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ปฏิบัติงานภาคสนามมาเป็นอย่างดี 



 ข 

บทคัดย่อ 

งานวิจัยนี้ได้ท าการศึกษาส าเภา ที่มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Chaetocarpus castanocarpus (Roxb.) 
Thwaites จัดอยู๋ในวงศ์ Euphorbiaceae ซึ่งข้ึนในพ้ืนที่ในโครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจาก
พระราชด าริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี (อพ.สธ.) บริเวณเกาะแสมสาร จังหวัดชลบุรี 
ต้นส าเภาได้ถูกน ามาศึกษาและพบว่าสารสกัดหยาบเมทานอลมีฤทธิ์ต้านมะเร็งด้วยกลไกการยับยั้งเอนไซม์โท
โพไอซอเมอเรส 1 (topoisomerase I) ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีท าหน้าที่ในการคลายเกลียวของดีเอ็นเอชนิด 
supercoil (supercoiled DNA) ดังนั้นการยับยั้งการท างานของเอนไซม์โทโพไอซอเมอเรส 1  จะส่งผลรบกวน
กระบวนการจ าลองตัวเองของดีเอ็นเอและการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็ง  ซึ่งสามารถน าหลักการนี้มาพัฒนาเพ่ือ
ค้นหายารักษาโรคมะเร็งได้   คณะผู้ด าเนินการวิจัยได้แยกสารส าคัญที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์โทโพไอซอเมอเรส 1 
จากต้นส าเภาด้วยเทคนิคทางโครมาโทกราฟี แล้วท าการตรวจสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์โทโพไอซอเมอเรส 1 ด้วย
วิธี Yeast cell-based assay ซึ่งใช้ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae สายพันธุ์ RS190 ที่ผ่านการตัดต่อ
พันธุกรรมโดยการแทนที่ยีนเอนไซม์โทโพไอซอเมอเรส 1 ของยีสต์ด้วยยีนจากพืช Arabidopsis thaliana 
ผลการวิจัยสามารถแยกสารบริสุทธิ์จากต้นส าเภาได้เป็นครั้งแรก คือสาร b1 และ f3 โดยสาร b1 คือ 3-
acetyl aleuritolic acid ส่วนสาร f3 นั้นจะต้องท าการพิสูจน์สูตรโครงสร้างต่อไป 
 
ค าส าคัญ:  ส าเภา, วงศ์ Euphorbiaceae, ต้านมะเร็ง, โทโพไอซอเมอเรส I, การแยกสารโดยใช้ฤทธิ์เป็นตัวน า 
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Abstract 

Chaetocarpus castanocarpus (Roxb.) Thwaites is in the Euphorbiaceae family. It was 
collected from Plant Genetic Conservation Project Under the Royal Initiative of Her Royal 
Highness Princess Maha Chakri Siridhorn, Samaesarn Island, Chonburi Province. Methanolic 
extract of Chaetocarpus castanocarpus stem exhibited anticancer with topoisomerase 
inhibitory activity. Topoisomerase I used for relaxing supercoiled DNA in the DNA replication 
step. Bioassay-guided fractionation with yeast cell-based assay has been used for isolation of 
bioactive compounds. Saccharomyces cerevisiae RS190 inserted with topoisomerase I from 
Arabidopsis thaliana was used for yeast screening. Two compounds, b1 and f3, were isolated 
from Chaetocarpus castanocarpus for the first time. Compound b1 is 3-acetyl aleuritolic 
acid. Identification of compound f3 is undergoing.  
 
Keywords: Chaetocarpus castanocarpus, Euphorbiaceae, anticancer, topoisomerase I, 
bioassay-guided fractionation 
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บทน าและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

จากข้อมูลกระทรวงสาธารณสุขพบว่าคนไทยมีอัตราการเสียชีวิตด้วยโรคมะเร็งเป็นอันดับหนึ่งและมี
แนวโน้มว่าจะมีผู้ป่วยเพิ่มขึ้น โรคมะเร็งจัดเป็นโรคค่าใช้จ่ายสูงและโรคเรื้อรัง อีกทั้งยังเป็นกลุ่มโรคที่ส่งผล
กระทบต่อคุณภาพชีวิตของประชาชนก่อให้เกิดการสูญเสียชีวิตจากการเจ็บป่วย  ส่งผลไปถึงท าให้เพ่ิม
รายจ่ายด้านสุขภาพของครัวเรือน สังคม ตลอดจนเป็นภาระค่าใช้จ่ายโดยรวมของประเทศ ถ้าสามารถศึกษา
เพ่ือค้นพบยาหรือสมุนไพรที่มีฤทธิ์ดังกล่าวก็น่าจะเป็นประโยชน์ต่อผู้ป่วยเป็นอย่างมาก 

เซลล์มะเร็งเป็นเซลล์ที่มีอัตราการเจริญเติบโตสูงกว่าเซลล์ปกติ  ดังนั้นเซลล์มะเร็งย่อมมีการจ าลอง
ตัวของดีเอ็นเอ (DNA replication) สูงตามไปด้วย ซึ่งขั้นตอนของการจ าลองตัวที่ส าคัญและจ าเป็นอย่างยิ่ง
ขั้นตอนหนึ่ง คือ การคลายเกลียวของดีเอ็นเอชนิด supercoil  (supercoiled DNA relaxation) โดย
เอนไซม์ที่ใช้ส าหรับการคลายเกลียวของสายดีเอ็นเอ คือ เอนไซม์โทโพไอซอเมอเรส I (topoisomerase I) 
ซึ่งจะท าหน้าที่คลายปมเหนือจุดแยกด้วยการท าลายพันธะฟอสโฟไดเอสเทอร์ระหว่างหมู่ฟอสเฟตกับ
ไฮโดรเจนของสายดีเอ็นเอ   ดังนั้นเอนไซม์โทโพไอซอเมอเรส I จึงเป็นเป้าหมายหนึ่งของการรักษาโรคมะเร็ง
ด้วยวิธีเคมีบ าบัด เนื่องจากหากมีการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ดังกล่าว เซลล์ก็จะไม่สามารถแบ่งตัวได้  
เซลล์มะเร็งซึ่งมีอัตราการแบ่งตัวสูงก็จะได้รับผลกระทบมากกว่าเซลล์ปกติ    ในปัจจุบันมีการใช้ยารักษา
โรคมะเร็งที่มีฤทธิ์ยับยังเอนไซม์ดังกล่าวแล้ว ได้แก่ camptothecin และ อนุพนัธ์ของ camptothecin คือ 
Irinotecan® และ Topotecan® ในการรักษาโรคมะเร็งปอด มะเร็งรังไข่ และมะเร็งปากมดลูก 

ผู้วิจัยจึงมีความสนใจที่จะท าการศึกษาศักยภาพในการต้านมะเร็งด้วยกลไกการยับยั้งเอนไซม์โทโพ
ไอซอเมอเรส I จากต้นส าเภา พืชที่ขึ้นในพ้ืนที่ของโครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืชฯ อันเนื่องมาจาก
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พระราชด าริฯ เกาะแสมสาร และท าการสกัดแยกสารเพื่อให้ทราบถึงองค์ประกอบทางเคมีเพ่ือค้นหาสารตัว
ใหม่ที่มีฤทธิ์ต้านมะเร็งโดยกลไกการยับยั้งเอนไซม์โทโพไอซอเมอเรส I ซึ่งเป็นการใช้ประโยชน์ทางยาจากพืช
ไทย 

ส าเภา (Chaetocarpus castanocarpus (Roxb.) Thwaites) หรือ ขี้หนอน ขี้หนอนขาว เป็นไม้
ต้น จัดอยู่ในวงศ์ Euphorbiaceae (เต็ม สมิตินันทน์, 2544) สูงได้ถึง 45 เมตร มีหูใบรูปไข่กลับ หลุดร่วงง่าย 
ใบ เดี่ยว เรียงสลับ แผ่นใบรูปไข่ กว้าง 1.5–8 เซนติเมตร ยาว 3.5–18.5 เซนติเมตร ปลายใบเรียวแหลม 
โคนใบสอบ ขอบใบเรียบ เนื้อใบหนา มีจุดโปร่งแสง เส้นแขนงใบ 7–9 คู่ ดอก เล็ก สีเหลืองอมเขียว หรือ
เหลืองอ่อน มีกลิ่นหอมอ่อนๆ แยกเพศ ดอกเพศผู้เล็กกว่าดอกเพศเมีย ออกเป็นช่อตามง่ามใบ มีขนหนาแน่น 
กลีบเลี้ยงมี 4 กลีบ ไม่มีกลีบดอก จานฐานดอกมีสีชมพูหรือแดง ผล ค่อนข้างกลม ขนาด 0.8–1.8 
เซนติเมตร มีขนแข็ง สีเหลืองแล้วเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาลแดง เมื่อแก่แตกเป็น 3 พู เมล็ดรูปไข่ มีเยื่อบางๆ หุ้ม 
ประโยชน์ของส าเภาคือ ใบอ่อนใช้เป็นอาหาร เนื้อไม้ค่อนข้างแข็งใช้ในการก่อสร้างและท าด้ามเครื่องมือ
เครื่องใช้ ปัจจุบันยังไม่ปรากฎรายงานการใช้ส าเภาเป็นยาและยังไม่มีการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับฤทธิ์ทางชีวภาพ
มาก่อน การศึกษาในครั้งนี้จึงนับเป็นครั้งแรกในการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของต้นส าเภา  

งานวิจัยนี้จึงมุ่งหมายจะทดสอบฤทธิ์ต้านมะเร็งด้วยกลไกการยับยั้งเอนไซม์โทโพไอซอเมอเรส I ของ
สารสกัดจากต้นส าเภาโดยการแยกด้วยวิธี column chromatography โดยใช้หลักการ bioassay-guided 
fractionation เพ่ือหาสารส าคัญท่ีเป็นตัวออกฤทธิ์ยับยั้งโทโพไอซอเมอเรส I โดยอาศัย Yeast cell-based 
assay 

ในการทดสอบฤทธิ์ต้านมะเร็งด้วยกลไกการยับยั้งเอนไซม์โทโพไอซอเมอเรส I นั้น มีรายงานการใช้
ยีสต์เป็นตัวทดสอบ การใช้ยีสต์เป็นตัวทดสอบจัดเป็น cell-based assay วิธีหนึ่ง และประสบความส าเร็จ
เป็นอย่างดี (Sangmalee et al., 2012) โดยใช้สารมาตรฐาน camptothecin เป็นตัวควบคุมผลบวก 
เนื่องจากสาร camptothecin เป็นสารที่มีรายงานว่ามีฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์โทโพไอซอเมอเรส I 
(Bjornsti, 1991; Hsiang et al., 1995; Sirikantaramas et al., 2008; Reid et al, 1998) เหตุที่ใช้ยีสต์
เพราะยีสต์เป็น eukaryote เช่นเดียวกับมนุษย์ ท าให้การแปลผลข้อมูลเพื่อการน าไปใช้ทางการแพทย์
ส าหรับมนุษย์มีความเป็นไปได้สูงกว่า  ยีสต์ (Saccharomyces cerevisiae) ที่ใช้ในการทดสอบเป็นยีสต์ที่
ได้รับการถ่ายโอนยีนแล้ว เป็นยีสต์ที่ถูกตัดยีนโทโพไอซอเมอเรส I ของตัวเองออกแล้วถูกแทนที่ด้วยยีนโทโพ
ไอซอเมอเรส I ของพืช Arabidosis thaliana ที่สามารถควบคุมการแสดงออกของยีนโทโพไอซอเมอเรส I 
ให้มากขึ้นได้ (โดยใช้ galactose-induced system) ท าให้ยีสต์ผลิตเอนไซม์โทโพไอซอเมอเรส I ได้มากข้ึน
จนสามารถใช้ในการคัดกรองได้  เหตุที่เลือกใช้ A. thaliana เนื่องจากมีรายงานว่าเอนไซม์โทโพไอซอเมอ
เรส I ของพืชดังกล่าวตอบสนองได้ดี (sensitive) ต่อสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์โทโพไอซอเมอ
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เรส I (Sirikantaramas et al., 2008) ผลการทดลองจะวัดจากการเจริญเติบโตของยีสต์ที่ถูกน ามาเลี้ยง
ร่วมกับสารที่แยกได้จากใบส าเภาที่ความเข้มข้นต่างๆ ซึ่งหากสารที่เราน ามาทดสอบมีฤทธิ์ยับยั้งการท างาน
ของเอนไซม์โทโพไอซอเมอเรส I ได้ ยีสต์ก็จะไม่เจริญเติบโตหรือเติบโตน้อยกว่าตัวควบคุม แต่หากสารที่
น ามาทดสอบไม่มีฤทธิ์ดังกล่าวยีสต์ก็จะเจริญเติบโตได้ตามปกติ  

สารส าคัญที่แยกได้จากใบส าเภาที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ดังกล่าวจะเป็นการเพิ่มศักยภาพของพืชไทย
ในการใช้ประโยชน์ทางยา และเป็นประโยชน์ในการศึกษาวิจัยเพิ่มเติมเกี่ยวกับการรักษาโรคมะเร็งโดยใช้สาร
จากธรรมชาติต่อไป 

 

วัตถุประสงค์ 

เพ่ือศึกษาศักยภาพในการใช้ประโยชน์ทางยาจากต้นส าเภา สกัดแยกและพิสูจน์โครงสร้างทางเคมี
ของสารส าคัญจากต้นส าเภาที่มีฤทธิ์ต้านมะเร็งด้วยกลไกการยับยั้งโทโพไอซอเมอเรส I ด้วยวิธี Bioassay-
guided fractionation  
 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  
 ได้ข้อมูลฤทธิ์ต้านมะเร็งของสารที่แยกได้จากต้นส าเภาเพ่ือใช้ประโยชน์ทางยาและเป็นข้อมูล
พ้ืนฐานส าหรับผู้สนใจจะท าการวิจัยต่อ นอกจากนี้โครงสร้างขององค์ประกอบทางเคมีของใบส าเภาอาจใช้
เป็น lead compound ในการพัฒนายาต้านมะเร็งชนิดใหม่ และงานวิจัยนี้สามารถเผยแพร่ผลงานใน
วารสารวิชาการระดับชาติหรือนานาชาติได้อย่างน้อย 1 เรื่อง 
 
วิธีด าเนินการวิจัย 

1. การเก็บตัวอย่างส าเภา เก็บต้นส าเภาจากพ้ืนที่ในโครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจาก
พระราชด าริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี (อพ.สธ.) ที่บริเวณเกาะแสมสาร 
จังหวัดชลบุรี  

2. การเตรียมตัวอย่างส าเภาเพ่ือตรวจหาส่วนของพืชที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์โทโพไอซอเมอเรส 1 โดย
การอบแห้งที่อุณหภูมิ 50oC เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วผ่านการลดขนาด 

3. แช่สกัดส่วนต้นของส าเภาปริมาณ 4.4 kg ด้วย 95% EtOH ปริมาตร 10-13 L ระยะเวลา 4-5 วัน 
ท าซ้ าจ านวน 3 ครั้ง จากนั้นน ามาระเหยแห้งภายใต้เครื่องกลั่นระเหยสารแบบหมุนจนได้เป็นสาร
สกัดหยาบ (crude extract) 
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4. กระจายสารสกัดหยาบ ประมาณ 50 g ลงในน้ าปริมาตร 400 ml เทใส่ลงใน separating funnel
จากนั้นเติม EtOAc ปริมาตร 100 ml ลงไปเขย่าให้เกิดการแยกชั้น (partition) จากนั้นไขเก็บสาร
สกัดในชั้น EtOAc (ชั้นบน) ออกมา แล้วค่อยเติม EtOAc ลงไปท าซ้ าจนครบ 3 ครั้ง ต่อมาน าสาร
สกัดชั้นน้ าที่เหลือมา partition ต่อด้วย EtOAc ซ้ าอีก 3 ครั้ง โดยจะท าข้ันตอนนี้ซ้ าจนกว่าจะครบ
ปริมาณของ crude extract ที่สกัดออกมาได้ 

5. รวมสารสกัดชั้น EtOAc ทั้งหมดที่ได้มาท้ังหมด น ามาระเหยแห้งภายใต้เครื่องกลั่นระเหยสารแบบ
หมุนจนได้สารสกัดของชั้น EtOAc 

6. รวมสารสกัดชั้นน้ าทั้งหมดมาเป่าลมที่อุณหภูมิห้องจนได้สารสกัดข้นเหนียวของชั้นน้ า 
7. ทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์โทโพไอซอเมอเรส 1 ของสารสกัดหยาบ, สารสกัดชั้น EtOAc และสาร

สกัดชั้นน้ า ที่ความเข้มข้น 125, 250 และ 500 µg/ml  
8. ทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์โทโพไอซอเมอเรส 1 ของสารสกัดต้น ที่ความเข้มข้น 125, 250 และ 

500 µg/ml ด้วยวิธี yeast cell-based assay 
   การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์โทโพไอซอเมอเรส 1 จะท าการทดสอบการเจริญเติบโตของ

ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae สายพันธุ์ RS190 บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีน้ าตาลกาแลคโตส
และอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีน้ าตาลกลูโคส ยีสต์ที่ใช้ในการทดสอบจะถูกเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80oC โดยที่
ก่อนน ายีสต์มาใช้ทดสอบจะต้องท าการ subculture ยีสต์ ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งลักษณะเอียง
เป็นแนวลาด (slant agar) และบ่มที่อุณหภูมิ 30oC เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนั้นน าไปเก็บไว้ใน
ตู้เย็น เพ่ือใช้ในการทดสอบต่อไป 

ขั้นตอนการเตรียมยีสต์มาใช้ในการทดสอบ 
1) subculture จาก slant agar ที่เก็บไว้ในตู้เย็น ลงบน slant agar อันใหม่ และบ่มที่อุณหภูมิ 

30oC เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
2) subculture ยีสต์จาก slant agar ลงใส่ลงในอาหารเหลว (broth) จากนั้นน าไปเขย่า 200 

rpm ที่อุณหภูมิ 30oC เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
3) ตรวจดูความสมบูรณ์ของยีสต์ โดยย้อมสียีสต์ด้วย nigrosin แล้วน าไปส่องกล้องจุลทรรศน์ที่

ก าลังขยาย 100 เท่า 
4) วัด OD ของ broth ที่มียีสต์ ที่ความยาวคลื่น 600 nm ให้ได้ค่า OD ประมาณ 0.3 
5) เจือจางความเข้มข้นยีสต์ลง 10 เท่าด้วย broth ได้เป็น serial dilution มีความเข้มข้นที่ 0.3, 

0.3x10-1, 0.3x10-2 และ 0.3x10-3 OD/ml 
6) spot ยีสต์ลงบนอาหารเพาะเลี้ยงด้วยปริมาตร 5 µl ในลักษณะดังรูปที่ 1 
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รปูท่ี 1 ลักษณะการ spot ยีสต์ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
ขั้นตอนการเตรียมสารที่ใช้ในการทดสอบ 

1) เตรียม stock solution ของสารสกัดและแคมป์โทเธซินโดยใช้ DMSO เป็นตัวท าละลาย 
2) เจือจาง stock solution ด้วย DMSO ให้ได้เป็นความเข้มข้นที่ต้องการทดสอบ 
3) น าสารทดสอบแต่ละความเข้มข้นที่ปริมาตร 100 µl ไปผสมกับอาหารเลี้ยงเชื้อที่ปริมาตร 10 

ml 
4) เทอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมสารทดสอบแล้วลงในจานเพาะเชื้อ ทิ้งไว้ให้แข็งตัว แล้วจึง spot ยีสต์

ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อตามวิธีที่ได้กล่าวไปแล้วข้างต้น จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30oC เป็น
เวลา 48 ชั่วโมง 

5) วิเคราะห์ผลที่ได้จากการเลี้ยงยีสต์ ถ้ายีสต์สามารถเจริญเติบโตบนอาหารสูตรกลูโคส แต่ไม่
สามารถเจริญเติบโตได้บนอาหารสูตรกาแลคโตส แสดงว่าสารทดสอบนั้นมีฤทธิ์ยับยั้ง TOP1 
โดยในการทดสอบนี้จะใช้แคมป์โทเธซินเป็นตัวควบคุมผลบวกและ DMSO เป็น vehicle 
control 

9. หาระบบตัวท าละลายที่เหมาะสมต่อการแยกสารสกัดด้วย column chromatography 
 การศึกษาหาระบบตัวท าละลายที่เหมาะสมจะใช้เทคนิค Thin Layer Chromatography 
(TLC) โดยการน าสารสกัดที่ต้องการแยกให้บริสุทธิ์มาทดสอบด้วยเทคนิค TLC ในระบบตัวท า
ละลายต่างๆ ดังนี้ 

           0.3      0.3x10-1   0.3x10-2  0.3x10-3 
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  - MeOH   - MeOH : H2O (9:1)  - MeOH : H2O (1:1) 
 - MeOH : CH2Cl2 (9:1)  - EtOAc : CH2Cl2 (7:3)  - EtOAc : CH2Cl2 (3:7) 
 - EtOAc : hexanes (7:3) - EtOAc : hexanes (3:7) 

พบว่าระบบตัวท าละลายที่สามารถแยกสารสกัดได้ดี ซึ่งได้แก่ระบบตัวท าลายของ EtOAc : 
heaxane มาใช้เป็นระบบตัวท าละลายส าหรับ Quick Column Chromatography 

10. แยกสารให้บริสุทธิ์โดยวิธี Column Chromatography  
 



 7 

ผลการศึกษา 

การสกัดแยกสารบริสุทธิ์จากต้นส าเภา 
สามารถสกัดแยกสารบริสุทธิ์  b1 และ f3 จากสารสกัดหยาบส่วน ethyl acetate ของต้นส าเภาที่

มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์โทโพไอซอเมอเรส 1 โดยกระบวนการสกัดแยกสารบริสุทธิ์แสดงดังรูปที่ 2-3 
 

 
รูปที่ 2 ขั้นตอนการสกัดแยกสาร b1 ที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์โทโพไอซอเมอเรส 1 จากต้นส าเภา 
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รูปที่ 3 ขั้นตอนการสกัดแยกสาร f3 ที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์โทโพไอซอเมอเรส 1 จากต้นส าเภา 
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การพิสูจน์สูตรโครงสร้างของสารบริสุทธิ์ b1 เทียบกับ reference 
 
ตารางท่ี 1  ข้อมูล NMR spectra ของ 3-acetyl aleuritolic acid (Probowo, W. C., et. al. Int. J. 
Pharm. Pharm. Sci. 2013, 5, 851-853.; Viswanadh, G. S., et. al. J. Trop. Med. Plants., 2006, 7, 
267-273.) 
 

ต าแหน่ง 
c (ppm) H (ppm) 

ข้อมูลที่ตีพิมพ์ ข้อมูลสารที่แยกได้ ข้อมูลที่ตีพิมพ์ ข้อมูลสารที่แยกได้ 

1 37.33 37.38 - - 

2 23.45 23.46 - - 
3 81.24 80.88 4.48 (dd, J = 10, 6 Hz) 4.48 (dd, J = 9.4, 6.3 Hz) 

4 37.24 37.31 - - 
5 55.62 55.59 0.88 (m) 0.88 (m) 

6 18.69 18.73 - - 

7 40.87 40.75 - - 
8 38.98 39.03 - - 

9 49.08 49.07 - - 

10 37.92 37.93 - - 
11 17.55 17.31 - - 

12 33.69 33.66 - - 

13 37.35 37.68 - - 
14 160.43 160.55 - - 

15 116.78 116.83 5.54 (dd, J = 8, 4 Hz) 5.54 (dd, J = 8.0, 3.4 Hz) 
16 31.55 31.31 - - 

17 51.21 51.48 - - 

18 41.87 41.40 - - 
19 35.43 35.33 - - 

20 29.28 29.31 - - 
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จากการเปรียบเทียบกับ reference พบว่าสารบริสุทธิ์ b1 มีสูตรโครงสร้างทางเคมีดังรูปที่ 4 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4 สูตรโครงสร้างทางเคมีของ 3-acetyl aleuritolic acid (b1) 
 

21 33.37 33.32 - - 

22 30.91 30.70 - - 
23 27.95 27.96 0.89 (s) 0.88 (s) 

24 16.56 16.60 0.85 (s) 0.86 (s) 
25 15.56 15.64 0.95 (s) 0.95 (s) 

26 26.00 26.20 0.95 (s) 0.95 (s)  

27 22.36 22.46 0.92 (s) 0.92 (s)  
28 182.40 184.06 - - 

29 31.99 31.86 0.94 (s) 0.93 (s) 

30 28.71 28.66 0.91(s) 0.90 (s) 
CH3(CO) 21.27 21.30 2.04 (s) 2.06 (s) 

CH3(CO) 171.50 170.99 - - 
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ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์โทโพไอซอเมอเรส 1 ของสารบริสุทธิ์ b1 และ f3 
จากการสกัดแยกได้สารบริสุทธิ์ตัวแรก ชื่อว่า f3 และพบสารบริสุทธิ์จากการตกผลึกอีก 1 ตัว ชื่อวา่ 

b1 จึงน าสารบริสุทธิ์ที่ได้ท้ังสองตัวมาทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์โทโพไอซอเอเรส 1 ดังรูปที่ 5 เมื่อพิจารณา
ผลการตายของยีสต์ในชุดของสารบริสุทธิ์ b1 พบว่าไม่มีความแตกต่างกันกับการตายของยีสต์บนอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่มีน้ าตาลกาแลคโตสในชุดของ DMSO ซึ่งแสดงว่าสาร b1 ไม่น่าจะมีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์โทโพไอซอ
เมอเรส 1 และเม่ือมาพิจารณาการตายของยีสต์ในชุดของสารบริสุทธิ์ f3 พบว่าที่ความเข้มข้น 75 และ 100 
µg/ml พบการตายของยีสต์บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีน้ าตาลกาแลคโตสมากว่ายีสต์ในชุด DMSO เพียงเล็กน้อย 

 

 

รูปที่ 5  ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์โทโพไอซอเมอเรส 1 ของสารบริสุทธิ์ f3 และ b1 

 

สรุปและวิจารณ์ผล 

 สารสกัดส่วนต้นของส าเภามีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์โทโพไอซอเมอเรส 1 ได้ดี จึงท าการแยกสารบริสุทธิ์
ที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์โทโพไอซอเมอเรส 1 จากสารสกัดส่วนต้นของส าเภา โดยเริ่มต้นจากการสกัดสารจาก
ต้นส าเภาและท าการแยกส่วนออกมาเป็น 2 ส่วน คือส่วน EtOAc และส่วนน้ า เพ่ือแบ่งสารออกเป็น 2 กลุ่ม
คือกลุ่มที่ละลายในตัวท าละลายอินทรีย์และกลุ่มที่ละลายน้ า หลังจากนั้นน าแต่ละส่วนไปทดสอบฤทธิ์ยับยั้ง

f3 (g/ml) 
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เอนไซม์โทโพไอซอเมอเรส 1 ซึ่งพบว่าส่วน EtOAc ที่ความเข้มข้น 250 µg/ml และ 500  µg/ml มีฤทธิ์ที่
ดีกว่าในทุกความเข้มข้นของชั้นน้ า ดังนั้นมีความเป็นไปได้ว่าสารออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์โทโพไอซอเมอเรส 1 
อยู่ในชั้น EtOAc จึงน าชั้น EtOAc มาแยกต่อเพ่ือให้ได้สารบริสุทธิ์ 

เทคนิคแรกท่ีใช้คือ Quick Column Chromatography โดยท าภายใต้ความดัน เพ่ือให้สารชะลง
มาในอัตราที่เร็วขึ้นจึงใช้เวลาในการท าน้อยลง จากนั้นน าทั้ง 9 fractions ที่ได้จากการรวม fraction แล้ว 
ไปทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์โทโพไอซอเมอเรส 1 พบว่า fraction D1 มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์โทโพไอซอเมอเรส 
1 ที่ดีที่สุดเมื่อเทียบกับ fractions อ่ืนๆ และ DMSO ดังนั้นจึงตัดสินใจน า fraction D1 มาท าการแยกต่อไป 
ส่วนใน fraction E1 และ F1 ที่พบการตายของยีสต์ทั้งบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีน้ าตาลกาแลกโตสและน้ าตาล
กลูโคส แสดงว่าสารออกฤทธิ์ที่มีอยู่ใน fraction เหล่านั้นอาจจะท าให้ยีสต์อาจตายด้วยกลไกอ่ืน หรืออาจจะ
เกิดจากสารทดสอบที่ใช้มีความเข้มข้นที่มากเกินไปจนท าให้เป็นพิษต่อเซลล์ 

หลังจากนั้นท าการแยก fraction D1 ด้วยเทคนิค Flash Column Chromatography ได้ออกมา
ทั้งหมด 285 fractions และเมื่อพิจารณาผล TLC พบว่าช่วง fraction ที ่a1-f15 พบจุดขนาดใหญ่ 1 จุดมีสี
ม่วงบนแผ่น TLC จึงมีความเป็นไปได้ว่า ที่ fraction เหลา่นี้จะมีสารบริสุทธิ์อยู่ เพราะว่าสารที่บริสุทธิ์จะมี
จุดบนแผ่น TLC เพียงจุดเดียว ดังนั้นจึงท าการรวม fraction ที ่a1-f15 ออกมาเป็น fraction E2 แล้วน าไป
ท าการแยกต่อด้วยเทคนิค Flash Column Chromatography ครั้งที่ 2 เพ่ือท าการแยกจุดสีม่วงบนแผ่น 
TLC ให้ออกมาเป็นสารบริสุทธิ์ ผลที่ได้หลังจากการรวม fraction แล้ว พบว่า fraction F3 เป็น fraction ที่
มีจุดสีม่วงบนแผ่น TLC ชัดเจนที่สุด จึงน า fraction F3 มาท าการแยกต่อด้วยเทคนิค Flash Column 
Chromatography ครั้งที่ 3 แล้วพบว่ามีผลึกของสารบริสุทธิ์ f3 เกิดข้ึน จึงท าการแยกผลึกเพ่ือน าไป
วิเคราะห์โครงสร้างด้วยเทคนิค Nuclear Magnetic Resonance (NMR) 

เนื่องจาก fraction B1 ที่ได้จากการท า Quick Column Chromatography มีผลึกเกิดขึ้นภายใน 
fraction จึงท าการแยกให้ได้เป็นสารบริสุทธิ์ด้วยเทคนิคการตกผลึกให้บริสุทธิ์ โดยละลาย fraction B1 ด้วย 
CH2Cl2 และตั้งทิ้งไว้ให้ตกผลึก แล้วน าผลึกที่ได้มาท าการตกผลึกซ้ าจนครบ 3 ครั้ง จากนั้นน าผลึกของสาร
บริสุทธิ์ b1 ที่แยกออกมาได้ น าไปวิเคราะห์โครงสร้างด้วยเทคนิค Nuclear Magnetic Resonance (NMR) 

ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์โทโพไอซอเมอเรส 1ของสาร b1 และ f3 พบว่าสาร b1 ไม่น่าจะมี
ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์โทโพไอซอเมอเรส 1 เนื่องจากไม่มีความแตกต่างของการตายของยีสต์บนอาหารเลี้ยงเชื้อ
ที่มีน้ าตาลกาแลกโตสและกลูโคส เมื่อเทียบกับผลการตายของยีสต์ในชุด DMSO ส่วนสาร f3 มีฤทธิ์ยับยั้ง
เอนไซม์โทโพไอซอเมอเรส 1 เพียงเล็กน้อย เนื่องจากผลที่ความเข้มข้น 75 และ 100 µg/ml พบการตาย
ของยีสต์บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีน้ าตาลกาแลกโตส มากว่ายีสต์ในชุด DMSO เพียงเล็กน้อย ดังนั้นหากเพ่ิม
ความเข้มข้นของสารทดสอบมากขึ้นอาจจะเห็นผลได้ชัดเจนมากข้ึน  
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จากการวิเคราะห์โครงสร้างของสารบริสุทธิ์ทั้ง 2 ชนิดด้วยเทคนิคทางสเปกโตรสโคปี ได้แก่ 1H-
NMR, 13C-NMR, COSY, DEPT, HSQC และ HMBC พบว่า b1 คือ 3-acetyl aleuritolic acid ซึ่ง ไม่
น่าจะมีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์โทโพไอซอเมอเรส 1 ได้ดี ส่วนสาร f3 นั้นมีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์โทโพไอซอเมอเรส 1 
ได้บ้างซึ่งจะต้องด าเนินการพิสูจน์สูตรโครงสร้างต่อไป อย่างไรก็ตามนับเป็นครั้งแรกที่มีการแยกสารบริสุทธิ์
ออกจากต้นส าเภา 
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species of Caulokaempferia (Zingiberaceae) from Southern Thailand. 
Folia Malaysiana 8(2): 53-61.  
 

7.4 งานวิจัยที่ก าลังท า: ชื่อข้อเสนอการวิจัย แหล่งทุน และสถานภาพในการท าวิจัยว่า 
ได้ท าการวิจัยลุล่วงแล้วประมาณร้อยละเท่าใด 
1. ศักยภาพการใช้สารสกัดจากเซลล์ต้นก าเนิดในการใช้ประโยชน์ทางยา, 

มหาวิทยาลัยวิจัยแห่งชาติ, สกอ, ปี 2554-2556 การวิจัยลุล่วงแล้วประมาณร้อย
ละ 40 

2. การพิสูจน์เอกลักษณ์เครื่องยา “รางจืด” โดยใช้ลักษณะทางเภสัชเวทร่วมกับลาย
พิมพ์ดีเอ็นเอ, กองทุนสนับสนุนการวิจัยโครงการทุนวิจัยมหาบัณฑิต สกว.-
สถาบันการศึกษา (MAG Window I) ปี 2552 การวิจัยลุล่วงแล้วประมาณร้อยละ 
95 

3. การคัดกรองพืชสมุนไพรไทยที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ topoisomerase II โดยการใช้
ยีสต์, กองทุนสนับสนุนการวิจัยโครงการทุนวิจัยมหาบัณฑิต สกว.-
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สถาบันการศึกษา (MAG Window II) ปี 2552 การวิจัยลุล่วงแล้วประมาณร้อย
ละ 95 

------------------------------- 
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1. ชื่อ - นามสกุล (ภาษาไทย)   นาง อารีรัตน์  ลออปักษา 
 ชื่อ - นามสกุล (ภาษาอังกฤษ)  Mrs. Areerat  Laorpaksa 
2. เลขหมายบัตรประจ าตัวประชาชน  3 100202296 711 
3. ต าแหน่งปัจจุบัน    รองศาสตราจารย์  
4. หน่วยงานและสถานที่อยู่ที่ติดต่อได้สะดวก  พร้อมหมายเลขโทรศัพท์ โทรศัพท์มือถือ 

โทรสาร  และ e-mail 
หน่วยงาน ภาควิชาชีวเคมีและจุลชีววิทยา คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ถนน
พญาไท  เขตปทุมวัน กทม. 10330 
โทรศัพท์ : 02-218-8382  086-7621692,          โทรสาร : 02-218-8381 
Email : lareerat @chula.ac.th 

a. ประวัติการศึกษา 
ชื่อย่อปริญญา สาขา สถาบันที่จบ ปีที่จบ 

ภ.บ. เภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 2522 
ภ.ม. จุลชีววิทยา จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 2526 

พท.บ แพทย์แผนไทยบัณฑิต มหาวิทยาลัยสุโขทัยธรรมาธิราช 2552 

 
6. สาขาวิชาการท่ีมีความช านาญพิเศษ (แตกต่างจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 

 วัคซีน  สารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ สมุนไพรที่มีฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์            
7. ประสบการณ์ที่เก่ียวข้องกับการบริหารงานวิจัยทั้งภายในและภายนอกประเทศ (โดยระบุ

สถานภาพในการท าการวิจัยว่าเป็นผู้อ านวยการแผนงานวิจัย  หัวหน้าโครงการวิจัย หรือ
ผู้ร่วมวิจัยในแต่ละข้อเสนอการวิจัย) 
7.1 ผู้อ านวยการแผนงานวิจัย : ชื่อโครงการวิจัย   ไม่มี 
7.2 หัวหน้าโครงการวิจัย : ชื่อโครงการวิจัย 

1. การศึกษาการใช้และประสิทธิภาพน้ ายาฆ่าเชื้อที่ใช้กับเครื่องมือแพทย์ใน
สถานพยาบาลโดยความร่วมมือกับกระทรวงสาธารณสุขปี 2540 

2. การศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่แยกจากสมุนไพรไทยทุนวิจัย
ทางเภสัชศาสตร์ ปี 2546 

ผู้ร่วมโครงการวิจัย : ชื่อโครงการวิจัย 
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1. การคัดกรองพืชสมุนไพรไทยที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ topoisomerase I โดยการใช้
ยีสต์ที่ได้รับยีนถ่ายโอน, กองทุนสนับสนุนการวิจัยโครงการทุนวิจัยมหาบัณฑิต 
สกว.-สถาบันการศึกษา (MAG Window II) ปี 2551 

2. การคัดกรองพืชสมุนไพรไทยที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ topoisomerase I II โดยการ
ใช้เซลล์ยีสต์เป็นเกณฑ์ , กองทุนสนับสนุนการวิจัยโครงการทุนวิจัยมหาบัณฑิต 
สกว.-สถาบันการศึกษา (MAG Window II) ปี 2553 

7.3 งานวิจัยที่ท าเสร็จแล้ว : (ชื่อผลงานวิจัย ปีที่พิมพ์ การเผยแพร่ และแหล่งทุนย้อนหลัง
ไม่เกิน 5 ปี) 
1. Sangmalee S , Laorpaksa A, Sukrong S. 2012. A topoisomerase II 

poison screen of ethnomedicinal Thai plants using a yeast cell-based assay. 
Journal of Ethnopharmacology. 142(2):432-437. 

2. Wimon Pothiwong, Areerat Laorpaksa, Nopadon Pirarat, Sujin 
Sirisawadi, Jantima Intarapanya, Suree Jianmongkol. 2007. Autoxidation of 
Brain Homogenates from Various Animals as Measured by Thiobarbituric 
Acid Assay. Journal of Pharmacological and Toxicological Methods. 56:336-
338.  

3. Areerat Laorpaksa,Wimon Pothiwong, Suree Jianmongkol. 2008. 
Antimicrobial activity of endophytic bacteria isolated from Thai medicinal 
plant. Thai Journal Pharmaceutical Sciences. 32(1-2):21-32. 

7.4 งานวิจัยที่ก าลังท า : ชื่อข้อเสนอการวิจัย แหล่งทุน และสถานภาพในการท าวิจัยว่า 
ได้ท าการวิจัยลุล่วงแล้วประมาณร้อยละเท่าใด   :  ไม่มี 
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1.  ชื่อ - นามสกุล (ภาษาไทย)                         

 ชื่อ - นามสกุล (ภาษาอังกฤษ)  Supakarn Chamni 
2. เลขหมายบัตรประจ าตัวประชาชน  3 1101 02282 50 35 
3. ต าแหน่งปัจจุบัน              . 
4. หน่วยงานและสถานที่อยู่ที่ติดต่อได้สะดวก  

หน่วยงาน                                     คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย ถนนพญาไท  เขตปทุมวัน กทม. 10330 
โทรศัพท์ : 02-218-8364   โทรสาร : 02-218-8357 Email : supakarn.c@chula.ac.th 

5.  ประวัติการศึกษา 
                                              

                                      2548 

               Texas A&M University  2554 

 
6. สาขาวิชาการท่ีมีความช านาญพิเศษ (แตกต่างจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 
 การสกัดและแยกสารส าคัญจากผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ            
7. ประสบการณ์ที่เก่ียวข้องกับการบริหารงานวิจัยทั้งภายในและภายนอกประเทศ (โดยระบุ

สถานภาพในการท าการวิจัยว่าเป็นผู้อ านวยการแผนงานวิจัย  หัวหน้าโครงการวิจัย หรือ
ผู้ร่วมวิจัยในแต่ละข้อเสนอการวิจัย) 
7.1 ผู้อ านวยการแผนงานวิจัย : ชื่อโครงการวิจัย   ไม่มี 
7.2 หัวหน้าโครงการวิจัย : ชื่อโครงการวิจัย - 

ผู้ร่วมโครงการวิจัย : ชื่อโครงการวิจัย “การสังเคราะห์อนุพันธ์ของ oxyresveratrol”, 
ส านักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย ปี 2555-2556 

7.3 งานวิจัยที่ท าเสร็จแล้ว : (ชื่อผลงานวิจัย ปีที่พิมพ์ การเผยแพร่ และแหล่งทุนย้อนหลัง
ไม่เกิน 5 ปี) 

1. Chamni S, Dang Y, He Q-L, Bhat S, Liu JO, Romo D Diazo. 2011. 
Reagents with Small Steric Footprints for Simultaneous Arming/SAR 
Studies of Alcohol-Containing Natural Products via O–H Insertion. ACS 
Chem. Biol., 6:1175–1181. 
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2. Zhang W, Richardson RD, Chamni S, Smith JW, Romo D.  2008. -
Lactam Congeners of Orlistat as Inhibitors of  Fatty Acid Synthase. Bioorg. 
Med. Chem. Lett. 28, 2491-2494. 

7.4 งานวิจัยที่ก าลังท า : ชื่อข้อเสนอการวิจัย แหล่งทุน และสถานภาพในการท าวิจัยว่า 
ได้ท าการวิจัยลุล่วงแล้วประมาณร้อยละเท่าใด   

ผู้ร่วมวิจัยในโครงการ “การสังเคราะห์อนุพันธ์ของ  Oxyresveratrol”, ส านักงานกองทุน
สนับสนุนการวิจัย ปี 2555-2556 
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