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ค าน า 

 โครงการปริญญานิพนธ์เป็นส่วนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตรเภสัชศาสตรบัณฑิต สาขาวิชา                      
การค้นพบและพัฒนายา คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ปีการศึกษา 2560 มีวัตถุประสงค์                
เพ่ือสกัดแยกสารบริสุทธิ์จากต้นเอ้ืองจ าปา (Dendrobium moschatum)  น าสารที่ได้ไปวิเคราะห์
โครงสร้างทางเคมี  และทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดสของสาร ซึ่งโครงการปริญญานิพนธ์นี้          
เป็นจุดเริ่มต้นของการน าเอ้ืองจ าปามาทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์แอลฟา -กลูโคซิเดส ผู้ด าเนินโครงการ                  
หวังเป็นอย่างยิ่งว่า โครงการปริญญานิพนธ์นี้จะเป็นประโยชน์ส าหรับผู้สนใจด้านงานวิจัย ตลอดจนผู้ที่
สนใจศึกษาค้นคว้าเกี่ยวกับต้นเอ้ืองจ าปาและการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส 
 
 หากโครงการปริญญานิพนธ์นี้มีข้อผิดพลาดประการใด  คณะผู้ด าเนินโครงการต้องขออภัยไว้                    
ณ ที่นี้ด้วย 
 
 
 
 
 
 
 

คณะผู้ด าเนินโครงการ 
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บทท่ี 1 

บทน า 
ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

 ในปัจจุบันจ านวนผู้ป่วยเบาหวานมีการเพิ่มข้ึนอย่างมากและมีแนวโน้มที่จะเพ่ิมสูงขึ้นอย่างต่อเนื่อง โดย
ในปี ค.ศ. 2017 มีผู้ป่วยเบาหวานทั่วโลกจ านวน 425 ล้านคน (1) และในปี ค.ศ. 2015 ประชากรประมาณ 1.6 
ล้านคนต้องเสียชีวิตด้วยโรคเบาหวาน  โดยส่วนใหญ่ที่พบมักจะเป็นผู้ป่วยเบาหวานชนิดที่สองร้อยละ 90 ของ
ผู้ป่วยเบาหวานทั้งหมด  ซึ่งมีสาเหตุมาจากอินซูลินที่หลั่งออกมาไม่สามารถท างานได้อย่างมีประสิทธิภาพและ
ภาวะดื้อต่ออินซูลิน (insulin resistance) (2,3)  ส่งผลให้ผู้ป่วยกลุ่มนี้ไม่สามารถควบคุมน้ าตาลในเลือดให้อยู่ใน
ระดับปกติได้และน าไปสู่การเกิดภาวะแทรกซ้อนต่างๆ  ที่เป็นอันตรายต่อชีวิต  เช่น หัวใจวาย  ไตวาย  ตาบอด 
และระบบประสาทถูกท าลาย ผู้ป่วยจึงต้องได้รับการรักษาเพ่ือควบคุมและป้องกันภาวะแทรกซ้อนดังกล่าว               
ยาที่ใช้รักษาผู้ป่วยเบาหวานมีด้วยกันหลายกลุ่ม ซึ่งในท่ีนี้จะกล่าวถึงเฉพาะยาในกลุ่มตัวยับยั้งแอลฟา-กลูโคซิเดส 

(-glucosidase inhibitor) (3)  

 แอลฟา-กลูโคซิเดส (-glucosidase) เป็นเอนไซม์ชนิดหนึ่งที่หลั่งออกมาบริเวณล าไส้เล็ก โดยท า
หน้าที่ย่อยสารประเภทคาร์โบไฮเดรตให้กลายเป็นน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยว เพ่ือดูดซึมและใช้เป็นแหล่งสร้างพลังงาน
ของร่างกาย  ดังนั้นการยับยั้งเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส จะสามารถยืดเวลาในการย่อยสารประเภท
คาร์โบไฮเดรตออกไป เป็นผลให้อัตราการดูดซึมน้ าตาลกลูโคสลดลง และสามารถควบคุมน้ าตาลในเลือดให้
กลับมาอยู่ในระดับปกติได้ ตัวอย่างของยาที่มีกลไกยับยั้งเอนไซม์ แอลฟา-กลูโคซิเดส คือ acarbose voglibose 
และ miglitol (4,5)  

  จากการทบทวนวรรณกรรมพบว่า  พืชในสกุลหวาย (Dendrobium) เป็นพืชสมุนไพรที่มีการน ามา
ศึกษาและวิจัยเป็นจ านวนมาก พบว่า  พืชสกุลนี้มีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส ซึ่งเกี่ยวข้องกับ
การลดระดับน้ าตาลส าหรับผู้ป่วยเบาหวานชนิดที่สอง (6)  เช่น  Dendrobium loddigesii ที่ใช้เป็นสมุนไพร              
ในการแพทย์แผนจีนส าหรับรักษาโรคเบาหวานชนิดที่สอง   โดยสารสกัดบริสุทธิ์จากล าต้นพบสาร                         
กลุ่ม polyphenols 5 ชนิดที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส ได้แก่ crepidatuol และสารใหม่ 
loddigesiinols G–J (7) รวมถึงสารสกัดจากทั้งต้นของ Dendrobium tortile พบสารส าคัญ 7 ชนิดที่มีฤทธิ์
ยับยั้งเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส โดยพบสาร Dendrofalconerol A ออกฤทธิ์เป็น  strong  - glucosidase 
inhibitory เมื่อเปรียบเทียบกับ acarbose (8) และสารสกัดจากทั้งต้นของ Dendrobium devonianum                   
พบสารใหม่ในกลุ่ม flavonol glycoside และ gigantol มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส ซึ่งออกฤทธิ์ใน
การยับยั้งเอนไซม์ได้ดีกว่า acarbose (9) 
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 จากการที่ผู้ด าเนินโครงการท าการทดสอบเบื้องต้น (Preliminary test)  โดยการน าสารสกัดหยาบ 
(crude extract) ของเอ้ืองจ าปา (Dendrobium moschatum) มาทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ  พบว่า สารสกัด
หยาบของเอ้ืองจ าปาที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส 
ได้มากกว่าร้อยละ 80 ดังนั้นผู้ด าเนินโครงการจึงมีความสนใจที่จะศึกษาองค์ประกอบทางเคมี และพิสูจน์
โครงสร้างของสารบริสุทธิ์ที่สกัดได้จากเอ้ืองจ าปา  รวมทั้งทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งเอนไซม์                       
แอลฟา-กลูโคซิเดส ซึ่งคาดหวังว่าน่าจะสามารถน ามาใช้ประโยชน์ทางยาต่อไปได้ 

วัตถุประสงค์การวิจัย 

1. เพ่ือสกัดแยกองค์ประกอบทางเคมีและพิสูจน์โครงสร้างของสารบริสุทธิ์จากเอ้ืองจ าปา 
2. เพ่ือศึกษาฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดสของสารบริสุทธิ์จากเอ้ืองจ าปา 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. ได้ข้อมูลองค์ประกอบทางเคมีและโครงสร้างของสารบริสุทธิ์ที่สกัดแยกได้จากเอ้ืองจ าปา 
2. ได้ข้อมูลการออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดสของสารบริสุทธิ์จากเอ้ืองจ าปา 

 
 

บทท่ี 2 

ปริทัศน์วรรณกรรม 
2.1 โรคเบาหวาน  แอลฟา-กลูโคซิเดสและสารยับยั้งแอลฟา-กลูโคซิเดส  

เบาหวาน  

โรคเบาหวาน (Diabetes mellitus) เป็นโรคที่เกี่ยวกับความผิดปกติของระบบการเผาผลาญอาหาร
(metabolic disorders ) ท าให้ระดับกลูโคสในเลือดมีระดับสูงกว่าปกติ โดยความผิดปกตินี้สามารถแบ่งหลักๆ
ได้ 2 ชนิด ได้แก่ เบาหวานชนิดที่ 1 ซึ่งเกิดจากการที่ร่างกายไม่สามารถหลั่งอินซูลินจากเบต้าเซลล์ของตับอ่อน
ได้ และเบาหวานชนิดที่ 2 ซึ่งเป็นผลมาจากการที่ อินซูลินที่ร่างกายหลั่งออกมาไม่สามารถท างานได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ ท าให้เกิดภาวะดื้อต่ออินซูลิน(insulin resistance) หรือกล่าวได้ว่า เนื้อเยื่อเป้าหมายไม่สามารถ
ตอบสนองต่อค าสั่งของอินซูลินเพ่ือน ากลุูโคสเข้าเซลล์ได้อย่างเหมาะสม  ซึ่งร้อยละ 90 ของผู้ป่วยเบาหวาน
ทั้งหมดท่ีพบมักจะเป็นผู้ป่วยเบาหวานชนิดนี้ (10) 

การที่ผู้ป่วยเบาหวานมีการเพ่ิมขึ้นของระดับน้ าตาลในเลือด จะส่งผลให้ระบบการเผาผลาญอาหาร
ส่วนอ่ืนๆของร่างกายเปลี่ยนแปลงไปและน าไปสู่การท าลายของหลอดเลือดเป็นสาเหตุของการเกิด
ภาวะแทรกซ้อนต่างๆได้ (รูปที่ 1) ดังนี้   

 โรคหัวใจและหลอดเลือด เนื่องจากระดับน้ าตาลในเลือดที่เพ่ิมขึ้นจะท าให้หลอดเลือดขนาดใหญ่เกิด
ความเสียหายจากการเกิดภาวะหลอดเลือดแข็ง (Atherosclerosis) ท าให้หลอดเลือดแดงมีขนาดแคบ
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จนไม่สามารถส่งเลือดไปเลี้ยงกล้ามเนื้อหัวใจได้เพียงพอและท าให้เกิดภาวะหัวใจวาย  หรือหากเกิดที่
สมองก็จะส่งผลให้เกิดภาวะหลอดเลือดสมอง (Stroke) หรือถ้าเกิดที่หลอดเลือดส่วนปลายก็จะท าให้
แผลหายช้าหรือเกิดภาวะกล้ามเนื้อส่วนปลายขาดเลือดได้   

 ภาวะเบาหวานขึ้นจอตา ซึ่งเกิดจากหลอดเลือดขนาดเล็กบริเวณเรติน่าถูกท าลาย ท าให้ผู้ป่วยมีปัญหา
ด้านการมองเห็น และอาจลุกลามท าให้ตาบอดได้ในที่สุด    

 ภาวะไตวาย ซึ่งเกิดจากหลอดเลือดขนาดเล็กในไตถูกท าลาย ซึ่งอาจรุนแรงจนน าไปสู่การเสียชีวิตได้    

 ภาวะชาบริเวณปลายมือปลายเท้า ซึ่งเกิดจากระบบประสาทถูกท าลายจากการที่หลอดเลือดบริเวณ
เส้นประสาทได้รับเสียหาย (11)   
 

 
รูปที่ 1 แสดงภาวะแทรกซ้อนที่เกิดจากโรคเบาหวาน (12)  

ผู้ป่วยจึงต้องได้รับการรักษาเพ่ือควบคุมระดับน้ าตาลในเลือดและป้องกันภาวะแทรกซ้อนดังกล่าว  โดยยาที่
ใช้รักษาผู้ป่วยเบาหวานมีด้วยกัน 3 กลุ่ม ตามกลไกการออกฤทธิ์ ได้แก่ 

1. กลุ่มท่ีเพ่ิมการหลั่งของอินซูลินจากตับอ่อน (insulin secretagogue) เช่น glipizide, repaglinide 
2. กลุ่มท่ีลดการดื้อต่ออินซูลิน (insulin sensitizer) เช่น metformin, pioglitazone 

3. กลุ่มท่ียับยั้งเอนไซมแ์อลฟา-กลูโคซิเดส (-glucosidase inhibitor) เช่น acarbose, miglitol (3) 
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แอลฟา-กลูโคซิเดสและสารยับยั้งแอลฟา-กลูโคซิเดส   

แอลฟา-กลูโคซิเดส เป็นเอนไซม์ที่อยู่ที่เยื่อบุผนังล าไส้เล็ก ท าหน้าที่ท าลายพันธะแอลฟาไกลโคซิดิก
เพ่ือย่อยคาร์โบไฮเดรตเชิงซ้อนหรือน้ าตาลโมเลกุลคู่ให้กลายเป็นน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยว  (รูปที่ 2) (13)                 
โดยสารอาหารประเภทคาร์โบไฮเดรตจะประกอบไปด้วยแป้งประมาณร้อยละ 60 และน้ าตาลซูโครสประมาณ
ร้อยละ 30 การย่อยสลายของสารในกลุ่มคาร์โบไฮเดรตประเภทแป้งจะเริ่มจากการถูกไฮโดรไลซิสที่ล าไส้เล็ก
ส่วนต้นและส่วนกลางโดยเอนไซม์อะไมเลสจากตับอ่อนให้กลายเป็นโอลิโกแซ็กคาไรด์ (oligosaccharides) 
และน้ าตาลโมเลกุลคู่ ก่อนจะถูกเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดสไฮโดรไลซิสอีกครั้งให้กลายเป็นกลูโคส           
ส่วนน้ าตาลซูโครสจะถูกไฮโดรไลซิสเพียงครั้งเดียวโดยเอนไซม์ซูเครสซึ่งเป็นแอลฟา-กลูโคซิเดสแบบหนึ่ง         
เพ่ือเปลี่ยนเป็นกลูโคสและฟรุกโทส จากนั้นกลูโคสที่ได้จากกระบวนการย่อยสลายจะถูกดูดซึมเข้าสู่ระบบ
หมุนเวียนเลือดและไปยังเนื้อเยื่อเป้าหมายผ่านการท างานของอินซูลิน แต่ส าหรับผู้ป่วยเบาหวานชนิดที่ 2    
จะไม่สามารถน ากลูโคสเข้าสู่เนื้อเยื่อเป้าหมายได้เนื่องจากร่างกายสร้างอินซูลินไม่เพียงพอหรือมีภาวะดื้อต่อ
อินซูลิน ดังนั้นการยับยั้งเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดสซึ่งเป็นเอนไซม์ที่เปลี่ยนสารคาร์โบไฮเดรตให้เป็นกลูโคส 
จะท าให้ลดการดูดซึมน้ าตาลเข้าสู่ระบบหมุนเวียนเลือดและเป็นผลให้ระดับน้ าตาลในเลือดลดลงได้ (14) 

 
รูปที่ 2 แสดงการท างานของเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส (15) 

สารยับยั้งแอลฟา-กลูโคซิเดสจะท าหน้าที่ในการยั้บยั้งเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดสแบบแข่งขันโดย       
จะเข้าไปแย่งจับกับตัวรับของเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดสแทนที่คาร์โบไฮเดรตเชิงซ้อนหรือน้ าตาลโมเลกุลคู่           
(รูปที่ 3) (16)  ท าให้คาร์โบไฮเดรตเชิงซ้อนหรือน้ าตาลโมเลกุลคู่เหล่านี้ถูกเปลี่ยนเป็นกลูโคสได้น้อยลง             
นั้นหมายความว่าสารที่ยับยั้งแอลฟากลูโคซิเดสจะช่วยชะลอการดูดซึมของกลูโคสเข้าสู่กระแสเลือดเพียง
พอที่จะให้เนื้อเยื่อเป้าหมายตอบสนองต่ออินซูลินเพ่ือน ากลูโคสเข้าเซลล์ได้  (17) ซึ่งในปัจจุบันสารที่ยับยั้ง
แอลฟา-กลูโคซิเดสและน ามาใช้เป็นยาต้านเบาหวานที่ได้แก่ acarbose  volgibose และ miglitol  
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รูปที่ 3 แสดงการท างานของสารยับยั้งเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดส บนเยื่อบุของผนังล าไส้เล็ก 

2.2 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส 

การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส ตรวจวัดจากการท างานของเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส 
ซึ่ งเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส กับ p-Nitrophenol--D-glucopyranoside (PNP-G) ที่ เป็น substrate                
ได้ p-nitrophenol ออกมา ซึ่งเป็นสารที่มีสีเหลือง (รูปที่ 4) สามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 405 nm ได้                   
เมื่อมีสารยับยั้ งเอนไซม์ ท าให้ เกิดปฏิกิริยาน้อยลง  เป็นผลให้ค่าการดูดกลืนแสงเปลี่ยนแปลงไป                  
และสามารถค านวณ%inhibition ได้จากสมการที่ 1 ซึ่งหลักการและขั้นตอนการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์
แอลฟา-กลูโคซิเดสเป็นไปตามงานวิจัยของ Ahmad Gholamhoseinian และคณะ ในปี 2008 (18) 

สมการที่ 1 แสดงการค านวณ  % -glucosidase inhibitory activity(18) 

%𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛 = (𝑂𝐷𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝑂𝐷𝑡𝑒𝑠𝑡)/𝑂𝐷𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 × 100  

 
รูปที่ 4 แสดงกลไกการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของ p-Nitrophenol--D-glucopyranoside (PNP-G) (19) 
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2.3 เอื้องจ าปา 

เ อ้ืองจ าปา  มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่ า   Dendrobium moschatum (Buch. -Ham. )  Sw.  (รูปที่  5-6)                   
ซึ่งเป็นกล้วยไม้ชนิดหนึ่งที่จัดอยู่ในสกุลหวาย (Dendrobium)  วงศ ์Orchidaceae  สามารถพบได้ท่ัวไปใน ป่า
ดิบแล้งเกือบทุกภาคของประเทศไทย ยกเว้นในภาคกลางและภาคตะวันออก กระจายพันธุ์ในหลายประเทศ
อาทิ เนปาล  ภูฏาน  อินเดีย  พม่า  และลาว  เอ้ืองจ าปามีลักษณะทางพฤกษศาสตร์เป็นพืชอิงอาศัย 
(epiphyte) ต้นเป็นล ากลม  ยาวประมาณ 1 เมตร  เส้นผ่านศูนย์กลางต้น 1-1.5 เซนติเมตร ลักษณะของใบจะ
เป็นรูปไข่แกมรี กว้าง 2.5-3 เซนติเมตร  และยาว 8-12 เซนติเมตร ปลายแหลมมน  แผ่นใบค่อนข้างหนาและ
เหนียว มีใบตลอดต้น ส่วนดอก จะมีลักษณะเป็นช่อดอกสีเหลืองกลีบปากมีขนนุ่มทั้งสองด้านแต้มสีม่วงด า               
ลักษณะพิเศษคือ ขอบกลีบม้วนงอขึ้นเป็นกระพุ้ง มีกลิ่นหอมอ่อนๆคล้ายเครื่องเทศ  โดยจะออกดอกบริเวณ
ตามข้อใกล้ยอด แต่ละช่อมีประมาณ 5-12 ดอก  ซึ่งเมื่อบานเต็มที่ดอกจะมีขนาดกว้างประมาณ 4 เซนติเมตร  
บานทนประมาณ 4-5 วัน ฤดูท่ีออกดอกมากคือช่วงเดือนเมษายนถึงมิถุนายน (19,20)  

 
รูปที่ 5 แสดงลักษณะอิงอาศัยของต้นเอ้ืองจ าปา (21)  

 

รูปที่ 6 แสดงลักษณะทางพฤกษศาสตร์ ดอก ล าต้น และใบของเอ้ืองจ าปา 
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พฤกษเคมีของเอ้ืองจ าปา 

จากการสืบค้นฐานข้อมูลพบว่า เคยมีการน าเอ้ืองจ าปาทั้งต้น มาท าการสกัดแยกสารบริสุทธิ์               
พบสารส าคัญในกลุ่ม bibenzyl ได้แก่ moscatilin (22) แต่ยังไม่เคยมีรายงานการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของ
ต้นเอื้องจ าปามาก่อน 

งานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับสารยับยั้งเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดสในกล้วยไม้สกุล Dendrobium 

1. งานวิจัยของ Yu Lu และคณะ ในปี 2014 สารสกัดจากล าต้น Dendrobium loddigesii พบสาร                         
กลุ่ม polyphenols 5 ชนิดที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส ได้แก่ crepidatuol             
และสารใหม่ loddigesiinols G–J (7) 

2. งานวิจัยของ Ling Lic, Yegao Chen และคณะ ในปี  2014 พบว่า  สารสกัดจากทั้ งต้นของ 
Dendrobium devonianum  พบสารใหม่ในกลุ่ม flavonol glycoside และ gigantol มีฤทธิ์ยับยั้ง
เอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส ซึ่งออกฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ได้ดีกว่า acarbose (9) 

3. งานวิจัยของ  Boonchoo Sritularak และคณะ ในปี  2016 พบว่า  สารสกัดจากทั้ งต้นของ 
Dendrobium tortile พบสารส าคัญ 7 ชนิดที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส โดยพบ      
สาร Dendrofalconerol A ออกฤทธิ์เป็น  strong -glucosidase inhibitory เมื่อเปรียบเทียบกับ 
acarbose (8) 

4. งานวิจัยของ Boonchoo Sritularak และคณะ ในปี 2017 พบว่า สารสกัดจากทั้งต้นของ Dendrobium 
formosum พบสาร  5-methoxy-7-hydroxy-9,10-dihydro-1,4-phenanthrenequinone มีฤทธิ์
ยับยั้งเอนไซมแ์อลฟา-กลูโคซิเดส (23) 

5. งานวิจัยของ Boonchoo Sritularak และคณะ ในปี  2018  พบว่า  สารสกัดจากทั้ งต้นของ 
Dendrobium infundibulum พบสารส าคัญ batatasin III และ dendrosinen B ที่ออกฤทธิ์เป็น 
strong α-glucosidase inhibitory activity (24) 
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บทท่ี 3 

วิธีด าเนินการวิจัย 
3.1 พืชสมุนไพร อุปกรณ์ สารเคมี และเครื่องมือ 

 พืชสมุนไพร 
 เอ้ืองจ าปา  Dendrobium moschatum (Buch.-Ham.) Sw. ซื้อมาจากตลาดนัดจตุจักร  

ส่วนที่น ามาใช้ คือ ส่วนเหนือดิน น้ าหนักแห้ง 1.3 กิโลกรัม  
แช่สกัดด้วย Methanol ได้เป็นสิ่งสกัดหยาบ น้ าหนัก 109.84 กรัม 

 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. Separatory funnel ขนาด 1,000 มิลลิลิตร 
8. TLC tank 
9. Silica gel 60 F254 บนแผ่น aluminium ส าหรับ TLC; Merck® 
10. Capillary tubes 
11. Forceps 
12. กระดาษกรอง 
13. ส าลี 
14. ขวดรับ fraction ขนาด 100 มิลลิลิตร 
15. Aluminium foil  
16. Pasteur pipette 
17. ช้อนตักสาร 
18. 96-well microtiterplate 
19. Micropipette tip ขนาด 100 ไมโครลิตร 200 ไมโครลิตร และ 1,000 ไมโครลิตร 
20. Eppendorf ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
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สารเคมี 
1. Methanol 
2. น้ ากลั่น 
3. Butanol 
4. Ethyl acetate 
5. Hexane 
6. Silica gel 1.09385 (Merck, Kieselgel 60, 230-400 mesh) 
7. Silica gel 1.07734 (Merck, Kieselgel 60, 70-320 mesh) 
8. Sephadex LH 20 
9. Acetone-d6 
10. Monobasic potassium phosphate (KH2PO4) 
11. Dibasic potassium phosphate (K2HPO4) 
12. p-Nitrophenol--D-glucopyranoside (PNP-G) จากบริษัท SIGMA ALDRICH®  

Lot # BCBV6233 
13. สารละลาย -glucosidase  จากบริษัท SIGMA_ALDRICH®  Lot #050M7425 
14. Acarbose จากบริษัท SIGMA ALDRICH® Lot #SLBS2172V 
15. Sodium carbonate (Na2CO3) 

เครื่องมือ 
1. เครื่องชั่งไฟฟ้า (mettler toledo ® รุ่น AG135) 
2. Rotary evaporator (Buchi rotavapor R-215) 
3. Vacuum pump (Buchi V-700) 
4. Vacuum controller (Buchi V-850) 
5. เครื่องกลั่นสารเคมี 
6. เครื่องกลั่นน้ า (Thermo SCIENTIFIC รุ่น Pacific TII 12 UV) 
7. เครื่องฉายแสง UV 
8. NMR spectrometer 
9. Micropipette ขนาด 2-20 ไมโครลิตร 20-100 ไมโครลิตร และ 100-1,000 ไมโครลิตร 
10. Multichannel pipette 20-200 ไมโครลิตร (Transferpette®-8)   
11. Microplate reader (Perkin-Elmer Victor3® 1420 multilabel counter) 
12. เครื่อง Vortex® 
13. pH meter (Cyberbcan 510 PC)  
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3.2 การเตรียมสิ่งสกัดหยาบ 
น าสิ่งสกัดหยาบเอ้ืองจ าปา 109.84 กรัม มาท าการสกัดโดยใช้วิธี partition ด้วย ethyl acetate น้ า 

และ butanol ตามล าดับ ได้สิ่งสกัดหยาบในชั้นของ ethyl acetate 25.71 กรัม 

3.3 การสกัดสารบริสุทธิ์ 
 น าสารสกัดหยาบในชั้นของ ethyl acetate และ butanol ไประเหยแห้งด้วยเครื่อง rotary 
evaporator จากนั้นน าไปทดสอบด้วยวิธี thin layer chromatography (TLC) เพ่ือหาระบบตัวท าละลาย 
(solvent system) ที่เหมาะสม และสังเกตการเคลื่อนที่ของสารบนแผ่น TLC พบว่า  ในชั้น ethyl acetate มี 
TLC band ของสารน่าสนใจจ านวนมาก ในระบบตัวท าลาย ethyl acetate และ hexane ในขณะที่ชั้น 
butanol พบ TLC band ของสารที่น้อยกว่า ดังนั้นจึงน าชั้นของ ethyl acetate มาท าการสกัดแยกสาร
บริสุทธิ์ต่อไป ด้วยวิธี quick column chromatography โดยน าสิ่งสกัดหยาบในชั้นของ ethyl acetate 
25.71 กรัม มาผ่านคอลัมน์ที่บรรจุ silica gel 1.07734 และใช้ระบบตัวท าละลายข้างต้น โดยเริ่มจากการใช้ 
hexane 100% แล้วค่อยๆ เพ่ิมสัดส่วนของ ethyl acetate ขึ้นทีละน้อยจนเป็น ethyl acetate 100%และ
ท าการชะละลายสารที่เหลือทั้งหมดในคอลัมน์ด้วย methanol โดยรับ fraction ละประมาณ 200 มิลลิลิตร 
แล้วน าแต่ละ fraction ที่รับมาไประเหยแห้ง จากนั้นน าไปทดสอบด้วยวิธี TLC ด้วยระบบตัวท าละลาย ethyl 
acetate : hexane ในสัดส่วน 3 : 7 โดยที่การปรับอัตราส่วนของตัวท าละลายในคอลัมน์พิจารณาจากการ
เคลื่อนที่ของสารในคอลัมน์และการเคลื่อนที่ของสารบนแผ่น TLC ตามท่ีแสดงในตารางที่ 1 

จากการสกัดหยาบด้วยวิธี quick column chromatography ได้ทั้งหมด 40 fractions จากนั้นรวม 
fraction ที่มีลักษณะ TLC band ที่เหมือนกันเข้าด้วยกัน ได้เป็น 8 fractions (A-H)  ตามท่ีแสดงในตารางที่ 2 
ตารางที่ 1 แสดง อัตราการส่วนของตัวท าละลายที่ใช้ในการท า quick column chromatography 

Fraction อัตราส่วนตัวท าละลาย ethyl acetate : hexane 
1-2 Hexane 100% 
3-7 Ethyl acetate 10% : Hexane 90% 
8-11 Ethyl acetate 20% : Hexane 80% 
12-19 Ethyl acetate 30% : Hexane 70% 
20-26 Ethyl acetate 40% : Hexane 60% 
27-28 Ethyl acetate 50% : Hexane 50% 
29-30 Ethyl acetate 60% : Hexane 40% 
31-32 Ethyl acetate 70% : Hexane 30% 
33-34 Ethyl acetate 80% : Hexane 20% 
35-36 Ethyl acetate 90% : Hexane 10% 
37-38 Ethyl acetate 100% 
39-40 Methanol 100% 
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ตารางที่ 2 แสดงการรวม fraction จากการสกัดหยาบด้วยวิธี quick column chromatography 

Fraction น้ าหนักสาร (กรัม) 
A (1-4) 0.0749 
B (5-9) 2.0029 

C (10-13) 2.6142 
D (14-21) 2.2561 
E (22-29) 1.5398 
F (30-34) 1.5698 
G (35-38) 1.2095 
H (39-40) 13.0642 

ท าการสกัดสารด้วยวิธี column chromatography โดยการน า fraction D น้ าหนัก 2.2561 กรัม 
ผสมกับ silica gel 1.09385 จนเป็นผงแห้ง มาผ่าน column chromatography ที่บรรจุ silica gel 1.07734 
และใช้ระบบตัวท าละลาย ethyl acetate : hexane โดยเริ่มจากการใช้ hexane 100% แล้วค่อยๆ เพ่ิม
สัดส่วนของ ethyl acetate ขึ้นทีละน้อยจนเป็น ethyl acetate 100% โดยรับ fraction ละประมาณ 20 
มิลลิลิตร ใส่ขวดรับ fraction ขนาด 100 มิลลิลิตร ได้เป็น 37 fractions โดยแต่ละ fraction ที่รับมาได้จะ
น าไประเหยแห้งด้วยเครื่อง rotary evaporator แล้วน าแต่ละ fraction ที่แห้งแล้วไปท าการทดสอบด้วยวิธี 
TLC ด้วยระบบตัวท าละลาย ethyl acetate : hexane ในสัดส่วน 3 : 7 จากนั้นรวม fraction ที่มีลักษณะ 
TLC band ของแต่ละ fraction ที่เหมือนกันเข้าด้วยกัน ได้เป็น 10 fraction (D1-D10) ตามที่แสดงในตาราง
ที่ 3 

ตารางที่ 3 แสดงการรวม fraction ที่ได้จาก fraction D 

Fraction น้ าหนักสาร (มิลลิกรัม) 
D1 (1-2) 18.4 
D2 (3-5) 16.4 
D3 (6) 78.0 
D4 (7-8) 947.8 
D5 (9-14) 334.8 
D6 (15-20) 178.1 
D7 (21-23) 209.6 
D8 (24-32) 140.7 
D9 (33-36) 48.0 
D10 (37) 135.8 
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น า fraction D5 น้ าหนัก 334.8 มิลลิกรัม มาผ่าน column chromatography ที่บรรจุ sephadex 
LH 20 และใช้ระบบตัวท าละลายเป็น methanol 100% ในทุก fraction โดยรับ fraction ละประมาณ 20 
มิลลิลิตร ใส่ขวดรับ fraction ขนาด 100 มิลลิลิตร ได้เป็น 41 fraction โดยแต่ละ fraction ที่รับมาได้จะ
น าไประเหยแห้งด้วยเครื่อง rotary evaporator แล้วน าแต่ละ fraction ที่แห้งแล้วไปท าการทดสอบด้วยวิธี 
TLC ด้วยระบบตัวท าละลาย ethyl acetate : hexane ในสัดส่วน 3 : 7 จากนั้นรวม fraction ที่มีลักษณะ 
TLC band ของแต่ละ fraction ที่เหมือนกันเข้าด้วยกัน ได้เป็น 11 fractions (D5.1-D5.11) ตามที่แสดงใน
ตารางที่ 4  

ตารางที่ 4 แสดงการรวม fraction ที่ได้จาก fraction D5 

Fraction น้ าหนักสาร (มิลลิกรัม) 
D5.1 (1-9) 47.97 
D5.2 (10-12) 96.2 
D5.3 (13-14) 93.11 
D5.4 (15-19) 48.93 
D5.5 (20-22) 41.01 
D5.6 (23-28) 3.41 
D5.7 (29) 0.71 
D5.8 (30-33) 5.1 
D5.9 (34-37) 9.42 
D5.10 (38-39) 7.7 
D5.11 (40-41) 3.42 

 
สังเกตลักษณะ TLC band ของแต่ละ fraction เพ่ือเลือก fraction ที่มีลักษณะของ TLC band เป็น 

spot เดียว ซึ่งหมายความว่า fraction นั้นอาจเป็นสารที่บริสุทธิ์ โดย fraction ที่มีลักษณะของ TLC band 
เป็น spot เดียวได้แก่ fraction D5.9 ก าหนดให้เป็น สารDM1 ซึ่งจะน าไปพิสูจน์โครงสร้างทางเคมีด้วยวิธี 
NMR spectroscopy ต่อไป 
 น า fraction E น้ าหนัก 1.5398 กรัม ผสมกับ silica gel 1.09385 จนเป็นผงแห้ง มาผ่าน column 
chromatography ที่บรรจุ silica gel 1.07734 และใช้ระบบตัวท าละลาย ethyl acetate : hexane โดยเริ่ม
จากการใช้ hexane 100% แล้วค่อยๆ เพ่ิมสัดส่วนของ ethyl acetate ขึ้นทีละน้อยจนเป็น ethyl acetate 
100% โดยรับ fraction ละประมาณ 20 มิลลิลิตร ใส่ขวดรับ fraction ขนาด 100 มิลลิลิตร ได้เป็น 33 
fraction โดยแต่ละ fraction ที่รับมาได้จะน าไประเหยแห้งด้วยเครื่อง rotary evaporator แล้วน าแต่ละ 
fraction ที่แห้งแล้วไปท าการทดสอบด้วยวิธี TLC ด้วยระบบตัวท าละลาย ethyl acetate : hexane ใน
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สัดส่วน 3 : 7 จากนั้นรวม fraction ที่มีลักษณะ TLC band ของแต่ละ fraction ที่เหมือนกันเข้าด้วยกัน ได้
เป็น 16 fractions (E1-E16) ตามท่ีแสดงในตารางที่ 5 

ตารางที่ 5 แสดงการรวม fraction ที่ได้จาก fraction E 

Fraction น้ าหนักสาร (มิลลิกรัม) 
E1 (1-2) 4.1 
E2 (3) 1.4 
E3 (4) 6.6 
E4 (5) 2.9 
E5 (6) 5.1 
E6 (7-8) 17.5 
E7 (9-11) 10.0 
E8 (12-13) 21.3 
E9 (14-15) 34.8 
E10 (16-17) 177.9 
E11 (18) 208.2 
E12 (19) 130.6 
E13 (20-22) 221.9 
E14 (23-26) 149.3 
E15 (27-30) 150.9 
E16 (31-33) 367.5 

 
น า fraction E11 น้ าหนัก 208.2 มิลลิกรัม มาผ่าน column chromatography ที่บรรจุ sephadex 

LH 20 และใช้ระบบตัวท าละลายเป็น methanol 100% ในทุก fraction โดยรับ fraction ละประมาณ 20 
มิลลิลิตร ใส่ขวดรับ fraction ขนาด 100 มิลลิลิตร ได้เป็น 45 fractions โดยแต่ละ fraction ที่รับมาได้จะน าไป
ระเหยแห้งด้วยเครื่อง rotary evaporator แล้วน าแต่ละ fraction ที่แห้งแล้วไปท าการทดสอบด้วยวิธี TLC 
ด้วยระบบตัวท าละลาย ethyl acetate : hexane ในสัดส่วน 1 : 1  

น า fraction E12 น้ าหนัก 130.6 มิลลิกรัม มาผ่าน column chromatography ที่บรรจุ sephadex 
LH 20 และใช้ระบบตัวท าละลายเป็น methanol 100% ในทุก fraction โดยรับ fraction ละประมาณ 20 
มิลลิลิตร ใส่ขวดรับ fraction ขนาด 100 มิลลิลิตร ได้เป็น 16 fractions โดยแต่ละ fraction ที่รับมาได้จะน าไป
ระเหยแห้งด้วยเครื่อง rotary evaporator แล้วน าแต่ละ fraction ที่แห้งแล้วไปท าการทดสอบด้วยวิธี TLC 
ด้วยระบบตัวท าละลาย ethyl acetate : hexane ในสัดส่วน 1 : 1 
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สังเกตลักษณะ TLC band ของแต่ละ fraction พบว่า fraction E11.22-E11.25 และ E12.6 มี TLC 
band ใกล้เคียงกัน และมี spot ของสารที่น่าสนใจ แต่ยังไม่ข้ึนเป็น spot เดียว จึงน ามาสารมารวมกันเป็น 
fraction Ea แล้วน าไปสกัดต่อด้วย column chromatography ที่บรรจุ silica gel 1.07734 และใช้ระบบตัว
ท าละลาย ethyl acetate : hexane ปรับอัตราส่วนตัวท าละลายและรับแต่ละ fraction ตามเดิม ได้ 44 
fractions โดยแต่ละ fraction ที่รับมาได้จะน าไประเหยแห้งด้วยเครื่อง rotary evaporator แล้วน าแต่ละ 
fraction ที่แห้งแล้วไปท าการทดสอบด้วยวิธี TLC ด้วยระบบตัวท าละลาย ethyl acetate : hexane ในสัดส่วน 
1 : 1  จากนั้นรวม fraction ที่มีลักษณะ TLC band ของแต่ละ fraction ที่เหมือนกันเข้าด้วยกัน ได้เป็น 12 
fractions (Ea1-Ea12) ตามท่ีแสดงในตารางที่ 6 สังเกตลักษณะ TLC band ของแต่ละ fraction พบว่า Ea3 
เป็น spot เดียว ซึ่งหมายความว่า fraction นั้นอาจเป็นสารที่บริสุทธิ์ จึงน า fraction Ea3 น้ าหนักสาร 8.43 
มิลลิกรัม ก าหนดให้เป็น สารDM2 ไปพิสูจน์โครงสร้างทางเคมีด้วยวิธี NMR spectroscopy ต่อไป 

ตารางที่ 6 แสดงการรวม fraction ที่ได้จาก fraction Ea 

Fraction น้ าหนักสาร (มิลลิกรัม) 
Ea1 6.52 
Ea2 25.39 
Ea3 8.43 
Ea4 4.82 
Ea5 1.16 
Ea6 1.19 
Ea7 39.674 
Ea8 0.99 
Ea9 2.46 
Ea10 2.86 
Ea11 0.7 
Ea12 3.05 

 
น า fraction E14 น้ าหนัก 149.3 มิลลิกรัม มาผ่าน column chromatography ที่บรรจุ sephadex 

LH 20 และใช้ระบบตัวท าละลายเป็น methanol 100% ในทุก fraction โดยรับ fraction ละประมาณ 20 
มิลลิลิตร ใส่ขวดรับ fraction ขนาด 100 มิลลิลิตร ได้เป็น 38 fractions โดยแต่ละ fraction ที่รับมาได้จะ
น าไประเหยแห้งด้วยเครื่อง rotary evaporator แล้วน าแต่ละ fraction ที่แห้งแล้วไปท าการทดสอบ                       
ด้วยวิธี TLC ด้วยระบบตัวท าละลาย ethyl acetate : hexane ในสัดส่วน 1 : 1 สังเกตลักษณะ TLC band 
ของแต่ละ fraction เพ่ือเลือก fraction ที่มีลักษณะของ TLC band เป็น spot เดียว ซึ่งหมายความว่า 
fraction นั้นอาจเป็นสารที่บริสุทธิ์ โดย fraction ที่มีลักษณะของ TLC band เป็น spot เดียวได้แก่ fraction 
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E14.22 และ E14.23 ท าการรวม fraction ได้เป็น สารDM3 น้ าหนักสาร 52.2 มิลลิกรัมแล้วน าไปพิสูจน์
โครงสร้างทางเคมีด้วยวิธี NMR spectroscopy ต่อไป 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

แผนภาพที่1 แสดงการสกัดสารจากต้นเอื้องจ าปา 

น าสารไปวิเคราะห์หาโครงสร้างทางเคมีด้วยวิธี NMR spectroscopy                       
และทดสอบการออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์แอลฟา-กลุโคซิเดสด้วย -glucosidase inhibition 
assay ต่อไป 
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3.4 การวิเคราะห์หาโครงสร้างทางเคมีด้วยวิธี NMR spectroscopy 
แบ่ง fraction DM1 DM2 และDM3 ที่ระเหยแห้งมาแล้วเล็กน้อย น าไปละลายใน Acetone-d6 

ส าหรับวิเคราะห์ผลด้วยวิธี NMR spectroscopy แล้วน า spectrum ที่ได้มาวิเคราะห์หาลักษณะโครงสร้าง
ทางเคมีของสารดังกล่าว และน าไปตรวจสอบเปรียบเทียบกับสารที่เคยมีการรายงานในงานวิจัยจากปริทัศน์
วรรณกรรม 

3.5 การทดสอบฤทธิ์ยับย้ังเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส 
-glucosidase inhibition assay 

เตรียมสารละลายท่ีใช้ในการทดสอบ ดังนี้ 

1. สารละลาย 50 มิลลิโมล Phosphate buffer (pH 6.8) 100 มิลลิลิตร 
โดยการชั่ง 1. KH2PO4  0.6805 กรัม ละลายในน้ า 5 มิลลิลิตร 

       2. K2HPO4  0.8709 กรัม  ละลายในน้ า 5 มิลลิลิตร 
ผสมสารทั้ง 2 เข้าด้วยกัน เติมน้ า 80 มิลลิลิตร จากนั้นปรับ pH จนได้ pH 6.8 แล้วปรับปริมาตร
ให้ครบ 100 มิลลิลิตร 

2. สารละลาย 20 มิลลิโมลาร์ p-Nitrophenol--D-glucopyranoside (PNP-G) 
เตรียมโดยชั่งสาร PNP-G 6.025 มิลลิกรัม  ละลายด้วย phosphate buffer 10 มิลลิลิตร 

3. สารละลาย -glucosidase 0.1 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 
เตรียมโดย -glucosidase 20 ยูนิตต่อมิลลิลิตร จ านวน 6 ไมโครลิตร เติม phosphate 

buffer 1.2 มิลลิลิตร 
4. สารละลายมาตรฐาน Acarbose ความเข้มข้น 40 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

เตรียมโดยชั่งสาร 40 มิลลิกรัม ละลายใน DMSO 100 มิลลิลิตร  
5. สารละลาย 1 มิลลิโมลาร์ Sodium carbonate (Na2CO3) 

เตรียมโดยชั่งสาร 1.060 กรัม ละลายในน้ า 10 มิลลิลิตร 
เตรียมสารตัวอย่าง  
1. ชั่งสารตัวอย่าง 1 มิลลิกรัม ใส่ Eppendorf ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
2. เติม DMSO 500 ไมโครลิตร จะได้สารตัวอย่างความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
3. ปิเปตสารตัวอย่างที่เตรียมได้ในข้อ 2 มา 250 ไมโครลิตร เติมน้ า 250 ไมโครลิตร ได้เป็นสาร

ตัวอย่างความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ล าดับการใส่สาร 
1. Phosphate buffer 40 ไมโครลิตร 
2. Acarbose/Sample/DMSO 10 ไมโครลิตร 
3. Enzyme/Phosphate buffer 40 ไมโครลิตร 
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4. PNP-G (substrate) 50 ไมโครลิตร 

ขั้นตอนการท า -glucosidase inhibition  assay 

 
 
 

น า micropipette และ multichannel pipette ดูดสารละลายที่ เตรียมไว้ หยดใส่ลงใน 96-well 
microtiterplate แต่ละหลุม ดังนี้ 

Microtiterplateที่ 1 (รูปที่ 7) 

 หลุม A1-A6 เป็น negative control  
- Test : A1-A3 ประกอบด้วย  Phosphate buffer 40 ไมโครลิตร DMSO 10 ไมโครลิตร 

Enzyme 40 ไมโครลิตร และ PNP-G (substrate) 50 ไมโครลิตร 
- Blank : A4-A6 ประกอบด้วย Phosphate buffer 80 ไมโครลิตร DMSO 10 ไมโครลิตร         

และ PNP-G (substrate) 50 ไมโครลิตร 

 หลุม B1-B6 เป็น สารละลายมาตรฐาน Acarbose 40 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
- Test : B1-B3 ประกอบด้ ว ย  Phosphate buffer 40 ไ ม โ ค รลิ ต ร  Acarbose 10 

ไมโครลิตร Enzyme 40 ไมโครลิตร และ PNP-G (substrate) 50 ไมโครลิตร 
- Blank : B4-B6 ประกอบด้ วย  Phosphate buffer 80 ไม โครลิ ตร  Acarbose 10 

ไมโครลิตร และ PNP-G (substrate) 50 ไมโครลิตร 

 หลุม C1-C6 เป็น สารตัวอย่าง DM1 ความเข้มขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
- Test : C1-C3 ประกอบด้วย Phosphate buffer 40 ไมโครลิตร สารตัวอย่างDM1                               

10 ไมโครลิตร Enzyme 40 ไมโครลิตร และ PNP-G (substrate) 50 ไมโครลิตร 

Buffer 40 ul + Sample 10 ul + Enzyme 40 ul

PNP-G (substrate) 50 ul

Na2CO3 (stop reaction) 100 ul

Microplate reader  405 nm

แผนภาพที่ 2 แสดง ขั้นตอนการท า -glucosidase inhibition  assay 

 

Incubation 37° 10 นาท ี

Incubation 37° 20 นาท ี
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- Blank C4-C6 ประกอบด้วย Phosphate buffer 80 ไมโครลิตร สารตัวอย่างDM1                               
10 ไมโครลิตร และ PNP-G (substrate) 50 ไมโครลิตร 

 หลุม D1-D6 เป็น สารตัวอย่าง DM2 ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
- Test : D1-D3 ประกอบด้วย Phosphate buffer 40 ไมโครลิตร สารตัวอย่างDM2                               

10 ไมโครลิตร Enzyme 40 ไมโครลิตร และ PNP-G(substrate) 50 ไมโครลิตร 
- Blank D4-D6 ประกอบด้วย Phosphate buffer 80 ไมโครลิตร สารตัวอย่างDM2                               

10 ไมโครลิตร และ PNP-G (substrate) 50 ไมโครลิตร 

 หลุม E1-E6 เป็น สารตัวอย่าง DM3 ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
- Test : E1-E3 ประกอบด้วย Phosphate buffer 40 ไมโครลิตร สารตัวอย่างDM3                               

10 ไมโครลิตร Enzyme 40 ไมโครลิตร และ PNP-G(substrate) 50 ไมโครลิตร 
- Blank : E4-E6 ประกอบด้วย Phosphate buffer 80 ไมโครลิตร สารตัวอย่างDM3                               

10 ไมโครลิตร  และ PNP-G (substrate) 50 ไมโครลิตร 
เมื่อหยดสารลงใน 96-well microtiterplate ตามที่ก าหนดและ Incubation ครบตามขั้นตอนแล้ว 

ท าการหยุดปฏิกิริยา ด้วยการหยดสารละลาย Na2CO3 100 ไมโครลิตร ลงใน 96-well microtiterplate ทุก
หลุม แล้วปิดฝาให้เรียบร้อย จากนั้นน า microtiterplate ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง microplate 
reader ยี่ห้อ Victor3® รุ่น wallac1420 ที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร เพ่ือดูการออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์
แอลฟา-กลูโคซิเดสของสารตัวอย่าง เปรียบเทียบกับ acarbose  

 

 
รูปที่ 7 แสดง รูปแบบการหยดสารละลายใน microtiterplate ที่ 1 

ส าหรับการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส 

 

Negative control 

Acarbose 40 mg/ml 

Compound DM1  1 mg/ml  

Compound DM2  1 mg/ml  

Compound DM3  1 mg/ml  
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การหาค่า IC50 
เตรียมสารละลายท่ีใช้ในการทดสอบ ดังนี้ 

1. สารละลาย 50 มิลลิโมล Phosphate buffer (pH 6.8) 100 มิลลิลิตร 
โดยการชั่ง 1. KH2PO4  0.6805 กรัม ละลายในน้ า 5 มิลลิลิตร 

       2. K2HPO4  0.8709 กรัม  ละลายในน้ า 5 มิลลิลิตร 
ผสมสารทั้ง 2 เข้าด้วยกัน เติมน้ า 80 มิลลิลิตร จากนั้นปรับ pH จนได้ pH 6.8 แล้วปรับปริมาตร
ให้ครบ 100 มิลลิลิตร 

2. สารละลาย 20 มิลลิโมลาร์ p-Nitrophenol--D-glucopyranoside (PNP-G) 
เตรียมโดยชั่งสาร PNP-G 9.0375 มิลลิกรัม  ละลายด้วย phosphate buffer 15 มิลลิลิตร 

3. สารละลาย -glucosidase 0.1 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 
เตรียมโดย -glucosidase 20 ยูนิตต่อมิลลิลิตร จ านวน 20 ไมโครลิตร เติม phosphate 

buffer 4 มิลลิลิตร 
4. สารละลายมาตรฐาน Acarbose 

เตรียมโดยใช้ความเข้มข้น 40, 20, 10, 5, 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
5. สารละลาย 1 มิลลิโมลาร์ Sodium carbonate (Na2CO3) 

เตรียมโดยชั่งสาร 3.18 กรัม ละลายในน้ า 30 มิลลิลิตร 
เตรียมสารตัวอย่าง  
1. ชั่งสารตัวอย่าง 1 มิลลิกรัม ใส่ Eppendorf ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
2. เติม 50%DMSO 1000 ไมโครลิตร จะได้สารตัวอย่างความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
3. ท า series dilution ของสารตัวอย่าง เป็น 5 ความเข้มข้น ดังนี้ 

3.1.  ปิเปตสารตัวอย่างที่ได้จากข้อ 2 มา 210 ไมโครลิตร เติม 50%DMSO ให้ปริมาตรสุดท้าย 
เท่ากับ 1000 ไมโครลิตร   ได้เป็นสารตัวอย่าง ความเข้มข้น 0.21  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

3.2. ปิเปตสารที่ได้จากข้อ 3.1. มา 700 ไมโครลิตร เติม 50%DMSO 280 ไมโครลิตร    
ได้เป็นสารตัวอย่าง ความเข้มข้น 0.15  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

3.3. ปิเปตสารที่ได้จากข้อ 3.2. มา 700 ไมโครลิตร เติม 50%DMSO 250 ไมโครลิตร    
ได้เป็นสารตัวอย่าง ความเข้มข้น 0.11  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

3.4. ปิเปตสารที่ได้จากข้อ 3.3. มา 700 ไมโครลิตร เติม 50%DMSO 260 ไมโครลิตร    
ได้เป็นสารตัวอย่าง ความเข้มข้น 0.08  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

3.5. ปิเปตสารที่ได้จากข้อ 3.4. มา 700 ไมโครลิตร เติม 50%DMSO 230 ไมโครลิตร    
ได้เป็นสารตัวอย่าง ความเข้มข้น 0.06  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

ล าดับการใส่สารและขั้นตอนการท า -glucosidase inhibition  assay เหมือนกับที่กล่าวมาแล้วข้างต้น
ตามแผนภาพที่ 2 
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น า micropipette และ multichannel pipette ดูดสารละลายที่ เตรียมไว้ หยดใส่ลงใน 96-well 
microtiterplate แต่ละหลุม ดังนี้ 

Microtiterplateที่ 2-4 (รูปที ่8) 

 หลุม A1-A6 เป็น negative control  
- Test : A1-A3 ประกอบด้วย  Phosphate buffer 40 ไมโครลิตร DMSO 10 ไมโครลิตร 

Enzyme 40 ไมโครลิตร และ PNP-G (substrate) 50 ไมโครลิตร  
- Blank : A4-A6 ประกอบด้วย Phosphate buffer 80 ไมโครลิตร DMSO 10 ไมโครลิตร         

และ PNP-G (substrate) 50 ไมโครลิตร 

 หลุม B1-B6 เป็น สารตัวอย่าง ความเข้มข้น 0.21 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
- Test : B1-B3 ประกอบด้ ว ย  Phosphate buffer 40 ไ ม โ ครลิ ต ร  ส า รตั ว อย่ า ง                           

10 ไมโครลิตร Enzyme 40 ไมโครลิตร และ PNP-G (substrate) 50 ไมโครลิตร                      
ได้สารตัวอย่างความเข้มข้นสุดท้าย 15.00 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

- Blank : B4-B6 ประกอบด้ วย  Phosphate buffer 80 ไมโครลิตร  สารตั วอย่ า ง                       
10 ไมโครลิตร  และ PNP-G (substrate) 50 ไมโครลิตร ได้สารตัวอย่างความเข้มข้น
สุดท้าย 15.00 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 หลุม C1-C6 เป็น สารตัวอย่าง ความเข้มข้น 0.15 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
- Test : C1-C3 ประกอบด้ ว ย  Phosphate buffer 40 ไม โ ครลิ ต ร  ส า รตั ว อย่ า ง                  

10 ไมโครลิตร Enzyme 40 ไมโครลิตร และ PNP-G (substrate) 50 ไมโครลิตร                        
ได้สารตัวอย่างความเข้มข้นสุดท้าย 10.71 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

- Blank : C4-C6 ประกอบด้ วย  Phosphate buffer 80 ไม โครลิตร  สารตั วอย่ า ง             
10 ไมโครลิตร  และ PNP-G (substrate) 50 ไมโครลิตร  ได้สารตัวอย่างความเข้มข้น
สุดท้าย 10.71 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 หลุม D1-D6 เป็น สารตัวอย่าง ความเข้มข้น 0.11 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
- Test : D1-D3 ประกอบด้ ว ย  Phosphate buffer 40 ไม โครลิ ต ร  ส า รตั ว อย่ า ง                  

10 ไมโครลิตร Enzyme 40 ไมโครลิตร และ PNP-G (substrate) 50 ไมโครลิตร                
ได้สารตัวอย่างความเข้มข้นสุดท้าย 7.86 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

- Blank D4-D6 ประกอบด้วย Phosphate buffer 80 ไมโครลิตร สารตัวอย่าง 10 
ไมโครลิตร  และ PNP-G (substrate) 50 ไมโครลิตร ได้สารตัวอย่างความเข้มข้นสุดท้าย 
7.86 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 หลุม E1-E6 เป็น สารตัวอย่าง ความเข้มข้น 0.08 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
- Test : E1-E3 ประกอบด้ ว ย  Phosphate buffer 40 ไม โ ครลิ ต ร  ส า รตั ว อย่ า ง                         

10 ไมโครลิตร Enzyme 40 ไมโครลิตร และ PNP-G (substrate) 50 ไมโครลิตร                    
ได้สารตัวอย่างความเข้มข้นสุดท้าย 5.71 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
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- Blank : E4-E6 ประกอบด้ วย  Phosphate buffer 80 ไม โครลิ ตร  สารตั วอย่ า ง                        
10 ไมโครลิตร  และ PNP-G (substrate) 50 ไมโครลิตร ได้สารตัวอย่างความเข้มข้น
สุดท้าย 5.71 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 หลุม F1-F6 เป็น สารตัวอย่าง ความเข้มข้น 0.06 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
- Test : F1-F3 ประกอบด้ ว ย  Phosphate buffer 40 ไม โ ครลิ ต ร  ส า รตั ว อย่ า ง                         

10 ไมโครลิตร Enzyme 40 ไมโครลิตร และ PNP-G (substrate) 50 ไมโครลิตร                
ได้สารตัวอย่างความเข้มข้นสุดท้าย 4.29 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

- Blank : F4-F6 ประกอบด้ วย  Phosphate buffer 80 ไม โครลิ ตร  สารตั วอย่ า ง              
10 ไมโครลิตร  และ PNP-G (substrate) 50 ไมโครลิตร ได้สารตัวอย่างความเข้มข้น
สุดท้าย 4.29 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 หลุม A7-A12 เป็น สารละลายมาตรฐาน acarbose ความเข้มข้น 40 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  
- Test : A7-A9 ประกอบด้วย  Phosphate buffer 40 ไมโครลิตร สารละลายมาตรฐาน                      

10 ไมโครลิตร Enzyme 40 ไมโครลิตร และ PNP-G (substrate) 50 ไมโครลิตร ได้เป็น
สารละลายมาตรฐานความเข้มข้นสุดท้าย 2.85 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

- Blank : A10-A12 ประกอบด้วย Phosphate buffer 80 ไมโครลิตร สารละลาย
มาตรฐาน 10 ไมโครลิตร  และ PNP-G (substrate) 50 ไมโครลิตร ได้เป็นสารละลาย
มาตรฐานความเข้มข้นสุดท้าย 2.85 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

 หลุม B7-B12 เป็น สารละลายมาตรฐาน acarbose ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  
- Test : B7-B9 ประกอบด้วย  Phosphate buffer 40 ไมโครลิตร สารละลายมาตรฐาน                      

10 ไมโครลิตร Enzyme 40 ไมโครลิตร และ PNP-G (substrate) 50 ไมโครลิตร  ได้
เป็นสารละลายมาตรฐานความเข้มข้นสุดท้าย 1.42 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

- Blank : B10-B12 ประกอบด้วย Phosphate buffer 80 ไมโครลิตร สารละลาย
มาตรฐาน 10 ไมโครลิตร  และ PNP-G (substrate) 50 ไมโครลิตร ได้เป็นสารละลาย
มาตรฐานความเข้มข้นสุดท้าย 1.42 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

 หลุม C7-C12 เป็น สารละลายมาตรฐาน acarbose ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  
- Test : C7-C9 ประกอบด้วย  Phosphate buffer 40 ไมโครลิตร สารละลายมาตรฐาน                      

10 ไมโครลิตร Enzyme 40 ไมโครลิตร และ PNP-G (substrate) 50 ไมโครลิตร ได้เป็น
สารละลายมาตรฐานความเข้มข้นสุดท้าย 0.71 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

- Blank : C10-C12 ประกอบด้วย Phosphate buffer 80 ไมโครลิตร สารละลาย
มาตรฐาน 10 ไมโครลิตร  และ PNP-G (substrate) 50 ไมโครลิตร ได้เป็นสารละลาย
มาตรฐานความเข้มข้นสุดท้าย 0.71 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
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 หลุม D7-D12 เป็น สารละลายมาตรฐาน acarbose ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  
- Test : D7-D9 ประกอบด้วย  Phosphate buffer 40 ไมโครลิตร สารละลายมาตรฐาน                      

10 ไมโครลิตร Enzyme 40 ไมโครลิตร และ PNP-G (substrate) 50 ไมโครลิตร ได้เป็น
สารละลายมาตรฐานความเข้มข้นสุดท้าย 0.35 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

- Blank : D10-D12 ประกอบด้วย Phosphate buffer 80 ไมโครลิตร สารละลาย
มาตรฐาน 10 ไมโครลิตร  และ PNP-G (substrate) 50 ไมโครลิตร ได้เป็นสารละลาย
มาตรฐานความเข้มข้นสุดท้าย 0.35 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

 หลุม E7-E12 เป็น สารละลายมาตรฐาน acarbose ความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  
- Test : E7-E9 ประกอบด้วย  Phosphate buffer 40 ไมโครลิตร สารละลายมาตรฐาน                      

10 ไมโครลิตร Enzyme 40 ไมโครลิตร และ PNP-G (substrate) 50 ไมโครลิตร ได้เป็น
สารละลายมาตรฐานความเข้มข้นสุดท้าย 0.17 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

- Blank : E10-E12 ประกอบด้ วย Phosphate buffer 80 ไมโครลิตร สารละลาย
มาตรฐาน 10 ไมโครลิตร  และ PNP-G (substrate) 50 ไมโครลิตร ได้เป็นสารละลาย
มาตรฐานความเข้มข้นสุดท้าย 0.17 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

เมื่อหยดสารลงใน 96-well microtiterplate ตามที่ก าหนดและ Incubation ครบตามขั้นตอนแล้ว 
ท าการหยุดปฏิกิริยา ด้วยการหยดสารละลาย Na2CO3 100 ไมโครลิตร ลงใน 96-well microtiterplate          
ทุกหลุม แล้วปิดฝาให้เรียบร้อย จากนั้นน า microtiterplate ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง microplate 
reader ยี่ห้อ Victor3® รุ่น wallac1420 ที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร  ท าเช่นเดิมตามขั้นตอนที่กล่าวมา
ข้างต้นอีก 2 รอบ เพื่อน าค่า IC50 ที่ได้ทั้งหมดมาใช้ในการค านวณค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของค่า IC50  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Sample 0.21 mg/ml 

 
 
 

Negative control 

Sample 15.00 µg/ml 

Sample 10.71 µg/ml 

Sample 7.86 µg/ml 

Sample 5.71 µg/ml 

Sample 4.29 µg/ml 

Acarbose 2.85 mg/ml 

Acarbose 1.42 mg/ml 

Acarbose 0.71 mg/ml 

Acarbose 0.35 mg/ml 

Acarbose 0.17 mg/ml 

รูปที่ 8 แสดง รูปแบบการหยดสารละลายใน microtiterplate ที่ 2-4 

ส าหรับหาค่า IC50 การออกฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส ของสารตัวอย่างและสารละลายมาตรฐาน 
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วิธีการค านวณหา % inhibition และค่า IC50 ของสารที่ทดสอบด้วย -glucosidase inhibition assay 

 สามารถค านวณหา % inhibition ของสารตัวอย่างในแต่ละความเข้มข้น โดยค านวณจากสูตร ดังนี้ 

% 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛  =  
(𝐼0 − 𝑏0) − (𝐼1 − 𝑏1)

(𝐼0 − 𝑏0)
× 100 

 ก าหนดให้ 𝐼0  คือ ค่าเฉลี่ยของค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตรของสารที่เป็น 
test ของ negative control  

  𝐼1  คือ ค่าเฉลี่ยของค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตรของสารที่เป็น 
test ของสารตัวอย่างที่ความเข้มข้นใดความเข้มข้นหนึ่ง  

  𝑏0  คือ ค่าเฉลี่ยของค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตรของสารที่เป็น 
blank ของ negative control 

  𝑏1  คือ ค่าเฉลี่ยของค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตรของสารที่เป็น 
blank ของ สารตัวอย่างที่ความเข้มข้นใดความเข้มข้นหนึ่ง  

 จากการค านวณด้วยสูตรข้างต้น ในสารตัวอย่าง 1 ชนิดจะได้ผลลัพธ์เป็น % inhibition 5 ค่า          
จาก 5 ความเข้มข้น จากนั้นน า % inhibition ดังกล่าวไปสร้างกราฟโดยก าหนดให้ แกน X เป็นค่าความ
เข้มข้นของสารตัวอย่าง และแกน Y เป็นค่า % inhibition จะได้เป็นสมการเส้นตรง ซึ่งสามารถค านวณหาค่า 
IC50 ของสารตัวอย่างนั้นๆ จากสมการเส้นตรงนี้ได้ 
 

บทท่ี 4 

ผลการวิจัย 
4.1 ผลการสกัดแยกสารบริสุทธิ์จากต้นเอื้องจ าปา 

การค้นพบสารธรรมชาติที่ได้จากกระบวนการแยกสกัดตามขั้นตอนที่กล่าวมาข้างต้น ประกอบด้วย

สารบริสุทธิ์ทั้งหมด 3 ชนิด  ได้แก่ DM1, DM2 และ DM3 ซึ่งมี % yield เท่ากับ 7.25×10-4, 6.48×10-3, 

4.01×10-3 % ตามล าดับ 

4.2 การวิเคราะห์หาสูตรโครงสร้างทางเคมีด้วยเทคนิค NMR spectroscopy 
หลังจากน า  fraction ที่มีสาร  DM1 ,DM2 และ  DM3  มาวิ เคราะห์ด้วยวิธี  TLC พบว่า ในแต่

ละ  fraction ปรากฏ  spot ที่ มี การดูดกลืนแสงภายใต้แสง  UV ที่ ความยาวคลื่ น  254 นาโนเมตร
เพียง spot เดียว ซึ่งแสดงให้เห็นว่า แต่ละ fraction ประกอบไปด้วยสารบริสุทธ์เพียงชนิดเดียว และเพ่ือที่จะ
ทราบข้อมูลโครงสร้างของสารบริสุทธิ์เหล่านี้จึงได้น าสารดังกล่าวไปวิเคราะห์ โครงสร้างต่อด้วยเทคนิค NMR 
spectroscopy ในรูปแบบ 1H NMR และ 13C NMR จะได้เป็นสูตรโครงสร้างทางเคมีของสาร DM1, DM2 
และ DM3 ดังรูปที่ 9 
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DM1 

 

DM2 

 

DM3 

รูปที่ 9 แสดงโครงสร้างทางเคมีของสาร DM1  DM2  และ DM3 

จากการน าสูตรโครงสร้างไปสืบค้นในฐานข้อมูล พบว่า สาร DM 1 และ DM 3 มีการรายงานว่าถูก
ค้นพบในกล้วยไม้ชนิดอ่ืนมาก่อนแล้ว แต่ยังไม่เคยถูกค้นพบหรือรายงานใน Dendrobium moschatum         
มาก่อน ในขณะที่ DM 2 ได้มีการถูกค้นพบและรายงานในกล้วยไม้หลาย species รวมทั้ง Dendrobium 
moschatum ด้วยเช่นกัน 

จากการวิเคราะห์โครงสร้างของสาร DM 1 ด้วยเทคนิค NMR spectroscopy ร่วมกับการเปรียบเทียบ
ผลของ 1H และ 13C NMR จากสารที่เคยมีการรายงาน (ตารางที่ 7) พบว่าสาร DM1 คือ สาร flavanthrinin 
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ตารางที่ 7 แสดงการเปรียบเทียบข้อมูล NMR spectrum ของ DM 1 ใน Acetone-d6 และ flavanthrinin   
ใน Acetone-d6  

Position 
DM 1 Flavanthrinin* 

δH δc δH δc 

1 7.06 (d, J = 2.4 Hz) 107.7 7.06 (d, J = 2.5 Hz) 107.7 

2 - 156.3 - 156.3 

3 6.98 (d, J = 2.4 Hz) 102.5 6.98 (d, J = 2.5 Hz) 102.5 

4 - 157.3 - 157.3 

4a - 114.0 - 114.0 

4b - 119.9 - 119.9 

5 7.42 (d, J = 6.6 Hz) 127.4 7.42 (d, J = 7.5 Hz) 127.4 

6 7.09 (dd, J = 6.6, 2.4 Hz) 116.9 7.08 (dd, J = 7.5, 2.5 Hz) 116.9 

7 - 155.2 - 155.2 

8 7.40 (d, J = 2.4 Hz) 121.0 7.40 (d, J = 2.5 Hz) 121.0 

8a - 134.9 - 134.9 

9 7.62 (d, J = 8.7 Hz) 129.7 7.62 (d, J = 9 Hz) 129.7 

10 7.49 (d, J = 8.7 Hz) 126.9 7.49 (d, J = 9 Hz) 126.9 

10a - 137.0 - 137.0 

4-OMe 4.15 (s) 58.5 4.15 (s) 58.5 

*(Klongkumnuankarn, P., et al., 2014)  

 

 

 

รูปที่ 10 แสดงโครงสร้างทางเคมีของสาร DM1 
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ตารางที่ 8 แสดงการเปรียบเทียบข้อมูล NMR spectrum ของ DM 2 ใน Acetone-d6 และ moscatilin   ใน 
Acetone-d6  

Position DM 2 Moscatilin* 

δH δc δH δc 

1 - 133.1 - 133.1 

2 6.48 (s) 106.7 6.48 (s) 106.7 

3 - 148.4 - 148.3 

4 - 134.8 - 134.8 

5 - 148.4 - 148.3 

6 6.48 (s) 106.7 6.48 (s) 106.7 

α 2.78 (m) 38.9 2.78 (m) 38.8 

α 2.78 (m) 38.3 2.78 (m) 38.3 

1 - 134.1 - 134.1 

2 6.78 (d, J = 1.8 Hz) 112.9 6.78 (d, J = 2.0 Hz) 112.9 

3 - 147.9 - 147.9 

4 - 145.4 - 145.3 

5 6.71 (d, J = 8.0 Hz) 115.5 6.75 (d, , J = 8.0 Hz) 115.4 

6 6.64 (dd, J = 8.0, 1.8 Hz) 121.5 6.64 (dd, J = 8.0, 2.0 Hz) 121.6 

3,5-OMe 3.76 56.5 3.75 56.5 

3-OMe 3.78 56.1 3.76 56.1 

*(Klongkumnuankarn, P., et al., 2014) 
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จากการวิเคราะห์โครงสร้างของสาร DM 2 ด้วยเทคนิค NMR spectroscopy ร่วมกับการ
เปรียบเทียบผลของ 1H และ 13C NMR จากสารที่เคยมีการรายงาน (ตารางที ่8) พบว่าสาร DM 2 คือ สาร 
moscatilin 

 

 

 

 

 

รูปที่ 11 แสดงโครงสร้างทางเคมีของสาร DM2 

ตารางที่ 9 แสดงการเปรียบเทียบข้อมูล NMR spectrum ของ DM 3 ใน Acetone-d6 และ trans-o-
coumaric acid ใน DMSO-d6  

Position 
DM 3 trans-o-coumaric acid* 

δH δc δH δc 

1 - 122.5 - 120.9 

2 - 157.3 - 156.5 

3 6.96 (d, J = 7.5 Hz) 117.0 6.93 (d, J = 9.6 Hz) 116.1 

4 7.22 (td, J = 7.5 Hz ) 132.1 7.23 (m) 131.3 

5 6.87 (t, 7.5 Hz ) 120.7 6.83 (m) 119.3 

6 7.58 (dd, J = 7.5, 1.2 Hz) 129.5 7.58 (d, J = 8.8 Hz) 128.6 

7 8.00 (d, J = 16.1 Hz) 140.7 7.83 (d, J = 16.2 Hz) 139.5 

8 6.59 (d, J = 16.1 Hz) 119.3 6.52 (d, J = 16.2 Hz) 118.2 

9 - 169.0 12.21 (s) 168.0 

2-OH - - 10.18 - 

* (Yang, C., et al., 2008) 
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จากการวิเคราะห์โครงสร้างของสาร DM 3 ด้วยเทคนิค NMR spectroscopy ร่วมกับการ
เปรียบเทียบผลของ 1H และ 13C NMR จากสารที่เคยมีการรายงาน (ตารางที ่9) พบว่าสาร DM 3 คือ สาร 
trans-o-coumaric acid 

 

 

 

รูปที่ 12 แสดงโครงสร้างทางเคมีของสาร DM3 

4.3 ผลการทดสอบฤทธิ์ยับย้ังเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส  

 เมื่อน าสารบริสุทธิ์ ได้แก่ flavanthrinin moscatilin และ trans-o-coumaric acid ที่มีความเข้มข้น
เริ่มต้นเท่ากับ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มาทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส พบว่า มีเพียงสาร 
flavanthrinin เท่านั้นที่มีฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดสมากกว่าร้อยละ 50 ดังนั้นจึงน าสาร 
flavanthrinin ไปเจือจางให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 15, 10.71, 7.86, 5.71 และ 4.29 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร และน าไปทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส อีกครั้ง ซึ่งผลที่ได้พบว่า ที่ความเข้มข้น        
15, 10.71, 7.86, 5.71 และ 4.29 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่าการยับยั้งเอนไซม์แอลฟา -กลูโคซิเดส       
เท่ากับร้อยละ 95.21, 80.03, 58.44, 20.36 และ 13.56 ตามล าดับ ซึ่งจะหาความเข้มข้นของการยับยั้ง
เอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดสที่ร้อยละ 50 ได้เท่ากับ 8.28 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จึงสรุปว่าสาร flavanthrinin 

มีค่า IC50 เท่ากับ 8.28 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร หรือเท่ากับ 34.45 ไมโครโมลาร์   

เมื่อน า acarbose ที่ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 2.85, 0.71 และ 0.35 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร น าไป
ทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส เพ่ือใช้เป็น positive control พบว่า ที่ความเข้มข้น 2.85, 0.71 
และ 0.35 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร acarbose มีค่าการยับยั้งเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส เท่ากับร้อยละ 87.00, 
62.78 และ 44.09 ตามล าดับ ซึ่งจะหาความเข้มข้นของการยับยั้งเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดสที่ร้อยละ 50 ได้

เท่ากับ 342.65 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดังนั้นจึงสรุปว่าสาร acarbose มีค่า IC50 เท่ากับ 342.65 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร หรือเท่ากับ 530.74 ไมโครโมลาร์ 
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บทท่ี 5 

อภิปรายและสรุปผลการวิจัย 
จากการน าสารสกัดหยาบในชั้น ethyl acetate ของเอ้ืองจ าปา (Dendrobium moschatum)       

มาท าการสกัดแยกสารบริสุทธิ์ด้วย column chromatography โดยใช้ silica gel column และ sephadex 
LH-20 column ร่วมด้วยการใช้เทคนิค TLC สามารถสกัดสารบริสุทธิ์ได้ 3 ชนิด จากนั้นน าสารที่ได้ไปพิสูจน์
โครงสร้างทางเคมีด้วยเทคนิค 1H และ 13C NMR spectroscopy พบว่าเป็นสาร flavanthrinin   moscatilin 
และ trans-o-coumaric acid  คิดเป็นร้อยละ เท่ากับ 7.25×10-4, 6.48×10-3, 4.01×10-3 ตามล าดับ 

จากนั้นน าสารบริสุทธิ์ทั้ ง  3 ชนิดไปทดสอบฤทธิ์ยับยั้ งเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิ เดสด้วยวิธี                       
α-glucosidase inhibition assay ผลการทดสอบพบว่าสาร flavanthrinin   เพียงสารเดียวเท่านั้นที่มีฤทธิ์
ยับยั้งเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส  ซึ่งมีค่า IC50 เท่ากับ 34.45 ไมโครโมลาร์ ส่วน acarbose ซ่ึงท าหน้าที่   
เป็น positive control มีค่า IC50 เท่ากับ 530.74 ไมโครโมลาร์ จากผลดังกล่าวนี้แสดงให้เห็นว่า สาร 
flavanthrinin มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดสที่สูงกว่า acarbose  

สารธรรมชาติที่ถูกสกัดแยกได้นี้มีจ านวนน้อยมากเมื่อเทียบกับน้ าหนักของส่วนที่น ามาสกัด ซึ่งปัญหา
นี้เป็นปัญหาส าคัญของการจะน าสารธรรมชาติมาพัฒนาเป็นยา เพราะปริมาณที่ถูกค้นพบนี้ไม่เพียงพอต่อการ
ตั้งสูตรต ารับและทดสอบความเป็นพิษหรือการออกฤทธิ์ในสัตว์ทดลองได้ (25) ดังนั้นในอนาคตควรมีการศึกษา
เพ่ิมเติมเกี่ยวกับวิธีการเพ่ิมการผลิตสารนี้เพื่อหวังว่าจะสามารถน าสารนี้มาใช้ประโยชน์ทางยาต่อไปได้ 

เมื่อท าการสืบค้นในฐานข้อมูลพบว่า สาร flavanthrinin   มีการรายงานว่ามีฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิสระ 
(antioxidant) (26) และยังมีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง (Cytotoxic activity) (27) อีกด้วย แต่อย่างไรก็ตาม
สาร flavanthrinin   ยังไม่เคยถูกรายงานว่ามีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส งานวิจัยนี้จึงเป็นงานวิจัย
แรกท่ีพบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมแ์อลฟา-กลูโคซิเดสของสาร flavanthrinin  
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