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ง 
 

ค ำน ำ 
 

 ปริญญานิพนธ์ฉบับนี้เป็นส่วนหนึ่งของการศึกษาหลักสูตรเภสัชศาสตรบัณฑิต ประจ าปีการศึกษา 
2560 ซ่ึงได้ท าการศึกษาสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไลเปสจากเอ้ืองผึ้ง (Dendrobium lindleyi) โดยมุ่งเน้น
ให้นิสิตเกิดกระบวนการเรียนรู้ การวางแผนการท างาน ความรับผิดชอบ ตลอดจนสามารถแก้ไขปัญหา
ต่างๆ ได้ โดยมีอาจารย์ที่ปรึกษาปริญญานิพนธ์ควรให้ค าแนะน าและความช่วยเหลืออยู่ตลอด ซึ่งทางคณะ
ผู้จัดท าหวังเป็นอย่างยิ่งว่าโครงการปริญญานิพนธ์ฉบับนี้จะได้ประโยชน์ส าหรับผู้ที่สนใจด าเนินงานวิจัย 
และเป็นองค์ความรู้ในการพัฒนาวิชาชีพเภสัชกรรมต่อไปในอนาคต 
 หากโครงการปริญญานิพนธ์ฉบับนี้มีความผิดพลาดประการใด ทางคณะผู้จัดท าโครงการขออภัยไว้ 
ณ ที่นี้ด้วย 
 

คณะผู้จัดท า   
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จ 
 

บทคัดย่อภำษำไทย 

 จากการทดสอบเบื้องต้นพบว่าสารสกัดหยาบด้วย methanol ของเอ้ืองผึ้งมีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์    
ไลเปสมากกว่าร้อยละ 80 ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือสกัด
แยกสารที่เป็นองค์ประกอบทางเคมีจาก Dendrobium lindleyi หรือเอ้ืองผึ้ง และพิสูจน์โครงสร้างของ
สารบริสุทธิ์ที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไลเปส ซึ่งจะใช้วิธี bioassay guided fractionation ในการคัดกรองฤทธิ์
ในแต่ละขั้นของการแยกสกัด ส่วนการสกัดแยกสารบริสุทธิ์จะใช้วิธี column chromatography ผ่าน 
silica gel column และ Sephadex LH-20 column อีกทั้งยังใช้วิธี thin layer chromatography มา
ช่วยในการหา solvent system ที่เหมาะสมในการสกัดและช่วยท านายแนวโน้มการสกัดได้ จากนั้นน า
สารที่ได้ไปพิสูจน์โครงสร้างทางเคมีด้วยเทคนิค NMR spectroscopy และน าไปทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์
ไลเปสด้วยวิธี lipase inhibitory assay โดยผลการวิจัยพบว่าสามารถสกัดแยกสารบริสุทธิ์ได้ 2 ชนิด และ
เมื่อน าสารดังกล่าวไปวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมี พบว่าเป็นสาร moscatilin (1) และ cypripedin (2) ซึ่ง
จากการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไลเปสพบว่าสาร moscatilin ไม่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ไลเปส ส่วน
สาร cypripedin สามารถยับยั้งเอนไซม์ไลเปสได้ โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 320.34 ไมโครโมลาร์ จาก
ผลงานวิจัยที่กล่าวมาข้างต้นทั้งหมดสามารถสรุปได้ว่า cypripedin เป็นสารส าคัญที่พบในเอ้ืองผึ้งที่มีฤทธิ์
ยับยั้งเอนไซม์ไลเปส 
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ฉ 
 

บทคัดย่อภำษำอังกฤษ 

 In a preliminary study, the methanol extract of Dendrobium lindleyi showed more 
than 80% anti-lipase activity at the concentration of 100 µg/ml. The aim of this project 
was to isolate and identify the constituents responsible for the anti-lipase activity from            
D. lindleyi. In a bioassay-guided fractionation, we were able to isolate the active 
compounds using a combination of chromatographic techniques, including column 
chromatography (silica gel and Sephadex LH-20) and thin layer chromatography (silica 
gel). Through NMR spectroscopic studies, the compounds were characterized as 
moscatilin (1) and cypripedin (2). The two isolates were then evaluated for their lipase 
inhibitory activities. Only cypripedin showed lipase inhibitory activities with IC50 values of 
320.34 µM. 
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บทท่ี 1  
บทน า 

 
1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

 โรคอ้วนถือเป็นปัญหาสาธารณสุขที่ส าคัญของโลก เกิดจากความผิดปกติในการเผาผลาญสารอาหาร 
(metabolic disease) ท าให้มีการเพ่ิมการสะสมของไขมันในร่างกาย โรคอ้วนจะส่งผลเสียต่อร่างกายทั้ง
ระบบต่อมไร้ท่อ ระบบหัวใจและหลอดเลือด และการเกิดมะเร็งตามมา ผู้ป่วยโรคอ้วนมีจ านวนเพ่ิมมากขึ้น
เรื่อยๆ ในแต่ละปี  ยาที่ใช้รักษาโรคอ้วนมีทั้งออกฤทธิ์ต่อระบบประสาทส่วนกลาง ซึ่งเกี่ยวข้องกับการลด
ความอยากอาหารหรือท าให้อ่ิม ได้แก่ lorcaserin, phentermine/topiramate extended release, 
bupropion/naltrexone และ liraglutide และยาที่ไม่ได้ออกฤทธิ์ต่อระบบประสาทส่วนกลาง ได้แก่ 
orlistat ซึ่งท าหน้าที่ยับยั้งเอนไซม์ไลเปส (lipase) ทั้งจากตับอ่อนและกระเพาะอาหาร ท าให้ไม่เกิดการ
ย่อยไขมันส่งผลให้การดูดซึมไขมันจากอาหารเข้าสู่ร่างกายลดลง  
 orlistat ได้ขึ้นทะเบียนเป็นยารักษาโรคอ้วนตั้งแต่ปี 1999 โดยเป็นยาที่ถูกดูดซึมเข้าสู่ร่างกายน้อย
มากและมีผลข้างเคียงไม่รุนแรงเมื่อเทียบกับยาในกลุ่มที่ออกฤทธิ์ต่อระบบประสาทส่วนกลาง orlistat ยัง
เป็นยารักษาโรคอ้วนเพียงชนิดเดียวที่อนุญาตให้จ าหน่ายในร้านยาได้ แต่ เมื่อปี 2010 the United State 
food and drug administration (USFDA) ได้เพ่ิมข้อมูลบนฉลากยาว่ามีความเป็นไปได้ที่ orlistat จะ
เพ่ิมความเสี่ยงในการเกิด severe liver injury [1] ปัจจุบันมีงานวิจัยหลากหลายที่พยายามค้นหาสาร
ยับยั้งเอนไซม์ไลเปสชนิดใหม่ โดยหวังว่าจะน าไปพัฒนาเป็นยาที่มีประสิทธิภาพและความปลอดภัยมากขึ้น 
 งานวิจัยหลายฉบับค้นพบสารยับยั้งเอนไซม์ไลเปสจากธรรมชาติ [2] เช่น ในปี 2007 Li และคณะ
พบว่าใบของ Acanthopanax sessiliflorus มีสาร sessiloside และ chiisanoside ที่มีฤทธิ์ยับยั้ง
เอนไซม์ไลเปส ส่วนในปี 2010 Matsumoto และคณะพบว่า fucoxanthin ที่ได้จากสาหร่าย Undaria 
pinnatifida และ Sargassum fulvellum มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไลเปสในหนู และสามารถลดการดูดซึม
ของ triglyceride และควบคุมการเพ่ิมปริมาณ triglyceride ในระบบไหลเวียนเลือดได้ หรือในปี 2013 
Kumar และ Alagawadi พบว่า galangin สารในกลุ่ม flavonol ที่ได้จากเหง้าของ Alpinia galanga มี
ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไลเปส เป็นต้น 
 พืชในสกุล Dendrobium ซึ่งอยู่ในวงศ์ Orchidaceae ก็เป็นอีกหนึ่งเป้าหมายในการค้นหาสาร
ยับยั้งเอนไซม์ไลเปส จากงานวิจัยที่ศึกษาสารเคมีในพืชสกุล Dendrobium [3] พบว่ามีสารในกลุ่ม 
bibenzyls และงานวิจัยที่ศึกษาใน Dioscorea opposita (พืชในสกุลกลอย) ก็พบว่ามีสารในกลุ่ม 
bibenzyls เช่นเดียวกัน ซึ่งสารที่พบมีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไลเปส [4] นอกจากนี้ในปี 2017 Inthongkaew 
และคณะ [5] ได้รายงานผลการศึกษาสารจากเอ้ืองเงินหลวง (Dendrobium formosum) ซึ่งพบว่า 
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confusarin และ 5-methoxy-7-hydroxy-9,10- dihydro-1,4- phenanthrenequinone มีฤทธิ์ยับยั้ง
เอนไซม์ไลเปส 

 "เอ้ืองผึ้ง" เป็นหนึ่งในพืชสกุล Dendrobium มีชื่อวิทยาศาสตร์คือ Dendrobium lindleyi Steud. 
ซึ่งพบว่ายังไม่มีการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีและฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไลเปส ประกอบกับการคัดกรองฤทธิ์
สารสกัดจากเอ้ืองผึ้ง เมื่อน าสารสกัดหยาบ methanol ของเอ้ืองผึ้งมาทดสอบฤทธิ์โดยใช้เอนไซม์ไลเปส
และ 4-methylumbelliferyl oleate (4-MUO) เป็น substrate พบว่าสารสกัดหยาบ methanol 
สามารถยับยั้งเอนไซม์ไลเปสได้มากกว่าร้อยละ 80 ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ผู้วิจัยจึง
สนใจศึกษาสารส าคัญที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไลเปสจากเอ้ืองผึ้ง ซ่ึงการศึกษานี้มีความส าคัญในการพัฒนายา
รักษาโรคอ้วนทีอ่อกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไลเปส ทั้งจากตับอ่อนและกระเพาะอาหาร และอาจสามารถพัฒนา
เป็นยาหรือผลิตภัณฑ์เสริมอาหารเพื่อเป็นทางเลือกให้ผู้ป่วยต่อไป 
 การศึกษานี้ใช้วิธีการทางโครมาโทกราฟีในการสกัดแยกสารให้บริสุทธิ์ และใช้เทคนิค NMR 
spectroscopy ในการพิสูจน์โครงสร้างทางเคมีของสารบริสุทธิ์ที่สกัดได้เทียบกับข้อมูลอ้างอิงที่เคยมีการ
รายงานมาก่อนแล้ว นอกจากนี้ยังน าสารบริสุทธิ์ที่แยกได้มาทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไลเปสโดยใช้ 
เอนไซม์ไลเปสและ 4-MUO ในการทดสอบ 
 
1.2 วัตถุประสงค์การวิจัย 

  1. เพ่ือสกัดสารบริสุทธิ์ที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไลเปสจากเอ้ืองผึ้ง (Dendrobium lindleyi) 
  2. เพ่ือศึกษาและพิสูจน์โครงสร้างทางเคมีจากสารบริสุทธิ์ที่สกัดแยกได้ 
 
1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

  1. ทราบข้อมูลเบื้องต้นของพืชสกุล Dendrobium เกี่ยวกับฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไลเปส 
  2. ทราบข้อมูลของสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไลเปส 
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บทท่ี 2  
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 โรคอ้วนและยารักษาโรคอ้วน 

 โรคอ้วนเป็นโรคเรื้อรังที่เกิดจากความผิดปกติในการเผาผลาญสารอาหาร (metabolic disease) 
ท าให้มีการเพ่ิมการสะสมของไขมันในร่างกาย เกิดได้จากหลายสาเหตุ เช่น พันธุกรรม [6] สิ่งแวดล้อม   
โรคอ่ืนๆ [7] ยา [8] เป็นต้น โรคอ้วนจะส่งผลเสียต่อร่างกายทั้งระบบต่อมไร้ท่อ ระบบหัวใจและหลอด
เลือด และการเกิดมะเร็งตามมา การมีไขมันที่ท้องส่งผลต่อการเกิดภาวะต้านอินซูลินโดยการลดความไว
ของฮอร์โมนอินซูลินท าให้มีผลต่อทั้งการน ากลูโคสเข้าสู่เซลล์ การเผาผลาญไขมัน และการควบคุมการผลิต
กลูโคสจากตับ ภาวะต้านอินซูลินนี้จะท าให้มีระดับอินซูลินในเลือดเพ่ิมมากขึ้นและไปเพ่ิมความเสี่ยงในการ
เป็นโรคต่างๆ ได้ 
 ในช่วงปี 1980 โรคอ้วน (obesity) เริ่มเป็นที่รู้จักอย่างแพร่หลาย ประชากรในเกือบทุกประเทศทั่ว
โลกต้องประสบกับปัญหาภาวะน้ าหนักเกินหรือโรคอ้วนเพ่ิมมากขึ้นเรื่อยๆ จนกระทั่งในปี 1997 องค์การ
อนามัยโลก (World Health Organization; WHO) ได้จัดโรคอ้วนเป็นปัญหาสาธารณสุขที่ส าคัญของโลก 
ในปี 2013 พบว่าประชากร 1 ใน 3 ของโลกมีภาวะน้ าหนักเกินหรืออ้วน ในปี 2010 การมีภาวะน้ าหนัก
เกินและมีภาวะโรคอ้วน เป็นสาเหตุการตาย 3.4 ล้านคน [9] โดยความชุกของโรคอ้วนในประเทศไทย
พบว่าเพ่ิมขึ้นเป็นสองเท่าในช่วง 20 ปีที่ผ่านมา ข้อมูลจากโครงการส ารวจสุขภาพประชาชนไทย โดยการ
ตรวจร่างกายและสัมภาษณ์ (National Health examination surveys; NHES) แสดงความชุกของโรค
อ้วนในผู้ใหญ่ โดยใช้ค่าดัชนีมวลกาย (BMI) มากกว่าหรือเท่ากับ 25 kg/m2 เป็นเกณฑ์ในการตัดสิน พบว่า 
ในปี 1991 1997 และ 2004 ความชุก ของโรคอ้วนในผู้ชายเป็นร้อยละ 13.0 18.6 และ 22.4 ตามล าดับ 
ส่วนความชุกของโรคอ้วนในผู้หญิงเป็น ร้อยละ 23.2 29.5 และ 34.3 ตามล าดับ [9] 
 ปัจจุบันยาที่ใช้รักษาโรคอ้วน แบ่งออกเป็นยาที่ออกฤทธิ์ต่อระบบประสาทส่วนกลางและยาที่ไม่ได้
ออกฤทธิ์ต่อระบบประสาทส่วนกลาง โดยยาที่ออกฤทธิ์ต่อระบบประสาทส่วนกลางแสดงดังรูปที่ 1 ได้แก่ 
1) lorcaserin [10] มีกลไกการออกฤทธิ์เป็น selective 5-HT2C receptor agonist ซึ่ง receptor นี้    
อยู่บน pro-opiomelanocortin neuron ของสมองส่วน hypothalamus ท าให้เกิดความอ่ิม            
2) phentermine/topiramate extended release (ER) [11,12] โดย phentermine ท าให้มีการเพ่ิม
ปริมาณสารสื่อประสาทอีพิเนฟริน (norepinephrine; NE) และ โดปามีน (dopamine; DA) ในสมองส่วน 
hypothalamus ท าให้ความอยากอาหารลดลง 3) bupropion/naltrexone [13] ซึ่ง bupropion ท าให้
โดปามีนและนอร์อีพิเนฟรินเพ่ิมขึ้น โดยยับยั้งการดูดกลับ และ 4) liraglutide [14] ออกฤทธิ์จับกับ 
GLP1R ซึ่งอยู่บน pro-opiomelanocortin neuron ของ hypothalamus ท าให้เกิดความอ่ิม ส่วนยาที่
ไม่ได้ออกฤทธิ์ต่อระบบประสาทส่วนกลาง ได้แก่ orlistat  [15] โดยท าหน้าที่ยับยั้งเอนไซม์ไลเปส ทั้งจาก

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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. 



4 

 

ตับอ่อนและกระเพาะอาหาร ท าให้ไม่เกิด  triglyceride hydrolysis จึงเป็นการลดการดูดซึมไขมันจาก
อาหาร 

 

รูปที่ 1 การส่งสัญญาณของ appetite-regulating hormone, neuropeptide และ neurotransmitter และยาที่ออก
ฤทธิ์เกี่ยวข้องกับ pathway [16] 

 
2.2 เอนไซม์ไลเปสและสารยับย้ังเอนไซม์ไลเปส (lipase and lipase inhibitor) 

 2.2.1 เอนไซม์ไลเปส (lipase) 

  เอนไซม์ไลเปสท าหน้าที่ในกระบวนการเมแทบอลิซึมและการย่อยไขมัน ซึ่งในร่างกายมนุษย์ 
เอนไซม์ไลเปสถูกสร้างขึ้นจากหลายอวัยวะ โดยเอนไซม์หลักคือเอนไซม์ไลเปสที่มาจากตับอ่อน 
(pancreatic lipase) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ส าคัญในน้ าย่อยจากตับอ่อน (pancreatic juice) ท าหน้าที่ย่อย 
triglyceride จากอาหาร ภายในล าไส้เล็ก [2] ซึ่งมีกลไกการย่อยไขมันเป็นดังรูปที่ 2 เริ่มตั้งแต่เอนไซม์   
ไลเปสที่มาจากกระเพาะอาหาร (gastric lipase) และ เอนไซม์ไลเปสที่อยู่ในน้ าลาย (lingual lipase) 
ย่อย triglyceride บางส่วนให้เป็น free fatty acids และ diacylglycerol ต่อมาไขมันที่ได้จะเกิด 
emulsification กับน้ าดี (bile salts) กลายเป็นหยดไขมันเล็กๆ ซึ่งเป็นโครงสร้าง emulsion ที่ซับซ้อน 
ประกอบด้วย triglycerides และ diglycerides ที่อยู่ตรงกลาง ถัดมาจะมี polar lipids, 
phospholipids, cholesterol, และ free fatty acids และรอบนอกจะมี oligosaccharides, 
denatured proteins และ bile salts ต่อมา pancreatic lipase ที่หลั่งจาก pancreatic acinar cell 
จะเข้าท าปฏิกิริยากับหยด emulsion นี้จนได้เป็น micelle ที่ประกอบด้วย free fatty acids, 
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monoacylglycerols, diacylglycerols binds with cholesterol, bile salts, fat soluble vitamins 
และ lysophosphatidic acid ซ่ึง micelle นี้จะถูกดูดซึมเข้าสู่ร่างกายโดย enterocyte [2] 

 
รูปที่ 2 กลไกการย่อยและดูดซมึไขมันจากอาหาร [2] 

 
 2.2.2 สารยับยั้งเอนไซม์ไลเปส (lipase inhibitor) 

  สารยับยั้ ง เอนไซม์ ไลเปสที่ถูกค้นพบครั้ งแรกคือ lipstatin ซึ่ ง ได้มาจากแบคที เรีย 
Streptomyces toxytricini ต่อมาได้พัฒนามาเป็น tetrahydrolipstatin หรือที่รู้จักกันในชื่อ orlistat ซึ่ง
มีโครงสร้างทางเคมทีี่คงตัวมากขึ้น [17] ด้วยคุณสมบัติการยับยั้งเอนไซม์ไลเปส ดังนั้น orlistat จึงถูกวิจัย
และพัฒนาเพ่ือรักษาผู้ป่วย dyslipidemia ต่อมาภายหลังมีการศึกษาจนมีข้อบ่งใช้ในการรักษาโรคอ้วน  
เนื่องจากสามารถลดน้ าหนักผู้ป่วยโรคอ้วนได้ [18] ซึ่งเป็นเหตุจากการยับยั้งเอนไซม์ไลเปส ท าให้ 
triglyceride ถูกย่อยได้น้อยลง ไขมันจึงถูกดูดซึมได้น้อยลง 
  งานวิจัยหลายฉบับพยายามศึกษาสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไลเปส [2] ซึ่งส่วนมากจะเริ่ม
ค้นหาสารจากธรรมชาติโดยเฉพาะพืช สารจากธรรมชาติที่มีการน ามาศึกษาฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไลเปส  
ได้แก่สารในกลุ่ม alkaloids, carotenoid, glycosides, polyphenols, polysaccharides, saponins 
และ terpenoids ดังแสดงตัวอย่างสารจากกลุ่มต่างๆ ในตารางที่ 1 
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ตารางที่ 1 ตัวอย่างงานวิจัยท่ีศึกษาฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมไ์ลเปสของสารจากธรรมชาติ [2] 

กลุ่มสาร ตัวอย่างงานวิจัย 
Alkaloids ในปี 2012 Wikiera และคณะพบว่า caffeine, theophylline และ theobromine สามารถยับยั้ง

การไฮโดรไลซิสของ tributyrin และ tripalmitate ซึ่งถูกเร่งโดย human pancreatic lipase 
Carotenoids ในปี 2010 Matsumoto และคณะพบว่า fucoxanthin ที่ได้จากสาหร่าย เช่น Undaria 

pinnatifida และ Sargassum fulvellum มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไลเปส ในหนู และสามารถลดการ
ดูดซึมของ lymphatic triglyceride และควบคุมการเพิ่มของความเข้มข้น triglyceride ในระบบ
ไหลเวียนเลือดได้ 

Glycosides ในปี 2013 Habtemarium และคณะพบว่า Kaempferol 3-O-rutinoside ที่ได้จาก Cassia 
auriculata ซึ่งนิยมน ามาใช้เป็นยาสมุนไพรในทวีปเอเชียนั้น มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไลเปสที่ดี 
นอกจากน้ียังพบสารนี้ได้จาก Gingko biloba และพืชในสกุล Ficus 

Polyphenols ในปี 2013 Kumar และ Alagawadi พบว่า galangin สารในกลุ่ม flavonol ที่ได้จากเหง้าของ 
Alpinia galanga มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไลเปส  นอกจากนี้ในปี 2006 Ono และคณะพบว่าใบของ 
Nelumbo nucifera ที่น ามาใช้เพื่อลดความอ้วนในประเทศจีนก็มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไลเปสและ
เอนไซม์แอลฟา-อะไมเลส   

Polysaccharides ในปี 2006 Sumiyoshi และ Kimura พบว่า Chitosan จากเปลือกกุ้งและสัตว์จ าพวก crustacean 
มีฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์ไลเปส 

Saponins ในปี 2007 Li และคณะพบว่าใบของ Acanthopanax sessiliflorus มีสาร sessiloside และ 
chiisanoside ที่มฤีทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไลเปส  

Terpenes ในปี 2005 Lee และคณะพบว่าการสกัด Gasdenia jasminoides โดยใช้น้ า ท าให้ได้สาร crocin 
และ crocetin ที่มฤีทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไลเปส  

 
 2.2.3 งานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับสารยับย้ังไลเปสในกล้วยไม้สกุล Dendrobium 

  ในปี 2015 Lam และคณะ [3] ได้ตีพิมพ์บทความปริทัศน์ซึ่งรายงานกลุ่มสารที่พบในพืชสกุล 
Dendrobium ทั้ง 42 ชนิด พบว่ามีสารในกลุ่ม alkaloids 32 ชนิด coumarins 6 ชนิด bibenzyls 15 
ชนิด fluorenones 4 ชนิด phenanthrenes 22 ชนิด และ sesquiterpenoids 7 ชนิด และจาก
การศึกษาของ Min Hye Yang และคณะ [4] ในปี 2013 แสดงให้เห็นว่าสารในกลุ่ม bibenzyls ที่ผู้วิจัย
สกัดได้จาก Dioscorea opposite (พืชในสกุลกลอย) มีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ไลเปส ซึ่งสารในกลุ่ม 
bibenzyls นี้เป็นสารกลุ่มหลักที่สามารถพบได้ในกล้วยไม้สกุล Dendrobium เช่นกัน นอกจากนี้ในปี 
2017 Inthongkaew และคณะ [5] ได้รายงานผลการศึกษาฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไลเปส จากพืชสกุล 
Dendrobium โดยพบว่าสาร confusarin และ 5-methoxy-7-hydroxy-9,10-dihydro-1,4-
phenanthrenequinone จากเอ้ืองเงินหลวง (Dendrobium formosum) มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไลเปส  
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2.3 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไลเปส 

 4-methylumbelliferyl oleate (4-MUO) เป็นสารที่ไม่มีคุณสมบัติเรืองแสง (nonfluorescent) 
แต่เมื่อท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสกับเอนไซม์ไลเปสแล้วจะให้สาร 4-methylumbelliferone (4-MU) ซึ่งมี
คุณสมบัติเรืองแสง (fluorescent) [19] แสดงโครงสร้างทางเคมีดังรูปที่ 3 โดยมีความยาวคลื่น 
excitation ที่ 355 นาโนเมตร และความยาวคลื่น emission ที่ 460 นาโนเมตร หลักการทดสอบคือเมื่อ 
4-MUO ถูกย่อยโดยเอนไซม์ไลเปสจนเป็น 4-MU จะสามารถตรวจพบ fluorescence ได้ โดยใช้ 
microplate reader แต่หากสารที่น ามาทดสอบสามารถยับยั้งเอนไซม์ไลเปส จะท าให้ตรวจพบ 
fluorescence ได้น้อยลง และสามารถค านวณออกมาเป็น % inhibition ได้ 

              
 

     (a)      (b) 

รูปที่ 3 โครงสร้างทางเคมีของ (a) 4-MUO และ (b) 4-MU 

 
2.4 พืชท่ีน ามาใช้ในการศึกษาวิจัย  

 ชื่อไทย   : เอ้ืองผึ้ง 
 ชื่อทางวิทยาศาสตร์ : Dendrobium lindleyi 
 วงศ์    : Orchidaceae  
 ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ : กล้วยไม้อิงอาศัย สูง 6 - 10 เซนติเมตร ล าลูกกล้วยรูปรี เส้นผ่าน
ศูนย์กลาง  2 - 3 เซนติเมตร ใบรูปรีแกมขอบขนาน กว้าง 3 เซนติเมตร ยาว 8 - 10 เซนติเมตร ดอก
ออกเป็นช่อตามข้อ ห้อยลง ก้านช่อยาว 15 - 25 เซนติเมตร กลีบเลี้ยงและกลีบดอกสีเหลืองเข้ม กลีบปาก 
แผ่กว้าง รูปรีแกมกลม มีแต้มสีส้มที่โคนกลีบและมีขนนุ่ม ดอกบานเต็มที่กว้าง 3 เซนติเมตร มีกลิ่นหอม 
[20] 
 ฤดูออกดอก : เดือนกุมภาพันธ์ - เดือนเมษายน [20] 
 แหล่งที่พบในประเทศไทย : พบทั่วประเทศตามป่าผลัดใบ ป่าดิบ ที่ระดับความสูง 300 - 1,500 
เมตร [20] 
 การกระจายพันธุ์ : อินเดีย จีนตอนใต้ และเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ [20] 
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  รูปที่ 4 เอื้องผึ้ง (Dendrobium lindleyi) [20] 
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บทท่ี 3  
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
3.1 พืชสมุนไพร อุปกรณ์ สารเคมี และเครื่องมือ 

 พืชสมุนไพร 

  เอ้ืองผึ้ง (Dendrobium lindleyi) (น้ าหนักแห้ง 1.1 กิโลกรัม) 

 อุปกรณ์ 

1. round bottom flask ขนาด 1,000 มิลลิลิตร 
2. erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร 500 มิลลิลิตร และ 1,000 มิลลิลิตร 
3. cylinder ขนาด 10 มิลลิลิตร 100 มิลลิลิตร และ 1,000 มิลลิลิตร 
4. beaker ขนาด 50 มิลลิลิตร 250 มิลลิลิตร 500 มิลลิลิตร และ 1,000 มิลลิลิตร 
5. sintered glass funnel เส้นผ่านศูนย์กลาง 5 นิ้ว 
6. glass column เส้นผ่านศูนย์กลาง 1 นิ้ว และ 2 นิ้ว 
7. stainless steel tank 
8. separatory funnel ขนาด 1,000 มิลลิลิตร 
9. thin Layer Chromatography tank 
10. silica gel 60 F254 บนแผ่น aluminium ส าหรับ TLC; Merck® 
11. capillary tubes 
12. forceps 
13. กระดาษกรอง 
14. ส าลี 
15. ขวดรับ fraction ขนาด 100 มิลลิลิตร 
16. aluminium foil  
17. pasteur pipette 
18. ช้อนเขา 
19. 96-well microtiter plate 
20. micropipette tip ขนาด 100 ไมโครลิตร 200 ไมโครลิตร และ 1,000 ไมโครลิตร 
21. eppendorf tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
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 สารเคมี 

1. methanol 
2. butanol 
3. ethyl acetate 
4. น้ า 
5. hexane 
6. acetone 
7. silica gel ขนาด 0.063-0.200 มิลลิเมตร 
8. silica gel ขนาด 0.040-0.063 มิลลิเมตร 
9. Sephadex LH 20 
10. acetone-d6 
11. dimethyl sulfoxide (DMSO) 
12. 4-methylumbelliferyl oleate (4-MUO) 
13. orlistat 
14. lipase 
15. Tris-HCl 
16. NaCl 
17. CaCl2 
18. sodium citrate 

 เครื่องมือ 

1. tray and truck dryer 
2. grinder 
3. เครื่องชั่งไฟฟ้า ยี่ห้อ Mettler® รุ่น AG135 
4. rotary evaporator (Buchi rotavapor R-114) 
5. asparator (vacuum pump: Buchi B-169) 
6. เครื่องกลั่นสารเคมี 
7. เครื่องฉายแสง UV 
8. NMR spectrometer 
9. fluorescent lamp 
10. micropipette 2-20 ไมโครลิตร, 20-100 ไมโครลิตร และ 100-1,000 ไมโครลิตร   
11. microplate reader ยี่ห้อ Victor3® รุ่น wallac1420 
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12. Vortex® shaker 
13. pH meter 
 

3.2 การเตรียมสิ่งสกัดหยาบ 

 น าเอ้ืองผึ้งที่ผ่านการล้างให้สะอาดแล้วไปอบแห้งด้วย tray and truck dryer แล้วน าไปบดหยาบ
ได้น้ าหนักแห้ง 1.1 กิโลกรัม จากนั้นน าไปแช่สกัดใน aluminium tank โดยใช้ methanol จ านวน 3 ครั้ง 
ครั้งละ 1 สัปดาห์ น าสิ่งสกัดที่ได้ไประเหยด้วยเครื่อง rotary evaporator ได้เป็นสิ่งสกัดหยาบน้ าหนัก 
97.96 กรัม จากนั้นน ามาสกัดด้วยวิธี partition โดยใช้ ethyl acetate และน้ า แล้วสกัดด้วยวิธี 
partition อีกครั้งหนึ่งด้วย น้ าและ butanol จะได้สิ่งสกัดหยาบ 3 ส่วนคือ ethyl acetate extract 
(34.93 กรัม) butanol extract และ water extract ดังรูปที่ 5 

 
รูปที่ 5 แผนภาพการสกัดสารจากเอื้องผึ้ง 
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3.3 การสกัดสารบริสุทธิ์  

 น าสิ่งสกัดหยาบ  ethyl acetate 34.93 กรัม ไปสกัดด้วยวิธี column chromatography โดยใช้ 
column ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 2.5 นิ้ว ใช้ silica gel ขนาด 0.040-0.063 มิลลิเมตร เป็นเฟสคงที่ 
(stationary phase) บรรจุ silica gel สูง 15 เซนติเมตร ใช้ ethyl acetate และ hexane เป็นเฟส
เคลื่อนที่ (mobile phase)  โดยเริ่มจากการใช้ hexane 100% แล้วค่อยๆ เพ่ิมสัดส่วนของ ethyl 
acetate ขึ้นทีละน้อยจนเป็น ethyl acetate 100% จากนั้นใช้ methanol 100% โดยเก็บสารจาก 
column ครั้งละประมาณ 300 มิลลิลิตร ได้เป็น 27 fraction โดยแต่ละ fraction น าไประเหยเพ่ือก าจัด
ตัวท าละลายด้วยเครื่อง rotary evaporator แล้วน าแต่ละ fraction ที่แห้งแล้วไปท าการทดสอบด้วยวิธี 
thin layer chromatography ด้วยระบบตัวท าละลายที่เป็นส่วนผสมระหว่าง ethyl acetate และ 
hexane โดย fraction 1-10 ใช้ตัวท าละลายในสัดส่วน ethyl acetate: hexane  1: 9 fraction 11-17 
ใช้ตัวท าละลายในสัดส่วน 4: 6 และ fraction 18-27 ใช้ตัวท าละลายในสัดส่วน 9: 1 จากนั้นรวม fraction 
ที่มีลักษณะ TLC band ที่เหมือนกันเข้าด้วยกัน ได้เป็น 10 fraction นั่นคือ fraction A-J 
 น า fraction F ซึ่งมีน้ าหนัก 3.21 กรัม มาแยกสารด้วยวิธี column chromatography ขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลาง 2.5 นิ้ว ใช้ silica gel ขนาด 0.040-0.063 มิลลิเมตร เป็น stationary phase บรรจุ silica 
gel สูง 15 เซนติเมตร ใช้ ethyl acetate และ hexane เป็น mobile phase โดยเริ่มจากการใช้ 
hexane 100% แล้วค่อยๆ เพ่ิมสัดส่วนของ ethyl acetate ขึ้นทีละน้อยจนเป็น ethyl acetate 100% 
จากนั้นใช้ methanol 100% โดยเก็บสารจาก column ครั้งละประมาณ 300 มิลลิลิตร ได้เป็น 29 
fraction โดยแต่ละ fraction น าไประเหยเพ่ือก าจัดตัวท าละลายด้วย rotary evaporator แล้วน าแต่ละ 
fraction ที่แห้งแล้วไปทดสอบด้วยวิธี thin layer chromatography ด้วยระบบตัวท าละลายที่เป็น
ส่วนผสมระหว่าง ethyl acetate และ hexane ในสัดส่วน ethyl acetate: hexane 3: 7 จากนั้นรวม 
fraction ที่มีลักษณะ TLC band เหมือนกันเข้าด้วยกัน ได้เป็น 12 fraction นั่นคือ FF1-FF12 
 น า fraction FF8 น้ าหนัก 140 มิลลิกรัม มาแยกสารด้วยวิธี column chromatography ขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลาง 1 นิ้ว ใช้ sephadex LH 20 เป็น stationary phase และใช้ methanol เป็น 
mobile phase  เก็บสารจาก column ครั้งละประมาณ 20 มิลลิลิตร ใส่ขวดเก็บ fraction ขนาด 100 
มิลลิลิตร ได้เป็น 27 fraction โดยแต่ละ fraction น าไประเหยเพ่ือก าจัดตัวท าละลายด้วย rotary 
evaporator แล้วน าแต่ละ fraction ที่แห้งแล้วไปท าการทดสอบด้วยวิธี thin layer chromatography 
ด้วยระบบตัวท าละลายที่เป็นส่วนผสมระหว่าง ethyl acetate และ hexane ในสัดส่วน ethyl acetate: 
hexane 3: 7 จากนั้นรวม fraction ที่มีลักษณะ TLC band เหมือนกันเข้าด้วยกัน ได้เป็น 12 fraction 
นั่นคือ FF8(1-9), FF8(10), FF8(11), FF8(12), FF8(13-15), FF8(16), FF8(17), FF8(18-20), FF8(21), 
FF8(22), FF8(23-26), FF8(27) แล้วสังเกตลักษณะ TLC band ของแต่ละ fraction เพ่ือเลือก fraction 
ที่มีลักษณะของ TLC band เป็น spot เดียว ซึ่งหมายความว่า fraction นั้นอาจเป็นสารที่บริสุทธิ์ โดย 
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fraction ที่มีลักษณะของ TLC band เป็น spot เดียว นั่นคือ FF8(23-26) น้ าหนัก 25.9 มิลลิกรัม 
ก าหนดให้เป็น compound 1 ซึ่งจะน าไปพิสูจน์โครงสร้างทางเคมีด้วยวิธี NMR spectroscopy ต่อไป 
 น า fraction FF10 ซึ่งมีน้ าหนัก 340 มิลลิกรัม มาแยกสารด้วยวิธี column chromatography 
โดยใช้ column ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1 นิ้ว มี sephadex LH 20 เป็น stationary phase และใช้  
methanol เป็น mobile phase โดยเก็บสารจาก column ครั้งละประมาณ 20 มิลลิลิตร ใส่ขวดเก็บ 
fraction ขนาด 100 มิลลิลิตร ได้จ านวน 33 fraction โดยแต่ละ fraction น าไประเหยเพ่ือก าจัดตัวท า
ละลายด้วย rotary evaporator แล้วน าแต่ละ fraction ที่แห้งแล้วไปท าการทดสอบด้วยวิธี thin layer 
chromatography ด้วยระบบตัวท าละลายที่เป็นส่วนผสมของ ethyl acetate และ hexane ในสัดส่วน 
ethyl acetate: hexane 3: 7 จากนั้นรวม fraction ที่มีลักษณะ TLC band เหมือนกันเข้าด้วยกัน ได้
เป็น 11 fraction นั่นคือ FF10(1-4), FF10(5-7), FF10(8-13), FF10(14), FF10(15-16), FF10(17-18), 
FF10(19), FF10(20-23), FF10(24-25), FF10(26-28), FF10(29-33) แล้วสังเกตลักษณะ TLC band 
ของแต่ละ fraction เพ่ือเลือก fraction ที่มีลักษณะของ TLC band เป็น spot เดียว ซึ่งหมายความว่า 
fraction นั้นอาจเป็นสารที่บริสุทธิ์ โดย fraction ที่มีลักษณะของ TLC band เป็น spot เดียว นั่นคือ 
FF10(15-16) น้ าหนัก 89.3 มิลลิกรัม ก าหนดให้เป็น compound 2 ซึ่งจะน าไปพิสูจน์โครงสร้างทางเคมี
ด้วยวิธี NMR spectroscopy ต่อไป 
 
3.4 การวิเคราะห์หาโครงสร้างทางเคมีด้วยวิธี NMR spectroscopy 

 แบ่ง compound 1 มาเล็กน้อยแล้วน าไปละลายใน acetone-d6 ส าหรับวิเคราะห์ผลด้วยวิธี NMR 
spectroscopy ในรูปแบบ 1H NMR, 13C NMR, HSQC NMR, HMBC NMR และ NOESY และ mass 
spectrometry แล้วน า spectrum ที่ได้มาวิเคราะห์หาลักษณะโครงสร้างทางเคมีของสารดังกล่าว และ
น าไปตรวจสอบเปรียบเทียบกับสารที่เคยมีการรายงานในงานวิจัย 
 แบ่ง compound 2 มาเล็กน้อยแล้วน าไปละลายใน acetone-d6 ส าหรับไปวิเคราะห์ผลด้วยวิธี 
NMR spectroscopy ในรูปแบบ 1H NMR, 13C NMR, HSQC NMR, HMBC NMR และ NOESY แล้วน า 
spectrum ที่ได้มาวิเคราะห์หาลักษณะโครงสร้างทางเคมีของสารดังกล่าว และน าไปตรวจสอบ
เปรียบเทียบกับสารที่เคยมีการรายงานในงานวิจัย 
 
3.5 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไลเปส 

 ชั่งน้ าหนัก ethyl acetate extract, fraction F, orlistat (positive control) และ compound 
2 อย่างละ 1 มิลลิกรัม ใส่ลงใน eppendorf tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล้วเจือจางด้วย DMSO ให้ได้
ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ชั่งน้ าหนัก compound 1 น้ าหนัก 1 มิลลิกรัม ใส่ลงใน 
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eppendorf tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล้วเจือจางด้วย DMSO ให้ได้ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 150 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
 เตรียม buffer solution ซึ่งมีส่วนประกอบคือ Tris-HCl 204.93 มิลลิกรัม NaCl 876.64 มิลลิกรัม 
และ CaCl2 14.42 มิลลิกรัม แล้วปรับปริมาตรให้ได้ 100 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้ได้ 8 
 เตรียม 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร lipase solution in buffer 0.1 M sodium citrate โดยการ
เตรียม buffer ที่มีส่วนประกอบคือ sodium citrate 2.58068 มิลลิกรัม ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 
ปรับ pH ให้ได้ 4.2 ชั่งน้ าหนักเอนไซม์ไลเปส 1 มิลลิกรัม ปรับปริมาตรด้วย buffer ที่เตรียมไว้ให้ได้ 2 
มิลลิลิตร 
 ดูดสารละลายที่เตรียมไว้แต่ละความเข้มข้นด้วย micropipette ใส่ลงใน 96-well microtiter 
plate 3 อัน โดยมีรายละเอียดดังนี้ 

  1) microtiter plate ที่ 1 (แสดงดังรูปที่ 6) 
   - หลุม A1-A3 เป็น negative control โดยแต่ละหลุมประกอบด้วย 20% DMSO 25 
ไมโครลิตร lipase solution 25 ไมโครลิตร และ 4-MUO 50 ไมโครลิตร  
   - หลุม A4-A6 เป็น negative control โดยแต่ละหลุมประกอบด้วย 20% DMSO 25 
ไมโครลิตร buffer solution 25 ไมโครลิตร และ 4-MUO 50 ไมโครลิตร  
   - หลุม B1-B3 เป็น positive control โดยแต่ละหลุมประกอบด้วย orlistat 
solution 25 ไมโครลิตร lipase solution 25 ไมโครลิตร และ 4-MUO 50 ไมโครลิตร  
   - หลุม B4-B6 เป็น positive control โดยแต่ละหลุมประกอบด้วย orlistat 
solution 25 ไมโครลิตร buffer solution 25 ไมโครลิตร และ 4-MUO 50 ไมโครลิตร  
   - หลุม C1-C3 หยดสารละลายที่มาจาก ethyl acetate extract โดยแต่ละหลุม
ประกอบด้วย ethyl acetate solution 25 ไมโครลิตร lipase solution 25 ไมโครลิตร และ 4-MUO 50 
ไมโครลิตร  
   - หลุม C4-C6 หยดสารละลายที่มาจาก ethyl acetate extract โดยแต่ละหลุม
ประกอบด้วย ethyl acetate solution 25 ไมโครลิตร buffer solution 25 ไมโครลิตร และ 4-MUO 
50 ไมโครลิตร   
   หลังจากหยดสารแล้ว ปิดฝา microtiter plate ทิ้งไว้เป็นเวลา 30 นาที แล้วเติม 
sodium citrate 100 ไมโครลิตรทุกหลุม แล้วน าไปวัด fluorescence ด้วย Victor3® microplate 
reader รุ่น wallac1420   
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รูปที่ 6 รูปแบบการหยดสารละลายใน microtiter plate ที่ 1 

  2) microtiter plate ที่ 2 (แสดงดังรูปที่ 7) 
   - หลุม A1-A3 เป็น negative control โดยแต่ละหลุมประกอบด้วย 20% DMSO 25 
ไมโครลิตร lipase solution 25 ไมโครลิตร และ 4-MUO 50 ไมโครลิตร  
   - หลุม A4-A6 เป็น negative control โดยแต่ละหลุมประกอบด้วย 20% DMSO 25 
ไมโครลิตร buffer solution 25 ไมโครลิตร และ 4-MUO 50 ไมโครลิตร  
   - หลุม B1-B3 เป็น positive control โดยแต่ละหลุมประกอบด้วย orlistat  
solution 25 ไมโครลิตร lipase solution 25 ไมโครลิตร และ 4-MUO 50 ไมโครลิตร  
   - หลุม B4-B6 เป็น positive control โดยแต่ละหลุมประกอบด้วย orlistat  
solution 25 ไมโครลิตร buffer solution 25 ไมโครลิตร และ 4-MUO 50 ไมโครลิตร  
   - หลุม C1-C3 หยดสารละลายที่มาจาก fraction F โดยแต่ละหลุมประกอบด้วย 
fraction F solution 25 ไมโครลิตร lipase solution 25 ไมโครลิตร และ 4-MUO 50 ไมโครลิตร  
   - หลุม C4-C6 หยดสารละลายที่มาจาก fraction F โดยแต่ละหลุมประกอบด้วย 
fraction F solution 25 ไมโครลิตร buffer solution 25 ไมโครลิตร และ 4-MUO 50 ไมโครลิตร   
   หลังจากหยดสารแล้ว ปิดฝา microtiter plate ทิ้งไว้เป็นเวลา 30 นาที แล้วเติม 
sodium citrate 100 ไมโครลิตรทุกหลุม แล้วน าไปวัด fluorescence ด้วย Victor3® microplate 
reader รุ่น wallac1420   
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รูปที่ 7 รูปแบบการหยดสารละลายใน microtiter plate ที่ 2 

  3) microtiter plate  ที่ 3 (แสดงดังรูปที่ 8) 
   - หลุม A1-A3 เป็น negative control โดยแต่ละหลุมประกอบด้วย 20% DMSO 25 
ไมโครลิตร lipase solution 25 ไมโครลิตร และ 4-MUO 50 ไมโครลิตร  
   - หลุม A4-A6 เป็น negative control โดยแต่ละหลุมประกอบด้วย 20% DMSO 25 
ไมโครลิตร buffer solution 25 ไมโครลิตร และ 4-MUO 50 ไมโครลิตร  
   - หลุม B1-B3 เป็น positive control โดยแต่ละหลุมประกอบด้วย orlistat  
solution 25 ไมโครลิตร lipase solution 25 ไมโครลิตร และ 4-MUO 50 ไมโครลิตร  
   - หลุม B4-B6 เป็น positive control โดยแต่ละหลุมประกอบด้วย orlistat  
solution 25 ไมโครลิตร buffer solution 25 ไมโครลิตร และ 4-MUO 50 ไมโครลิตร  
   - หลุม C1-C3 หยดสารละลายที่มาจาก compound 1 โดยแต่ละหลุมประกอบด้วย 
compound 1 solution (100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 25 ไมโครลิตร lipase solution 25 ไมโครลิตร 
และ 4-MUO 50 ไมโครลิตร  
   - หลุม C4-C6 หยดสารละลายที่มาจาก compound 1 โดยแต่ละหลุมประกอบด้วย 
compound 1 solution (100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 25 ไมโครลิตร buffer solution 25 ไมโครลิตร 
และ 4-MUO 50 ไมโครลิตร   
   - หลุม D1-D3 หยดสารละลายที่มาจาก compound 2 โดยแต่ละหลุมประกอบด้วย 
compound 2 solution (100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 25 ไมโครลิตร lipase solution 25 ไมโครลิตร 
และ 4-MUO 50 ไมโครลิตร 
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   - หลุม D4-D6 หยดสารละลายที่มาจาก compound 2 โดยแต่ละหลุมประกอบด้วย 
compound 2 solution (100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 25 ไมโครลิตร buffer solution 25 ไมโครลิตร 
และ 4-MUO 50 ไมโครลิตร   
   หลังจากหยดสารแล้ว ปิดฝา microtiter plate ทิ้งไว้เป็นเวลา 30 นาที แล้วเติม 
sodium citrate 100 ไมโครลิตรทุกหลุม แล้วน าไปวัด fluorescence ด้วย Victor3® microplate 
reader รุ่น wallac1420   

 

รูปที่ 8 รูปแบบการหยดสารละลายใน microtiter plate ที่ 3 

  4) microtiter plate  ที่ 4 (แสดงดังรูปที่ 9) 
   - หลุม A1-A3 เป็น negative control โดยแต่ละหลุมประกอบด้วย 20% DMSO 25 
ไมโครลิตร lipase solution 25 ไมโครลิตร และ 4-MUO 50 ไมโครลิตร  
   - หลุม A4-A6 เป็น negative control โดยแต่ละหลุมประกอบด้วย 20% DMSO 25 
ไมโครลิตร buffer solution 25 ไมโครลิตร และ 4-MUO 50 ไมโครลิตร  
   - หลุม B1-B3 เป็น positive control โดยแต่ละหลุมประกอบด้วย orlistat  
solution 25 ไมโครลิตร lipase solution 25 ไมโครลิตร และ 4-MUO 50 ไมโครลิตร  
   - หลุม B4-B6 เป็น positive control โดยแต่ละหลุมประกอบด้วย orlistat  
solution 25 ไมโครลิตร buffer solution 25 ไมโครลิตร และ 4-MUO 50 ไมโครลิตร  
   - หลุม C1-C3 หยดสารละลายที่มาจาก compound 1 โดยแต่ละหลุมประกอบด้วย 
compound 1 solution (50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 25 ไมโครลิตร lipase solution 25 ไมโครลิตร 
และ 4-MUO 50 ไมโครลิตร  
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   - หลุม C4-C6 หยดสารละลายที่มาจาก compound 1 โดยแต่ละหลุมประกอบด้วย 
compound 1 solution (50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 25 ไมโครลิตร buffer solution 25 ไมโครลิตร 
และ 4-MUO 50 ไมโครลิตร  
   - หลุม D1-D3 หยดสารละลายที่มาจาก compound 1 โดยแต่ละหลุมประกอบด้วย 
compound 1 solution (100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 25 ไมโครลิตร lipase solution 25 ไมโครลิตร 
และ 4-MUO 50 ไมโครลิตร  
   - หลุม D4-D6 หยดสารละลายที่มาจาก compound 1 โดยแต่ละหลุมประกอบด้วย 
compound 1 solution (100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 25 ไมโครลิตร buffer solution 25 ไมโครลิตร 
และ 4-MUO 50 ไมโครลิตร  
   - หลุม E1-E3 หยดสารละลายที่มาจาก compound 1 โดยแต่ละหลุมประกอบด้วย 
compound 1 solution (150 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 25 ไมโครลิตร lipase solution 25 ไมโครลิตร 
และ 4-MUO 50 ไมโครลิตร  
   - หลุม E4-E6 หยดสารละลายที่มาจาก compound 1 โดยแต่ละหลุมประกอบด้วย 
compound 1 solution (150 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 25 ไมโครลิตร buffer solution 25 ไมโครลิตร 
และ 4-MUO 50 ไมโครลิตร  
   หลังจากหยดสารแล้ว ปิดฝา microtiter plate ทิ้งไว้เป็นเวลา 30 นาที แล้วเติม 
sodium citrate 100 ไมโครลิตรทุกหลุม แล้วน าไปวัด fluorescence ด้วย Victor3® microplate 
reader รุ่น wallac1420 เพ่ือน าผลที่ได้มาสร้างกราฟ หาค่า IC50 ของสารแต่ละตัว 

 

รูปที่ 9 รูปแบบการหยดสารละลายใน microtiter plate ที่ 4 
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 หลังจากท่ีวัด fluorescence ของหลุมต่างๆ น ามาค านวณหา % inhibition ของสารจากสูตร 

                      
               

       
     

 ก าหนดให้       คือค่าเฉลี่ย fluorescence ของ negative control  

       คือค่าเฉลี่ย fluorescence ของสารตัวอย่างที่ความเข้มข้นใดความเข้มข้นหนึ่ง  

       คือค่าเฉลี่ย fluorescence ของสารที่เป็น blank ของ negative control 

       คือค่าเฉลี่ย fluorescence ของสารที่เป็น blank ของสารตัวอย่างที่ความ 
    เข้มข้นใดความเข้มข้นหนึ่ง 

 ค านวณหา IC50 โดยจากการค านวณด้วยสูตรข้างต้น ในสารตัวอย่าง 1 ชนิดจะได้ผลลัพธ์เป็น      
% inhibition ของสารในแต่ละความเข้มข้น ทั้งหมด 3 ความเข้มข้น จากนั้นน า % inhibition ดังกล่าวไป
สร้างกราฟ โดยให้แกน X เป็นค่าความเข้มข้นของสารตัวอย่าง และแกน Y เป็นค่า % inhibition จะได้
เป็นสมการเส้นตรง ซึ่งสามารถค านวณหาค่า IC50 ของสารตัวอย่างนั้นๆ จากสมการเส้นตรงนี้ได้ 
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บทท่ี 4 
ผลการวเิคราะห์ข้อมูล 

 
4.1 การสกัดสารบริสุทธิ์ 

 จากกระบวนการแยกสกัดตามขั้นตอนที่กล่าวมาข้างต้น พบ fraction ที่มีลักษณะของ TLC band 
เป็น spot เดียว นั่นคือ FF8(23-26) และ FF10(15-16) ซึ่งมีน้ าหนัก 25.9 มิลลิกรัม (% yield เท่ากับ 
0.0024%) และ 89.3 มิลลิกรัม (% yield เท่ากับ 0.0081%) ตามล าดับ 
 
4.2 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างทางเคมีด้วยเทคนิค NMR spectroscopy 

 fraction FF8(23-26) และ FF10(15-16) ซึ่งพบว่ามี spot ที่มีการเรืองแสงภายใต้แสง UV ที่ความ
ยาวคลื่น 254 นาโนเมตรเพียง spot เดียว อาจแสดงว่า fraction ดังกล่าวมีสารบริสุทธ์เพียงสารเดียว เมื่อ
น าไปวิเคราะห์หาสูตรโครงสร้างทางเคมีด้วยเทคนิค NMR spectroscopy รูปแบบ 1H NMR, 13C NMR, 
HSQC, HMBC และ NOESY แล้วน าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์ร่วมกันได้เป็นสูตรโครงสร้างทางเคมีของสาร 
โดยที่ fraction FF8(23-26) ได้โครงสร้างดังรูปที่ 1 ก าหนดให้เป็น compound 1 ส่วน FF10(15-16)    
มีโครงสร้างดังรูปที่ 2 ก าหนดให้เป็น compound 2 

 
         (1)         (2) 

รูปที่ 10  โครงสร้างทางเคมีของ (1) compound 1 และ (2) compound 2 

 จากนั้นน าสูตรโครงสร้างที่ได้ไปสืบค้นในฐานข้อมูลว่าสารทั้งสองชนิดเคยถูกค้นพบหรือรายงานมา
ก่อนหรือไม่ ซึ่งพบว่าไม่เคยมีรายงานองค์ประกอบทางเคมีของเอ้ืองผึ้งมาก่อน โดยพบว่า compound 1 
คือสารที่มีชื่อว่า cypripedin ส่วนสาร compound 2 คือสารที่มีชื่อว่า moscatilin หรือ 

dendrophenol หรือ 4,4-dihydroxy-3,3,5-trimethoxybibenzyl และมีผู้ท าการศึกษาวิจัยและ
รายงานค่า chemical shift และ NMR spectrum ของทั้งสาร cypripedin และ moscatilin มาก่อน
แล้วเช่นกัน จึงน า NMR spectrum ของสาร compound 1 ใน acetone-d6 มาเปรียบเทียบกับ     
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NMR spectrum ของสาร cypripedin ใน acetone-d6 [21] ซึ่งแสดงในตารางที่ 2 และน า NMR 
spectrum ของสาร compound 2 ใน acetone-d6 มาเปรียบเทียบกับ NMR spectrum ของสาร 
moscatilin ใน acetone-d6 [22] ซึ่งแสดงในตารางที่ 3 

 
 

ตารางที่ 2 การเปรยีบเทียบข้อมลู NMR spectrum ของ compound 1 ใน acetone-d6 

และ cypripedin ใน acetone-d6 

Position compound 1 cypripedin [21] 

δH δc δH δC 

1 - 181.1 - 181.2 
2 - 159.6  159.6 
3 6.20 (s) 111.9 6.20 (s) 111.9 
4 - 189.1 - 189.1 
4a - 128.3 - 128.3 
4b - 125.7 - 125.7 
5 9.27 (d, 9.6) 126.2 9.27 (d, 9.6) 126.2 
6 7.43 (d, 9.6) 123.4 7.43 (d, 9.6) 123.4 

7 - 149.5 - 149.5 

8 - 141.0 - 141.1 

8a - 133.9 - 134.0 

9 8.38 (d, 9) 127.1 8.37 (d, 9) 127.2 
10 8.09 (d, 9) 122.6 8.09 (d, 9) 122.7 
10a - 130.0 - 130.0 

2-MeO 3.94 (s) 56.6 3.93 (s) 56.7 
8-MeO 3.92 (s) 61.5 3.94 (s) 61.5 
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ตารางที่ 3 การเปรยีบเทียบข้อมลู NMR spectrum ของ compound 2 ใน acetone-d6 

และ moscatilin ใน acetone-d6 

Position compound 2 moscatilin [22] 

δH δc δH δC 
1 - 133.1 - 133.1 
2 6.47 (s) 106.7 6.48 (s) 106.7 
3 - 148.4 - 148.3 
4 - 134.8 - 134.8 
5 - 148.4 - 148.3 
6 6.47 (s) 106.7 6.48 (s) 106.7 

1 - 134.1 - 134.1 

2 6.78 (d, 1.8) 112.9 6.78 (d, 2.0) 112.9 

3 - 148.0 - 147.9 

4 - 145.4 - 145.3 

5 6.72 (d, 8.0) 115.5 6.75 (d, 8.0) 115.4 

6 6.64 (dd, 8.0, 
1.8) 

121.6 6.64 (dd, 8.0, 
2.0) 

121.6 

α 2.78 (s) 38.9 2.78 (m) 38.8 

α 2.78 (s) 38.4 2.78 (m) 37.3 
3-OMe 3.75 (s) 56.5 3.75 (s) 56.5 

3-OMe 3.77 (s) 56.1 3.76 (s) 56.1 

5-OMe 3.75 (s) 56.5 3.75 (s) 56.5 

   

  จากผลการเปรียบเทียบข้อมูล NMR spectrum ในส่วนของ 1H NMR, 13C NMR, HSQC, 
HMBC และ NOESY ระหว่างสาร compound 1 กับสาร cypripedin และสาร compound 2 กับสาร 
moscatilin พบว่าค่า chemical shift ของการเปรียบเทียบสารทั้ง 2 คู่ มีความใกล้เคียงกันมากพอที่จะ
สรุปได้ว่าสาร compound 1 คือ สาร cypripedin และสาร compound 2 คือ สาร moscatilin 
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4.3 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไลเปส 

 ผลการทดสอบหา % inhibition แสดงดังตารางที่ 4 ส่วนกราฟที่ใช้ค านวณ IC50 แสดงดังรูปที่ 11  

ตารางที่ 4 ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมไ์ลเปส 

สารที่ทดสอบ ความเข้มขน้ 
(µg/ml) 

% inhibition %RSD 

DMSO (negative control) - 0.00  
ethyl acetate extract 100 84.17 2.83 
fraction F 100 82.05 11.12 
cypripedin (compound 1) 100 57.91 9.62 
moscatilin (compound 2) 100 26.53 5.09 

cypripedin (compound 1) 
50 
100 
150 

34.52 
64.13 
78.14 

8.35 
19.08 
34.82 

 
 

 
รูปที่ 11 กราฟแสดงร้อยละการยบัยั้งเอนไซมไ์ลเปส (% inhibition) ของ cypripedin  

ที่ความเข้มข้น 50, 100 และ 150 ไมโครกรัมต่อมิลลลิิตร 

y = 0.4362x + 15.31 
R² = 0.9591 
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  จากรูปที่ 11 จะได้กราฟเส้นตรงที่มีสมการ y = 0.4362x+15.31 ซึ่งสาร cypripedin 
สามารถยับยั้งไลเปสได้ร้อยละ 50 ที่ความเข้มข้น 79.53 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดังนั้นสามารถสรุปได้ว่า
สาร cypripedin (284.267 g/mol) มีค่า IC50 เท่ากับ 79.53 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร หรือเท่ากับ 320.34 
ไมโครโมลาร์ 
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บทท่ี 5 
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอ้เสนอแนะ 

 
 จากสารสกัดหยาบ methanol ของ Dendrobium lindleyi หรือเอ้ืองผึ้ง ซึ่งคัดกรองฤทธิ์เบื้องต้น
พบว่ายับยั้งเอนไซม์ไลเปสได้มากกว่าร้อยละ 80 ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เมื่อน าสาร
สกัดมาคัดกรองฤทธิ์ในแต่ละขั้นของการแยกสกัด หลังจากที่แยกสารด้วยวิธี partition พบว่าส่วนของ 
ethyl acetate extract สามารถยับยั้งเอนไซม์ไลเปสได้ร้อยละ 84.17 เมื่อน า ethyl acetate extract 
มาสกัดแยกสารบริสุทธิ์ด้วยวิธี column chromatography ผ่าน silica gel column พบว่า fraction F 
ที่ได้สามารถยับยั้งเอนไซม์ไลเปสได้ร้อยละ 82.05 ต่อมาเมื่อสกัดแยกสารบริสุทธิ์ด้วย silica gel และ 
sephadex LH-20 column จากผลการท า TLC ท าให้ทราบว่าสกัดสารบริสุทธิ์ได้ 2 ชนิด จึงน าสารที่ได้
ไปพิสูจน์โครงสร้างทางเคมีด้วยเทคนิค NMR spectroscopy พบว่าเป็นสาร cypripedin และ 
moscatilin 

 ในปัจจุบันมีสารยับยั้งเอนไซม์ไลเปสเพียงชนิดเดียวที่ใช้เป็นยารักษาโรคอ้วน นั่นคือ orlistat ซึ่ง
สามารถยับยั้งเอนไซมไ์ลเปสได้ดี ส่วนสารยับยั้งเอนไซม์ไลเปสที่มีผู้ศึกษานั้นมีมากมาย [2]  ซึ่งในครั้งนี้ได้
ศึกษาฤทธิ์ของสารบริสุทธิ์ 2 ชนิดที่สกัดได้จากเอ้ืองผึ้ง ในการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไลเปสโดยใช้สาร
ความเข้มข้น 100 µg/ml พบว่า cypripedin สามารถยับยั้งเอนไซม์ไลเปสได้มากกว่าร้อยละ 50 ในขณะ
ที่ moscatilin ยับยั้งเอนไซม์ไลเปสได้น้อยกว่าร้อยละ 50 ซึ่งถือได้ว่า moscatilin ไม่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์
ไลเปส จึงน าเฉพาะสาร cypripedin ไปหาค่า IC50 โดยใช้ความเข้มข้นของสารเท่ากับ 50 100 และ 150 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ค านวณค่า IC50 ได้เท่ากับ 320.34 ไมโครโมลาร์ ซึ่งมีความสามารถในการยับยั้ง
เอนไซม์ไลเปสได้น้อยมาก เมื่อเทียบกับ orlistat ที่มีการรายงานค่า IC50 ต่อ human pancreatic lipase 
เท่ากับ 122 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรหรือเท่ากับ 0.246 ไมโครโมลาร์ [23] และ IC50 ต่อ porcine 
pancreatic lipase ซึ่งได้จากวิธีการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไลเปสโดยมี 4-MUO เป็น substrate 
เช่นเดียวกับการวิจัยครั้งนี้ เท่ากับ 0.013 ไมโครโมลาร์ [5] การค้นหาสารโดยการทดสอบฤทธิ์สารสกัด
หยาบไปพร้อมๆ กับการแยกสาร โดยเลือกสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ หรือวิธี bioassay guided 
fractionation ท าให้ค้นพบสารที่มีฤทธิ์ที่ต้องการ แต่จะเห็นว่าฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ไลเปสของสาร
บริสุทธิ์จะน้อยกว่าสารสกัดหยาบ เช่นเดียวกับงานวิจัยอ่ืนๆ ที่สารบริสุทธิ์จะมีฤทธิ์น้อยกว่าสารสกัดหยาบ 
[5,24] เนื่องจากในสารสกัดหยาบนั้นมีสารหลายชนิดที่อาจออกฤทธิ์ร่วมกัน แต่ก็มีความเป็นไปได้ที่สาร
บริสุทธิ์จะมีฤทธิ์ดีกว่าสารสกัดหยาบ เช่น ฤทธิ์ของ 7-phloroeckol ที่ได้จาก Eisenia bicyclis [25] หรือ 
ฤทธิ์ของ atractylodin ที่ได้จาก Atractylodes lancea [26] ในการยับยั้งเอนไซม์ไลเปส ดังนั้นจึงขึ้นอยู่
กับองค์ประกอบทางเคมีของพืช 
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 สารในกลุ่ม polyphenols หลายชนิดมีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ไลเปส [2] และจากการทบทวน
วรรณกรรมพบว่าสารจาก Dioscorea opposita ซึ่งเป็นสารกลุ่ม bibenzyls นั้น มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์  
ไลเปส [4] จากงานวิจัยครั้งนี้ผู้วิจัยสามารถสกัดสารบริสุทธิ์ออกมาได้ 2 ชนิด คือ moscatilin ซึ่งเป็นสาร
ในกลุ่ม bibenzyls และ cypripedin ซึ่งเป็นสารในกลุ่ม benzonaphthoquinone ถึงแม้ว่า moscatilin 
จะไม่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ไลเปส แต่ก็ท าให้พบสาร cypripedin ซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไลเปส ทั้งนี้
ในเอ้ืองผึ้งอาจมีสารอื่นๆ ที่อาจจะมีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ไลเปสได้ดีกว่า cypripedin แต่ยังไม่สามารถ
แยกให้บริสุทธิ์ได้ ดังนั้นในการศึกษาเพ่ิมเติมอาจใช้วิธีการแยกสารที่สามารถแยกสารอ่ืนๆ ออกจากกันได้ 
เช่น  เลือกใช้เฟสคงท่ีและเฟสเคลื่อนที่ที่เหมาะสมในการท าโครมาโทกราฟี หรือใช้เทคนิคอ่ืนๆ ในการแยก
สาร 

 โรคอ้วนเป็นโรคเรื้อรังท่ีเกิดจากความผิดปกติในการเผาผลาญสารอาหาร ท าให้มีการเพ่ิมการสะสม
ของไขมันในร่างกาย ดังนั้นการควบคุมการได้รับปริมาณไขมันจากอาหารเข้าสู่ร่างกายจึงเป็นสิ่งส าคัญ 
ประกอบกับยาที่ยับยั้งเอนไซม์ไลเปสมีแนวโน้มว่าจะมีผลข้างเคียงที่ไม่รุนแรง เมื่อเทียบกับยาที่ออกฤทธิ์
ต่อระบบประสาทส่วนกลาง เนื่องจากเป็นยาที่ไม่ถูกดูดซึมเข้าสู่ร่างกาย แต่ในปัจจุบันมียาเพียงชนิดเดียว
คือ orlistat ที่ออกฤทธิ์โดยยับยั้งเอนไซม์ไลเปส และไม่นานมานี้มีรายงานความเป็นไปได้ที่ orlistat จะ
เพ่ิมความเสี่ยงในการเกิด severe liver injury [1] ดังนั้นการพยายามค้นหาสารยับยั้งเอนไซม์ไลเปสจึงมี
ความส าคัญต่อผู้ป่วยโรคอ้วน ผลจากการวิจัยในครั้งนี้จะเป็นข้อมูลที่ส าคัญในการพัฒนายารักษาโรคอ้วน
ต่อไป 
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รูปที่ 12  1H NMR spectrum ของ compound 1 (cypripedin) 
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รูปที่ 13 13C NMR spectrum ของ compound 1 (cypripedin) 
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รูปที่ 14 NOESY spectrum ของ compound 1 (cypripedin) 
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รูปที่ 15 NOESY spectrum ของ compound 1 (cypripedin) 
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รูปที่ 16 HSQC spectrum ของ compound 1 (cypripedin) 
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รูปที่ 17 HMBC spectrum ของ compound 1 (cypripedin) 
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รูปที่ 18 HMBC spectrum ของ compound 1 (cypripedin) 
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รูปที่ 19 mass spectrum ของ compound 1 (cypripedin) 
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รูปที่ 20 1H NMR spectrum ของ compound 2 (moscatilin) 
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รูปที่ 21 13C NMR spectrum ของ compound 2 (moscatilin) 
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