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ค าน า 
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การศึกษา 2556 โดยมุง่เน้นให้นิสิตไดเ้รียนรู้ดว้ยตนเอง มกีารแกปั้ญหา วางแผนการปฏิบติังาน เพื่อให้

บรรลุวตัถุประสงค์ตามเป้าหมายท่ีได้วางไว ้ โดยมอีาจารย์ท่ีปรึกษา อาจารย์ท่ีปรึกษารว่ม พี่นิสิตปริญญา

โท นิสิตปริญญาเอก เพื่อนๆ และเจา้หน้าท่ีทุกทา่นในภาควชิาเภสัชเวทและเภสัชพฤกษศาสตร์เป็นผูใ้ห้

ค าปรึกษา ให้ความชว่ยเหลือ และให้ค าแนะน าจนกระทัง่งานประสบความส าเร็จ ส าหรับหัวขอ้ปริญญา

นิพนธ์เลม่น้ีไดท้ าการศึกษาฤทธ์ิเป็นพิษตอ่เซลล์มะเร็งจากกลว้ยไมเ้อ้ืองมอนไข ่ ซ่ึงทางผูจ้ดัท าหวงัเป็น

อยา่งย่ิงวา่ โครงการปริญญานิพนธ์ฉบบัน้ี จะเป็นขอ้มลูพื้นฐานท่ีเป็นประโยชน์ส าหรับผู้ท่ีสนใจด าเนิน

งานวจิยัท่ีเกีย่วขอ้งกบัการสกดัสารบริสุทธ์ิ และทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพตา่งๆ รวมถึงหัวขอ้อ่ืนๆท่ี

เกีย่วขอ้งตอ่ไปในอนาคต หากโครงการปริญญานิพนธ์ฉบบัน้ีมขี้อผิดพลาดประการใด ผูว้จิยัตอ้งขออภยั

ไว ้ณ ท่ีน้ีดว้ย 
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บทที ่1  

บทน ำ 

1.1 ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 

โรคมะเร็งเป็นสาเหตุการตายอนัดบัท่ี 3 ของประชากรไทย ตามสถิติมีคนตายจากโรคมะเร็ง

ประมาณวนัละ 160 คน ปีหน่ึง ๆ ตรวจพบผูป่้วยโรคมะเร็งเพิ่มข้ึนโดยเฉล่ีย 64,000 ราย ต่อปี และ

เสียชีวติปีละประมาณ 30,000 ราย มีผลท าใหเ้กิดการสูญเสียทรัพยากรทางเศรษฐกิจ บุคลากร รวมทั้ง

สภาวะดา้นจิตใจของผูป่้วย และญาติผูเ้ก่ียวขอ้ง ซ่ึงโรคดงักล่าวจะแสดงอาการของโรคต่อเม่ือภาวะของ

โรคนั้นด าเนินไปมากจนยากจะแกไ้ขและการรักษาในปัจจุบนัยงัไม่สามารถคน้พบวธีิท่ีใหผ้ลทางการ

รักษาไดอ้ยา่งหายขาด (1,2,3) 

 จากท่ีกล่าวมาขา้งตน้ท าใหปั้จจุบนัมีการศึกษาและพฒันาสารท่ีมีฤทธ์ิฆ่าเซลลม์ะเร็ง หรือสารท่ี

มีพิษต่อเซลลม์ะเร็งกนัอยา่งกวา้งขวางและการคน้หาสารจากพืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิฆ่าเซลลม์ะเร็งจากพืช

ในธรรมชาติก็เป็นอีกหน่ึงทางเลือกท่ีมีความน่าสนใจ โดยพบวา่พืชในวงศก์ลว้ยไมเ้ป็นแหล่งท่ีมีสาร

ดงักล่าว และจากการศึกษาในกลว้ยไมส้กุล Dendrobium พบวา่พืชสกุลน้ีถูกน ามาใชเ้ป็นสมุนไพร

พื้นบา้นของจีนใชเ้ป็นยาบ ารุงก าลงั เสริมสมรรถภาพเพศ ช่วยใหน้อนหลบัดี แกก้ระหาย ช่วยลด

ระยะเวลาพกัฟ้ืน ลดไข ้แกป้วด ลดการติดเช้ือ บ ารุงกระเพาะอาหาร ตา้นการรวมตวัของเกร็ดเลือดและ

ตา้นอาการชกัได ้และเคยมีรายงานในการน าไปใชใ้นโรครูมาตอยด ์ผูท่ี้เหง่ือมากผิดปกติ ตกขาวผดิปกติ 

และอาการปวดประจ าเดือน นอกจากน้ียงัเป็นสมุนไพรชนิดหน่ึงท่ีใชรั้กษาเบาหวานระยะแรกอีกดว้ย(5) 
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มีการศึกษาดา้นเภสัชวทิยาพบวา่ มีสารท่ีไดจ้ากกลว้ยไมส้กุลน้ีหลายชนิด เช่น Dendrobium 

capillipes ท่ีมีสาร Moscatilin (1), Crepidatin (2), 4,5,40-Trihydroxy-3,30-dimethoxybibenzyl (3), 

Chrysotoxine (4), Gigantol (5) และ Chrysotobibenzyl (6) ซ่ึงมีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งใน

ช่องปากชนิด KB มีโครงสร้างดงัน้ี (4) 

รูปท่ี 1 โครงสร้างของ Moscatilin (1), Crepidatin (2), 

4,5,40-Trihydroxy-3,30-dimethoxybibenzyl (3), 

Chrysotoxine (4), Gigantol (5), และ 

Chrysotobibenzyl (6) (4) 

โดยการศึกษาน้ีท าการทดสอบสารกบัเซลลม์ะเร็งในช่องปาก ซ่ึงมะเร็งชนิดน้ีเกิดข้ึนบริเวณริม

ฝีปาก (มกัจะเกิดท่ีริมฝีปากล่าง) ภายในช่องปาก ในช่องคอ ต่อมน ้าลาย หรือต่อมทอนซิล โดยจะพบใน

ชายมากกวา่หญิง และพบมากในคนอาย ุ40 ปีข้ึนไป ปัจจยัเส่ียงหลกัของการเกิดโรคคือ การสูบบุหร่ี 

(80-90%) และการด่ืมแอลกอฮอล ์เป็นตน้ มะเร็งชนิดน้ีอาจท าใหถึ้งแก่ชีวติได ้โดยมีอตัราการรอดชีวิต

ประมาณ 5 ปี ถึง 50%  อาการแสดงของโรคดงักล่าว เช่น  

1. อาการเจบ็ท่ีริมฝีปาก เหงือก หรือภายในช่องปาก ซ่ึงมีเลือดออกไดง่้าย และไม่หายขาด  

2. ตุ่มหรือกอ้นบริเวณแกม้ซ่ึงสามารถรู้สึกไดด้ว้ยล้ิน 

3. การสูญเสียความรู้สึก หรืออาการชาในบริเวณใดก็ตามของช่องปาก 

4. ฝ้าขาวหรือแดงท่ีเหงือก ล้ิน หรือภายในช่องปาก 

 R1 R2 R3 R4 

1 OH H OH OMe 

2 OH H OMe OMe 

3 OH OH OH H 

4 OMe H OH OMe 

5 H OH OH H 

6 OMe H OMe OMe 
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5. ปัญหาในการเค้ียวหรือกลืนอาหาร 

6. อาการเจบ็ท่ีปากท่ีหาสาเหตุไม่ได ้หรือความรู้สึกวา่มีบางอยา่งติดคอโดยหาสาเหตุไม่ได ้

7. การบวมของขากรรไกรท าใหก้ารสบฟันผดิปกติ 

8. เสียงเปล่ียนไป 

  ในปัจจุบนัการรักษาสามารถท าไดโ้ดยการฉายรังสี การผา่ตดั หรือเคมีบ าบดั ซ่ึงการรักษาในแต่

ละชนิดนั้นข้ึนอยูก่บัผูป่้วย และการวนิิจฉยัของแพทย ์เช่นการรักษาโดยการผา่ตดัมกัใชเ้ม่ือขนาดของต่อม

น ้าเหลืองยงัมีขนาดเล็ก และอาจมีการพิจารณาใชว้ธีิการฉายรังสี หรือเคมีบ าบดัร่วมดว้ย ส่วนการรักษาโดย

การใชเ้คมีบ าบดันั้นมกัเป็นการรักษาท่ีใชร่้วมกบัวธีิอ่ืน หรือการรักษาโดยการใชเ้คมีบ าบดัเด่ียวๆ มกัเป็น

การรักษาแบบประคบัประคอง 

  ในปัจจุบนัมกัประสบปัญหาส าคญัท่ีท าใหก้ารรักษาดว้ยเคมีบ าบดัไม่ประสบความส าเร็จ และ

ไม่มีประสิทธิภาพคือเซลลม์ะเร็งเกิดการด้ือยา (drug resistance) หลงัจากท่ีไดรั้บยาตา้นมะเร็งอยา่งต่อเน่ือง

เป็นระยะเวลานาน ลกัษณะท่ีส าคญัของเซลลม์ะเร็งท่ีด้ือยา คือ มีการแสดงออกของยนีเอม็ดีอาร์1 (MDR1) 

โดยมีการสังเคราะห์โปรตีนเป้าหมายท่ีช่ือวา่ "พี-กลยัโคโปรตีน" (p-glycoprotein)ในระดบัท่ีสูง ทั้งน้ีพี-

กลยัโคโปรตีนจะท าหนา้ท่ีในการขบัยาออกจากเซลลท์  าใหมี้ยาตา้นมะเร็งสะสมในเซลลน์อ้ยลง ส่งผลให้

เซลลม์ะเร็งมีอตัราการมีชีวิตสูง ทั้งๆ ท่ีไดรั้บยาตา้นมะเร็ง ซ่ึงสามารถพบไดใ้นเซลลม์ะเร็งหลายๆชนิด ดว้ย

เหตุน้ีการวจิยัเพื่อหาสารชนิดใหม่ท่ีมีฤทธ์ิเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งจากพืชสมุนไพรจึงเป็นทางเลือกหน่ึงท่ีมี

ความน่าสนใจ ซ่ึงพบวา่ สารสกดัหยาบจากเอ้ืองมอนไข่ (Dendrobium densiflorum) วงศ ์Orchidaceae มี

ฤทธ์ิเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งช่องปากชนิด KB มากกวา่ร้อยละ 80 ท่ีความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

ดงันั้น ผูว้ิจยัจึงมีความสนใจท่ีจะหาสารออกฤทธ์ิส าคญัท่ีมีฤทธ์ิท่ีเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งจากกลว้ยไมเ้อ้ือง

มอนไข่ เพื่อท่ีจะเป็นสารตน้แบบและน าไปสู่การพฒันาต่อไป 
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1.2 วตัถุประสงค์ของกำรวจัิย 

วตัถุประสงคห์ลกั 1. เพื่อสกดัสารท่ีมีฤทธ์ิเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งจากกลว้ยไมเ้อ้ืองมอนไข่ 

     2. ศึกษาโครงสร้างทางเคมีของสารบริสุทธ์ิท่ีสกดัแยกได ้

วตัถุประสงคร์อง  1. เพื่อศึกษาวธีิหาโครงสร้างของสารท่ีสกดัไดจ้ากกลว้ยไมเ้อ้ืองมอนไข่โดย 

     ใชเ้ทคนิคทางสเปกโตรสโคปีได ้

     2. เพื่อศึกษาวธีิทดสอบฤทธ์ิเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งจากสารท่ีสกดัได ้

1.3 ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 

1. คน้พบสารท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งเยือ่บุช่องปาก 

2. สามารถน าผลการทดลองท่ีไดม้าเป็นความรู้พื้นฐานเพื่อน าไปพฒันาเป็นยาต่อไปในอนาคต 
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บทที ่2  

ปริทัศน์วรรณกรรม 

2.1  โรคมะเร็งช่องปำก(6) 

 อวยัวะในช่องปาก อาจเกิดโรคมะเร็งไดใ้นทุกต าแหน่ง ไดแ้ก่ ล้ิน กระพุง้แกม้ ริมฝีปาก เหงือก 

เพดานปาก พื้นปากใตล้ิ้น ล้ินไก่ ต่อมทอนซิล และส่วนบนของล าคอ โดยมกัพบในคนท่ีมีอาย ุ40 ปีข้ึน

ไป และพบนอ้ยลงหลงัจากอาย ุ60 ปีไปแลว้ แต่ปัจจุบนัประชากรผูสู้งอายมีุมากข้ึนจึงอาจจะพบมะเร็ง

ในช่องปากในผูสู้งอายเุพิ่มมากข้ึนได ้และมกัพบในผูช้ายมากกวา่ผูห้ญิง อาจจะเป็นเพราะผูช้ายมีปัจจยั

เส่ียงมากกวา่ 

ปัจจัยเส่ียงของกำรเกดิโรค 

1. พบวา่ประมาณ 90% ของผูป่้วยมะเร็งช่องปากเป็นผูท่ี้สูบบุหร่ีและด่ืมสุรา ซ่ึงผูท่ี้สูบบุหร่ีและ

ด่ืมสุราจะมีโอกาสเป็นมะเร็งมากกวา่ผูท่ี้ไม่สูบบุหร่ีและด่ืมสุราถึง 15 เท่า 

  2. การรับประทานอาหารและเคร่ืองด่ืมท่ีร้อนจดัเกินไป เน่ืองจากความร้อนท่ีมาจากอาหาร 

ควนับุหร่ี และแอลกอฮอล ์จะท าใหเ้กิดการระคายเคือง เม่ือถูกระคายเคืองอยูเ่ป็นประจ า ท าใหเ้น้ือเยือ่

เปล่ียนแปลงไปจากเดิม และอาจท าใหก้ลายเป็นเซลลม์ะเร็งได ้  

   3. หมากพลู พบวา่ในหมากพลูน้ีจะมีสารก่อมะเร็ง ซ่ึงผูท่ี้กินหมากและอมหมากไวท่ี้กระพุง้

แกม้เป็นประจ า จะเกิดการระคายเคืองจากความแขง็ของหมากท่ีเค้ียว ก็อาจท าใหเ้ซลลข์องเน้ือเยื่อกระพุง้

แกม้เกิดการเปล่ียนแปลงได ้

   4. สุขภาพในช่องปากไม่ดี เช่น ฟันผเุร้ือรัง รวมถึงการระคายเคืองจากฟันท่ีแหลมคมผูท่ี้มีฟัน

แตก ฟันบ่ิน ขอบฟันท่ีคมจะบาดเน้ือเยือ่ในช่องปากโดยเฉพาะกระพุง้แกม้และล้ิน ท าใหเ้ป็นแผลเร้ือรัง

อยูน่านๆ แผลนั้นอาจกลายเป็นมะเร็งได ้  
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    5. แสงแดดท าใหเ้กิดมะเร็งท่ีบริเวณริมฝีปาก 

   6. โรคติดเช้ือเร้ือรัง เช่น ซิฟิลิส วณัโรค 

    7. การระคายเคืองเร้ือรัง เช่น แผลจากฟันปลอม 

อำกำรและอำกำรแสดง 

1.  เร่ิมดว้ยมีแผลในช่องปากรักษาไม่หายเป็นเวลานานเกิน 3 สัปดาห์ข้ึนไป และไม่เจ็บปวด 

2.  มีฝ้าขาวในช่องปาก ร่วมกบัตุ่มนูนบนเยือ่บุช่องปากและล้ิน 

3.  มีกอ้นไม่รู้สึกเจบ็ในช่องปาก โตเร็ว และในท่ีสุดก็แตกออกเป็นแผล 

4.  ต่อมามีกอ้นท่ีคอเกิดข้ึน กดไม่เจบ็ บวมโตข้ึนเร่ือยๆ จนกระทัง่แตกออกเป็นแผล 

5.  ฟันโยก ฟันหลุดเน่ืองมาจากเน้ืองอก 

      โดยทัว่ไปแลว้ในระยะเร่ิมแรกของมะเร็งมกัไม่มีอาการเจ็บ นอกจากมีการอกัเสบติดเช้ือร่วม

ดว้ย แต่มะเร็งของล้ินหรือล าคอในบางต าแหน่งอาจท าใหเ้กิดการเจบ็ในหูขณะกลืนอาหารไดเ้พราะมี

เส้นประสาทร่วมกนั บางคร้ังจึงไม่ไดรั้บการใส่ใจกบัการตรวจในช่องปากและล าคอโดยตรง 

      การเป็นแผลหรือกอ้นท่ีต าแหน่งต่างๆ เช่น ริมฝีปาก กระพุง้แกม้ เพดานปาก ล้ินไก่ ล้ิน และใต้

ล้ิน ส าหรับมะเร็งของล้ินและพื้นปากใตล้ิ้นอาจท าใหมี้อาการแลบล้ินไม่ออก พูดไม่ชดั กลืนอาหารไม่

สะดวก เพราะการเคล่ือนไหวของล้ินไม่เป็นปกติ ในรายท่ีเป็นมากอาจจะมีการฝ่อของล้ินไดใ้นรายท่ี

รอยโรคอยูใ่ตข้ากรรไกร โดยเฉพาะเม่ืออยูท่ี่เหงือกในต าแหน่งหลงัต่อฟันกราม ซ่ึงมีการลุกลามเขา้ไป

ในกลา้มเน้ือท่ีใชใ้นการอา้ปากหรือขากรรไกรไดง่้าย จะท าใหอ้า้ปากไดล้ าบาก 

กำรรักษำ 

รักษาข้ึนอยูก่บัชนิดและต าแหน่งของมะเร็ง รวมทั้งระยะของโรค ส าหรับรอยโรคขนาดเล็กอาจ

ผา่ตดัออกไดโ้ดยไม่ท าใหเ้กิดการผดิรูปของใบหนา้ ส าหรับในบางต าแหน่ง เช่น ริมฝีปาก การใชรั้งสี
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รักษาจะใหผ้ลการรักษาท่ีดีเท่ากนักบัการผา่ตดั แต่มีขอ้ดีท่ีเหนือกวา่ คือ ยงัสามารถรักษาโครงสร้างและ

การท างานปกติไวไ้ด ้ส่วนในระยะลุกลาม จะใชก้ารรักษาร่วมระหวา่งการผา่ตดัและการฉายรังสี ส่วน

เคมีบ าบดันั้นอาจมีบทบาทร่วมในการลดขนาดกอ้นท่ีใหญ่มากก่อนเร่ิมการรักษาดว้ยการผา่ตดัหรือ            

ฉายรังสี 

กำรป้องกนั และข้อควรปฏิบัติ 

  1. ควรแปรงฟันใหถู้กวธีิอยา่งนอ้ยวนัละ 2 คร้ัง คร้ังละ 3 – 5 นาที 

  2. ควรบว้นปากหลงัรับประทานอาหารทนัทีและทุกคร้ัง 

  3. ควรลา้งฟันปลอมชนิดถอดไดห้ลงัรับประทานอาหารทุกคร้ังและควรถอดออกเวลากลางคืน 

  4. ควรใชฟั้นทุกซ่ีเค้ียวอาหาร ไม่ควรถนดัเค้ียวขา้งเดียว เพื่อใหเ้หงือกและฟันแขง็แรง 

  5. ควรไปพบทนัตแพทยทุ์ก 6 เดือน เพื่อตรวจหาส่ิงผดิปกติถึงแมจ้ะไม่มีอาการเจบ็ปวดก็ตาม 

  6. ควรงดส่ิงเสพติด ไดแ้ก่ เหลา้ บุหร่ียาฉุน และหมากพลู 

  7. ควรรับประทานอาหารท่ีมีประโยชน์ต่อร่างกาย 

  8. ควรใชย้าตามทนัตแพทยแ์ละแพทยส์ั่งเพื่อผลการรักษาท่ีดีและป้องกนัการด้ือยา 

  9. หมัน่ตรวจช่องปากอยา่งง่ายๆ ดว้ยตนเอง 
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2.2 งำนวจัิยทีเ่กี่ยวข้องกบัพืชทีม่ีฤทธ์ิในกำรฆ่ำเซลล์มะเร็ง 

 ในธรรมชาติมีสารจากพืชสมุนไพรหลายชนิดท่ีมีฤทธ์ิในการฆ่าเซลลม์ะเร็งหรือตา้นการแบ่งตวั

ของเซลลม์ะเร็งได ้โดยในท่ีจะยกตวัอยา่งพืชบางชนิดท่ีทราบกนัดี ไดแ้ก่ 

1.  สารสกดัจากตน้ฟ้าทะลายโจร (Andrographis paniculata) คือ แอนโดรกราโฟไลด ์

(Andrographolide) มีความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งในเยื่อบุกระพุง้แกม้ของหนู

แฮมสเตอร์ไดด้ว้ยความสามารถ anti - cell proliferative และ anti – angiogenic(7) 

 

 

 

 

รูปที ่2 โครงสร้างของ Andrographolide 

2. สารสกดัคลอโรฟอร์มจากอโวคาโด (Persea americana) คือ Aliphatic acetogenins มีฤทธ์ิในการ

ยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งหลายชนิดรวมไปถึงมะเร็งในช่องปาก (8) 

 

  

 

 

รูปที ่3 โครงสร้างของ Aliphatic acetogenin 
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3. สารสกดัจากตน้ทองพนัชัง่ (Rhinacanthus nasutus) ดว้ยเอทิลอะซิเตต (EtOAc) พบวา่เม่ือท าการ

ทดลองโดยใช ้MTT assay สารสกดัดงักล่าวมีฤทธ์ิในการเหน่ียวน าใหเ้กิด apoptosis ของเซลลม์ะเร็ง 

เยือ่บุช่องปากได้(9) 

2.3 พืชสกุล Dendrobium ทีม่ีฤทธ์ิในกำรฆ่ำเซลล์มะเร็งในช่องปำก 

(1) เอ้ืองดอกมะขาม (12) 

- ช่ือวทิยาศาสตร์ Dendrobium venustum 
- พบวา่สาร flavanthrinin และ batatasin III มีฤทธ์ิเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งช่องปากใน

ระดบัปานกลาง 

(2) เอ้ืองทอง(13) 

- ช่ือวทิยาศาสตร์ Dendrobium ellipsophyllum 
- สารท่ีมีฤทธ์ิความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งช่องปาก ในระดบัปานกลาง คือ 4,5,4′-

trihydroxy-3,3′-dimethoxybibenzyl และ luteolin 

(3) เอ้ืองชา้งนา้ว(14) 

- ช่ือวทิยาศาสตร์ Dendrobium pulchellum 
-  สารท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้ง metastasis ไดแ้ก่ bibenzyls, chrysotobibenzyl ,chrysotoxine, 

crepidatin, moscatilin 
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2.4 พืชทีน่ ำมำใช้ในกำรวจัิย(10) 

ช่ือไทย    : เอ้ืองมอนไข่ 

ช่ือวทิยาศาสตร์  : Dendrobium densiflorum Lindl. ex Wall. 

ช่ืออ่ืนๆ    : เอ้ืองมอนไข่เหล่ียม, เอ้ืองมอนไข่เหลือง, เอ้ืองมอนค า 

วงศ ์   : Orchidaceae 

ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ : รากเป็นแบบรากก่ึงอากาศ ล าตน้ลกัษณะเป็นล าลูกกลว้ยสูง 30 –45 

ซม. ล าเป็นส่ีเหล่ียม เส้นผา่นศูนยก์ลาง 2 ซม. ใบหนา รูปไข่ปลายแก

ลม มีประมาณ 3 - 4 ใบใกลป้ลายล า ใบยาวประมาณ 12– 18 ซม. ช่อ

ดอกเป็นช่อห้อย ดอกค่อนขา้งแน่น มีจ านวนดอกไดถึ้ง 50 ดอกต่อช่อ 

ดอกมีขนาด 3 - 5 ซม. ดอกมีสีขาวจนเหลือง ปากมีสีส้ม มีกล่ินหอม 

ออกดอกในช่วงเดือนสิงหาคมถึงกนัยายน ดอกบานนาน 1 - 2 

สัปดาห์ 

แหล่งท่ีพบ    : ภาคเหนือ และภาคตะวนัออกเฉียงเหนือตอนบน 

การใชป้ระโยชน์  : ในประเทศจีนใชเ้ป็นยาบ ารุงกระเพาะอาหาร ลดไข ้กระตุน้

 การสร้างสารคดัหลัง่ต่างๆ ในร่างกาย 

สารเคมีท่ีพบ   : พบหลายกลุ่มเช่น coumarins, phenanthrenes, flavonoids และ    

     bibenzyl เป็นตน้(11)  
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รูปที ่ 4  เอ้ืองมอนไข่ Dendrobium densiflorum Lindl. ex Wall 
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บทที ่3 

วธีิด ำเนินกำรวจิยั 

3.1 พืชสมุนไพร อุปกรณ์ สำรเคมี และเคร่ืองมือ 

 พืชสมุนไพร 

 กลว้ยไมเ้อ้ืองมอนไข่ (Dendrobium densiflorum) ซ้ือจากร้านคา้ในตลาดนดัสวนจตุจกัร 

น ้าหนกัแหง้ 0.6 Kg 

 อุปกรณ์ 

1. Erlenmeyer flask ขนาด 250 ml, 500 ml และ 1000 ml 

2. Stirring rod 

3. Column chromatography ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 1 น้ิว และ 2 น้ิว 

4. Dropper 

5. Stainless steel tank 

6. Round bottom flask ขนาด 500 ml 

7. TLC tank 

8. TLC silica gel 60F254 

9. Aluminium foil 

10. Cylinder ขนาด 10 ml, 50 ml, 100 ml และ 500 ml 

11. Beaker ขนาด 50 ml, 100 ml, 250 ml และ 500 ml 

12. Forcep 
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13. Capillary tube 

14. ขวดรับ fraction 

15. ส าลี 

 สำรเคมี 

1. Silica gel 60 

2. Sephadex LH20 

3. Hexane 

4. Dichloromethane 

5. Ethyl acetate 

6. Acetone 

7. Methanol 

 เคร่ืองมือ 

1. เคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ต าแหน่ง (AG-135) 

2. Rotary evaporator (Buchirotavapor R-114) 

3. Aspirator (Vacuum pump : Buchi B-169) 

4. เคร่ืองกลัน่ solvent 

5. Dessicator 

6. เคร่ืองฉายแสง UV (254 nm และ 365 nm) 

7. Sonicator 

8. NMR spectrophotometer 
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3.2 กำรเตรียมส่ิงสกดัหยำบ 

 น ากลว้ยไมเ้อ้ืองมอนไข่มาลา้งใหส้ะอาด บดหยาบๆใหเ้ป็นช้ินเล็กๆ แลว้น าไปอบใหแ้หง้ ได้

น ้าหนกัแหง้ 0.6 กิโลกรัม จากนั้นน ามาแช่สกดัดว้ยวธีิ maceration โดยใช ้methanol เป็นตวัท าละลาย 

เร่ิมจากน ากลว้ยไมท่ี้บดหยาบและอบแหง้แลว้ใส่ลงใน stainless steel tank เติม methanol ลงไป ตั้งทิ้งไว้

ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 48 ชัว่โมง ไขเก็บสารละลาย methanol ไว ้จากนั้นแช่ดว้ย methanol ท าซ ้ าอีก 2 

คร้ังน าสารละลาย methanol ท่ีไดท้ั้งหมดมาระเหยตวัท าละลายออกไปจนแหง้ภายใตค้วามดนัต ่าดว้ย

เคร่ือง rotary evaporator ไดส่ิ้งสกดัหยาบปริมาณ 50 กรัม 

3.3 กำรสกดัแยกสำรบริสุทธ์ิ 

น าส่ิงสกดัหยาบท่ีไดจ้ากกลว้ยไมเ้อ้ืองมอนไข่มาแยกผา่น quick column chromatography ซ่ึงใช ้

silica gel เป็น stationary phase และเพิ่มความเป็นขั้วของ mobile phase ใหม้ากข้ึนดงัน้ี 

Fractions ท่ี 1-5                         Hexane 

Fractions ท่ี 6-10                5 % EtOAc/ Hexane 

Fractions ท่ี 11-15  10 % EtOAc/ Hexane 

Fractions ท่ี 16-20  20 % EtOAc/ Hexane 

Fractions ท่ี 21-25  30 % EtOAc/ Hexane 

Fractions ท่ี 26-30  40 % EtOAc/ Hexane 

Fractions ท่ี 31-35  50 % EtOAc/ Hexane 

Fractions ท่ี 36-40             EtOAc 

Fractions ท่ี 41-42           Acetone 
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Fractions ท่ี 43-46  MeOH 

รับ fraction คร้ังละ 500 ml และน าแต่ละ fraction ระเหยแหง้ดว้ยเคร่ือง rotary evaporator และ

ตรวจสอบองคป์ระกอบทางเคมีโดยใช ้Thin layer chromatography (normal phase TLC) โดยใชร้ะบบ

ตวัท าละลายคือ 10 % EtOAc/ Hexane, 50 % EtOAc/ Hexane และ EtOAc และน า fraction ท่ีมีลกัษณะ

เหมือนกนับนแผน่ TLC มารวมกนัได ้8 fraction 

หลงัจากนั้นน า fraction ท่ี 6 น ้าหนกั 5 กรัม ทดสอบฤทธ์ิความเป็นพิษต่อ KB cell line ไดค้่า 

IC50 0.572 µg/ml  เม่ือเทียบกบั positive control คือ Doxorubicin และ Ellipticine ท่ีมี IC50 1.27 และ 

14.41 µg/ml ตามล าดบั จึงน า fraction ดงักล่าวไปแยกต่อดว้ย Silica gel column chromatography และ

ชะดว้ย EtOAc: Hexane  โดยค่อยๆเพิ่มความมีขั้วของตวัท าละลาย เก็บ fraction ท่ีไดแ้ละระเหยแหง้ดว้ย

เคร่ือง rotary evaporator และตรวจสอบองคป์ระกอบทางเคมีโดยใชแ้ผน่ TLC และน า fraction ท่ีมี

ลกัษณะเหมือนกนับนแผน่ TLC มารวมกนัได ้2 fraction น า fraction ท่ี 1 (2.5 g) มาสกดัต่อโดยใช ้

Medium Pressure Liquid Chromatography และใช ้CH2Cl2 : MeOH เป็น mobile phase ได ้fraction 

ออกมาทั้งหมด 44 fraction  

ท าการแยก fraction ท่ี 18-22 (87 mg) ต่อโดยใช ้Reversed-phase (C18) high-performance 

liquid chromatography (RP-HPLC) โดยใช ้mobile phase เป็น MeOH:H2O 4:1 และเก็บ fraction คร้ังละ

ประมาณ 30 ml โดยในช่วงแรกๆของการสกดัยงัไม่พบวา่มีสารออกมา (ทราบจากการ spot สารลงบน

แผน่ TLC) และตรวจสอบองคป์ระกอบทางเคมีโดยใชแ้ผน่ TLC ซ่ึงมี 5 fraction น า fraction ท่ี 3 (8 

มิลลิกรัม) มาผา่น RP-HPLC อีกคร้ัง โดยใช ้mobile phase เป็น MeOH:H2O 3:2 และเก็บ fraction และ

ตรวจสอบองคป์ระกอบทางเคมีโดยใชแ้ผน่TLC ซ่ึงมี 3 fraction น า fraction 3 มาตกผลึกใหบ้ริสุทธ์ิมาก

ข้ึนดว้ย MeOH จนไดส้ารบริสุทธ์ิมีลกัษณะเป็นผลึก สีส้ม ตั้งช่ือสารวา่ DDen 17 น ้าหนกั 1.6 mg 
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3.4 กำรวเิครำะห์หำโครงสร้ำง NMR spectroscopy 

ละลายสาร DDen 17 ใน DMSO-d6วเิคราะห์ผลดว้ย Mass spectrometry, 1H-NMR และ 13C-

NMR และเปรียบเทียบค่า molecular ion peak (m/z) และค่า chemical shift ของ proton และ carbon 

กบัสารท่ีเคยมีการรายงานในงานวจิยัจากการปริทศัน์วรรณกรรม 

3.5 กำรทดสอบฤทธ์ิควำมเป็นพิษต่อเซลล์ 

ส่งสาร DDen 17 ทดสอบความป็นพิษต่อเซลล ์ณ ศูนยพ์นัธุวศิวกรรมและเทคโนโลยชีีวภาพ

แห่งชาติ (ไบโอเทค) โดยท าการทดสอบกบั KB cell line ซ่ึงเป็นเซลลม์ะเร็งช่องปากของมนุษย ์
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แผนภูมิกำรสกดัสำร DDen 17 จำกต้นเอือ้งมอนไข่ 
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บทที ่4 

ผลกำรวจิยั 

4.1 กำรวเิครำะห์หำสูตรโครงสร้ำงของ DDen 17 ด้วย NMR spectroscopy 

เม่ือน า DDen17 มาวเิคราะห์ดว้ย Mass spectroscopy พบวา่ ESIMS [M+H]+ ion m/z 255.2 จึงสรุป

ไดว้า่มวลโมเลกุลของ DDen 17 เท่ากบั 254 ซ่ึงเท่ากบัค่าท่ีวดัไดจ้ากงานวิจยัท่ีเคยมีรายงานการคน้พบ

คือวดัจาก EIMS [M+] m/z 254(11) 

จำกกำรวเิครำะห์ด้วย NMR มีค่ำดังตำรำงนี ้(11) 

ตำรำงที ่1 เปรียบเทียบขอ้มูล 1H-NMR และ 13C-NMR ของ DDen 17 และ Densiflorol B  

position 
DDen 17 Densiflorol B 

1H (mult.,J in Hz) 13C 1H (mult.,J in Hz) 13C 
1 - 180.4 - 180.2 
2 - 158.5 - 158.3 
3 6.28 (s) 111.2 6.30 (s) 111.1 
4 - 188.5 - 188.4 
4a - 126.9 - 126.8 
4b - 123.4 - 123.3 
5 9.36 (d, 9.3) 121.9 9.35 (d,9.5) 121.8 
6 7.33 (dd, 2.4, 9.5) 122.7 7.35 (dd,2.2,9.5) 122.4 
7 - 157.9 - 157.5 
8 7.24 (d, 2.4) 109.9 7.25 (d,2.2) 109.7 
8a - 139.1 - 138.9 
9 8.07 (d, 8.4) 132.3 8.10 (d,8.6) 132.3 

10 7.96 (d, 8.4) 129.7 7.95 (d,8.6) 129.7 
10a - 128.3 - 128.3 

2-OMe 3.86 (s) 56.5 3.90 (s) 56.4 
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นอกจากน้ียงัใช ้Nuclear Overhauser Effect spectroscopy (NOESY) เพื่อยนืยนัต าแหน่งของหมู่ 

-OMeวา่อยูท่ี่ต  าแหน่ง 2 โดยพบวา่เกิด cross peak ระหวา่งโปรตอนของหมู่ –OMe (chemical shift 3.86)

กบัโปรตอนในต าแหน่งท่ี 3 (chemical shift 6.28) 

จากการวเิคราะห์ดว้ย 1H-NMR และ 13C-NMR ของ DDen17 เปรียบเทียบกบัสารท่ีมีการ

รายงาน พบวา่ สาร DDen 17 คือ Densiflorol B โดยมีโครงสร้างดงัน้ี 

 

 

  

 

รูปที ่5 โครงสร้างทางเคมีของ Densiflorol B 

4.2 ผลกำรทดสอบฤทธ์ิ ควำมเป็นพษิต่อเซลล์ 

จากการทดสอบฤทธ์ิความเป็นพิษต่อเซลล ์ใน KB cell line พบวา่ สาร DDen 17 ท่ีสกดัแยกไดจ้าก

กลว้ยไมเ้อ้ืองมอนไข่ ไม่มีฤทธ์ิต่อ KB cell line แต่จากการศึกษางานวจิยัพบวา่ Densiflorol B มีฤทธ์ิ 

strongest antimalarial activity (15) 
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บทที ่5 

อภปิรำยและสรุปผลกำรวจิยั 

 จากการน า crude methanol extract ของกลว้ยไมเ้อ้ืองมอนไข่ มาท าการแยกสารบริสุทธ์ิโดยใช้

เทคนิคทาง chromatography โดยใช ้Silica gel column chromatography, MPLC และ HPLC C18 

ตามล าดบั สามารถสกดัแยกสารบริสุทธ์ิได ้1 ชนิด คือ DDen 17 มีน ้าหนกั 0.6 mg เม่ือท าการวิเคราะห์

ดว้ย 1H-NMR และ 13C-NMR spectrum ของ DDen17 ร่วมกบัการเปรียบเทียบกบัสารท่ีมีการรายงาน 

พบวา่ สาร DDen 17 คือ Densiflorol B ซ่ึงมีรายงานวา่เคยคน้พบในกลว้ยไมเ้อ้ืองมอนไข่ และเม่ือน าไป

ทดสอบฤทธ์ิความเป็นพิษต่อเซลล ์ใน KB cell line พบวา่ สาร DDen 17 ท่ีสกดัแยกไดจ้ากกลว้ยไมเ้อ้ือง

มอนไข่ ไม่มีฤทธ์ิต่อ KB cell line  
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13C-NMR spectrum ของสาร DDen17 (DMSO-d6) 

 

NOESY spectrum ของสาร DDen17 (DMSO-d6) 
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