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บทคัดย่อ 

 จากการน าสิ่งสกัดไดคลอโรมีเทนของกิ่งและก้านติ้วแดงมาแยกให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิคโครมา
โทรกราฟี พบว่า แยกได้สารใหม่ในกลุ่มแซนโทน (xanthone) 1 ชนิด คือ Prunixanthone (CF-08) 
นอกจากนี้พบสารที่เคยมีข้อมูลการรายงานมาก่อนหน้านี้ 7 ชนิด คือ Buchanaxanthone (CF-01), 
Madagascin (CF-02), Vismiaquinone (CF-03), Cratoxyarborenone F (CF-04), 1,4,7-
Trihydroxyxanthenone (CF-05) , Macluraxanthone (CF-06)  แ ล ะ  1,7-dihydroxy-5,6-
dimethoxyxanthone (CF-07) โดยโครงสร้างทั้งหมดได้พิสูจน์ทราบด้วยข้อมูลทางสเปกโทรสโกปี 
ร่วมกับการเปรียบเทียบกับข้อมูลที่เคยมีการรายงานมาก่อนหน้านี้ จากการทดสอบฤทธิ์ความเป็นพิษ
ต่อเซลล์มะเร็งชนิด KB, Hela S-3 และ HepG2 พบว่าสาร CF-06 และ CF-08 มีความเป็นพิษต่อ
เซลล์มะเร็งชนิด KB, Hela S-3 และ HepG2 ในระดับดโีดยมีค่า IC50 ในช่วง 1.94-11.83 µM 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ค าส าคัญ: ติ้วแดง, แซนโทน, ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง 



 
 

Project Title Xanthones from the branches and twigs of Cratoxylum formosum 
subsp. pruniflorum and their cytotoxicity 

Student Name  Mr. Natthanan Vijara  Student ID 5833031023 

Advisor Name  Associate Professor Santi Tip-pyang, Ph.D. 

Department of Chemistry, Faculty of Science, Chulalongkorn University, Academic 
Year 2018 

 

Abstract 

 A new xanthone, named Prunixanthone (CF-08), along with seven known 
compounds, Buchanaxanthone (CF-01) , Madagascin (CF-02) , Vismiaquinone (CF-03) , 
Cratoxyarborenone F (CF-04) , 1,4,7-Trihydroxyxanthenone (CF-05) , Macluraxanthone 
(CF-06)  and 1,7-dihydroxy-5,6-dimethoxyxanthone (CF-07) , were isolated from the 
branches and twigs of Cratoxylum formosum subsp. pruniflorum. 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 HepG2 cell lines. Compounds CF-06 and CF-08 showed good 
cytotoxicity against KB, Hela S-3 and HepG2 cell with IC50 values in the range of 1.94-
11.83 µM. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
 ปัจจุบันเป็นยุคที่ประชากรมีอายุเฉลี่ยสูงขึ้น ส่งผลให้มีจ านวนผู้สูงอายุเพ่ิมมากข้ึนทุก ๆ ปี ซ่ึง
ในปัจจุบันทางการแพทย์ได้มีการคิดค้นและพัฒนาวิธีการรักษา เพ่ือใช้ในการรักษาโรคต่าง ๆ เช่น โรค
ที่เกิดจากเชื้อจุลิทรีย์บางชนิด โรคมะเร็ง เป็นต้น [1] จากปัญหาที่กล่าวมาข้างต้นท าให้มีการพัฒนายา
รักษาโรคมากขึ้น มีทั้งยาที่ได้จากวิธีการสังเคราะห์ทางเคมีและการสกัดจากธรรมชาติ ซึ่ งในปัจจุบัน
นั้นสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติได้ถูกน ามาเป็นยารักษาโรคอย่างแพร่หลาย [2] เนื่องจากสารเหล่านี้มักมี
ผลข้างเคียงต่อร่างกายน้อยมากเมื่อเทียบกับสารที่ได้จากการสังเคราะห์ทางเคมี ด้วยเหตุนี้จึงท าให้
ผู้วิจัยได้ท าการสืบค้นข้อมูลเบื้องต้นเกี่ยวกับองค์ประกอบทางเคมีที่มีอยู่ในพืชชนิดต่าง ๆ และมีฤทธิ์
ทางชีวภาพที่น่าสนใจ พบว่าต้นติ้วแดงหรือติ้วขน (Cratoxylum formosum subsp. pruniflorum) 
มีองค์ประกอบทางเคมีหลักเป็นสารประกอบในกลุ่ม แซนโทน (xanthones) ซึ่งมีฤทธิ์ทางชีวภาพที่
หลากหลาย เช่น antioxidant, antimicrobial ได้แก่ Formoxanthone A และ Formoxanthone 
C เป็นต้น  และมีฤทธิ์ ต่ อความเป็น พิษของ เซลล์มะเร็ งชนิด  KB เช่น  𝛃-mangostin และ 
Gerontoxanthone I เป็นต้น [3,4,5] อีกทั้งยังท าให้เห็นถึงความส าคัญของการศึกษาองค์ประกอบ
ทางเคมี และฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีบทบาทส าคัญอย่างมากต่อการพัฒนาความก้าวหน้าของยารักษาโรค 
 ดังนั้นผู้วิจัยจึงมีความสนใจในการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีจากพืช และน าสารบริสุทธิ์ที่
แยกได้มาทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ เช่น การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง KB, Hela S-3 และ 
HepG2 เป็นต้น หรือฤทธิ์ทางชีวภาพอ่ืนที่เหมาะสม โดยพืชที่ผู้วิจัยเลือกท าการศึกษา คือ ส่วนกิ่งและ
ก้านของติ้วแดง  

1.1 ลักษณะทางพันธุศาสตร์ของต้นติ้วแดง 

ต้นติ้วแดงหรือติ้วขน (Cratoxylum formosum subsp. pruniflorum) เป็นพืชที่อยู่ในวงศ์ 
Clusiaceae สามารถพบได้ตามป่าเบญจพรรณแล้งทุกภาค ที่สูงจากระดับน้ าทะเลตั้งแต่ 200-1000 
เมตร มีลักษณะเป็นไม้ต้นขนาดเล็กถึงขนาดกลาง ผลัดใบ สูง 8-15 เมตร เปลือกนอกสีน้ าตาลปนด า 
แตกเป็นสะเก็ดตามยาว เปลือกในสีน้ าตาลเหลืองและมียางเหนียว ๆ สีเหลืองปนแดง เรือนยอดเป็น
พุ่มกลม โปร่ง กิ่งเล็กตามล าต้น มักกลายสภาพเป็นหนามแข็ง ๆ ใบ เป็นใบเดี่ยว ติดตรงข้ามกันเป็น 
คู่ ๆ  หรือรูปขอบขนานกว้าง 2.5-4.5 เซนติเมตร ยาว 3-13 เซนติเมตร โคนใบสอบเรียว เนื้อใบบาง 
หลังใบมีขนสากๆส่วนท้องใบมีขนนุ่มหนาแน่น ใบอ่อนออกสีชมพูเรื่อ ใบแก่ก่อนผลัดใบมีสีแดง ขอบ
ใบเรียบ ดอก สีชมพูอ่อนถึงแดง กลิ่นหอมอ่อนๆ ออกเป็นกระจุกตามกิ่ง ทั้งกลีบรองกลีบดอกและ
กลีบดอก มีอย่างละ 5 กลีบ กลีบรองกลีบดอกมีขนประปรายส่วนกลีบดอกเกลี้ยงและยาวประมาณ  
2 เท่า ของกลีบรองกลีบดอก เกสรผู้มีมาก และแบ่งเป็น 3 กลุ่ม รังไข่รูปรี  ๆ เกลี้ยง ผล เป็นชนิดผล
แห้ง รูปรี ๆ ยาวประมาณ 2 เซนติเมตร แข็งมีคราบสีนวลๆตามผิว ผลแก่จัดจะแตกอ้าออกเป็น 3 
แฉก สีน้ าตาล เมล็ด รูปขอบขนานเล็กมีปีกโค้ง [6] 

 
 



 
 

 
 
 
 

 
 
 

 

1.2 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

จากงานวิจัยของพืช Cratoxylum formosum subsp. pruniflorum ส่วนใหญ่จะพบสาร
ในกลุ่ม xanthones, flavonoids และ anthraquinones ดังรายงานต่อไปนี้ 

Sompong และคณะ (2006) [4] แยกสารจากสิ่งสกัดในส่วนรากไม้ด้วยแฮกเซน พบสารใหม่ 
3 ชนิด คือ Formoxanthone A, Formoxanthone B, Formoxanthone C ดังรูปที่ 1.2 หลังจาก
นั้นท าการทดสอบฤทธิ์การต้านการแบคทีเรีย พบว่า Formoxanthone C มีฤทธิ์ความเป็นพิษสูงต่อ
เซลล์แบคทีเรีย (B. substilis) มีค่า IC50 < 4.6 µg/ml 

 
 

Formoxanthone A 

 
 
 

Formoxanthone B 

 
 

Formoxanthone C 
 
 

Nawong และคณะ (2006) [5] แยกสารจากสิ่งสกัดในส่วนรากไม้ด้วยไดคลอโรมีเทน พบ
สารใหม่ 10 ชนิด คือ pruniflorone A-J (1-10) ดังรูปที่ 1.3 และสารที่ทราบแล้ว 2 ชนิด คือ 𝛃-
mangostin และ Gerontoxanthone I หลังจากนั้นท าการทดสอบฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง 
พบว่า Gerontoxanthone I มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง ชนิด MCF-7, HeLa, HT-29 และ KB มี

รูปที่ 1.1 ลักษณะดอกและล าต้นของต้นติ้วแดง 

 

รูปที่ 1.2 โครงสร้างสารบริสุทธ์ิที่แยกได้จากรากของติ้วแดง 

 



 
 

รูปที่ 1.3 โครงสร้างสารบริสุทธ์ิที่แยกได้จากรากของติ้วแดง 

 

ค่า IC50 0.6-0.7 µg/ml และพบว่า 𝛃-mangostin มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง ชนิด MCF-7, 
HeLa, HT-29 และ KB มีค่า IC50 เท่ากับ 3.6-4.9 µg/ml 

  

 
 

 

 

 

𝛃-mangostin 

 
 

Gerontoxanthone I 



 
 

Formosumone A  

 

Duan และคณะ (2010) [7] แยกสารจากสิ่งสกัดในส่วนล าต้นด้วยเอทานอล พบสารใหม่ 6 
ชนิด คือ Pruniflorones M-R (1-6) ดังรูปที่ 1.4 

  

 

 

 
 

 
 
 
Xiong และคณะ (2014) [8] แยกสารจากสิ่งสกัดในส่วนใบไม้ด้วยเอทานอล พบสารใหม่ 1 

ชนิด คือ Formosumone A ดังรูปที่ 1.5 

 

รูปที่ 1.5 โครงสร้างสารบริสุทธ์ิที่แยกได้จากใบของติ้วแดง 

 

รูปที่ 1.4 โครงสร้างสารบริสุทธ์ิที่แยกได้จากล าต้นของติ้วแดง 

 



 
 

ในงานวิจัยนี้ผู้วิจัยจึงสนใจศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของกิ่งและก้านติ้วแดง โดยสกัดสาร
ด้วยตัวท าละลาย ไดคลอโรมีเทน ท าให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิคทางโครมาโทกราฟี และพิสูจน์โครงสร้าง
ขององค์ประกอบทางเคมีด้วย ข้อมูลทางกายภาพและทางสเปกโทรสโกปี ได้แก่ แมสสเปกโทรเมตรี 
และนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ สเปกโทรสโกปี เป็นต้น รวมถึงน าสารบริสุทธิ์ทั้งหมดที่แยกได้ไป
ทดสอบฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง ทั้งนี้ จากการสืบค้นข้อมูลงานวิจัยที่ผ่านมาท าให้ทราบว่าต้น
ติ้วแดง มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่น่าสนใจ และมักมีการรายงานสารชนิดใหม่อยู่เสมอ อีกทั้งในรายงานที่
ผ่านมาพบว่าส่วนกิ่งและก้านติ้วแดงยังมีงานวิจัยที่ค่อนข้างน้อย ท าให้ผู้วิจัยมีแนวคิดที่จะสกัดแยก
องค์ประกอบทางเคมีจากกิ่งและก้านติ้วแดง และศึกษาฤทธิ์ความเป็นพิษต่อ เซลล์มะเร็งของพืชชนิด
นี้ โดยผู้วิจัยคาดว่าจะพบสารชนิดใหม่ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ เพ่ือน าไปสู่การประยุกต์ใช้ ในทางเภสัช
วิทยาและทางการแพทย์ต่อไป [9]  

 

1.3 วัตถุประสงค์ของการวิจัย  

1. สกัดแยกสารที่เป็นองค์ประกอบทางเคมีจากกิ่งและก้านติ้วแดงให้บริสุทธิ์ 
2. พิสูจน์ทราบเอกลักษณ์โครงสร้างของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้โดยอาศัยเทคนิค 
ทางสเปกโทรสโกปี  
3. ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งชนิด KB, Hela S-3 และ HepG2 ของสารบริสุทธิ์ที่
แยกได ้

 
 
 



บทที่ 2 
วิธีการทดลอง 

 

2.1 พืชตัวอย่าง 

กิ่งและก้านของต้นติ้วแดงท่ีใช้ในการทดลองเก็บมาจากจังหวัดมหาสารคาม เมื่อวันที่ 17 

เดือน มิถุนายน ปี พ.ศ. 2560 
 
2.2 เครื่องมือที่ใช้ในการทดลอง  

1. คอลัมน์ (column)        
2. บีกเกอร์ (beaker)    
3. ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask)                                                    
4. ขวดก้นกลม (round bottom flask)                                                               
5. หลอดทดลอง (test tube)                                                                 
6. กรวยแก้ว (glass funnel) 
7. ช้อนตักสาร (spatula)                                            
8. หลอดหยดสาร (dropper)                                              
9. แท่งแก้วคนสาร (glass rod)                                                              
10. ขาตั้งและแคลมป์ (Stand & Clamp)                                                                          
11. กระบอกตวง (Cylinder)                                                     
12. ไฮโดรมิเตอร์ (hydrometer)                                          
13. กระดาษกรอง (filter paper)                                                                
14. หลอดคะปิลลารี (capillary tube)                                                          
15. ไมโครปิเปต (micropipette)                                                                                  
16. เครื่องชั่งไฟฟ้า 4 ต าแหน่ง                                                                             
17. เครื่อง hot plate stirrer                                                                                       
18. เครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน (rotary vacuum evaporation)  
19. เครื่อง Mass Spectrometer รุ่น Trio 2000  
20. เครื่อง Nuclear Magnetic Resonance (NMR) Spectrometer (Bruker®. 400 MHz)                 
21. UV lamp ใช้ตรวจสอบสารที่ดูดกลืนแสงในช่วง UV บนแผ่น TLC ช่วงความยาวคลื่นที่             
ใช้ Short wave length = 254 นาโนเมตร และ Long wave length = 365 นาโนเมตร   
22. เครื่อง radical chromatograph ยี่ห้อ โครมาโททรอน (Chromatotron®) 
 
 
 



 
 

2.3 สารเคมี  

1. ตัวท าละลาย ได้แก่ เฮกเซน (Hexane) ไดคลอโรมีเทน (CH2Cl2) เอทิลอะซิเตท (EtOAc) 
เมทานอล (MeOH) อะซิโตน (Acetone) คลอโรฟอร์ม (CHCl3) คลอโรฟอร์มดี (CDCl3) 
และอะซิโตน-ดิวเทอเรียม (acetone-d6)                        

2. ซิลิกาเจลเบอร์ 7734 ส าหรับคอลัมน์โครมาโทกราฟี  (open column chromatography 
เยอรมัน   
4. Sephadex LH-20                                                         
5. Anisaldehyde reagent                
6. กรดซัลฟิวริกเข้มข้น (conc. H2SO4) 
 

2.4 ขั้นตอนการทดลอง 
 1. ค้นคว้าเอกสารข้อมูลที่เก่ียวข้อง จัดหากิ่งและก้านติ้วแดง อุปกรณ์ และสารเคมี                    

2. น ากิ่งและก้านติ้วแดงมาสับและตากให้แห้ง บดให้มีขนาดเล็กลง สกัดด้วยตัวท าละลาย 
ไดคลอโรมีเทนเป็นเวลา 14 วัน                                   
3. น าสารสกัดท่ีได้ไประเหยแห้ง (ระเหยตัวท าละลายออก) ด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบ
หมุน ตรวจสอบจ านวนองค์ประกอบทางเคมีที่สกัดด้วย thin layer chromatography 
(TLC)                                                                                  
4. แยกสารสกัดให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี เช่น silica gel, sephadex LH-20 
column chromatography และ radical chromatograph chromatotron เป็นต้น พร้อม
ศึกษาหาวัฏภาคเคลื่อนที่ (mobile phase) ที่เหมาะสมตรวจสอบความบริสุทธิ์ด้วยแผ่น 
TLC หากสารที่ได้ยังไม่บริสุทธิ์ท าการแยกซ้ าโดยการเปลี่ยนวัฏภาคเคลื่อนที่                    
5. พิสูจน์ทราบโครงสร้างของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้ โดยอาศัยข้อมูลทางสเปกโทรสโกปี ได้แก่ 
แมสสเปกโทรเมตรี (MS) และ นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโทรสโกปี (NMR) น า
ข้อมูลที่ได้ไปเปรียบเทียบกับข้อมูลของสารที่ทราบสูตรโครงสร้างแล้วในฐานข้อมูลบน
อินเทอร์เน็ต                                                       
6. น าสารบริสุทธิ์ที่แยกได้ไปทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งชนิด KB, Hela S-3  
และ HepG2 
7. วิเคราะห์ข้อมูล สรุปผล และเขียนรายงาน 

 
 
 
 
 
 
 



 
 

2.5 เทคนิคที่ใช้ในการทดลอง  
2.5.1 ทิน-เลเยอร์โครมาโทกราฟี (Thin-Layer Chromatography: TLC) [10] 

เป็นเทคนิคอย่างง่ายที่ใช้ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสาร โดยใช้ TLC aluminum 
sheets Silica gel 60 F254 ตัดให้มีขนาดพอเหมาะ แล้วท าการก าหนดระยะทางที่จะให้ตัว
ท าละลายเคลื่อนที่ แต้มสารละลายของสารที่ต้องการตรวจสอบบนจุดเริ่มต้นด้วยหลอด
คะปิลลารีขนาดเล็กให้มีระยะห่างระหว่างจุดประมาณ 0.5 เซนติเมตร น าแผ่น TLC ไปจุ่มใน
ภาชนะปิดที่บุด้วยกระดาษกรอง และมีตัวท าละลายที่เหมาะสมบรรจุอยู่ ปล่อยให้ตัวท า
ละลายชะสารให้เคลื่อนท่ีไปบนแผ่น TLC จนถึงจุดสูงสุด (solvent front) ที่ขีดไว้ ทิ้งให้แผ่น 
TLC แห้ง แล้วน าไปตรวจหาต าแหน่งของสารโดยส่องด้วย UV Lamp ที่มีความยาวคลื่น 
254 นาโนเมตร หรือน าไปจุ่มในสารละลาย anisaldehyde/H2SO4 แล้วปิ้งบน hot plate 
อุณหภูมิ 80-100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-2 นาที แล้วบันทึกต าแหน่งของจุดดังกล่าว  

ก. การเตรียมภาชนะส าหรับ develop ใช้ขวดแก้วทรงสี่เหลี่ยมผืนผ้าพร้อมฝาปิดที่
สะอาด และมีขนาดพอเหมาะที่จะใส่แผ่น TLC ใส่กระดาษกรองที่มีความสูงและความกว้าง
พอดีกับขนาดของภาชนะให้แนบติดกับผิวด้านใน รินตัวท าละลายที่เหมาะสมลงไปให้สูงจาก
ก้นภาชนะประมาณ 1 เซนติเมตร ปิดฝาภาชนะแล้วปล่อยให้ตัวท าละลายซึมเปียกกระดาษ
กรองทั้งแผ่น เพ่ือให้ภายในภาชนะอ่ิมตัวด้วยไอของตัวท าละลาย  

ข. การแต้มสาร น าแผ่น TLC มาขีดเส้นด้วยดินสอเพ่ือก าหนดระดับสูงสุดที่ต้องการ
ให้ตัวท าละลายซึมขึ้นไปด้านบน และขีดก าหนดระดับด้านล่างตรงต าแหน่งที่ต้องการแต้ม
สารจากนั้นใช้หลอด คะปิลลารีจุ่มลงไปในสารละลายที่ต้องการทดสอบ แล้วแต้มสารนั้นบน
แผ่น TLC ที่ระดับเริ่มต้นที่ใช้ ดินสอขีดไว้ ให้เป็นจุดวงกลมเล็ก ๆ เส้นผ่านศูนย์กลางไม่เกิน 
2 มิลลิเมตร และแต่ละจุดห่างกันไม่น้อยกว่า 1 เซนติเมตร หลังจากที่จุดสารที่แต้มแห้งสนิท
แล้วจึงน าไป develop ในขั้นต่อไป  

ค. การ develop น าแผ่น TLC ที่แต้มสารเรียบร้อยแล้วจุ่มในภาชนะแก้วที่บรรจุตัว
ท าละลายที่เหมาะสม และภายในภาชนะนั้นต้องอ่ิมตัวด้วยไอของตัวท าละลายเรียบร้อยแล้ว
ทั้งนี้ระดับของจุดสารบน TLC ควรอยู่เหนือระดับสารละลายในภาชนะเล็กน้อยจากนั้นปิดฝา
ภาชนะแล้วปล่อย ให้ตัวท าละลายซึมขึ้นมาจนถึงระดับสูงสุดที่ใช้ดินสอขีดไว้แล้วจึงน าแผ่น 
TLC ออกจากภาชนะและปล่อยให้ตัวท าละลายระเหยจนแผ่น TLC แห้ง  

ง. การตรวจหาต าแหน่งของสาร  
- น าแผ่น TLC ไปส่องกับแสง UV เพ่ือวิเคราะห์การดูดกลืนแสง UV ของสาร  
-  ในกรณีที่ ส าร ไม่สามารถดู ดกลืนแสง UV ให้น าแผ่น  TLC ไปจุ่ มล ง ใน 

anisaldehyde หรือ ใน conc. H2SO4 แล้วเป่าด้วยลมร้อนให้แห้งต าแหน่งที่มีสารจะปรากฏ
ให้เห็น  



 
 

2.5.2 ซิลิกาคอลัมน์โครมาโทกราฟี (Silica Gel Column Chromatography) [11] 
ตัวดูดซับ (Stationary Phase) คือ ซิลิกาเจล ชนิด 60G Art. 7734   
ใช้คอลัมน์แก้วขนาดที่เหมาะสมกับปริมาณสารที่ต้องการแยก โดยอัตราส่วนของตัว

ดูดซับต่อสารที่แยกประมาณ 20 ต่อ 1 (โดยน้ าหนัก) บรรจุคอลัมน์โดยวิธีแบบเปียก กล่าวคือ 
ในตอนแรกต้อง ท าการเขย่าของผสมระหว่างซิลิกาเจลกับตัวท าละลายให้เข้ากันเป็นอย่างดี
ในภาชนะที่ปิดสนิทแล้วจึง ค่อยๆ เทของผสมนี้ลงในคอลัมน์ที่มีส าลีอุดตรงปลาย และมีตัว
ท าละลายอยู่ประมาณครึ่งหนึ่งของคอลัมน์ ขณะที่เทซิลิกาเจลลงในคอลัมน์ควรเปิดวาล์ว
คอลัมน์ให้ตัวท าละลายไหลออกอย่างช้า ๆ เพ่ือให้ซิลิกาเจลอัดตัวในคอลัมน์อย่างสม่ าเสมอ 
ท าเช่นนี้จนกระทั่งบรรจุซิลิกาเจลในระดับที่ต้องการ และระดับซิลิกาเจลไม่ลดลงอีก จากนั้น
จึงปล่อยให้ตัวท าละลายลดลงจนเกือบถึงระดับเดียวกับซิลิกา เจล แล้วปิดคอลัมน์ บรรจุสาร
ที่ต้องการแยกลงไป โดยสารที่ต้องการแยกหรือสิ่งสกัดควรระเหยตัวท าละลายให้เกือบแห้ง 
แล้วน าไปผสมกับซิลิกาเจลเบอร์ 7734  โดยใช้ซิลิกาเจลปริมาณน้อยที่สุด น าไป บดและร่อน
ผ่านตะแกรงเพ่ือให้เป็นผงละเอียดขนาดเท่ากัน จากนั้นบรรจุสารที่ผสมกับซิลิกาเจลลงใน 
คอลัมน์ที่เตรียมไว้ในการคลุกกับสารที่ต้องการแยก ให้น าไประเหยตัวท าละลายอีกครั้ง
เพ่ือให้ของผสมแห้งก่อนใส่คอลัมน์ แล้วใช้ตัวท าละลายชนิดเดียวกันจ านวนเล็กน้อยล้างผิว
ด้านข้างในคอลัมน์  เติมซิลิกาเจลชนิด 60G Art. 7734 เล็กน้อย เ พ่ือป้องกันการ
กระทบกระเทือนผิวหน้าของของผสมขณะเติมตัวท าละลาย และเปิดให้ตัวท าละลายไหลออก
อย่างช้า ๆ จนตัวท าละลายด้านบนใส จากนั้น จึงเริ่มเปลี่ยนตัวท าละลายชนิดใหม่ต่อไป 
ตลอดการทดลองต้องระวังไม่ให้ตัวท าละลายแห้งในคอลัมน์ เพราะอาจท าให้ประสิทธิภาพใน
การแยกไม่ดีได้ 
   
2.5.3 Sephadex LH-20 (Column Chromatography) [11] 

เป็นเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบเหลว ซึ่งเป็นการแยกสารให้บริสุทธ์ตาม
ขนาดของ โมเลกุล ส่วนใหญ่ใช้ในการแยกของสารกลุ่ม steroids, terpenoids และ lipids 
เป็นต้น ตัวดูดซับ (Stationary Phase) คือ sephadex LH-20 ใช้คอลัมน์แก้วขนาดที่
เหมาะสมกับปริมาณสารที่ต้องการแยก ใช้ตัวท าละลาย 1:1 ไดคลอโรมีเทนต่อเมทานอล  
คนตัวท าละลายให้เข้ากันเป็นอย่างดีในภาชนะที่ปิดสนิทแล้วจึงค่อย ๆ เทของผสมนี้ลงใน
คอลัมน์ที่มีส าลีอุดตรงปลาย และมีตัวท าละลาย อยู่ประมาณครึ่งหนึ่งของคอลัมน์ ขณะที่เท 
sephadex LH-20 ลงในคอลัมน์ควรเปิดวาล์วคอลัมน์ให้ตัวท าละลายไหลออกอย่างช้า ๆ 
เพ่ือให้ sephadex LH-20 อัดตัวในคอลัมน์อย่างสม่ า เสมอ ท าเช่นนี้ จนกระทั่งบรรจุ 
sephadex LH-20 ในระดับที่ต้องการ และระดับ sephadex LH-20 ไม่ลดลงอีก จากนั้นจึง
ปล่อยให้ตัวท าละลายลดลงจนเกือบถึงระดับเดียวกับ sephadex LH-20  แล้วปิดคอลัมน์ 
บรรจุสารที่ต้องการแยกลงไป โดยละลายสารที่ต้องการแยกหรือสิ่งสกัดด้วยตัวท าละลายที่
เหมาะสม จากนั้นใช้หลอดหยดดูดสารละลายที่ต้องการแยก แล้วบรรจุลงไปในคอลัมน์ และ
เปิดให้ตัวท าละลายไหลออกอย่างช้า ๆ จนตัวท าละลายด้านบนใส จากนั้นจึงเติมสารละลาย 



 
 

1:1 ไดคลอโรมีเทนต่อเมทานอล ตลอดการทดลองต้องระวังไม่ให้ตัวท าละลายแห้งในคอลัมน์ 
เพราะอาจท าให้ประสิทธิภาพในการแยกไม่ดีได้   

 
2.5.4 Radical chromatograph โครมาโททรอน (Chromatotron®) [12] 

เป็นเทคนิคที่ใช้ในการแยกสารโดยอาศัยแรงเหวี่ยง (centrifugal force) ซึ่งจะมี
หลักการ ท างานคือ น าสารละลายของสารที่ต้องการแยกหยดลงไปบนกลางแผ่นแก้วทรง
กลมท่ีเคลือบด้วย     ซิลิกาเจลหนาประมาณ 1 มิลลิเมตร ไขตัวท าละลายที่บรรจุอยู่ในกรวย
แยก แล้วจึงเปิดเครื่องโดย แผ่นแก้วทรงกลมจะเกิดการหมุน สารจะเคลื่อนที่จากกึ่งกลาง
แผ่นพร้อมกับเกิดการแยกเป็นแถบสาร ขึ้น ซึ่งจะมองเห็นได้โดยน า UV Lamp มาส่องบน
แผ่นแก้วทรงกลมขณะท าการแยก แล้วท าการ เก็บแฟรกชันตามแถบสารที่แยกได้ ดังนั้นข้อดี
ส าหรับเทคนิคนี้คือ ลดระยะเวลาในการท าโครมาโทกราฟี กล่าวคือใช้เวลาประมาณ 20-30 
นาที เนื่องจากแรงจากการหมุนเหวี่ยงจะช่วยท าให้ เกิดการแยกได้ดีและเร็วขึ้นเมื่อเทียบกับ
เทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟี นอกจากนี้ยังสามารถตรวจหาต าแหน่งของสารที่แยกได้ทันที
โดยใช้ UV Lamp ท าให้ง่ายต่อการเก็บแฟรกชัน  

ก. การเตรียมวัฏภาคนิ่ง ชั่งซิลิกาเจล หนัก 30 กรัม ผสมน้ าปราศจากไอออน 
(Deionized Water) ปริมาตร 80 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันจนเป็นเนื้อเดียวจากนั้นน า ไป
เคลือบด้านบนแผ่นแก้วทรงกลม  

ข. รอให้แผ่นแก้วทรงกลมที่เคลือบด้านบนด้วยซิลิกาเจลแห้งแล้วมาปรับความหนา
ของซิลิกาให้มีขนาดประมาณ 1 มิลลิเมตร   

ค.  เปิดเครื่องโครมาโททรอนแล้วหยดสารตัวอย่างที่ต้องการแยกลงไปบนกลางแผ่น
แก้วทรงกลมท่ีเคลือบด้านบนด้วยซิลิกาเจลที่เตรียมไว้ขณะก าลังหมุน  

ง. ปล่อยตัวท าละลายที่เหมาะสมลงในเครื่องโครมาโททรอน สารจะเคลื่อนที่จาก
กึ่งกลางแผ่น พร้อมกับเกิดการแยกเป็นแถบสารขึ้น ซึ่งจะมองเห็นแถบสารที่แยกได้โดยน า  
UV Lamp มาส่องบน แผ่นแก้วทรงกลมและท าการเก็บแฟรกชันตามแถบสารที่แยกได้ 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 



 
 

2.6 การเตรียมวัตถุดิบและการสกัด 
2.6.1 การสกัดด้วยตัวท าละลาย 

น ากิ่งและก้านติ้วแดงมาสับและตากให้แห้ง (2.5 กิโลกรัม) บดให้มีขนาดเล็กลง สกัด
ด้วยตัวท าละลายไดคลอโรมีเทนเป็นเวลา 14 วัน ได้สิ่งสกัดไดคลอโรมีเทนมีลักษณะเป็น
ของเหลวหนืดสีด า 

 
 2.6.2 ขั้นตอนการแยกสารประกอบ 

1. น าสิ่งสกัดไดคลอโรมีเทนที่ได้มาระเหยตัวท าละลายออก ด้วยเครื่องระเหย
สุญญากาศแบบหมุน (rotary vacuum evaporation) ได้สิ่งสกัดน้ าหนัก 19.54 กรัม 

2. น าสิ่งที่สกัดได้มาแยกด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟีโดยใช้ซิลิกาเจล (silica 
gel column chromatography) ชะด้วยตัวท าละลายผสม 0% ไดคลอโรมีเทนต่อเฮกเซน 
จนถึง 100%   ไดคลอโรมีเทนและ 0% เมทานอลต่อไดคลอโรมีเทน จนถึง 100% เมทานอล 
โดยเก็บสารละลายจากคอลัมน์ได้สารสกัดท้ังหมด 7 แฟรกชัน (1-7) 

3. น าสารแต่ละแฟรกชัน (1-7) มาระเหยตัวท าละลายออกด้วยเครื่องระเหย
สุญญากาศแบบหมุน (rotary vacuum evaporation) 

4. น าสารสกัดแต่ละแฟรกชันมาตรวจสอบด้วย TLC โดยใช้ระบบตัวท าละลายผสม
ที่ เหมาะสมเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ 

5. น าแฟรกชัน 1 ที่ผ่านการแยก น ามาแยกด้วยเทคนิค sephadex LH-20 column 
chromatography ด้วย ตัวท าละลาย 1:1 ไดคลอโรมีเทนต่อเมทานอล โดยเก็บสารละลาย
จากคอลัมน์ได้สารสกัดท้ังหมด 3 แฟรกชัน (1.1-1.3) จากนั้นน าไประเหยตัวท าละลายออก 
น าสารละลายแต่ละแฟรกชันมาตรวจสอบด้วยเทคนิค TLC โดยใช้ตัวท าละลายผสมของ               
5% เอทิลอะซิเตทต่อเฮกเซน เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่พบว่าแฟรกชัน 1.2 และ 1.3 น่าจะมีสารที่
น่าสนใจ 

6. น าแฟรกชัน 1.2 มาแยกต่อด้วยเทคนิคโครมาโททรอน โดยชะด้วยตัวท าละลาย 
5% เอทิลอะซิเตทต่อเฮกเซน จนถึง 100% เมทานอล พบว่าแฟรกชันนี้ได้สารที่มีความ
บริสุทธิ์ 1 ชนิด จึง น าไปหาสูตรโครงสร้างของสารที่ได้จากข้อมูลสเปกโทรสโกปี ได้เป็นสาร 
CF-01 

7. น าแฟรกชัน 1.3 มาแยกต่อด้วยเทคนิคโครมาโททรอน โดยชะด้วยตัวท าละลาย 
5% เอทิลอะซิเตทต่อเฮกเซน จนถึง 100% เมทานอล พบว่าแฟรกชันนี้ได้สารที่ มีความ
บริสุทธิ์ 2 ชนิด จึง น าไปหาสูตรโครงสร้างของสารที่ได้จากข้อมูลสเปกโทรสโกปี ได้เป็นสาร 
CF-02 และ CF-03 

8. น าแฟรกชัน 2-4 ที่ผ่านการแยก น ามาแยกด้วยเทคนิค sephadex LH-20 
column chromatography ด้วย ตัวท าละลาย 1:1 ไดคลอโรมีเทนต่อเมทานอล โดยเก็บ
สารละลายจากคอลัมน์ได้สารสกัดทั้งหมด 11 แฟรกชัน (2.1-2.3, 3.1-3.4 และ 4.1-4.4) 
จากนั้นน าไประเหยตัวท าละลายออก น าสารละลายแต่ละแฟรกชันมาตรวจสอบ ด้วย TLC 



 
 

โดยใช้ตัวท าละลายผสมของ 5% เอทิลอะซิเตทต่อเฮกเซน จนถึง 100% เอทิลอะซิเตท 
เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ พบว่าไม่มีแฟรกชันไหนที่น่าสนใจ 

9. น าแฟรกชัน 5 ที่ผ่านการแยก น ามาแยกด้วยเทคนิค sephadex LH-20 column 
chromatography ด้วย ตัวท าละลาย 1:1 ไดคลอโรมีเทนต่อเมทานอล โดยเก็บสารละลาย
จากคอลัมน์ได้สารสกัดทั้งหมด 7 แฟรกชัน (5.1-5.7) จากนั้นน าไประเหยตัวท าละลายออก 
น าสารละลายแต่ละแฟรกชันมาตรวจสอบ ด้วย TLC โดยใช้ตัวท าละลายผสมของ 10% 
เอทิลอะซิเตทต่อเฮกเซน เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ พบว่าแฟรกชัน 5.6 น่าจะมีสารที่น่าสนใจ 

10. น าแฟรกชัน 5.6 มาแยกต่อด้วยเทคนิคโครมาโททรอน โดยชะด้วยตัวท าละลาย 
10% เอทิลอะซิเตทต่อเฮกเซน จนถึง 100% เมทานอล พบว่าแฟรกชันนี้ได้สารที่มีความ
บริสุทธิ์ 1 ชนิด จึง น าไปหาสูตรโครงสร้างของสารที่ได้จากข้อมูลสเปกโทรสโกปี ได้เป็นสาร 
CF-04 

11. น าแฟรกชัน 6 ที่ผ่านการแยก น ามาแยกด้วยเทคนิค sephadex LH-20 
column chromatography ด้วย ตัวท าละลาย 1:1 ไดคลอโรมีเทนต่อเมทานอล โดยเก็บ
สารละลายจากคอลัมน์ได้สารสกัดทั้งหมด 6 แฟรกชัน (6.1-6.6) จากนั้นน าไประเหยตัวท า
ละลายออก น าสารละลายแต่ละแฟรกชันมาตรวจสอบ ด้วย TLC โดยใช้ตัวท าละลายผสม
ของ 25% เอทิลอะซิเตทต่อเฮกเซน เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ พบว่าแฟรกชัน 6.1 6.5 และ 6.6 
น่าจะมีสารที่น่าสนใจ 

12. น าแฟรกชัน 6.1 มาแยกต่อด้วยเทคนิคโครมาโททรอน โดยชะด้วยตัวท าละลาย 
15% เอทิลอะซิเตทต่อเฮกเซน จนถึง 100% เมทานอล พบว่าแฟรกชันนี้ได้สารที่มีความ
บริสุทธิ์ 1 ชนิด จึง น าไปหาสูตรโครงสร้างของสารที่ได้จากข้อมูลสเปกโทรสโกปี ได้เป็นสาร 
CF-05 

13. น าแฟรกชัน 6.5 มาแยกต่อด้วยเทคนิคโครมาโททรอน โดยชะด้วยตัวท าละลาย 
15% เอทิลอะซิเตทต่อเฮกเซน จนถึง 100% เมทานอล พบว่าแฟรกชันนี้ได้สารที่มีความ
บริสุทธิ์ 1 ชนิด จึง น าไปหาสูตรโครงสร้างของสารที่ได้จากข้อมูลสเปกโทรสโกปี ได้เป็นสาร 
CF-06 

 
14. น าแฟรกชัน 6.6 มาแยกต่อด้วยเทคนิคโครมาโททรอน โดยชะด้วยตัวท าละลาย 

15% เอทิลอะซิเตทต่อเฮกเซน จนถึง 100% เมทานอล พบว่าแฟรกชันนี้ได้สารที่มีความ
บริสุทธิ์ 1 ชนิด จึง น าไปหาสูตรโครงสร้างของสารที่ได้จากข้อมูลสเปกโทรสโกปี ได้เป็นสาร 
CF-07 

15. น าแฟรกชัน 7 ที่ผ่านการแยก น ามาแยกด้วยเทคนิค sephadex LH-20 
column chromatography ด้วย ตัวท าละลาย 1:1 ไดคลอโรมีเทนต่อเมทานอล โดยเก็บ
สารละลายจากคอลัมน์ได้สารสกัดทั้งหมด 3 แฟรกชัน (7.1-7.3) จากนั้นน าไประเหยตัวท า
ละลายออก น าสารละลายแต่ละแฟรกชันมาตรวจสอบ ด้วย TLC โดยใช้ตัวท าละลายผสม
ของ 10% เอทิลอะซิเตทต่อคลอโรฟอร์ม เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ พบว่าแฟรกชัน 7.3 น่าจะมี
สารที่น่าสนใจ 



 
 

16. น าแฟรกชัน 7.3 มาแยกต่อด้วยเทคนิคโครมาโททรอน โดยชะด้วยตัวท าละลาย 
10% เอทิลอะซิเตทต่อคลอโรฟอร์ม จนถึง 100% เมทานอล พบว่าแฟรกชันนี้ได้สารที่มี
ความบริสุทธิ์ 1 ชนิด จึง น าไปหาสูตรโครงสร้างของสารที่ได้จากข้อมูลสเปกโทรสโกปี ได้เป็น
สาร CF-08 

 
2.7 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ  

2.7.1 การทดสอบฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งด้วยวิธี MTT colorimetric method 
[13] 

1. เพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งชนิด KB, HeLa S-3 และ HepG2 ให้ได้ความเข้มข้น 3x103 เซลล์ 
ใน 200 µL ด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อ RPMI 1640 ซึ่งมี 5% ปริมาตรต่อปริมาตร fetal calf serum เป็น 
องค์ประกอบ    

2. เติมเซลล์มะเร็งท่ีท าการเพาะเลี้ยงลงไปใน 96-well culture plate     
3. น าเซลล์มะเร็งที่อยู่ใน 96-well culture plate มาบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 24 ชั่วโมง ภายใต้สภาพบรรยากาศที่มี 5% ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์      
4. เติมสารบริสุทธิ์ที่ต้องการจะทดสอบและสารมาตรฐาน Doxorubicin ลงไปที่ความเข้มข้น 

ต่าง ๆ 2 µL ต่อ 1 หลุม บ่มต่อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ภายใต้สภาพ 
บรรยากาศที่มี 5% ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์         

5. เติม 10 µL ของสารละลาย 3-(4,5dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium 
bromide ที่ความเข้มข้น 5 mg/ml ลงไป บ่มต่ออีก 4 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แยกเอา 
ส่วนใสออก แล้วน าตะกอนที่เหลือมาละลายด้วย DMSO 150 µL และเติม 0.1 M glycine ปริมาตร 
25 µL ลงไป    

6. น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร โดยจะท าการทดลอง 3 ซ้ า 
และค านวณค่า IC50 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

แผนภาพท่ี 2.6.1 ขัน้ตอนการสกดัและแยกสารประกอบของก่ิงและก้านติว้แดง 

Chromatotron 
10% EtOAc:Hexane  

Chromatotron 
10% EtOAc:Hexane  

6.1 6.2-6.4 6.5 6.6 

CF-05 (0.7 mg) 

CF-06 (2.2 mg) 

Chromatotron 
15% EtOAc:Hexane  Chromatotron 

15% EtOAc:Hexane  

1.1 1.2 1.3 

CF-01 (1.8 mg) 

Chromatotron 
5% EtOAc:Hexane  Chromatotron 

5% EtOAc:Hexane  

CF-02 (2.1 mg) CF-03 (1.3 mg) 

2.1-2.3, 3.1-3.4, 4.1-4.4 

5.1-5.5 5.6 5.7 

CF-04 (6.3 mg) 

Sephadex 
LH-20 CC,  
50% 
CH2Cl2:MeOH  

Sephadex LH-20 CC,  
50% CH2Cl2:MeOH  

Sephadex LH-20 CC,  
50% CH2Cl2:MeOH  

Sephadex LH-20 CC,  
50% CH2Cl2:MeOH  

Sephadex LH-20 CC,  
50% CH2Cl2:MeOH  

ก่ิงและก้านติ้วแดง (2.5 กิโลกรัม) 

สกัดด้วยตัวท าละลายไดคลอโรมีเทน (CH2Cl2) 

สิ่งสกัดด้วยไดคลอโรมีเทน (19.54 กรัม) 

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

1 2-4 5 6 
7 

CF-07 (2.2 mg) 

7.1-7.2 

7.3 

Chromatotron 
10% EtOAc:CHCl3  

CF-08 (2.6 mg) 

1
4

 



บทที่ 3 
 

3.1 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างและผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้ 
จากการทดลองพบว่าในการสกัดสารจากแฟรกชัน 1-7 ของสิ่งสกัดไดคลอโรมีเทนจากก่ิงและ

ก้านติ้วแดง พบว่าสามารถแยกสารทั้งหมด 9 ชนิด โดยเป็นสารใหม่ 1 ชนิด และสารที่เคยมีการ
รายงานมาแล้ว 8 ชนิด ส าหรับการพิสูจน์ทราบเอกลักษณ์ทางโครงสร้างของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จะ
อาศัยข้อมูลทางสเปกโทรสโกปี โดยเฉพาะอย่างยิ่งการเปรียบเทียบข้อมูลโปรตอน ( 1H-NMR) และ
คาร์บอน (13C-NMR) กับสารที่เคยมีการ รายงานก่อนหน้านี้ 

3.1.1 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสาร CF-08 
 
 
 

 
 
 
 

 
สาร CF-08 ดังรปูที ่3.1 ลักษณะทางกายภาพเป็นผงสีเหลืองเข้ม มีสูตรโมเลกุลคือ C17H16O7 

จากการวัด HRESIMS พบไอออนพีคที่ (m/z) 407.1527 [M-H]+ (จากการค านวณ C17H16O7 ได้ 
407.1495) จาก  1H NMR (400 MHz, CDCl3) แสดงค่า chemical shift ที่ δH 4.03 (s, 3H), 4.01 
(s, 3H), 3.96 (s, 3H) และ 3.90 (s, 3H) เป็นสัญญาณของหมู่ methoxy 4 หมู่ ที่ δH 6.03 (s, 1H) 
เป็นสัญญาณของหมู่ hydroxyl ที่ δH 7.30 (d, J = 9.1 Hz, 1H, H-7), 7.10 (d, J = 9.1 Hz, 1H, H-
8) และ 6.65 (s, 1H, H-2) เป็นสัญญาณของโปรตอนวงอะโรมาติก จากข้อมูล HMBC ดังรูปที่ 3.2 
และตารางที่ 3.1 ยังพบว่าต าแหน่ง H-2 (δH 6.03) มีความสัมพันธ์กับ C-1, C-3 และ C-4 ซึ่งเป็น
คาร์บอนที่มีหมู่เมทท็อกซีเป็นหมู่แทนที่อยู่ จากข้อมูล 1H และ 13C NMR สเปกตรัมของสาร CF-08 
กับสาร 1,3,4,5,6-pentamethoxyxanthone [14] พบว่ามีความใกล้เคียงกัน ยกเว้นหมู่ methoxy 
ที่ต าแหน่ง C-6 ถูกแทนที่ด้วยหมู่ hydroxyl โดยการยืนยันของ 1H NMR ที่ δH 6.03 (s, 1H) และ 
HRESIMS จึงสามารถยืนยันได้ว่ามีหมู่ hydroxyl      อยู่จริง ดังนั้นสาร CF-08 จึงเป็นสารใหม่ที่ไม่
เคยมีรายงานมาก่อนโดยให้ชื่อว่า Prunixanthone 

 
 

รูปที่ 3.1 โครงสร้างของสาร CF-08 



 
 

 
 

 
 
ตารางท่ี 3.1 ค่า Chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H-NMR (400 MHz) และ 

13C-NMR (100 MHz) ของสาร CF-08 

ต าแหน่ง 
สาร CF-08 (CDCl3) 

δH δC HMBC 
1 - 153.9 - 
2 6.65 (s, 1H) 95.4 C-1, C-3, C-4, C-8b 
3 - 158.7 - 
4 - 139.4 - 
4a - 153.5 - 
4b - 150.1 - 
5 - 144.4 - 
6 - 145.6 - 
7 7.30 (d, J = 9.1 Hz, 1H) 121.2 C-4b, C-5, C-6, C-8, C-8a 
8 7.10 (d, J = 9.1 Hz, 1H) 113.2 C-4b, C-6, C-7, C-8a 
8a - 116.4 - 
8b - 111.1 - 
9 - 174.9 - 

6-OH 6.03 (s, 1H) - - 
1-OCH3 4.01 (s, 3H) 62.1 C-1 
3-OCH3 3.96 (s, 3H) 56.2 C-3 
4-OCH3 3.90 (s, 3H) 61.6 C-4 
5-OCH3 4.03 (s, 3H) 62.7 C-5 

 
 
 
 

รูปที่ 3.2 ข้อมูล HMBC (ลูกศรหัวเดียว) และ COSY (เส้นทึบ) ของโครงสร้าง CF-08 



 
 

รูปที่ 3.3 โครงสร้างของสาร CF-01 

รูปที่ 3.4 โครงสร้างของสาร CF-02 

3.1.2 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสาร CF-01 
 

 
 
 

สาร CF-01 ดังรูปที่ 3.3 มีลักษณะทางกายภาพเป็นผงสีเหลือง มีสูตรโมเลกุลคือ C14H10O5 

จากข้อมูลสเปกตรัม 1H NMR (400 MHz, CDCl3); δH 12.88 (s, 1H, 1-OH), 7.56 (t, J = 8.3 Hz, 
1H, H-3), 7.43 (d, J = 9.1 Hz, 1H, H-8), 7.21 (d, J = 9.1 Hz, 1H, H-7), 6.87 (d, J = 8.3 Hz, 
1H, H-4), 6.77 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H-2), 5.98 (s, 1H, 6-OH), 4.04 (s, 3H, 5-OCH3). เ มื่ อ
เปรียบเทียบข้อมูลด้วยค่า chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H NMR ของสาร CF-01 กับสาร 
Buchanaxanthone พบว่า มีความใกล้เคียงกันมาก จึงสรุปว่า สาร CF-01 คือ Buchanaxanthone 
[15] 
 

3.1.3 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสาร CF-02 
 

 
 
  

สาร CF-02 ดังรปูที ่3.4 มีลักษณะทางกายภาพเป็นผงสีส้ม มีสูตรโมเลกุลคือ C20H18O5 จาก
ข้อมูลสเปกตรัม 1H NMR (400 MHz, CDCl3); δH 12.23 (s, 1H. 1-OH), 12.06 (s, 1H, 8-OH), 7.55 
(s, 1H, H-5), 7.30 (d, J = 2.5 Hz, 1H, H-4), 7.01 (s, 1H, H-7), 6.61 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H-2), 
5.41 (t, J = 6.8 Hz, 1H), 4.58 (d, J = 6.7 Hz, 2H), 2.38 (s, 3H), 1.73 (d, J = 14.4 Hz, 6H). เมื่อ
เปรียบเทียบข้อมูลด้วยค่า chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H NMR ของสาร CF-02 กับสาร 
Madagascin พบว่า มีความใกล้เคียงกันมาก จึงสรุปว่า สาร CF-02 คือ Madagascin [16] 
 

 
 
 



 
 

รูปที่ 3.5 โครงสร้างของสาร CF-03 

 

รูปที่ 3.6 โครงสร้างของสาร CF-04 

3.1.4 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสาร CF-03 
 

 
 
 
 

สาร CF-03 ดังรูปที่ 3.5 มีลักษณะทางกายภาพเป็นผงสีเหลืองเข้ม มีสูตรโมเลกุลคือ 
C21H20O5 จากข้อมูลสเปกตรัม 1H NMR (400 MHz, CDCl3); δH 12.98 (s, 1H, 1-OH), 12.13 (s, 
1H, 8-OH), 7.65 (s, 1H, H-4), 7.44 (s, 1H, H-5), 7.10 (s, 1H, H-7), 6.95 (dd, J = 16.2, 7.1 Hz, 
1H), 6.69 (d, J = 16.2 Hz, 1H), 4.07 (s, 3H, 3-OCH3), 2.60 – 2.51 (m, 1H), 2.47 (s, 3H), 1.59 
(s, 6H). เมื่อเปรียบเทียบข้อมูลด้วยค่า chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H NMR ของสาร CF-
03 กับสาร  Vismiaquinone พบว่ า  มีความใกล้ เ คี ยงกันมาก จึ งสรุปว่ า  สาร  CF-03 คือ 
Vismiaquinone [17] 

3.1.5 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสาร CF-04 
 

 
 
 
 

สาร CF-04 ดังรูปที่ 3.6 มีลักษณะทางกายภาพเป็นผงสีเหลือง มีสูตรโมเลกุลคือ C14H10O5 

จากข้อมูลสเปกตรัม 1H NMR (400 MHz, Acetone-D6); δH 11.94 (s, 1H, 1-OH), 8.91 (s, 1H, 6-
OH), 7.47 (d, J = 2.8 Hz, 1H, H-5), 7.43 (d, J = 9.0 Hz, 1H, H-8), 7.32 (d, J = 2.8 Hz, 1H, H-
7), 7.29 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H-3), 6.54 (d, J = 8.9 Hz, 1H, H-2) , 3.82 (s, 3H, 4-OCH3). เ มื่ อ
เปรียบเทียบข้อมูลด้วยค่า chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H NMR ของสาร CF-04 กับสาร 
Cratoxyarborenone F พ บ ว่ า  มี ค ว า ม ใ ก ล้ เ คี ย ง กั น ม า ก  จึ ง ส รุ ป ว่ า  ส า ร  CF-04 คื อ 
Cratoxyarborenone F [18] 

 



 
 

รูปที่ 3.7 โครงสร้างของสาร CF-05 

รูปที่ 3.8 โครงสร้างของสาร CF-06 

3.1.6 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสาร CF-05 
 

 
 
 

 
สาร CF-05 ดังรูปที่ 3.7 มีลักษณะทางกายภาพเป็นผงสีเหลือง มีสูตรโมเลกุลคือ C13H8O5 

จากข้อมูลสเปกตรัม 1H NMR (400 MHz, Acetone-D6); δH 11.96 (s, 1H, 1-OH), 7.63 (d, J = 
2.3 Hz, 1H, H-8), 7.54 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H-5), 7.44 (dd, J = 8.7, 2.4 Hz, 1H, H-6), 7.32 (d, 
J = 8.8 Hz, 1H, H-3), 6.65 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-2). เมื่อเปรียบเทียบข้อมูลด้วยค่า chemical 
shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H NMR ของสาร CF-05 กับสาร 1,4,7-Trihydroxyxanthenone พบว่า 
มีความใกล้เคียงกันมาก จึงสรุปว่า สาร CF-05 คือ 1,4,7-Trihydroxyxanthenone [19] 

 
3.1.7 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสาร CF-06 

 

 
 
 
 สาร CF-06 ดังรูปที่ 3.8 มีลักษณะทางกายภาพเป็นผงสีเหลืองอ่อน มีสูตรโมเลกุลคือ 
C23H22O6 จากข้อมูลสเปกตรัม 1H NMR (400 MHz, Acetone-D6); δH 13.93 (s, 1H, 1-OH), 7.61 
(d, J = 8.4 Hz, 1H, H-8), 7.01 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H-7), 6.71 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 6.52 (dd, 
J = 17.4, 10.6 Hz, 1H), 5.72 (d, J = 9.9 Hz, 1H), 5.04 (d, J = 17.4 Hz, 1H), 4.88 (d, J = 10.6 
Hz, 1H), 3.98 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 1.50 (s, 6H). เมื่อเปรียบเทียบข้อมูลด้วยค่า chemical shift 
(ppm) จากสเปกตรัม 1H NMR ของสาร CF-06 กับสาร Macluraxanthone พบว่า มีความใกล้เคียง
กันมาก จึงสรุปว่า สาร CF-06 คือ Macluraxanthone [20] 
 

 



 
 

รูปที่ 3.9 โครงสร้างของสาร CF-07 

3.1.8 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสาร CF-07 
 

 
 

 
สาร CF-07 ดังรูปที่ 3.9 มีลักษณะทางกายภาพเป็นผงสีเหลืองอ่อน มีสูตรโมเลกุลคือ 

C15H12O6 จากข้อมูลสเปกตรัม 1H NMR (400 MHz, Acetone-D6); δH 13.28 (s, 1H, 1-OH), 7.61 
(t, J = 8.3 Hz, 1H, H-3), 6.89 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-4), 6.78 (s, 1H, H-8), 6.72 (d, J = 8.2 Hz, 
1H, H-2), 3.97 (s, 3H, 6-OCH3), 3.91 (s, 3H, 5-OCH3). เมื่อเปรียบเทียบข้อมูลด้วยค่า chemical 
shift (ppm) จ า ก ส เ ป ก ต รั ม  1H NMR ข อ ง ส า ร  CF-07 กั บ ส า ร  1,7-dihydroxy-5,6-
dimethoxyxanthone พบว่า มีความใกล้เคียงกันมาก จึงสรุปว่า สาร CF-07 คือ 1,7-dihydroxy-
5,6-dimethoxyxanthone [21] 
 

3.1.9 ผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้  
จากการน าสารทั้งหมด (CF-01-CF-08) ที่แยกได้โดยวิธีทางเทคนิคโครมาโทกราฟี มา

ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง 3 ชนิด คือ KB, Hela S-3 และ HepG2 ของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้
พบว่าได้ผลตามตารางที่ 3.2 

ตารางที่ 3.2 ค่าความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้ (CF-01–CF-08) และ
สารมาตรฐาน Doxorubicin 

สาร 
ค่า IC50 (µM) 

KB HelaS3 HepG2 
CF-01 > 100 > 100 > 100 
CF-02 > 100 96.34 ± 3.44 > 100 
CF-03 21.36 ± 1.22 > 100 19.17 ± 2.93 
CF-04 21.06 ± 0.61 76.67 ± 2.42 53.59 ± 9.07 
CF-05 > 100 > 100 > 100 
CF-06 1.94 ± 0.15 6.14 ± 0.10 4.95 ± 0.36 
CF-07 > 100 > 100 > 100 
CF-08 5.76 ± 0.17 8.71 ± 0.19 11.83 ± 0.72 

Doxorubicin (sigma) 0.022 ± 0.001 0.144 ± 0.016 1.073 ± 0.163 
IC50 ≤ 10 = ฤทธิ์ดี 10 ≤ IC50 ≤ 30 = ฤทธิ์ปานกลาง 30 ≤ IC50 < 100 = ฤทธิ์อ่อน และ  
IC50 ≥ 100 = ไม่มีฤทธิ์ 



 
 

จากการทดสอบฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งชนิด KB พบว่า สาร CF-06 และ CF-08 มี
ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งชนิด KB ในระดับดี โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 1.94 และ 5.76 µM ตามล าดับ 
ส่วนสาร CF-03 และ CF-04 มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งชนิด KB ในระดับปานกลาง โดยมีค่า IC50 
เท่ากับ 21.36 และ 21.06 µM ตามล าดับ CF-01, CF-02, CF-05 และ CF-07 ไม่มีความเป็นพิษต่อ
เซลล์มะเร็งชนิด KB โดยมี ค่า IC50 มากกว่า 100 µM 

จากการทดสอบฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งชนิด Hela S-3 พบว่า สาร CF-06 และ CF-
08 มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งชนิด Hela S-3 ในระดับดี โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 6.137 และ 8.707 
µM ตามล าดับ ส่วนสาร CF-02 และ CF-04 มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งชนิด Hela S-3 ในระดับ
อ่อน โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 96.34 และ 76.67 µM ตามล าดับ CF-01, CF-03, CF-05 และ CF-07 
ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งชนิด Hela S-3 โดยมี ค่า IC50 มากกว่า 100 µM 

จากการทดสอบฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งชนิด HepG2 พบว่า สาร CF-06 มีความ
เป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งชนิด HepG2 ในระดับดี โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 4.95 ส่วนสาร CF-03 และ CF-
08 มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งชนิด HepG2 ในระดับปานกลาง โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 19.17 และ 
11.83 µM ตามล าดับ ส่วน CF-04 มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งชนิด HepG2 ในระดับอ่อน โดยมีค่า 
IC50 เท่ากับ 53.59 µM CF-01, CF-02, CF-05 และ CF-07 ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งชนิด 
HepG2 โดยมี ค่า IC50 มากกว่า 100 µM 



บทที่ 4 
สรุปผลการทดลอง 

 
จากการน าสิ่งสกัดไดคลอโรมีเทนของกิ่งและก้านติ้วแดงมาแยกให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิคโครมา

โทรกราฟี พบว่า แยกได้สารใหม่ในกลุ่มแซนโทน (xanthone) 1 ชนิด คือ Prunixanthone (CF-08) 
นอกจากนี้พบสารที่เคยมีข้อมูลการรายงานมาก่อนหน้านี้ 7 ชนิด คือ  Buchanaxanthone (CF-01), 
Madagascin (CF-02) , Vismiaquinone (CF-03) , Cratoxyarborenone F (CF-04) , 1,4,7-
Trihydroxyxanthenone (CF-05) , Macluraxanthone (CF-06)  แ ล ะ  1,7-dihydroxy-5,6-
dimethoxyxanthone (CF-07) โดยโครงสร้างทั้งหมดได้พิสูจน์ทราบด้วยข้อมูลทางสเปกโทรสโกปี 
ร่วมกับการ เปรียบเทียบกับข้อมูลที่เคยมีการรายงานมาก่อนหน้านี้ จากการทดสอบฤทธิ์ความเป็นพิษ
ต่อเซลล์มะเร็งชนิด KB, Hela S-3 และ HepG2 พบว่าสาร CF-06 และ CF-08 มีความเป็นพิษต่อ
เซลล์มะเร็งชนิด KB, Hela S-3 และ HepG2 ในระดับดี โดยมีค่า IC50 ในช่วง 1.94-11.83 µM สาร 
CF-03 และ CF-04 มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งชนิด KB, Hela S-3 และ HepG2 ในระดับปาน
กลาง โดยมีค่า IC50 ในช่วง 19.17-76.67 µM ส่วนสาร CF-01, CF-02, CF-05 และ CF-07 ไม่มี
ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งทั้งชนิด KB, Hela S-3 และ HepG2 โดยมีค่า IC50 มากกว่า 100 µM 
 

  

  

  

รูปที่ 4.1 โครงสร้างของสารที่แยกได้ CF-01 – CF-08 



 
 

  
 
 
 

 
ข้อเสนอแนะ 

1. ในสิ่งสกัดไดคลอโรมีเทนมีสารอีกหลายชนิดที่ผู้วิจัยยังไม่ได้แยกองค์ประกอบ พิสูจน์
ทราบโครงสร้างและทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ เนื่องจากเวลาที่จ ากัดดังนั้นควรแยกในส่วน
นี้อีกต่อไป 

2. ในการทดลองนี้ผู้วิจัยเลือกศึกษาองค์ประกอบทางเคมีจากสิ่งสกัดไดคลอโรมีเทนเพียง
ชนิดเดียวเพ่ือการทดลองที่มีประสิทธิภาพมากข้ึน และอาจมีการศึกษาองค์ประกอบทาง
เคมีในสิ่งสกัดอ่ืนๆ เช่น เมทานอล, เอทิลอะซิเตท และเฮกเซน เป็นต้น 

3. อาจน าสารที่แยกได้ไปทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพอ่ืนๆที่น่าสนใจ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.1(ต่อ) โครงสร้างของสารทีแ่ยกได้ CF-01 – CF-08 
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ภาคผนวก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 1 สเปกตรัม 1H-NMR ของ Prunixanthone (CF-08) ใน acetone-d6  

รูปที่ 2 สเปกตรัม 13C-NMR ของ Prunixanthone (CF-08) ใน acetone-d6 



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3 สเปกตรัม COSY ของ Prunixanthone (CF-08) ใน acetone-d6 

รูปที่ 4 สเปกตรัม HSQC ของ Prunixanthone (CF-08) ใน acetone-d6 



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปที่ 5 สเปกตรัม HMBC ของ Prunixanthone (CF-08) ใน acetone-d6 
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