
  MMP50-1 
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บทคดัย่อ 

วตัถุประสงค์หลกัของการศึกษาเพ่ือสกดัแยกสารบริสุทธ์ิส่ิงสกดัหยาบในชั้นเมทานอลจากเอ้ืองดอกมะขาม
และทดสอบฤทธ์ิเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งช่องปากชนิด KB สามารถแยกสารบริสุทธ์ิไดท้ั้งหมด 3 ชนิด คือ flavanthrinin, 
gigantol และ batatasin III ซ่ึงสารทั้งหมดพิสูจน์โครงสร้างทางเคมีโดยใชเ้ทคนิคสเปกโตรสโคปี (NMR, MS) ร่วมกบั
การเปรียบเทียบขอ้มูลท่ีเคยมีรายงานมาก่อน เม่ือน าสารทั้ง 3 ชนิดมาทดสอบฤทธ์ิเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งในช่องปาก
ชนิด KB พบว่าสาร flavanthrinin  และ batatasin III มีฤทธ์ิเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งในระดับปานกลาง โดยมีค่าความ
เข้มข้นท่ีสามารถยบัย ั้งเซลล์มะเร็งได้ 50% (IC50) คือ 64.32 และ 81.67 µM ตามล าดับ ซ่ึงมีชุดควบคุมเชิงบวกคือ 
ellipticine และ doxorubicin โดยมีค่า IC50 คือ 4.83 และ 1.93 µM ตามล าดบั 

 
ABSTRACT 

  The main objective of this study was to isolate active compounds of methanol extract from Dendrobium 
venustum and evaluated for cytotoxic activity against KB-oral cavity cancer cell. This extract led to the isolation of 
three known compounds which included flavanthrinin, gigantol and batatasin III. Their structures were determined by 
spectroscopic analysis (NMR, MS) and by comparison with previously reported data. These compounds were 
evaluated for cytotoxic activity against KB-oral cavity cancer cell.  Flavanthrinin and batatasin III showed moderate 
cytotoxic activity with IC50 values of 64.32 and 81.67 µ M, respectively. Ellipticine and doxorubicin were used as 
positive controls with the IC50 values of 4.83 and 1.93 µM, respectively. 
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บทน า 
โรคมะเร็ง คือโรคท่ีเกิดจากเซลล์ของร่างกายมี

ความปกติ ท่ีสารพัน ธุกรรม ส่งผลให้ เซลล์มีการ
เจริญเติบโต และแบ่งตวัเพ่ือเพ่ิมจ านวนเซลล์รวดเร็ว
มากกวา่ปกติ ดงันั้นอาจท าให้เกิดกอ้นเน้ือผิดปกติและ
ในท่ีสุดก็จะท าให้เกิดการตายของเซลลใ์นกอ้นเน้ือนั้น
เน่ืองจากขาดเลือดไปเล้ียง ถ้าเซลล์พวกน้ีเกิดอยู่ใน
อวยัวะใดก็จะเรียกช่ือมะเร็งตามอวยัวะนั้น เช่น มะเร็ง
ช่องปาก มะเร็งปอด สาเหตุของการเกิดโรคมะเร็งยงั
ไม่ทราบแน่ชดัแต่พบว่ามีปัจจยัหลายอย่างท่ีส่งเสริม
ให้เกิดโรคมะเร็ง ดังน้ี  1. เช้ือโรคบางชนิด เช่น เช้ือ
ไวรัสซ่ึงเป็นสาเหตุของการเกิดมะเร็งปากมดลูก และ
มะเร็งโพรงจมูก ห รือ เช้ือแบคที เรียบางชนิดใน
กระเพาะอาหารซ่ึงพบว่าเป็นสาเหตุของการเกิด
โรคมะเร็งกระเพาะอาหาร 2. พยาธิใบไมใ้นตบัก็เป็น
สาเหตุหน่ึงท่ีท าให้เกิดโรคมะเร็งตบัและทางเดินน ้ าดี  
3. สารเคมีหลายชนิดก่อให้เกิดมะเร็ง เช่น  นิเกิลและ
โครเมียม  4. ยาบางชนิด เช่น ยารักษามะเร็งบางชนิด  
5. การสูบบุหร่ีและการด่ืมสุราเป็นปัจจยัเส่ียงหลกัของ
มะเร็งช่องปาก การรักษาโรคมะเร็ง มีหลายวิธี เช่น 
การผ่าตดั  เอาเน้ืองอกออกจากร่างกาย  การฉายแสง
โดยใช้รังสีรักษาเพื่อท าลายเซลล์มะเร็ง  การให้เคมี
บ าบัดหรือยาท่ีท าลายเซลล์มะเร็ง  การให้ยาเพื่ อ
เป ล่ียนแปลงระดับฮอร์โมนท าให้ เซลล์หยุดการ
เจริญเติบโตซ่ึงส่วนใหญ่จะใชรั้กษามะเร็งเตา้นมและ
มะเร็งต่อมลูกหมาก การรักษาอ่ืนๆ เช่น  การให ้
interferon เพื่อท าลายเซลล์ (วรชัย, 2541) ในปัจจุบัน
จึงไดมี้การคน้หาสารจากธรรมชาติท่ีมีฤทธ์ิตา้นมะเร็ง
เพื่อลดอาการข้างเคียงต่างๆและน ามาใช้ประโยชน์
ในทางการแพทย์หรือเป็นแนวทางในการพัฒนายา
ใหม่จากสมุนไพร เช่น paclitaxel (Taxol®)  จากเปลือก
ของตน้ยิวและ vincristine จากแพงพวยฝร่ัง (Georg, 
et al., 1994)  

Dendrobium venustum เ ป็ น พื ช ใ น ว ง ศ ์
Orchidaceae มีช่ือไทยคือ เอ้ืองดอกมะขาม (แพร่), 
เอ้ืองขา้วเหนียวลิง (กลาง), เอ้ืองดอกขาม (แพร่, เหนือ) 

มีลักษณะทางพฤกษศาสตร์คือ ล าต้นมีลักษณะเป็น
ทรงกระบอกหรือเป็นล ารูปไข่แกมรูปรี เส้นผ่าน
ศูนยก์ลาง 1 ซม. ยาว 7-10 ซม. ใบเป็นรูปหอก แผ่นใบ
บาง กวา้ง 1.5 ซม. ยาว 7- 9 ซม. จ านวน 3-5 ใบ ดอก
ออกเป็นช่อใกล้ปลายยอด จ านวน 10-20 ดอก กลีบ
เล้ียงและกลีบดอกสีเขียวแกมเหลือง กลีบปากสีเหลือง
และมีขีดสีน ้ าตาล (เตม็, 2544; นนัทิยา, 2555) 

เม่ื อน า ส่ิ งสกัด ใน ชั้ น เม ท าน อลของ เอ้ื อ ง
ดอกมะขามท่ีมีฤทธ์ิเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งช่องปาก
ชนิด KB มาแยกต่อโดยใชเ้ทคนิคทางโครมาโตกราฟี 
ไดเ้ป็น 8 ส่วน คือ A-H พบวา่ ส่วน F มีฤทธ์ิเป็นพิษต่อ
เซลล์มะเร็งในช่องปากชนิด KB โดยมีค่าเปอร์เซ็นต์
การยบัย ั้งประมาณ 90% ท่ีความเขม้ขน้ 50 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร และจากการสืบคน้ขอ้มูลงานวจิยัพบวา่ยงั
ไม่เคยมีรายงานเก่ียวกบัสารส าคญัและการศึกษาฤทธ์ิ
ทางชีวภาพจากพืชตน้น้ีมาก่อน จึงมีความสนใจท่ีจะ
สกัดแยกสารบริสุทธ์ิท่ีมีฤทธ์ิเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง
ของเอ้ืองดอกมะขาม หากสารดังกล่าวมีฤทธ์ิดีอาจ
น ามาพฒันาเพื่อใชป้ระโยชน์ทางการแพทยแ์ละยงัเป็น
ป ร ะ โ ย ช น์ ต่ อ ก า ร ศึ ก ษ า เค มี อ นุ ก ร ม วิ ธ าน 
(chemotaxonomy) ของพืชสกลุ Dendrobium ต่อไป 

 
 วตัถุประสงค์การวจิยั 

1.  สกดัแยกสารบริสุทธ์ิจากตน้เอ้ืองดอกมะขาม 
(Dendrobium venustum) 

2. พิสูจน์โครงสร้างทางเคมีของสารท่ีแยกได ้
3.  ทดสอบฤทธ์ิเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งช่องปาก

ชนิด KB ของสารท่ีแยกได ้
 
วธีิการวจิยั 

1. การเก็บตวัอย่างพืช ซ้ือเอ้ืองดอกมะขามจาก
สวนจตุจักร กรุงเทพมหานคร พิสูจน์เอกลกัษณ์โดย
การเปรียบเทียบกับตวัอย่างพืชแห้งของกรมอุทยาน
แห่งชาติสตัวป่์าและพนัธ์ุพืช 

2. การสกดัและแยกสารใหบ้ริสุทธ์ิ (ดูในรูปท่ี 1) 
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3. ศึกษาคุณสมบัติทางเคมีและสูตรโครงสร้าง
ของสารบริสุทธ์ิท่ีแยกได้ น าสารบริสุทธ์ิท่ีแยกได้มา
หาสูตรโครงสร้างทางเคมีโดยเทคนิคสเปกโตรสโคปี 
ได้แ ก่  Mass spectrometry (MS) โดยเค ร่ืองมือ  ESI 
Mass Spectrometer ข อ ง ค ณ ะ วิ ท ย า ศ า ส ต ร์ 
มหาวิทยาลยัมหิดล และ Nuclear Magnetic Resonance 
(NMR) spectroscopy โดยเคร่ืองมือ INOVA-500 ศูนย์
เคร่ืองมือวจิยัวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั เม่ือวิเคราะห์ขอ้มูลประกอบกนัระหวา่ง 
1H-NMR แ ล ะ  13C-NMR spectroscopy ก็ จ ะ ท า ใ ห้
ทราบโครงสร้างของสารบริสุทธ์ิท่ีแยกได ้

4. การทดสอบฤทธ์ิเป็นพิษต่อเซลล์ ผูว้ิจยัน าส่ง
สารสกดัของพืชตวัอย่างไปทดสอบฤทธ์ิตา้นมะเร็งท่ี
ห้องปฏิบติัการตรวจหาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ ศูนย์
พัน ธุวิศวกรรมและเทคโนโลยี ชีวภาพแห่งชาติ 
( Bioassay Laboratory, National Center for Genetic 
Engineering and Biotechnology (BIOTEC) จ าก นั้ น
แยกสารสกัดออกเป็น fraction และน าแต่ละ fraction 
ไปตรวจหาฤทธ์ิตา้นมะเร็งอีกคร้ัง น า fraction ท่ีมีฤทธ์ิ
ดีมาแยกจนไดส้ารบริสุทธ์ิ หลงัจากพิสูจน์โครงสร้าง
ทางเค มี เรียบ ร้อยแล้ว ก็น าส ารบ ริ สุท ธ์ิ ท่ี ได้ไป
ตรวจสอบหาฤทธ์ิความเป็นพิษต่อเซลลอี์กคร้ังโดยผล
การทดลองท่ีไดจ้ะแสดงออกมาในรูปค่า IC50 

หลักการทดสอบการยับ ย ั้ งการเติบโตของ
เซ ล ล์ ม ะ เร็ ง  โ ด ย ใช้ วิ ธี ท ด ส อบ คื อ  Resazurin 
microplate assay (REMA) มีสารควบคุมผลบวก คือ 
ellipticine และ doxorubicin และ สารควบคุมผลลบ  
คือ 0.5% DMSO โดยความเขม้ขน้ท่ีใชใ้นการทดลอง 
คือ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

วธีิการทดลอง 
เซลล์ท่ีใชท้ดสอบเป็น cell lines ของเซลล์มะเร็ง

ในมนุษย์ คือ KB cell line (epidermoid carcinoma of 
oral cavity, ATCC CCL-17) วิ ธีการทดสอบจะใช้
วิธีการท่ี เคยรายงานไว้ก่อนหน้าน้ี  (O’Brien et al., 
2000) โดยมีวธีิการสงัเขปดงัน้ี 

1. น า เซ ล ล์ ท่ี มี ก าร เจ ริญ เติ บ โต ใน ระ ยะ 
logarithm มาเจือจางให้ไดค้วามเขม้ขน้ตามตอ้งการคือ
ต่ อ เซ ลล์ ม ะ เร็ ง ช่ อ งป าก  (KB-oral cavity cancer) 
เขม้ขน้ 7×104 cell/mL  ในอาหารใหม่  

2. น าตวัอยา่งปริมาตร 5 ไมโครลิตร ท่ีละลายใน 
5% DMSO และน าเซลลป์ริมาตร 45ไมโครลิตร เติมลง
ในหลุมทดลองขนาด 384 หลุมต่อ plate บ่มเพาะท่ี
อุณหภูมิ 37o C มี CO2 เขม้ขน้ 5% 

3. หลงัจากบ่มเพาะเป็นเวลา 3 วนั จะมีการเติม
สาร resazurin ความ เข้มข้น  62.5  ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ปริมาตร 12.5 ไมโครลิตร ลงไปในแต่ละ
หลุมและน า plate ไปบ่มต่อท่ีอุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 
4 ชม. 

4. วดัสัญญาณการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์โดย
ใช้เคร่ือง SpectraMax M5 multi-detection microplate 
reader (Molecular Devices, USA) สามารถค านวณได้
ตามสมการ 

% การยบัย ั้ง = [1-(FUT/FUC)] ×100 
เม่ือ  FUT และ FUC คือ ค่าเฉล่ียของการเรืองแสง

ฟลูออเรสเซนต์จากสภาวะท่ีเติมและไม่ได้เติมสาร
ทดสอบตามล าดบั 

กราฟการตอบสนองต่อขนาดสารท่ีให้ (Dose 
response curve) สามารถท าได้จากการเต รียมสาร
ตวัอย่าง 6 ความเข้มข้นโดยการเจือจางสารตัวอย่าง
ทดสอบสองเท่าและค่าความเข้มข้นของตัวอย่างท่ี
สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ได ้50% หรือ
ค่า IC50 สามารถค านวณได้จากการใช้โปรแกรม 
SOFTMax Pro software (Molecular Devices, USA) 
 
อภิปรายและสรุปผลการวจิยั  

จากการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีและฤทธ์ิตา้น
มะเร็งของเอ้ืองดอกมะขามโดยใช้ เทค นิคทาง 
chromatography ได้แก่ column chromatography และ 
gel filtration chromatography นั้ น  สามารถแยกสาร
บ ริ สุท ธ์ิได้ทั้ งห มด  3 ช นิ ด  คื อ  flavanthrinin (1), 
gigantol (2) และ batatasin III (3) ตามล าดบั  
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สาร 1: (flavanthrinin) มีลกัษณะเป็นผลึกสีน ้ าตาล 
ละลายไดใ้น acetone มีสูตรโครงสร้าง C15H12O3 ESI-
MS มี pseudomolecular ion [M+H]+ m/z 241 1H NMR 
(500 MHz, acetone-d6) : 4.15 (3H, s, MeO-4), 6.98 
(1H, d, J = 2.5 Hz, H-3), 7.06 (1H, d, J = 2.5 Hz, H-
1), 7.08 (1H, dd, J = 7.5, 2.5 Hz, H-6), 7.40 (1H, d, J 
= 2.5 Hz, H-8), 7.42 (1H, d, J = 7.5 Hz, H-5), 7.49 
(1H, d, J = 9.0 Hz, H-10), 7.62 (1H, d, J = 9.0 Hz, H-
9); 13C NMR (125  MHz, acetone-d6) : 58.5 (MeO-
4), 102.5 (C-3), 107.7 (C-1), 114.0 (C-4a), 116.9 (C-
6), 119.9 (C-4b), 121.0 (C-8), 126.9 (C-10), 127.4 (C-
5), 129.7 (C-9), 134.9 (C-8a), 137.0 (C-10a), 155.2 
(C-7), 156.3 (C-2), 157.3 (C-4) (Zhang et al., 2008) 

สาร 2: (gigantol) มีลักษณะเป็นผลึกสีน ้ าตาล 
ละลายไดใ้น acetone มีสูตรโครงสร้าง C16H18O4 ESI-
MS มี pseudomolecular ion [M+H]+ m/z 275 1H NMR 
(500 MHz, acetone-d6) : 2.78 ( 4H, m, H2-α, H2-
α), 3.69 (3H, s, MeO-3), 3.78 (3H, s, MeO-3), 6.22 
(1H, t, J = 2.0 Hz, H-2), 6.28 (1H, t, J = 2.0 Hz, H-4), 
6.30 (1H, t, J = 2.0 Hz, H-6) , 6.64 (1H, dd, J = 8.0, 
1.5 Hz, H-6) ,  6.69 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-5) , 6.79 
( 1H, d, J = 1.5 Hz, H-2´) ; 13C NMR (500 MHz, 
acetone-d6) : 37.9 (C-α), 39.0 (C-α), 55.2 (MeO-
3), 56.1 (MeO-3), 99.6 (C-4), 106.2 (C-2), 108.8 (C-
6) , 112.5 (C-2´) , 115.5 (C-5) , 121.5 (C-6) , 134.0 
( C-1) , 145.1 ( C-4) , 145.5 ( C-1) , 148.0 ( C-3) , 
159.2, (C-5), 161.8 (C-3) (Yegao et al., 2007) 

สาร 3: (batatasin III) มีลกัษณะเป็นผลึกสีน ้ าตาล 
ละลายไดใ้น acetone มีสูตรโครงสร้าง C15H16O3 ESI-
MS มี  pseudomolecular ion [M+H]+ m/z 245  1H 
NMR (500 MHz, acetone-d6) : 2.80 (4H, br s, H2-α, 
H2-α), 3.70 (3H, s, MeO-3), 6.23 (1H, t, J = 2.0 Hz, 
H-2) , 6.30 (1H, t, J = 2.0 Hz, H-4) , 6.32 (1H, t, J = 
2.0 Hz, H-6) , 6.64 ( 1H, dd, J = 8.0, 2.0 Hz, H-4) , 
6.70 (1H, br d, J = 8.0 Hz, H-6), 6.71 (1H, d, J = 2.0 

Hz,  H-2); 13C NMR (500 MHz, acetone-d6) : 38.2 
(C-α), 38.5 (C-α), 55.3 (MeO-3), 99.7 (C-4), 106.2 
(C-6), 108.7 (C-2), 113.6 (C-4), 116.2 (C-2), 120.4 
(C-6), 130.0 (C-5), 144.3 (C-1), 145.0 (C-1), 158.2 
(C-3), 159.2 (C-5), 161.8 (C-3) (Kusum et al., 1986) 

เม่ือน าสารบริสุทธ์ิดังกล่าวมาทดสอบฤทธ์ิเป็น
พิษต่อเซลลม์ะเร็งในช่องปากชนิด KB พบวา่ สาร (1) 
และ (3)  มีความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญเติบโต
ของเซลลม์ะเร็งในช่องปากชนิด KB (ดูตารางท่ี1)โดย
ท่ีความเข้มข้น 50 µg/ml ของ flavanthrinin (1) และ 
batatasin III (3) นั้นสามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ
เซลล์ม ะ เร็ งได้  89.77%, และ  97.76% ตามล าดับ 
นอกจากน้ี เม่ือน ามาค านวณหาค่าความเข้มข้น ท่ี
สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลไ์ด ้50% (IC50)  
พบวา่ flavanthrinin (1) และ batatasin III (3) มีค่า IC50 
64.32 และ81.67 µM จากการทดลองจึงสามารถสรุป
ได้ว่า  ส าร  flavanthrinin (1)และ  batatasin III (3) มี
ฤทธ์ิเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งในช่องปากชนิด KB ใน
ระดบัปานกลาง 

ผลท่ีไดจ้ากการศึกษาในคร้ังน้ี น่าจะสามารถใช้
เป็นขอ้มูลเบ้ืองตน้ส าหรับเป็นแนวทางในการพฒันา
พืชสมุนไพรชนิดน้ีเป็นสารต้านมะเร็งเพื่อน ามาใช้
ประโยชน์ในทางการแพทยต์่อไป 

 
ตารางที ่1 ฤทธ์ิเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งช่องปากชนิด 

KBของสารท่ีแยกได ้
ช่ือสาร (ความเข้มข้น) % Inhibition IC50 (μM) 

Flavanthrinin (1) (50 
μg/mL) 

89.77 % 64.32 

Gigantol (2)  (50 μg/mL) 10.79 % - 
Batatasin III (3) (50 
μg/mL) 

97.76 % 81.67 

Ellipticine  (5 μg/mL) 99.04 % 4.83 
Doxorubicin (5 μg/mL) 73.25 % 1.93 
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รูปที ่1 ขั้นตอนการแยกสกดัสารบริสุทธ์ิจากเอ้ืองดอกมะขาม 

เอ้ืองดอกมะขามอบแหง้ (2 กิโลกรัม) 

สารสกดัหยาบ (165 กรัม) 

A B C D E F (4.97 กรัม) G H 

F1 F2 F3 (2.3 กรัม) F4 F5 (1 กรัม) F6 F7 F8 

ยอ่ยขนาด,  แช่สกดัดว้ย methanol 

VLC (silica gel; hexane: EtOAc) 

Gel filtration chromatography (sephadex LH20) 

Gel filtration chromatography 

(sephadex LH20) 

CC (silica gel; CH2 Cl2: EtOAc) 

CC (silica gel; CH2 Cl2: EtOAc) 

F5.6 

F3.3 F3.6 

สาร 1 (452 มิลลิกรัม) สาร 2 (25 มิลลิกรัม) สาร 3 (19 มิลลิกรัม) 
CC (silica gel; CH2 Cl2: EtOAc) 

เอ้ืองดอกมะขามอบแหง้ (2 กิโลกรัม) 

สารสกดัหยาบ (165 กรัม) 

A B C D E F (4.97 กรัม) G H 

F1 F2 F3 (2.3 กรัม) F4 F5 (1 กรัม) F6 F7 F8 

ยอ่ยขนาด,  แช่สกดัดว้ย methanol 

VLC (silica gel; hexane: EtOAc) 

CC (silica gel; CH2 Cl2: EtOAc) 

CC (silica gel; CH2 Cl2: EtOAc) 
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