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บทคัดยอ

จากการนําสารสกัดพืชสมุนไพรจากพื้นที่ของโครงการอนุรักษพันธุกรรมพืช อันเนื่องจากพระราชดําริ
ฯ ที่มีฤทธิ์ดีในการยับยั้งเอนไซม α-glucosidase จํานวน 19 ตัวอยาง 18 ตน นํามาหาคาความเขมขนของ
สารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม α-glucosidase ไดรอยละ 50 (IC50 ) พบวาพืช ที่มีคา IC50 ต่ําที่สุด 5 อันดับ
แรก คือ ขันทองพยาบาท, เขลง หยี, อบเชยเทศ, กางปลาและกระพี้จั่น (2.48, 3.28, 3.32, 3.38 และ 3.39 
มคก.ตอมล. ตามลําดับ) ไดคัดเลือกเปลือกตนเขลงหรือหยี นํามาสกัดแยกสารดวยวิธี Bioassay guided 
fractionation สามารถแยกสารได 3 สาร คือ สาร DC-1, DC-2 และ DC-3 จากการพิสูจนเอกลักษณของสาร
ทั้งสาม พบวา สารทั้งสาม คือ friedelin, ß -Sitosterol และ palmitic acid โดยเทียบกับขอมูล 1 H-NMR 
และ 13C-NMR spectra ของสารนั้นๆที่ไดรายงานมาแลว จากการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของเอนไซม 
α-glucosidase พบวา friedelin และ ß -Sitosterol มีรอยละของการยับยั้งเอนไซมเปน 32.5 และ 76.3 
ตาม ลําดับ

คําสําคัญ การสกัดแยกสาร, ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมα–Glucosidase, Bioassay guided fractionation, พื้นที่
ของโครงการอนุรักษพันธุกรรมพืช อันเนื่องจากพระราชดําริฯ
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Abstract

Extracts of medicinal plants in the Plant Genetic Conservation Project area under The 
Royal Initiative of Her Royal Highness Princess Maha Chakri from 18 plants, 19 samples show
high α–glucosidase inhibitory activities, were measured for 50% inhibitory concentration 
(IC50). The five least IC50 plants are Suregada multiflorum (A.Juss.) Baill., Dialium 
cochinchinense Pierre, Cinnamomum zeylanicum, Bridelia affinis Craib, Millettia brandisiana 
Kurz (2.48, 3.28, 3.32, 3.38 และ 3.39 µg/ml, respectively). Dialium cochinchinense Pierre was 
selected for extraction and isolation by using bioassay guided fractionation, 3 compounds, 
DC-1, DC-2, DC-3 were isolated. Structure elucidation of these compounds (using 1 H-NMR 
and 13C-NMR spectral data compare to the previous reports) show that DC-1, DC-2, DC-3 are 
friedelin, ß -Sitosterol and palmitic acid, respectively. The percent inhibition of α–
glucosidase enzyme of  friedelin and ß-Sitosterol are 32.5 and 76.3, respectively.

Keyword: screening, extraction, isolation, α–Glucosidase inhibitor, Bioassay guided 
fractionation, the Plant Genetic Conservation Project area under The Royal Initiative of Her 
Royal Highness Princess Maha Chakri Sirindhorn



ง

สารบัญเรื่อง

หนา
กิตติกรรมประกาศ...................................................................................................................................... ก
บทคัดยอภาษาไทย…………………………………………………………………………………………………………………...... ข
บทคัดยอภาษาอังกฤษ…………………………………………………………………………………………………………………. ค
สารบัญเรื่อง……………………………………………………………………………………………………………………………….. ง
สารบัญตาราง……………………………………………………………………………………………………………………………… จ
สารบัญภาพ................................................................................................................................................ ฉ
บทนําและงานวิจัยที่เกี่ยวของ..................................................................................................................... 1
วิธีดําเนินการศึกษา……………………………………………………………………………………………………………………… 5
ผลการศึกษา………………………………………………………………………………………………………………………………. 7
สรุปและวิจารณผล...................................................................................................................................... 24
เอกสารอางอิง............................................................................................................................................. 26
ประวัตินักวิจัยและคณะ.............................................................................................................................. 30



จ

สารบัญตาราง

หนา
ตารางที่ 1 แสดงพืชสมุนไพรที่ใหเปอรเซ็นตการยับยั้งเอนไซม α-glucosidase เปนบวก และผล

การทดสอบแทนนิน……………………………………………………………………………………………….. 7
ตารางที่ 2 แสดงผลคา IC50 ของสารสกัดพืช ที่มีฤทธิ์ดีในการยับยั้งเอนไซม α-glucosidase

มากกวา 90 % และไมมีสารแทนนิน จํานวน 19 ตัวอยาง 18 ตน……………………………….. 9
ตารางที่ 3 แสดงเปอรเซ็นตการยับยั้งเอนไซม AGH และคา IC50 ของ ขันทองพยาบาท – ใบ............ 9

ตารางที่ 4 แสดงเปอรเซ็นตการยับยั้งเอนไซม AGH และคา IC50 ของ เขลง – เปลือก........................ 10

ตารางที่ 5 แสดงเปอรเซ็นตการยับยั้งเอนไซม AGH และคา IC50 ของ อบเชยเทศ – เปลือกใน.......... 11

ตารางที่ 6 แสดงเปอรเซ็นตการยับยั้งเอนไซม AGH และคา IC50 ของ กางปลา – ใบ......................... 11

ตารางที่ 7 แสดงเปอรเซ็นตการยับยั้งเอนไซม AGH และคา IC50 ของ กระพี้จั่น – ใบ........................ 12

ตารางที่ 8 แสดงเปอรเซ็นตการยับยั้งเอนไซม AGH และคา IC50 ของ เหมือดแอ – ใบ...................... 13

ตารางที่ 9 แสดงเปอรเซ็นตการยับยั้งเอนไซม AGH และคา IC50 ของ กางปลา สามพันตา – ใบ....... 13

ตารางที่ 10 แสดงเปอรเซ็นตการยับยั้งเอนไซม AGH และคา IC50 ของ เข็มขาว – ใบ.......................... 14
ตารางที่ 11 การแยกสิ่งสกัดหยาบ EtOAc จากเปลือกหยี ดวย quick column.................................. 16

ตารางที่ 12 Fraction รวมที่ไดจากการแยกสิ่งสกัดหยาบ EtOAc ดวย quick column...................... 16

ตารางที่ 13 การสกัดแยกสารบริสุทธิ์จากสวนสกัด E2........................................................................... 17

ตารางที่ 14 การสกัดแยกสารบริสุทธิ์จากสวนสกัด E3…………………………………………………………………. 18

ตารางที่ 15 ขอมูล 1 H-NMR spectra ของสารที่แยกได(DC-1) เปรียบเทียบกับขอมูล1 H -NMR 
spectra ของ friedelin...................................................................................................... 19

ตารางที่ 16 ขอมูล 13C-NMR spectra ของสารที่แยกได(DC-1) เปรียบเทียบกับขอมูล13C-NMR 
spectra ของ friedelin...................................................................................................... 20

ตารางที่ 17 ขอมูล 1 H-NMR spectra ของสารที่แยกได(DC-2) เปรียบเทียบกับขอมูล 1 H-NMR 
spectra ของ ß-sitosterol................................................................................................ 21

ตารางที่ 18 ขอมูล 13C-NMR spectra ของสารที่แยกได(DC-2) เปรียบเทียบกับขอมูล13C-NMR 
spectra ของ ß-sitosterol................................................................................................ 22

ตารางที่ 19 ขอมูล 1 H-NMR และ 13C-NMR spectra ของสารที่แยกได(DC-3)……………………………… 23



ฉ

สารบัญภาพ

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ
AGH =    α-glucosidase inhibitors
α =    alpha
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บทนําและงานวิจัยที่เกี่ยวของ

จากสถานการณโลกปจจุบันพบวามีประชากรที่ปวยดวยโรคเบาหวาน (Diabetes mellitus) เพิ่มขึ้น
และเปนสาเหตุสําคัญของการเสียชีวิตของประชากรทั่วโลก จากรายงานของกรมควบคุมโรค กระทรวง
สาธารณสุขเมื่อป พ.ศ.2547 พบวามีประชากรไทยปวยดวยโรคเบาหวานถึง 1,500,000 คน หรือประมาณ
รอยละ 6 ของประชากร   สาเหตุสวนหนึ่งเกิดจากการที่ประชาชนในประเทศ มีการปรับเปลี่ยนพฤติกรรม
การรับประทานอาหารที่มีเนื้อสัตวและไขมันสูง อาหารแปงและน้ําตาลสูง รสหวานจัด ทําใหเกิดโรคอวนและ
เปนผลใหเกิดโรคเบาหวานได

เบาหวานเปนกลุมอาการที่ผูปวยมีระดับน้ําตาลในเลือดสูง สืบเนื่องมาจากการที่ผูปวยมีระดับ
ฮอรโมนอินซูลินในเลือดต่ํา หรือเนื้อเยื่อตางๆมีการตอบสนองตออินซูลินนอยลง (Diatewa , 2004) ทําใหมี
การเปลี่ยน แปลงในกระบวนการใชคารโบไฮเดรต โปรตีนและไขมัน ผูปวยโรคเบาหวานที่ไมไดรับการรักษา 
หรือไดรับการรักษาแตไมสามารถควบคุมน้ําตาลในเลือดใหปกติโดยสม่ําเสมอได อาจกอใหเกิดความผิดปกติ
ของหลอดเลือดเล็กๆ ที่ไปเลี้ยงยังอวัยวะตางๆ เชนไต ตา ปลายมือ ปลายเทา ทําใหมีอาการแทรกซอนของ
ระบบหัวใจและหลอดเลือด ความดันโลหิตสูง หลอดเลือดหัวใจตีบตัน ตามัวถึงตาบอด หลอดเลือดแดงที่ไป
เลี้ยงตามปลายมือปลายเทาอุดตัน ทําใหเกิดแผลเนา ไตเสื่อมสภาพจนเกิดไตวาย และยังมีผลลดสมรรถภาพ
ทางเพศในผูชายอีกดวย (Hardman, 2002 และ Huang, 2005)

ปจจุบันพบวาผูปวยเบาหวานถึงรอยละ 70 – 80 เปนเบาหวานชนิด Insulin resistance diabetes 
mellitus คือผูปวยสามารถสรางอินซูลินได แตเนื้อเยื่อในรางกายมีความไวหรือมีการตอบสนองตออินซูลินที่
ลดลง ทําใหการออกฤทธิ์ของอินซูลินในการที่จะไปเพิ่มการดูดกลับกลูโคสจากกระแสเลือดเขาสูเนื้อเยื่อลดลง 
ทําใหระดับน้ําตาลในเลือดสูงขึ้น ดังนั้นยาในกลุมหลังที่มีกลไกในการกระตุนใหเนื้อเยื่อโดยเฉพาะบริเวณ
กลามเนื้อใหตอบสนองตออินซูลินไดเพิ่มขึ้นและเพิ่มการใชกลูโคสโดยเพิ่มการดูดกลับของกลูโคสเขาสูเซลล
เพื่อไปสรางเปนพลังงานในกระบวนการหายใจนั้น นาจะเปนกลุมยากลุมใหมที่เหมาะสมสําหรับกลุมผูปวย
เบาหวานชนิดนี้ (Purintrapibon, 2003) แตปญหาของการใชมีบาง ไดแก การมีขอจํากัดในการใช มีราคา
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แพง และอาจมีผลขางเคียงอันไมพึงประสงคจากการใชยาโดยอาจทําใหระดับคลอเรสเตอรอลในเลือดผิดปกติ
ไป มีผลกับระบบหัวใจและหลอดเลือด ผลตอตับและไต (Hudson, 2002)  

ถึงแมวาในปจจุบันจะมียาที่ใชรักษาโรคเบาหวานหลายกลุม แตยังมีผูปวยบางสวนที่ไมสามารถ
ควบคุมระดับน้ําตาลในเลือดได และมีความจําเปนตองใชยาหลายกลุมรวมกันในการชะลอการดําเนินไปของ
โรค สําหรับยากลุม α-glucosidase inhibitors จะมีกลไกการทํางานโดยการขัดขวางหรือยับยั้งการทํางาน
ของเอนไซม α-glucosidase ในการยอยแปงใหเปนน้ําตาลที่บริเวณลําไสเล็ก โดยในภาวะปกติเอนไซม α-
glucosidase จะทําหนาที่ในการยอยแปงหรือน้ําตาลโมเลกุลสายสั้นและน้ําตาลโมเลกุลคู ใหเปนน้ําตาล
โมเลกุลเดี่ยว เพื่อใหสามารถดูดซึมเขาสูกระแสเลือดได โดยในผูปวยโรคเบาหวาน การเพิ่มขึ้นของระดับ
น้ําตาลหลังรับประทานอาหาร (postprandial plasma glucose) อยางสูงในเวลารวดเร็ว จะมีผลตอการเกิด
โรคแทรกซอน ดังกลาวขางตน (Lebovitz, 1997)

งานวิจัยที่เกี่ยวของ
ยาที่ใชในการรักษาเบาหวานที่ใชในปจจุบันมีกลไกในการออกฤทธิ์หลายกลไก เชน กลุมยาที่มีการ

ออกฤทธิ์บริเวณตับ โดยไปยับยั้งการสรางกลูโคส และยับยั้งการสลายไกลโคเจนไปเปนกลูโคสบริเวณตับ หรือ
ยาที่ออกฤทธิ์บริเวณเซลลไขมัน โดยลดการเปลี่ยนไขมันเปนพลังงานแลวสงไปยังตับเพื่อใชในกระบวนการ
สรางกลูโคส (gluconeogenesis) (สังวรินทะ, 2539) รวมทั้งยาที่ออกฤทธิ์โดยเพิ่มการใชกลูโคสโดยเพิ่มการ
ดูดกลับของกลูโคสเขาสูเซลลเพื่อไปสรางเปนพลังงานในกระบวนการหายใจ

ยังมียาอีกกลุมหนึ่งที่ใชตานเบาหวานได ซึ่งจะลดระดับน้ําตาลในเลือดโดยการออกฤทธิ์เฉพาะที่ โดย
ไปยับยั้งการดูดซึมกลูโคสเขาสูกระแสเลือดบริเวณลําไสเล็ก  ไดแก ยาในกลุมที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม α–
Glucosidase หรือที่เรียกวา glucosidase inhibitor ดังนั้นเอนไซม α–Glucosidase จึงถูกนํามาใชเปนวิธี
หนึ่งในการคัดกรอง (screening) เพื่อหาสารที่มีฤทธิ์ตานเบาหวาน ไดมีรายงานการวิจัยสารสกัดจากพืช
สมุนไพรที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม α-glucosidase เชน Aegle marmelos (มะตูมการศึกษาสารสกัดจากใบ
มะตูม (Aegle marmelos) พบวาสาร anhydroaegeline ซึ่งเปนสารในกลุม Phenylethyl cinnamides 
เปนสารที่มีฤทธิ์แรงที่สุดในการยับยั้งเอนไซม α-glucosidase (Phuwa praisirisan และคณะ, 2008)  

รายงานการวิจัยสารสกัดจาก Alstonia scholaris (พญาสัตบรรณ) การศึกษาพืชสมุนไพรไทย 24 
ชนิด พบวาสารสกัด quercetin 3-O-ß-D-xylopyranosyl (1’’→’2’’)-ß-D-galactopyranoside และ (-)-
lyoniresinol 3-O-ß-D-glucopyranoside จากใบพญาสัตบรรณ (Alstonia scholaris) มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม 
α-glucosidase แรงที่สุด (Jong-Anurakkun และคณะ, 2007) Rhus chinensis (มะเหลี่ยมหิน) การศึกษา
สารสกัดจากผลมะเหลี่ยมหิน (Rhus chinensis) มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม α-glucosidase เมื่อทดลองในหลอด
ทดลอง และเมื่อใหสารสกัดนี้ในหนูรวมกับน้ําตาล sucrose พบวามีการลดการเพิ่มขึ้นของระดับน้ําตาลในเลือด
อยางมีนัยสําคัญ (Shim และคณะ, 2003) รวมถึง Adhatoda vasica (เสนียด) (Gao และคณะ, 2008),
Coscinium fenestratum (แหม) (Yibchok-anun และคณะ, 2009), และ Terminalia chebula (สมอไทย)  
(Gao และคณะ, 2007)

ประเทศไทยเปนแหลงของพืชสมุนไพรหลากหลายชนิด และมีการนําพืชพื้นบานไปใชในการรักษา
โรคเบาหวาน เชน บอระเพ็ด มะแวง หมากดิบน้ําคาง หวา เดือย ใบสัก ใบผักเปด มะระขี้นก  (Grover และ 
Yadav, 2004), อินทนิลน้ํา  (Passwater, 2003) และสมุนไพรอื่นๆ ซึ่งสมุนไพรสวนใหญยังไมมีการศึกษา
กลไกการออกฤทธิ์ตอระดับน้ําตาลในเลือด (วันดี กฤษณพันธ และ พีรนุช มั่งมีศรี, 2552) อยางไรก็ตามไดมี
การวิจัยสารสกัดจากพืชสมุนไพรที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม α-glucosidase  งการวิจัยสวนใหญเปนการศึกษาใน
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ตางประเทศ ดังนั้นจึงมีความสนใจที่จะศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม -glucosidase จากพืชสมุนไพรใน
ประเทศไทย โดยใชตัวอยางพืชสมุนไพรในพื้นที่โครงการอนุรักษพันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริฯ 
(อพ.สธ.) ซึ่งไดผานการคัดกรองจากโครงการวิจัยนี้ เมื่อปที่แลว และพบวามีฤทธิ์ดีในการยับยั้งเอนไซม α-
glucosidase ไดแก ขันทองพยาบาท, เขลง หยี, อบเชยเทศ, กางปลาและกระพี้จั่น และไดคัดเลือกเปลือกตน
เขลงหรือหยี นํามาสกัดแยกสาร ควบคูไปกับการทดสอบฤทธิ์ เพื่อเปนแนวทางในการพัฒนายารักษา
โรคเบาหวานตัวใหมตอไป

จากการทบทวนงานวิจัยที่เกี่ยวของกับเขลงหรือหยี Dialium cochinchinense Pierre วงศ 
Fabaceae – Caesalpinoidae ผลของพืชสกุลนี้ ใชเปนอาหาร มีรสเปรี้ยว ไทยนิยมนํามาคลุกกับน้ําตาล
และพริก แตจากการสืบคน ยังไมมีการใชเปนยาพื้นบาน แตพืชในสกุลเดียวกัน ไดแก Dialium guineense
(Wild) หรือ Velvet tamarind มีรายงานการใชยาพื้นบาน สารสําคัญ และฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา ดังนี้

ใบและเปลือกตน มีการใชเปนยาพื้นบาน ใชในโรคติดเชื้อหลายชนิด เชนทองเสีย อาการไอที่รุนแรง 
หลอดลมอักเสบ แผลที่มีการติดเชื้อ ไขมาเลเรีย ดีซาน แผลในกระเพาะอาหาร และโรคริดสีดวงทวาร (Bero 
และคณะ, 2009, Lawal และคณะ, 2010, Hermans และคณะ, 2010, David และคณะ, 2011) สวน
สารสําคัญที่มีรายงาน พบวามีสารกลุม polyphenols ซึ่งจากการตรวจสอบ พบวามีทั้ง flavonoids และ 
tannins (Lamien-Meda และคณะ, 2008) สกัดและตรวจหาปริมาณ total phenolic และ flavonoid 
พรอมทั้งการทดสอบฤทธิ์ตานออกซิเดชัน ของผลพืชที่กินได จํานวน 14 ตน จาก Burkina Faso ซึ่ง Dialium 
guineense (Wild) มีปริมาณสาร และฤทธิ์ไมมากนัก ตอมา Odukoyo และคณะ, 2009 รายงานการสกัด
สารจากพืชที่มีการใชเปนยาพื้นบานในการรักษาริดสีดวงทวาร พบวา Dialium guineense (Wild)  มี total 
phenolic, flavonoids และ tannins ปริมาณสูง ออกฤทธิ์ฝาดสมาน (astringent) flavonoids และ 
tannins ออกฤทธิ์สมานแผลใหหาย และทําใหหลอดเลือดแข็งแรง ไมเปราะแตกงาย Ezeja และคณะ, 2011 
รายงานการสกัดเปลือกตนดวย methanol ทําการทดสอบฤทธิ์ดวยวิธีทางเภสัชวิทยาพบวาออกฤทธิ์แกปวด
ได 

ในสวนของสารสําคัญที่พบในพืชตนนี้ มีรายงานการคัดกรองกลุมสารที่พบ ไดแก flavonoids, 
tannins, saponins, alkaloids, cardiac glycosides และ steroids (David และคณะ, 2011) รวมถึงการ
รายงานฤทธิ์ antimicrobial โดยเฉพาะ antivibrio หลายสายพันธุ สารสกัดจากผลและใบ สามารถแยกสาร
กลุม saponins ชนิด triterpenoid glycosides ได 4 สาร ซึ่งมีฤทธิ์ molluscicidal (Odukoya และคณะ, 
1996)

จากการทบทวนงานวิจัยของพืชสกุลนี้ ยังไมพบรายงานการออกฤทธิ์ตานเบาหวาน โดยเฉพาะตน
เขลง หยี ยังไมมีรายงานทางพฤกษเคมีและฤทธิ์ทางชีวภาพ 

วัตถุประสงค
เพื่อคัดกรองฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม α-glucosidase จากพืชสมุนไพรในพื้นที่โครงการอนุรักษพันธุกรรม

พืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริฯ (อพ.สธ.) ที่บริเวณเกาะแสมสาร จังหวัดชลบุรี และ เขาวังเขมร จังหวัด
กาญจนบุรี มาหาคา IC50 และคัดเลือกพืชที่จะนํามาแยกสกัดหาสารที่ออกฤทธิ์ เก็บพืชที่คัดเลือกได นํามา
สกัด แยกสารสําคัญ โดยวิธี bioassay guided fractionation
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ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ
1) มีความรูความเขาใจในวิธีการนําสารสําคัญจากพืชสมุนไพร ไปทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ (bioassay) 

โดยเฉพาะการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม α-glucosidase
2) นําผลที่ไดจากการทดลองไปตอยอดองคความรู เกี่ยวกับพืชสมุนไพรที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม α-

glucosidase แยกสารสําคัญที่ออกฤทธิ์จากพืชสมุนไพรเพื่อหาแนวทางในการพัฒนาเปนยาสําหรับ
โรคเบาหวาน

3) ตระหนักในความสําคัญของการอนุรักษพันธุกรรมพืชสมุนไพรไทย และมีความสนใจที่จะศึกษาฤทธิ์
ตานเบาหวานในกลไกดานอื่นๆเพิ่มเติม เพื่อการคนพบยาใหมจากทรัพยากรในประเทศ
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วิธีดําเนินการศึกษา

วัสดุอุปกรณในการทําวิจัย
Rotary Evaporator Water bath
Spectrophotometer TLC tank
Microcentrifuge Fluorometer
Microplate reader Incubator 37 C

           Column chromatography
วิธีการศึกษา

1. นําสารสกัดจากพืชสมุนไพรที่เก็บจากพื้นที่ของโครงการอนุรักษพันธุกรรมพืช อันเนื่องจาก
พระราชดําริฯ เกาะแสมสาร จังหวัดชลบุรี และเขาวังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี ที่มีฤทธิ์ยับยั้งการ
ทํางานของเอนไซม α-glucosidase  มากกวา 70 % ที่ความเขมขน 200 µg/ml มาทดสอบ
สารกลุมแทนนิน โดยแบงสารแตละตัวอยางเปน 3 ชุด ดังนี้

หลอดที่ 1 หลอดควบคุมการดูสีของสาร (control) 
หลอดที่ 2 เติมสารละลาย gelatin ผลบวกคือเกิดตะกอนขุนขาว
หลอดที่ 3 เติมสารละลาย lead acetate ผลบวกคือเกิดตะกอนของโลหะหนัก

โดยจะสรุปวาสารสกัดจากพืชมีสารกลุมแทนนินเมื่อใหผลการทดสอบเปนบวก ทั้งในหลอดที่ 2 และ 3

2) ขั้นตอนการหาคา IC50 (half maximal inhibitory concentration) จากสารสกัดพืช
2.1 คัดเลือกสารสกัดที่ไดทําการทดลองไปในขั้นตอนการทดสอบฤทธิ์ ซึ่งใชความเขมขนที่ 2 

mg/ml หรือความเขมขนสุดทาย 200 µg/ml ที่มีคาการยับยั้งเอนไซม α-glucosidase 
มากกวา 90% แลวไดผลการทดสอบแทนนินเปนลบ เจือจางสารสกัดพืชจากความเขมขน 2 
mg/ml ลงทีละ 5 เทา 4 ครั้ง ซึ่งเตรียมไดสารสกัดความเขมขนตางๆดังนี้

- ความเขมขน 0.4 mg/ml (ความเขมขนสุดทาย 40 µg/ml) นําสารละลายความเขมขน 40 
mg/ml 4 ไมโครลิตร ผสมกับน้ํา 76 ไมโครลิตร และ 5% DMSO 320 ไมโครลิตร

- ความเขมขน 0.08 mg/ml (ความเขมขนสุดทาย 8 µg/ml) นําสารสกัดความเขมขน 0.4 
mg/ml 80 ไมโครลิตร ผสมกับ 5% DMSO 320 ไมโครลิตร

- ความเขมขน 0.016 mg/ml (ความเขมขนสุดทาย 1.6 µg/ml)  นําสารสกัดความเขมขน 0.08 
mg/ml 80 ไมโครลิตร ผสมกับ 5% DMSO 320 ไมโครลิตร

- ความเขมขน 0.0032 mg/ml (ความเขมขนสุดทาย 0.32 µg/ml) นําสารสกัดความเขมขน 
0.016 mg/ml 80 ไมโครลิตร ผสมกับ 5% DMSO 320 ไมโครลิตร
2.2 ทําการทดลองดวยวิธีการเชนเดียวกับการทดสอบหาฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม α-glucosidase ใน

ขั้นกอนหนา แลวหาคาเปอรเซ็นตการยับยั้งเอนไซมของสารสกัดที่ความเขมขนตางๆจะได
คาเปอรเซ็นตการยับยั้งของสารสกัดในความเขมขนที่เจือจางลง 4 ครั้ง รวมกับคาเปอรเซ็นต
การยับยั้ งที่ ไดจากขั้นตอนการทดสอบฤทธิ์ทั้ งหมด 5 คา นํามาสรางกราฟแสดง
ความสัมพันธระหวางความเขมขนสุดทาย (µg/ml) กับเปอรเซ็นตการยับยั้ง เพื่อหาคาความ
เขมขนของสารสกัดที่สามารถยับยั้งเอนไซม α-glucosidase ได 50% (IC50)

3) คัดเลือกพืชที่มีคา IC50 ต่ํา ซึ่งแสดงวามีฤทธิ์ดี เพื่อไปเก็บพืชสมุนไพรในปริมาณที่มากพอสําหรับ
การนําไปสกัดและแยกสารสําคัญ 



6

นําพืชสมุนไพร ที่เก็บไดมาสกัดดวยตัวทําละลายที่เหมาะสม จนไดสารสกัดหยาบ นําสาร
สกัดหยาบมาแยก โดยใชเทคนิคทาง chromatography

4) แยกสารสําคัญ โดยอาศัยวิธี Bioassay-guided fractionation คือ การแยกสารสกัดหยาบ
ออกเปนสวนๆ (fraction) โดยใชวิธีการทาง chromatography แลวนํามาทดสอบฤทธิ์ทาง
ชีวภาพ สวนใดมีฤทธิ์ จะนํามาทําการแยกสารตอ เพื่อใหมั่นใจวาสารที่แยกไดนั้น มีฤทธิ์ทาง
ชีวภาพตามที่ตองการจริง

5) นําสารบริสุทธิ์ที่แยกไดมาหาขอมูลทาง spectrophometry เพื่อหาสูตรโครงสรางของสารที่
ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม α–Glucosidase 

6) อภิปรายและสรุปผลการทดลอง

สถานที่ทําการศึกษาและเก็บขอมูล

คัดเลือกเก็บตัวอยางพืชสมุนไพรจากพื้นที่ของโครงการอนุรักษพันธุกรรมพืช อันเนื่องจาก
พระราชดําริฯ เกาะแสมสาร จังหวัดชลบุรี นํามาสกัดดวยตัวทําละลายที่เหมาะสมที่ ภาควิชาเภสัชเวท คณะ
เภสัชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย



7

ผลการศึกษา

1. นําสารสกัดพืชสมุนไพรจากพื้นที่ของโครงการอนุรักษพันธุกรรมพืช อันเนื่องจากพระราชดําริฯ ที่มีฤทธิ์

ดีในการยับยั้งเอนไซม α-glucosidase มากกวา 70% จํานวน 31 ตัวอยาง 23 ตน นํามาทดสอบวามีสาร
แทนนินอยูหรือไม (เนื่องจากสารแทนนินสามารถตกตะกอนโปรตีนและเอนไซม ซึ่งทําใหเกิดผลบวกลวง
(false positive) ได ผลการทดสอบตามตารางที่ 1

ตารางที่ 1 แสดงพืชสมุนไพรที่ใหเปอรเซ็นตการยับยั้งเอนไซม α-glucosidase เปนบวก และผลการ 
ทดสอบแทนนิน

ลําดับที่ ชื่อสามัญ สวนที่ใช ชื่อวิทยาศาสตร %inhibition
tannin 
test

1 อบเชยจีน เปลือกตน Cinnamomum cassia 106.52 +
2 เกด ใบ Manilkara hexandra (Roxb.) Dub. 105.96 +
3 กระเจียน เปลือก Polyalthia cerasoides (Roxb.) Benth. 104.68 +
4 ติ้วขน ติ้ว ใบ Cratoxylum formosum (Jack.) Dyer. 104.1 -
5 อบเชยเทศ เปลือกใน Cinnamomum zeylanicum 104.03 -
6 ขันทอง กิ่ง Suregada multiflorum (A.Juss.) Baill. 103.89 -
7 พลองเหมือด กิ่ง Memecylon edule Roxb. 103.8 +
8 ติ้วขน ติ้ว กิ่ง Cratoxylum formosum (Jack.) Dyer. 103.4 -
9 เข็มขาว ใบ Chassalia curvifolia (Wall.)Thw. 103.04 -
10 กระพี้จั่น กิ่ง Millettia brandisiana Kurz. 101.18 -
11 สามพันตา ใบ Cleistanthus gracilis Hook.f. 100.86 -
12 เขลง เปลือก Dialium cochinchinense Pierre 100.51 -
13 แกแลหนามเข ใบ Maclura cochinchinensis (Lour.) Corner 100.35 -
14 กระเจียน ใบ Polyalthia cerasoides (Roxb.) Benth. 100.07 -
15 ลําปาง ใบ Pterospermum littorale Craib 99.96 n/a
16 เหมือดแอ ใบ Memecylon pauciflorum Blume 99.84 -
17 พลองใบรี ใบ Mamecylon plebejum Kurz. var. 99.67 -
18 อบเชยเถา ใบ Atherolepis pierrei Cost. var. 99.12 -
19 ขันทอง ใบ Suregada multiflorum (A.Juss.) Baill. 98.58 -
20 หนามเกี่ยวไก ใบ Capparis diffusus Ridl. 97.79 n/a
21 ชางนาว กิ่ง Ochna integerrima Merr. 97.74 -

22 สําเภา เปลือก
Chaetocarpus castanocarpus (Roxb.) 
Thwaites

97.51 +

23 สามพันตา ใบ Cleistanthus gracilis Hook.f. 95.6 -
24 โพทะเล ใบ Thespesia populnea (L.) Soland.ex Corr. 94.65 -
25 กางปลา ใบ Bridelia affinis Craib 93.39 -
26 ตะขบปา ใบ Flacourtia indica (Burm.f.) Merr. 93.3 -

27 สําเภา ใบ
Chaetocarpus castanocarpus (Roxb.) 
Thwaites

92.61 -
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ตารางที่ 1 (ตอ) แสดงพืชสมุนไพรที่ใหเปอรเซ็นตการยับยั้งเอนไซม α-glucosidase เปนบวก และผลการ 
ทดสอบแทนนิน

ลําดับที่ ชื่อสามัญ สวนที่ใช ชื่อวิทยาศาสตร %inhibition
tannin 
test

28 ชางนาว ใบ Ochna integerrima Merr. 92.17 -
29 กระพี้จั่น ใบ Millettia brandisiana Kurz. 91.77 -
30 โพทะเล ผล Thespesia populnea (L.) Soland.ex Corr. 90.95 n/a
31 ตีนตั่ง ใบ Getonia floribunda (Roxb.) Lam. 88.65 -

หมายเหตุ                +  หมายถึง ใหผลบวกในการทดสอบแทนนิน ,         
    -    หมายถึงไมใหผลบวกในการทดสอบแทนนิน

                          n/a  หมายถึงพืชที่ไมไดถูกนํามาทดสอบแทนนิน

2. ตัวอยางที่มีฤทธิ์ดีในการยับยั้งเอนไซม α-glucosidase มากกวา 90 % และไมมีสารแทนนิน จํานวน 
19 ตัวอยาง 18 ตน นํามาหาคา IC50 โดยใชสารสกัดพืชความเขมขนตางกันอยางนอย 4 ความเขมขน ผล
การทดสอบตามตารางที่ 2, 3–10 และภาพที่ 1 – 8

พืช ที่มีคา IC50 ต่ํากวา 10 µg/ml เรียงจากคาต่ําที่สุด ไดแก

1 ขันทองพยาบาท Suregada multiflorum (A.Juss.) Baill. ใบ 2.48

2 เขลง หยี Dialium cochinchinense Pierre เปลือก 3.28

3 อบเชยเทศ Cinnamomum zeylanicum เปลือกใน 3.32

4 กางปลา Bridelia affinis Craib ใบ 3.38

5 กระพี้จั่น Millettia brandisiana Kurz. ใบ 3.39

6 เหมือดแอ Memecylon pauciflorum Blume ใบ 4.95

7 สามพันตา Cleistanthus gracilis Hook.f. ใบ 6.79

8 เข็มขาว Chassalia curviflora (Wall.)Thw. ใบ 8.02
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ตารางที่ 2 แสดงผลคา IC50 ของสารสกัดพืช ที่มีฤทธิ์ดีในการยับยั้งเอนไซม α-glucosidase มากกวา 90 % 
และไมมีสารแทนนิน จํานวน 19 ตัวอยาง 18 ตน

ตารางที่ 3 แสดงเปอรเซ็นตการยับยั้งเอนไซม AGH และคา IC50 ของ ขันทองพยาบาท – ใบ

%inh
ความเขมขนสุดทาย (µg/ml)

0.32 1.6 8 40 200
1 4.19 35.32 98.01 99.64 95.1
2 -1.07 33.13 97.28 98.59 99.84
3 -1.82 33.57 96.32 99.42 100.79

คาเฉลี่ย 0.43 34.01 96.01 99.22 98.58
SD 3.27 1.16 2.16 0.55 3.05
IC50 2.48

ลําดับที่ ชื่อสามัญ ชื่อวิทยาศาสตร สวนที่ใช
IC50

(µg/ml)
1 ขันทองพยาบาท Suregada multiflorum (A.Juss.) Baill. ใบ 2.48
2 เขลง หยี Dialium cochinchinense Pierre เปลือก 3.28
3 อบเชยเทศ Cinnamomum zeylanicum เปลือกใน 3.32
4 กางปลา Bridelia affinis Craib ใบ 3.38
5 กระพี้จั่น Millettia brandisiana Kurz. ใบ 3.39
6 เหมือดแอ Memecylon pauciflorum Blume ใบ 4.95
7 สามพันตา Cleistanthus gracilis Hook.f. ใบ 6.79
8 เข็มขาว Chassalia curviflora (Wall.)Thw. ใบ 8.02
9 อบเชยเถา Atherolepis pierrei Cost. var. ใบ 14.57
10 แกแลหนามเข Maclura cochinchinensis (Lour.) Corner ใบ 19.78
11 พลองใบใหญ Memecylon ovatum J.E.Smith ใบ 21.15
12 สามพันตา Cleistanthus gracilis Hook.f. ใบ 22.98
13 พลองใบรี Mamecylon plebejum Kurz. var. ใบ 23.29
14 ติ้วขน ติ้ว Cratoxylum formosum (Jack.) Dyer. ใบ 24.23
15 โพทะเล Thespesia populnea (L.) Soland.ex Corr. ใบ 25.18
16 กระเจียน Polyalthia cerasoides (Roxb.) Benth. ใบ 30.58
17 ชางนาว Ochna integerrima Merr. ใบ 33.69
18 สําเภา Chaetocarpus castanocarpus (Roxb.) Thwaites ใบ 37.25
19 ตะขบปา Flacourtia indica (Burm.f.) Merr. ใบ 95.59
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ภาพที่ 1 แสดงความสัมพันธระหวาง เปอรเซ็นตการยับยั้งเอนไซม AGH และความเขมขนขันทองพยาบาท 
(Suregada multiflorum (A.Juss.) Baill.) – ใบ

ตารางที่ 4 แสดงเปอรเซ็นตการยับยั้งเอนไซม AGH และคา IC50 ของ เขลง – เปลือก

%inh
ความเขมขนสุดทาย (µg/ml)

0.32 1.6 8 40 200
1 16.19 20.40 79.45 99.24 100.93
2 10.55 25.36 91.22 98.99 99.87
3 10.3 22.99 84.75 100.60 100.74

คาเฉลี่ย 12.35 22.92 85.14 99.94 100.51
SD 3.33 2.48 5.89 0.97 0.57
IC50 3.28

ภาพที่ 2 แสดงความสัมพันธระหวางเปอรเซ็นตการยับยั้งเอนไซม AGH และความเขมขนเขลง (Dialium 
cochinchinense Pierre) – เปลือก
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ตารางที่ 5 แสดงเปอรเซ็นตการยับยั้งเอนไซม AGH และคา IC50 ของอบเชยเทศ – เปลือกใน

%inh
ความเขมขนสุดทาย (µg/ml)

0.32 1.6 8 40 200
1 1.47 29.05 75.35 97.95 100.61623
2 4.56 21.71 75.78 98.59 111.08
3 4.32 25.09 76.94 97.62 100.38

คาเฉลี่ย 3.45 25.28 76.02 98.05 104.03
SD 1.72 3.68 0.82 0.49 6.11
IC50 3.32

ภาพที่ 3 แสดงความสัมพันธระหวางเปอรเซ็นตการยับยั้งเอนไซม AGH และความเขมขนอบเชยเทศ 
(Cinnamomum zeylanicum) – เปลือกใน

ตารางที่ 6 แสดงเปอรเซ็นตการยับยั้งเอนไซม AGH และคา IC50 ของกางปลา – ใบ

%inh
ความเขมขนสุดทาย (µg/ml)

0.32 1.6 8 40 200
1 14.40 12.52 98.27 100.06 90.16
2 18.29 9.32 91.12 101.11 100.24
3 13.04 8.62 102.07 100.42 89.78

คาเฉลี่ย 15.24 10.15 66.43 100.53 93.39
SD 2.73 2.08 3.19 0.45 5.93
IC50 3.38
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ภาพที่ 4 แสดงความสัมพันธระหวางเปอรเซ็นตการยับยั้งเอนไซม AGH และความเขมขนกางปลา
(Bridelia affinis Craib) – ใบ

ตารางที่ 7 แสดงเปอรเซ็นตการยับยั้งเอนไซม AGH และคา IC50 ของกระพี้จั่น – ใบ

%inh
ความเขมขนสุดทาย (µg/ml)

0.32 1.6 8 40 200
1 16.06 32.76 69.15 88.14 91.79
2 18.57 34.87 68.97 91.40 91.76
3 15.31 34.67 66.81 89.73 91.77

คาเฉลี่ย 25.47 34.1 68.31 89.75 91.77
SD 1.71 1.16 1.30 1.63 0.02
IC50 3.39

ภาพที่ 5 แสดงความสัมพันธระหวางเปอรเซ็นตการยับยั้งเอนไซม AGH และความเขมขนกระพี้จั่น 
(Millettia brandisiana Kurz.) – ใบ
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ตารางที่ 8 แสดงเปอรเซ็นตการยับยั้งเอนไซม AGH และคา IC50 ของเหมือดแอ – ใบ

%inh
ความเขมขนสุดทาย (µg/ml)

0.32 1.6 8 40 200
1 1.84 18.69 60.71 100.01 99.48
2 10.67 27.73 56.31 99.08 100.0186
3 6.08 35.13 59.62 98.16 100.0252

คาเฉลี่ย 6.20 27.18 58.88 99.09 99.84
SD 4.42 14.20 2.29 0.93 0.31
IC50 4.95

ภาพที่ 6 แสดงความสัมพันธระหวางเปอรเซ็นตการยับยั้งเอนไซม AGH และความเขมขนเหมือดแอ 
(Memecylon pauciflorum Blume) – ใบ

ตารางที่ 9 แสดงเปอรเซ็นตการยับยั้งเอนไซม AGH และคา IC50 ของกางปลา สามพันตา – ใบ

%inh
ความเขมขนสุดทาย (µg/ml)

0.32 1.6 8 40 200
1 0.6 9.02 45.5 98.58 100.3
2 -2.82 8.87 59.01 97.33 98.62
3 -3.11 6.74 56.28 99.50 103.66

คาเฉลี่ย -1.77 8.21 53.6 98.47 100.86
SD 2.06 1.28 7.14 1.04 2.57
IC50 6.79
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ภาพที่ 7 แสดงความสัมพันธระหวางเปอรเซ็นตการยับยั้งเอนไซม AGH และความเขมขนกางปลา สามพัน
ตา (Cleistanthus gracilis Hook.f.) – ใบ

ตารางที่ 10 แสดงเปอรเซ็นตการยับยั้งเอนไซม AGH และคา IC50 ของ เข็มขาว – ใบ

%inh
ความเขมขนสุดทาย (µg/ml)

0.32 1.6 8 40 200
1 1.02 22.36 51.75 99.96 99.56
2 0.00 26.84 51.93 100.59 98.98
3 5.66 20.20 48.05 99.27 110.58

คาเฉลี่ย 2.23 23.13 50.03 99.94 103.04
SD 3.02 3.39 2.10 1.93 6.54
IC50 8.02

ภาพที่ 8 แสดงความสัมพันธระหวางเปอรเซ็นตการยับยั้งเอนไซม AGH และความเขมขนเข็มขาว 
(Chassalia curviflora (Wall.)Thw.) – ใบ
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3. จากพืชทั้ง 8 ตน นํามาคัดเลือกพืชที่จะนํามาแยกสกัดตอไป โดยทําการสืบคนขอมูลการทําวิจัยของพืช
ตางๆเหลานี้ พบวาตนขันทองพยาบาทมีการศึกษาวิจัยมีรายงานคอนขางมาก จึงคัดเลือกเปลือกตนเขลงหรือ
หยีซึ่งเปนพืชที่มีศักยภาพมีคา IC50 ต่ําสุดเปนอันดับถัดมา และเปนพืชที่สามารถเก็บไดจากพื้นที่ของ
โครงการอนุรักษพันธุกรรมพืช อันเนื่องจากพระราชดําริฯ เกาะแสมสาร จังหวัดชลบุรี ในปริมาณที่มากพอ
สําหรับการสกัดแยกสารได
4. นําเปลือกตนเขลง หยี อบแหง บดหยาบน้ําหนัก 5 กิโลกรัม มาสกัดดวยวิธี maceration โดยใช
แอลกอฮอล 95 เปอรเซนตเปนตัวทําละลายอินทรีย ปริมาตร 15 ลิตร จํานวน 3 ครั้ง ใชเวลาในการแชเปน
เวลานานครั้งละ 3-5 วัน จากนั้นทําการกรอง นําสิ่งสกัดที่กรองไดไประเหยดวยเครื่อง Rotary evaporator 
ไดเปนสิ่งสกัดหยาบ Ethanol น้ําหนัก 285 กรัม จากนั้นนําสิ่งสกัดหยาบ Ethanol มาทําการสกัดตอโดยการ
partition กับ Ethyl acetate นําสารสกัดชั้น Ethyl acetate ที่ไดมารวมกัน นําไประเหยจนแหง ไดเปนสิ่ง
สกัดหยาบ Ethyl acetate น้ําหนัก 35.74 กรัม จากนั้นนําสวนที่เหลือไประเหยจนแหงไดเปนสิ่งสกัดหยาบ 
Aqueous-ethanol น้ําหนัก 207.49 กรัม ดังแสดงในแผนภาพที่ 1  นําสิ่งสกัดทั้งสามไปทดสอบฤทธิ์ การ
ยับยั้งเอนไซม α-glucosidase พบวา สิ่งสกัดหยาบ Ethanol, Ethyl acetate และ Aqueous-ethanol มี
รอยละของการยับยั้งเอนไซมเปน  100.51, 99.62, 99.10 ตามลําดับ ทําการแยกสารจากสิ่งสกัดหยาบ 
Ethyl acetate

เปลือกหยีแหง 5 กก.

   

   สิ่งสกัดหยาบ Ethanol                              กาก
   (285 กรัม)

1)
สิ่งสกัดหยาบ EtOAc                                         สิ่งสกัดหยาบ Aqueous-ethanol
    (35.74  g)                                                                 (207.49 g.)

แผนภาพที่1 แสดงการสิ่งสกัดอยางหยาบจากเปลือกตนหยี

การแยกสิ่งสกัดหยาบ  Ethyl acetate (EtOAc)
นําสิ่งสกัดหยาบ EtOAc น้ําหนัก 30 กรัม มาแยกดวยวิธี Quick column chromatography โดย

ใช Silica gel 60 เปนตัวดูดซับ ใชระบบตัวทําละลายสําหรับเปนตัวชะ เริ่มตนดวย Hexane กับ
Dichloromethane ไปจนถึง Dichloromethane กับ MeOH โดยคอยๆ เพิ่มอัตราสวนของตัวทําละลาย 
MeOH เพื่อเพิ่มระดับความมีขั้วของตัวทําละลายขึ้นเปนลําดับ ปริมาตรที่รับ fraction ครั้งละ 1000 
มิลลิลิตร แยกไดจํานวนทั้งสิ้น 25 fraction ดังแสดงในตารางที่ 11

- แชสกัดดวย Ethanol 95 %  3 x 15 L
- กรอง 

-ละลายดวย 30% Ethanol
- partition ดวย Ethyl acetate    
ระเหยแหง

-ระเหยแหง

-ระเหยแหง -ระเหยแหง
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ตารางที่ 11. การแยกสิ่งสกัดหยาบ EtOAc จากเปลือกหยี ดวย quick column

Fraction ระบบตัวทําละลาย
1-2 dichlomethane / Hexane  8 : 2

3-4 100% dichlomethane

5-6 1% MeOH /dichlomethane

7-8 2% MeOH / dichlomethane

9-10 3% MeOH / dichlomethane

11-12 4% MeOH / dichlomethane

13-14 5% MeOH / dichlomethane

15 7% MeOH / dichlomethane

16 10% MeOH / dichlomethane

17 15% MeOH / dichlomethane

18 20% MeOH / dichlomethane

19 25% MeOH / dichlomethane

20 30% MeOH / dichlomethane

21-25 40% MeOH / dichlomethane

จาก fraction ยอยทั้ง 25 fraction ที่แยกไดจากสิ่งสกัดหยาบ EtOAc นํามาทํา thin layer 
chromatography เพื่อเปรียบเทียบองคประกอบที่มีอยูในแตละ fraction แลวรวม fraction ที่มี
องคประกอบใกลเคียงกันเขาดวยกัน ไดเปน 7 fraction ใหญๆ ดังแสดงในตารางที่ 12 fraction เหลานี้ 
fraction E1 ถึง E7 ไดถูกนําไปทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมตอไป 

ตารางที่ 12. Fraction ที่ไดจากการแยกสิ่งสกัดหยาบ EtOAc ดวย quick column 

Fraction รวม fraction น้ําหนัก (กรัม) รอยละการยับยั้งเอนไซม
E1 1 0.78 96.88
E2 2 0.37 96.83
E3 3-7 1.65 99.94
E4 8-10 0.54 100.39
E5 11-14 1.87 -1.88
E6 15-17 0.39 31.87
E7 18-25 8.85 96.81

จากการนําFraction ทั้งหมดไปทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม α-glucosidase พบวา Fraction 
E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7 มีรอยละของการยับยั้งเอนไซมเปนดังตารางที่ 12 และไดเลือก Fraction หรือ
สวนสกัด ที่มีรอยละของการยับยั้งเอนไซมสูง ซึ่งไดแก Fraction E1, E2, E3, E4, E7 นํามาแยกสารสําคัญ
ตอไป
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การสกัดแยกสารบริสุทธิ์จากสวนสกัด E2
นําสวนสกัด E2 มาแยกเปนสวนยอยๆ โดยการผาน column chromatographyโดยใช silica gel 

60 เปนตัวดูดซับ และชะดวยตัวทําละลาย hexane/dichloromethane 8:2 ไดสวนสกัดยอย E2-1 ถึง E2-6 
ดังแสดงในตารางที่ 13

ตารางที่ 13 การสกัดแยกสารบริสุทธิ์จากสวนสกัด E2

Fraction รวม fraction ยอย น้ําหนัก (มก.)

E2-1 1-3 4.1

E2-2 4-6 45.9

E2-3 7-11 179.8

E2-4 12-15 247.2

E2-5 16-21 97.5

E2-6 22-25 112.8

สวนสกัด E2-3 สามารถตกผลึกไดสารบริสุทธิ์ DC-1 จํานวน 13.3 มิลลิกรัมดังแสดงในแผนภาพที่ 2

                               EtOAc extract (30 กรัม)                                                                            

  E1               E2               E3               E4               E5              E6              E7
(0.78 ก.)       (0.37 ก.)         (1.65 ก.)          (0.54 ก.)          (1.87 ก.)        (0.39 ก.)        (8.85 ก.)
              

E2-1          E2-2            E2-3             E2-4           E2-5             E2-6 
(4.1 มก.)      (45.9 มก.)      (179.8 มก.)      (247.2 มก.)       (97.5 มก.)      (112.8 มก.)       

                                       DC-1
                              (13.3 มก.)       

แผนภาพที่2. แสดงการสกัดแยกสารบริสุทธิ์ DC-1

การสกัดแยกสารบริสุทธิ์จากสวนสกัด E3
สวนสกัด E3 สามารถตกผลึกสารบริสุทธิ์ DC-2 ได 31.4 มิลลิกรัม จากนั้นนําสวนที่เหลือมาแยก

เปนสวนยอยๆ โดยการผาน column chromatography โดยใช silica gel 60 เปนตัวดูดซับ และชะดวยตัว
ทําละลาย hexane/dichloromethane 1 : 1 ไดสวนสกัดยอย 6 สวนคือ E3-1 ถึง E3-6 ดังแสดงในตารางที่ 
14

- QCC   silica gel 60
- sol. Hex-CH2Cl2-MeOH 

- CC silica gel 60
- hexane/dichloromethane  2 : 8
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ตารางที่ 14 การสกัดแยกสารบริสุทธิ์จากสวนสกัด E3

สวนสกัด E3-3 สามารถตกผลึกไดสารบริสุทธิ์ DC-2 เพิ่มอีกจํานวน 11.3 มิลลิกรัม สวนสกัด 
E3-1 นํามาแยกตอโดยผาน column chromatographyโดยใช Sephadex LH-20 เปนตัวดูดซับ ใช 
dichloromethane กับ methanol เปนตัวทําละลาย ในอัตราสวน 1:1 และสามารถตกผลึกไดสารบริสุทธิ์ 
DC-3 จํานวน 4.8 มิลลิกรัม ดังแสดงในแผนภาพที่ 3

                                     E3  (1.65 ก.)                        DC-2  (31.4 มก.)     

E3-1            E3-2               E3-3                E3-4                  E3-5              E3-6 
(87.5 มก.)     (125.7 มก.)        (450.1 มก.)           (242.4 มก.)            (99.4 มก.)              (89.4 มก.)      

2)

3)
                                                                         DC-2

                                                                      (11.3 มก.)       
               

                

              E31-1          E31-2
           (32.8 มก.)      (28.6 มก.)      

  

                 DC-3          
                 (4.8 มก.)    

แผนภาพที่3 แสดงการสกัดแยกสารบริสุทธิ์ DC-2 และ DC-3

การพิสูจนเอกลักษณของสารที่แยกได
นําสารที่แยกได คือสาร DC-1, DC-2 และ DC-3 นําไปหาขอมูลทางspectrophotometry ไดแก

ขอมูล proton และcarbon NMR (nuclear magnetic resonance ) พบวา สาร DC-1 คือสาร friedelin 
ซึ่งเปนสารกลุม triterpenoid มีสูตรโครงสรางดังนี้

Fraction รวม fraction ยอย น้ําหนัก (มก.)

E3-1 2-3 87.5
E3-2 4-8 125.7
E3-3 9-14 450.1
E3-4 15-17 242.4
E3-5 18-20 99.4
E3-6 21-38 89.4

- CC silica gel 60
- hexane/dichloromethane 1 : 1

- Sephadex LH-20
- methanol : dichloromethane  1 : 1
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ภาพที่ 9 สูตรโครงสรางของ friedelin

ตารางที่ 15 ขอมูล 1 H-NMR spectra ของสารที่แยกได(DC-1) เปรียบเทียบกับขอมูล1 H -NMR spectra 
ของ friedelin ในliterature ที่ไดรับการตีพิมพแลว มีดังนี้

ขอมูลสารที่แยกได(DC-1) ขอมูล friedelin ที่ตีพิมพ
carbon 1 H Chemical shift 1 H Chemical shift

1 1.69(m), 1.96(m) 1.69(m), 1.97(m)
2 2.31(m), 2.38(m) 2.31(m), 2.39(m)
3 - -
4 2.25(m) 2.25(m)
5 - -
6 1.28(m), 1.75(m) 1.29(m), 1.75(m)
7 1.38(m), 1.48(m) 1.38(m), 1.49(m)
8 1.40(m) 1.41(m)
9 - -
10 1.54(m) 1.55(m)
11 1.38(m), 1.48(m) 1.38(m), 1.49(m)
12 1.33(2H, m) 1.34(2H, m)
13 - -
14 - -
15 1.32(m), 1.50(m) 1.32(m), 1.51(m)
16 1.38(m), 1.59(m) 1.39(m), 1.59(m)
17 - -
18 1.55(m) 1.56(m)
19 1.20(m), 1.38(m) 1.21(m), 1.38(m)
20 - -
21 1.28(m), 1.42(m) 1.28(m), 1.43(m)
22 0.94(m), 1.52(m) 0.95(m), 1.53(m)
23 0.88(d, 7) 0.88(d, 7)
24 0.72(s) 0.73(s)
25 0.87(s) 0.87(s)
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ตารางที่ 15 (ตอ) ขอมูล 1 H-NMR spectra ของสารที่แยกได(DC-1) เปรียบเทียบกับขอมูล1 H -NMR 
spectra ของ friedelin ในliterature ที่ไดรับการตีพิมพแลว มีดังนี้

ขอมูลสารที่แยกได(DC-1) ขอมูล friedelin ที่ตีพิมพ
carbon 1 H Chemical shift 1 H Chemical shift

26 1.00(s) 1.01(s)
27 1.05(s) 1.05(s)
28 1.17(s) 1.18(s)
29 0.94(s) 0.95(s)
30 1.00(s) 1.00(s)

Akihisa และคณะ., 1992.

ตารางที่ 16 ขอมูล 13C-NMR spectra ของสารที่แยกได(DC-1) เปรียบเทียบกับขอมูล13C-NMR spectra 
ของ friedelin ในliterature ที่ไดรับการตีพิมพแลว มีดังนี้

ขอมูลสารที่แยกได(DC-1) ขอมูล friedelin ที่ตีพิมพ
carbon 13C Chemical shift 13C Chemical shift

1 22.3 22.3
2 41.5 41.5
3 213.1 213.2
4 58.2 58.2
5 42.1 42.1
6 41.4 41.3
7 18.2 18.2
8 53.1 53.1
9 37.5 37.4
10 59.5 59.4
11 35.6 35.6
12 30.5 30.5
13 39.7 39.7
14 38.3 38.3
15 32.4 32.4
16 36.0 36.0
17 30.0 30.0
18 42.8 42.8
19 35.4 35.3
20 28.1 28.1
21 32.8 32.7
22 39.2 39.2
23 6.8 6.8
24 14.7 14.6
25 17.9 17.9
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ตารางที่ 16 (ตอ) ขอมูล 13C-NMR spectra ของสารที่แยกได (DC-1) เปรียบเทียบกับขอมูล13C-NMR 
spectra ของ friedelin ในliterature ที่ไดรับการตีพิมพแลว มีดังนี้

ขอมูลสารที่แยกได(DC-1) ขอมูล friedelin ที่ตีพิมพ
carbon 13C Chemical shift 13C Chemical shift

26 20.3 20.2
27 18.7 18.6
28 32.1 32.1
29 35.0 35.0
30 31.8 31.8

Akihisa และคณะ, 1992

สวนสารDC-2 คือสาร ß-sitosterol มีสูตรโครงสรางดังนี้
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-Sitosterol

ภาพที่ 10 สูตรโครงสรางของ ß-sitosterol

ตารางที่ 17 ขอมูล 1 H-NMR spectra ของสารที่แยกได(DC-2) เปรียบเทียบกับขอมูล1 H-NMR spectra
ของ ß-sitosterol ในliterature ที่ไดรับการตีพิมพแลว มีดังนี้

ขอมูลสารที่แยกได(DC-2) ขอมูล ß-sitosterol ที่ตีพิมพ
carbon 1H-NMR chemical shift 1H-NMR chemical shift
3 3.45 (1H, m) 3.43(1H, m)
6 5.32 (1H, m) 5.33(1H, m)
18- CH 3 0.65 (3H, s) 0.66(3H, s)
19- CH 3 0.98 (3H, s) 0.97(3H, s)
21- CH 3 0.90 (3H, d, J=6.8Hz) 0.91 (3H, d, J=6.5 Hz)
26- CH 3 0.78 (3H, d, J 7Hz) 0.80 (3H, d, J 6.8Hz)
27- CH 3 0.80 (3H, d, J 7 Hz) 0.80 (3H, d, J 6.8Hz)
29- CH 3 0.82 (3H, t, J=6.8Hz) 0.83 (3H, t, J=6.5 Hz)

Shameel et al’, 1996; Ali และคณะ, 1997
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ตารางที่ 18 ขอมูล 13C-NMR spectra ของสารที่แยกได(DC-2) เปรียบเทียบกับขอมูล13C-NMR spectra 
ของ ß-sitosterol ในliterature ที่ไดรับการตีพิมพแลว มีดังนี้

ขอมูลสารที่แยกได(DC-2) ขอมูล ß-sitosterol ที่ตีพิมพ
carbon Chemical shift Chemical shift

1 37.2 37.2
2 31.6 31.6
3 71.8 71.8
4 42.2 42.2
5 140.8 140.7
6 121.7 121.7
7 31.9 31.9
8 31.9 31.9
9 50.1 50.1
10 36.5 36.5
11 21.1 21.1
12 39.7 39.7
13 42.3 42.3
14 56.8 56.7
15 24.3 24.3
16 28.2 28.2
17 56.1 56.0
18 11.9 11.8
19 19.4 19.4
20 36.1 36.1
21 18.8 18.8
22 34.0 33.9
23 26.1 26.0
24 45.9 45.8
25 29.2 29.1
26 19.8 19.8
27 19.0 19.0
28 23.1 23.0
29 12.0 12.0

De-Eknamkul and Potduang, 2003.

สวนสารDC-3 คือสาร palmitic acid มีสูตรโครงสรางดังนี้

ภาพที่ 11 สูตรโครงสรางของ palmitic acid
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ตารางที่ 19 ขอมูล 1 H-NMR และ 13C-NMR spectra ของสารที่แยกได (DC-3) มีดังนี้

ขอมูลสารที่แยกได(DC-3)
carbon 1H-NMR chemical shift 13C-NMR Chemical shift

1 2.08 (1-OH, br s) 176(C=O)
2 2.32 (2H, t, J = 2.5, 2.5 Hz) 34(CH2)
3 1.61 (2H, t, J = 2.2, 2.3 Hz) 32(CH2)

4 -15 1.23 (24H, s) 29.6(CH2)
16- CH 3 0.85 (3H, m) 25(CH3)

การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของเอนไซม -glucosidase
จากการนําสารที่แยกได DC-1(friedelin) และ DC-2 (ß-sitosterol) ไปทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการทํางาน

ของเอนไซม α-glucosidase พบวามีรอยละของการยับยั้งการทํางานของเอนไซมเปน 32.5 และ 76.3 
ตามลําดับ สวนสาร DC-3 (palmitic acid) มีปริมาณนอย จึงยังไมไดนําไปทดสอบฤทธิ์
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สรุปและวิจารณผล

มีรายงานการวิจัยจากหลายแหลงพบวาพืชมากกวา 1200 ชนิดทั่วโลกมีสารยับยั้งเอนไซม α-
glucosidase เปนพืชที่กระจายอยูในวงศตางๆ ไดแก วงศ Fabaceae, Crassulaceae, Hippocratea-
ceae, Lamiaceae, Myrtaceae, Moraceae เปนตน และสารจากธรรมชาติที่มีฤทธิ์นี้ ไดแก สารกลุม 
alkaloids, stilbenoids (polyphenol), triterpene, organic acids, phytosterol, flavonoids, 
flavonolignans, anthraquinones, xanthones, feruloylglucosides, anthocyanin และอื่นๆ (Benalla 
และคณะ, 2010)

จากการทบทวนงานวิจัยที่เกี่ยวของกับเขลงหรือหยี Dialium cochinchinense Pierre วงศ 
Fabaceae – Caesalpinoidae ยังไมมีการใชเปนยาพื้นบาน หรือมีขอมูลทางพฤกษเคมี หรือการทดสอบ
ฤทธิ์ทางชีวภาพ แตพืชในสกุลเดียวกัน ไดแก Dialium guineense (Wild) หรือ Velvet tamarind มี
รายงานสารสําคัญ กลุม polyphenols, flavonoids และ tannins สารกลุม saponins ชนิด triterpenoid 
glycosides สวนฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา พบวามีฤทธิ์ตานออกซิเดชัน ฤทธิ์ฝาดสมาน รักษาริดสีดวงทวาร ฤทธิ์
แกปวด ฤทธิ์ antimicrobial โดยเฉพาะ antivibrio หลายสายพันธุ และฤทธิ์ molluscicidal แตยังไมพบ
รายงานวามีฤทธิ์ลดน้ําตาลในเลือด หรือตานเบาหวาน จากการสกัดแยกสารสําคัญจากเปลือกเขลง หรือหยี 
โดยคัดเลือกจากพืชที่มีการคัดกรองแลววาออกฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของเอนไซม α-glucosidase (งานวิจัยนี้
และงานวิจัยปที่แลว) โดยอาศัยเทคนิค Bioassay guided fractionation ตรวจสอบฤทธิ์ยับยั้งการทํางาน
ของเอนไซม ในทุกสวนที่แยก และเลือกแยกเฉพาะสวนที่มีฤทธิ์เทานั้น สารทั้งสามที่แยกไดคือ friedelin, ß-
sitosterol และ palmitic acid เปนสารที่พบในธรรมชาติ แยกไดจากพืชหลายชนิด จัดเปนสารกลุม
Triterpenoid, phytosterol และกรดไขมัน ตามลําดับ สารเหลานี้มีรายงานฤทธิ์ทางชีวภาพดังนี้

Friedelin
สารสกัดจากไมไผที่มีสารกลุม Triterpenoids ปริมาณสูง [triterpenoid-rich extract from 

bamboo shavings (EBS)] พบวามีฤทธิ์ทางชีวภาพหลายฤทธิ์ ไดแก ฤทธิ์ลดไขมันในเลือด ทั้งลดระดับ
serum total cholesterol  และ total triglyceride รวมทั้งลดความดันโลหิตสูง สาร friedelin ซึ่งเปนสาร
หลักในกลุม Triterpenoids ที่แยกไดจาก EBS ออกฤทธิ์ขยายหลอดเลือด (Jiao และคณะ, 2007) นอกจากนี้ 
friedelin และ friedelan – 3 beta – ol ยังออกฤทธิ์ตานการอักเสบ พบในสารสกัดจาก Bidens pilosa 
ซึ่งเปนพืชพื้นบานที่ใชในการรักษาแผล ใชตานอักเสบและใชในโรคติดเชื้อในระบบทางเดินอาหาร 
(Geissberger and Sequin, 1991)

ß-sitosterol  
สาร ß-sitosterol taraxasterol และสารกลุม phytosterol พบวามีฤทธิ์ทางชีวภาพหลายฤทธิ์ 

ไดแก ฤทธิ์ตานการอักเสบ ลดcholesterol ฤทธิ์ตานจุลชีพทั้งตานเชื้อแบคทีเรียและเชื้อรา นอกจากนี้ยังมี
ฤทธิ์ตานเนื้องอก ตานมะเร็ง ยับยั้งการเกิดมะเร็งในลําไสและมะเร็งเตานม (Nair และคณะ, 1984, Ovesná 
และคณะ, 2004) สาร ß-sitosterol (BSS) และ glycosides (BSSG) ออกฤทธิ์ตานการอักเสบ ลด
cholesterol ลดไข ยับยั้งการเกิดมะเร็งในลําไส กระตุนการหลั่งของ อินซูลิน ของผสมของß-sitosterol 
(BSS) และ glycosides (BSSG) ออกฤทธิ์ปรับภูมิคุมกันใหสมดุล รวมถึงการทดสอบทางคลินิกในคนไขที่มี
โรคติดเชื้อเรื้อรัง เชนวัณโรค HIV และโรคอื่นๆที่ไมเกิดจากการติดเชื้อเชน อาการแพ rheumatoid arthritis 
เปนตน (Pegel, 1997, Dwye, 1988, Raicht และคณะ, 1980, Yamamoto และคณะ, 1991. Gupta และ
คณะ, 1980, Yamada และคณะ, 1987, Ivorra, D’Ocon, and Paya, 1988, Bouic และคณะ, 1980)
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สารสกัดเมล็ดของ Parkia speciosa ดวย chloroform ลดระดับน้ําตาลในเลือดของหนูที่ทําใหเปน
เบาหวานดวย alloxan จากการแยกสารสกัดสวนที่มีฤทธิ์พบวาเปนของผสมของ ß-sitosterol (66%) และ
stigmasterol (34%) ซึ่งเมื่อทดสอบฤทธิ์ลดน้ําตาลพบวามีฤทธิ์ 83 % (ขนาด 100 มก.ตอกก.น้ําหนักตัว) 
เมื่อเทียบกับยา glibenclamide ที่มีฤทธิ์ 111 % (ขนาด 5 มก.ตอกก.น้ําหนักตัว) เมื่อนําสารแตละตัวมา
ทดสอบพบวาไมมีฤทธิ์ การออกฤทธิ์ตองอยูในรูปของผสม จึงจะเกิดการเสริมฤทธิ์ (Jamaluddin, 
Mohamed,, and Lajis, 1994)

ß-sitosterol-3- ß -D-glucoside  เปนสารที่ออกฤทธิ์ตานเบาหวานซึ่งเปนสารที่แยกไดจาก 
Centaurea seridis L. var. maritima  โดยออกฤทธิ์ตอ ß-cell ที่ตับออน กระตุนการหลั่งอินซูลิน (Ivorra, 
Paya, and Villar, 1990) สารสกัดดวยเมทานอลจาก Tournefortia hartwegiana ออกฤทธิ์ลดน้ําตาลและ
ตานเบาหวาน  จากการแยกสารดวยวิธี bioassay-guided fractionation สามารถแยกสาร ß-sitosterol, 
stigmasterol, lupeol, ursolic acid, oleanolic acid, saccharose และ myo-inositol (Ortiz-
Andrade, Garcí a-Jimé nez, Castillo-España, และคณะ, 2007)

Palmitic acid
อาหารที่มี monounsaturated fatty acids (MUFA) กระตุนการหลั่งฮอรโมน Glucagon-like 

peptide-1 (GLP-1) ในหลอดทดลอง ซึ่งเปนฮอรโมนที่ลดระดับน้ําตาล ตานเบาหวาน น้ํามันที่ใชในการ
ทดลอง ไดแก น้ํามันมะกอก (oleic acid, (MUFA) และน้ํามันมะพราว (palmitic acid, saturated fatty 
acid, SFA) จากการทดลองใช cell line ที่หลั่ง GLP-1 บมเพาะดวย 100 mM oleic acid (MUFA) หรือ
100 mM palmitic acid (SFA) เปนเวลา 24 ชม. พบวา oleic acid เทานั้นที่กระตุนการหลั่งฮอรโมน
Glucagon-like peptide-1 (Rocca และคณะ, 2001)

จากขอมูลฤทธิ์ทางชีวภาพของสารทั้งสามที่แยกได พบวา มีเพียง ß-Sitosterol เทานั้นที่มีฤทธิ์ตาน
เบาหวาน หรือลดระดับน้ําตาลในเลือดได สอดคลองกับการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของเอนไซม α-
glucosidase ของสาร friedelin และ ß-Sitosterol  
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