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ทหารพัฒนา และ การไฟฟ้าฝ่ายผลิต ที่ให้การสนับสนุนและอํานวยความสะดวกในการทํางานวิจัยในพ้ืนที่ 
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สมุนไพรในการศึกษาคร้ังน้ี และขอขอบคุณภาควิชาเภสัชเวทและเภสัชพฤกษศาสตร์ คณะเภสัชศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยที่ให้การสนับสนุนและอํานวยความสะดวกในทุกๆ ด้าน 
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บทคัดย่อ 

ในการวิจัยน้ีได้ทําการแยกสารบริสุทธ์ิจากสารสกัดหยาบที่ได้จากใบของลําบิดดง (Diospyros 
filipendula) ในพ้ืนที่โครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืช อันเน่ืองมาจากพระราชดําริฯ (อพสธ.) บริเวณหมู่เกาะ
แสมสาร จังหวัดชลบุรี การที่ศึกษาผ่านมาพบว่าสารสกัดหยาบน้ีมีฤทธ์ิในการยับย้ังเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปส
มากกว่า 70% ที่ความเข้มข้น 1 mg/ml ในการแยกสารบริสุทธ์ทําโดยวิธีโครมาโทกราฟฟีและทําการตกผลึก
จนได้สารบริสุทธ์ิจากส่ิงสกัดหยาบแอททานอล และ ส่วนสกัดเอทิลอะซีเตทของใบลําบิดดง โดยใช้หลักการ 
bioassay-guided fractionation ได้สารบริสุทธ์ิ 1 ชนิด นําสารบริสุทธ์ิมาพิสูจน์เอกลักษณ์ โดยวิธีทางสเปค
โตรสโคปี ด้วยเทคนิค nuclear magnetic resonance คือ H NMR, C NMR และเปรียบเทียบข้อมูลกับสาร
อ้างอิง พบว่าสารบริสุทธ์ิที่ได้คือ uvaol (MW 442.72) และเมื่อทดสอบฤทธ์ิต้านเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปส 
พบว่าสามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม์น้ีได้ 81.83 % ที่ความเข้มข้น 1 mg/ml  หรือ (2.26 M)  
 
คําสําคัญ: ฤทธ์ิต้านแพนครีเอติกไลเปส การแยกสารโดยอาศัยฤทธ์ิทางชีวภาพ สเปคโตรสโคปี พิสูจน์
เอกลักษณ์ของโครงสร้าง 
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Abstract 

The previous study reported that crude ethanol extracts of the leaf part from Lum 
Bid Dong (Diospyros filipendula) collected from the Plant Genetic Conservation Project area 
under The Royal Initiative of Her Royal Highness Princess Maha Chakri Sirindhorn, Samae-San 
Island, Chonburi exhibited anti-pancreatic lipase activity over 70% with 1 mg/mL 
concentration.  The crude ethanol extract was partitioned by hexane and ethylacetate, 
respectively.  A pure compound was isolated from both crude ethanol and ethylacetate 
extracts by bioassay-guided fractionation method. The structure of this compound was 
identified spectroscopic techniques including H NMR and C NMR, and compared these data 
with reference spectra of triterpene compounds. The results show that pure compound 
might be uvaol (ME 442.72).  The pancreatic lipase inhibitory activity of uvaol was examined 
and found that uvaol exhibited 81.83% lipase inhibition with 1 mg/mL (2.26 M).  

 
Keywords: anti-pancreatic lipase activity, bioassay-guided fractionation, spectroscopy, 
structure elucidation 
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บทนําและงานวิจัยที่เกีย่วข้อง 

ในปัจจุบันมีผู้ป่วยโรคไขมันในเลือดสูงเป็นจํานวนมาก ซึ่งโรคไขมันในเลือดสูงน้ีเป็นสาเหตุของโรค
ร้ายแรงอ่ืนๆอีกมากมาย ได้แก่ โรคอ้วน โรคเบาหวาน โรคความดันโลหิตสูง โรคหัวใจและหลอดเลือด 
โรคมะเร็ง เป็นต้น  และจํานวนผู้ป่วยโรคไขมันโลหิตสูงมีแนวโน้มที่จะเพิ่มขึ้น สาเหตุหน่ึงอาจมาจากการ
ประทานอาหารจานด่วนที่มีปริมาณไขมันสูง และไขมันน้ันเข้าไปสะสมในร่างกายเป็นปริมาณมาก 
กระบวนการท่ีเก่ียวข้องกับความผิดปกติน้ีคือ กระบวนการเมตาบอลึซึมของไขมัน  ซึ่งโดยปกติต้องการ
เอนไซม์แพนครีเอติกไลเปสที่ทําหน้าที่เปลี่ยนแปลงไตรกลีเซอไรด์ให้อยู่ในรูปของกรดไขมันก่อน เน่ืองจาก
ไตรกลีเซอไรด์มีขนาดใหญ่เกินกว่าที่จะนําเข้าสู่ mucosal ของ intestinal villi ในลําไส้เล็กได้  แล้วจึงดูด
ซึมกรดไขมันน้ันเข้าสู่กระแสเลือด 

ในปัจจุบันมียาที่ใช้รักษาภาวะไขมันในเลือดสูงอยู่หลายชนิด แต่การรักษาจะต้องใช้ระยะเวลา
ค่อนข้างนาน และผู้ป่วยบางคนก็ไม่สามารถควบคุมระดับไขมันในเลือดได้ จากอุปนิสัยในการรับประทาน
อาหารของตนเอง จึงทําให้มีความสนใจในการพัฒนายาที่มีกลไกไปยับย้ังเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปส ซึ่งจะ
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ทําให้เกิดการยับยั้งกระบวนการดูดซึมไตรกลีเซอไรด์ผ่านผนังลําไส้เล็กเข้าสู่กระแสเลือด และทําให้เกิดการ
ขับไขมันออกจากร่างกาย ซึ่งจะช่วยลดระดับไขมันในเลือดได้   ซึ่งผู้ป่วยไขมันในเลือดสูงจําเป็นจะต้อง
รับประทานยาอย่างต่อเน่ือง จึงมีค่าใช้จ่ายด้านยาค่อนข้างสูง รวมไปถึงปัญหาความเป็นพิษของยาต่อตับของ
ผู้ป่วย จึงเกิดความพยายามในการวิจัยศึกษาหาพืชสมุนไพรท่ีมีฤทธิ์ลดระดับไขมัน มาพัฒนาเป็นยาลดไขมัน
จากสมุนไพรที่มีราคาถูก และปลอดภัย เพ่ือช่วยเหลือผู้ป่วย  

ประเทศไทยถือได้ว่าเป็นแหล่งของพืชสมุนไพรหลากหลายชนิด รวมทั้งมีการนําพืชบางชนิดมาใช้ใน
การช่วยลดระดับไขมันในการแพทย์พ้ืนบ้านด้วย เช่น กระเจ๊ียบแดง ดอกคําฝอย เสาวรส ซึ่งส่วนใหญ่ยังไม่มี
การศึกษาถึงกลไกการออกฤทธ์ิที่แน่ชัด และในส่วนกลไกยับย้ังเอนไซม์ไลเปส มีพืชสมุนไพรท่ีได้รับการวิจัย 
เช่น ชาต่างๆ คือ ชาอู่หลง ชาดํา ชาเขียว(Camellia sinensis) (Han et al., 2001) ถั่วเหลือง (Glycine 
max) (Satouchi et al., 1998) ข้าวฟ่างหางกระรอก (Setaria italic) (Sherma et al., 2005) sage 
(Mussaenda flava) (Ninomiya et al., 2004) กีวี (Actinidia arguta) (Jang et al., 2008) เป็นต้น ซึ่ง
เห็นได้ว่าการวิจัยส่วนใหญ่มักเป็นการดําเนินการในต่างประเทศ แต่อย่างไรก็ดีมีพืชหลากหลายชนิดท่ี
สามารถเพาะปลูกได้ในประเทศไทยที่อาจมีฤทธิ์ยับย้ังเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปสได้ 

โครงการน้ีจึงดําเนินการแยกสารสําคัญจากสารสกัดพืชสมุนไพรในพ้ืนที่โครงการอนุรักษ์พันธุกรรม
พืชอันเน่ืองมาจากพระราชดําริฯ ที่หมู่เกาะแสมสาร จังหวัดชลบุรี (อพ.สธ.) ที่มีฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์แพนครีเอ
ติกไลเปส    
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เอกสารที่เก่ียวข้อง 

ยาแผนปัจจุบันที่นิยมใช้ลดไขมันที่มใีช้ในมหีลายกลุ่ม  ซึ่งส่วนใหญเ่ป็นยาลดระดับไขมันในเลือด  
กล่าวคือ ยาเหล่าน้ีจะออกฤทธิ์กําจัดหรือลดปริมาณไขมนัที่ผ่านกระบวนการย่อยจากทางเดินอาหารและถูก
ดูดซึมเข้ากระแสเลือดแล้ว เช่น  statins, fibric acid derivatives, niacin, bile acid binding resins 
และ probucol (วิทยา ศรีดามาและคณะ, 2544)    ส่วนยาที่ลดหรือต้านการดูดซึมไขมันเข้าสู่กระแสเลือด
โดยท่ีไม่มีผลต่อความอยากอาหาร(ซึ่งออกฤทธิ์ผ่านศูนย์ควบคุมการอยากอาหารในระบบประสาท) ทีนิ่ยมใช้
ในปัจจุบันและได้รับการยอมรับจากองค์การอาหารและยาประเทศสหรัฐอเมริกาและไทย คือ orlistat   ซึ่ง
ยาน้ีถูกพัฒนามาจากสารต้นแบบ lipstatin ที่ได้จากการคัดกรองกรองฤทธ์ิทางชีวภาพของเช้ือแบคทีเรีย 
Streptomyces toxytricini  (Hochuli et al., 1987; Weibel et al., 1987) กลไกการออกฤทธ์ิของ 
orlistat คือยับย้ังการทํางานของเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปสแบบไม่ย้อนกลับ  จึงทําให้ไตรกลีเซอร์ไรด์ไม่ถูก
ย่อยเป็นโมเลกุลที่มีขนาดเล็กลง  และถูกขับออกไปจากร่างกายทางอุจจาระ  ดังน้ันจึงทําให้ไตรกลีเซอร์ไรด์
ที่ถูกดูดซึมเข้ากระแสเลือดได้มีปริมาณน้อยลง (Ballinger and Peikin, 2002) ซึ่งน่าจะเป็นยาที่เหมาะกับ
ผู้ป่วยไขมันในเลือดสูงหรือผู้ป่วยโรคอ้วนที่ควบคุมการรับประทานอาหารประเภทไขมันได้ยาก   

มีงานวิจัยหลายแห่งพบกว่าพืชจากธรรมชาติสามารถยับย้ังการเปลี่ยนแปลงเอนไซม์แพนครีเอติกไล
เปส  ตัวอย่างเช่น Satouchi และคณะได้ทําการศึกษาถึงผลการยับย้ังเอนไซม์ไลเปสของเมล็ดถ่ัวเหลือง 
(Glycine max) พบสารที่มีโครงสร้างคล้ายกับ lipoxygenase-1 แสดงฤทธิ์ทางชีวภาพนี้ (Satouchi et. 
al., 1998) Han และคณะพบว่า ชาอู่หลง ชาเขียว ชาดําสามารถยับย้ังการเพิ่มข้ึนของคอเรสเตอรอล และ
ไตรกลีเซอไรด์ในเลือด โดยสารกลุ่มแทนนินในชา เช่น epicatechingallate และ 
epigallocatechingallate และสารกลุม่ซาโปนินในชา (teasaponins) สามารถยับยั้งเอนไซม์ไลเปส และ
เพ่ิมกระบวนการเผาผลาญไขมัน (Han et. al., 2001) Ninomiya และ คณะพบสารสกัดจากใบของ Sage 
(Salvia officinalis) มีฤทธิยั์บยับเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปส  โดยมีสารออกฤทธิ์ท่ีสําคัญคือ carnosic 
acid, carnosol, royleanonic acid, 7-methoxyrosmanol และ oleanolic acid (Ninomiya et. al., 
2004) Jang และคณะศึกษาสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากรากกีวี (Actinidia arguta) พบสารประกอบใหม่ท่ีมี
ฤทธ์ิในการยับยั้งเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปส คือ 3-O-trans-p-coumaroyl actinidic acid ซึ่งเป็นสารกลุ่ม 
coumaroyl triterpenes และสารประกอบอ่ืนๆ อีก 5 ชนิด ซึ่งเป็นสารกลุ่ม triterpenes ได้แก่ Ursolic 
acid, 23-hydroxyursolic acid, Corosolic acid, Asiatic acid และ Betulinic acid (Jang et. al., 
2008)   

มีงานวิจัยจากหลายแหล่งพบว่าสารสกัดจากพืชที่พบในประเทศไทย หลายชนิดมีผลยับย้ังการ
ทํางานของเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปส เช่น ทับทิม (Punica granatum) (Jurenka, 2008; Lei et al., 
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2007), มะระขี้นก (Momordica charantia) (Oishi et al., 2007), ชา (Camellia sinensis) (Nakai et 
al.,2005), เบญกานี (Quercus infectoria) (Gholamhoseinian et al., 2010)  รวมท้ังมีการวิเคราะห์
สารสําคัญในสารสกัดจากพืชที่มีผลยับยั้งแพนครีเอติกไลเปสด้วย ตัวอย่างสารเช่น สารกลุ่ม saponins, 
polyphenolics และ terpenes (Birari and Bhutani, 2007) 

ในการวิจัยครั้งน้ีจะนําสารสกัดจากพืชในพ้ืนที่ของโครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืช อันเน่ืองจาก
พระราชดําริฯ ที่เคยตรวจสอบแล้วว่ามีฤทธ์ิในการยับย้ังเอนไซม์แพนครเีอติกไลเปส คือ ลําบิดดง มาทําการ
แยกให้ได้สารบริสุทธิ์ที่ยังคงฤทธ์ิน้ีอยู่ โดยวิธี bioassay-guided fractionation  ซึ่งน่าจะเป็นประโยชน์
อย่างย่ิงในการพัฒนาสารสําคัญน้ีให้เป็นยาต้านเมตาบอลึซึมของไขมันต่อไป  นอกจากน้ียังเป็นประโยชน์กับ
วงการแพทย์และเภสัชกรรมไทยรวมถึงประชาชนโดยทั่วไป  เน่ืองจากโอกาสในการเข้าถึงยาอาจสูงขึ้น
เพราะเป็นยาจากประเทศไทยซึ่งอาจส่งผลถึงการลดการนําเข้ายาจากต่างประเทศและเพ่ิมการใช้ยาที่ผลิตได้
จากสารในสมนุไพรไทย   

 

วัตถุประสงค์ 

 เพ่ือสกัดแยกสารสําคัญจากพืชในพ้ืนที่ของโครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืช   อันเน่ืองจาก
พระราชดําริฯ  ที่ถูกคัดกรองและแสดงฤทธ์ิยับย้ังการทํางานของเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปส 
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วิธีดําเนินการศึกษา 

1.  การเก็บและเตรียมตัวอย่าง 
เก็บตัวอย่างพืชในพื้นที่ของโครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืช อันเน่ืองจากพระราชดําริฯ เกาะแสมสาร 

จังหวัดชลบุรี  ที่ได้เคยทดสอบฤทธ์ิในการยับยั้งการทํางานของเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปส ในการวิจัยปีท่ี
ผ่านมาได้ผลบวก และมีค่า IC50 น้อย  โดยคัดเลือกตัวอย่างสําหรับโครงการวิจัยในปีน้ีคือใบของลําบิดดง 
นําส่วนของพืชสมุนไพรที่เก็บได้มาน้ีสกัดด้วยตัว ethanol 95% จนได้สารสกัดหยาบ  และนํามา partition 
ด้วยตัวทําละลายอินทรีย์อ่ืนๆ อีก 2 ชนิดคือ hexane และ ethylacetate (EtOAc) เพ่ือแยกสารกลุ่มท่ีมี
ความมีข้ัวต่างกันออกจากกัน 
2.  แยกสารสําคัญ โดยอาศัยวิธี Bioassay-guided fractionation  
 การแยกสารสกัดที่ได้จาก hexane และ EtOAc ออกเป็นส่วนๆ (fraction) โดยใช้วิธีการทาง 
chromatography แล้วนํามาทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ ส่วนใดมีฤทธ์ิ จะนํามาทําการแยกสารต่อ เพ่ือให้
มั่นใจว่าสารทีแ่ยกได้น้ัน มีฤทธ์ิทางชีวภาพตามท่ีต้องการจริง  โดยวิธีการหาฤทธิ์ทางชีวภาพน้ีการตรวจสอบ
ดําเนินการตามการวิจัยที่ผ่านมา (McDougall et. al., 2009) 
3.  นําสารบรสิุทธ์ิที่แยกได้มาหาข้อมูลทาง spectroscopy และ/หรือ spectrometry   
 หาสูตรโครงสร้างของสารที่ออกฤทธิ์ยับย้ังการทํางานของเอนไซม์แพนครเีอติกไลเปสโดย nuclear 
magnetic resonance (NMR) 
 4.  อภิปรายและสรุปผลการทดลอง 
 
สถานท่ีทําการศึกษาและเก็บข้อมูล 
 คัดเลือกเก็บตัวอย่างพืชสมุนไพรจากพื้นท่ีของโครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืช อันเน่ืองจาก
พระราชดําริฯ เกาะแสมสาร จังหวัดชลบุรี  ทําการทดลองที่ภาควิชาเภสัชเวทและเภสัชพฤกษศาสตร์ คณะ
เภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
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ผลการศึกษา 

การเตรียมสารสกัดหยาบจากใบลาํบิดดง 
 

นําใบของลําบิดดง บดหยาบนํ้าหนัก 1.3 กิโลกรัม มาสกัดด้วยวิธีแช่สกัด (maceration) โดยใช้ 
ethanol (EtOH) 95% เป็นตัวทําละลาย  โดยทําการแช่สกัดครั้งละ 4 ลิตร จํานวน 3 ครั้ง ใช้เวลาในการ
แช่เป็นเวลานานครั้งละ 2-4 วัน จากน้ันทําการกรอง นําสิ่งสกัดทีก่รองได้ไประเหยด้วยเครื่อง rotary 
evaporator ได้เป็นสิ่งสกัดหยาบ EtOH (EtOH crude extract) นํ้าหนัก 570 กรัม จากน้ันนําสิ่งสกัด
หยาบ EtOH มาทําการสกัดต่อโดยการ partition กับ hexane  และ ethyl acetate (EtOAc) ตามลําดับ 
นําสิ่งสกัดในแต่ละชั้นไประเหยจนแห้ง ได้เป็น hexane extract นํ้าหนัก 74.45 กรัม และ EtOAc extract 
นํ้าหนัก 39.50 กรัม ดังแสดงในรูปที่ 1  นําสิ่งสกัดท้ังสามส่วนไปทดสอบฤทธ์ิ การยับย้ังเอนไซม์แพนครีเอ
ติกไลเปส พบว่า สิ่งสกัดหยาบ ethanol, EtOAc extract และ hexane extract มีร้อยละของการยับยั้ง
เอนไซม์หรือ % inhibitionเป็น  71.67, 87.13, 78.12 ตามลําดับ  เมื่อพิจารณาแล้วพบว่า EtOAc extract 
มีฤทธ์ิในการยบัยั้งสูงสุดจึงทําการแยกเพื่อหาสารบริสุทธ์ิที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพน้ีเป็นอันดับแรก  

 
การแยกสิ่งสกดั EtOAc extract 
 

นําสิ่งสกัด EtOAc นํ้าหนัก 36.65 กรัม มาแยกด้วยวิธี quick column chromatography 
โดยใช้ silica gel 60 เป็นตัวดูดซับ ใช้ระบบตัวทําละลายสําหรับเป็นตัวชะ เริ่มต้นด้วย 20% EtOAc ใน 
hexane โดยค่อยๆ เพ่ิมอัตราส่วนของตัวทําละลาย EtOAc ไปจนถึง 100 % และชะต่อด้วย 100% 
MeOH เพ่ือเพ่ิมระดับความมีข้ัวของตัวทําละลายข้ึนเป็นลําดับ ปริมาตรที่รับ fraction  ครั้งละ 300 
มิลลลิิตร  แยกได้จํานวนทั้งสิ้น 48 fraction  ดังแสดงในตารางที่ 1  

จาก fraction ย่อยทั้ง 48 fraction ท่ีแยกได้จากสิ่งสกัด EtOAc นํามาทํา thin layer 
chromatography เพ่ือเปรียบเทียบองค์ประกอบท่ีมีอยู่ในแต่ละ fraction แล้วรวม fraction ท่ีมี
องค์ประกอบใกล้เคียงกันเข้าด้วยกัน ได้เป็น 6 fraction ใหญ่ๆ   คือ fraction F2 - F7 จากนั้นได้ถูกนําไป
ทดสอบฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ซึ่งได้ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 2     
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ใบลาํบิดดงแห้ง 1.3 กก. 
 
 
    
 
      

EtOH crude extract                               กาก 
                   (570 กรัม) 
 
 
 

 
สิ่งสกัดหยาบ aqueous-ethanol    Hexane extract                                          

                                                  (74.45 กรัม) 
  
 
 

สิ่งสกัดหยาบ aqueous-ethanol       EtOAc extract 
            (39.50 กรัม) 
         รูปที1่  แผนภาพแสดงการสกัดเบ้ืองต้นในการแยกสารจากใบลําบิดดง 
 

   ตารางท่ี 1 การแยกสิ่งสกัด EtOAc จากใบลําบิดดง ด้วย quick column chromatography 
 

Fraction  ระบบตัวทาํละลาย 

1-6 20% EtOAc in hexane 

7-14 40% EtOAc in hexane   

15-26 60% EtOAc in hexane   

27-36 80% EtOAc in hexane   

37-41 100% EtOAc  

42-48 100% MeOH 

 

- แช่สกัดด้วย ethanol 95 %  3 x 4 L 
- กรอง  

- ละลายด้วยนํ้า และ EtOH เล็กน้อยเพ่ือช่วยการละลาย 
- Partition ด้วย hexane 

- ระเหยแห้ง 

- ระเหยแห้ง -ระเหยแห้ง 

- Partition ด้วย EtOAc 
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ตารางที่ 2 Fraction ที่ได้จากการแยกสิ่งสกัด EtOAc ด้วย quick column chromatrography 
 

Fraction  รวม fraction  นํ้าหนัก (กรัม) %inhibition S.D. 

F1 (EtOH 
crude 

extract) 

- - 71.67 3.24 

F2 1-14 0.47 93.28 2.50 

F3 15-26 2.44 72.63 0.72 

F4 27-32 4.88 57.54 4.86 

F5 33-37 6.79 92.41 1.03 

F6 15-17 3.34 65.82 1.03 

F7 18-25 6.60 33.79 3.99 

 
จากการนํา fraction ของ EtOAc extract ทั้งหมด (F2-F7) ไปทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งเอนไซม์

แพนครีเอติกไลเปส พบว่า มีร้อยละของการยับย้ังเอนไซม์ (%inhibition) เป็นดังตารางที่ 2   และได้เลือก 
fraction หรือส่วนสกัด ที่มรีอ้ยละของการยับย้ังเอนไซม์ที่สูงเพียงพอ (มากกว่า 70%) มีปริมาณเหมาะสม
และมีความเป็นไปได้สูงในการทําการแยกต่อไป คือ F3 เพ่ือนํามาแยกสารสําคัญทีม่ีฤทธิ์ทางชีวภาพน้ี  โดย
รูปแบบการเคล่ือนที่ของสารบน TLC จากแต่ละ fraction แสดงในรูปที่ 2 

 

                                     
 

รูปที่ 2 แสดงการเคลื่อนท่ีของสารใน fraction F1 – F7 บนแผ่น TLC 
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การสกัดแยกสารบริสุทธิ์จากส่วนสกัด F3 
 
นําส่วนสกัด F3 มาแยกเป็นส่วนย่อยๆ โดยการผ่าน flash column chromatography โดย

ใช้ silica gel 60 เป็นตัวดูดซับ และชะด้วยตัวทําละลาย hexane/EtOAc 1 : 1  ไดส้่วนสกัดย่อย F3-1 ถึง 
F3-9  พร้อมกันน้ีได้ทดสอบฤทธ์ิในการยับยั้งเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปส (%inhibition) ซึ่งแสดงในตารางที่ 
3  โดยที่หากส่วนสกัดย่อย (subfraction) ที่ได้มีนํ้าหนักน้อยกว่า 100 มิลลิกรัม  จะยังไม่พิจารณานําไป
ตรวจสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ  แต่ส่วนสกัดย่อยทั้งหมดได้ถูกตรวจสอบโดย TLC ดังแสดงในรูปท่ี 3 

                                                      
 

รูปที่ 3 แสดงการเคลื่อนที่ของสารใน fraction F3-1 – F3-9 บนแผ่น TLC 
 
ตารางที่ 3 การสกัดแยกสารบริสุทธ์ิจากส่วนสกัด F3 

 

Fraction  รวม fraction ย่อย นํ้าหนัก (มก.) %inhibition S.D. 

F3-1 1-3 10 N.T. - 

F3-2 4-5 200 83.17 1.51 

F3-3 6-9 70 N.T. - 

F3-4 10-11 530 11.34 2.53 

F3-5 12-13 940 21.74 1.52 

F3-6 24-28 60 N.T. - 

F3-7 29-32 60 N.T. - 

F3-8 33 18.3 N.T. - 

F3-9 34 150 N.T. - 

   หมายเหตุ  N.T. คือ ไม่ได้นําไปตรวจสอบ (not tested) 
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จากการนําส่วนสกัดย่อยต่างๆ F3-2, F3-4 และ F3-5 ไปทดสอบฤทธ์ิการยับย้ังเอนไซม์แพนครี
เอติกไลเปส พบว่า F3-2 มี %inhibition สูงที่สุด คือ 83.17 % ซึ่งถูกพิจารณาในการแยกสารบรสิุทธ์ท่ีมี
ฤทธ์ิทางชีวภาพน้ีต่อไป 

 
การแยกบริสุทธิ์สารจาก F3-2 ที่มีฤทธิ์ยับย้ังการทํางานของเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปส 
   

เน่ืองจากปริมาณของ F3-2 ค่อนข้างน้อยสําหรับการแยกให้ได้สารบริสุทธิ์ต่อไป  จึงได้ทํา
เตรียมสารสกดั EtOH crude extract จากใบลําบิดดงอีกครั้ง  พบว่ามีผลึก ตกตะกอนออกมา ก่อนการ
นําไป partition ด้วย hexane และ EtOH  จึงได้กรองผลึกน้ันและแยกไว้ นําผลึกที่ได้มาทําการตกผลึกซ้ํา
ด้วยตัวทําละลายผสมระหว่าง CH2Cl2: methanol และทําการล้างผลึกด้วย methanol จนได้ผลึกรูปเข็มสี
ขาว (colorless fine needle-like crystal : C) และนําไปตรวจสอบฤทธ์ิทางชีวภาพเทียบกับ fraction ท่ี
เก่ียวข้อง  ได้ผลดังตารางที่ 4   
 
ตารางที่ 4 การทดสอบฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปส ของ F3, F3-2 และ ผลกึ (C) 
 

ส่วนทีส่กัดแยก
เบื้องต้น 

น้ําหนักสาร
สกัดท่ีเตรียม

ได้ (g) 

% inhibition ท่ีความเข้มข้น 
1mg/mL average SD 

1 2 3 

F3 2.44 72.35 74.51 68.14 72.63 0.72 

F3-2 0.20 84.87 81.97 82.67 83.17 1.51 

C 1.12 81.19 83.67 80.62 81.83 1.62 

 
การพิสจูนเ์อกลักษณ์ของสารที่แยกได้ 
 
 นําสารท่ีแยกได้ คือผลึก C นําไปหาข้อมูลทาง spectrophotometry ได้แก่ข้อมูล proton และ
carbon NMR (nuclear magnetic resonance) พบว่า สาร C คือสาร uvaol ซึ่งเป็นสารกลุ่ม 
triterpenoid มีสูตรโครงสร้างท่ีแสดงในรปูที่ 4  และมีข้อมูลของ 1 H-NMR spectra และ 13 C-NMR 
spectra ดังที่แสดงในตารางที่ 5 และ 6 
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  ภาพท่ี 4 สูตรโครงสร้างของ uvaol 

 
ตารางที่ 5     ข้อมูล 1 H-NMR spectra ของสารที่แยกได้ (C) เปรียบเทียบกับข้อมูล1 H -NMR spectra 
ของ uvaol ใน literature ที่ได้รับการตีพิมพ์แล้ว มีดังน้ี 

ข้อมูลสารทีแ่ยกได้(C) ข้อมูล uvaol ที่ตีพิมพ์* 

carbon   

1 - 2.95 (m), 1.41 (m) 

2 - 2.60 (m), 2.35 (m) 

3 3.42 (dd, 10.5, 4.8) - 

4 - - 

5 - 1.28 

6 - 1.54, 1.03 

7 - 1.64, 1.45 

8 - - 

9 - 2.44 (s) 

10 - - 

11 - - 

12 - 5.62 (s) 

13 - - 

14 - - 

15 - 1.18, 1.81 (br) 

16 - 0.98, 2.09 
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17 - 2.14 (m) 

18 - 1.64, 1.10 

19 - - 

20 - - 

21 - 1.37, 1.18 

22 - 1.45, 1.31 

23 1.19 (s) 1.07 (s) 

24 0.99 (s) 1.10 (s) 

25 1.15 (s) 1.27 (s) 

26 1.19 (s) 1.18 (s) 

27 1.30 (s) 1.37 (s) 

28 3.73 (d, 11.1) 
3.39 (d, 11.1) 

- 

29 1.14 (d, 5.7) 0.91 (s) 

30 1.00 (d, 5.7) 0.89 (s) 

  หมายเหตุ * ทีม่า Mahato and Kundu, 1994. 
 
ตารางที่ 6   ข้อมูล 13C-NMR spectra ของสารท่ีแยกได้ (C) เปรียบเทียบกับข้อมูล13C-NMR spectra ของ 
uvaol ใน literature ที่ได้รับการตีพิมพ์แล้ว มีดังน้ี 

ข้อมูลสารทีแ่ยกได้ (C) ข้อมูล uvaol ที่ตีพิมพ์* 

carbon 13C Chemical shift 13C Chemical shift 

1 38.8 38.8 

2 27.3 27.3 

3 79.0 79.0 

4 38.8 38.8 

5 55.2 55.4 

6 18.3 18.4 

7 32.8 32.9 

8 40.0 39.4 
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9 47.7 47.8 

10 36.9 37.2 

11 23.4 23.4 

12 125.0 125.0 

13 138.7 138.0 

14 42.0 42.8 

15 26.0 29.2 

16 23.3 22.6 

17 38.0 36.8 

18 54.0 54.1 

19 39.4 38.9 

20 39.4 39.4 

21 30.6 30.7 

22 35.2 30.6 

23 28.1 28.1 

24 15.6 15.4 

25 15.7 15.6 

26 16.8 16.9 

27 23.4 23.4 

28 69.9 69.7 

29 21.3 21.3 

30 17.4 16.2 

  หมายเหตุ * ทีม่า Mahato and Kundu, 1994. 
 
 



 14

สรุปและวิจารณ์ผล 
มีรายงานการวิจัยจากหลายแหล่งพบว่าพืชหลายชนิด และสารเคมีหลายกลุ่มสามารถยับยั้งเอนไซม์ 

แพนครีเอติกไลเปส (Hasani-Ranjbar et. al., 2013; Sahib et. al., 2012) อย่างไรก็ดียังไม่มีการรายงาน
ฤทธ์ิทางชีวภาพน้ีจากลําบิดดง (Diospyros filipendula Pierre ex Lecomte.) จากการทบทวนงานวิจัยที่
เก่ียวข้องกับลําบิดดง ซึ่งอยู่ในวงศ์ Ebenaceae ยังไม่มีการใช้เป็นยาพ้ืนบ้านอย่างชัดเจน  และยังไม่มีข้อมูล
ทางพฤกษเคมีจากใบของลําบิดดง  แต่มีรายงานสารสําคัญที่ได้จากส่วนสกัดเฮกเซนของรากลําบิดดงคือ 
stigmasterol taraxerol ซึ่งเป็นสารกลุ่ม triterpenoids (วารี เน่ืองจํานงค์, 2555) 
 จากการสกัดแยกสารสําคัญจากใบของลําบิดดง โดยคัดเลือกจากพืชที่มีการคัดกรองแล้วว่าออกฤทธิ์
ยับย้ังการทํางานของเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปส (งานวิจัยปีที่ผ่านมาแล้ว) โดยอาศัยเทคนิค bioassay-
guided fractionation ตรวจสอบฤทธ์ิยับยั้งการทํางานของเอนไซม์ในทุกส่วนที่แยกเป็น fraction ต่างๆ 
และเลือกแยกสารสําคัญเฉพาะส่วนที่มีฤทธิเ์ท่าน้ัน  สารบริสุทธิ์ที่แยกได้คือ uvaol จัดเป็นสารกลุ่ม 
triterpenoid ซึ่งพบในธรรมชาติที่แยกได้จากพืชหลายชนิด เช่น ส่วนของใบและนํ้ามันจากผล olive (Olea 
europaea) ทีกํ่าลังสุก (Casas et al., 2004) ดอกของ chrysanthemum (Ukiya et. al., 2002) ใบของ
พืชในสกุล Diospyros ต่างๆ เช่น D. kaki (Fan and He, 2006) D. melanoxylon (Mallavahani et. 
Al., 2001) D. montana (Dutta et. Al., 1972) ส่วนรายงานฤทธ์ิทางชีวภาพของ uvaol มีหลากหลายแต่
ไม่เด่นชัด (Sun et. al., 2006)  และยังไมม่กีารรายงานฤทธ์ิในการยับย้ังเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปส  
 จากข้อมูลฤทธิท์างชีวภาพของ uvaol ที่แยกได้จากลําบิดดง ที่สามารถต้านเมตาบอลึซึมของไขมัน 
ผ่านทางกลไกการยับย้ังเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปส  ถือได้ว่าเป็นการค้นพบที่ได้องค์ความรู้ใหม่  และ
สามารถนําไปศึกษาจลนพลศาสตร์ของเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปสในสภาวะที่มี uvaol ในปฏิกิริยา  ซึ่งจะ
ทําให้สามารถทราบได้ว่าการยับยั้งน้ันมีความจําเพาะและมีประสิทธิภาพดีอย่างไร  การศึกษาวิจัยเพ่ิมเติมใน
อนาคตจะช่วยให้ทราบถึงศักยภาพของ uvaol ในการพัฒนาเป็นยาต้านไขมันได้ดีย่ิงข้ึน   
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7.3.1 โครงการวิจัยเร่ือง “แยกสารสําคัญจากพืชสมุนไพรท่ีมฤีทธ์ิต้านเมตาบอลึซึมของไขมนั ใน
พ้ืนที่ของโครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืช อันเน่ืองจากพระราชดําริฯ โดยการวัดฤทธ์ิการ
ยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ แพนครีเอติกไลเปส”  ได้รับทุนโครงการอนุรักษ์พันธุกรรม
พืชฯ สํานักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ  ประจําปี 2556 ระยะเวลา 1 ปี (หัวหน้า
โครงการ) 

7.3.2 โครงการวิจัยเร่ือง “การคัดกรองพืชสมุนไพรที่มีฤทธิ์ต้านเมตาบอลึซึมของไขมัน ในพ้ืนที่
ของโครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืช อันเน่ืองจากพระราชดําริฯ โดยการวัดฤทธ์ิการยับย้ัง
การทํางานของเอนไซม์   แพนครีเอติกไลเปส”  ได้รับทุนโครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืชฯ 
สํานักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ  ประจําปี 2555 ระยะเวลา 1 ปี (หัวหน้าโครงการ) 

7.3.3 โครงการวิจัยเร่ือง “การคัดกรองเบ้ืองต้นเพ่ือหาเอนไซม์ที่เก่ียวข้องกับชีวสังเคราะห์ของ
สาร renieramycins จากฟองน้ําทะเลสีนํ้าเงิน Xestospongia sp.” ได้รับทุนนักวิจัยใหม่  
กระทรวงวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี  ประจําปี 2552  ระยะเวลา 1 ปี (หัวหน้าโครงการ) 

7.3.4 โครงการวิจัยเร่ือง “การศึกษาพืชสมุนไพรไทยท่ีสร้างอัลคาลอยด์ต้านมะเร็ง: แคมโททีซิน”  
ได้รับทุนวิจัยเซเรบอส  ประจําปี 2551 ระยะเวลา 1 ปี (ผู้ร่วมวิจัย) 

7.3.5 โครงการวิจัยเร่ือง “ศูนย์ผลิตภัณฑ์ธรรมชาติที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพจากสิ่งมีชีวิตในทะเลและ
ราเอนโดไฟท์”  ได้รับทุนจากสํานักงานคณะกรรมการการอุดมศึกษา (สกอ.)  ประจําปี 
2549  ระยะเวลา 3 ปี (ผู้ช่วยวิจัย) 

7.3.6 โครงการวิจัยเร่ือง “การคัดกรองสมุนไพรไทยที่มีฤทธิ์ปกป้องดีเอ็นเอ” ได้รับการสนับสนุน
จาก ทุนพัฒนาอาจารย์ใหม่ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  กองทุนรัชดาภิเษก  ประจําปี 2550 
ระยะเวลา 2 ปี (หัวหน้าโครงการ) 

7.3.7 โครงการวิจัยเร่ือง “การศึกษาสมุนไพรไทยที่มีฤทธิ์ต้านไวรัส”  ได้รับทุนจากสํานักงาน
กองทุนสนับสนุนการวิจัย (สกว.)  (ผู้ช่วยวิจัย) 
 

ผลงานที่เคยตีพิมพ์หลังจากงานวิจัยเสร็จแล้ว  
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and spike genes of porcine epidemic diarrhea virus in Thailand. Infection Genetic and 
Evolution 2013 (accepted) 
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cutaneous HSV-1 infection in mice.” Antiviral Research 80, 2008: 62-70. 

7. Sinlapadech, T., Stout, J. Ruegger, M.O., Deak, M., and Chapple, C.: The hyper-
fluorescent trichome phenotype of the brt1 mutant of Arabidopsis is the result of a defect 
in a sinapic acid:UDPG glucosyltransferase. The Plant Journal 49(4): 655-668, 2007. 

8. Fraser, C.M., Thompson, M.G., Shirley, A.M., Ralph, J., Schoenherr, J.A., Sinlapadech, 
T., Hall, M.C. and Chapple, C.:  Related serine carboxypeptidase-like sinapoylglucose 
acyltransferases display distinct but overlapping substrate specificity. Plant Physiology 
144(4) : 1986-1999, 2007. 

 

7.4 งานวิจัยที่กําลังทํา: ชื่อแผนงานวิจัยและหรอืโครงการวิจัย และสถานภาพในการทําวิจัย 
7.4.1 โครงการวิจัยเร่ือง “ฐานประเมินที่มีประสิทธิภาพสูงเพ่ือมุ่งเป้าหาสารที่มีฤทธิ์ทางยาจาก

พืชสมุนไพร” ได้รับการสนับสนุนจาก จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  กองทุนรัชดาภิเษก  
ประจําปี 2554  ระยะเวลา 3 ปี (ผู้ร่วมวิจัย)  ได้ทําการวิจัยลุล่วงแล้วประมาณร้อยละ 90 

 
 


