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บทคัดย'อ 
 จากการนำสิ่งสกัดไดคลอโรมีเทนของเปลือกรากติ้วเกลี้ยงมาแยกให]บริสุทธิ์ด]วยเทคนิคโคร-

มาโทรกราฟm พบว>าแยกได]สารใหม>ในกลุ>มแซนโทน (xanthone) 1 ชนิด คือ cratochinone B (CC-
01) นอกจากนี้พบสารที่เคยมีข]อมูลการรายงานมาก>อนหน]านี้ 3 ชนิด คือ macluraxanthone (CC-
02), !-mangostin (CC-03) และ pancixanthone A (CC-04) โดยโครงสร]างท้ังหมดได]พิสูจน?ทราบ

ด]วยข]อมูลทางสเปกโทรสโกปm ร>วมกับการเปรียบเทียบกับข]อมูลที่เคยมีการรายงานมาก>อนหน]านี้ จาก

การทดสอบฤทธิ์ความเป;นพิษต>อเซลล?มะเร็งชนิด KB, Hela S-3 และ Hep G2 พบว>าสาร CC-01 

และ CC-02 มีความเป;นพิษต>อเซลล?มะเร็งชนิด KB, Hela S-3 และ Hep G2 ในระดับดี โดยมีค>า IC50 

ในช>วง 0.91-9.57 µM 
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Abstract 
 A new xanthone, named cratochinone B (CC-01), along with three known 

xanthones, macluraxanthone (CC-02), !-mangostin (CC-03) and pancixanthone A (CC-
04), were isolated from the root bark of Cratoxylum cochinchinense. Their structures 

were determined by spectroscopic analysis as well as comparison with the previously 

published data. All isolated compounds were evaluated for their cytotoxicity against 

KB, HeLa S-3 and Hep G2 cell lines. Compounds CC-01 and CC-02 showed good 

cytotoxicity against KB, Hela S-3 and HepG2 cell with IC50 values in the range of 0.91-

9.57 µM. 
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บทท่ี 1 
บทนำ 

 
 มะเร็งเป็นกลุ่มอาการผิดปกติที่เกิดจากปัจจัยภายนอก เช่น ปัจจัยทางกายภาพ ทาง

เคมี และทางชีวภาพ ซึ่งทำให้เกิดการเจริญเติบโตผิดปกติของเซลล์ภายในร่างกาย โดยมะเร็งที่พบ
ส่วนใหญ่ คือ มะเร็งเต้านม มะเร็งในกระเพาะอาหาร มะเร็งผิวหนัง มะเร็งปอด มะเร็งลำไส้ใหญ่ 
มะเร็งปากมดลูก และมะเร็งตับ เป็นต้น โรคมะเร็งนั้นเป็นสาเหตุที่ทำให้เกิดการเสียชีวิตเป็นจำนวน
มาก จึงมีผู ้วิจัยได้ค้นคว้าหายารักษาโรคมะเร็ง โดยยารักษาโรคมะเร็งนั ้นมีทั ้งสารที่ได้จากการ
สังเคราะห์ และสารสกัดจากธรรมชาติ ซึ่งสารสกัดจากธรรมชาติเพื่อนำมารักษาโรคมะเร็งนั้นเป็นอีก
วิธีหนึ่งที่ได้รับความสนใจอย่างมากในปัจจุบัน เนื่องสารสกัดจากธรรมชาตินั้นให้ผลกระทบข้างเคียง
ต่อร่างกายน้อยกว่าการใช้สารสังเคราะห์ จึงทำให้มีการค้นหายารักษาโรคมะเร็งจากวัสดุธรรมชาติ 
เช่น ต้นไม้ จากการศึกษาพฤกษาพ ื้นบ้านพบว่ามีการนำส่วนต่าง ๆ ของต้นไม้มาใช้เป็นยารักษาโรค
หรืออาการผิดปกติของร่างกาย เช่น อาการไอ ไข้หวัด อาการปวดหัว ท้องเสีย และท้องผูก เป็นต้น 
จากการศ ึกษาพฤกษของพ ืชสก ุลน ี ้ม ีองค ์ประกอบทางเคม ี เป ็นสารในกล ุ ่ม xanthones, 
anthraquinones, triterpenoids, และ tocotrienols ซ่ึงสารเหล่าน้ีมีโครงสร้างและฤทธ์ิทางชีวภาพ
ที ่น ่าสนใจ ได ้แก ่ ต้านมะเร ็ง (anticancer) ต้านอนุม ูลอ ิสระ (antioxidant) ต้านจุล ินทร ี ย์ 
(antimicrobial)1 และต้านเชื้อ HIV (anti-HIV)2 สำหรับพืชในสกุลนี้นำมาใช้เป็นยารักษาโรค เช่น 
รักษาโรคโลหิต อาการเสียดท้องหรืออาการที่เกี่ยวข้องกับลำไส้ และมีฤทธิ์เป็นยาระบายอ่อน ๆ    
เป็นต้น 

จากงานวิจัยที่ผ่านมามีองค์ประกอบทางเคมีที่หลากหลาย มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่น่าสนใจ และ
มักมีการรายงานสารชนิดใหม่อยู่เสมอ นอกจากนี้รายงานวิจัยเกี่ยวข้องกับเปลือกรากติ้วเกลี้ยงยังมี
ค่อนข้างน้อยมากเมื ่อเปรียบเทียบกับส่วนอื ่น ๆ ดังนั ้นผู ้วิจัยจึงมีแนวคิดที ่จะค้นคว้าและวิจัย
องค์ประกอบทางเคมีจากสารสกัดที่แยกได้จากเปลือกรากติ้วเกลี้ยง เพื่อนำสารที่แยกได้มาทดสอบ
ฤทธิ์ทางชีวภาพ เช่น ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง และนำไปสู่การประยุกต์ใช้ในทางเภสัชวิทยาและ
ทางการแพทย์  
 
ลักษณะทางพันธุศาสตรOของตRนต้ิวเกล้ียง 

ติ ้วเกล ี ้ยง (Cratoxylum cochinchinense) เป ็นพ ืชอย ู ่ ในวงศ ์ Hypericaceae สกุล 
Cratoxylum มีลักษณะทั่วไปเป็นไม้พุ่มหรือไม้ยืนต้น พบได้ทั่วไปในประเทศพม่า จีน ลาว กัมพูชา 
ลาว เวียดนาม และทั่วทุกภูมิภาคของประเทศไทย3 ไม]พุ>มหรือไม]ยืนต]นขนาดเล็กถึงใหญ> ผลัดใบ 

เปลือกเรียบ หรือแตกเป;นสะเก็ด สีเทาอมน้ำตาล เปลือกต]นด]านในสีเหลืองอ>อน ลำต]นเปลาตรง มีน้ำ

ยางสีเหลืองแกมแดง มีหนามแหลมยาว แข็งเป;นเนื้อไม] ออกตามลำต]น ใบเดี่ยวเรียงตรงข]ามรูปไข>
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กลับ ปลายแหลม พบบ]างที่ปลายใบทู>หรือกลม โคนสอบหรือมน ขอบใบเรียบ แผ>นใบบางคล]าย

กระดาษถึงกึ่งหนาคล]ายแผ>นหนัง เกลี้ยงทั้งสองด]าน ด]านล>างมักมีนวล เส]นแขนงใบข]างละ 10 – 18 

เส]น ปลายเชื่อมกันก>อนถึงขอบใบ ดอก เป;นดอกเดี่ยว หรือออกเป;นกระจุก 2 – 5 ดอก ที่ซอกใบหรือ

ปลายกิ่งเป;นดอกสมบูรณ?เพศ ใบประดับขนาดเล็ก ร>วงง>าย ดอกมีกลิ่นหอม ก]านดอกยาว ประมาณ 1 

มิลลิเมตร กลีบเล้ียง 5 กลีบ แยกเป;น 2 วง วงนอก 3 กลีบ ตรงกลางกลีบสีม>วงแดง ขอบสีเขียว ขนาด

กลีบใหญ>กว>าวงในเล็กน]อย กลีบวงในมี 2 กลีบ สีเขียว รูปไข> หรือรูปไข>กลับ กลีบดอก 5 กลีบ แยก

ออกจากกัน สีส]มหรือส]มแดง รูปไข>กลับ ผิวกลีบเกลี้ยง มีเส]นสีม>วงแดงถึงดำตามยาว เกสรเพศผู]

จำนวนมาก เช่ือมติดกันเป;น 3 กลุ>ม สลับกับกลุ>มเกสรเพศผู]ท่ีไม>สมบูรณ? 3 อัน ลักษณะเป;นก]อน อวบ

น้ำ สีเหลือง รังไข>อยู>เหนือวงกลีบเกลี้ยง มี 3 ช>อง แต>ละช>องมีออวุลจำนวนมาก ก]านเกสรเพศเมีย 3 

อัน แยกออกจากกัน ผลมีลักษณะเป;นรูปวงรี แข็ง เกลี้ยงเป;นมัน กลีบเลี้ยงติดทน หุ]ม 2 ใน 3 ของ

ความยาวผล ผลแก>แตกตามรอยประสาน เป;น 3 พู เมล็ด 6 – 8 เมล็ดต>อช>อง เมล็ดมีปmกแบนและบาง

ใส พบได]ใน ป§าเต็งรัง ป§าเบญจพรรณ ความสูงตั้งแต>ใกล]ระดับ จนถึงประมาณ 700 เมตร ออกดอก

และเป;นผล ระหว>างเดือนมกราคมถึงสิงหาคม4  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

1.1 งานวิจัยท่ีเก่ียวขRอง 
จากการศึกษางานวิจัยของต้นติ้วเกลี้ยงที่รายงานมาก่อนหน้า พบว่าองค์ประกอบหลักทางเคมี

เป็นสารในกลุ่ม xanthones, anthraquinones, triterpenoids, และ tocotrienols และมีฤทธิ์ทาง
ชีวภาพหลากหลาย โดยมีรายละเอียดดังต่อไปน้ี 

 Peng และคณะ5 (2018) แยกสารจากสิ่งสกัดเมทานอลจากเปลือกรากต้นติ้วเกลี้ยงพบสาร
ในกลุ่ม xanthones ทั้งหมด 12 ชนิด ประกอบด้วยสารใหม่ 2 ชนิด ได้แก่ cratoxanthone E และ 
cratoxanthone F พร้อมกับสารที่เคยมีการรายงานแล้ว 10 ชนิด ซึ่งสารชนิดใหม่ทั้ง 2 ชนิดมีฤทธ์ิ
ยับย้ังโปรตีนไทโรซีนฟอสฟาเทส 1บี (Protein Tyrosine Phosphatase 1B) และ "-glucosidase  

รูปท่ี 1.1 ลักษณะดอกและใบของต]นต้ิวเกล้ียง 
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cratoxanthone E 
 

 cratoxanthone F 
รูปท่ี 1.2 โครงสร้างสารบริสุทธ์ิท่ีแยกได้จากเปลือกรากของต้ิวเกล้ียง 

 
Mahabusarakum และคณะ6 (2006) แยกสารจากสิ่งสกัดไดคลอโรมีเทนจากรากต้นต้ิว

เกล ี ้ยงพบสารในกลุ ่ม xanthones ทั ้งหมด 11 ชนิด ประกอบด้วยสารใหม่ 4 ชนิด ได ้แก่ 
cochinchinone A, B, C, และ  D พร ้อมก ับสารท ี ่ เคยม ีการรายงานแล ้ ว  7 ชน ิด  ซ ึ ่ งสาร 
cochinchinone B มีฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระท่ีดี 

 
cochinchinone A 

 
cochinchinone B 

 
 cochinchinone C 

  
cochinchinone D 

รูปท่ี 1.3 โครงสร้างของสารบริสุทธ์ิท่ีแยกได้จากรากของต้ิวเกล้ียง 

Laphookhieo และคณะ7 (2006) แยกสารจากสิ่งสกัดเฮกเซน และไดคลอโรมีเทนจากราก
ต้นติ้วเกลี้ยงพบสารในกลุ่ม xanthones ทั้งหมด 7 ชนิด ประกอบด้วยสารใหม่ 1 ชนิด ได้แก่ 5-O-
methylcelebixanthone พร้อมกับสารที ่เคยมีการรายงานแล้ว 6 ชนิด คือ celebixanthone, 
1,3,7-trihydroxy-2,4-di(3-methylbut-2-enyl)xanthone, cochinchinone A, "-mangostin, !-
mangostin และ  cochinchinone C ซ ึ ่ งสารท ี ่ เคยรายงานมาแล ้ว  5 ชน ิด  ม ีฤท ธ์ิต ่อต ้ าน     
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เ ซ ล ล ์ ม ะ เ ร ็ ง ป อ ด  (NCI-H187) ย ก เ ว ้ น ส า ร  1,3,7-trihydroxy-2,4-di(3-methylbut-2-
enyl)xanthone และสารชนิดใหม่มีฤทธ์ิต้านเช้ือ Plasmodium falciparum 

 

5-O-methylcelebixanthone 

รูปท่ี 1.4 โครงสร้างสารบริสุทธ์ิท่ีแยกได้จากรากของต้ิวเกล้ียง 

Natrsanga และคณะ8 (2019) แยกสารจากสิ่งสกัดไดคลอโรมีเทนจากรากต้นติ้วเกลี้ยงพบ
สารในกลุ่ม xanthones ทั้งหมด 18 ชนิด ประกอบด้วยสารใหม่ 2 ชนิด ได้แก่ cratochinone A 
และ cratochinone B พร้อมกับสารที่เคยมีการรายงานแล้ว 16 ชนิด ซึ่งสาร cratochinone B, 
macluraxanthone, และ pruniflorone G มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง KB, HeLa S-3, HT-29, 
MCF-7 และ Hep G2 cell lines สาร 9-hydroxycalabaxanthone มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง 
KB, HeLa S-3, และ HT-29 cells และสาร formoxanthone B มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง KB 
และ HeLa S-3 cells  

 

 

cratochinone A 

 

cratochinone B 
รูปท่ี 1.5 โครงสร้างสารบริสุทธ์ิท่ีแยกได้จากรากของต้ิวเกล้ียง 

Phuwapraisirisan และคณะ9 (2006) แยกสารจากสิ่งสกัดเฮกเซน, ไดคลอโรมีเทน, และเม
ทานอลจากเน้ือไม้ต้นต้ิวเกล้ียงพบสารในกลุ่ม xanthones ท้ังหมด 6 ชนิด ประกอบด้วยสารชนิดใหม่ 
1 ชน ิด  ค ือ  cratoxylumxanthone A พร ้อมก ับสารท ี ่ เคยม ีการรายงานแล ้ว  5 ชน ิด  คือ 
dulcisxanthone B, "-mangostin, !-mangostin, 2-geranyl-1,3,7-trihydroxy-4-(3-
methylbut-2-enyl)xanthone และ tectochrystin โดยสาร dulcisxanthone B และ2-geranyl-
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1,3,7-trihydroxy-4-(3-methylbut-2-enyl)xanthone มีฤทธิ ์ยับยั ้งต้านอนุมูลอิสระ DPPH และ
ยับย้ังการเกิด lipid peroxidation 

 

cratoxylumxanthone A 
รูปท่ี 1.6 โครงสร้างสารบริสุทธ์ิท่ีแยกได้จากเน้ือไม้ต้ิวเกล้ียง 

Udomchotphruet และคณะ10 (2012) แยกสารจากสิ่งสกัดไดคลอโรมีเทนจากลำต้นต้นต้ิว
เกลี ้ยงพบสารในกลุ ่ม xanthones ทั ้งหมด 8 ชนิด ประกอบด้วยสารชนิดใหม่ 3 ชนิด คือ 
cratoxylumxanthones B, C, และD มีฤทธิ์ยับยั้งต้านอนุมูลอิสระ DPPH และยับยั้งการเกิด lipid 
peroxidation 

 

cratoxylumxanthones B 

 

cratoxylumxanthones C 

 

cratoxylumxanthones D 
รูปท่ี 1.7 โครงสร้างสารบริสุทธ์ิท่ีได้จากลำต้นต้ิวเกล้ียง 

Ito และคณะ11 (2017) แยกสารจากสิ่งสกัดเอทิลอะซิเตตจากกิ่งและก้านต้นติ้วเกลี้ยงพบ
สารในกลุ่ม xanthones ท้ังหมด 10 ชนิด ประกอบด้วยสารชนิดใหม่ 4 ชนิด คือ cratoxanthone A, 
B, C, และ D พร้อมกับสารที่เคยมีการรายงานแล้ว 6 ชนิด ซึ่งสาร cratoxanthone A และ B มีฤทธ์ิ
ต่อความเป็นพิษต่อเซลล์ NALM-6(B cell line of acute lymphoid leukemia) 



 6 

 
 

cratoxanthone A 

 

cratoxanthone B 

 
 

cratoxanthone C 

 

cratoxanthone D 
รูปท่ี 1.8 โครงสร้างสารบริสุทธ์ิท่ีแยกได้จากก่ิงและก้านต้ิวเกล้ียง 

 
1.3 วัตถุประสงคOของการวิจัย  

1. สกัดแยกสารท่ีเป;นองค?ประกอบทางเคมีจากเปลือกรากต้ิวเกล้ียงให]บริสุทธ์ิ 

2. พิสูจน?ทราบเอกลักษณ?โครงสร]างของสารบริสุทธิ์ท่ีแยกได]โดยอาศัยเทคนิคทางสเปกโทรส-

โกปm  

3. ทดสอบความเป;นพิษต>อเซลล?มะเร็ง KB, Hela S-3 และ Hep G2 ของสารบริสุทธิ์ที่แยก

ได] 

 



 

บทท่ี 2 
วิธีการทดลอง 

 
2.1 พืชตัวอย'าง 

รากต้ิวเกล้ียงท่ีใช]ในการทดลองเก็บมาจากจังหวัดลำปาง เดือนเมษายน 2561 

 

2.2 เคร่ืองมือท่ีใชRในการทดลอง  
1. คอลัมน? (column)        

2. บีกเกอร? (beaker)    

3. ขวดรูปชมพู> (Erlenmeyer flask)                                                    

4. ขวดก]นกลม (round bottom flask)                                                               

5. หลอดทดลอง (test tube)                                                                 

6. กรวยแก]ว (glass funnel) 

7. ช]อนตักสาร (spatula)                                            

8. หลอดหยดสาร (dropper)                                              

9. แท>งแก]วคนสาร (glass rod)                                                              

10. ขาต้ังและแคลมป• (stand & clamp)                                                                          

11. กระบอกตวง (cylinder)                                                     

12. ไฮโดรมิเตอร? (hydrometer)                                          

13. กระดาษกรอง (filter paper)                                                                

14. หลอดคะป®ลลารี (capillary tube)                                                          

15. ไมโครป®เปต (micropipette)                                                                                  

16. เคร่ืองช่ังไฟฟ©า 4 ตำแหน>ง                                                                             

17. เคร่ือง hot plate stirrer                                                                                       

18. เคร่ืองระเหยสุญญากาศแบบหมุน (rotary vacuum evaporation)  

19. เคร่ือง mass spectrometer รุ>น Trio 2000  

20. เคร่ือง nuclear magnetic resonance (NMR) Spectrometer (Bruker®. 400 MHz)                 

21. UV lamp ใช]ตรวจสอบสารท่ีดูดกลืนแสงในช>วง UV บนแผ>น TLC ช>วงความยาวคล่ืนท่ี             

ใช] short wave length = 254 นาโนเมตร และ long wave length = 365 นาโนเมตร   

22. เคร่ือง radical chromatograph ย่ีห]อ โครมาโททรอน (Chromatotron®) 
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2.3 สารเคมี  
1. ตัวทำละลาย ได]แก> เฮกเซน (hexane) ไดคลอโรมีเทน (CH2Cl2) เอทิลอะซิเตท (EtOAc) 

เมทานอล (MeOH) อะซิโตน (acetone) คลอโรฟอร?ม (CHCl3) คลอโรฟอร?มดี (CDCl3) 

และอะซิโตน-ดิวเทอเรียม (acetone-d6)                        

2. ซิลิกาเจลเบอร? 7734 สำหรับคอลัมน?โครมาโทกราฟm (open column chromatography) 

4. Sephadex LH-20                                                         

5. Anisaldehyde reagent                

6. กรดซัลฟ®วริกเข]มข]น (conc. H2SO4) 

 

2.4 ข้ันตอนการทดลอง 
 1. ค]นคว]าเอกสารข]อมูลท่ีเก่ียวข]อง จัดหารากของต้ิวเกล้ียง อุปกรณ? และสารเคมี                    

2. นำรากต้ิวเกล้ียงมาสับและตากให]แห]ง บดให]มีขนาดเล็กลง สกัดด]วยตัวทำละลาย 

ไดคลอโรมีเทนเป;นเวลา 1 สัปดาห?                                   

3. นำสารสกัดที ่ได]ไประเหยตัวทำละลายออก ด]วยเครื ่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน 

ตรวจสอบจำนวนองค?ประกอบทางเคมีท่ีสกัดด]วย thin layer chromatography (TLC)              

4. แยกสารสกัดให]บริสุทธิ์ด]วยวิธีคอลัมน?โครมาโทกราฟm เช>น silica gel, sephadex LH-20 

column chromatography และ radical chromatograph chromatotron เป;นต]น พร]อม

ศึกษาหาวัฏภาคเคลื่อนที่ (mobile phase) ที่เหมาะสม ตรวจสอบความบริสุทธิ์ด]วยแผ>น 

TLC หากสารท่ีได]ยังไม>บริสุทธ์ิทำการแยกซ้ำโดยการเปล่ียนวัฏภาคเคล่ือนท่ี                    

5. พิสูจน?ทราบโครงสร]างของสารบริสุทธิ์ที่แยกได] โดยอาศัยข]อมูลทางสเปกโทรสโกปm ได]แก> 

แมสสเปกโทรเมตรี (MS) และ นิวเคลียร?แมกเนติกเรโซแนนซ?สเปกโทรสโกปm (NMR) นำ

ข]อมูลที่ได]ไปเปรียบเทียบกับข]อมูลของสารที่ทราบสูตรโครงสร]างแล]วในฐานข]อมูลบน

อินเทอร?เน็ต                  

6. นำสารบริสุทธิ์ที่แยกได]ไปทดสอบความเป;นพิษต>อเซลล?มะเร็งชนิด KB, Hela S-3 และ 

HepG2 

7. วิเคราะห?ข]อมูล สรุปผล และเขียนรายงาน 
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2.5 เทคนิคท่ีใชRในการทดลอง  
2.5.1 ทิน-เลเยอรOโครมาโทกราฟh (Thin-Layer Chromatography: TLC)12 

เป;นเทคนิคอย>างง>ายที่ใช]ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสาร โดยใช] TLC aluminum 

sheets Silica gel 60 F254 ตัดให]มีขนาดพอเหมาะ แล]วทำการกำหนดระยะทางที่จะให]ตัว

ทำละลายเคลื่อนที่ แต]มสารละลายของสารที่ต]องการตรวจสอบบนจุดเริ่มต]นด]วยหลอด

คะป®ลลารีขนาดเล็กให]มีระยะห>างระหว>างจุดประมาณ 0.5 เซนติเมตร นำแผ>น TLC ไปจุ>มใน

ภาชนะป®ดที่บุด]วยกระดาษกรอง และมีตัวทำละลายที่เหมาะสมบรรจุอยู> ปล>อยให]ตัวทำ

ละลายชะสารให]เคล่ือนท่ีไปบนแผ>น TLC จนถึงจุดสูงสุด (solvent front) ท่ีขีดไว] ท้ิงให]แผ>น 

TLC แห]ง แล]วนำไปตรวจหาตำแหน>งของสารโดยส>องด]วย UV Lamp ที่มีความยาวคล่ืน 

254 นาโนเมตร หรือนำไปจุ>มในสารละลาย anisaldehyde/H2SO4 แล]วป®´งบน hot plate 

อุณหภูมิ 80-100 องศาเซลเซียส เป;นเวลา 1-2 นาที แล]วบันทึกตำแหน>งของจุดดังกล>าว  

ก. การเตรียมภาชนะสำหรับ develop ใช]ขวดแก]วทรงสี่เหลี่ยมผืนผ]าพร]อมฝาป®ดท่ี

สะอาด และมีขนาดพอเหมาะที่จะใส>แผ>น TLC ใส>กระดาษกรองที่มีความสูงและความกว]าง

พอดีกับขนาดของภาชนะให]แนบติดกับผิวด]านใน รินตัวทำละลายที่เหมาะสมลงไปให]สูงจาก

ก]นภาชนะประมาณ 1 เซนติเมตร ป®ดฝาภาชนะแล]วปล>อยให]ตัวทำละลายซึมเปmยกกระดาษ

กรองท้ังแผ>น เพ่ือให]ภายในภาชนะอ่ิมตัวด]วยไอของตัวทำละลาย  

ข. การแต]มสาร นำแผ>น TLC มาขีดเส]นด]วยดินสอเพื่อกำหนดระดับสูงสุดที่ต]องการ

ให]ตัวทำละลายซึมข้ึนไปด]านบน และขีดกำหนดระดับด]านล>างตรงตำแหน>งที่ต]องการแต]ม

สารจากนั้นใช]หลอด คะป®ลลารีจุ>มลงไปในสารละลายที่ต]องการทดสอบ แล]วแต]มสารนั้นบน

แผ>น TLC ที่ระดับเริ่มต]นที่ใช] ดินสอขีดไว] ให]เป;นจุดวงกลมเล็ก ๆ เส]นผ>านศูนย?กลางไม>เกิน 

2 มิลลิเมตร และแต>ละจุดห>างกันไม>น]อยกว>า 1 เซนติเมตร หลังจากที่จุดสารที่แต]มแห]งสนิท

แล]วจึงนำไป develop ในข้ันต>อไป  

ค. การ develop นำแผ>น TLC ที่แต]มสารเรียบร]อยแล]วจุ>มในภาชนะแก]วที่บรรจุตัว

ทำละลายที่เหมาะสม และภายในภาชนะนั้นต]องอิ่มตัวด]วยไอของตัวทำละลายเรียบร]อยแล]ว

ท้ังน้ีระดับของจุดสารบน TLC ควรอยู>เหนือระดับสารละลายในภาชนะเล็กน]อยจากนั้นป®ดฝา

ภาชนะแล]วปล>อย ให]ตัวทำละลายซึมขึ้นมาจนถึงระดับสูงสุดที่ใช]ดินสอขีดไว]แล]วจึงนำแผ>น 

TLC ออกจากภาชนะและปล>อยให]ตัวทำละลายระเหยจนแผ>น TLC แห]ง  

ง. การตรวจหาตำแหน>งของสาร  

- นำแผ>น TLC ไปส>องกับแสง UV เพ่ือวิเคราะห?การดูดกลืนแสง UV ของสาร  

-  ในกรณีท ี ่สารไม >สามารถด ูดกล ืนแสง UV ให ]นำแผ >น TLC ไปจ ุ >มลงใน 

anisaldehyde หรือ ใน conc. H2SO4 แล]วเป§าด]วยลมร]อนให]แห]งตำแหน>งท่ีมีสารจะปรากฏ

ให]เห็น 
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2.5.2 ซิลิกาคอลัมนOโครมาโทกราฟh (Silica Gel Column Chromatography)13 

ตัวดูดซับ (stationary phase) คือ ซิลิกาเจล ชนิด 60G Art. 7734   

ใช]คอลัมน?แก]วขนาดที่เหมาะสมกับปริมาณสารที่ต]องการแยก โดยอัตราส>วนของตัว

ดูดซับต>อสารท่ีแยกประมาณ 20 ต>อ 1 (โดยน้ำหนัก) บรรจุคอลัมน?โดยวิธีแบบเปmยก กล>าวคือ 

ในตอนแรกต]อง เขย>าของผสมระหว>างซิลิกาเจลกับตัวทำละลายให]เข]ากันเป;นอย>างดีใน

ภาชนะที่ป®ดสนิทแล]วจึงค>อยๆ เทของผสมนี้ลงในคอลัมน?ที่มีสำลีอุดตรงปลาย และมีตัวทำ

ละลายอยู>ประมาณครึ่งหนึ่งของคอลัมน? ขณะที่เทซิลิกาเจลลงในคอลัมน?ควรเป®ดวาล?ว

คอลัมน?ให]ตัวทำละลายไหลออกอย>างช]า ๆ เพื่อให]ซิลิกาเจลอัดตัวในคอลัมน?อย>างสม่ำเสมอ 

ทำเช>นนี้จนกระทั่งบรรจุซิลิกาเจลในระดับที่ต]องการ และระดับซิลิกาเจลไม>ลดลงอีก จากน้ัน

จึงปล>อยให]ตัวทำละลายลดลงจนเกือบถึงระดับเดียวกับซิลิกา เจล แล]วป®ดคอลัมน? บรรจุสาร

ที่ต]องการแยกลงไป โดยสารที่ต]องการแยกหรือสิ่งสกัดควรระเหยตัวทำละลายให]เกือบแห]ง 

แล]วนำไปผสมกับซิลิกาเจลเบอร? 7734  โดยใช]ซิลิกาเจลปริมาณน]อยท่ีสุด นำไป บดและร>อน

ผ>านตะแกรงเพื่อให]เป;นผงละเอียดขนาดเท>ากัน จากนั้นบรรจุสารที่ผสมกับซิลิกาเจลลงใน 

คอลัมน?ที่เตรียมไว] ให]นำไประเหยตัวทำละลายอีกครั้งเพื่อให]ของผสมแห]งก>อนใส>คอลัมน? 

แล]วใช]ตัวทำละลายชนิดเดียวกันจำนวนเล็กน]อยล]างผิวด]านข]างในคอลัมน? เติมซิลิกาเจลชนิด 

60G Art. 7734 เล็กน]อย เพื่อป©องกันการกระทบกระเทือนผิวหน]าของของผสมขณะเติมตัว

ทำละลาย และเป®ดให]ตัวทำละลายไหลออกอย>างช]า ๆ จนตัวทำละลายด]านบนใส จากน้ัน จึง

เริ่มเปลี่ยนตัวทำละลายชนิดใหม>ต>อไป ตลอดการทดลองต]องระวังไม>ให]ตัวทำละลายแห]งใน

คอลัมน? เพราะอาจทำให]ประสิทธิภาพในการแยกไม>ดีได] 

 

2.5.3 Sephadex LH-20 (Column Chromatography)13 

เป;นเทคนิคคอลัมน?โครมาโทกราฟmแบบเหลว ซึ่งเป;นการแยกสารให]บริสุทธ์ิตาม

ขนาดของ โมเลกุล ส>วนใหญ>ใช]ในการแยกของสารกลุ>ม steroids, terpenoids และ lipids 

เป;นต]น ตัวดูดซับ (stationary phase) คือ sephadex LH-20 ใช]คอลัมน?แก]วขนาดท่ี

เหมาะสมกับปริมาณสารที่ต]องการแยก ใช]ตัวทำละลาย 1:1 ไดคลอโรมีเทนต>อเมทานอล  

คนตัวทำละลายให]เข]ากันเป;นอย>างดีในภาชนะที่ป®ดสนิทแล]วจึงค>อย ๆ เทของผสมนี้ลงใน

คอลัมน?ที่มีสำลีอุดตรงปลาย และมีตัวทำละลาย อยู>ประมาณครึ่งหนึ่งของคอลัมน? ขณะที่เท 

sephadex LH-20 ลงในคอลัมน?ควรเป®ดวาล?วคอลัมน?ให]ตัวทำละลายไหลออกอย>างช]า ๆ 

เพื ่อให] sephadex LH-20 อัดตัวในคอลัมน?อย>างสม่ำเสมอ ทำเช>นนี ้ จนกระทั ่งบรรจุ 

sephadex LH-20 ในระดับที่ต]องการ และระดับ sephadex LH-20 ไม>ลดลงอีก จากนั้นจึง

ปล>อยให]ตัวทำละลายลดลงจนเกือบถึงระดับเดียวกับ sephadex LH-20  แล]วป®ดคอลัมน? 

บรรจุสารที่ต]องการแยกลงไป โดยละลายสารที่ต]องการแยกหรือสิ่งสกัดด]วยตัวทำละลายท่ี

เหมาะสม จากนั้นใช]หลอดหยดดูดสารละลายที่ต]องการแยก แล]วบรรจุลงไปในคอลัมน? และ
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เป®ดให]ตัวทำละลายไหลออกอย>างช]า ๆ จนตัวทำละลายด]านบนใส จากนั้นจึงเติมสารละลาย 

1:1 ไดคลอโรมีเทนต>อเมทานอล ตลอดการทดลองต]องระวังไม>ให]ตัวทำละลายแห]งในคอลัมน? 

เพราะอาจทำให]ประสิทธิภาพในการแยกไม>ดีได]   

 
2.5.4 Radial chromatograph โครมาโททรอน (Chromatotron®)14 

เป;นเทคนิคที่ใช]ในการแยกสารโดยอาศัยแรงเหวี่ยง (centrifugal force) ซึ่งจะมี

หลักการ ทำงานคือ นำสารละลายของสารที่ต]องการแยกหยดลงไปบนกลางแผ>นแก]วทรง

กลมท่ีเคลือบด]วยซิลิกาเจลหนาประมาณ 1 มิลลิเมตร ไขตัวทำละลายท่ีบรรจุอยู>ในกรวยแยก 

แล]วจึงเป®ดเครื่องโดย แผ>นแก]วทรงกลมจะเกิดการหมุน สารจะเคลื่อนที่จากกึ่งกลางแผ>น

พร]อมกับเกิดการแยกเป;นแถบสาร ขึ้น ซึ่งจะมองเห็นได]โดยนำ UV Lamp มาส>องบนแผ>น

แก]วทรงกลมขณะทำการแยก แล]วทำการ เก็บแฟรกชันตามแถบสารที่แยกได] ดังนั้นข]อดี

สำหรับเทคนิคนี้คือ ลดระยะเวลาในการทำโครมาโทกราฟm กล>าวคือใช]เวลาประมาณ 20-30 

นาที เนื่องจากแรงจากการหมุนเหวี่ยงจะช>วยทำให] เกิดการแยกได]ดีและเร็วขึ้นเมื่อเทียบกับ

เทคนิคคอลัมน?โครมาโทกราฟm นอกจากนี้ยังสามารถตรวจหาตำแหน>งของสารที่แยกได]ทันที

โดยใช] UV Lamp ทำให]ง>ายต>อการเก็บแฟรกชัน  

ก. การเตรียมวัฏภาคนิ่ง ชั ่งซิลิกาเจล หนัก 30 กรัม ผสมน้ำปราศจากไอออน 

(deionized water) ปริมาตร 80 มิลลิลิตร เขย>าให]เข]ากันจนเป;นเนื้อเดียวจากนั้นนำไป

เคลือบด]านบนแผ>นแก]วทรงกลม  

ข. รอให]แผ>นแก]วทรงกลมที่เคลือบด]านบนด]วยซิลิกาเจลแห]งแล]วมาปรับความหนา

ของซิลิกาให]มีขนาดประมาณ 1 มิลลิเมตร   

ค.  เป®ดเครื่องโครมาโททรอนแล]วหยดสารตัวอย>างที่ต]องการแยกลงไปบนกลางแผ>น

แก]วทรงกลมท่ีเคลือบด]านบนด]วยซิลิกาเจลท่ีเตรียมไว]ขณะกำลังหมุน  

ง. ปล>อยตัวทำละลายที่เหมาะสมลงในเครื่องโครมาโททรอน สารจะเคลื่อนที่จาก

กึ่งกลางแผ>น พร]อมกับเกิดการแยกเป;นแถบสารขึ้น ซึ่งจะมองเห็นแถบสารที่แยกได]โดยนำ 

UV Lamp มาส>องบน แผ>นแก]วทรงกลมและทำการเก็บแฟรกชันตามแถบสารท่ีแยกได]
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2.6 การเตรียมวัตถุดิบและการสกัด 

2.6.1 การสกัดดRวยตัวทำละลาย 
นำรากติ้วเกลี้ยงมาสับและตากให]แห]ง บดให]มีขนาดเล็กลง สกัดด]วยตัวทำละลาย 

ไดคลอโรมีเทนเป;นเวลา 1 สัปดาห? ได]สิ่งสกัดไดคลอโรมีเทนมีลักษณะเป;นของเหลวหนืด    

สีน้ำตาล 

 

 2.6.2 ข้ันตอนการแยกสารประกอบ 

1. นำสิ ่งสกัดไดคลอโรมีเทนที่ได]มาระเหยตัวทำละลายออก ด]วยเครื ่องระเหย

สุญญากาศแบบหมุน (rotary vacuum evaporation) 

2. นำสิ่งที่สกัดได]มาแยกด]วยเทคนิคคอลัมน?โครมาโทกราฟmโดยใช]ซิลิกาเจล (silica 

gel column chromatography) ชะด]วยตัวทำละลายผสม 0% ไดคลอโรมีเทนต>อเฮกเซน 

จนถึง 100% ไดคลอโรมีเทน โดยเก็บสารละลายจากคอลัมน?ได]สารสกัดทั้งหมด 7 แฟรกช่ัน 

(1-7) 

3. นำสารแต>ละแฟรกชัน (1-7) มาระเหยตัวทำละลายออกด]วยเครื ่องระเหย

สุญญากาศแบบหมุน (rotary vacuum evaporation) 

4. นำสารสกัดแต>ละแฟรกชันมาตรวจสอบด]วย TLC โดยใช]ระบบตัวทำละลายผสม

ท่ีเหมาะสมเป;นวัฏภาคเคล่ือนท่ี 

5. นำแฟรกชัน 1 ที ่ผ >านการแยก นำมาแยกด]วยเทคนิค Silica gel column 

chromatography ด]วยตัวทำละลาย 50% ไดคลอโรมีเทนต>อเฮกเซน โดยเก็บสารละลาย

จากคอลัมน?ได]ทั้งหมด 3 แฟรกชัน (1.1-1.3) จากนั้นนำไประเหยตัวทำละลายออก นำสาร

แต>ละแฟรกชันมาตรวจสอบด]วยเทคนิค TLC โดยใช]ตัวทำละลายผสมที่เหมาะสมเป;นวัฏภาค

เคล่ือนท่ีพบว>าแฟรกชัน 1.3 น>าจะมีสารท่ีน>าสนใจ 
6. นำแฟรกชัน 1.3 มาแยกต>อด]วยเทคนิคโครมาโตตรอน โดยชะด]วยตัวทำละลาย 

10% เอทิลอะซิเตทต>อเฮกเซน จนถึง 100% เมทานอล พบว>าแฟรกชันนี้ได]สารที่มีความ

บริสุทธ์ิ 1 ชนิด จึงนำไปหาสูตรโครงสร]างของสารท่ีได]จากข]อมูลสเปกโทรสโกปm ได]เป;นสาร  
CC-01 

7. นำแฟรกช ัน 2 ท่ีผ > านการแยกด ] วยเทคน ิค  Sephadex LH-20 column 

chromatography ด]วยตัวทำละลาย 50% ไดคลอโรมีเทนต>อเมทานอล โดยเก็บสารละลาย

จากแฟรกชันนี้ได] 5 แฟรกชัน (2.1-2.5) จากนั้นนำไประเหยตัวทำละลายออก นำสารแต>

ละแฟรกชันมาตรวจสอบด]วยเทคนิค TLC โดยใช]ตัวทำละลายผสมที่เหมาะสมเป;นวัฏภาค

เคล่ือนท่ีพบว>าแฟรกชัน 2.1 และ 2.5 น>าจะมีสารท่ีน>าสนใจ 

8. นำแฟรกชัน 2.1 มาแยกต>อด]วยเทคนิคโครมาโตตรอน โดยชะด]วยตัวทำละลาย 

10% เอทิลอะซิเตทต>อเฮกเซน จนถึง 100% เมทานอล พบว>าแฟรกชันนี้ได]สารที่มีความ
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บริสุทธิ์ 1 ชนิด จึงนำไปหาสูตรโครงสร]างของสารที่ได]จากข]อมูลสเปกโทรสโกปm ได]เป;นสาร 

CC-02  
9. นำแฟรกชัน 2.5 มาแยกต>อด]วยเทคนิคโครมาโตตรอน โดยชะด]วยตัวทำละลาย 

10% เอทิลอะซิเตทต>อเฮกเซน จนถึง 100% เมทานอล พบว>าแฟรกชันนี้ได]สารที่มีความ

บริสุทธิ์ 1 ชนิด จึงนำไปหาสูตรโครงสร]างของสารที่ได]จากข]อมูลสเปกโทรสโกปm ได]เป;นสาร 

CC-03 
10. นำแฟรกช ัน 3 ท ี ่ผ > านการแยกด ]วยเทคน ิค Sephadex LH-20 column 

chromatography ด]วยตัวทำละลาย 50% ไดคลอโรมีเทนต>อเมทานอล โดยเก็บสารจาก 

แฟรกชันนี้ได]ทั้งหมด 6 แฟรกชัน (3.1-3.6) นำแต>ละแฟรกชันมาตรวจสอบด]วยเทคนิค TLC 

โดยใช]ตัวทำละลายผสมที่เหมาะเป;นวัฏจักรเคลื่อนที่พบว>าแฟรกชัน 3.1 น>าจะมีสารท่ี

น>าสนใจ 

11. นำแฟรกชัน 3.1 มาแยกต>อด]วยเทคนิคโครมาโตตรอน โดยชะด]วยตัวทำละลาย 

20% เอทิลอะซิเตทต>อเฮกเซน จนถึง 100% เมทานอล พบว>าแฟรกชันนี้ได]สารที่มีความ

บริสุทธิ์ 1 ชนิด จึงนำไปหาสูตรโครงสร]างของสารที่ได]จากข]อมูลสเปกโทรสโกปm ได]เป;นสาร 

CC-04 
 
2.7 การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ 

2.7.1 การทดสอบฤทธ์ิความเปÄนพิษต'อเซลลOมะเร็งดRวยวิธี MTT colorimetric 
method15 
 1. เพาะเลี ้ยงเซลล?มะเร็งชนิด KB, HeLa S-3 และ Hep G2 ให]ได]ความเข]มข]น 

3x103 เซลล? ใน 200 µL ด]วยอาหารเลี้ยงเช้ือ RPMI 1640 ซึ่งมี 5% ปริมาตรต>อปริมาตร 

fetal calf serum เป;นองค?ประกอบ 

 2. เติมเซลล?มะเร็งท่ีทำการเพาะเล้ียงลงไปใน 96-well culture plate 

 3. นำเซลล?มะเร็งที ่อยู >ใน 96-well culture plate มาบ>มที ่อ ุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป;นเวลา 24 ช่ัวโมง ภายใต]สภาพบรรยากาศท่ีมี 5% กØาซคาร?บอนไดออกไซด? 

 4. เติมสารบริสุทธิ์ที ่ต]องการจะทดสอบและสารมาตรฐาน Doxorubicin ลงไปท่ี 

ความเข]มข]นต>าง ๆ 2 µL ต>อ 1 หลุม บ>มต>อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป;นเวลา 72 

ช่ัวโมง ภายใต]สภาพบรรยากาศท่ีมี 5% กØาซคาร?บอนไดออกไซด? 

5. เ ต ิ ม  10 µL ของสารละลาย  3-(4,5dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-

tetrazolium bromide ที่ความเข]มข]น 5 mg/ml ลงไป บ>มต>ออีก 4 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส แยกเอา ส>วนใสออก แล]วนำตะกอนที่เหลือมาละลายด]วย DMSO 150 µL 

และเติม 0.1 M glycine ปริมาตร 25 µL ลงไป  
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6. นำไปวัดค>าการดูดกลืนแสงที ่ความยาวคลื ่น 540 นาโนเมตร โดยจะทำการ

ทดลอง 3 ซ้ำ และคำนวณค>า IC50
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รากของต้ิวเกลี้ยง 

สกัดด3วยตัวทำละลายไดคลอโรมีเทน (CH2Cl2) 

สิ่งสกัดด3วยไดคลอโรมีเทน 

Silica gel CC, 0% CH2Cl2: Hexane- 100% CH2Cl2 

Silica gel CC, 
50% CH2Cl2:Hexane 

1 2 

Sephadex LH-20 CC, 
50% CH2Cl2:MeOH 

Chromatotron,  
10% EtOAc:Hexane 

2.2-2.4 

CC-02 

2.1 2.5 

Chromatotron,  
10% EtOAc:Hexane 

CC-03 

3 4-7 

Chromatotron,  
20% EtOAc:Hexane 

Sephadex LH-20 CC, 
50% CH2Cl2:MeOH 

CC-04 

3.1 3.2-3.6 

แผนภาพท่ี 2.6.1 ข้ันตอนการสกัดและแยกสารประกอบของเปลือกรากต้ิวเกลี้ยง 
 

Chromatotron,  
10% EtoAc:Hexane 

1.3 

CC-01 

1.1-1.2 



 

บทท่ี 3 

 

3.1 การวิเคราะห2สูตรโครงสร8างและผลการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของสารบริสุทธ์ิท่ีแยกได8 

จากการทดลองพบว-าในการสกัดสารจากแฟรกช่ัน 1-7 ของส่ิงสกัดไดคลอโรมีเทนจากเปลือก

รากติ้วเกลี้ยง พบว-าแฟรกชั่น 1-3 สามารถแยกสารทั้งหมด 4 ชนิด โดยเปKนสารใหม- 1 ชนิด และสาร

ที่เคยมีการรายงานมาแลMว 3 ชนิด และแฟรกชั่น 4-7 มีปริมาณที่นMอยและไม-พบแฟรกชั่นที่น-าสนใจ 

สำหรับการพิสูจนQทราบเอกลักษณQทางโครงสรMางของสารบริสุทธิ์ที่แยกไดMจะอาศัยขMอมูลทางสเปกโท

รสโกปW โดยเฉพาะอย-างยิ่งการเปรียบเทียบขMอมูลโปรตอน (1H-NMR) และคารQบอน (13C-NMR) กับ

สารท่ีเคยมีการรายงานก-อนหนMาน้ี 

3.1.1 การวิเคราะห2สูตรโครงสร8างของสาร CC-01 

 

 
 

รูปท่ี 3.1 โครงสรMางของสาร CC-01 

สาร CC-01 ดังรูปที ่ 3.1 ลักษณะทางกายภาพเปKนผงสีเหลืองเขMม มีสูตรโมเลกุลคือ 

C30H36O6 จากการว ัด HRESIMS พบไอออนพีคท ี ่  (m/z) 493.2582 [M-H]+ (จากการคำนวณ 

C30H37O6 ไดM 493.2590) จาก1H- NMR (400 MHz, CDCl3) แสดงค-า chemical shift ท่ี δH 6.35 

(s, 1H, H-4) และ δH 6.84 (s, 1H, H-5) แสดงถึงโปรตอนบนวงอะโรมาติก 2 วง ที่ δH 5.23 (m, 

1H, H-2′) เป็นสัญญาณของโอเลฟินิกโปรตอนบนหมู่พรีนิล ที่ δH 3.35 (d, J = 7.2, 2H, H-1′) เป็น
สัญญาณของเมทิลีนโปรตอนบนหมู่พรีนิล ที่ δH 1.68 (s, 3H, H-4′) และ 1.79 (s, 3H, H-5′) เป็น
สัญญาณของเมทิลโปรตอนบนหมู่พรีนิล 2 หมู่ จากขMอมูล HMBC ดังรูปที่ 3.2 และตารางที่ 3.1 ยัง

พบว-าตำแหน-ง H-1′ (δH 3.35) มีความสัมพันธQกับ C-1, C-2 และ C-3 ซึ่งเปKนคารQบอนบนวงอะโร-

มาติกพบว-าหมู-พรีนิลแทนที่อะโรมาติกวง A บนหมู่เจอรานิลจะพบโอเลฟินิกโปรตอน 2 หมู่ ที่ δH 

5.26 (m, 1H, H-2′′) และ 5.10 (m, 1H, H-6′′) หมู่เมทิลลีน 3 หมู่ ที่ δH 4.10 (d, J = 7.2, 2H, H-

1′′), δH 2.03 (m, 4H, H-4′′ และ H-5′′) และหมู่เมทิล 3 หมู่ ที่ δH 1.83 (s, 3H, H-10′′), 1.68 (s, 
3H, H-8′′), และ  1.67 (s, 3H, H-9′′) หม ู ่ เมท ็อกซ ี  2 หม ู ่  สเปกตร ัมของสาร CC-01 ก ับสาร 

1 

3 

4′ 

5′ 

4a 10a 6 

7 

2′′ 

10′′ 4′′ 

6′′ 

9′′ 8′′ 

1′ 8a 9a 
B A 
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norcowanin16 พบว-ามีความใกลMเคียงกัน ยกเวMนหมู-ไฮดรอกซี ที่ตำแหน-ง C-1 ถูกแทนที่ดMวยหมู-   

เมท็อกซี จากข้อมูล HMBC หมู่เมท็อกซีที่ δH 3.90 (s, 3H) แทนที่ที่ตำแหน่ง C-1 และ ที่ δH 3.80 

(s, 3H) เป็นสัญญาณของหมู่เมท็อกซีที่แทนที่ C-7 ของวงอะโรมาติกวง B ดังนั้นสาร CC-01 จึงเปKน

สารใหม-ท่ีไม-เคยมีรายงานมาก-อนโดยใหMช่ือว-า cratochinone B 

 

 
 

 

 

ตารางท่ี 3.1 ค-า Chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H-NMR (400 MHz) และ 
13C-NMR (100 MHz) ของสาร CC-01 

ตำแหน-ง 
สาร CC-01 (CDCl3) 

δH δC HMBC 

1 - 163.9 - 

2 - 111.9 - 

3 - 159.3 - 

4 6.35, (s, 1H) 89.2 C-2, C-3, C-4a, C-9a 

5 6.84, (s, 1H) 101.9 C-6, C-7, C-8a, C-10a 

6 - 155.4 - 

7 - 143.0 - 

8 - 137.8 - 

9 - 183.2 - 

4a - 155.7 - 

8a - 112.2 - 

9a - 103.3 - 

 

รูปท่ี 3.2 ขMอมูล HMBC (ลูกศรหัวเดียว) และ COSY (เสMนทึบ) ของโครงสรMาง CC-01 
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ตารางท่ี 3.1 ค-า Chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H-NMR (400 MHz) และ 
13C-NMR (100 MHz) ของสาร CC-01 (ต-อ) 

ตำแหน-ง 
สาร CC-01 (CDCl3) 

δH δC HMBC 

10a - 154.9 - 

1′ 3.35, (d, J=7.2, 2H) 21.8 C-1, C-2, C-3, C-2′, C-3′ 
2′ 5.23, (m, 1H) 122.7 C-4′, C-5′ 
3′ - 131.6 - 

4′ 1.68 (s, 3H) 25.4 C-2′, C-5′ 
5′ 1.79 (s, 3H) 18.6 C-2′, C-4′ 
1′′ 4.10 (d, J = 7.2, 2H) 26.2 C-7, C-8, C-8a, C-2′′, C-3′′ 
2′′ 5.26 (m, 1H) 125.4 C-9′′ 
3′′ - 135.7 - 

4′′ 2.03 (m, 4H) 32.3 C-3′′, C-5′′ 
5′′ 2.03 (m, 4H) 27.2 C-3′′, C-5′′ 
6′′ 5.10 (m, 1H) 123.6 C-5′′, C-8′′, C-10′′ 
7′′ - 132.1 - 

8′′ 1.68 (s, 3H) 23.4 C-6′′, C-7′′, C-10′′ 
9′′ 1.67 (s, 3H) 14.5 C-2′′, C-3′′, C-4′′ 
10′′ 1.83 (s, 3H) 18.6 C-6′′, C-7′′, C-8′′ 

1-OCH3 3.90 (s, 3H) 56.3 C-1 

7-OCH3 3.80 (s, 3H) 61.9 C-7 
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3.1.2 การวิเคราะห2สูตรโครงสร8างของสาร CC-02 

 

 
 

รูปท่ี 3.3 โครงสรMางของสาร CC-02 

สาร CC-02 ดังรูปที่ 3.3 มีลักษณะทางกายภาพเปKนผงสีเหลือง มีสูตรโมเลกุลคือ C14H10O5 

จากขMอมูลสเปกตรัม 1H NMR (400 MHz, CDCl3) เมื่อเปรียบเทียบขMอมูลดMวยค-า chemical shift 

(ppm) จากสเปกตรัม 1H NMR ของสาร CC-02 กับสาร macluraxanthone พบว-ามีความใกลMเคียง

กันมาก จึงสรุปว-า สาร CC-02 คือ macluraxanthone17 

 

3.1.3 การวิเคราะห2สูตรโครงสร8างของสาร CC-03 

 

 
 

รูปท่ี 3.4 โครงสรMางของสาร CC-03 

สาร CC-03 ดังรูปที่ 3.4 มีสูตรโมเลกุลคือ C20H18O5 จากขMอมูลสเปกตรัม 1H NMR (400 

MHz, CDCl3) เมื่อเปรียบเทียบขMอมูลดMวยค-า chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H NMR ของ

สาร CC-03 กับสาร !-mangostin พบว-ามีความใกลMเคียงกันมาก จึงสรุปว-า สาร CC-03 คือ !-

mangostin18 
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3.1.4 การวิเคราะห2สูตรโครงสร8างของสาร CC-04 

 

 
 

รูปท่ี 3.5 โครงสรMางของสาร CC-04 

สาร CC-04 ดังรูปที่ 3.5 มีสูตรโมเลกุลคือ C18H16O5 จากขMอมูลสเปกตรัม 1H NMR (400 

MHz, CDCl3) เมื่อเปรียบเทียบขMอมูลดMวยค-า chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H NMR ของ

สาร CC-04 กับสาร pancixanthone A พบว-า มีความใกลMเคียงกันมาก จึงสรุปว-า สาร CC-04 คือ 

pancixanthone A19 

 

3.1.9 ผลการทดสอบความเปQนพิษตTอเซลล2มะเร็งของสารบริสุทธ์ิท่ีแยกได8  

จากการนำสารทั้งหมด (CC-01 – CC-04) ที่แยกไดMโดยวิธีทางเทคนิคโครมาโทกราฟW มา

ทดสอบความเปKนพิษต-อเซลลQมะเร็ง 3 ชนิด คือ KB, Hela S-3 และ HepG2 พบว-าไดMผลตามตารางท่ี 

3.2 

 

ตารางที่ 3.2 ค-าความเปKนพิษต-อเซลลQมะเร็งของสารบริสุทธิ์ที่แยกไดM (CC-01 – CC-04) 

และสารมาตรฐาน Doxorubicin 

สาร 
ค-า IC50 (µM) 

KB Hela S-3 Hep G2 

CC-01 1.54 ± 0.02 0.91 ± 0.21 1.72 ± 0.10 

CC-02 1.60 ± 0.02 1.85 ± 0.19 9.57 ± 0.74 

CC-03 24.99 ± 3.16 14.383 ± 2.67 N.T 

CC-04 > 100 > 100 N.T 

Doxorubicin 0.22 ± 0.01 0.15 ± 0.05 0.99 ± 0.17 

IC50 ≤ 10 µM = ฤทธิ์ดี 10 µM ≤ IC50 ≤ 30 µM = ฤทธิ์ปานกลาง 30 µM ≤ IC50 < 100 µM = 

ฤทธ์ิอ-อน IC50 ≥ 100 µM = ไม-มีฤทธ์ิ และ N.T = ไม-ไดMทดสอบ 
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จากการทดสอบฤทธิ์ความเปKนพิษต-อเซลลQมะเร็งชนิด KB พบว-า สาร CC-01 และ CC-02 มี

ความเปKนพิษต-อเซลลQมะเร็งชนิด KB ในระดับดี โดยมีค-า IC50 เท-ากับ 1.54 และ 1.60 µM ตามลำดับ 

ส-วนสาร CC-03 มีความเปKนพิษต-อเซลลQมะเร็งชนิด KB ในระดับปานกลาง โดยมีค-า IC50 เท-ากับ 

24.99 µM สาร CC-04  ไม-มีความเปKนพิษต-อเซลลQมะเร็งชนิด KB โดยมี ค-า IC50 มากกว-า 100 µM 

จากการทดสอบฤทธิ์ความเปKนพิษต-อเซลลQมะเร็งชนิด Hela S-3 พบว-า สาร CC-01 และ 

CC-02 มีความเปKนพิษต-อเซลลQมะเร็งชนิด Hela S-3 ในระดับดี โดยมีค-า IC50 เท-ากับ 0.91 และ 1.85 

µM ตามลำดับ ส-วนสาร CC-03 มีความเปKนพิษต-อเซลลQมะเร็งชนิด Hela S-3 ในระดับปานกลาง โดย

มีค-า IC50 เท-ากับ 14.383 สาร CC-04 ไม-มีความเปKนพิษต-อเซลลQมะเร็งชนิด Hela S-3 โดยมี ค-า IC50 

มากกว-า 100 µM 

จากการทดสอบฤทธิ์ความเปKนพิษต-อเซลลQมะเร็งชนิด Hep G2 พบว-า สาร CC-01 และ CC-

02 มีความเปKนพิษต-อเซลลQมะเร็งชนิด HepG2 ในระดับดี โดยมีค-า IC50 เท-ากับ 1.72 และ 9.57 µM 

ตามลำดับ ส-วน CC-03 และ CC-04 ใหMค-า IC50 ต-อเซลลQมะเร็งชนิด KB และ HeLa S-3 มากกว-า 10 

µM 

 



 

บทท่ี 4 

สรุปผลการทดลอง 

 

จากการนำสิ่งสกัดไดคลอโรมีเทนของเปลือกรากติ้วเกลี้ยงมาแยกใหMบริสุทธิ์ดMวยเทคนิคโคร-

มาโทรกราฟW พบว-าแยกไดMสารใหม-ในกลุ-มแซนโทน (xanthone) 1 ชนิด คือ cratochinone B (CC-

01) นอกจากนี้พบสารที่เคยมีขMอมูลการรายงานมาก-อนหนMานี้ 3 ชนิด คือ  macluraxanthone (CC-

02), !-mangostin (CC-03) และ pancixanthone A (CC-04) โดยโครงสรMางท้ังหมดไดMพิสูจนQทราบ

ดMวยขMอมูลทางสเปกโทรสโกปW ร-วมกับการเปรียบเทียบกับขMอมูลที่เคยมีการรายงานมาก-อนหนMานี้ จาก

การทดสอบฤทธิ์ความเปKนพิษต-อเซลลQมะเร็งชนิด KB, Hela S-3 และ Hep G2 พบว-าสาร CC-01 

และ CC-02 มีความเปKนพิษต-อเซลลQมะเร็งชนิด KB, Hela S-3 และ Hep G2 ในระดับดี โดยมีค-า IC50 

ในช-วง 0.91-9.57 µM สาร CC-03 มีความเปKนพิษต-อเซลลQมะเร็งชนิด KB และ Hela S-3 ในระดับ

ปานกลาง โดยมีค-า IC50 ในช-วง 14.383-24.99 µM ส-วนสาร CC-04 ไม-มีความเปKนพิษต-อเซลลQมะเร็ง

ท้ังชนิด KB และ Hela S-3 โดยมีค-า IC50 มากกว-า 100 µM 

 

 
 

 
CC-01 CC-02 

  
 

CC-03 CC-04 

 
รูปท่ี 4.1 โครงสรMางของสารท่ีแยกไดM CC-01 – CC-04 
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ข8อเสนอแนะ 

1. ในสิ่งสกัดไดคลอโรมีเทนมีสารอีกหลายชนิดที่ผูMวิจัยยังไม-ไดMแยกองคQประกอบ พิสูจนQ

ทราบโครงสรMางและทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ เน่ืองจากเวลาท่ีจำกัดดังน้ันควรแยกในส-วน

น้ีอีกต-อไป 

2. ในการทดลองนี้ผูMวิจัยเลือกศึกษาองคQประกอบทางเคมีจากสิ่งสกัดไดคลอโรมีเทนเพียง

ชนิดเดียวเพื่อการทดลองที่มีประสิทธิภาพมากขึ้น และอาจมีการศึกษาองคQประกอบทาง

เคมีในส่ิงสกัดอ่ืนๆ เช-น เมทานอล, เอทิลอะซิเตท และเฮกเซน เปKนตMน 

3. อาจนำสารท่ีแยกไดMไปทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืนๆท่ีน-าสนใจ 
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รูปท่ี 1 สเปกตรัม HRESIMS ของ cratochinone B (CC-01) ใน CDCl3 

 
รูปท่ี 2 สเปกตรัม 1H-NMR ของ cratochinone B (CC-01) ใน CDCl3 
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รูปท่ี 3 สเปกตรัม 13C-NMR ของ cratochinone B (CC-01) ใน CDCl3 

 
รูปท่ี 4 สเปกตรัม HSQC ของ cratochinone B (CC-01) ใน CDCl3 
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รูปท่ี 5 สเปกตรัม HMBC ของ cratochinone B (CC-01) ใน CDCl3 
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