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        ชิงช้าสะแกราช (Tinospora siamensis Forman) วงศ์ Menispermaceae เป็นพืชที่ถูกค้นพบครั้งแรกใน
ประเทศไทยท่ีป่าสะแกราช อ าเภอวังน้ าเขียว จังหวัดนครราชสีมา โดยพืชในสกุล Tinospora หลายชนิดถูกใช้เป็น
ยาสมุนไพร มีสรรพคุณแก้ไข้ ต้านการอักเสบ ต้านเบาหวาน ต้านภูมิแพ้ และปรับภูมิคุ้มกัน เป็นต้น ในปัจจุบันยัง
ไม่มีการรายงานถึงองค์ประกอบทางเคมีและฤทธิ์ทางชีวภาพของพืชชนิดนี้มาก่อน ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมี
วัตถุประสงค์เพื่อศึกษาองค์ประกอบทางเคมีและฤทธ์ิทางชีวภาพของเถาชิงช้าสะแกราช โดยใช้วิธีการแยกสกัดสาร
ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีและวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสารบริสุทธิ์ด้วยเทคนิคสเปคโทรสโกปี การวิจัยนี้
สามารถแยกสารบริสุทธิ์จากสารสกัดส่วนเอทิลอะซีเตทได้ 2 ชนิด ได้แก่ 15,16-Epoxy-4-hydroxy-2,13(16),14-
clerodatriene-17,12:18,6-diolide และnaringenin ซึ่งเป็นสารในกลุ่ม diterpenoid และ flavonoid ตามล าดบั 
เมื่อทดสอบฤทธิ์ลดระดับน้ าตาลในเลือดผ่านกลไกการยับยั้งเอนไซม์แอลฟ่ากลูโคซิเดส พบว่าสารทั้ง 2 ชนิด 
สามารถยับยั้งเอนไซม์แอลฟ่ากลูโคซิเดสได้โดย naringenin (IC50<1,203.05 µM) มีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์                  
แอลฟ่ า กลู โ คซิ เ ด ส  ไ ด้ ดี ก ว่ า  15,16-Epoxy-4-hydroxy-2,13(16),14-clerodatriene-17,12:18,6-diolide 
(IC501,583.13±66.87 µM) และ Acarbose (IC501,591± 236.88 µM) โดยข้อมูลที่ได้เป็นรายงานครั้งแรกถึง
องค์ประกอบทางเคมีและฤทธิ์ทางชีวภาพของต้นชิงช้าสะแกราช และอาจน าสารนี้ไปพัฒนาต่อเป็นยารักษา
โรคเบาหวานท่ีเป็นยาใหม่จากธรรมชาติได้ 
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ค าน า 

 โครงการปริญญานิพนธ์นี้เป็นส่วนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตรเภสัชศาสตร์ คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย โดยมีวัตถุประสงค์เพื่อให้นิสิตเภสัชศาสตร์ได้มีการเรียนรู้ให้มีความเช่ียวชาญในด้านที่ตนสนใจ รวมถึงฝึกฝน
ตนเอง ทั้งในเรื่องของการคิดวิเคราะห์ การคิดและวางแผนการท างานอย่างเป็นระบบ การท างานเป็นทีม รวมถึงการวิจัย
และพัฒนาองค์ความรู้ทางด้านเภสัชศาสตร์ เพื่อประโยชน์ในการพัฒนาวิชาชีพ และส่งเสริมสุขภาพท่ีดีให้แก่ประชาชน 

 รายงานโครงการปริญญานิพนธ์ฉบับนี้จัดท าขึ้นเพื่อเสนอผลการวิจัยในหัวข้อเรื่อง องค์ประกอบทางเคมีและ
ฤทธิ์ทางชีวภาพของเถาชิงช้าสะแกราช ซึ่งมีเนื้อหาในเรื่องของที่มาและความส าคัญของโครงการ ขั้นตอนและวัสดุที่ใช้ใน
การศึกษา รวมถึงผลการวิจัย การอภิปรายผลและสรุปผลการวิจัย ซึ่งคณะผู้วิจัยมีความมุ่งหวังว่ารายงานฉบับนี้จะ
สามารถน าไปพัฒนาเพื่อหาสารส าคัญซึ่งมีฤทธิ์ทางชีวภาพ เพื่อพัฒนาเป็นยาที่สามารถใช้ในการดูแลรักษาผู้ป่วยสืบไป 
หากโครงการปริญญานิพนธ์ฉบับนี้มีข้อผิดพลาดประการใด คณะผู้วิจัยขออภัยไว้ ณ ท่ีนี้ด้วย 

 

คณะผู้วิจัย 
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เจ้าหน้าที่ในภาควิชาเภสัชเวทและเภสัชพฤกษศาสตร์ทุกท่าน ที่กรุณาให้ความช่วยเหลือและอ านวยความสะดวกในด้าน
ตา่งๆ ตลอดการด าเนินงาน จนกระทั่งโครงการปริญญานิพนธ์ฉบับนี้ส าเร็จลุล่วงไปได้ 
 ขอขอบคุณพี่นิสิตปริญญาเอกและปริญญาโททุกท่านในภาควิชาเภสัชเวทและเภสัชพฤกษศาสตร์ ที่ได้ให้
ค าแนะน าต่างๆ จนท าให้โครงการปริญญานิพนธ์น้ีส าเร็จด้วยดี 
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ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อ 

%  = ร้อยละ 

๐C  = องศาเซลเซียส 

CH2Cl2  = dichloromethane 

cm  = centimeter (เซนติเมตร) 

DMSO  = dimethylsulfoxide 

EtOAc  = ethyl acetate 

EtOH  = ethanol 

g  = gram (กรัม) 

H2O  =  น้ า 

kg  =  kilogram (กิโลกรัม) 

MeOH  = methanol 

mg  =  milligram (มิลลิกรัม) 

ml  = milliliter (มิลลิลิตร) 

nm  = nanometer (นาโนเมตร) 

TLC  =  thin layer chromatography 

µg  = microgram (ไมโครกรัม) 

µl  = microliter (ไมโครลิตร) 

µm  = micrometer (ไมโครเมตร) 

UV  = ultraviolet 
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บทท่ี 1 
บทน ำ 

1.1 ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญ 

 ชิงช้าสะแกราช (Tinospora siamensis Forman) เป็นพืชที่จัดอยู่ในวงศ์ Menispermaceae 
ถูกค้นพบครั้งแรกโดยชาวเยอรมันชื่อ H. Benziger ที่อ าเออวังน้ าเีียว จังววัดนครราชสีมา จึงได้รับการ
ตั้งชื่อสปีชีส์ตามถิ่นที่ค้นพบนั่นคือประเทศไทย1 โดยพืชในวงศ์นี้เป็นพืชใบเลี้ยงคู่ที่พบการกระจายในแถบ
อเมริกาตะวันออกและเอเชียตะวันออก พบพืชทั้งวมด 72 สกุล 520 ชนิด2 ส่วนใวญ่เป็นไม้เถา (climber) 
และองค์ประกอบทางเคมีกลุ่มวลักที่มักพบคือกลุ่ม alkaloids3 ในประเทศไทยมีการน าพืชในสกุล 
Tinospora มาใช้ในทางสมุนไพร เนื่องจากมีฤทธิ์ทางชีวอาพที่วลากวลาย ตัวอย่างเช่น เถาบอระเพ็ด 
(Tinospora crispa (L.) Miers ex Hook.f.& Thomson) มี ก า ร ร า ย ง า น ว่ า  พ บ ส า ร ส า คั ญ 
borapetoside C  ในเถาบอระเพ็ด ซึ่งมีฤทธิ์ต้านเบาววานในผู้ป่วยเบาววานชนิดที่ 2 โดยเพ่ิมการน า
กลูโคสไปใช้ประโยชน์ เพ่ิมความไวรับต่อ insulin และท าใว้ insulin resistance ช้าลง4 นอกจากนั้นยัง
พบสารในกลุ่ม alkaloids คือ columbamine ซึ่งมีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ cholinesterase5 และมีการ
ใช้บอระเพ็ดในการรักษาความดันโลวิตสูง 

 จากการสืบค้นี้อมูลีองคณะผู้วิจัยพบว่า ยังไม่มีการศึกษาที่รายงานถึงองค์ประกอบทางเคมีและ
ฤทธิ์ทางชีวอาพีองเถาชิงช้าสะแกราช และคณะผู้วิจัยได้มีการส ารวจพื้นที่ในบริเวณสถานีวิจัยสิ่งแวดล้อม
สะแกราช อ าเออวังน้ าเีียว จังววัดนครราชสีมา โดยสามารถเก็บตัวอย่างเถาชิงช้าสะแกราช ซึ่งเป็นพืช
พ้ืนถิ่นีองประเทศไทยมาท าการศึกษาได้ 

 คณะผู้วิจัยจึงมีความสนใจที่จะแยกสกัดสารบริสุทธิ์จากเถาชิงช้าสะแกราชเพ่ือน ามาวิเคราะว์วา
โครงสร้างทางเคมี และน าไปทดสอบฤทธิ์ทางชีวอาพ โดยใช้วลักการ bioassay-guided fractionation  

1.2 วัตถุประสงค์ 

1) เพ่ือแยกสารบริสุทธิ์จากสารสกัดเถาชิงช้าสะแกราช ด้วยเทคนิคทางโครมาโทกราฟี 
2) เพ่ือศึกษาวาฤทธิ์ทางชีวอาพีองเถาชิงช้าสะแกราช 
3) เพ่ือศึกษาวาสารส าคัญที่มีฤทธิ์ทางชีวอาพีองสารสกัดเถาชิงช้าสะแกราชโดยใช้วิธี 

bioassay-guided fractionation  
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1.3 วิธีกำรด ำเนินงำนโดยย่อ 

1) เก็บตัวอย่างพืช 
เก็บตัวอย่างพืชจากสถานีวิจัยสิ่งแวดล้อมสะแกราช อ าเออวังน้ าเีียว จังววัด

นครราชสีมา ซึ่งมีการตรวจสอบเอกลักษณ์และชื่อวิทยาศาสตร์ด้วยการเทียบลักษณะีอง
ตัวอย่างพืชกับลักษณะทางพฤกษศาสตร์ที่บรรยายไว้ในวนังสือไม้เลื้อยในป่าสะแกราช6 

2) สกัดและแยกสารใว้บริสุทธิ์ 
2.1) เตรียมสิ่งสกัดวยาบโดยการน าเถาชิงช้าสะแกราชมาลดีนาด แล้วน าไปอบใว้แว้ง 

จากนั้นน าไปบดใว้ละเอียดด้วยเครื่องบดสมุนไพร  
2.2) แช่สกัด โดยแบ่งออกเป็น 2 ส่วน ส่วนแรกน ามาแช่สกัดด้วยวิธี maceration โดย

ใช้ ethanol เป็นตัวท าละลาย ส่วนที่สองน ามาแช่สกัดด้วยวิธี partition โดยใช้ 
hexane, ethyl acetate, acetone แ ล ะ  methanol เป็ น ตั ว ท า ล ะ ล า ย 
ตามล าดับ 

2.3) สกัดและแยกสารจนได้สารบริสุทธิ์โดยใช้เทคนิค column chromatography 
(CC) และ thin layer chromatography (TLC) 

2.4) วิเคราะว์วาโครงสร้างีองสารบริสุทธิ์ที่แยกได้ด้วยเทคนิค NMR spectroscopy  
3) การทดสอบฤทธิ์ทางชีวอาพ 

3.1) ทดสอบฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งในวลอดทดลอง โดยส่งสิ่งสกัด ethanol 
ีองชิงช้าสะแกราช ไปทดสอบฤทธิ์ที่ว้องปฏิบัติการตรวจวาสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวอาพ ีองศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวอาพแว่งชาติ โดยใช้วิธี 
Resazurin Microplate assay (REMA) ในการทดสอบและท าการทดสอบใน
เซลล์มะเร็งีองมนุษย์ 3 ชนิด ได้แก่ KB (oral cavity cancer), MCF7 (breast 
cancer cell) และ NCI-H187 (small cell lung cancer) 

3.2) ทดสอบฤทธิ์ยับยั้ง Mycobacterium tuberculosis โดยส่งสิ่งสกัด ethanol 
และ acetone ีองชิงช้าสะแกราช ไปทดสอบฤทธิ์ที่ว้องปฏิบัติการตรวจวาสาร
ออกฤทธิ์ทางชีวอาพ ีองศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวอาพแว่งชาติ ใช้วิธี
ในการทดสอบ คือ Greenfluorescent protein microplate assay (GEPMA) 

3.3) ทดสอบฤทธิ์ยับยั้ งเอนไซม์  Neuraminidase โดยส่งสิ่ งสกัด ethanol และ 
acetone ีองชิงช้าสะแกราช ไปทดสอบฤทธิ์ที่ว้องปฏิบัติการตรวจวาสารออก
ฤทธิ์ทางชีวอาพ ีองศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวอาพแว่งชาติ ใช้วิธีใน
การทดสอบ คือ Fluorometric determination (MUNANA-based enzyme 
inhibition assay) 
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3.4) ทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา Candida albicans โดยส่งสิ่งสกัด ethanol และ 
acetone ีองชิงช้าสะแกราช ไปทดสอบฤทธิ์ที่ว้องปฏิบัติการตรวจวาสารออก
ฤทธิ์ทางชีวอาพ ีองศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวอาพแว่งชาติ ใช้วิธีใน
การทดสอบ คือ Resazurin Microplate assay (REMA) 

3.5) ทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ α–glucosidase ตามวิธีการปฏิบัติในว้องทดลอง 

4) วิเคราะว์โครงสร้างทางเคมี 

วิ เคราะว์ โครงสร้างทางเคมีีองสารบริสุทธิ์ที่ แยกได้  โดยใช้ เทคนิคทาง        
สเปคโทรสโกปี 

 

1.4 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

ทราบองค์ประกอบทางเคมีและฤทธิ์ทางชีวอาพีองเถาชิงช้าสะแกราช เพื่อน าี้อมูลที่ได้มา
ศึกษาพัฒนาต่อยอดเป้นยาใวม่จากธรรมชาติ 
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บทท่ี 2 

กำรปริทรรศน์วรรณกรรม 

2.1 ชิงช้ำสะแกรำช (Tinospora siamensis Forman) 

 ชิงช้าสะแกราช (Tinospora siamensis Forman) จัดอยู่ในวงศ์ Menispermaceae เป็นไม้เถา
เลื้อยพาดพันต้นไม้อ่ืน มีอายุยืนอยู่ได้วลายปี เลื้อยพันีึ้นไปได้ไกล 20-30 เมตร โคนเถามีเส้นผ่าน
ศูนย์กลางีนาดใวญ่ได้ถึง 8 เซนติเมตร เถากลมเป็นปุ่มเล็กน้อย ทุกส่วนมีรสีม โดยเฉพาะเถาแก่ มีราก
อากาศลักษณะคล้ายวางวนู เมื่อวยั่งลงสู่ดินจะท าวน้าที่ดูดน้ า อาวาร เพ่ือส่งไปเลี้ยงล าต้น แตกกิ่งและ
ใบเฉพาะตรงยอดในส่วนที่มีแสงแดดส่องถึง ในส่วนีองเถาที่อยู่ในที่ร่มจะเป็นเถาเดี่ยวๆ ยาวและไม่แตก
กิ่งและใบ ใบกลมโตรูปวัวใจ กว้างและยาว 6-10 เซนติเมตร ด้านวลังใบใกล้กับฐานใบมีปุ่มเล็กๆ 2 ปุ่ม 
อยู่บนเส้นใบ ดอกสีเวลืองเป็นช่อเล็กๆ ออกตามซอกเถาและที่ซอกใบ ดอกบานทยอยเรียงจากโคนช่อ
ดอกไปวาปลายช่อดอก ดอกย่อยมีีนาดเล็กมาก ไม่มีกลีบดอก ผลเป็นผลสดค่อนี้างกลม อยู่รวมกันเป็น
ช่อแน่น ผลอ่อนสีเีียว เมื่อสุกสีเวลือง มีีนาด 0.7-1 เซนติเมตร แต่ละผลมี 1 เมล็ด ผลแก่สีเวลืองเี้ม 
เปลือกอ่อนนิ่ม เป็นอาวารีองนก จึงมีโอกาสกระจายพันธุ์ได้โดยนกที่กินผลแล้วน าเมล็ดไปถ่ายมูล งอก
เป็นต้นกล้ากระจายออกไปไกลจากต้นแม่พันธุ์ได้มากีึ้น ถิ่นที่อยู่พบีึ้นกระจายในป่าดิบแล้งในอาคกลาง
ติดต่อกับอาคตะวันออกเฉียงเวนือ ในระดับความสูง 100-400 เมตร เวนือระดับน้ าทะเล พบได้มากใน
เีตสถานีวิจัยสิ่งแวดล้อมสะแกราช6 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1 ตน้ชิงช้าสะแกราชในธรรมชาติ7 
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 การที่ได้ชื่อว่าชิงช้าสะแกราช เนื่องจากมีเถาเลื้อยว้อยระโยงระยางไปตามต้นไม้ใวญ่ มองดูคล้าย
กับเป็นชิงช้า แต่ในความเป็นจริงแล้วเถาเลื้อยีองชิงช้าสะแกราชมีีนาดเล็ก และไม่มีความเวนียวแี็งแรง
พอที่จะใว้คนวรือลิงเกาะยึดว้อยโวนได้  

 ส่วนต่างๆ ีองต้นชิงช้าสะแกราชไม่ว่าจะเป็นเถา ใบ ช่อดอก ดอกย่อย และผล จะมีลั กษณะ
ใกล้เคียงกับชิงช้าชาลี (T. baenzigeri Forum) เพียงแต่ชิงช้าสะแกราชไม่ค่อยพบการกระจายพันธุ์ในเีต
อ่ืนๆ ีองประเทศไทย แต่จะพบได้มากในบริเวณป่าสะแกราช ซึ่งในประเทศไทยพบการรายงานถึงพืชใน
สกุล Tinospora ทั้งวมด 4 ชนิด ได้แก่ ชิงช้าชาลี (T. baenzigeri Forman), บอระเพ็ด [T. crispa (L.) 
Miers ex Hook. f. & Thomson], ปิ้งกะลิง [T. sinensis (Lour.) Merr] และ        ชิงช้าสะแกราช (T. 
siamensis Forman)8 

 ชิงช้าสะแกราชเป็นพรรณไม้ป่าที่ยังไม่มีการน ามาปลูกเพ่ือการใช้ประโยชน์ เพียงแต่มีการเก็บจาก
ป่าเพ่ือใช้ประโยชน์เป็นพืชสมุนไพรพ้ืนบ้าน เนื่องจากเถามีรสีมเวมือนบอระเพ็ด จึงใช้เถาแทนเถา
บอระเพ็ด ใช้แก้ไี้ บ ารุงธาตุ ท าใว้เจริญอาวาร 

 ตัวอย่างการใช้ประโยชน์ีองพืชในสกุล  Tinospora ได้แก่ การใช้  T. cordifolia ในต ารา
อายุรเวทีองอินเดีย พืชชนิดนี้ประกอบด้วยสารส าคัญวลายชนิด เช่น alkaloids, diterpenoids, 
glycosides และ steroids สารสกัดีอง T. cordifolia มีฤทธิ์ในการต้านการอักเสบ ต้านมาลาเรีย ต้าน
อูมิแพ้ ต้านเบาววาน ต้านฤทธิ์ที่ท าใว้เกิดพิษต่อตับ รวมถึงมีฤทธิ์ในการปรับอูมิคุ้มกันด้วย9 

 กลุ่มสารส าคัญในพืชตระกูล Tinospora ที่เคยมีการรายงาน ได้แก่ terpenoids, alkaloids,  
flavonoids, lignans, steroids และสารอื่นๆ10 

2.2 Bioassay-guided fractionation  

 ในการวิเคราะว์องค์ประกอบทางเคมีและฤทธิ์ทางชีวอาพีองสารนั้น บางครั้งอาจท าใว้มีี้อมูล
จ านวนมาก ซึ่งท าใว้สิ้นเปลืองงบประมาณและเวลาในการวิจัยที่มากเกิน จ าเป็น ท าใว้เกิดแนวคิด
กระบวนการวิจัยด้วยวลักการ bioassay-guided fractionation ซึ่งใช้ในการวิจัยเพ่ือวาฤทธิ์ทางชีวอาพ
ีองสารบริสุทธิ์11 โดยใช้เทคนิคทางโครมาโทกราฟีในการแยกสกัดสาร และใช้ฤทธิ์ทางชีวอาพในการเลือก
ส่วนสกัดเพ่ือวาสารบริสุทธิ์ที่เป็นตัวออกฤทธิ์ วลักการส าคัญคือท าการแยกสกัดสารออกเป็น fraction 
แล้วน าแต่ละ fraction ไปทดสอบวาฤทธิ์ที่ต้องการ จากนั้นจึงน าเฉพาะ fraction ที่มีฤทธิ์มาท าการแยก
สกัดต่อควบคู่กับการทดสอบฤทธิ์ ท าเช่นนี้จนได้เป็นสารบริสุทธิ์ที่มีฤทธิ์ที่ต้องการ 

 วลักการนี้จึงมีประโยชน์ในการวาองค์ประกอบทางเคมีที่มีฤทธิ์ทางชีวอาพีองตัวอย่างพืชที่ไม่
เคยมีการรายงานมาก่อน เสมือนว่าใช้ฤทธิ์ทางชีวอาพในการชี้น าทางเพ่ือแยกใว้ได้สารบริสุทธิ์ ส่งผลใว้ใช้
เวลาในการวิจัยที่สั้นลง และใช้ค่าใช้จ่ายอย่างคุ้มค่า 
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2.3 Alpha – glucosidase inhibitors (AGIs) 

 โรคเบาววาน (diabetes mellitus) เป็นอาวะที่ร่างกายมีน้ าตาลในเลือดสูงกว่าปกติเกิดจากการ
ีาดฮอร์โมน insulin วรือจากการดื้อต่อฤทธิ์ีอง insulin ซึ่งเป็นฮอร์โมนที่ผลิตจากตับอ่อน ท าใว้ร่างกาย
ไม่สามารถน าน้ าตาลในเลือดไปใช้ได้ตามปกติ  น้ าตาลในเลือดที่สูงอยู่เป็นระยะเวลานานท าใว้เกิ ดโรค
แทรกซ้อนเกี่ยวกับวลอดเลือดีองอวัยวะต่างๆ  เช่น ตา ไต ระบบประสาท โรควลอดเลือดวัวใจ  ในคน
ปกติในระยะที่ไม่ได้รับประทานอาวาร ตับจะมีการสร้างน้ าตาลออกมาตลอดเวลาเพ่ือใว้เป็นอาวารีอง
สมองและอวัยวะอ่ืนๆ ในระยะวลังรับประทานอาวารจ าพวกแป้งจะมีการย่อยเป็นน้ าตาลกลู โคสเีาสู่
กระแสเลือดระดับน้ าตาลที่สูงีึ้นจะกระตุ้นใว้มีการวลั่ง insulin จากตับอ่อนเพ่ือเพ่ิมการน าน้ าตาลไปใช้
ท าใว้ระดับน้ าตาลลดลงมา เป็นปกติ ในผู้ป่วยเบาววานที่อาจเกิดจากการีาดวรือดื้อต่อฤทธิ์ีอง insulin 
ท าใว้ไม่สามารถใช้น้ าตาลได้  ีณะเดียวกันมีการย่อยสลายไีมันและโปรตีนในเนื้อเยื่อมาสร้างเป็นน้ าตาล
มากีึ้น ท าใว้มีน้ าตาลในเลือดสูง จนล้นออกมาทางไตและมีน้ าตาลในปัสสาวะ12 

 International Diabetes Federation มีการรายงานว่ามีผู้ป่วยเบาววานชนิดที่ 2 มากกว่า 382 
ล้านคน ทั่วโลกในปี  ค.ศ. 2013 และคาดว่าจะเพ่ิมเป็นมากกว่า 592 ล้านคน ในปี  ค.ศ. 2035 ซึ่ง
โรคเบาววานเป็นสาเวตุวลักีองการตายีองคนท่ัวโลก13 

 Alpha – glucosidase inhibitors (AGIs) สามารถลดระดับ postprandial blood glucose 
โดยการยับยั้งการท างานีองเอนไซม์ alpha – glucosidase ส่งผลใว้เกิดการลดการดูดซึมกลูโคสเี้าสู่
กระแสโลวิต เนื่องมาจากเอนไซม์ alpha – glucosidase ท าวน้าที่ในการเปลี่ยนน้ าตาลโมเลกุลคู่ใว้
กลายเป็นน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยว ด้วยปฏิกิริยา Hydrolysis โดยจะตัดพันธะ alpha-glycosidic ีองน้ าตาล
โมเลกุลคู่ ท าใว้ได้เป็นน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวที่สามารถถูกดูดซึมเี้าสู่กระแสโลวิตได้ ดังนั้นการยับยั้งเอนไซม์ 
alpha – glucosidase จึงมีประโยชน์ในการรักษาผู้ป่วยเบาววาน  

 ยาที่ออกฤทธิ์เป็น alpha – glucosidase inhibitors ที่มีการใช้อยู่ในปัจจุบันได้แก่ Acarbose, 
Voglibose และ Miglitol13 
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บทท่ี 3 

วัสดุและวิธีกำรด ำเนินกำรวจิัย  

3.1 อุปกรณ์ที่ใช้ในงำนวิจัย 

1. Erlenmeyer flask ีนาด 250, 500 และ 1000 ml 
2. Stirring rod 
3. Column ีนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1, 2.5 นิ้ว 
4. Dropper 
5. Round bottom flask ีนาด 1000 ml 
6. TLC tank 
7. TLC silica gel  
8. Aluminium foil 
9. Cylinder ีนาด 10, 50, 100 และ 200 ml 
10. Beaker ีนาด 50, 100, 250 และ 1000 ml 
11. Forceps 
12. Capillary tube 
13. ีวดรับ fraction 
14. ส าลี 
15. กระดาษกรอง 
16. volumetric flask ีนาด 10 และ 50 ml 
17. plate ส าวรับท าการทดสอบ alpha-glucosidase inhibitory activity 
18. Microtube 
19. Stainless steel tank 
20. เครื่องบดสมุนไพร 
21. Vacuum pump 
22. Micropipette ีนาด 2-20, 20-200  และ 100 – 1000 µl 
23. เครื่องกลั่น Solvent 
24. Desicator 
25. เครื่องชั่งทศนิยม 2 และ 4 ต าแวน่ง 
26. เครื่อง rotary evaporator 
27. ตู้ส าวรับส่องด้วยแสง UV 
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28. กล้องถ่ายรูป 
29. Sonicator 
30. NMR Spectrophotometer 
31. pH meter 
32. เครื่อง microplate reader 
33. incubator 
34. Hot plate 

3.2 สำรเคมีที่ใช้ในงำนวิจัย 

1. silica gel ีนาด 0.040 – 0.063 mm 
2. Sephadex LH 20 
3. hexane 
4. dichloromethane 
5. ethyl acetate 
6. acetone 
7. methanol 
8. anisaldehyde solution 
9. dimethyl sulfoxide (DMSO) 
10. phosphate buffer 
11. sodium carbonate 
12. α-glucosidase enzyme 
13. PNP-G (p-nitrophenyl alpha-D-glucoside) 
14. Acarbose 
15. DI water 
16. chloroform-d 
17. acetone-d6 
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3.3 ตัวอย่ำงพืชที่ใช้ในงำนวิจัย 

เถาชิงช้าสะแกราช (T. siamensis Forman) จากสถานีวิจัยสิ่งแวดล้อมสะแกราช อ าเออวังน้ า
เีียว จังววัดนครราชสีมา  

 

รูปที่ 2 เถาีองชิงช้าสะแกราชที่ลดีนาดแล้ว 

3.4 วิธีกำรศึกษำ 

 3.4.1 การเก็บตัวอย่างพืช 

ตัวอย่างเถาชิงช้าสะแกราช (T. siamensis Forman) ได้มาจากการเก็บในสถานีวิจัย
สิ่งแวดล้อมสะแกราช อ าเออวังน้ าเีียว จังววัดนครราชสีมา ซึ่งมีการตรวจสอบความถูกต้องีอง
ชื่อวิทยาศาสตร์ โดยการเทียบลักษณะีองตัวอย่างพืชกับลักษณะีองพืชที่บรรยายไว้ในวนังสือ 
ไม้เลื้อยในป่าสะแกราช6 ซึ่งจัดท าีึ้นโดยสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแว่งประเทศไทย 
โดยลักษณะเด่นีองชิงช้าสะแกราชที่ใช้ในการพิสูจน์เอกลักษณ์ คือ เป็นไม้เลื้อย เถามีลักษณะ
กลมเป็นปุ่มเล็กน้อย ใบเป็นรูปวัวใจ กว้างและยาว 6 – 10 เซนติเมตร ดอกสีเวลืองเป็นช่อเล็กๆ 
ออกตามซอกเถาและซอกใบ ดอกย่อยมีีนาดเล็กมาก ไม่มีกลีบดอก  

 

3.4.2 การสกัดและแยกสารให้บริสุทธิ์ 

3.4.2.1 การเตรียมสิ่งสกัดหยาบ 

น าเถาชิงช้าสะแกราชมาลดีนาด แล้วน าไปอบใว้แว้งที่อุณวอูมิไม่เกิน 50ºC  
ได้น้ าวนักแว้ง 3.58 kg จากนั้นน าไปบดใว้ละเอียดโดยใช้เครื่องบดสมุนไพร แบ่งการแช่
สกัดออกเป็น 2 ส่วน ส่วนแรกใช้เถาชิงช้าสะแกราชน้ าวนัก 500 g น ามาแช่สกัดด้วยวิธี 
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maceration โดยใช้ ethanol เป็นตัวท าละลาย ส าวรับส่วนที่สอง ใช้เถาชิงช้าสะแก
ราชน้ าวนัก 3.08 kg น ามาแช่สกัดด้วยวิธี partition โดยใช้ hexane, ethyl acetate, 
acetone และ methanol เป็นตัวท าละลายตามล าดับ  

เริ่มจากการน าเถาชิงช้าสะแกราชที่บดละเอียดแล้วใส่ลงไปใน stainless steel 
tank เติม hexane ลงไป ตั้งทิ้งไว้ที่อุณวอูมิว้องเป็นเวลา 48 ชั่วโมง ไีเก็บสารละลาย 
hexane ไว้จากนั้นแช่ด้วย hexane ท าซ้ าด้วยวิธีี้างต้นอีก 1 ครั้ง จากนั้นท าตามวิธีเดิม
แต่เปลี่ยนตัวท าละลายเป็น ethyl acetate, acetone และ methanol ตามล าดับ น า
สารละลาย hexane, ethyl acetate, acetone และ methanol มาท าการระเวยแว้ง
เพ่ือน าตัวท าละลายออกไปอายใต้ความดันต่ าด้วยเครื่อง rotary evaporator จากนั้นชั่ง
น้ าวนักสิ่งสกัดวยาบ ได้น้ าวนักสิ่งสกัดวยาบดังตารางที่ 1 

ตำรำงท่ี 1 น้ าวนักีองสิ่งสกัดวยาบที่ได้จากตัวท าละลายต่างๆ 

ตัวท าละลาย 
น้ าวนัก (g)  

ีองสิ่งสกัดวยาบ 

hexane 19.77 

ethyl acetate 13.52 

acetone 37.54 

methanol 82.03 
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3.4.2.2 การสกัดและแยกสาร TS1 (Naringenin) ให้บริสุทธิ์ 

  

รูปที่ 3 ีั้นตอนการแยกสกดัสาร TS1 และ TS2 

แยกสาร TS1 ใว้บริสุทธิ์โดยใช้เทคนิค column chromatography (CC) และ 
thin layer chromatography (TLC) โดยแบ่งสิ่งสกัด ethyl acetate มาลงคอลัมน์
ครั้งละ 5 g จ านวน 2 ครั้ง โดยใช้ silica gel ความสูง 20 cm เมื่อใช้คอลัมน์ีนาด 2.5 
นิ้ว  เป็น stationary phase และใช้ dichloromethane และ acetone ในอัตราส่วน 
12:1, 8:1 และ 4:1 ตามล าดับ เป็น mobile phase เก็บส่วนสกัดปริมาตร 50 ml 
จากนั้นน าไประเวยแว้งด้วยเครื่อง rotary evaporator และตรวจสอบองค์ประกอบทาง
เ ค มี โ ด ย ใ ช้  thin layer chromatography โ ด ย ใ ช้  mobile phase คื อ 
dichloromethane และ acetone ในอัตราส่วน 12:1 และ 6:4 จากนั้นน าแผ่น TLC 
ไปส่ องอ าย ใต้  UV ที่ มี ค วามยาวคลื่ น  254 และ  365 nm พ่นแผ่ น  TLC ด้ วย 
anisaldehyde solution และน า fraction ที่มีลักษณะเวมือนกันรวมไว้ด้วยกัน ได้ 
fraction รวมทั้งวมด 14 fraction (E1-E14) ซึ่งมีองค์ประกอบทางเคมีคล้ายกัน  

จากนั้น น า fraction E8 ซึ่งมีน้ าวนัก 0.9282 g มาท าการสกัดแยกต่อโดยใช้
เทคนิค CC โดยใช้คอลัมน์ีนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1 นิ้ว และความสูงีอง silica gel 20 
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cm โดยมี mobile phase คือ dichloromethane และ acetone โดยใช้อัตราส่วน 
10:0, 9:1, 8.5:1.5 และ 8:2 ตามล าดับ และเก็บส่วนสกัดที่ผ่านคอลัมน์ครั้งละ 20 
มิลลิลิตร จากนั้นน าไประเวยแว้งและตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมีโดยใช้ mobile 
phase ในการท า TLC คือ  dichloromethane และ acetone ใน อัตราส่ วน  9:1 
สามารถรวม fraction ที่มีลักษณะเวมือนกันได้ 9 fraction (E8.1 – E8.9)  

น า fraction E8.7 ซึ่งมีน้ าวนัก 38 mg มาผ่าน CC โดยใช้คอลัมน์ีนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลาง 1 นิ้ว บรรจุ silica gel ใว้มีความสูงีอง silica gel ประมาณ 10 cm 
และใช้ mobile phase คือ hexane และ acetone โดยใช้อัตราส่วน 7:3 ตามล าดับ 
และเก็บส่วนสกัดที่ผ่านคอลัมน์ครั้งละ 5 ml จากนั้นน าไประเวยแว้งและตรวจสอบ
อ งค์ ป ระก อ บ ท าง เค มี โด ย ใช้  TLC ที่ ใช้  mobile phase ใน ก ารท า  TLC คื อ 
dichloromethane และ acetone ใน อัตราส่ วน  9:1 สามารถรวม  fraction ที่ มี
ลักษณะเวมือนกันได้ 2 fraction (E8.7.1 และ E8.7.2)  

น า fraction E8.7.2 ซึ่งมีน้ าวนัก 22 mg มาผ่าน CC โดยใช้คอลัมน์ีนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลาง 1 นิ้ว ใช้ Sephadex LH-20 เป็น stationary phase และใช้ acetone 
เป็น mobile phase เก็บส่วนสกัดที่ผ่านคอลัมน์ลงีวดเก็บ fraction ีวดละ 5 ml
จากนั้นน าไประเวยแว้ง และตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมี โดยใช้ mobile phase ใน
การท า TLC คือ dichloromethane และ methanol ในอัตราส่วน 0.99:0.01 ได้ 
fraction ทั้งวมด 58 fraction และสามารถรวม fraction ได้ 6 fraction (E8.7.2.1 – 
E8.7.2.6)  ได้  fraction ที่ มีความบริสุทธิ์ ได้ แก่  fraction E8.7.2.5 (TS1) ซึ่ งน าไป
วิเคราะว์วาโครงสร้างโดยใช้เทคนิค NMR spectroscopy  

3.4.2.3 ก า ร ส กั ด แ ล ะ แ ย ก ส า ร  TS2 [15,16-Epoxy-4-hydroxy-2,13(16),14- 
clerodatriene-17,12:18,6-diolide] ให้บริสุทธิ์ 

แยกสาร TS2 ใว้บริสุทธิ์โดยใช้เทคนิค CC และ TLC โดยน า fraction E7 ซึ่งมี
น้ าวนัก 0.7469 g ที่ได้จากการแยกสกัดสิ่งสกัด ethyl acetate มาท าการแยกต่อ ใช้
คอลัมน์ีนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1 นิ้ว มี silica gel ความสูง 15 cm เป็น stationary 
phase และมี hexane และ ethyl acetate ในอัตราส่วน 3:7 เป็น mobile phase 
เก็บส่วนสกัดที่ผ่านคอลัมน์ครั้งละ 20 ml จากนั้นน าไประเวยแว้งและตรวจสอบ
องค์ประกอบทางเคมี โดยใช้ mobile phase ในการท า TLC คือ hexane และ ethyl 
acetate ใน อัตราส่ วน  3:7 ได้  fraction ทั้ งวมด 43 fraction และสามารถรวม 
fraction ได้ 3 fraction (E7.1 – E7.3)  
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น า fraction E7.2 ซึ่งมีน้ าวนัก 380 mg มาแยกต่อ โดยใช้เทคนิค CC ซึ่งใช้
คอลัมน์ีนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1 นิ้ว มี silica gel ความสูง 15 cm เป็น stationary 
phase และมี hexane และ ethyl acetate ในอัตราส่วน 7:3, 1:1 และ 3:7 ตามล าดับ 
เป็น mobile phase เก็บส่วนสกัดที่ผ่านคอลัมน์ครั้งละ 20 ml จากนั้นน าไประเวยแว้ง
และตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมี  โดยใช้  mobile phase ในการท า TLC คือ 
hexane และ ethyl acetate ในอัตราส่วน 7:3 ได้ fraction ทั้งวมด 71 fraction และ
สามารถรวม fraction ได้ 6 fraction (E7.2.1 – E7.2.6)  

น า fraction E7.2.5 ซึ่งมีน้ าวนัก 62.3 mg มาแยกต่อ โดยใช้เทคนิค CC ผ่าน 
ซึ่งใช้คอลัมน์ีนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1 นิ้ว มี Sephadex LH-20 เป็น stationary 
phase และมี acetone เป็น mobile phase เก็บส่วนสกัดที่ผ่านคอลัมน์ครั้งละ 5 ml 
จากนั้นน าไประเวยแว้งและตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมี โดยใช้ mobile phase ใน
การท า TLC คือ hexane และ ethyl acetate ในอัตราส่วน 7:3 ได้ fraction ทั้งวมด 
40 fraction และสามารถรวม fraction ได้ 10 fraction (E7.2.5.1 – E7.2.5.10) ได้ 
fraction ที่ มี ความบริสุท ธิ์ ได้ แก่  fraction E7.2.5.7 (TS2) ซึ่ งน า ไปวิ เคราะว์ ว า
โครงสร้างโดยใช้เทคนิค NMR spectroscopy  

 

3.4.2.2 การสกัดและแยกสาร TS3 

 

รูปที่ 4 ีั้นตอนในการแยกสกัดสาร TS3 
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แยกสาร TS3 ใว้บริสุทธิ์โดยใช้เทคนิค CC และ TLC โดยใช้สิ่งสกัด acetone 
มาลงคอลัมน์ 5 g โดยคอลัมน์มีีนาด 2.5 นิ้ว  ใช้ silica gel ความสูง 20 cm เป็น 
stationary phase และใช้  hexane และ ethyl acetate ใน อัตราส่ วน  3:7 เป็ น 
mobile phase เก็บส่วนสกัดปริมาตร 50 ml จากนั้นน าไประเวยแว้ง และตรวจสอบ
องค์ประกอบทางเคมี โดยใช้ mobile phase ในการท า TLC  คือ hexane และ ethyl 
acetate ในอัตราส่วน 3:7 และน า fraction ที่มีลักษณะเวมือนกันรวมไว้ด้วยกัน ในการ
แยกสกัดได้  fraction ทั้ งวมด 16 fraction (A1-A16) ซึ่ งมีองค์ประกอบทางเคมี
คล้ายกัน  

จากนั้น น า fraction A6 และ A7 มาท าการสกัดแยกต่อโดยใช้เทคนิค CC โดย
ใช้คอลัมน์ีนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1 นิ้ว และความสูงีอง silica gel 15 cm โดยมี 
mobile phase คือ hexane และ ethyl acetate ในอัตราส่วน 3:7 และเก็บส่วนสกัด
ที่ผ่านคอลัมน์ครั้งละ 5 มิลลิลิตร จากนั้นน าไประเวยแว้งและตรวจสอบองค์ประกอบ
ทางเคมีโดยใช้ mobile phase ในการท า TLC คือ hexane และ ethyl acetate ใน
อัตราส่วน 3:7 สามารถรวม fraction ที่มีลักษณะเวมือนกันได้ 8 fraction (AA1– AA8) 
ได้ fraction ที่มีค่อนี้างมีความบริสุทธิ์ได้แก่ fraction AA7 (TS3) ซึ่งมีน้ าวนัก 8.5 mg 
ซึ่งน าไปวิเคราะว์วาโครงสร้างโดยใช้เทคนิค NMR spectroscopy  

3.4.4 การวิเคราะห์หาโครงสร้างของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้ด้วยเทคนิค NMR 

น าสารบริสุทธิ์ที่แยกได้ คือ TS1, TS2 และ TS3 มาละลายใน NMR solvent 
คือ CDCl3, acetone-d6 และ acetone-d6 ตามล าดับ จากนั้นน าไปวิเคราะว์ผลด้วย 
1H-NMR, 13C-NMR และ 2D-NMR โดยใช้เครื่อง NMR (300 Hz) และเปรียบเทียบ 
spectrum กับสารที่เคยมีการรายงานแล้ว 

3.4.5 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ 
3.4.5.1 การทดสอบฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์ 

การทดสอบฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งในวลอดทดลองเป็นการคัดกรองวา
สารเพ่ือพัฒนาเป็นยารักษามะเร็งต่อไป โดยในงานวิจัยนี้ได้ส่งสิ่งสกัด ethanol ีอง
ชิงช้าสะแกราชไปทดสอบฤทธิ์ที่ว้องปฏิบัติการตรวจวาสารออกฤทธิ์ทางชีวอาพ ีอง
ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวอาพแว่งชาติ (ไบโอเทค) 

การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ใช้วิธี Resazurin Microplate assay (REMA) 
ในการทดสอบและท าการทดสอบในเซลล์มะเร็งีองมนุษย์ 3 ชนิด ได้แก่ KB (oral 
cavity cancer), MCF7 (breast cancer cell) แ ล ะ  NCI-H187 (small cell lung 
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cancer) โดยมี  Ellipticine และ Doxorubicin เป็นสารควบคุมผลบวก (positive 
control) ในการทดสอบความเป็นพิษต่อ oral cavity cancer และ small cell lung 
cancer ส าวรับการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ีอง breast cancer cell จะใช้ 
Doxorubicin และ Tamoxifen เป็นสารควบคุมผลบวก (positive control)  และใช้ 
0.5% DMSO เป็นสารควบคุมผลลบ (negative control) และใช้ความเี้มี้นีองสิ่ง
สกัด ethanol คือ 50 µg/ml 

การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ใช้วิธี Resazurin Microplate assay (REMA) 
มีวิธีการทดสอบดังนี้ 14 

1. เพาะเลี้ยงเซลล์ในอาวารและสอาวะแวดล้อมที่มีความเวมาะสม น าเซลล์ 
มาละลายในสารละลายที่มีความเวมาะสม และปรับความเี้มี้นีองเซลล์
ใว้เวมาะสมกับการทดสอบ 

2. น าสารแีวนลอยีองเซลล์ปริมาตร 45 µl และสารที่ต้องการทดสอบ 
ปริมาตร 5 µl เติมลงใน 384-well microplates จากนั้นน าไปบ่มที่
อุณวอูมิ 37ºC ในสอาวะที่มี 5% CO2 เป็นเวลาที่มีความเวมาะสมกับเซลล์
แต่ละชนิด 

3. เติมสารละลาย resazurin ความเี้มี้น 62.5 µg/ml ปริมาตร 10 µl ลง
ไปในแต่ละวลุมและน าไปบ่มที่อุณวอูมิ 37ºC เป็นเวลา 4 ชั่วโมง 

4. วัดค่าการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์โดยใช้ความยาวคลื่นการกระตุ้น 
(excitation) และการปลดปล่อย (emission) เท่ากับ 530 และ 590 nm
ตามล าดับ  จากนั้นค านวณเปอร์เซนต์ยับยั้งการเจริญเติบโตได้จากสมการ  

% inhibition = 1 −
𝐹(𝑡𝑒𝑠𝑡)

𝐹(𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙)
× 100 

เมื่อ F (test) และ F (control) คือ ค่าเฉลี่ยีองการเรืองแสงฟลูออเรส
เซนต์จากสอาวะที่เติมและไม่ได้เติมสารตามล าดับ  

และค านวณค่า IC50 จากกราฟการตอบสนองต่อีนาดสารที่ใว้ (Dose 
response curve) โดยเตรียมสารตัวอย่าง 6 ความเี้มี้นจากการเจือจาง
สารตัวอย่างครั้งละ 2 เท่า 

3.4.5.2 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้ง Mycobacterium tuberculosis 
การทดสอบฤทธิ์ยับยั้ง Mycobacterium tuberculosis เป็นการคัดกรองวา

สารเพ่ือพัฒนาเป็นยารักษาวัณโรคต่อไป โดยในงานวิจัยนี้ได้ส่งสิ่งสกัด ethanol และ 
acetone ีองชิงช้าสะแกราชไปทดสอบฤทธิ์ที่ไบโทเทค 
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การทดสอบฤทธิ์ยับยั้ง Mycobacterium tuberculosis ใช้วิธีในการทดสอบ 
คือ Greenfluorescent protein microplate assay (GEPMA) โดยมี Isoniazid และ 
Ethambutol เป็นสารควบคุมผลบวก (positive control) และ 0.5% DMSO เป็น สาร
ค ว บ คุ ม ผ ล ล บ  (negative control)  แ ล ะ อ่ า น ค่ า โ ด ย  microplate reader 
(SynergyMX) ซึ่ ง ใช้  Mycobacterium tuberculosis strain H37Ra แ ล ะ ใช้ ค ว าม
เี้มี้นีองสิ่งสกัด ethanol และ acetone คือ 50 µg/ml 

การทดสอบฤทธิ์ยับยั้ ง Mycobacterium tuberculosis โดยใช้วิธี  Green 
fluorescent protein microplate assay (GEPMA) มีวิธีการทดสอบดังนี้15 

1. น า  Mycobacterium tuberculosis strain H37Ra ม า ล ะ ล า ย แ ล ะ
เพาะเลี้ยงที่ อุณวอูมิ 37ºC ใน 7H9GC broth ที่ผสม tween 80 และ 

kanamycin 30 µg/ml จนมี optical density ที่ 550 nm เท่ากับ 0.4 - 
0.5 

2. น าสารตัวอย่างที่ต้องการทดสอบมาละลายใน DMSO จากนั้นเติมลงในวลุม
ทดลองีอง 96-well microplates และ dilute ใว้มีความเี้มี้นตามที่
ต้องการด้วย 7H9GC broth ที่ไม่ได้ผสม tween 80 ปริมาตร 0.1 ml 

3. dilute Mycobacterium tuberculosis  ด้วย 7H9GC broth และเติมลง
ไป ในวลุม  โดยใว้มีความวนาแน่นีองแบคที เรียครั้ งสุดท้ าย คือ             
5×105 CFU/ml   

4. วัดการเรืองแสงฟลูออเรส เซนต์ โดยใช้ความยาวคลื่ นการกระตุ้ น 
(excitation) และการปลดปล่อย (emission) เท่ากับ 485 และ 508 นาโน
เมตร ตามล าดับ ทุกวันเป็นเวลา 10 วัน จากนั้นค านวณเปอร์เซนต์ยับยั้ง
การเจริญเติบโตได้จากสมการ  

% inhibition = 1 −
𝐹(𝑡𝑒𝑠𝑡)

𝐹(𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙)
× 100 

เมื่อ F (test) และ F (control) คือ ค่าเฉลี่ยีองการเรืองแสงฟลูออเรส
เซนต์จากสอาวะที่เติมและไม่ได้เติมสารตามล าดับ 

และค านวณวาค่าความเี้มี้นีองยาในระดับต่ าสุดที่สามารถยับยั้ง
การเจริญีองเชื้อแบคทีเรีย (MIC)  
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3.4.5.3 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ Neuraminidase 
การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ Neuraminidase (NA) เป็นการคัดกรองวาสาร

เพ่ือพัฒนาเป็นยารักษาไี้ววัดใวญ่ต่อไป โดยในงานวิจัยนี้ได้ส่งสิ่งสกัด ethanol และ 
acetone ีองชิงช้าสะแกราชไปทดสอบฤทธิ์ที่ไบโอเทค 

การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ Neuraminidase ใช้วิธีในการทดสอบ คือ 
Fluorometric determination (MUNANA-based enzyme inhibition assay) โดย
มี Oseltamivir carboxylate เป็นสารควบคุมผลบวก (positive control) และ 1% 
DMSO เป็น สารควบคุมผลลบ (negative control) และใช้ความเี้มี้นีองสิ่งสกัด 
ethanol และ acetone คือ 100 µg/ml  

ก า ร ท ด ส อ บ ฤ ท ธิ์ ยั บ ยั้ ง  Neuraminidase โ ด ย ใช้ วิ ธี  Fluorometric 
determination (MUNANA-based enzyme inhibition assay)                                   
มีวิธีการทดสอบดังนี้16 

1. ใส่ NA (8.33 µg/mL) 5 µl ผสมกับ 4- MUNANA (0.2 mM) ปริมาตร 10 
µl และ sodium acetate buffer (50 mM, pH 3.5) 85 µL ลงใน 96-
well microplates สีด า จากนั้นน าไปบ่มที่อุณวอูมิ 37ºC เป็นเวลา 15 
นาท ี

2. เติม glycine-NaOH stop buffer  (0.15 M, pH 10.4) ปริมาตร 100 µl 
ซึ่งปฏิกิริยาจะถูกวยุด 

3. วัดค่าการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์โดยใช้ความยาวคลื่นการกระตุ้น 
(excitation) และการปลดปล่อย (emission) เท่ากับ 355 และ 460 nm 
ตามล าดับ  จากนั้นค านวณเปอร์เซนต์ยับยั้งเอนไซม์ได้จากสมการ  

% inhibition = 1 −
𝐹(𝑡𝑒𝑠𝑡)

𝐹(𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙)
× 100 

เมื่อ F (test) และ F (control) คือ ค่าเฉลี่ยีองการเรืองแสงฟลูออเรส
เซนต์จากสอาวะที่เติมและไม่ได้เติมสารตามล าดับ  

และค านวณค่า IC50 

3.4.5.4 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา Candida albicans 
การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา Candida albicans เป็นการคัดกรองวาสารเพ่ือ

พัฒนาเป็นยารักษาการติดเชื้อราต่อไป โดยในงานวิจัยนี้ได้ส่งสิ่งสกัด ethanol และ 
acetone ีองชิงช้าสะแกราชไปทดสอบฤทธิ์ไปทดสอบฤทธิ์ที่ไบโอเทค 
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การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา Candida albicans ใช้วิธีในการทดสอบ คือ 
Resazurin Microplate assay (REMA) โดยมี  Amphotericin B เป็ น สารควบคุ ม
ผลบวก (positive control) และ 0.5% DMSO เป็น สารควบคุมผลลบ (negative 
control) และใช้ความเี้มี้นีองสิ่งสกัด ethanol และ acetone คือ 50 µg/ml  

ก ารท ด สอ บ ฤท ธิ์ ยั บ ยั้ ง เชื้ อ ร า  Candida albicans โด ย ใช้  Resazurin 
Microplate assay (REMA) มีวิธีการทดสอบดังนี1้7 

5. เพาะเลี้ยงเซลล์ในอาวารและสอาวะแวดล้อมที่มีความเวมาะสม น าเซลล์ที่
เป็นโคโลนีเดี่ยว 3-5 โคโลนี มาละลายในสารละลายที่มีความเวมาะสม 
และปรับความเี้มี้นีองเซลล์ใว้เวมาะสมกับการทดสอบ 

6. น าสารแีวนลอยีองเซลล์ปริมาตร 45 µl และสารที่ต้องการทดสอบ
ปริมาตร 5 µl เติมลงใน 384-well microplates จากนั้นน าไปบ่มที่
อุณวอูมิ 37ºC  

7. เติมสารละลาย resazurin ความเี้มี้น 62.5 µg/ml ปริมาตร 10 µl ลง
ไปในแต่ละวลุมและน าไปบ่มที่อุณวอูมิ 37ºC เป็นเวลา 30 นาท ี

8. วัดค่าการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์โดยใช้ความยาวคลื่นการกระตุ้น 
(excitation) และการปลดปล่อย (emission) เท่ากับ 530 และ 590 nm 
ตามล าดับ จากนั้นค านวณเปอร์เซนต์ยับยั้งเอนไซม์ได้จากสมการ  

% inhibition = 1 −
𝐹(𝑡𝑒𝑠𝑡)

𝐹(𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙)
× 100 

เมื่อ F (test) และ F (control) คือ ค่าเฉลี่ยีองการเรืองแสงฟลูออเรส
เซนต์จากสอาวะที่เติมและไม่ได้เติมสารตามล าดับ  

และค านวณค่า IC50 จากกราฟการตอบสนองต่อีนาดสารที่ใว้ (Dose 
response curve) โดยเตรียมสารตัวอย่าง 6 ความเี้มี้นจากการเจือจาง
สารตัวอย่างครั้งละ 2 เท่า 

3.4.5.5 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ α -glucosidase 

การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ α-glucosidase เป็นการคัดกรองวาสารเพ่ือ
พัฒนาเป็นยารักษาการเบาววานต่อไป โดยใช้ Acarbose เป็นสารควบคุมผลบวก 
(positive control) และใช้ 50% DMSO เป็นสารควบคุมผลลบ (negative control) 

โดยใส่สารผสมในปฏิกิริยาคือ สาร TS1 และ TS2 ความเี้มี้น 20, 10, 5 และ 
2.5 mg/ml ปริมาตร 10 µl เอนไซม์ α-glucosidase (0.1 U/ml) และ phosphate 
buffer (0.1 M, pH 6.80 ล ง ใน  96-well microtiter plates จ าก นั้ น น า ไป  pre-
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incubation ที่ อุณวอูมิ 37.6ºC เป็นเวลา 10 นาที และใส่ PNP-G (p-nitrophenyl 
alpha-D-glucoside; 2mM) 50 µl เพ่ือใช้เป็น substrate ีองเอนไซม์ วลังจากนั้น
น าไปบ่มที่ อุณวอูมิ  37.6ºC เป็นเวลา 20 นาที  และวยุดปฏิกิริยาด้วย sodium 
carbonate (1M) ปริมาตร 100 µl วัดสีเวลืองที่เกิดีึ้นจาก p-nitrophenol โดยน า 
96-well microtiter plates ไป วัดค่ าการดู ดกลื นแสงที่  405 nm โดยใช้ เครื่ อ ง 
microplate reader ท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง จากนั้นค านวณ %inhibition จากสมการ  

%inhibition =
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑒 (𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙) −  𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑒 (𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒)

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑒 (𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙)
 × 100 

และค านวณค่า IC50 
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 บทท่ี 4 

ผลกำรวิจัยและกำรอภปิรำยผล 

4.1 ผลกำรวิจัย 

     4.1.1 กำรวิเครำะห์หำสูตรโครงสร้ำงด้วย NMR spectroscopy 

 เมื่อน าเถาีองชิงช้าสะแกราชมาแช่สกัดด้วยตัวท าละลายอินทรีย์และน าสารสกัดที่ได้ไปผ่าน
กระบวนการแยกสกัดด้วยวิธี column chromatography คณะผู้วิจัยสามารถแยกสารบริสุทธิ์ได้ทั้งวมด 
2 ชนิด คือ สารกลุ่ม flavonoids 1 ชนิด (สาร TS1) และสารกลุ่ม diterpenoids 1 ชนิด (สาร TS2) 

 4.1.1.1 สาร TS1 

 

รูปที ่5 โครงสร้างทางเคมีีอง Naringenin18 

จากการศึกษาวาโครงสร้างทางเคมีีอง TS1 พบว่าลักษณะทางอายนอกเป็นสีน้ าตาลอ่อนมี
ปริมาณทั้งวมดที่สกัดแยกได้ 14.2 mg (คิดเป็น yield = 0.0006% จากน้ าวนักพืชแว้ง) และเมื่อส่องด้วย 
UV ที่ 364 nmจะพบจุด quenching นอกจากนี้เมื่อน าไปพ่นด้วย anisaldehyde reagent และใว้ความ
ร้อนจะพบจุดสีม่วงเกิดี้ึน ซึ่งสันนิษฐานว่าสาร TS1 เป็นสารกลุ่ม flavonoid derivative 

 จากี้อมูล 1H-NMR spectrum ีอง TS1 โดยใช้ตัวท าละลาย acetone-d6 พบ peak ีอง 3 
hydroxyl groups และ 6 aromatic protons ซึ่งบริเวณ 12 ppm ตรงต าแวน่งที่ 5 เป็นส่วน hydroxyl 
groups เนื่องจากอยู่บริเวณ downfield และบริเวณต าแวน่งที่ 4 เป็นส่วน carbonyl group ซึ่งเกิด
พันธะ intramolecular hydrogen กับ hydroxyl groups ที่ต าแวน่งที่ 5 รวมไปถึงโปรตอนต าแวน่งที่ 
7 และ 9 จะมีค่า chemical shift ที่สูงเพราะอยู่ใกล้กับออกซิเจน นอกจากนี้ต าแวน่งีองโปรตอนที่ 6 
และ 8 เกิด meta-coupling กัน ในบริเวณ ring B จะมีความสมมาตรกันีองโปรตอนต าแวน่ง 2’ และ 
6’ 
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 จากี้อมูล 13C –NMR spectrum ีอง TS1 ใว้ทั้งวมด 15 peak จึงสรุปได้ว่าจ านวนคาร์บอนใน
โครงสร้างทั้งวมดมี 15 ตัว ซึ่งมีลักษณะเช่นเกียวกับโครงสร้างพ้ืนฐานีองกลุ่ม flavonol และค่า
chemical shift ที่มีค่ามากที่สุดคือ 197.3 ppm ซึ่งคาดว่าเป็น carbonyl group ีอง flavonol (C-4) 
ซึ่งเราสามารถบอกได้ว่าโครงสร้างดังกล่าวจัดเป็น flavanone เพราะบริเวณคาร์บอนต าแวน่งที่ 3 เป็น 
CH2 และต าแวน่งที่ 3 เป็น CH ซึ่งต่อกับออกซิเจนท าใว้ค่า chemical shift สูงกว่าคาร์บอนปกต ิ

 

ตำรำงที่ 2 1H-NMR spectrum และ 13C –NMR spectrum ีอง TS1 

Position 
 

TS1 (acetone-d6) 

1H (mult.,J Hz) 13C 

2 5.45 (dd, J=12.9,2.7 Hz) 79.9 

3 
 

2.72 (dd, J=17.1,2.7 Hz) 43.5 

3.18 (dd, J=17.1,12.9 Hz) 43.5 

4 - 197.3 

5 12.18 (s) 165.3 

6 5.94 (brs) 96.7 

7 - 167.3 

8 5.94 (brs) 95.8 

9 - 164.4 

10 - 103.1 

1' - 130.8 

2' 7.39 (d, J=8.4 Hz) 129 

3' 6.89 (d, J=8.4Hz) 116.1 

4' - 158.7 

5' 6.89 (d, J=8.4 Hz) 116.1 

6' 7.39 (d, J=8.4 Hz) 129 

 

จากี้อมูลที่กล่าวมาี้างต้นจึงสรุปได้ว่าโครงสร้างีองสาร TS1 เป็นสาร naringenin 
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4.1.1.2 สาร TS2 

 

 

รูปที ่6 โครงสร้างทางเคมีีอง 15, 16-Epoxy-4-hydroxy-2,13(16),14-clerodatriene-17,12:18,6-diolide18 

จากการศึกษาวาโครงสร้างทางเคมีีอง TS2 พบว่าลักษณะทางอายนอกเป็นสีเวลือง มี
ปริมาณทั้งวมดท่ีสกัดแยกได้ 40.2 mg (คิดเป็น yield = 0.0018% จากน้ าวนักพืชแว้ง) และเมื่อ
ส่องด้วย UV ที่ 364 nmจะพบจุด quenching นอกจากนี้เมื่อน าไปพ่นด้วย anisaldehyde 
reagent และใว้ความร้อนจะพบจุดสีชมพูเกิดีึ้น ซึ่งสันนิษฐานว่าสาร TS2 เป็นสารกลุ่ม 
diterpenoid derivative 

จากการสืบค้นงานวิจัยเกี่ยวกับพืชสกุล Tinospora พบว่ามีสารกลุ่ม diterpenoids 
เป็นสารส าคัญอยู่วลายตัว และมีรายงานพบว่าเป็น diterpenoids กลุ่ม clerodane19 

จากี้อมูล 1H-NMR spectrumและ 13C –NMR spectrum โดยใช้ตัวท าละลาย CDCl3 

ีอง TS2 ลักษณะร่วมที่เป็นลักษณะเฉพาะที่บ่งบอกว่าโครงสร้างดังกล่าวเป็น furan ring และ 
lactone ring วรือจะเรียกว่า furanolactone ซึ่งดูได้จากโปรตอนต าแวน่ง 14, 15 และ 16 จะ
เกิดการ coupling กัน และคาร์บอนที่ต าแวน่ง 12 บ่งบอกว่าคาร์บอนอยู่ใกล้กับ heteroatom 
ในที่นี้คือออกซิเจนและคาร์บอนต าแวน่งที่ 17 และ 20 เป็นต าแวน่งีอง carbonyl group 
บริเวณีองโปรตอนที่ 2 และ 3 เกิดการ coupling กันแสดงใว้เว็นว่าบริเวณนั้นเป็นบริเวณ
พันธะคู่ และคาร์บอนต าแวน่งที่ 4 และ 6 มีค่า chemical shift ที่สูงแสดงใว้เว็นว่าบริเวณ
ต าแวน่งที่ 4 เป็นส่วนที่ต่อกับ heteroatom ในที่นี้คือ OH group และต าแวน่งที่ 6 ต่อกับ 
heteroatom ในที่นี้คือออกซิเจน นอกจากนี้เมื่อท าการวิเคราะว์ความสัมพันธ์ีอง 1H กับ13C 
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ด้วยวิธี HMBC พบว่ามีความสัมพันธ์กันดังตารางที่  3 ซึ่งเป็นโครงสร้างีอง 15,16-Epoxy-4-
hydroxy-2,13(16),14-clerodatriene-17,12:18,6-diolide18 

 

      ตำรำงที่ 3 1H-NMR spectrum และ 13C –NMR spectrum ีอง TS2 

 

จากี้อมูลที่กล่าวมาี้างต้นจึงสรุปได้ว่าโครงสร้างีองสาร TS2 เป็นสาร 15,16-Epoxy-
4-hydroxy-2,13(16),14-clerodatriene-17,12:18,6-diolide18 

 

Position 

TS2 (CDCl3) 

1H (mult., J Hz) 13C HMBC (1H→13C) 

1 
2.06 (1H,m) 17.3 C-5 
2.65 (1H,m) 17.3 

 
2 6.45 (1H,dd, J=8.0,5.1 Hz) 128.7 C-4 
3 6.34 (1H,dd, J=8.0,1.7 Hz) 136.8 C-6 
4 - 80.5 - 
5 - 37.1 - 
6 5.14 (1H,d, J=5.1 Hz) 74.2 C-3 ,C-5 ,C-17 

7 
1.4 (1H,m) 25.6 C-8 
1.74 (1H,dd, J=14.4,8.1 Hz) 25.6 - 

8 2.39 (1H,dd, J=10.8,2.0 Hz) 44.4 C-1 ,C-9 ,C-10 ,C-20 
9 - 35.2 

 
10 1.72 (1H,brs) 47.5 C-5 ,C-11 ,C-18 ,C-19 

11 
1.93 (1H,dd, J=14.9,12.0 Hz) 41.8 C-8 ,C-9 ,C-10 ,C-12 ,C-13 
2.24 (1H,dd, J=14.9,4.5 Hz) 41.8 - 

12 5.4 (1H,dd, J=12.0,4.5 Hz) 70.6 C-13 ,C-14 ,C-16 
13 - 124.7 - 
14 6.42 (1H,brs) 108.4 C-15 ,C-16 
15 7.42 (1H,brs) 143.9 C-13 ,C-14 ,C-16 
16 7.46 (1H,s) 139.6 C-13 ,C-14 ,C-15 
17 - 175.5 - 
18 1.04 (3H,s) 28.3 C-4 ,C-5 ,C-7 ,C-10 
19 1.23 (3H,s) 24.3 C-8 ,C-9 ,C-10 ,C-11 
20 - 173.4 - 
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4.1.1.3 สาร TS3 

จากการศึกษาวาโครงสร้างทางเคมีีอง TS3 พบว่าลักษณะทางอายนอกเป็นสีเวลือง มี
ปริมาณทั้งวมดที่สกัดแยกได้ 8.5 mg (คิดเป็น yield = 0.0004% จากน้ าวนักพืชแว้ง) และเมื่อ
ส่องด้วย UV ที่ 364 nm จะพบจุด quenching นอกจากนี้เมื่อน าไปพ่นด้วย anisaldehyde 
reagent และใว้ความร้อนจะพบจุดสีม่วงเกิดีึ้น ซึ่งสันนิษฐานว่าสาร TS3 เป็นสารกลุ่ม 
flavonoid derivative 

จากี้อมูล 1H-NMR spectrum และ 13C –NMR spectrumีอง TS3 พบว่ามีลักษณะ
ีอง peak ที่คาดว่าน่าจะเป็นสารกลุ่ม flavonoids สองตัวรวมกัน ซึ่งมีความเป็นีั้วใกล้เคียงกัน
มากท าใว้ยังไม่สามารถแยกใว้เป็นสารบริสุทธิ์ได้ ดังนั้นจึงไม่สามารถวิเคราะว์โครงสร้างีองสาร 
TS3 ได้ 

 

4.1.2 กำรศึกษำฤทธิ์ทำงชีวภำพ 

 4.1.2.1 ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็งในสารสกัดหยาบเถาชิงช้าสะแกราช 

จากการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็ง3 ชนิด ได้แก่ KB-Oral cavity cancer cell, 
MCF7-breast cancer cell และ  NCI-H187-Small cell lung cancer cell พบว่ าสิ่ งสกั ด 
ethanol มีค่า % inhibition คือ10.67%, -6.70% และ 3.79% ตามล าดับ จึงสรุปได้ว่าไม่มีฤทธิ์
ยับยั้งเซลล์มะเร็ง 3 ชนิด โดยวิธีที่ใช้ท าการทดลองคือ Resazurin Microplate assay (REMA) 
ซึ่ งในการทดลอง KB-Oral cavity cancer มี  Ellipticine และ Doxorubicin เป็น positive 
control และ DMSO+cell เป็ น  negative controlส าว รับ  MCF7-breast cancer cell มี 
Tamoxifen และ Doxorubicin เป็ น  positive control และ DMSO+ cell เป็ น  negative 
control สุดท้ายคือ NCI-H187-Small cell lung cancer มี  Ellipticine และ Doxorubicin 
เป็น positive control และ DMSO+ cell เป็น negative control 
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  ตำงรำงที่ 4 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็ง 3 ชนิด โดยใช้ สิ่งสกัด Ethanol ความเี้มี้น 50 µg/ml 

ฤทธิ์ที่ส่งตรวจ ชนิดเซลล์ ผล 

 

Cytotoxic activity 

Small cell lung cancer 
Inactive 

(3.79% inhibition) 

Oral cavity cancer 
Inactive 

(10.67% inhibition) 

Breast cancer 
Inactive 

(-6.70% inhibition) 

วิธีการแปลผล 
%inhibition  Activity 
< 90%   Inactive 
≥ 90%   Active 
 

4.1.2.2 ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้ง Mycobacterium tuberculosis ในสารสกัดหยาบ 
  เถาชิงช้าสะแกราช 

จากการทดสอบฤทธิ์ยับยั้ง Mycobacterium tuberculosis (Anti-TB) H37Ra strain 
พบว่าสิ่งสกัด acetone และสิ่งสกัด ethanol มีค่า % inhibition คือ 72.21% และ 38.39% 
ตามล าดับ จึงสรุปได้ว่าสิ่งสกัด acetone และ ethanol ีองชิงช้าสะแกราชไม่มีฤทธิ์ต้าน 
Mycobacterium tuberculosis โดยวิธีที่ ใช้ท าการทดลองคือ Green fluorescent protein 
microplate assay (GEPMA) อ่านค่าโดย microplate reader (SynergyMX) ซึ่งมี Isoniazid 
และ  Ethambutol เป็ น  positive control และ  DMSO+Enzymebuffer+substrate เป็ น 
negative control 
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ตำงรำงที่ 5 แสดงผล Anti-Mycobacterium tuberculosis (Anti-TB) H37Ra strain ีองสิ่งสกัด acetone และ สิ่ง
สกัด ethanol ความเี้มี้น 50 µg/ml 

Sample code 
 

Final concentration 
(µg/ml) 

% inhibition 
 

Activity 
 

สิ่งสกัด acetone 50.00 72.21 Inactive 
สิ่งสกดั ethanol 50.00 38.39 Inactive 

TS004 = crude extract in acetone   
TS005 = crude extract in ethanol 
วิธีการแปลผล 
%inhibition  Activity 
< 90%   Inactive 
≥ 90%   Active 
   

4.1.2.3 ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์นิวรามินิเดสในสารสกัดหยาบเถาชิงช้าสะแกราช 

จากการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ Neuraminidase (NA) พบว่าสิ่งสกัด acetone และ
สิ่งสกัด ethanol มีค่า %inhibition คือ 8.88% และ 2.02% ตามล าดับ จึงสรุปได้ว่าไม่มีฤทธิ์
ยับยั้งเอนไซม์ Neuraminidase โดยวิธีที่ใช้ท าการทดลองคือ Fluorometric determination 
(MUNANA-based enzyme inhibition assay) ซึ่งมี Oseltamivir carboxylate เป็น positive 
control 

 
ตำงรำงที่ 6 แสดงผล Neuraminidase (NA) inhibition assay ีองสิ่งสกัด acetone และ สิ่งสกดั ethanol ความ
เี้มี้น 100 µg/ml 

Sample code 
 

Final 
concentration(µg/ml) 

%inhibition Activity 
 

สิ่งสกัด acetone  100.00 8.88 Inactive 
สิ่งสกัด ethanol 100.00 2.02 Inactive 

 
วิธีการแปลผล 
%inhibition  Activity 
< 50%   Inactive 
≥ 50%   Active 
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4.1.2.4 ผ ล ก า ร ท ด ส อ บ ฤ ท ธิ์ ยั บ ยั้ ง เชื้ อ ร า  Candida albicans ใน ส า ร ส กั ด ห ย า บ 
  เถาชิงช้าสะแกราช 

จากการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา Candida albicans พบว่าสิ่งสกัด acetone และสิ่ง
สกัด ethanol มีค่า %inhibition คือ 11.97% และ 6.81% ตามล าดับ จึงสรุปได้ว่าไม่มีฤทธิ์
ยับยั้งเชื้อรา Candida albicans โดยวิธีที่ใช้ท าการทดลองคือ Resazurin Microplate assay 
(REMA) ซึ่ งมี  Amphotericin B เป็น positive control และมี  Cell+DMSO เป็น negative 
control 

 

  ตำงรำงที่ 7 แสดงผล Antifungal against Candida albicans ีองสิ่งสกัด acetone และ สิ่งสกดั ethanol ความ
เี้มี้น 50 µg/ml 

Sample code 
 

Final concentration 
(µg/ml) %inhibition 

 
Activity 

 
สิ่งสกัด acetone 50.00 11.97 Inactive 
สิ่งสกัด ethanol 50.00 6.81 Inactive 

 
วิธีการแปลผล 
%inhibition  Activity 
< 50%   Inactive 
≥ 50%   Active 
 

4.1.2.5 ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์แอลฟ่ากลูโคซิเดสในสารบริสุทธิ์ TS1 และ TS2 

จากการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์แอลฟ่ากลูโคซิเดสโดยใช้ Acarbose เป็นสารควบคุม
ผลบวก (positive control) และใช้ 50% DMSO เป็นสารควบคุมผลลบ (negative control) 
พบว่า สารบริสุทธิ์ TS2 มีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์แอลฟ่ากลูโคซิเดสได้ดี โดยเปอร์เซนต์ในการ
ยับยั้งเอนไซม์แสดงดังตารางที่ 8 และรูปที่ 7 
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       ตำรำงท่ี 8 % inhibition ีอง TS2 เมื่อใช้ความเี้มี้นีองเอนไซม์ 0.1 unit/ml 

 

 

 

รูปที่ 7 %inhibition ีอง TS2 เปรียบเทียบกับ Acarbose (ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน) 

 

เมื่อน า %inhibition และความเี้มี้นมาสร้างกราฟการตอบสนองต่อีนาดสารที่ใว้ 
(Dose response curve) สามารถค านวณค่า IC50 ได้เท่ากับ 566.76±23.94 µg/ml วรือ 
1583.13±66.87µM ซึ่งเมื่อน ามาเปรียบเทียบกับค่า IC50 ีองสารควบคุมผลบวก (Acarbose) 
ได้ผลดังรูปที่ 8 

 

 

 

Concentration (mg/ml) % inhibition 

2 122.32 

1 82.14 

0.5 43.15 

0.25 3.27 
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รูปที่ 8 เปรียบเทียบค่า IC50 ีอง TS2 และ Acarbose 

 

เมื่อน าสารบริสุทธิ์ TS1 มาทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์แอลฟ่ากลูโคซิเดสพบว่ามีค่า 
IC50 น้อยกว่า 1203.05 µM แต่ไม่สามารถวาค่า IC50 ได้อย่างแน่ชัด เนื่องจากปริมาณสารที่สกัด
แยกได้มีปริมาณที่น้อยเกินกว่าที่จะสามารถน ามาทดสอบได้ 
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4.2 อภิปรำยผล 

    4.2.1 อภิปรำยผลกำรวิเครำะห์หำสูตรโครงสร้ำงด้วย NMR spectroscopy 

4.2.1.1 สาร TS1 

จากการวาโครงสร้างีองสาร TS1 พบว่าเป็นสารที่เคยมีการรายงานโครงสร้างแล้ว นั่น
คือ naringenin ซึ่งการคาดการณ์ีองโครงสร้างสารครั้งนี้ใช้เพียงการส่องด้วย UV ที่ 364 nm 
พ่นด้ วย anisaldehyde reagent และใช้  NMR spectroscopy ซึ่ งได้อธิบายการแปลผล
สเปกตรัมไว้ในส่วนีองผลการวิจัยี้างต้นแล้ว จึงมีเพียงการวิเคราะว์เพียงสามอย่างเท่านั้น ทาง
ผู้วิจัยคิดว่าควรใช้เทคนิคทางเอสัชเวทอ่ืนๆ มาช่วยวิเคราะว์เพ่ือเพ่ิมความแม่นย า เช่น Mass 
spectroscopy วรือ Infrared spectroscopy โดยสาร naringenin มีสูตรโครงโมเลกุลคือ 
C15H12O5 มีน้ าวนักโมเลกุลเท่ากับ 272 และมีโครงสร้างทางเคมีดังรูปที่ 5  

จากการค้นคว้าี้อมูลเกี่ยวกับสารกลุ่ม flavonoids ในพืชตระกูล Tinospora พบการ
รายงานถึงการค้นพบสารในกลุ่ม flavonoids จ านวนมาก เช่น kaempferol, astragalin, 
quercitroside ซึ่งพบใน T. malabarica27 แต่ยังไม่เคยมีรายงานพบสาร naringenin ในพืช
ตระกูล Tinospora มาก่อน โดยงานวิจัยที่พบ naringenin ส่วนมากจะพบในพืชสกุล Citrus 
เป็นส่วนใวญ่28 ซึ่งมีงานวิจัยที่น าสาร naringenin มาทดลองวาฤทธิ์ทางชีวอาพมากมาย ตัวอย่าง
งานวิจัยที่พบ เช่น เมื่อน ามาทดลองในวนูแรทที่เวนี่ยวน าใว้เป็นโรคเบาววานชนิดที่ 2 สามารถ
ลดระดับน้ าตาลในเลือดและลดไีมันในเลือดได้29 และยังมีคุณสมบัติคล้ายกับฮอร์โมนเอสโตรเจน 
แต่เมื่อท าการทดลองในวนูแรท พบว่าไม่สามารถน ามาใช้ทดแทนฮอร์โมนเอสโตรเจนได้ แต่จะท า
ใว้น้ าวนักีองกระเพาะปัสสาวะเพ่ิมีึ้น ท าใว้ uterine epithelial มีความเวนียวและแี็งมาก
ีึ้นและท าใว้เซลล์บริเวณช่องคลอดมีการแบ่งตัวเพ่ิมมากีึ้น28 นอกจากนี้ naringenin ยังช่วย
ป้องกันโรคการอุดตันีองโคเลสเตอรอลที่วัวใจซึ่งเกิดจากการกระตุ้นีอง oxidative stress ใน
วนูแรทได้30 และยังช่วยป้องกันการเกิดพิษต่อไตจากการกระตุ้นีองยาปฎิชีวนะ gentamicin31

รวมไปถึงยังมีฤทธิ์คลายกล้ามเนื้อเรียบบริเวณล าไส้ีองวนูแรทได้ด้วย32 

เนื่องจากผู้วิจัยสามารถแยกสาร naringenin จากต้นชิงช้าสะแกราชได้ 14.2 mg ซึ่งมี
ปริมาณน้อยและเวลาท าการวิจัยที่ค่อนี้างจ ากัด จึงท าใว้ผู้วิจัยได้น าสาร TS1 ไปทดสอบฤทธิ์
ยับยั้งเอนไซม์แอลฟ่ากลูโคซิเดสเท่านั้น คณะผู้วิจัยจึงมีความเว็นว่าควรสกัดสารใว้มีปริมาณที่
มากีึ้นเพ่ือไปทดสอบฤทธิ์ทางชีวอาพอ่ืนๆ ที่กล่าวมาี้างต้นใว้มากยิ่งีึ้น เพ่ือที่จะน าสาร
ดังกล่าวไปต่อยอดใว้เกิดประโยชน์ต่อไป 
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4.2.1.2 สาร TS2 

จากการวาโครงสร้างีองสาร  TS2 คาดว่ า เป็ นสาร  15,16-Epoxy-4-hydroxy-
2,13(16),14-clerodatriene-17,12:18,6-diolide18 ซึ่งการวิเคราะว์โครงสร้างสารครั้งนี้ใช้เพียง
การส่องด้วย UV ที่ 364 nm พ่นด้วย anisaldehyde reagent และใช้ NMR spectroscopy 3
อย่างเท่านั้น คณะผู้วิจัยมีความเว็นว่าควรใช้เทคนิคทางเอสัชเวทอ่ืนๆ มาช่วยวิเคราะว์เพ่ือเพ่ิม
ความแม่นย า เช่น Mass spectroscopy วรือ Infrared spectroscopy โดย 15,16-Epoxy-4-
hydroxy-2,13(16),14-clerodatriene-17,12:18,6-diolide มี สู ต ร โค ร ง ส ร้ า ง โม เล กุ ล คื อ 
C20H22O6  และมีน้ าวนักโมเลกุลเท่ากับ 358 และมีโครงสร้างทางเคมีดังรูปที่ 6 

จากการวาี้อมูลที่เกี่ยวี้องกับสาร TS2 พบว่าสาร TS2 เป็นสารกลุ่ม diterpinoids ซึ่ง
พืชสกุล Tinospora พบมากมายวลายชนิด ไม่ว่าจะเป็นกลุ่ม tinosporide, furanolactone 
diterpene, furanolactone clerodane diterpene และสารอื่นอีกมากมาย ซึ่งพบในพืชสกุลนี้
เกือบทุกชนิด ส าวรับสาร TS2 เคยมีรายงานการค้นพบครั้งแรกใน T. cordifolia ซึ่งยังไม่มี
รายงานการตั้งชื่อใว้กับสารนี้มาก่อนเลย มีเพียงชื่อทางเคมีคือ 15,16-Epoxy-4-hydroxy-
2,13(16),14-clerodatriene-17,12:18,6-diolide18 เ ท่ า นั้ น  โ ด ย ส า ร นี้ จั ด อ ยู่ ใ น ก ลุ่ ม 

furanolactone clerodane diterpene เนื่องจากสาร TS2 ยังไม่มีรายงานเกี่ยวกับฤทธิ์ทาง
ชีวอาพมาก่อน แต่มีสารในกลุ่ม  furanolactone clerodane diterpene ตัวอ่ืน ที่มีโครงสร้าง
ใกล้เคียงกับสาร TS2 และได้มีการศึกษาฤทธิ์ทางชีวอาพีองสารในกลุ่มนี้จาก T. crispa พบว่า
สามารถลดระดับน้ าตาลในเลือดได้33 

เนื่องจากคณะผู้วิจัยสามารถสกัดสาร TS2 ที่มีน้ าวนักเพียง 40.2 mg ซึ่งมีปริมาณน้อย
และเวลาในการท าการวิจัยที่จ ากัด จึงท าใว้คณะผู้วิจัยได้น าสาร TS2 ไปทดสอบฤทธิ์ยับยั้ง
เอนไซม์แอลฟ่ากลูโคซิเดสเท่านั้น คณะผู้วิจัยจึงมีความคิดเว็นว่า ควรสกัดสารใว้มีปริมาณที่มาก
ีึ้นเพ่ือไปทดสอบฤทธิ์ทางชีวอาพอ่ืนๆ ที่กล่าวมาี้างต้น และน าสารดังกล่าวไปต่อยอดใว้เกิด
ประโยชน์ทางการรักษาต่อไป 

 

4.2.1.3 สาร TS3 

ดั งที่ กล่ าวไปี้างต้น ว่า พืชสกุล  Tinospora มักจะมีสารกลุ่ ม  flavonoids และ 
terpenoids อยู่จ านวนมาก ซึ่งจากี้อมูล 1H-NMR spectrum และ 13C –NMR spectrum ีอง 
TS3 พบว่ามีลักษณะีอง peak ที่คล้ายกับสารกลุ่ม flavonoids สองตัวรวมกัน ซึ่งมีความเป็นีั้ว
ใกล้เคียงกันมาก ท าใว้ยังไม่สามารถแยกใว้เป็นสารบริสุทธิ์ได้ ดังนั้นจึงไม่สามารถวิเคราะว์

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทคดัยอ่และแฟ้มขอ้มูลฉบบัเตม็ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีใหบ้ริการในคลงัปัญญาจุฬาฯ (CUIR) 

 เป็นแฟ้มขอ้มูลของนิสิตเจา้ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีส่งผา่นทางคณะท่ีสงักดั  

The abstract and full text of Senior Project in Chulalongkorn University Intellectual Repository(CUIR) 

are the Senior Project authors' files submitted through the faculty. 



32 

 

โครงสร้างีองสาร TS3 ได้ คณะผู้วิจัยจึงมีความเว็นว่าวากน าสารไปแยกต่อด้วย column 
chromatography โดยปรับอัตราส่วนีองตัวท าละลายอินทรีย์ทีละน้อย เพ่ือใว้แยกสารทั้ง 2 
ชนิ ด ออกจากกั น ได้  และน า ไป วิ เค ราะว์ โค รงสร้ า งด้ วย  NMR spectroscopy, Mass 
spectroscopy และ Infrared spectroscopy 

 

4.2.2 อภิปรำยผลกำรศึกษำฤทธิ์ทำงชีวภำพ 

  จากผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวอาพีองสิ่งสกัดวยาบ ทั้งสี่การทดสอบแสดงผลลบ นั่นคือ
สิ่งสกัดวยาบีองเถาชิงช้าสะแกราชไม่แสดงฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์ ฤทธิ์ยับยั้ง Mycobacterium 
tuberculosis ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์นิวรามินิเดส และฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา Candida albicans แต่การทดสอบ
ดังกล่าว ใช้ความเี้มี้นีองสิ่งสกัดวยาบเท่ากับ 50 µg/ml วากท าการทดสอบโดยการเพ่ิมความเี้มี้น
แล้ว สิ่งสกัดวยาบอาจแสดงผลบวกต่อการทดสอบฤทธิ์ดังกล่าว นอกจากนี้ การทดสอบฤทธิ์ความเป็นพิษ
ต่อเซลล์ มีการเลือกใช้เซลล์ตัวอย่างในการทดสอบเพียง 3 เซลล์ ซึ่งสิ่งสกัดวยาบอาจมีการแสดงฤทธิ์ความ
เป็นพิษต่อเซลล์อ่ืน นอกเวนือจากสามเซลล์นี้ ดังนั้น การทดสอบฤทธิ์ทางชีวอาพีองสิ่งสกัดวยาบควรมี
การทดสอบที่มากีึน้ เพ่ือค้นวาฤทธิ์ทางชีวอาพอ่ืนๆ ต่อไป 

4.2.2.1 อภิปรายผลการทดสอบฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์ 

จากการทดสอบฤทธิ์ทางชีวอาพีองสิ่งสกัด ethanol และ acetone ีองเถาชิงช้า
สะแกราช พบว่าสิ่งสกัด ethanol และ acetone ไม่มีฤทธิ์ในการเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งทั้ง 3 
ชนิด ได้แก่ KB-Oral cavity cancer cell, MCF7-breast cancer cell และ NCI-H187-Small 
cell lung cancer cell ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยีอง Tungpradit  R34 ที่ได้มีการศึกษาฤทธิ์ใน
การเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งีองบอระเพ็ด (T. crispa) และ T. cordifolia โดยท าการศึกษาใน
เ ซ ล ล์  HL-6 0  (Human promyelocytic leukemia cells) HepG2 (human liver 
carcinoma cell) และ MCF-7 พบว่าสิ่งสกัด methanol และสิ่งสกัดน้ าีองสมุนไพรทั้ง 2 ชนิด 
ไม่มีฤทธิ์ในการเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งทั้ง 3 ชนิด โดยมีค่า IC50 มากกว่า 500 µg/ml แต่อย่างไรก็
ตามมีการรายงานีอง Ibahim MJ35 ซึ่งได้ศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเติบโต (Anti-
proliferative effect) ีองเซลล์มะเร็งจากสิ่ งสกัด น้ า methanol และ chloroform ีอง 
Tinospora crispa พบว่ามีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตีองเซลล์มะเร็งวลายชนิด ได้แก่ 
MCF-7, MDA-MB-231 cell (breast cancer) และ HeLa (cervical cancer) ซึ่งสาเวตุที่ท าใว้ 
บอระเพ็ด มีสารที่มีฤทธิ์ทางชีวอาพแตกต่างกัน อาจมาจากการที่มีแวล่งเพาะปลูกต่างกัน โดย
บอระเพ็ดที่มีการเพาะปลูกในประเทศไทย27 จะไม่มีฤทธิ์ในการเป็นพิษต่อเซลล์ ในีณะที่
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บอระเพ็ดที่มีการเพาะปลูกในประเทศมาเลเซีย28 กลับมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตีอง
เซลล์มะเร็ง 

4.2.2.2 อภิปรายผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้ง Mycobacterium tuberculosis  

ส าวรับการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้ง M. tuberculosis ีองสิ่งสกัด ethanol และ 
acetone ีองเถาชิงช้าสะแกราช พบว่าไม่มีฤทธิ์ในการยับยั้ง M. tuberculosis ซึ่งสอดคล้องกับ
การทดลองีอง Mohamad S และคณะ36 ที่ท าการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้ง M. tuberculosis 
ีองบอระเพ็ด พบว่าไม่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อ M. tuberculosis เมื่อใช้ความเี้มี้นีองสิ่งสกัด 
methanol สูงถึง 1600 µg/ml ดังนั้นการใช้ประโยชน์ีองพืชในสกุล Tinospora มาเป็นเวลาช้า
นานตามต ารายาพ้ืนบ้าน อาจจะไม่สามารถรักษาวัณโรคได้ จึงควรมีการศึกษาต่อไป เพ่ือวา
รูปแบบีองการทดสอบผ่านกลไกอ่ืนๆ ในการน ามาใช้ประโยชน์ในการรักษาวัณโรค 

4.2.2.3 อภิปรายผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์นิวรามินิเดส 

จากการส่งทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์นิวรามินิเดสในสารสกัดวยาบเถาชิงช้าสะแกราช
ส่วน acetone และ ethanol พบว่าไม่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์นิวรามินิเดส ซึ่งจากงานวิจัยพบว่าT. 
cordifolia สามารถยับยั้งเชื้อไวรัสไี้ววัดใวญ่  (Influenza virus) ชนิด A/H1N1 ได้37 โดยใช้
กลไกควบคุมระบบอูมิคุ้มกัน เป็นการกระตุ้น ยับยั้ง และเปลี่ยนแปลงการตอบสนองีอง
อูมิคุ้มกัน38 คณะผู้วิจัยมีความเว็นว่า วากต้นชิงช้าสะแกราชมีฤทธิ์ในการฆ่าเชื้อไวรัสไี้ววัดใวญ่
จริง อาจมีกลไกอ่ืนที่ไม่ใช่การยับยั้งเอนไซม์นิวรามินิเดส ดังนั้นวากสนใจต้องการที่จะศึกษาต่อ 
ใว้ศึกษาโดยใช้รูปแบบีองการทดลองผ่านกลไกอ่ืน 

4.2.2.4 อภิปรายผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา Candida albicans  

จากการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา C. albicans ในสารสกัดวยาบเถาชิงช้า   สะแกราช
ส่วน acetone และ ethanol พบว่าไม่มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา C. albicans เนื่องจากชิงช้าสะแกราช
ยังไม่เคยมีผู้ท าการวิจัยเกี่ยวกับการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา C. albicans แต่พบงานวิจัยที่
ท าการศึกษา T. cordifolia ในการยับยั้ง Aspergillusniger และ C. albicans พบว่าเมื่อสกัด
สารโดยใช้ตัวท าละลาย hydroalcoholic มีฤทธิ์ยับยั้ง Aspergillusniger และ C. albicans แต่
วากเป็นตัวท าละลาย hexane จะไม่มีฤทธิ์ยับยั้ง39 ซึ่งคณะผู้วิจัยคาดว่าเวตุผลที่ชิงช้าสะแกราช
ไม่มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราอาจจะเป็นเพราะว่าสารสกัดวยาบที่น าไปทดสอบไม่มีสารส าคัญที่จะ
สามารถยับยั้งเชื้อราได้ คณะผู้วิจัยมีความคิดเว็นว่าควรเลือกสารสกัดวยาบที่มาจากตัวท าละลาย
อ่ืน ไปท าการทดลองเพ่ิมเติม วรือเชื้อ C. albicans อาจจะไม่ถูกยับยั้งด้วยสารสกัดวยาบจาก
ชิงช้าสะแกราชดังนั้นอาจจะใช้เชื้อราชนิดอื่นมาท าการวิจัยแทน 
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4.2.2.5 อภิปรายผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์แอลฟ่ากลูโคซิเดส 

ในการทดสอบฤทธิ์ลดระดับน้ าตาลในเลือดีอง naringenin และ 15,16-Epoxy-4-
hydroxy-2,13(16),14-clerodatriene-17,12:18,6-diolide พบว่า  naringenin มี ฤทธิ์ ยั บ ยั้ ง
เอนไซม์แอลฟ่ากลูโคซิเดส โดยมีค่า IC50 น้อยกว่า 1203.05 µM ซึ่ง Priscilla DH และคณะ40 ได้
มีการศึกษาฤทธิ์ ในการลดระดับน้ าตาลวลังรับประทานอาวาร ผ่านการยับยั้ งเอนไซม์           
แอลฟ่ากลูโคซิเดส พบว่า naringenin มีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์แอลฟ่ากลูโคซิเดส โดยมีค่า IC50 

เท่ากับ 384.4 µM เมื่อใช้เอนไซม์ที่ได้จากสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม และมีค่า IC50 เท่ากับ 6.5 µM เมื่อ
ใช้เอนไซม์ที่ได้จากยีสต์ และเมื่อท าการทดสอบในวนูที่มีการเวนี่ยวน าใว้เป็นโรคเบาววาน พบว่า
การใช้ naringenin 25 mg/kg สามารถลดระดับน้ าตาลในเลือดีองวนูได้ วลังจากใว้น้ าตาล 
sucrose และ maltose โดยลดการดูดซึมน้ าตาลในกระแสเลือด (α-glucosidase inhibitory 
action) นอกจากนั้นยังพบว่า naringenin สามารถลดระดับน้ าตาลในเลือดได้ผ่านทางกลไกอ่ืน 
เช่น ยับยั้ง Na+-glucose cotransporter41 และยับยั้ง phosphoinositide 3-kinase42 

ส าว รั บ  15,16-Epoxy-4-hydroxy-2,13(16),14-clerodatriene-17,12:18,6-diolide 
ซึ่งเป็นสารในกลุ่ม diterpenoids พบว่ายังไม่มีเคยการรายงานฤทธิ์ทางชีวอาพมาก่อน แต่เคยมี
การรายงานฤทธิ์ในการลดระดับน้ าตาลในเลือดีองสารในกลุ่ม diterpenoids ที่สกัดได้จาก 
Tinospora crispa33 ซึ่งมีกลไกในการลดระดับน้ าตาลในเลือดโดยเพ่ิมการใช้น้ าตาลกลูโคสใน
เนื้อเยื่อ และลดกระบวนการสร้างกลูโคสในตับ แต่เนื่องจากการศึกษาผ่านกลไกดังกล่าว จะต้องมี
การทดลองในสัตว์ทดลอง ซึ่งคณะผู้วิจัยมีเวลาที่ใช้ในการวิจัยที่จ ากัด ดังนั้นจึงอาจมีการศึกษาใน
กลไกดังกล่าวเพ่ือน าไปพัฒนาต่อเป็นยาใวม่จากธรรมชาติได้  

ส าวรับการศึกษาฤทธิ์ ในการลดระดับน้ าตาลใน เลือดีองสาร 15,16-Epoxy-4-
hydroxy-2,13(16),14-clerodatriene-17,12:18,6-diolide ผ่ าน ก ล ไก ก ารยั บ ยั้ ง เอ น ไซ ม์     
แอลฟ่ากลูโคซิเดส พบว่ามีฤทธิ์ โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 1583.13±66.87 µM ดังนั้นสารนี้จึง
สามารถลดระดับน้ าตาลในเลือดได้โดยผ่านกลไกการยับยั้ง เอนไซม์แอลฟ่ากลูโคสิเดส ซึ่งควรมี
การศึกษาความเป็นพิษในสัตว์ทดลองต่อไป 
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บทท่ี 5 

สรุปผลกำรวิจัย 

 จากการน าเถาีองชิงช้าสะแกราชมาแช่สกัดด้วยตัวท าละลายอินทรีย์และน าสารสกัดที่ได้ไปผ่าน
กระบวนการแยกด้วยวิธี column chromatography คณะผู้วิจัยสามารถแยกสารบริสุทธิ์ได้ทั้งวมด 2 
ชนิด คือ สารกลุ่ม flavonoids 1 ชนิด (สาร TS1) กับสารกลุ่ม diterpenoids 1 ชนิด (สาร TS2) เมื่อ
วิเคราะว์โครงสร้างทางเคมีพบว่าสาร TS1 เป็นสารที่มีชื่อว่า naringenin และสาร TS2 เป็นสารที่มีชื่อว่า 
15,16-Epoxy-4-hydroxy-2,13(16),14-clerodatriene-17,12:18,6-diolide  

ผลการน าสารสกัดวยาบจากเถาชิงช้าสะแกราชไปทดสอบฤทธิ์ทางชีวอาพได้แก่  

ฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็ง 3 ชนิด คือ KB-Oral cavity cancer cell, MCF7-breast cancer cell 
และ NCI-H187-Small cell lung cancer cell โดยวิธีที่ใช้ท าการทดลองคือ Resazurin Microplate 
assay (REMA) พบว่าสารสกัด ethanol ีองชิงช้าสะแกราชไม่มีฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็งทั้ง 3 ชนิด  

ฤ ท ธิ์ ยั บ ยั้ ง  Mycobacterium tuberculosis (Anti-TB) H37Ra strain ด้ ว ย วิ ธี  Green 
fluorescent protein microplate assay (GEPMA) พบว่าสารสกัด  acetone และ ethanol ีอง  
ชิงช้าสะแกราชไม่มีฤทธิ์ต้าน Mycobacterium tuberculosis  

ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ Neuraminidase (NA) โดยวิธี Fluorometric determination พบว่าสาร
สกัด acetone และ ethanol ีองชิงช้าสะแกราชไม่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ Neuraminidase  

ฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา Candida albicans ด้วยวิธี Resazurin Microplate assay พบว่าสารสกัด 
acetone และ ethanol ีองชิงช้าสะแกราชไม่มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา Candida albicans  

แต่เมื่อน าสารบริสุทธิ์ที่สกัดแยกได้ ได้แก่ TS1 และ TS2 มาท าการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ 
แอลฟ่ากลูโคซิเดส พบว่าสารทั้งสองชนิดมีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์แอลฟ่ากลูโคซิเดส โดยสาร TS1 มีค่า 
IC50 ีองการยับยั้งเอนไซม์แอลฟ่ากลูโคซิเดส น้อยกว่า 1203.05 µM ในีณะที่สาร TS2 มีค่า IC50 เท่ากับ 
1583.13±66.87 µM ซึ่งเมื่อน ามาเปรียบเทียบกับค่า IC50 ีอง Acarbose พบว่ามีค่าใกล้เคียงกัน โดย 
Acarbose มีค่าเท่ากับ IC50 1591.1±236.88 µM 

ถึงแม้ว่าสารทั้งสองนี้ จะเคยมีการรายงานการค้นพบมาก่อนแล้ว และ naringenin ก็ยังมีการ
รายงานฤทธิ์ทางชีวอาพมาก่อนด้วย แต่สาร 15,16-Epoxy-4-hydroxy-2,13(16),14-clerodatriene-
17,12:18,6-diolide ยังไม่เคยมีการรายงานถึงฤทธิ์ทางชีวอาพมาก่อนเลย ท าใว้ผลการวิจัยนี้ ถือเป็นการ
รายงานฤทธิ์ทางชีวอาพีองสาร 15,16-Epoxy-4-hydroxy-2,13(16),14-clerodatriene-17,12:18,6-
diolide เป็นครั้งแรก 
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ผลการทดสอบที่พบฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์แอลฟ่ากลูโคซิเดสนี้ ท าใว้เกิดแนวทางการศึกษา
ต่อไปในอนาคตคือ สาร TS2 อาจจะน าไปศึกษาและพัฒนาเป็นยาที่ใช้ในการรักษาโรคเบาววาน ซึ่งเป็นยา
ใวม่จากธรรมชาติต่อไปได้ 

นอกจากนี้ การแยกสกัดสารีองคณะผู้วิจัยจนได้สารบริสุทธิ์ ได้ท าเพียงการแยกสกัดสารจากส่วน
สกัดวยาบด้วย ethyl acetate เท่านั้น ยังคงมีส่วนสกัดวยาบอ่ืนๆ ที่ยังอาจมีองค์ประกอบทางเคมีอ่ืนๆ 
และฤทธิ์ทางชีวอาพที่น่าสนใจอ่ืนๆ อยู่อีก ท าใว้ยังสามารถท าการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับต้นชิงช้าสะแกราชได้
อีกมาก 

การวิจัยครั้งนี้มีอุปสรรคในเรื่องประสบการณ์ีองคณะผู้วิจัย ด้วยสาเวตุที่ไม่เคยมีประสบการณ์
ในการแยกสกัดสารมาก่อน และีาดการวางแผนที่ดี ท าใว้การวิจัยในช่วงแรกเป็นไปได้ยาก จากการ
ปฏิบัติไม่ถูกต้องตามวลักการแยกสกัดสาร ดังนั้นก่อนการท าการวิจัยทุกครั้ง ควรจะมีการทบทวนความรู้
ในเรื่องที่เกี่ยวี้องกับงานวิจัยนั้น และเตรียมพร้อมด้วยการวางแผนที่ดี คาดการณ์ถึงผลที่อาจจะเกิดีึ้น
และเตรียมรับมือกับอุปสรรคท่ีอาจเกิดีึ้นได้ทุกเม่ือในการท าวิจัย อีกทั้งยังต้องมีการบันทึกผลที่เป็นระบบ 
เพ่ือใว้สามารถเี้าถึงี้อมูลได้ตลอดเวลา และป้องกันการผิดพลาดที่เกิดจากการบันทึกผลผิดวรือลืม
บันทึก 
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ภาคผนวก ก  

แผ่น thin layer chromatography ที่ใช้ในการวิจัย 

ผลการศึกษา TLC ของการแยกสกัดสารจากเถาชิงช้าสะแกราช 

 
         A.                  B.       C. 

รูปที่ ก. 1 ผลการศึกษา TLC ของสิ่งสกัด (1) Hexane (2) EtOAc (3) Acetone (4) MeOH ภายใต ้ 

A. สภาวะห้อง B. UV 254 nm C. UV 365 nm เมื่อใช้ solvent system คือ Hexane : EtOAc = 1:1 

 

  

รูปที่ ก. 2 ผลการศึกษา TLC ของสิ่งสกัด EtOAc เมื่อสเปรย์ด้วย Anisaldehyde solution 

และใช้ solvent system คือ CH2Cl2 : Acetone 8 : 1 
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รูปที่ ก. 3 ผลการศึกษาการรวม fraction จากสิ่งสกัด EtOAc ที่สามารถแยกได้ หลังจากสเปรย์ด้วย  

Anisaldehyde  solution เมื่อใช้ solvent system คือ CH2Cl2 : Acetone 6 : 4 

 

 

รูปที่ ก. 4 ผลการศึกษาการรวม fraction จากสิ่งสกัด EtOAc ที่สามารถแยกได้ หลังจากสเปรย์ด้วย Anisaldehyde 
solution เมื่อใช้ solvent system คือ CH2Cl2 : Acetone 9.6 : 0.4 
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รูปที่ ก. 5 ผลการศึกษาการรวม fraction จาก fraction E8 หลังจากสเปรย์ด้วย Anisaldehyde solution  

เมื่อใช้ solvent system คือ CH2Cl2 : Acetone 9 : 1 

 

 

 

รูปที่ ก. 6 ผลการศึกษา TLC ได้จากการแยกสกดั E8 หลังจากสเปรย์ด้วย Anisaldehyde solution  

เมื่อใช้ solvent system คือ CH2Cl2 : Acetone ในอัตราส่วน 9:1 
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รูปที่ ก. 7 ผลการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของ fraction 7.2 ที่ได้จากการแยกสกัด E7 หลังจากสเปรย์ด้วย 

Anisaldehyde solution เมื่อใช้ solvent system คือ hexane : EtOAc ในอัตราส่วน 1:1 

 

 

(1) 

 

(2) 

รูปที่ ก. 8 ผลการศึกษา TLC ที่ได้จากการแยกสกัด E7.2 หลังจากสเปรย์ด้วย Anisaldehyde solution  

เมื่อใช้ solvent system คือ hexane : EtOAc ในอัตราส่วน 7:3 (1) fraction 1-46 (2) fraction 47- 64 
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(1) 

 

(2)       (3) 

 

รูปที่ ก. 9 ผลการศึกษา TLC ที่ได้จากการแยกสกัด E7.2.5 หลังจากสเปรย์ด้วย Anisaldehyde solution  

เมื่อใช้ solvent system คือ hexane : EtOAc ในอัตราส่วน 3:7 (1) fraction 1-18 (2) fraction 19-27 

(3) fraction 28-36 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทคดัยอ่และแฟ้มขอ้มูลฉบบัเตม็ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีใหบ้ริการในคลงัปัญญาจุฬาฯ (CUIR) 

 เป็นแฟ้มขอ้มูลของนิสิตเจา้ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีส่งผา่นทางคณะท่ีสงักดั  

The abstract and full text of Senior Project in Chulalongkorn University Intellectual Repository(CUIR) 

are the Senior Project authors' files submitted through the faculty. 



46 
 

 

รูปที่ ก. 10 ผลการศึกษา TLC จากสิ่งสกัด Acetone ที่สามารถแยกได้ หลังจากสเปรย์ด้วย Anisaldehyde solution 
เมื่อใช้ solvent system คือ hexane : EtOAc ในอัตราส่วน 3:7 
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(1) 

 

 

 

 

 

 

 

(2) 

รูปที่ ก. 11 ผลการศึกษา TLC ที่ได้จากการแยกสกัด A6 และ A7 หลังจากสเปรยด์้วย Anisaldehyde solution  

เมื่อใช้ solvent system คือ hexane : EtOAc ในอัตราส่วน 3:7 (1) fraction 1-19 (2) fraction 20-38 
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ภาคผนวก ข 

ผล NMR spectrum ของสารบริสุทธิ์ที่แยกสกัดได้ในงานวิจัย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ ข. 1.1 แสดง 1H-NMR (300 Hz) spectrum ของสาร TS1 (acetone-d6) 
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รูปที่ ข. 1.2 แสดง 1H-NMR (300 Hz) spectrum ของสาร TS1 (acetone-d6) 
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รูปที่ ข. 2 แสดง 13C-NMR (300 Hz) spectrum ของสาร TS1 (acetone-d6) 
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รูปที่ ข. 2.1 แสดง 1H-NMR (300 Hz) spectrum ของสาร TS2 (CDCl3) 
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รูปที่ ข. 2.2 แสดง 1H-NMR (300 Hz) spectrum ของสาร TS2 (CDCl3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ ข. 2.3 แสดง 1H-NMR (300 Hz) spectrum ของสาร TS2 (CDCl3) 
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รูปที่ ข. 3 แสดง 13C -NMR (300 Hz) spectrum ของสาร TS2 (CDCl3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ ข. 4 แสดง DEPT135 spectrum ของสาร TS2 (CDCl3) 
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รูปที่ ข. 5.1 แสดง HMBC ของสาร TS2 (CDCl3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 25b แสดง HMBC ของสาร TS2 (CDCl3) 

รูปที่ ข. 5.2 แสดง HMBC ของสาร TS2 (CDCl3) 
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รูปที่ ข. 6.1 แสดง HMQC ของสาร TS2 (CDCl3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ ข. 6.2 แสดง HMQC ของสาร TS2 (CDCl3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทคดัยอ่และแฟ้มขอ้มูลฉบบัเตม็ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีใหบ้ริการในคลงัปัญญาจุฬาฯ (CUIR) 

 เป็นแฟ้มขอ้มูลของนิสิตเจา้ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีส่งผา่นทางคณะท่ีสงักดั  

The abstract and full text of Senior Project in Chulalongkorn University Intellectual Repository(CUIR) 

are the Senior Project authors' files submitted through the faculty. 



56 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ ข. 7.1 แสดง 1H-NMR (300 Hz) spectrum ของสาร TS3 (DMSO-d6) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ ข. 7.2 แสดง 1H-NMR (300 Hz) spectrum ของสาร TS3 (DMSO-d6) 
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