือ่มี
มีความชื้นหรือโดนแสง  มีความชืน้หรือโดนแสง

Visible Spectrum       Sharp peak  ระหว่าง         Broad peak ระหว่าง 420-
325-450 nm  มี max.abs ท่ี 450 nm  มี max Abs.ท่ี 420-
425 nm 425  nm.

Diazo reactivity       ให้สเีหลืองใสขึน้เมือ่เติม     ให้สีชมพูม่วงกบั diazo
Diazo reagent   ให้สีเขียว Reagent  ใน direct reaction
คลา้ย  serum  ทีมี่ค่า Bc ต่ำ
เม่ือเติม alkaline tartrate ใน
Jendrassik&grof reaction

ความบริสุทธิ๋(purity)              ไม่บริสทุธิ์            15-40% purity

ตารางที ่ 2   สรปุผลการแยก   Bc จากน้ำดีของววั เทียบกบัการทดลองอืน่

คณุสมบติัทดสอบ              ผลการทดลอง             การทดลองอืน่ *

* Lucassen (6)
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วิจารณ์
การขับถ่ายบิลิรูบินซ่ึงเป็นของเสียออกจากร่างกาย

สามารถทำไดโ้ดยใหบิ้ลิรูบิน conjugate กับน้ำตาล glu-
curonic acid ที่มีในตับให้เป็น monoglucuronide หรือ
diglucuronide แล้วขับออกทางน้ำดี น้ำดีสร้างจากตับ แล้ว
นำไปเก็บและทำให้เข้มข้นในถุงน้ำดี ก่อนขับออกทาง
ลำไส้เล็กส่วนต้นในขณะที่มีการย่อยไขมัน ดังนั้นใน
ร่างกายส่วนที่มี Bc มากที่สุดคือน้ำดีในถุงน้ำดีนั่นเอง
น้ำดีของคนถูกสร้างออกมาประมาณ  400 - 800 มิลลิลิตร
ต่อวัน และจะถกูทำใหเ้ข้มข้นในถงุน้ำดปีระมาณ 5 เทา่8

ดังนั้นปริมาตรของน้ำดีในถุงน้ำดีของคนจะมีประมาณ
80-160  มิลลิลิตร ซ่ึงพอๆ กับน้ำดีในถุงน้ำดีของวัว ส่วน
Bilirubin glucuronides ในน้ำดีที ่ได้จากถุงน้ำดีคน
มีประมาณ 69.4 – 96.5 mg% ของบิลิรูบินรวม (Total
bilirubin)9 ซึ่งเทียบกับที่ได้จากน้ำดีในถุงน้ำดีของวัว
ที่นำมาทดลอง คือ ประมาณ 53.3 -71.7 mg% ของ
บิลิรูบินรวม (mean ± SD, ตารางที ่1) ซ่ึงต่ำกวา่เลก็นอ้ย
ดังน้ันการนำน้ำดีจากถุงน้ำดีของวัวมาใช้เป็นวัตถุดิบจึงน่าจะ
เพียงพอในการนำมาใชแ้ยก  Bc เพ่ือนำไปใช้งานแลว้แต่
วัตถุประสงค์

การเตรียม Bc ในหลอดทดลองได้มีผู้สนใจทำ
มานาน เช่น การเตรียม Bc ในรูปของบิลิรูบินเอสเทอร์
(10) ซ่ึงพบว่าสามารถสังเคราะห์ในรูป bilirubin ester ของ
methyl, ethyl, isopropyl และ benzyl ester ได้ บิลิรูบิน
เอสเทอร์เหล่าน้ีไม่พบในซีรัมและไม่สามารถทำปฏิกิริยากับ
diazo reagent ได้ สำหรบับิลิรูบินเอสเทอรรู์ปแบบทีท่ำ
ปฏิกิริยากบั diazo reagent ได้ดี ต้องเป็น glucuronide
forms ซึ่งพบในน้ำดีและ และในซีรัมคนปกติและผู้ป่วย
(11) ดังน้ันบิลิรูบินท่ีสังเคราะห์ในหลอดทดลองโดยวธีิน้ี10

จึงไม่สามารถนำมาใช้ได้
มีผู้วิจัยอื่นทำการศึกษาเพื่อผลิตและประเมินผล

Bc ท่ีผลิตข้ึน6-7,12-13 โดยวิธี การสังเคราะห์ในหลอดทดลอง
เช่น  Wu และคณะ7 ได้ทำการศึกษาถึงการเตรียม Bc
โดยใช้ ตับคนเป็นวัตถุดิบนำมาบดเป็น liver homogenate
แล้วเติม Bu และ glucuronic acid ลงไปและทำการ
สังเคราะหใ์นหลอดทดลอง  ซ่ึงเอนไซม์ UDP-glucuronyl
transferase ใน liver homogenate จะเร่งปฎิกิริยาการ
conjugate ของ Bu กับ glucuronic acid ได้ผลเป็น Bc

ซ่ึงสามารถทำปฏกิิริยาใน direct reaction ท่ีใช้หลักการ
diazotization ได้ นอกจากนี้ Lee13 ยังได้สังเคราะห์
ditaurobilirubin (DTB) ซึ่งเป็น conjugated bilirubin
ที่เกิดจากการจับกันของ unconjugated bilirubin กับ
taurine ซ่ึงเป็นกรดอะมิโนข้ึนมาใช้งาน ซ่ึงต่อมา Doumas
และคณะ7 ไดป้ระเมินผล Bc สงัเคราะหช์นิดนีแ้ล้วพบว่า
DTB ทีเ่ตรียมข้ึนมีความบรสิทุธิส์งูซ่ึงสามารถตรวจสอบ
ได้โดยวิธี High performance liquid chromatography
(HPLC) DTB น้ีสามารถทำปฏิกิริยากับ  diazo reagentได้
ตามวธีิการตรวจหา direct bilirubin ของ Jendrassik &
Grof ซ่ึงเป็นปฏิกิริยาการตรวจหา direct bilirubin ในซีรัม
ทีนิ่ยมวิธีหน่ึงในปจัจุบัน5  อย่างไรกต็าม DTB ไม่ใช่  Bc
ตามธรรมชาติที่พบในกระแสเลือดของมนุษย์ และยังทำ
ปฏิกิริยาชา้ใน diazo reagent โดยเฉพาะในการตรวจหา
direct bilirubin ซึ่งใช้เวลาสั้นในการทำปฎิกิริยาเพียง
1 นาที ถ้าหากนำไปใช้ เติมลงในซีรัมเพื่อเตรียมซีรัม
ควบคุม คุณภาพที่มี Bc ความเข้มข้นสูง จะทำให้
วิเคราะห์ได้ค่าต่ำกว่าความเป็นจริง

ในการศกึษานีไ้ด้นำวิธีการแยก Bc ของ Lucas-
sen6 มาใชใ้นการเตรยีม Bc โดยมกีารดดัแปลงวธีิเพ่ือให้
เหมาะสมกับเครื ่องมือที ่มีใช้ในห้องปฏิบัติการ การ
ดัดแปลงทำในขั ้นตอนเจือจางน้ำดีและการปรับ pH
อย่างช้าๆ ทำให้พบตะกอนทีมี่ลักษณะเบาฟ ู(Flocculent
precipitate) ท่ี pH ประมาณ 7 แต่ผลของการทำปฏกิิริยา
ของผลผลติทีไ่ด้กับ diazo reagent สรุปได้ว่าการสกดัน้ี
ไม่ได้ Bc บริสุทธ์ิ การทำ Bc ในผลผลิตให้บริสุทธ์ิสามารถ
ทำไดโ้ดยการเตมิ chloroform ผสมกบั buffer (aqueous
phase) ลงไปเพื่อแยกเอา Bu และ Bc ออกจากกัน
อย่างไรก็ตามข้ันตอนต่อเน่ืองน้ันจะทำให้บิลิรูบินสลายตัว
มากขึ้น ส่วนการที่ Bc ไม่คงตัวในขณะที่ทำการแยก
ออกจากน้ำดีนั้นมีรายงานโดย Lucassen6 และ Wu7

เช่นกนั  สำหรบัวิธีการเตรยีม Bc ท่ีบริสุทธ์ิสามารถทำได้
เช่น จากงานวิจัยของ Spivak &Yuey9 ซึ่งใช้วิธี HPLC
แยก Bc จากนำ้ดีของคน พบว่าในการแยก สามารถแยก
Bc ได้บริสุทธิ์และสามารถแยกเก็บได้ในรูป mono และ
diglucuronide อีกดว้ย อย่างไรกต็ามการเตรยีมโดยวธีิน้ี
จะมีค่าใช้จ่ายสูงมาก

การตรวจสอบคุณสมบัติของสารสกัดว่าเป็น Bc

Bull Chiang Mai Assoc Med Sci Vol. 41,  No. 2  May 2008

70



หรือไม่น้ันสามารถทำใหถู้กต้องได้โดยวิธี Mass spectro-
photometry  (MS) และ  Nuclear Magnetic Resonance
(NMR) ซ่ึง Wu et al 7  ได้ทดลองแยก Bc จากนำ้ดีของ
คน แล้วย่อยเอา glucuronic acid ออกก่อนนำเข้า
ตรวจสอบในเครือ่ง  MS และ NMR พบว่าในสารสกดัจาก
น้ำดีให้สารที่มีสูตรโครงสร้างเป็น Bc ชนิด bilirubin
diglucuronide

ประโยชน์ท่ีได้รับจากงานวจัิยน้ีคือสามารถเตรยีม
Bc ได้ โดยได้ผลผลิตในระดับหนึ่ง แต่ผลผลิตของ Bc
ที่ได้ยังต่ำไปเนื่องจากมีการสลายตัวในกระบวนการแยก
และการระเหิด ซึ่งพบว่าผลผลิตที่ได้มีสีเขียวปนอยู่ด้วย
ซ่ึงเป็นสีของบิลิรูบินท่ีสลายตวัให้ บิลิเวอดิน แต่เน่ืองจาก
วิธีการเตรยีม Bc น้ีเป็นวิธีทีง่่าย มีคา่ใชจ่้ายตำ่จึงควรจะ
พัฒนาวิธีการเตรียม โดยเฉพาะในขั้นตอนการป้องกัน
แสงและออกซิเจนเข้าไปในภาชนะที่ทำการแยกรวม
ท้ังข้ันตอนในการระเหิด จัดหาเคร่ืองมือท่ีเหมาะสมเพ่ือให้
Bc ท่ีแยกออกมาคงตวัสำหรบัใช้งานตอ่ไป
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