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        โรคเริมเป็นโรคติดต่อท่ีเกิดจากเช้ือ Herpes Simplex Virus (HSV) ซ่ึงมี 2 ชนิดคือ HSV-1 และ HSV-2 โดยมี

อาการแสดงคือ เป็นรอยแดง ต่อมาจะกลายเป็นตุ่มน ้าใสกระจุกเป็นกลุ่ม ซ่ึงจะแหง้ใน 7-10 วนั และหายไปโดยไม่

มีแผล อาจจะมีไขร่้วมดว้ย มกัเป็นบริเวณปากและอวยัวะเพศ สามารถติดต่อไดจ้ากน ้าลาย น ้าเหลือง หรืออสุจิของ

ผูป่้วย เป็นโรคท่ีไม่สามารถรักษาใหห้ายขาดได ้และสามารถกลบัมาเป็นซ ้ าไดเ้ม่ือมีปัจจยักระตุน้ เช่น ความเครียด 

ร่างกายอ่อนแอ และพกัผ่อนไม่เพียงพอ  โดยยาที่ใชใ้นการรักษาคอื Acyclovir  แต่ในปัจจุบนัเร่ิมพบปัญหาเช้ือด้ือ

ต่อยา  acyclovir  เพิ่มข้ึน  การวจิยัเพื่อหาสารชนิดใหม่ที่มีฤทธ์ิตา้นไวรัสเริมจากพืชสมุนไพรจึงเป็นอีกหน่ึง

ทางเลือกที่มีความน่าสนใจ และจากการทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือไวรัสเริมเบ้ืองตน้ของสมุนไพรหลายชนิดดว้ยวิธี 

Plaque reduction assay พบว่าสารสกดัหยาบจากเมทานอลของเอื้องมอนไข่ (Dendrobium densiflorum) สามารถ

ตา้นไวรัสเริมไดร้้อยละ 70 ที่ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จึงเป็นท่ีมาของงานวิจยัน้ี เพื่อท่ีจะหาสารท่ี

เป็นตวัออกฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือไวรัสเริม เพื่อเป็นสารตน้แบบและน าไปสู่การพฒันาเป็นยาต่อไป  

        การศึกษาคร้ังน้ีสามารถแยกสารบริสุทธ์ิในกลุ่ม coumarins ได ้2 ชนิดคือ scoparone (1)และ scopoletin(2)ซ่ึง

ไดมี้การพิสูจน์โครงสร้างทางเคมีของสารที่ไดโ้ดยการวิเคราะห์สเปคตรัมของ MS และ NMR ร่วมกบัการ

เปรียบเทียบขอ้มูลของสารท่ีทราบโครงสร้างแลว้ และเม่ือน าสารทั้ง 2 ตวัมาทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งไวรัสเริมดว้ยวิธี 

Plaque reduction assay พบว่าสารทั้ง 2 ตวัไม่มีฤทธ์ิยบัย ั้งไวรัสเริม (HSV-1 , HSV-2) โดยใช ้ Acyclovir เป็น 

positive control 
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ค  าปรึกษา ใหค้วามช่วยเหลือ และใหค้  าแนะน าจนกระทัง่งานประสบความส าเร็จ ส าหรับหวัขอ้ปริญญา
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อภยัไว ้ณ ท่ีน้ีดว้ย 
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บทที ่1 

บทน ำ 

ควำมเป็นมำและควำมส ำคญัของปัญหำ 

 โรคเริมเป็นโรคติดต่อท่ีเกิดจากเช้ือ Herpes Simplex Virus (HSV) ซ่ึงมี 2 ชนิดคือ HSV-1 และ 

HSV-2 โดยมีอาการแสดงคือ เป็นรอยแดง ต่อมาจะกลายเป็นตุ่มน ้ าใสกระจุกเป็นกลุ่ม ซ่ึงจะแหง้ใน 7-

10 วนั และหายไปโดยไม่มีแผล อาจจะมีไขร่้วมดว้ย มกัเป็นบริเวณปากและอวยัวะเพศ สามารถติดต่อ

ไดจ้ากน ้ าลาย น ้ าเหลือง หรืออสุจิของผูป่้วย เป็นโรคท่ีไม่สามารถรักษาใหห้ายขาดได ้ เพราะเช้ือ

สามารถเขา้ไปหลบอยูใ่นปมประสาท และสามารถกลบัมาเป็นซ ้าไดเ้ม่ือมีปัจจยักระตุน้ เช่น 

ความเครียด ร่างกายอ่อนแอ และพกัผอ่นไม่เพียงพอ 

 ในปัจจุบนัยาท่ีใชใ้นการรักษาคือ acyclovir ซ่ึงมีโครงสร้างคลา้ยคลึงกบั nucleoside โดย

รับประทาน 200 mg 5 คร้ัง ทุก 4 ชัว่โมง 10-14 วนั หรือ 400 mg 3 คร้ัง ทุก 8 ชัว่โมง 10-14 วนั ส าหรับ

การเป็นคร้ังแรก และ 400 mg 3 คร้ัง ทุก 8 ชัว่โมง 5 วนั ส าหรับการเป็นซ ้า(1)  

 ในปัจจุบนัเร่ิมพบปัญหาเช้ือด้ือต่อยา  acyclovir เน่ืองจากเช้ือมีการปรับเปล่ียนเอนไซม ์ thymidine 

kinase ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์ใชเ้ติมหมู่ phosphate ใหก้บั acyclovir ท าใหย้าไม่ถกูเติมหมู่ phosphate จึงไม่

สามารถออกฤทธ์ิยบัย ั้งไวรัสได้(2) การวิจยัเพ่ือหาสารชนิดใหม่ท่ีมีฤทธ์ิตา้นไวรัสเริมจากพืชสมุนไพรจึง

เป็นอีกหน่ึงทางเลือกท่ีมีความน่าสนใจ และจากการทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือไวรัสเริมเบ้ืองตน้ของ

สมุนไพรหลายชนิดดว้ยวิธี Plaque reduction assay พบว่าสารสกดัหยาบจากเมทานอลของเอ้ืองมอนไข่ 

(Dendrobium densiflorum) สามารถตา้นไวรัสเริมไดร้้อยละ 70 ท่ีความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร จึงเป็นท่ีมาของงานวจิยัน้ี เพ่ือท่ีจะหาสารท่ีเป็นตวัออกฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือไวรัสเริม เพ่ือเป็นสาร

ตน้แบบและน าไปสู่การพฒันาเป็นยาต่อไป 
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วตัถุประสงค์ของกำรวจิยั 

1. เพื่อสกดัสารบริสุทธ์ิจากเอ้ืองมอนไข่ 
2. เพื่อศึกษาโครงสร้างทางเคมีของสารบริสุทธ์ิท่ีแยกได ้
3. เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของสารท่ีแยกไดใ้นการตา้นไวรัสเริมเปรียบเทียบกบั acyclovir 

 

ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

1. คน้พบสารท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือไวรัสเริม 
2. สามารถน าผลการทดลองท่ีไดม้าเป็นความรู้พ้ืนฐานเพ่ือน าไปพฒันาเป็นยาต่อไปในอนาคต 
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บทที่ 2 

ปริทัศน์วรรณกรรม 

2.1 โรคเริม(3) 

สำเหตุ 

 เป็นโรคติดต่อท่ีเกิดจากเช้ือไวรัส คือ Herpes Simplex Virus (HSV) ซ่ึงมี 2 ชนิดคือ HSV-1 (มกั

ก่อใหเ้กิดเริมตามบริเวณผวิหนงัและในช่องปากเป็นส่วนใหญ่) และ HSV-2 (มกัก่อใหเ้กิดเริมท่ีอวยัวะ

เพศ) สามารถติดต่อไดจ้ากน ้ าลาย น ้ าเหลือง หรืออสุจิของผูป่้วย 

อำกำร 

 แรกเร่ิมจะเป็นรอยแดงๆ ก่อน ร่วมกบัมีอาการแสบๆ คนัๆ ต่อมาจะกลายเป็นตุ่มน ้ าใสกระจุกกนั

เป็นกลุ่ม ขนาด 2-3 มิลลิเมตรจากนั้นตุ่มน ้ าใสน้ีจะกลายเป็นสีเหลืองแลว้แตกเป็นสะเก็ด หายไปเองโดย

ไม่มีแผลใน 7-10 วนั อาจจะมีไขร่้วมดว้ย โดยต าแหน่งท่ีพบบ่อย ไดแ้ก่ ริมฝีปาก แกม้ จมกู หู ตา กน้ 

อวยัวะเพศ นอกจากน้ี ต่อมน ้ าเหลืองบริเวณใกลเ้คียงมกัโตและเจ็บดว้ย เป็นโรคท่ีไม่สามารถรักษาให้

หายขาดได ้ เพราะเช้ือสามารถเขา้ไปหลบอยูใ่นปมประสาท และสามารถกลบัมาเป็นซ ้าไดเ้ม่ือมีปัจจยั

กระตุน้ เช่น ความเครียด ร่างกายอ่อนแอ และพกัผอ่นไม่เพียงพอ ประจ าเดือน เป็นตน้ 

อำกำรแทรกซ้อน 

 บริเวณตุ่มอาจกลายเป็นหนองหรือแผลพุพอง (เป็นอาการอกัเสบเน่ืองจากเกิดการติด

เช้ือแบคทีเรียร่วมดว้ย) 

 อาจท าใหส้มองอกัเสบ (meningitis / encephalitis) ซ่ึงพบนอ้ยมาก 

 ถา้เกิดท่ีตา อาจท าใหก้ระจกตาอกัเสบ (keratitis) ถึงขั้นตาบอดได ้

 ในหญิงตั้งครรภ ์ เช้ืออาจผา่นเขา้สู่รก ท าใหท้ารกพิการได ้ หรือทารกท่ีคลอดออกมา

อาจไดรั้บเช้ือทางช่องคลอดจนเสียชีวิตได ้

 ถา้ติดเช้ือท่ีปากมดลกู ท าใหม้ีโอกาสเป็นมะเร็งปากมดลกูเพ่ิมข้ึน 
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กำรรักษำ 

 1. รักษาตามอาการ เช่น ถา้ปวดหรือมีไข ้ใหย้าแกป้วดลดไข ้ถา้แสบคนั ทาดว้ยยาแกผ้ดผืน่คนั 

ไม่ควรใช ้topical steroids เพราะจะท าใหติ้ดเช้ือแทรกซอ้นได ้ขณะท่ีเป็นตุ่มน ้ าใสระยะแรก อาจใชเ้ข็ม

สะกิดใหแ้ตก แลว้เช็ดแผลดว้ยน ้ ายาฆ่าเช้ือ 

 2. ในผูป่้วยเด็ก ใหด่ื้มน ้ ามากๆ บว้นปากดว้ยน ้ าเกลือ แลว้ใชเ้จนเชียนไวโอเลตป้ายในช่องปาก 

วนัละ 3-4 คร้ัง 

 3. ถา้เป็นรุนแรงหรือติดเช้ือในตาด าควรรีบไปพบแพทยท์นัที  

- กระจกตาอกัเสบจากไวรัสเริม : trifluridine eye drop 1% หยอดคร้ังละ 1 หยด วนัละ 9 คร้ัง ห่าง 2-3 

ชัว่โมง หรือ acyclovir ointment 3% ป้ายวนัละ 5 คร้ัง นาน 1-2 สปัดาห์ 

- เริมท่ีอวยัวะเพศ : รับประทาน acyclovir 200 mg วนัละ 5 คร้ัง คร้ังละ 1 เมด็ ทุก 4 ชัว่โมง 10-14 วนั 

หรือ 400 mg 3 คร้ัง ทุก 8 ชัว่โมง 10-14 วนั ส าหรับการเป็นคร้ังแรก และ 400 mg 3 คร้ัง ทุก 8 ชัว่โมง 5 

วนั ส าหรับการเป็นซ ้า อาจใช ้acyclovir cream 5% หรือครีมพญายอทาร่วมดว้ย เพ่ือใหแ้ผลหายเร็วข้ึน 

ข้อแนะน ำ 

 เน่ืองจากเป็นโรคติดต่อ ไม่ควรใชส่ิ้งของร่วมกบัผูป่้วย และควรงดการมีเพศสมัพนัธ์

ในช่วงท่ีมีอาการของโรค 

 ในผูป่้วยหญิง ถา้เป็นท่ีปากมดลกู ควรตรวจหามะเร็งปากมดลกูปีละคร้ัง ในรายท่ีตั้งครรภ์

หรือใกลค้ลอด ควรพบแพทยเ์พื่อผา่ตดัคลอดทางช่องทอ้ง 

 ผูท่ี้โรคก าเริบถ่ีมาก เป็นรุนแรงหรือเป็นแผลเร้ือรังเกิน 1 เดือน ควรตรวจเลือดหาเช้ือ 

HIVs เพราะอาจจะเป็นเอดส์ได ้
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2.2 งำนวจิยัเกีย่วกบัพชืที่มฤีทธิ์ในกำรต้ำนไวรัสเริม 

 ในธรรมชาติมีสารจากพืชสมุนไพรหลายชนิดท่ีมีฤทธ์ิในการตา้นไวรัสเริม โดยในท่ีน้ีจะ

ยกตวัอยา่งเป็นกลุ่มสาร ไดแ้ก่ 

1.  สารสกดัจากใบทองพนัชัง่ (Rhinacanthus nasutus)ในน ้ า และเอทานอล เม่ือน ามาทดสอบฤทธ์ิ

ตา้นไวรัสเริม ดว้ยวิธี plaque reduction assay  พบว่าสามารถยบัย ั้งเช้ือไวรัส Herpes simplex type1 

(HSV-1) ได ้ จากศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีพบว่าสารท่ีออกฤทธ์ิคือ rhinacanthin ซ่ึงเป็นสารประกอบ

ในกลุ่ม naphthoquinones(4,5) 

 

 

 

รูปที่ 1 โครงสร้างของ naphthoquinones 

 

2. จากการศึกษาพบว่า สารประกอบ flavonoids หลายชนิดเช่น catechin และอนุพนัธ ์, naringenin , 

quercetin เป็นตน้ สามารถยบัย ั้งเช้ือไวรัส Herpes simplex ได้(6) 

 

รูปที่ 2 โครงสร้างของ flavonoids 
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3. จากการศกึษาพบว่า สารประกอบ monoterpenoids ใน volatile oil หลายชนิด เช่น balm oil, tea tree 

oil , peppermint oil  เป็นตน้ สามารถยบัย ั้งเช้ือไวรัส Herpes simplex ท่ีด้ือต่อ acyclovir ไดใ้นหลอด

ทดลอง (7) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3 ตวัอยา่งสาร monoterpenoids ท่ีพบใน volatile oils (Schnitzler P, Reichling J. Efficacy of plant 
products against herpetic infections. HNO. 2011; 59(12): 1176-84.) 
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2.3 พชืที่น ำมำใช้ในกำรวจิยั(8) 

ช่ือไทย   : เอ้ืองมอนไข่ 

ช่ือวทิยำศำสตร์  : Dendrobium densiflorum Lindl. ex Wall. 

ช่ืออืน่ๆ   : เอ้ืองมอนไข่เหล่ียม , เอ้ืองมอนไข่เหลือง , เอ้ืองมอนค า 

วงศ์   : Orchidaceae 

ลกัษณะทำงพฤกษศำสตร์: ราก เป็นแบบรากก่ึงอากาศ ล  าตน้ ลกัษณะ เป็นล าลกูกลว้ยสูง 30-45 
ซม. ล  าเป็นส่ีเหล่ียม เสน้ผา่นศนูยก์ลาง 2 ซม. ใบ หนา รูปไข่ ปลาย
แหลม มีประมาณ 3-4 ใบ ใกลป้ลายล า ใบยาวประมาณ 12-18 
ซม.  ช่อ ดอกเป็นช่อหอ้ย ดอกค่อนขา้งแน่น มจี  านวนดอกไดถึ้ง 50 
ดอกต่อช่อ ขนาดดอก 3-5 ซม. ดอกมีสีขาวจนถึงเหลือง ปากมีสีสม้  มี
กล่ินหอม ออกดอกในช่วงเดือนสิงหาคมถึงกนัยายน ดอกบานนาน 1- 
2 สปัดาห์ 

แหล่งที่พบ  : ภาคเหนือ และ ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือตอนบน  

 กำรใช้ประโยชน์  : ในประเทศจีนใชเ้ป็นยาบ ารุงกระเพาะอาหาร ลดไข ้กระตุน้การสร้าง 
    สารคดัหลัง่ต่างๆในร่างกาย 

สำรเคมทีี่พบ  : พบหลายกลุ่มเช่น coumarins , phenanthrenes , flavonoids เป็นตน้(9) 
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รูปที่ 4  เอ้ืองมอนไข่ Dendrobium densiflorum Lindl. ex Wall. 
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บทที่ 3 

วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

 3.1 พชืสมุนไพร อปุกรณ์ สำรเคม ีและเคร่ืองมอื 

 พชืสมุนไพร 

  กลว้ยไมเ้อ้ืองมอนไข่ (Dendrobium densiflorum) ซ้ือจากร้านคา้ในตลาดนดัสวน

 จตุจกัร น ้ าหนกัแหง้ 0.6 Kg 

 อุปกรณ์ 

 1. Erlenmeyer flask ขนาด 250 ml , 500 ml  และ 1000 ml 

 2. Stirring rod 

 3. Column chromatography ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลาง 1 น้ิว และ 2 น้ิว 

 4. Dropper 

 5. Stainless steel tank 

 6. Round bottom flask ขนาด 500 ml 

 7. TLC tank 

 8. TLC silica gel 60 F254 

 9. Aluminium foil 

 10. Cylinder ขนาด 10 ml , 50 ml , 100 ml และ 500 ml 

 11. Beaker ขนาด 50 ml , 100 ml , 250 ml และ 500 ml 
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 12. Forcep 

 13. Capillary tube 

 14. ขวดรับ fraction 

 15. ส าลี 

 สำรเคม ี  

 1. Silica gel 60 

 2. Sephadex LH 20 

 3. Hexane 

 4. Dichloromethane 

 5. Ethyl acetate 

 6. Acetone 

 7. Methanol 

 เคร่ืองมอื 

 1. เคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ต าแหน่ง (AG-135) 

 2. Rotary evaporator (Buchi rotavapor R-114) 

 3. Aspirator (Vacuum pump : Buchi B-169) 

 4. เคร่ืองกลัน่ solvent 

 5. Dessicator 
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 6. เคร่ืองฉายแสง UV (254 nm และ 365 nm) 

 7. Sonicator 

 8. NMR spectrophotometer 

3.2 กำรเตรียมส่ิงสกดัหยำบ 

 น ากลว้ยไมเ้อ้ืองมอนไข่มาลา้งใหส้ะอาด บดหยาบๆใหเ้ป็นช้ินเลก็ๆ แลว้น าไปอบใหแ้หง้ ได้

น ้ าหนกัแหง้ 0.6 กิโลกรัม จากนั้นน ามาแช่สกดัดว้ยวิธี maceration โดยใช ้methanol เป็นตวัท าละลาย 

เร่ิมจากน ากลว้ยไมท่ี้บดหยาบและอบแหง้แลว้ใส่ลงใน stainless steel tank เติม methanol ลงไป ตั้งท้ิง

ไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 48 ชัว่โมง ไขเก็บสารละลาย methanol ไว ้จากนั้นแช่ดว้ย methanol ท าซ ้าอีก 

2 คร้ัง น าสารละลาย methanol ท่ีไดท้ั้งหมดมาระเหยตวัท าละลายออกไปจนแหง้ภายใตค้วามดนัต ่าดว้ย

เคร่ือง rotary evaporator ไดส่ิ้งสกดัหยาบปริมาณ 50 กรัม 

3.3 กำรสกดัแยกสำรบริสุทธิ์ 

 น าส่ิงสกดัหยาบท่ีไดม้าแยกโดยน าไปผา่น quick column chromatography ซ่ึงใช ้silica gel เป็น 

stationary phase และ mobile phase ดงัน้ี 

 Fractions ท่ี 1-5  : Hexane 

 Fractions ท่ี 6-10  : 5 %  EtOAc/hexane 

 Fractions ท่ี 11-15 : 10 % EtOAc/hexane 

 Fractions ท่ี 16-20 : 20 % EtOAc/hexane 

 Fractions ท่ี 21-25 : 30 % EtOAc/hexane 

 Fractions ท่ี 26-30 : 40 % EtOAc/hexane 

 Fractions ท่ี 31-35 : 50% EtOAc/hexane 
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 Fractions ท่ี 36-40 : EtOAc 

 Fractions ท่ี 41-42 : Acetone 

 Fractions ท่ี 43-46 : MeOH 

 รับ fraction คร้ังละ 500 ml น า fraction ท่ีเก็บไดไ้ปน าไประเหยแหง้ดว้ยเคร่ือง rotary 

evaporator แลว้ตรวจสอบองคป์ระกอบทางเคมีโดยใช ้thin layer chromatography (TLC normal phase : 

silica gel) โดยใชร้ะบบตวัท าละลายคือ 10% EtOAc/hexane , 50% EtOAc/hexane และ EtOAc น า 

fraction ท่ีมีลกัษณะเหมือนกนับนแผน่ TLC มารวมกนัได ้8 fraction  

ตำรำงที่ 1 แสดงการแยก fraction จากส่ิงสกดัหยาบ 

Fraction น ้ าหนกัสาร(กรัม) 
I(1-10) 0.12 

II(11-15) 0.32 
III(16-24) 1.20 
IV(25-29) 0.50 
V(30-37) 2.04 
VI(38-40) 2.50 
VII(41-45) 3.90 
VIII(46) 30.00 

 

 

 

 

 

   ก.      ข. 

1    2   3   4   5   6   7   8   9  10  11  12  13 14 15 16  17 18 19  20  21  22 23  24  25  26 
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ค. 

รูปที่ 5 TLC  แสดงการแยก fraction จากส่ิงสกดัหยาบภายใต ้UV 254 nm  

ก) fractions 1-15  ข) fractions 16-26  ค) fractions 26-40 

 น า fraction V (2.04 กรัม) มาผา่น column chromatography (CC ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลาง 2 น้ิว)

ซ่ึงใช ้silica gel เป็น stationary phase และ mobile phase คือ EtOAc และ hexane โดยค่อยๆเพ่ิมความมี

ขั้วของตวัท าละลาย ตามดว้ย acetone สุดทา้ยจึงชะดว้ย methanol เก็บ fraction ได ้30 fraction จากนั้น

น า fraction ท่ีเก็บไดไ้ปน าไประเหยแหง้ดว้ยเคร่ือง rotary evaporator แลว้ตรวจสอบองคป์ระกอบทาง

เคมีโดยใช ้TLC (silica gel) โดยใชร้ะบบตวัท าละลายคือ 10 % EtOAc/hexane และ 50% EtOAc/hexane    

น า fraction ท่ีมีลกัษณะเหมือนกนับนแผน่ TLC มารวมกนัไดด้งัน้ี 

ตำรำงที ่2 แสดงการแยก fraction จาก fraction V  

Fraction น ้ าหนกัสาร(มิลลิกรัม) 
1 343 
2 57 
3 28 
4 41 
5 107 
6 86 
7 50 

26  27  28  29  30  31  32  33 33  34  35 36  37 38 39 40 
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Fraction น ้ าหนกัสาร(มิลลิกรัม) 
8-9 86 

10-11 41 
12-13 241 
14-18 713 
19-20 88 
21-22 56 

23 27 
24-25 21 
26-27 60 

28 33 
29-30 38 

 

 

 

 

  

 

  

 

 

ก. 

 

1        2       3       4        5      6      7       8      9 
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ข. 

 

 

 

 

 

 

ค. 

รูปที่ 6 TLC แสดงการแยก fraction ยอ่ยจาก fraction V ภายใต ้UV 254 nm 

ก) fractions 1-9  ข) fractions 10- 22  ค) fractions 22-30 

 น า fractions 14-18 (713 มิลลิกรัม) มาผา่น column chromatography (เสน้ผา่นศนูยก์ลาง 1 น้ิว) 

ซ่ึงใช ้ sephadex LH-20 เป็น stationary phase (แยกสารตามขนาดโมเลกุล) และ mobile phase คือ 

acetone เก็บ fraction ได ้13 fraction จากนั้นน า fraction ท่ีเก็บไดไ้ปน าไประเหยแหง้ดว้ยเคร่ือง rotary 

evaporator แลว้ตรวจสอบองคป์ระกอบทางเคมีโดยใช ้ TLC (silica gel) โดยใชร้ะบบตวัท าละลายคือ 

50% EtOAc/hexane น า fraction ท่ีมีลกัษณะเหมือนกนับนแผน่ TLC มารวมกนัไดด้งัน้ี 

10   11   12  13  14   15   16 16    17   18    19   20   21   22 

   22     23      24       25       26        27       28       29     30 
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ตำรำงที่ 3 แสดงการแยก fraction จาก fractions 14-18 

Fraction น ้ าหนกัสาร(มิลลิกรัม) 
1 79 
2 16 
3 17 
4 161 
5 215 

6-8 31 
9 17 

10-12 11 
13 6 

 น า fraction 5 มาตกผลึกซ ้าดว้ย MeOH ไดส้ารบริสุทธ์ิ มีลกัษณะเป็นผลึกรูปเข็ม ไม่มีสี ตั้งช่ือ

สารว่า DDen 4 (1) น ้ าหนกั 61 mg 

 

 

 

  

 

 

 

รูปที่ 7 TLC แสดงการแยก fraction ยอ่ยจาก fractions 14-18 ภายใต ้UV 254 nm 

 

 1      2      3       4      5       6       7       8        9       10      11      12    13   3/2   5/2 
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 จากนั้นน า fractions 21-22 (56 มิลลิกรัม) จาก fraction V มาผา่น sephadex LH-20 column ชะ

ดว้ย acetone เก็บ fraction ได ้ 6 fraction จากนั้นน า fraction ท่ีเก็บไดไ้ปน าไประเหยแหง้ดว้ยเคร่ือง 

rotary evaporator แลว้ตรวจสอบองคป์ระกอบทางเคมีโดยใช ้ TLC (silica gel) โดยใชร้ะบบตวัท า

ละลายคือ 50% EtOAc/hexane น า fraction ท่ีมีลกัษณะเหมอืนกนับนแผน่ TLC มารวมกนัไดด้งัน้ี 

ตำรำงที่ 4 แสดงการแยก fraction จาก fractions 21-22 

Fraction น ้ าหนกัสาร(มิลลิกรัม) 
1 17 

2-3 32 
4 8 
5 15 
6 4 

 

 น า fraction 5 มาตกผลึกซ ้าดว้ย MeOH ไดส้ารบริสุทธ์ิ มีลกัษณะเป็นผลึกรูปเข็ม ไม่มีสี ตั้งช่ือ

สารว่า DDen 6 (2) น ้ าหนกั 1 mg 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 8 TLC แสดงการแยก fraction ยอ่ยจาก fractions 21-22 ภายใต ้UV 254 nm 

 

     1       2       3       4       5      6 
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3.4 กำรวเิครำะห์หำโครงสร้ำง NMR spectroscopy 

 ละลายสาร DDen 4 (1) และ DDen 6 (2) ใน CDCl3 วิเคราะห์ผลดว้ย 
1H-NMR และ 13C-NMR 

และเปรียบเทียบ spectrum กบัสารท่ีเคยท่ีการรายงานในงายวิจยัจากการปริทศันว์รรณกรรม 

3.5 กำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนไวรัสเริม 

 ส่งสารไปทดสอบฤทธ์ิตา้นไวรัสเริม ท่ีหอ้งปฏิบติัการภาควิชาชีวเคมีและจุลชีววิทยา คณะ
เภสชัศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั โดยความอนุเคราะห์ของรองศาสตราจารย ์เภสชักรหญิง ดร.วิมล
มาศ ลิปิพนัธ ์ โดยท าการทดสอบกบัเช้ือไวรัส Herpes Simplex type I (HSV-1) และ Herpes Simplex 
type II (HSV-2) ดว้ยวิธี Plaque reduction assay (เป็นวิธีการตรวจหาปริมาณไวรัส หรือ Quantitative 
assay) ซ่ึงจะเป็นการน าเช้ือ HSV-1 และ HSV-2 มา infect ใน vero cells ท่ีอยูใ่น 96-well microtiter 
plates จากนั้นน าสารท่ีตอ้งการทดสอบในความเขม้ขน้ต่างๆกบั medium เติมลงไปในแต่ละ wells น าไป 
incubate ไว ้3 วนัท่ี 35 - 37 °C จากนั้นยอ้มสีดว้ยสี Neutral red , สี Tryphan blue หรือสี crystal violet 
เสร็จแลว้ลา้งสีออก บริเวณของ cell monolayer ท่ีติดเช้ือไวรัสจะเป็นช่องว่างไม่ติดสีเรียกว่า plaque ซ่ึง
แต่ละ plaque อาจถือไดว้่าเกิดจากไวรัส 1 ตวั หน่วยท่ีใชน้บั Plaque คือ Plaque Forming Unit/ml 
(PFU/ml)(10) จากนั้นประเมินผลการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของไวรัสโดยวิธีการนบั virus plate forming 
บน vero cells เปรียบเทียบกบั acyclovir ซ่ึงใชเ้ป็น positive control 
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แผนภูมิกำรสกัดสำรจำกกล้วยไม้เอือ้งมอนไข่ 

 

    แช่สกดัดว้ย methanol 3 คร้ัง 

 

     Quick CC - hexane : EtOAc gradient 

               - final elution with Acetone & MeOH 

 

  I II III IV V VI VII VIII 

             Silica gel CC  - hexane : EtOAc gradient 

               - final elution with Acetone & MeOH 

1-7    8-9   10-11   12-13   14-18   19-20   21-22   23   24-25   26-27   28   29-30 

 Sephadex LH-20 : Acetone 

1     2     3     4     5     6-8     9     10-12     13      1          2-3          4          5          6 

     ตกผลึกซ ้าดว้ย MeOH 

 

 

 

 

กลว้ยไมเ้อ้ืองมอนไข่บดละเอียด (0.6 กิโลกรัม) 

Methanol crude extract  50 กรัม 

1 (61 mg) 

- หาสูตรโครงสร้างดว้ย NMR 

- ทดสอบฤทธ์ิตา้นไวรัสเริม 

2 (1 mg) 
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บทที่ 4 

ผลกำรวิจัย 

4.1 กำรวเิครำะห์หำสูตรโครงสร้ำงด้วย NMR spectroscopy 

 4.1.1 สำร DDen 4 (1) 

 จากการวิเคราะห์ดว้ย NMR มีค่าดงัตารางน้ี(11) 

ตำรำงที่ 5 1H-NMR และ 13C-NMR ของ DDen 4 (1) และ scoparone  

Position DDen 4 (CDCl3) Scoparone (CDCl3) 
1H(mult.,J in Hz) 13C 1H(mult.,J in Hz) 13C 

2 - 161.3 - 161.1 
3 6.26 (d,9.5) 113.4 6.30 (d,9.6) 113.2 
4 7.61 (d,9.5) 143.2 7.95 (d,9.6) 144.9 
5 6.85 (s) 108.0 7.26 (s) 109.4 
6 - 146.3 - 146.4 
7 - 149.9 - 149.9 
8 6.81 (s) 99.9 7.08 (s) 100.5 
9 - 152.8 - 153.1 
10 - 111.3 - 111.7 

OMe-6 3.90 (s) 56.2 3.81 (s) 56.4 
OMe-7 3.93 (s) 56.3 3.87 (s) 56.7 

 

 จากการวิเคราะห์ดว้ย 1H-NMR และ 13C-NMR ของ DDen 4 (1) เปรียบเทียบกบัสารท่ีมีการ

รายงาน พบว่า สาร DDen 4 (1) คือ scoparone โดยมีโครงสร้างดงัน้ี 
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รูปที่ 9 โครงสร้างทางเคมขีอง scoparone 

 4.1.2 สำร DDen 6 (2) 

 จากการวิเคราะห์ดว้ย NMR มีค่าดงัตารางน้ี(12,13) 

ตำรำงที่ 6 1H-NMR และ 13C-NMR ของ DDen 6 (2) และ scopoletin  

Position DDen 6 (CDCl3) Scopoletin (CDCl3) 
1H(mult.,J in Hz) 13C 1H(mult.,J in Hz) 13C 

2 - 161.5 - 161.5 
3 6.29 (d,9.5) 113.4 6.28 (d,9.5) 113.4 
4 7.61 (d,9.5) 143.3 7.60 (d,9.5) 143.3 
5 6.86 (s) 107.5 6.85 (s) 107.4 
6 - 144.0 - 144.0 
7 - 150.3 - 150.2 
8 6.94 (s) 103.2 6.92 (s) 103.2 
9 - 149.7 - 150.2 
10 - 111.5 - 111.5 

OMe-6 3.99 (s) 56.4 3.96 (s) 56.4 
OH-7 - - 6.17 (s) - 

 

 จากการวิเคราะห์ดว้ย 1H-NMR และ 13C-NMR ของ DDen 6 (2) เปรียบเทียบกบัสารท่ีมีการ

รายงาน พบว่า สาร DDen 6 (2) คือ scopoletin โดยมีโครงสร้างดงัน้ี 
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รูปที่ 10 โครงสร้างทางเคมขีอง scopoletin 

4.2 ผลกำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนไวรัสเริม 

 จากการทดสอบฤทธ์ิตา้นไวรัสเริม (HSV-1 , HSV-2)  พบว่าสาร DDen 4 (1) และ DDen 6 (2) ท่ี

สกดัแยกไดจ้ากกลว้ยไมเ้อ้ืองมอนไข่ ไม่มีฤทธ์ิตา้นไวรัสเริม (HSV-1 , HSV-2) โดยใช ้ acyclovir เป็น 

positive control 
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บทที่ 5 

อภิปรำยและสรุปผลกำรวิจัย 

 เม่ือน าสารสกดัหยาบชั้น MeOH ของกลว้ยไมเ้อ้ืองมอนไข่ มาท าการแยกสารบริสุทธ์ิโดยใช้

เทคนิคทาง chromatography คือ silica gel column chromatography และ sephadex LH-20 column 

chromatography (size exclusion chromatography) สามารถสกดัแยกสารบริสุทธ์ิได ้2 ชนิด คือ DDen 4 

(1) มีน ้ าหนกั 61 mg และ DDen 6 (2) น ้ าหนกั 1 mg โดยจากการเปรียบเทียบ 1H NMR และ 13C NMR 

กบัสารท่ีมีรายงานมาก่อนพบว่า สาร DDen 4 (1) คือ scoparone ส่วน DDen 6 (2) คือ scopoletin และ

เมื่อน าไปทดสอบฤทธ์ิตา้นไวรัสเริม (HSV-1 , HSV-2) โดยใชว้ิธี Plaque reduction assay พบว่าสาร 

DDen 4 (1) และ DDen 6 (2) ไม่มีฤทธ์ิตา้นไวรัสเริม (HSV-1 , HSV-2) โดยใช ้acyclovir เป็น positive 

control 
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1H-NMR spectrum ของสำร DDen 4 (300 MHz , CDCl3 ) 
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13C-NMR spectrum ของสำร DDen 4 (75 MHz , CDCl3 ) 

 



29 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1H-NMR spectrum ของสำร DDen 6 (300 MHz , CDCl3 ) 
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13C-NMR spectrum ของสำร DDen 6 (75 MHz , CDCl3 ) 
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