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ผลการวิเคราะห�ข�อมูล และการอภิปรายผล 

 

การศึกษาทางพฤกษเคมี 

  1. รายละเอียดพืช: ชื่อพ้ืนเมือง กลิ้งกลางดง (ภาคตะวันตกเฉียงใต ) ชอเกอโท เป%าเลือด 
(ภาคเหนือ) บอระเพ็ดยางแดง (ภาคใต ) ชื่อวิทยาศาสตร, Stephania venosa (Blume) Spreng.ชื่อ
วงศ, MENISPERMACEAE  ลักษณะ ไม เถา มีรากสะสมอาหารขนาดใหญE โผลEพ นผิวดิน น้ํายางสีแดงคล าย
เลือด ใบเด่ียว เรียงเวียนรอบก่ิง รูปไขEแกมสามเหลี่ยมกว าง ดอกชEอ แยกเพศ กลีบดอกสีส มอมน้ําตาล หัว 
คล ายหัวมันแกว แตEใหญEกวEามันแกวมากใบเหมือนใบบัวก านและใบ มีสีอยEางเดียวกัน มี ๒ พันธุ, คือ พันธุ,
ขาว มีก านและใบเปLนสีขาว หยิกหัวดูมียางสีขาวและพันธุ,แดง มีก านและใบเปLนสีแดง หยกหัวดูจะมียางสี
แดง สรรพคุณ หัว บํารุงกําลัง บํารุงกําหนัด ชEวยเจริญอาหาร เปLนยาอายุวัฒนะ เถา ขับพยาธิ ใบ รักษา
แผลสดและแผลเรื้อรัง การปลูก ต องใช กระถางใหญEอยEางปลูกบัว จะปลูกกับพ้ืนดินยกขอบพ้ืนก็ได  ใช ดิน
รEวนปนทรายผสมอิฐเผาไฟทุบละเอียดเปLนดินปลูก อยEากลบดินให แนEน   

 

รูปท่ี 6 แสดงสEวนหัวและใบของกระทEอมเลือด 
ท่ีมา : rikaga.exteen.com 

การสกัดด�วยตัวทําละลาย 
 1. ตัวอยEางพืช: สมุนไพรท่ีใช ในการศึกษาผู วิจัยได นําไปให หอพรรณไม  กรมอุทธยาน สัตว,ปYาและ
พันธุ,พืช กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล อม ตรวจสอบความถูกต องซ่ึงมีหมายเลข BKF 
(Bangkok Forest) เปLนสิ่งยืนยันชื่อวิทยาศาสตร, แหลEงท่ีมาและรายละเอียดอ่ืนๆดังนี้ สมุนไพร
กระทEอมเลือด มีเลข BKF 140583 
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  2. การสกัดสมุนไพร:  ผู วิจัยดําเนินการสกัดการสกัดแชEด วยตัวทําละลาย 4 ชนิด ได แกE เฮกเซน 
เอทิลแอซีเทต แอซีโทน และ เมทานอล ดังมีรายละเอียดตEอไปนี้ 

สมุนไพรกระทEอมเลือด  นําสEวนหัวมาตากแห งบดเปLนผง 6.2 กิโลกรัมกรัมแชEในเฮกเซน 25 ลิตร
จํานวน 5 ครั้งๆ ละ 3 วัน ท่ีอุณหภูมิห อง ซ่ึงแตEละครั้งจะต องกรองสารสกัดแล วกําจัดตัวทําละลายออก
โดยใช เครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุนได สารสกัดชั้นเฮกเซน 58.26 กรัม ทําเชEนเดียวกันโดยใช เอทิลแอ
ซีเทต (25 ลิตร จํานวน 7 ครั้งๆละ 3 วัน) แอซีโทน (25 ลิตร จํานวน 5 ครั้งๆ ละ 3 วัน)  และเมทานอล 
(25 ลิตร จํานวน 5 ครั้งๆละ 3 วัน) ได สารสกัดชั้นตัวทําละลาย   เอทิลแอซีเทต 126.00  กรัม ชั้นแอซี
โทน 111.06 กรัม และ ชั้นเมทานอล  392.70  กรัม ตามลําดับ    จากนั้นนําไปทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ
ของสารสกัดท้ัง 4 ชนิดกับเซลล,เซลล,มะเร็งเม็ดเลือดขาว U937 และ HL-60 รวมท้ังการทดสอบความเปLน
พิษ (cytotoxicity test, MTT assay)  

การแยกสมุนไพร 

 1. สมุนไพรกระทEอมเลือดชั้นเอทิลแอซีเตทจํานวน 126.00  กรัมมาแยกแบบหยาบโดยใช เทคนิค
คอลัมน,โครมาโทกราฟr ซ่ึงใช ซิลิกาเจลเปLนตัวดูดซับ 650.00 กรัม (Merck No. 7734, Mesh         70-
230 ASTM) โดยใช เฮกเซนเปLนตัวชะ (eluent) จากนั้นคEอยๆเพ่ิมความเข มข นของเอทิลแอซีเทต
จนกระท่ังใช ตัวทําละลายเอทิลแอซีเทต 100 % เพ่ือให ตัวชะคอลัมน,มีข้ัวมากข้ึนจึงผสมเมทานอลลงไปใน
ตัวทําละลายเอทิลแอซีเทตจนกระท่ังใช เมทานอลความเข มข น 100 % สําหรับการเก็บรับสารละลายท่ี
ออกจากคอลัมน,ครั้งละ 1,000 ลูกบาศก,เซนติเมตร  เม่ือดําเนินการคอลัมน,สิ้นสุดลงผู วิจัยนําสEวนแยก 
(fraction) ท่ีได ไปตรวจคEาอัตราการไหลด วยแผEน TLC อลูมิเนียม  นําสEวนแยกท้ังหมดไประเหยตัวทํา
ละลายออกด วยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุนและทําให แห งอีกครั้งด วยเครื่องระเหยแห งอุณหภูมิตํ่า 
ได สEวนแยก 8 สEวน จากนั้นนําสEวนแยก F6 แยกตEออีก 2 ครั้งได สารประกอบ Tetrahydropalmatine 
(1) 3.13 กรัม นําสEวนแยก F7 43.49 กรัม ไปแยกตEอด วยเทคนิคคอลัมน,โครมาโทรกราฟrใช ซิลิกาเจล 600 
กรัม ได สEวนแยก D1 D2 และ D3  นํา D3 ไปแยกตEอด วยเทคนิคเดียวกันได  H2 ซ่ึงตEอมาตกผลึกด วยเอทา
นอลได สาร Crebanine (2) 0.71 กรัม 
 2. สมุนไพรกระทEอมเลือดชั้นแอซีโทนจํานวน 111.00  กรัมมาแยกแบบหยาบโดยใช เทคนิค
คอลัมน,โครมาโทกราฟr ซ่ึงใช ซิลิกา เจลเปLนตัวดูดซับ 650.00 กรัม (Merck No. 7734,Mesh 70-230 
ASTM) โดยใช เฮกเซนเปLนตัวชะ (eluent) จากนั้นคEอยๆเพ่ิมความเข มข นของเอทิลแอซีเทตจนกระท่ังใช 
ตัวทําละลายเอทิลแอซีเทต 100 % เพ่ือให ตัวชะคอลัมน,มีข้ัวมากข้ึนจึงผสมเมทานอลลงไปในตัวทําละลาย
เอทิลแอซีเทตจนกระท่ังใช เมทานอลความเข มข น 100 % สําหรับการเก็บรับสารละลายท่ีออกจากคอลัมน,
ครั้งละ 1,000 ลูกบาศก,เซนติเมตร  เม่ือดําเนินการคอลัมน,สิ้นสุดลงผู วิจัยนําสEวนแยก (fraction) ท่ีได ไป
ตรวจคEาอัตราการไหลด วยแผEน TLC อลูมิเนียม  นําสEวนแยกท้ังหมดไประเหยตัวทําละลายออกด วยเครื่อง
ระเหยสุญญากาศแบบหมุนและทําให แห งอีกครั้งด วยเครื่องระเหยแห งอุณหภูมิตํ่า ได สEวนแยก 4 สEวน นํา
สEวน F3 25.07 กรัม ไปตกผลึกด วยเอทานอลได สารประกอบ             O-methylbulbocapnine (3) 
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1 . 7 2  ก รั ม  สํ า ห รั บ สE ว น แ ย ก  F4 นํ า ม า ต ก ผ ลึ ก เ ชE น เ ดี ย ว กั น ไ ด ส า ร ป ร ะ ก อ บ  N-
methyltetrahydropalmatine (4) 0.73 กรัมตามลําดับ 
 
ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัด 

1. ความเปLนพิษของสารสกัด hexane , ethylacetate , acetone และ methanol ของ
กระทEอมเลือดตEอเซลล,มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด U937, HL-60 และ K562 ด วยวิธี MTT assay 
            1.1 ผลของสารสกัดสมุนไพรกระทEอมเลือดชั้นเฮกเซนตEอความเปLนพิษของเซลล,มะเร็งเม็ดเลือด
ขาวชนิด U937, HL-60 และ K562 
 
 
 
 
 
              
  
 
 
 
 

 
 

รูปท่ี 7 ผลของชั้นเฮกเซนตEอความเปLนพิษของเซลล, U937, HL-60 และ K562 
 
ผลของสารสกัดสมุนไพรกระทEอมเลือดชั้นเฮกเซนเม่ือนํามาบEมกับเซลล,มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด 

U937,HL-60 และ K562 พบวEา ท่ีความเข มข น 40, 29 และ 40 µg/ml มีผลทําให เซลล,มะเร็งเม็ดเลือด
ขาวชนิด U937, HL-60 และ K562 ตามลําดับ ตายคิดเปLน 50% ของท้ังหมด 

 
            1.2 ผลของสารสกัดสมุนไพรกระทEอมเลือดชั้นเอทิลแอซีเทตตEอความเปLนพิษของเซลล,มะเร็งเม็ด
เลือดขาวชนิด U937, HL-60 และ K562 
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รูปท่ี 8 ผลของชั้นเอทิลแอซีเทตตEอความเปLนพิษของเซลล, U937, HL-60 และ K562 
 
 ผลของสารสกัดสมุนไพรกระทEอมเลือดชั้นเอทิลแอซีเทตเม่ือนํามาบEมกับเซลล,มะเร็งเม็ดเลือดขาว

ชนิด U937,HL-60 และ K562 พบวEา ท่ีความเข มข น 19,10 และ 14 µg/ml มีผลทําให เซลล,มะเร็งเม็ด
เลือดขาวชนิด U937,HL-60 และ K562 ตามลําดับ ตายคิดเปLน 50% ของท้ังหมด 

 
            1.3 ผลของสารสกัดสมุนไพรกระทEอมเลือดชั้นแอซิโทนตEอความเปLนพิษของเซลล,มะเร็งเม็ดเลือด
ขาวชนิด U937, HL-60 และ K562 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   
  

รูปท่ี 9 ผลของชั้นแอซิโทนตEอความเปLนพิษของเซลล, U937, HL-60 และ K562 
 

ผลของสารสกัดสมุนไพรกระทEอมเลือดชั้นแอซีโทนเม่ือนํามาบEมกับเซลล,มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด 

U937,HL-60 และ K562 พบวEา ท่ีความเข มข น 27, 18 และ 21 µg/ml มีผลทําให เซลล,มะเร็งเม็ดเลือด
ขาวชนิด U937, HL-60 และ K562 ตามลําดับ ตายคิดเปLน 50% ของท้ังหมด 
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            1.4 ผลของสารสกัดสมุนไพรกระทEอมเลือดชั้นเมทานอลตEอความเปLนพิษของเซลล,มะเร็งเม็ด
เลือดขาวชนิด U937,HL-60 และ K562 
 
 
 
 
 
       
 

 
 
 

รูปท่ี 10 ผลของชั้นเมทานอลตEอความเปLนพิษของเซลล, U937,HL-60 และ K562 
 
ผลของสารสกัดสมุนไพรกระทEอมเลือดชั้นเมทานอลเม่ือนํามาบEมกับเซลล,มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด 

U937, HL-60 และ K562 พบวEาท่ีความเข มข น 100 µg/ml ซ่ึงเปLนความเข มข นท่ีสูงไมEสามารถทําให 
เซลล,มะเร็งเม็ดเลือดขาวท้ัง 3 ชนิดตายได ถึง 50% ของท้ังหมด 
          สรุป จากผลการทดลองเบ้ืองต นท่ีได  เม่ือพิจารณาจากคEาความเข มข นท่ีทําให เซลล,ตายได  50% 
(IC50) พบวEาสารสกัดกระทEอมเลือดชั้นเอทิลแอซีเทตมีฤทธิ์ฆEาเซลล,มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด U937, HL-
60 และ K562 ได ดีท่ีสุด รองลงมาคือชั้นแอซีโทน ดังนั้นจึงได นําสารสกัดจากกระทEอมเลือดชั้นเอทิลแอซี
เทตและแอซีโทนไปทําการแยกหาสารบริสุทธิ์ตEอไป เพ่ือหาและศึกษากลไกของสารท่ีสามารถฆEา
เซลล,มะเร็งเม็ดเลือดขาวได ดีท่ีสุด 
 
การพิสูจน�โครงสร�างสารประกอบ 
            Tetrahydropalmatine (1) เปLนแอลคาลอยด,ปริมาณมากท่ีแยกได จากชั้นสกัดเอทิลแอซี
เตทมีสูตรโมเลกุลเปLน C21H25NO4 (355, M+) มีลักษณะผลึกเปLนรูปเข็มสีเหลืองจุดหลอมเหลวมีคEา mp 

143.8-145.0 ๐C. สําหรับการดูดกลืนแสงอัลตร าไวโอเลตอยูEในชEวง 237 และ 272 nm (logε  0.87 และ 
0.75,) ซ่ึงเปLนลักษณะเฉพาะของ ไอโซควิโนลีน แอลคาลอยด,  (isoquinoline alkaloid) เม่ือพิจารณา
การดูดกลืนรังสีอินฟราเรด (IR spectrum) ทําให ทราบถึงแถบการดูดกลืนของสารแอโรแมติกท่ี 1608, 
1512 และ 1458 cm-1 และแสดงแถบดูดกลืนของอีเทอร,ท่ี 1280, 1230 cm-1 และยังบEงชี้ลักษณะการ
แทนท่ีบนวงเบนซีนแบบออร,โท (o-disubstitued benzene) ท่ี780cm-1 เม่ือนําสารประกอบนี้ไป
ตรวจวัดด วยเทคนิคแมสสเปกโทรเมทรีพบวEามี fragmentation ions หลักท่ีสําคัญได แกE m/z 355 [M+], 
190, 164, and 149 (base peak) ไอออนท่ีเกิดข้ึนเหลEานี้ทําให ทราบวEาเปLนข อสันนิษฐานสําคัญของ
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สารประกอบ  1 และไอออนท่ี m/z 190 ซ่ึงเปLนของ C11H12O2N
+ และไอออนท่ี 164 เปLนของ 

C10H12O2
+ เกิดจากการแตกตัวแบบ retro Diels-Alder fragmentation ทําให ยืนยันอยEางม่ันใจวEาเปLน

โครงสร างของ อนุพันธ, tetrahydroprotoberberine แอลคาลอยด,   
นอกจากนั้นยังมีการตวรจวัดด วยเทคนิคนิวเคลียร,แมกเนติกเรโซแนนซ,ขนาดกําลังแมEเหล็กไฟฟ%า 

400 MHz ซ่ึงแสดงคEา 1H NMR และคEา 13C NMR (CDCl3) ดังตารางท่ี 2 จากข อมูลท้ัง 2 ชนิดทําให 
ทราบวEาสารประกอบนี้มีโปรตอน 4 โปรตอนท่ีเกาะอยูE sp2 คาร,บอนและมีโปรตอนของหมูEเมทอกซี 4 หมูE 

และยังมีหมูE CH2 4 หมูEเชEนเดียวกัน ยังพบอีกวEาคูEสัญญาณท่ีแตกแบบดับเลต (AB pattern), δ 6.79 H-
11 และ 6.88 H-12 บนวงแอโรแมติกวางตัวแบบออร,โทกัน (ortho proton) นั้นยืนยันได จากคEาคงท่ีการ

คูEควบ J = 8.38  นอกจากนี้ยังมีสัญญาณแบบซิงเกลต 2 แหEงท่ี (δ 6.73, H-1 and 6.62, H-4) วางตัว
เปLนแบบพารา (para related hydrogens) ซ่ึงหลักฐานดังกลEาวแสดงวEาสารประกอบนี้เปLนนิวเคลียสของ
ไอโซควิโนลีน เม่ือพิจารณาโปรตอนท่ีตําแหนEงท่ี 8 ของโครงสร างพบวEาเปLนหมูE   เทิลีนซ่ึงแสดงสัญญาณคูE

แบบดับเลตและเรโซแนนซ,ท่ี δ 4.24 และ 3.54 โดยยืนยันด วยคEาคงท่ีคูEควบ (1JH-H = 15.63 Hz) ในการ
พิสูจน,โครงสร างด วยเทคนิคนิวเคลียร,แมกเนติกเรโซแนนซ,ยังใช แบบ 2 มิติรEวมยืนยันโครงสร างด วยเชEน
การใช  C-H  correlation HMQC เปLนต น สําหรับหมูEเมทิลีนท่ีกลEาวมาถือเปLนสะพานเชื่อมวงบนและลEาง
ของสารประกอบจําพวก โพรโตเบอเบอลีน (protoberberine alkaloids)  เม่ือพิจารณาข อมูลจาก 13C 

NMR พบสัญญาณของหมูE CH และ CH2 ท่ี  δ 59.29 C-13a, 51.48 C-6, 53.96 C-8 ซ่ึงชี้ใหเห็นวEาคEา
บอนเหลEานี้อยูEติดกับอะตอมของไนโตรเจนมีสัญญาณโปรตอนของหมูEเมทิลีนท่ีวางตัวแบบแกน (axial 

proton) δ 2.83 H-13b แตกสัญญาณแบบ dd splitting pattern ด วยคEาคงท่ีคูEควบ 1JH-H = 15.63 Hz 
และ 2JH-H = 11.49 Hz แสดงให เห็นวEาโปรตอนนี้วางตัวทํามุมสองหน า (dihedral angle) กับโปรตอน

ถัดไปเทEากับ 180๐ และสําหรับโปรตอนแบบอิเควทอเรียลซ่ึงเกิด  เรโซแนนซ,ท่ี δ 3.27 มีการแตก
สัญญาณแบบ dd pattern และมีคEาคงท่ีคูEควบ  JH-H = 3.65 ยEอมแสดงวEามีการทํามุมสองหน า 90๐ หาก
พิจารณาจากโครงสร างพบวEามีหนEวยของ CH2-CH2 ซ่ึงโปรตอนของหนEวยนี้แสดงด วยสัญญาณ  เร

โซแนนซ,ท่ี δ 3.13, 2.66 (H-5a, b) และ  3.21, 2.66 (H-6a, b) เปLนแบบมัลติเพล็ต เพ่ือให การยืนยัน
โครงสร างมีความสมบูรณ,มากข้ึนผู วิจัยจึงใช เทคนิค 2D NMR HMBC มายืนยันตําแหนEงของหมูEตEางๆใน
โครงสร าง เชEน ท่ีบริเวณวงไอโซควิโนลีนมีหมูEเมทอกซี 2 หมูE ก็เนื่องจากสัญญาณโปรตอนของหมูEนี้สัมพันธ,
กับ คาร,บอนตําแหนEงท่ี C-2, 4a, 13b และ คาร,บอนของวงแอโรแมติกท่ีตําแหนEง C-1, 3, 5, 13b กับ
โปรตอน H-1 และ H-4 ตามลําดับ นอกจากนั้นหมูEเมทอกซีท่ีตําแหนEง 9 และ 10 ยังใช เทคนิค HMBC ซ่ึง
สัมพันธ,กับโปรตอนท่ีตําแหนEง 11 และ 12  ท ายท่ีสุดเม่ือเทียบคEาเคมิคัลชิพต,กับงานของ Joanne และผู 
รEวมวิจัยคนอ่ืนพบวEามีคEาใกล เคียงกันมากท่ีสุด 

Crebanine (2) เปLนแอลคาลอยด,ท่ีแยกมาจากสารสกัดชั้นเอทิลแอซีเตทเดียวกันกับ (1) โดยใช 
เทคนิคโครมาโทมากราฟrแบบคอลัมน, ลักษณะผลึกเปLนเข็มสีเหลืองมีจุดหลอมเหลว mp 117.0-117.8 ๐C 
และมีมวลโมเลกุล 339, M+ ซ่ึงสอดคล องกับสูตรโมเลกุล C20H21NO4  มีคEาการดูดกลืนแสง UV ท่ี 225 
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และ 281 nm (log ε 1.33 and 1.32) แสดงให เห็นถึงลักษณะเฉพาะของ isoquinoline alkaloids เม่ือ
นําไปตรวจวัดแถบดูดกลืนแสงอินฟราเรด (IR spectrum) พบวEาสารประกอบ 2 แสดงแถบการยืดของ 
C=C ท่ีแตกตEางกัน 4 แถบได แกE 1601, 1573, 1496, 1473 cm-1 ชี้ให เห็นวEามีวงแอโรแมติกในโมเลกุล  
สําหรับแถบดูดกลืนท่ี 1284 และ 1234 cm-1 ยืนยันวEามีหนEวย C-O-C ของอีเทอร,  สําหรับหมูEแทนท่ีบน
วงเบนซีนแบบออร,โทพบแถบการงอนอกระนาบท่ี 821 cm-1  โครงสร างของสารนี้เปLนแอลคาลอยด,แบบ 
aporphine group เพราะยืนยันจากข อมูลแมสสเปกตรัมท่ีแตกตัวแบบ  retro Diles-Alder 
fragmentation ให ไอออนท่ี m/z 295 และ 44 ชี้ให เห็นวEามีหมูEเมทอกซี 2 หมูEและหมูEเมทิลีน 1 หมูEอยูEท่ี
วง A, C และ D ในขณะท่ีไอออนท่ี m/z 44 (methyl imine) ยืนยันวEามีหมูEเมทิลบนไนโตรเจนของวง B. 
พีคท่ี m/z 324 และ 308 (M-15 และM-31) เกิดจากการหลุดหมูEเมทิลและหมูEเมทอกซีจากแอโรแมติกวง
หนึ่งในโครงสร างแสดงถึงการเปLน aromatic methylether  การมีหมูEเมทิลบนอะตอมของไนโตรเจนอาจ
ยืนยันด วนด วยพีค M-43 เพราะการแตกจะต องผEาน methylene imine ท่ีกEอตัวเปLนวงสมาชิก 6 
อะตอมกEอนการเกิดretro Diles-Alder cycloaddition นอกจากนั้นพีคหลักท่ี m/z 149 มาจากการแตก
ขอ  พีค m/z 295  สําหรับข อมูลจากนิวเคลียร,แมกเนติกเรโซแนนซ,ชนิด 400 MHz 1H NMR (CDCl3) 
(ตารางท่ี 2) ชี้ให เห็นวEาสารประกอบ 2 เปLน aporphine alkaloids crebanine เพราะปรากฏสัญญาณ
โปรตอน 3 แหEงบนวงแอโรแมติก ยังพบวEา 2 ใน 3 สัญญาณปรากฏท่ีสนามแมEเหล็กอEอน (downfield) 

แสดงการแตกสัญญาณเปLนแบบดับเลตท่ี δ 6.87 (J = 8.47) and 7.80 (J = 8.47) แสดงวEาเปLน 
aporphine nucleus ในวง D ดังนั้นสัญญาณท้ัง 2 ก็คือ H-10 และ H-11[6] นอกจากนั้น 1H NMR  

spectrum ยังแสดงสัญญาณเรโซแนนซ,ท่ี δ 6.06 และ 5.91 และสัญญาณคาร,บอนท่ี δ 100.56 ซ่ึงแตก
สัญญาณเปLนแบบ AB pattern มีคEาคงท่ีการคูEควบ J = 1.4 Hz  โปรตอนท้ัง 2 แสดงความสัมพันธ,แบบ 

HMBC กับคาร,บอนท่ี δ 142.00 (C-1) และ 146.50 (C-2) ซ่ึงเปLนคาร,บอนท่ีมีหมูEเมทิลีนไฮดรอกซีอยูE
ด วย จากเทคนิค HMQC experiment ทําให ทราบถึงวEาโครงสร างนี้มีหมูE C-4 - C-5 ethano group แตE
มี C-7 เปLนศูนย,กลาง  สัญญาณโปรตอน H-7 ก็เปLนแบบดับเลตของดับเลต (doublet of doublet) ซ่ึงมี 

J = 14.66, 4.3 เรโซแนนซ,ท่ี δ 3.67 และ 2.29 ในขณะท่ีคาร,บอน C-7 ปรากฏท่ี  δ 26.89 นอกจากนั้น

จากสเปกตรัมยังชี้ให เห็นวEาหมูEเมทิลบนไนโตรเจนแสดงสัญญาณเปLนแบบซิงเกลตท่ี δ 2.60 ซ่ึงยืนยันด วย

เทคนิคความสัมพันธ,แบบ HMBC กับคาร,บอนท่ี δ 29.14 (C-4) และ 53.59 (C-5)  ยังมีหมูEเมทอกซีท่ีวง

อยูEท่ีตําแหนEง C-8 (δ 151.98) และ C-9 (δ 145.80) ก็สามารถยืนยันด วยเทคนิค HMBC  correlation 
กับสัญญาณโปรตอน H-7, 10 และ 11  ท ายท่ีสุดพบวEาจากข อมูลท้ังหมดท่ีกลEาวสารประกอบ 2 เปLน
crebanine ซ่ึงเคยแยกมาจากต นไม ชื่อ S. sasakii และ S. capitata  

O-methylbulbocapnine (3) แยกมาจากชั้นสกัดแอซีโทนเปLนผลึกรูปเข็มสีน้ําตาลอEอนมีจุด
หลอมเหลว mp 130.1-132.3 ๐C ซ่ึงวิเคราะห,แล วตรงกับสูตรโมเลกุล C20H21NO4 โดยใช การตรวจสอบ
แบบ HRAPCIMS measurement มีมวลโมเลกุลท่ีวัดได  [M+H]+ ion (m/z) 340.1540 และสําหรับท่ี
คํานวณได เทEากับ 340.1543 ซ่ึงสอดคล องกัน สารประกอบนี้เปLนไอโซเมอร,กับสาร 2   จากข อมูลแมส
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สเปกตรัมของสาร 3 มีความคล ายคลึงกับสารประกอบ 2 มาก  ยกเว นหมูEเมทอกซี 2 หมูEจะอยูEในตําแหนEง
ท่ีแตกตEางกับสารประกอบ 2  ในการตรวจวันการแตกไอออนด วยเทคนิคแมสสเปกตรัมนั้นพบวEามีไอออน
ท่ี m/z 339, 295, 280, 265 และ 149 (base peak) ซ่ึงสอดคล องกับสารประกอบ 2 โดยเฉพาะพีคท่ี 
M-15 peak เปLนของ bulbocapnine  จากโครงสร างจะเห็นวEามีออกซิเจน 4 อะตอมท่ีวงแอโรแมติกซ่ึง
เปLนไปได วEาจะทําให วงแอโรแมติกเสถียรได  สําหรับข อมูล 1H NMR spectrum ซ่ึงสารประกอบนี้ละลาย
ใน CD3OD (ตารางท่ี 2) แสดงสัญญาณเรโซแนนซ,โปรตอนของแอโรแมติก 3 โปรตอน สําหรับ 2 โปรตอน

แบบ down field shift แสดงการแตกสัญญาณเปLนดับเลตท่ี δ 7.87 (J = 8.72) และ 7.03 (J = 8.72) 

และอีก 1 โปรตอนท่ี δ 6.70 จัดเปLนของ aporphine nucleus ท่ีวง D  นอกจากนั้นในการพิสูจน,
โปรตอนท่ีตําแหนEง H-8 และ H-9 โดยการใช คEาคงท่ีคูEควบแล ว  ผู วิจัยยังสามารถใช เทคนิค 2D NMR ท่ี
ชื่อ COSY ซ่ึงมองเห็นความสัมพันธ,ท่ีอยูEถัดกันของโปรตอนในหนEวยของอีเทนภายในโครงสร างได  สําหรับ 
H-7b แสดงการแตกสัญญาณแบบมัลติเพล็ตเพราะเกิดการกระทําแบบ long-range coupling กับ H-8, 
H-7a และ H-6a ตามลําดับ นอกจากนั้นจากการใช เทคนิค HMBC ทําให ทราบลําดับการเชื่อมตEอกันของ

คาร,บอนอะตอมได ดีโดยความสัมพันธ,ระหวEาง H-8 (δ 7.87) กับ C-7a, C-9, C-7, C-10, C-11, 11b, 

และระหวEางโปรตอน H-9 (δ 7.03) กับ C-10, C-11, C-11a) นอกจากนี้ยังมีกรณีระหวEาง H-3 (δ 6.70) 
กับ C-2, C-3a, C-1, C-4  และสําหรับโปรตอน H-4a,b กับคาร,บอน C-3a, C-5, C-3, C-6b, และ

โปรตอน H-5a   (δ 3.80) กับคาร,บอน C-6b  ยังมีข อมูลท่ีนEาสนใจอีกวEา 1H NMR ท่ีเกิดเรโซแนนซ, δ 

6.15 และ 6.00 กับสัญญาณคาร,บอนท่ี δ 102.86 คล ายคลึงกับสารประกอบ 2 ด วยการแตกสัญญาณ
แบบ  AB pattern และมีคEาคงท่ีคูEควบ J = 0.74 Hz  สําหรับหมูEเมทอกซี 2 หมูEท่ีวง D เชื่อวEาอยูEท่ี

ตําแหนEง    C-10 (δ 153.94) และ C-11 (δ 147.03) ซ่ึงยืนยันจากเทคนิค HMBC  correlation ของ
โปรตอน H-8, H-9, 10-OCH3 และ 11-OCH3 ตามลําดับ  จากข อมูลท่ีได อภิปรายข างต นสารประกอบ O-
methylbulbocapnine alkaloid ได เคยมีรายงานวEาแยกได จากต น L. megaphylla Hemsl. 
(Lauraceae) โดยนักเคมีชื่อ Cheng-Jen Chou และผู รEวมวิจัยของเขา  

N-methyltetrahydropalmatine (4) จากการตรวจวัดด วยเทคนิคแมสสเปกโตรเมทรีพบวEา
มีสูตรโมเลกุลเปLน C22H28NO4 และมีมวลโมเลกุลเทEากับ m/z 371[M+H]+ จะเห็นวEาสารนี้มีโครงสร าง
คล ายคลึงกับสารประกอบ 1 ยกเว นมีหมูEเมทิลบนไนโตรเจน โดยเฉพาะไอออนท่ี m/z 371, 206, 164, 
151, 149 และ 55 (base peak) มีความคล ายคลึงหรือเปLนชุดเดียวกันกับสารประกอบ 1 มาก 
โดยเฉพาะไอออนท่ี m/z 55 (1-methyl-1H-azinine) เกิดจากการจัดตัวใหมEของโครงสร าง 
isoquinoline  ยังได สมบัติทางกายภาพของสารประกอบนี้เปLนผลึกรูปเข็มสีขาว มีจุดหลอมเหลวเทEากับ 
mp 168.8-171.4 ๐C  สารประกอบนี้มีการดูดกลืนอัลตร าไวโอเลตท่ีความยาวคลื่นสูงสุดท่ี  227 (log 

ε 1.2) และ 284 (log ε  0.74)  การทดสอบหาหมูEฟ�งก,ชันด วยเทคนิค  อินฟราเรดพบแถบดูดกลืนท่ี 
1612, 1519, 1500 และ 1461 cm-1แสดงวEามีวงแอโรแมติกในโครงสร าง กรณีแถบดูดกลืนท่ี 1272, 
1230 cm-1เปLนของอีเทอร,และท่ี 786 cm-1 แสดงหมูEเกาะ2 หมูEบนวงเบนซีนแบบออร,โทไอโซเมอร, จาก
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ข อมูลเทคนิคนิวเคลียร,แมกเนติกเรโซแนนซ, 400 MHz 1H NMR spectrum (ตารางท่ี 2) ชี้ให เห็นวEามี
โปรตอนของวงแอโรแมติก 4 โปรตอน และโปรตอนของหมูEเมทอกซี 12 โปรตอน ตลอดจนโปรตอนของ
หมูEเมทิลีน 8 โปรตอน  นอกจากนี้ยังมีเมทีนโปรตอน 1 หมูEและโปรตอนของเมทิลบนไนโตรเจน 1 หมูEด วย   

จากการเปรียบเทียบคEาเคมิคัลชีพต,ของสารประกอบนี้กับสาร 1 พบวEามีคEาใกล เคียงกันได แกE δ 3.82 (H-
6a), 3.67 (H-6b), 4.94 (H-8) และ5.09 (H-13a) หมูEดังกลEาวอยูEใกล กับบริเวณแอมโมเนียมแคตไอออน   

ยังพบอีกวEาการแตกสัญญาณเปLนคูEดับเลต แบบ AB pattern ท่ี δ 6.87 H-11 และ 6.82 H-12 เปLนขอ

งวงแอโรแมติกลEางและมีคEาคงท่ีคูEควบ    J = 8.35 Hz, พร อมกับสัญญาณซิงเกลต 2 แหEงท่ี δ 6.79, H-1 
และ 6.69, H-4  เปLนของวงไอโซ   ควิโนลีน เม่ือพิจารณาสัญญาณโปรตอนท่ีตําแหนEง H-8 ซ่ึงเกิดเร

โซแนนซ,ท่ี δ 4.94 ทําให ระบุได วEาคาร,บอนตําแหนEง 8  (C-8) เปLนสะพานของ protoberberine 
alkaloids [12].  จากข อมูล 13C NMR ของสารประกอบ 4 จะใกล เคียงกับสารประอบ 1 มาก   แตEถ าจะ
วิเคราะห,โดยใช คEาเคมิคัลชีพต,ของคาร,บอนวEาเปLนกลุEมสารประเภท protoberberine หรือ palmatine 

alkaloid นั้นจะเทียบคEาดังกลEาวท่ีคาร,บอน C-5, C-6, C-8 และ C-13 ซ่ึงเทEากับ  δ 23.27, 51.86, 

59.83, and 34.0, ตามลําดับ นอกจากนั้นหมูEเมทอกซีท้ัง 4 หมูEเรโซแนนซ,ท่ี δH 3.85, 3.86, 3.84 และ 
3.82  ท้ังนี้โปรตอนดังกลEาวสัมพันธ, (HMBC correlations) กับคาร,บอนของวงเบนซีนท้ัง 4 เชEนเดียวกัน

ได แกE δC 149.62 (C-2), 148.64 (C-3), 145.58 (C-9) และ 151.24 (C-10) ตามลําดับ   ในการยืนยัน 
คาร,บอนด วยเทคนิค HMBC spectrum ของ C-2, C-3 ในวง A และ C-9, C-10 ของวง D โดยสัมพันธ,กับ
โปรตอน H-1, 4 และ H-11, 12 ตามลําดับ  มากไปกวEานั้นการใช เทคนิค HMBC spectrum ยังใช ยืนยัน
หมูEเมทิลบนไนโตรเจนโดยสัมพันธ,กับโปรตอน H-8 ท ายท่ีสุดโครงสร างของสารนี้จัดเปLนสารพวก N-
methyl stepholidine รายงานโดย Ingkaninan K   และผู รEวมวิจัยของเขา 
 
 
ข อ ง เ ข า 
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ตารางที่ 2: 13C-NMR, 1H-NMR data for isolated alkaloids (1-4) 

N

H3CO

H3CO

OCH3

OCH3

1

2

3
4 5

4a 6

7
8

8a
9

10

11

12

12a

13

13a

13b

 
Tetrahydropalmatine (1) 

NCH3

O

O

OCH3

OCH3

1

2
3

3a
4

5

6a6b

77a

8

9
10

11

11a

11b

12

 
Crebanine (2) 

NCH3

O

O 1

2
3

3a
4

5

6a6b

77a

8

9
10

11

11a

11b

12

H3CO

H3CO

 
O-methylbulbocapnine (3) 

N-methyltetrahydropalmatine (4) 

Position δ
1H (J Hz) δ

13C (DEPT) Positio
n 

δ
1H (J Hz) δ

13C (DEPT) Position δ
1H (J Hz) δ

13C  (DEPT) Position δ
1H  (J Hz) δ

13C   
(DEPT) 

1 
2 
3 
4 
4a 
5 
 
6 
 
8 
 
8a 
9 
10 
11 
12 
12a 
13 
 
 
 
13a 
13b 
2-OCH3 
3-OCH3 
9-OCH3 
10-OCH3 
 

6.73 (s) 
- 
- 
6.62 (s) 
- 
(a)3.13(obsc) 
(b)2.66(obsc) 
(a)3.21(obsc) 
(b)2.66(obsc) 
(a)4.24(d, 
15.63) 
(b)3.54(d,15.6
3) 
- 
- 
- 
6.79(d, 8.38) 
6.88(d, 8.38) 
- 
(a)3.27(dd, 
15.76, 3.65) 
(b)2.83(dd,  
15.76, 11.49) 
3.54(obsc) 
- 
3.87(s) 
3.89(s) 
3.85(s) 
3.84(s) 

108.59(CH) 
147.48(C) 
147.42(C) 
111.33(CH) 
126.76(C) 
  29.06(CH2) 
   
  51.48(CH2) 
   
  53.96(CH2) 
  
127.70(C) 
145.06(C) 
150.24(C) 
110.94(CH) 
123.82(CH) 
128.61(C) 
  36.28(CH2) 
    
 
 
  59.29(CH) 
129.66(C) 
  56.05(CH3) 
  55.84(CH3) 
  60.14(CH3) 
  55.81(CH3)   

1 
2 
3 
3a 
4 
 
5 
 
 
6a 
6b 
7 
 
 
7a 
8 
9 
10 
11 
11a 
11b 
12 
 
NCH3 
8-
OCH3 
9-
OCH3 

- 
- 
6.52(s) 
- 
(a)3.13(obsc) 
(b)2.62(m) 
(a)3.05(obsc) 
(b)2.51(t,d,  
11.63, 3.69) 
3.05(obsc) 
- 
(a)3.67(dd, 
14.66, 4.3) 
(b)2.29(m) 
-  
- 
- 
6.87(d, 8.47) 
7.80(d, 8.47) 
- 
- 
(a)6.06(d,1.44
) 
(b)5.91(d,1.4
4) 
2.60(s) 
3.81(s) 
3.90(s) 

142.00(C) 
146.50(C) 
106.78(CH) 
126.50(C) 
  29.14(CH2) 
 
  53.59(CH2) 
 
   
  61.85(CH) 
126.55(C) 
  26.89(CH2) 
 
 
129.76(C) 
151.98(C) 
145.80(C) 
110.20(CH) 
123.05(CH) 
124.59(C) 
116.46(C) 
100.56(CH2) 
 
43.95(CH3) 
60.65(CH3) 
55.71(CH3) 
 
 

1 
2 
3 
3a 
4 
 
 
5 
 
6a 
6b 
7 
 
7a 
8 
9 
10 
11 
11a 
11b 
12 
 
NCH3 
10-OCH3 
11-OCH3 

- 
- 
6.70(s) 
- 
(a)3.30(obsc) 
(b)2.96(dd,17.3
9, 
3.53) 
(a)3.80(obsc) 
(b)3.54(obsc) 
4.34(obsc) 
- 
(a)3.83(obsc) 
(b)2.60(m) 
-  
7.87(d, 8.72) 
7.03(d, 8.72) 
- 
- 
- 
- 
(a)6.15(d, 0.74) 
(b)6.00(d, 0.74) 
3.21(s) 
3.90(s) 
3.86(s) 
 

144.66(C) 
150.06(C) 
107.81(CH) 
120.73(C) 
  26.93(CH2) 
 
   
53.94(CH2) 
 
  69.11(CH) 
125.04(C) 
  25.41(CH2) 
 
126.77(C) 
124.81(CH) 
112.61(CH) 
153.94(C) 
147.03(C) 
124.44(C) 
117.60(C) 
102.86(CH2) 
 
42.12(CH3) 
56.30(CH3) 
61.19(CH3) 
 
 

1 
2 
3 
4 
4a 
5 
 
 
6 
 
8 
8a 
9 
10 
11 
12 
12a 
13 
 
 
13a 
13b 
N-CH3 
2-OCH3 
3-OCH3 
9-OCH3 
10-
OCH3 

6.79 (s) 
- 
- 
6.69 (s) 
- 
(a)3.30(obsc) 
(b)3.16(dd,  
18.15, 6.86) 
(a)3.82(obsc) 
(b)3.67(obsc) 
4.94(s) 
- 
- 
- 
6.87(d, 8.35) 
6.82(d, 8.35) 
- 
(a)3.45(d, 
2.59) 
(b)3.00(dd, 
18.35, 10.12) 
5.09(obsc) 
- 
3.40(s) 
3.85(s) 
3.86(s) 
3.84(s) 
3.82(s) 

109.73(CH)             
149.62(C)              
148.64(C)              
111.50(CH)             
119.22(C)               
  23.27(CH2) 
               
 
  51.86(CH2) 
                      
  59.83(CH2) 
119.92(C)             
145.58(C)              
151.24(C)              
113.35(CH)              
123.32(CH)             
121.16(C)               
  34.00(CH2) 
                
 
  64.98(CH)             
123.93(C)               
  49.98(CH3)            
  56.03(CH3)               
  56.18(CH3)             
  60.84(CH3)             
  55.88(CH3) 

 



 -24-
ตารางที่ 3: 1H-13C, 1H-1H correlations for isolated alkaloids. 

 

N

H3CO

H3CO

OCH3

OCH3

1

2

3
4 5

4a 6

7
8

8a
9

10

11

12

12a

13

13a

13b

 
Tetrahydropalmatine (1) 

NCH3

O

O

OCH3

OCH3

1

2
3

3a
4

5

6a6b

77a

8

9

10

11

11a

11b

12

 
Crebanine (2) 

NCH3

O

O 1

2
3

3a
4

5

6a6b

77a

8

9
10

11

11a

11b

12

H3CO

H3CO

 
O-methylbulbocapnine (3) 

 

N

H3CO

H3CO

OCH3

OCH3

1

2

3
4 5

4a 6

8

8a
9

10

11

12

12a

13

13a

13b 7 CH3

 
N-methyltetrahydropalmatine (4) 

Position HMBC 
correlation 

COSY         
correlation 

Position HMBC 
correlation 

COSY         
correlation 

Position HMBC 
correlation 

COSY         
correlation 

Position HMBC 
correlation 

COSY         
correlation 

1 
2 
3 
4 
4a 
5 
 
6 
 
8 
 
 
8a 
9 
10 
11 
12 
12a 
13 
 
13a 
13b 
2-OCH3 
3-OCH3 
9-OCH3 
10-OCH3 
 
 

C-2, C-4a, C-13b 
- 
- 
C-1, C-3, C-5, C-13b 
- 
(a)C-4a 
(b)C-4a 
(a)C-4a, C-5, C-8 
(b)C-4a, C-13a 
(a)C-6, C-8a, C-9,  
C-12a, C-13a 
(b)C-6, C-13a 
- 
- 
- 
C-8a, C-9, C-10, C-12  
C-9, C-10, C-12a, C-13 
- 
(a)C-8a, C-12, C-13a 
(b)C-8a, C-12a, C-13a 
C-6, C-12a 
- 
C-2, C-3 
C-2, C-3 
C-9 
C-10 

- 
- 
- 
- 
- 
H-6b, H-5b 
H-5a, H-6a 
H-6b 
H-6a, H-5a 
H-8b 
 
H-8a 
- 
- 
- 
H-12 
H-11 
- 
H-13b 
H-13a, H-13a 
H-13b 
- 
- 
- 
- 
- 

1 
2 
3 
 
3a 
4 
 
5 
 
 
 
6a 
6b 
7 
 
 
 
7a 
8 
9 
10 
11 
 
11a 
11b 
12 
 
NCH3 
8-OCH3 

9-OCH3 

- 
- 
C-1, C-2, C-3a,  
C-4,C-11b 
- 
(a)C-3a, C-5, C-6b 
(b)C-3, C-3a, C-6b 
(a)C-3a, C-4, C-6a,  
N-CH3 
(b)C-3a, C-4, C-6a,  
N-CH3 
C-6b, N-CH3 
- 
(a)C-6a, C-7a, C-9,  
C-11a 
(b)C-6a, C-7a, C-8,  
C-9,C-10, C-11, C-11a 
- 
- 
- 
C-7a, C-8, C-9, C-11a 
C-7a, C-8, C-9, C-10, C-
11b 
- 
- 
(a)C-1, C-2 
(b)C-1, C-2 
C-4, C-5 
C-8 
C-9, C-10 

- 
- 
- 
 
- 
H-4b 
H-4a 
H-5b 
 
- 
 
- 
- 
H-7b 
 
H-7a 
 
- 
- 
- 
H-11 
H-10 
 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

1 
2 
3 
3a 
4 
 
5 
 
6a 
6b 
7 
 
7a 
8 
 
9 
10 
11 
11a 
11b 
12 
 
NCH3 
10-OCH3 

11-OCH3 

- 
- 
C-1, C-2, C-3a, C-4 
- 
(a)C-5, C-6b 
(b)C-3, C-3a, C-6b 
(a)C-6b 
(b)- 
- 
- 
(a)- 
(b)C-7a 
- 
C-7, C-7a, C-9,  
C-10, C-11, C-11b 
C-10, C-11, C-11a 
- 
- 
- 
- 
(a)C-1, C-2 
(b)C-1, C-2 
- 
C-9, C-10 
C-11 

- 
- 
- 
- 
H-4b, H-5a 
H-4a, H-5b 
H-4a, H-5b 
H-4b, H-5a 
H-7b 
- 
H-7b 
H-6a, H-7a 
- 
H-9 
 
H-8 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
 

1 
2 
3 
4 
4a 
5 
 
6 
 
8 
 
8a 
9 
10 
11 
12 
 
12a 
13 
 
13a 
13b 
NCH3 
2-OCH3 
3-OCH3 
9-OCH3 
10-OCH3 
 

C-2, C-3, C-4a, C-13b 
- 
- 
C-2, C-3, C-4a, C-5 
- 
(a)C-4a 
(b)C-4a 
(a)- 
(b)- 
C-6, C-8a, C-9, C-12a, C-
13a, C-13b, N-CH3 
- 
- 
- 
C-9, C-10, C-12a,  
C-8a, C-9,C-10, C-13, C-
13a 
- 
(a)C-12a 
(b)C-12a, C-13a 
C-13b 
- 
C-6, C-8 
C-2 
C-3 
C-9 
C-10 

- 
- 
- 
- 
- 
H-5b, H-6a 
H-5a, H-6b 
H-5a, H-6b 
H-5b, H-6a 
- 
 
- 
- 
- 
H-12 
H-11 
 
- 
H-13b, H-13a 
H-13a, H-13a 
H-13b, H-13a 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
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ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารบริสุทธิ์ 

1. ความเปLนพิษของ tetrahydropalmatine, crebanine,   O-methyl bulbocapnine และ 
N-methyltetrahydropalmatine ตEอเซลล, U937, HL-60 และ K562 ด วยวิธี MTT assay 

หลังจากท่ีนํา ethyl acetate fraction มาสกัดแยกสารบริสุทธิ์ด วยวิธี silica gel column 
chromatography ทําให ได สาร alkaloid ชนิด  tetrahydropalmatine และ  crebanine นอกจากนั้น
เม่ือนํา acetone fraction มาสกัดแยกสารบริสุทธิ์ด วยวิธี silica gel column chromatography ทําให 
ได สาร alkaloid ชนิด O-methyl bulbocapnine และ N-methyltetrahydropalmatine ดังนั้นเพ่ือ
เปLนการทดสอบวEาความเปLนพิษตEอเซลล,มะเร็งท่ีได จาก ethyl acetate และ acetone fraction นั้นเปLน
ผลเนื่องมาจากสาร tetrahydropalmatine, crebanine, O-methyl bulbocapnine และ N-
methyltetrahydropalmatine หรือไมEดังนั้นในการทดลองนี้จึงเปLนการศึกษาผลของสารบริสุทธิ์ท่ีสกัดได 
จากกระทEอมเลือดตEอการตายของเซลล,มะเร็งเม็ดเลือดขาวโดยอาศัยวิธี MTT assay 

   1.1 ผลของสารสกัดบริสุทธิ์ tetrahydropalmatine, crebanine, O-methylbulbocapnine 
และ N-methyltetrahydropalmatine ตEอความเปLนพิษของเซลล,มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด U937 
 
 
 
 
 
 
 
  

 
 
 

รูปท่ี 11 ผลของ tetrahydropalmatine, crebanine, O-methylbulbocapnine และ N-
methyltetrahydropalmatine ตEอความเปLนพิษของเซลล, U937 

 
ผลของสารสกัดบริสุทธิ์จากกระทEอมเลือดเม่ือนํามาบEมกับเซลล,มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด U937 

เปLนเวลา 48 ชั่วโมง พบวEา Crebanine  และ O-methylbulbocapnine ท่ีความเข มข น 13 และ 17.5 

µg/ml ตามลําดับ มีผลทําให เซลล,มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด U937 ตายคิดเปLน 50% ของท้ังหมด สEวนผล

ของสาร Tetrahydropalmatine, N-methyltetrahydropalmatine พบวEาท่ีความเข มข น 100 µg/ml 
ซ่ึงเปLนความเข มข นท่ีสูงไมEสามารถทําให เซลล,มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด U937 ตายได ถึง 50% ของท้ังหมด 
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    1.2 ผลของสารสกัดบริสุทธิ์  tetrahydropalmatine, crebanine, O-

methylbulbocapnine และ N-methyltetrahydropalmatine ตEอความเปLนพิษของเซลล,มะเร็งเม็ด
เลือดขาวชนิด HL-60 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
   
 

 
รูปท่ี 12 ผลของ tetrahydropalmatine, crebanine, O-methylbulbocapnine และ N-

methyltetrahydropalmatine ตEอความเปLนพิษของเซลล, HL-60 
 

 
ผลของสารสกัดบริสุทธิ์จากกระทEอมเลือดเม่ือนํามาบEมกับเซลล,มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด HL-60 

เปLนเวลา 48 ชั่วโมง พบวEา Crebanine, O-methylbulbocapnine และ Tetrahydro palmatine ท่ี

ความเข มข น 8 ,12.5 และ 27.5 µg/ml ตามลําดับ มีผลทําให เซลล,มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด HL-60 ตาย
คิดเปLน 50% ของท้ังหมด สEวนผลของสาร N-methyltetrahydropalmatine พบวEาท่ีความเข มข น 100 

µg/ml ซ่ึงเปLนความเข มข นท่ีสูงไมEสามารถทําให เซลล,มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด HL-60 ตายได ถึง 50% 
ของท้ังหมด 

 
             1.3 ผลของสารสกัดบริสุทธิ์ tetrahydropalmatine, crebanine, O-methylbulbocapnine 
และ N-methyltetrahydropalmatine ตEอความเปLนพิษของเซลล,มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด K562  
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รูปท่ี 13 ผลของ tetrahydropalmatine, crebanine, O-methylbulbocapnine และ N-
methyltetrahydropalmatine ตEอความเปLนพิษของเซลล, K562 

 
ผลของสารสกัดบริสุทธิ์จากกระทEอมเลือดเม่ือนํามาบEมกับเซลล,มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด K562 

เปLนเวลา 48 ชั่วโมง พบวEา Crebanine และ O-methylbulbocapnine ท่ีความเข มข น 13 และ 17.5 

µg/ml ตามลําดับ มีผลทําให เซลล,มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด K562 ตายคิดเปLน 50% ของท้ังหมด สEวนผล
ของสาร Tetrahydropalmatine และ N-methyltetrahydropalmatine พบวEาท่ีความเข มข น 100 

µg/ml ซ่ึงเปLนความเข มข นท่ีสูงไมEสามารถทําให เซลล,มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด K562 ตายได ถึง 50% ของ
ท้ังหมด 

สรุป จากการทดลองพบวEาสาร crebanine ให ผลคEา IC50 ดีท่ีสุดจึงเลือกนําสารนี้ไปทําการ
ทดสอบหาฤทธิ์ตEอการเกิด apoptosis ด วยวิธี flow cytometry ตEอไป 
  

2. ผลของ Crebanine ตEอการเหนี่ยวนําการเกิด apoptosis ในเซลล, U937, HL-60 และ K562 
โดยวิธี annexin V-FITC/PI staining 

เปLนการทดสอบวEา Crebanine ท่ีสกัดได จากกระทEอมเลือดสามารถเหนี่ยวนําให เซลล,มะเร็งเกิด
การตายแบบ apoptosis หรือไมEโดยตรวจสอบด วยการย อมเซลล,ด วยสี annexin V-FITC/PI โดยเซลล,ท่ี
เกิดการตายแบบ apoptosis จะมีการเคลื่อนท่ีของ phosphatidyl serine จาก inner membrane มา 
outer membrane ทําให สามารถจับกับ annexin V ท่ีติดฉลากด วยสารเรืองแสงชนิด FITC ทําให 
สามารถตรวจสอบได ด วยวิธี เครื่อง Flow cytometer 

 
 2.1 ผลของ Crebanine ตEอการเหนี่ยวนําการเกิด apoptosis ในเซลล, U937 
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รูปท่ี 14 ผลของ Crebanine ตEอการเหนี่ยวนําการเกิด apoptosis ในเซลล, U937 
 

 
ผลของสาร Crebanine เม่ือนํามาบEมกับเซลล,มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด U937  เปLนเวลา 24 

ชั่วโมง และตรวจวัดการตายแบบ apoptosis โดยวิธี flow cytometry โดย Q4, Q2 แสดงการตายแบบ 
early และ late apoptosis ตามลําดับ พบวEา Crebanine สามารถกระตุ นให เซลล,เกิดกระบวนการตาย

แบบ apoptosis โดย Crebanine ท่ีความเข มข น 15 และ30 µg/ml เซลล,จะมีการตายแบบ apoptosis 
เพ่ิมมากข้ึน และเม่ือเพ่ิมเวลาเปLน 48 ชั่วโมง จะเห็นผลการเกิด apoptosis เพ่ิมข้ึนอยEางชัดเจน จากการ
ทดลองสามารถบอกได วEา Crebanine สามารถกระตุ นให เซลล,เกิดกระบวนการ apoptosis โดยข้ึนกับ
ความเข มข นและเวลาท่ีเพ่ิมข้ึน 
 
          2.2 ผลของ Crebanine ตEอการเหนี่ยวนําการเกิด apoptosis ในเซลล, HL-60  
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รูปท่ี 15 ผลของ Crebanine ตEอการเหนี่ยวนําการเกิด apoptosis ในเซลล, HL-60 

 
ผลของสาร Crebanine เม่ือนํามาบEมกับเซลล,มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด HL-60 เปLนเวลา 24 

ชั่วโมง และตรวจวัดการตายแบบ apoptosisโดยวิธี flow cytometry โดย Q4, Q2 แสดงการตายแบบ 
early และ late apoptosis ตามลําดับ พบวEา Crebanine สามารถกระตุ นให เซลล,เกิดกระบวนการตาย

แบบ apoptosis โดย Crebanine ท่ีความเข มข น 15 และ30 µg/ml เซลล,จะมีการตายแบบ apoptosis 
เพ่ิมมากข้ึน และเม่ือเพ่ิมเวลาเปLน 48 ชั่วโมง จะเห็นผลการเกิด apoptosis เพ่ิมข้ึนอยEางชัดเจน จากการ
ทดลองสามารถบอกได วEา Crebanine สามารถกระตุ นให เซลล,เกิดกระบวนการ apoptosis โดยข้ึนกับ
ความเข มข นและเวลาท่ีเพ่ิมข้ึน 

 
 
 
 
     

2.3 ผลของ Crebanine ตEอการเหนี่ยวนําการเกิด apoptosis ในเซลล, K562 
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รูปท่ี 16 ผลของ Crebanine ตEอการเหนี่ยวนําการเกิด apoptosis ในเซลล, K562 

 
ผลของสาร Crebanine เม่ือนํามาบEมกับเซลล,มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด K562 เปLนเวลา 24 

ชั่วโมง และตรวจวัดการตายแบบ apoptosisโดยวิธี flow cytometry โดย Q4, Q2 แสดงการตายแบบ 
early และ late apoptosis ตามลําดับ พบวEา Crebanine สามารถกระตุ นให เซลล,เกิดกระบวนการตาย

แบบ apoptosis โดย Crebanine ท่ีความเข มข น 15 และ30 µg/ml เซลล,จะมีการตายแบบ apoptosis 
เพ่ิมมากข้ึน และเม่ือเพ่ิมเวลาเปLน 48 ชั่วโมง จะเห็นผลการเกิด apoptosis เพ่ิมข้ึนอยEางชัดเจน จากการ
ทดลองสามารถบอกได วEา Crebanine สามารถกระตุ นให เซลล,เกิดกระบวนการ apoptosis โดยข้ึนกับ
ความเข มข นและเวลาท่ีเพ่ิมข้ึน 

  สรุป จากการทดลองพบวEาสาร Crebanine สามารถกระตุ นให เซลล,มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด 
U937, K562 และ HL-60 เกิดกระบวนการ apoptosis ได ตามความเข มข นและเวลาท่ีเพ่ิมข้ึน ดังนั้นการ
ทดลองในข้ันถัดไปจึงต องการตรวจดู apoptotic protein รวมถึง anti-apoptotic protein เพ่ือให ทราบ
ถึงกลไกท่ี Crebanine ใช ในการกระตุ นการเกิด apoptosis ในเซลล,มะเร็งเม็ดเลือดขาว 
 

3. ผลของสาร Crebanine ตEอการเปลี่ยนแปลงความตEางศักย,ของผนัง mitochondria ของเซลล, 
HL-60, K562 และ U937 โดยการย อมด วยสี DiOC6 เพ่ือเปLนการทดสอบวEาสาร Crebanine เหนี่ยวนํา
ให เซลล,มะเร็งเม็ดเลือดขาวตายแบบ apoptosis ผEานทาง intrinsic pathway โดยปกติผนังของไมโทร
คอนเดรียจะมีคEาความตEางศักย,อยูEท่ีเกิดจากการรับสEงอิเล็กตรอนภายในไมโทรคอนเดรียแตEเม่ือเซลล,เกิด
การตายแบบ apoptosis ผEานทาง intrinsic pathway จะสEงผลทําให คEาความตEางศักย,ของผนังไมโทร
คอนเดรียเสียไปโดยสามารถวัดได ด วยการย อมด วยสี DiOC6 
         3.1 ผลของสาร Crebanine ตEอการเปลี่ยนแปลงความตEางศักย,ของผนัง mitochondria ของเซลล,  
HL-60 
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รูปท่ี 17 ผลของ Crebanine ตEอการเปลี่ยนแปลง ความตEางศักย,ของผนัง mitochondria  

ของเซลล, HL-60 
 
ผลของสาร Crebanine เม่ือนํามาบEมกับเซลล,มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด HL-60  เปLนเวลา 24 

ชั่วโมง และตรวจวัดการตายแบบ apoptosisทางด าน instrinsic pathway ดูการเปลี่ยนแปลงของ 
Mitochondrial membrane potential โดยสี DiOC6 และวัดผลโดย flow cytometry ผลการทดลอง

พบวEา Crebanine ท่ีความเข มข น 20 และ30 µg/ml มีการ accumulate ของ สี DiOC6 มากข้ึน จาก
การทดลองสามารถบอกได วEา Crebanine สามารถกระตุ นให เซลล,เกิดกระบวนการ apoptosis ผEานทาง 
instrinsic pathway 

 
3.2 ผลของสาร Crebanine ตEอการเปลี่ยนแปลงความตEางศักย,ของผนัง mitochondria ของ

เซลล, K562  
 

 
 
 
 
 
  
 

รูปท่ี 18 ผลของ Crebanine ตEอการเปลี่ยนแปลงความตEางศักย,ของผนัง mitochondria  
ของเซลล, K562 

 
ผลของสาร Crebanine เม่ือนํามาบEมกับเซลล,มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด K562  เปLนเวลา 24 

ชั่วโมง และตรวจวัดการตายแบบ apoptosisทางด าน instrinsic pathway ดูการเปลี่ยนแปลงของ 
Mitochondrial membrane potential โดยสี DiOC6 และวัดผลโดย flow cytometry ผลการทดลอง

พบวEา Crebanine ท่ีความเข มข น 30 µg/ml มีการ accumulate ของ สี DiOC6 มากข้ึน จากการ
ทดลองสามารถบอกได วEา Crebanine สามารถกระตุ นให เซลล,เกิดกระบวนการ apoptosis ผEานทาง 
instrinsic pathway 

 
 3.3 ผลของสาร Crebanine ตEอการเปลี่ยนแปลงความตEางศักย,ของผนัง mitochondria ของ
เซลล, U937 
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รูปท่ี 19 ผลของ Crebanine ตEอการเปลี่ยนแปลงความตEางศักย,ของผนัง mitochondria  

ของเซลล, U937 
 
ผลของสาร Crebanine เม่ือนํามาบEมกับเซลล,มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด U937 เปLนเวลา 24 

ชั่วโมง และตรวจวัดการตายแบบ apoptosisทางด าน instrinsic pathway ดูการเปลี่ยนแปลงของ 
Mitochondrial membrane potential โดยสี DiOC6 และวัดผลโดย flow cytometry ผลการทดลอง

พบวEา Crebanine ท่ีความเข มข น 30 µg/ml มีการ accumulate ของ สี DiOC6 มากข้ึน จากการ
ทดลองสามารถบอกได วEา Crebanine สามารถกระตุ นให เซลล,เกิดกระบวนการ apoptosis ผEานทาง 
instrinsic pathway 

สรุป จากการทดลอง Mitochondrial membrane potential พบวEา crebanine สามารถ
เหนี่ยวนําการเกิด apoptosis ในวิธีท่ีผEาน mitochondrialได  ในเซลล,มะเร็งเม็ดเลือดขาวท้ังสามชนิด 
จากการทดลองท่ีผEานมา ในสEวนของ MTT assay, annexin V-FITC/PI รวมถึง mitochondrial 
membrane potential จะเห็นได วEา เซลล,ท่ีตอบสนองด านการตายตEอ crebanine ได ไวท่ีสุด คือ HL-60 
เราจึงนํา เซลล,ชนิดนี้ไปทําการทดลองเพ่ือดูการแสดงออกของ apoptotic protein ตEางๆ โดยวิธี 
western blot analysis 
 

4. ผลของสาร Crebanine ตEอการการแสดงออกของโปรตีนท่ีเก่ียวข องกับการเกิด apoptosis 
(caspase 8, caspase 9, caspase 3 ,PARP ,bax.bcl-2,bcl-xl) ในเซลล,ชนิด HL-60 
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รูปท่ี 20 ผลของ Crebanine ตEอการการแสดงออกของโปรตีนท่ีเก่ียวข องกับการเกิด apoptosis 
(caspase 8, caspase 9, caspase 3 ,PARP ,bax.bcl-2,bcl-xl) ในเซลล,ชนิด HL-60 

 
ผลของสาร Crebanine เม่ือนํามาบEมกับเซลล,มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด HL-60  เปLนเวลา 24 

ชั่วโมง และ ดูการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของ apoptotic protein โดยวิธี western blot ผลการ
ทดลองพบวEา มีการแสดงออกของ caspase 3, 8 ,9 และ PARP รูป active form เพ่ิมข้ึนตามเวลาท่ี
เพ่ิมข้ึน  จากการทดลองสามารถบอกได วEา Crebanine สามารถกระตุ นให เซลล,เกิดกระบวนการ 
apoptosis ผEานทาง instrinsic pathway และ extrinsic pathway นอกจากนั้นพบวEา มีการลดการ
แสดงออกของ anti apoptotic protein bcl-2 ,bcl-xl และ มีการเพ่ิมข้ึนของ pro apoptotic protein 
bax อีกด วย 
 
 
 
 

 
 


