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        เถาเอ็นอ่อน (Cryptolepis buchanani, family Apocynaceae) เป็นไม้เลื้อย มีน้ ายางสีขาวที่พบได้ทั่วไป 
ในประเทศไทย ตามต ารายาไทย ล าต้นของพืชชนิดนี้มีสรรพคุณแก้ปวดเมื่อยกล้ามเนื้อ ปวดข้อ และบ ารุงเส้นเอ็น 
เถาเอ็นอ่อนเป็นส่วนประกอบหนึ่งในยาผสมสมุนไพรแก้ปวดเมื่อยซึ่งอยู่ในบัญชียาหลักแห่งชาติ งานวิจัยนี้มี
วัตถุประสงค์เพื่อสกัดแยก และพิสูจน์เอกลักษณ์องค์ประกอบทางเคมีที่อาจมีฤทธ์ิดังกล่าวของล าต้นเถาเอ็นอ่อน โดย
ใช้วิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีในการแยกสารบริสุทธ์ิ และนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ (เอ็นเอ็มอาร์) สเปกโทรสโกปี
ในการพิสูจน์เอกลักษณ์ของสารที่แยกได้ สารชนิดหลักที่แยกได้ในงานวิจัยนี้เป็นสารกลุ่มสเตอรอลที่พบในพืช คือ 
สาร ß-sitosterol ซึ่งเคยมีรายงานมาก่อนว่ามีฤทธิ์แก้ปวด และต้านการอักเสบในหนูทดลอง 
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        Thao-En-Orn (Cryptolepis buchanani, family Apocynaceae) is a climber with milky latex 
commonly found in Thailand. In Thai herbal medicine, its stem is used in the treatment of 
muscular aches and pains, arthritis and as a tonic for tendon. It is a component in a herbal 
composition in the National List of Essential Medicines for the relief of muscle tension and pain. 
This study aimed to isolate and identify the chemical constituents of C. buchanani stems that 
might be active. Column chromatography was used for the isolation of pure compounds and 
Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy was used for the identification of the isolated 
compounds. The major compound isolated from this study is the plant sterol ß-sitosterol, which 
has previously been reported to possess analgesic and anti-inflammatory activities in mice. 
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บทท่ี 1 
บทน า 

1.1 ที่มาและความส าคัญ 

 เถาเอ็นอ่อน เป็นพืชในวงศ์ Apocynaceae มีชื่อวิทยาศาสตร์ คือ Cryptolepis buchanani 
Roem. & Schult.  ในประเทศไทย เถาเอ็นอ่อนเป็นพืชที่พบได้ทั่วไป มักขึ้นเลื้อยพันต้นไม้ใหญ่ตามป่าพ้ืน
ราบหรือตามที่รกร้างทั่วไป  ตามต ารายาไทย ล าต้นของเถาเอ็นอ่อน มีสรรพคุณบ ารุงเส้นเอ็นให้แข็งแรง 
แก้ปวดเมื่อย ขัดยอก ใบมีรสเบื่อเอียน ใช้ท าลูกประคบ แก้เมื่อยขบ แก้ปวดเสียวเส้นเอ็น ช่วยคลายเส้น
เอ็น เถามีรสขมเบื่อมัน ใช้ต้มน้ าดื่มเพ่ือบ ารุงเส้นเอ็นให้แข็งแรง แก้เส้นเอ็นพิการ เส้นแข็ง ปวดเมื่อยเส้น
เอ็น เมล็ดมีรสขมเมา ใช้ขับลมในกระเพาะอาหาร แก้จุกเสียดแน่นเฟ้อ [1] ในบัญชียาหลักมีการใช้เถา
เอ็นอ่อนเป็นส่วนประกอบหนึ่งในกลุ่มยาสมุนไพรแผนโบราณ ได้แก่ ยาผสมโคคลาน ซึ่งเป็นยาสามัญ
ประจ าบ้านแผนโบราณ ในกลุ่มยากษัยเส้น และยาบรรเทาอาการปวดเมื่อย เป็นยาทั้งใช้รับประทานและ
ใช้ภายนอก[2] ในท้องตลาดได้มีการน าสมุนไพรเถาเอ็นอ่อนมาผลิตเพ่ือจ าหน่ายในรูปแบบต่าง ๆ มากมาย 
เช่น ยาน้ าแผนโบราณ ยาลูกกลอน ยาแคปซูล และยาขี้ผึ้งส าหรับใช้ภายนอก โดยระบุว่ามีสรรพคุณเป็น
ยาบ ารุงร่างกาย บรรเทาอาการปวดเมื่อย คลายเส้นเอ็น และกล้ามเนื้อ แก้ปวดหลัง ปวดเอว  
 การศึกษาวิจัยที่ผ่านมาเกี่ยวกับองค์ประกอบทางเคมีในส่วนต่าง ๆ ของต้นเถาเอ็นอ่อน ได้
รายงานว่า พบสารกลุ่ ม  steroidal glycosides ชนิด cardenolide ได้แก่  สาร sarmetogenin[3], 
cryptosin[4], sarverogenin[5] ในใบและรากของเถาเอ็นอ่อน และพบสารกลุ่ม alkaloids ได้แก่ สาร 

buchananine ห รื อ  6-O-nicotinoyl-α-D-glucopyranose[6] แ ล ะ  1,3,6-O-trinicotinoyl-α-D-
glucopyranose[7] และในน้ ายาง (latex) พบเอนไซม์ cryptolepain[8] ซึ่งเป็นเอนไซม์ในกลุ่ม serine 
protease นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยเกี่ยวกับฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของสารสกัดเถาเอ็นอ่อน พบว่า สารสกัดเอ-
ทานอล (ethanol) มีฤทธิ์ลดอาการอักเสบแบบเฉียบพลัน โดยสามารถลดอาการบวมของอุ้งเท้าหนูที่ถูก
กระตุ้นให้เกิดการอักเสบด้วยคาราจีแนนได้[9] และยังพบฤทธิ์ต้านจุลชีพ[10] รวมถึงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ[11] 
ด้วยเช่นกัน การศึกษาวิจัยในครั้งนี้ จึงมุ่งเน้นที่การสกัดแยกสารส าคัญจากล าต้นเถาเอ็นอ่อน เพ่ือเป็น
ความรู้พ้ืนฐานด้านองค์ประกอบทางเคมีของสารบริสุทธิ์ซึ่งอาจน าไปใช้พัฒนาต่อยอดเป็นผลิตภัณฑ์จาก
สมุนไพรได้ในอนาคต 
1.2 วัตถุประสงค์ 

 เพ่ือสกัดแยกองค์ประกอบทางเคมีและพิสูจน์โครงสร้างของสารบริสุทธิ์จากล าต้นเถาเอ็นอ่อน 
1.3 ขอบเขตการวิจัย 

 การวิจัยนี้เป็นการวิจัยเชิงทดลอง (Experimental study) และใช้สถิติเชิงพรรณนา (Descriptive 

statistic) ในการวิเคราะห์ข้อมูล 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทคดัยอ่และแฟ้มขอ้มูลฉบบัเตม็ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีใหบ้ริการในคลงัปัญญาจุฬาฯ (CUIR) 

 เป็นแฟ้มขอ้มูลของนิสิตเจา้ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีส่งผา่นทางคณะท่ีสงักดั  

The abstract and full text of Senior Project in Chulalongkorn University Intellectual Repository(CUIR) 

are the Senior Project authors' files submitted through the faculty. 



2 

 

1.4 วิธีด าเนินการวิจัย 

1.4.1 ก าหนดหัวข้อและวัตถุประสงค์โครงการปริญญานิพนธ์  

1.4.2 ทบทวนวรรณกรรมเกี่ยวกับสมุนไพรเถาเอ็นอ่อน  

1.4.3 วางแผนขั้นตอนการทดลอง  

1.4.4 เตรียมสารสกัดหยาบจากล าต้นแห้งของเถาเอ็นอ่อน  

1.4.5 สกัดแยกและวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของสมุนไพรเถาเอ็นอ่อน 

1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย 

 ได้ข้อมูลองค์ประกอบทางเคมีของสมุนไพรเถาเอ็นอ่อน 
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บทท่ี 2 
ปริทัศน์วรรณกรรม (Literature review) 

2.1 เถาเอ็นอ่อน 
 2.1.1 ข้อมูลทั่วไป 

  เถาเอ็นอ่อน เป็นพืชในวงศ์  Apocynaceae มีชื่อวิทยาศาสตร์  คือ Cryptolepis 
buchanani ชื่ออ่ืนของเถาเอ็นอ่อน คือ เมื่อย (ภาคกลาง), ตีนเป็ดเครือ (ภาคเหนือ), เครือเถา
เอ็น (เชียงใหม่), หญ้าลิเลน (ปัตตานี) และหมอตีนเป็ด (สุราษฎร์ธานี) ลักษณะเป็นไม้เถาเลื้อย 
ยางมีสีขาวข้น ใบเดี่ยว รูปรีหรือรูปไข่ สีเขียวเป็นมันลื่น ดอกออกเป็นช่อที่ซอกใบ ดอกมีสีเหลือง
อ่อน กลีบดอกมี 5 แฉก ผลรูปกระสวย โคนติดกัน ฝักแก่แตกได้ เมล็ดรีสีน้ าตาล มีขนสีขาวติดอยู่
ที่ปลายเมล็ด[1] 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 1 ลักษณะทั่วไปของเถาเอ็นอ่อน[12] 
 2.1.2 สรรพคุณ 

- ล าต้น(เถา) บ ารุงเส้นเอ็นให้แข็งแรง แก้ปวดเมื่อย มีรสขมเบื่อมัน ใช้ต้มน้ าดื่มเพ่ือบ ารุง

เส้นเอ็นให้แข็งแรง แก้เส้นเอ็นพิการ เส้นแข็ง ปวดเมื่อยเส้นเอ็น แก้ขัดยอก 

- ใบ บ ารุงเส้นเอ็น แก้ปวดเมื่อย มีรสเบื่อเอียน ใช้ท าลูกประคบ แก้เมื่อยขบ แก้ปวดเสียว

เส้นเอ็น ช่วยคลายเส้นเอ็น  

- เมล็ด มีรสขมเมา ใช้ขับลมในกระเพาะอาหาร แก้จุกเสียดแน่นเฟ้อ[1] 

 2.1.3 องค์ประกอบทางเคมีและฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของส่วนล าต้นเถาเอ็นอ่อน 
  Dutta และคณะ ท าการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของ Cryptolepis buchananii 
ด้วยวิธีทางเคมีและสเปกโทรสโกปีโดยใช้ส่วนล าต้นที่สกัดด้วยเอทานอล พบสารกลุ่มแอลคาลอยด์ 

ได้แก่ buchananine หรือ 6-O-nicotinoyl-α-D-glucopyranose[6] และต่อมามีการรายงานว่า

พบสารกลุ่มแอลคาลอยด์เพ่ิมเติม ได้แก่ 1,3,6-O-trinicotinoyl- α-D-glucopyranose[7]  
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  Laupattarakasem และคณะ ท าการศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดเอทานอล
ของล าต้นเถาเอ็นอ่อน ในการศึกษาฤทธิ์ต้านอักเสบแบบฉับพลันซึ่งใช้สารแคลเซียมไอโอโนฟอร์ 
A23187 ความเข้มข้น 1 ไมโครโมลต่อลิตร กระตุ้นเม็ดเลือดขาวชนิด polymorphonuclear 
neutrophils leukocytes (PMNs) ที่ได้มาจากหนูขาวสายพันธุ์ Sprague-Dawley พบว่าสาร
สกัดเอทานอลของล าต้นเถาเอ็นอ่อนมีฤทธิ์ในการยับยั้งกระบวนการอักเสบผ่านการยับยั้ง 
thromboxane B2 (TXB2) และ Leukotriene B4 (LTB4) และในส่วนของการศึกษาฤทธิ์ต้าน
อักเสบแบบเรื้อรังโดยใช้เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยง ชนิด THP-1 (human leukemia 

monocytic THP-1 cell) ซึ่งเป็นเซลล์ที่ถูกกระตุ้นการสร้าง TNF-α ด้วยสารลิโพพอลิแซ็กคาร์
ไรด์ (lipopolysaccharide) ขนาด 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่า สารสกัดเอทานอลของล าต้น

เถาเอ็นอ่อนมีฤทธิ์ในการยับยั้งการหลั่ง TNF-α ในลักษณะที่สัมพันธ์กับขนาดของสารสกัด 
นอกจากนี้การศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลันของสารสกัดเอทานอลของเถาเอ็นอ่อนในหนูสาย
พันธุ์ ICR โดยการให้สารสกัดทางปากต่อเนื่องกันนาน 7 วัน และให้สารสกัดขนาดต่าง ๆ ด้วยการ
ฉีดเข้าทางช่องท้อง ต่อเนื่องกันนาน 7 วัน พบว่าสารสกัดเอทานอลของเถาเอ็นอ่อนทุกขนาดที่ให้
ทางปากและฉีดเข้าทางช่องท้องไม่มีความเป็นพิษเฉียบพลันต่อหนู ไม่มีการเปลี่ยนแปลงของ
น้ าหนักตัว หนูมีการเคลื่อนไหวและท ากิจกรรมต่าง ๆ ได้ปกติ ไม่มีอาการซึม และขนาดของสาร
สกัดที่ท าให้สัตว์ทดลองตายร้อยละ 50 (LD50) เท่ากับ 900 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม[13] 
  Hanprasertpong และคณะ ท าการศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของสารสกัดเถาเอ็นอ่อน 
พบว่า สารสกัดเมทานอล (methanol) สามารถลดการตอบสนองของหนู mice ที่ถูกกระตุ้นให้
เกิดอาการเจ็บปวดด้วย acetic acid (acetic acid-induced writhing test) ลดอาการบวม
บริเวณหูของหนูแรทที่ถูกกระตุ้น ให้ เกิดอาการบวมด้วยเอทิลฟีนิลโพรพิโอเลท (ethyl 
phenylpropiolate)  และลดอาการบวมของอุ้งเท้าหนูที่ถูกกระตุ้นให้เกิดอาการบวมด้วยคารา
จีแนน นอกจากนี้สารสกัดเมทานอลของล าต้นเถาเอ็นอ่อน ยังมีฤทธิ์ในการปกป้องกระดูกอ่อนใน
หลอดทดลอง จากวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกระดูกอ่อนจากกระดูกอ่อนของฝ่าเท้าหมู 
(metacarpophalangeal joints) ที่ถูกกระตุ้นให้เกิดการสลายตัวด้วย interleukin-1ß (IL-1ß) 
พบว่า sulfated glycosaminoglycan และ hyaluronan ซึ่งเป็นสารบ่งชี้การเสื่อมสลายของ
กระดูกอ่อน ที่หลั่งออกมาจากกระดูกอ่อนในอาหารเพาะเลี้ยง มีปริมาณลดลง และลดการท างาน
ของ metrix metalloproteinase-2 (MMP-2) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย
เนื้อเยื่อกระดูกอ่อนของโรคข้อเสื่อม จึงสรุปว่าสารสกัดเมทานอลของล าต้นเถาเอ็นอ่อน มีฤทธิ์
ระงับอาการปวด ต้านการอักเสบ และปกป้องกระดูกอ่อน[9]  
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2.1.4 บัญชียาหลักแห่งชาติ 
  จากประกาศคณะกรรมการพัฒนาระบบยาแห่งชาติ เรื่อง บัญชียาหลักแห่งชาติ พ.ศ.
2560 เถาเอ็นอ่อน เป็นส่วนผสมในยาผสมโคคลาน [2] ซึ่งเป็นยารักษากลุ่มอาการทางกล้ามเนื้อ
และกระดูก ในรายการบัญชียาจากสมุนไพร 
  ยาผสมโคคลาน (สูตรต ารับที่ 3, รูปแบบยาต้ม) 

- ในยา 100 กรัม ประกอบด้วย เถาโคคลาน เถาเอ็นอ่อน แก่นฝาง เถาสะค้าน หนัก

สิ่งละ20 กรัม โด่ไม่รู้ล้ม ทองพันชั่ง (ทั้งต้น) หนักสิ่งละ 10 กรัม 

- ข้อบ่งใช้ บรรเทาอาการปวดเมื่อยตามร่างกาย 

- ขนาดและวิธีใช้ น าตัวยาทั้งหมดมาเติมให้น้ าท่วมตัวยา ต้มน้ าเคี่ยว สามส่วนเหลือ

หนึ่งส่วน ดื่มครั้งละ 120 - 200 มิลลิลิตร วันละ 3 ครั้ง ก่อนอาหาร 

2.2 วิธีการที่ใช้ในการสกัดแยกสารบริสุทธิ์ 
 2.2.1 โครมาโทกราฟี (Chromatography) 

  โครมาโทกราฟีเป็นเทคนิคที่ใช้ในการแยกสารออกจากกันโดยอาศัยความแตกต่างของ
การกระจายตัว (distribution of partition) ของสารตัวอย่าง (solute) ไประหว่างสองเฟส คือ
เฟสคงที่ (stationary phase) ซึ่งอาจเป็นของแข็งหรือของเหลวที่ล้อมรอบวัสดุช่วยพยุง ( inert 
supporting material) ที่บรรจุในคอลัมน์ (column chromatography) หรือเคลือบกระจก 
(thin layer chromatography) หรือเคลือบบนกระดาษ (paper chromatography) ท าหน้าที่
ในการแยกสารหรือองค์ประกอบของสารตัวอย่างออกจากกัน และเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) 
ซึ่งอาจเป็นแก๊สหรือของเหลว ท าหน้าที่ชะล้างหรือพาสารเคลื่อนที่ผ่านเฟสอยู่กับที่ ขณะที่เฟส
เคลื่อนที่เคลื่อนผ่านเฟสคงที่ องค์ประกอบหรือสารชนิดต่าง ๆ ในสารตัวอย่างจะมีการเคลื่อนที่
ผ่านเข้าและออกระหว่างเฟสทั้งสองหลาย ๆ ครั้ง หรือมีการหน่วงเหนี่ยว (retaintion) ไว้ในเฟส
คงท่ี ซึ่งขึ้นกับคุณสมบัติทางกายภาพและคุณสมบัติทางเคมีขององค์ประกอบหรือสารแต่ละชนิดที่
อยู่ในสารตัวอย่าง ที่มีความจ าเพาะเจาะจงต่อเฟสทั้งสอง จากความแตกต่างนี้ ท าให้สารแต่ละ
ชนิดเคลื่อนที่ผ่านเฟสคงที่ในอัตราเร็วที่แตกต่างกัน ท าให้สามารถแยกองค์ประกอบต่างๆออกจาก
กันได้ 
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รูปที่ 2 การแยกของผสมตามหลักโครมาโทกราฟี (พ้ืนที่ที่เป็นจุดแสดงถึงตัวท าละลายหรือเฟสเคลื่อนที่)[12]  

จุดประสงค์ของการท าโครมาโทกราฟี 

- ใช้แยกสารแต่ละชนิดออกจากสารผสม และท าสารให้บริสุทธิ์ขึ้น (purification) 
- ตรวจความสม่ าเสมอ (homogeneity) ของสารตัวอย่าง 
- ตรวจเอกลักษณ์ของสาร (qualitative analysis) โดยเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน  

  โครมาโทกราฟี สามารถจ าแนกออกได้เป็นหลายชนิด ในที่นี้จะกล่าวถึงเฉพาะเทคนิคท่ีมี
 การน ามาใช้ในการวิจัยในครั้งนี้เท่านั้น ดังนี้ 

2.2.1.1 Adsorption Chromatography หรือ Liquid-Solid Chromatography (LSC) 
  หลักการของการแยกสารด้วยวิธีนี้ คือ การอาศัยการเกิดอันตรกิริยา ( interaction) ที่
ต่างกันระหว่างสารกับต าแหน่งซึ่ง active บนผิวตัวดูดซับที่ใช้เป็นเฟสคงที่ ตัวดูดซับนั้นอาจถูก
บรรจุอยู่ในคอลัมน์หรืออยู่บนเพลท หรือซึมเข้าไปในส่วนของกระดาษที่มีรูพรุน ตัวดูดซับ
โดยทั่วไปแล้วจะเป็นของแข็งที่มีรูพรุนและมีพ้ืนที่ผิวมาก เช่น ผง silica gel, alumina หรือถ่าน 
(charcoal) ต าแหน่งที่ active เช่น silanol group ที่อยู่บนผิวของ silica gel โดยทั่วไปแล้ว 
สามารถเกิดอันตรกิริยาได้กับสารประกอบที่มีหมู่ฟังก์ชันที่มีขั้ว (polar functional group) ส่วน
ของสารประกอบที่มีข้ัวต่ าหรือไม่มีขั้วที่อยู่ในโมเลกุลจะมีอิทธิพลต่อการแยกสารน้อยมาก 

2.2.1.2 Thin-Layer Chromatography (TLC) 
  TLC เป็นเทคนิคการแยกสารโดยใช้แผ่นกระจก อะลูมิเนียม หรือแผ่นพลาสติก เคลือบ
ด้วยผงของแข็งของตัวดูดซับ มีเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 5-40 ไมโครเมตร (µm) เป็นเฟสคงที่ 
โดยนิยมใช้ silica gel, alumina, cellulose และ polyamides  
  กระบวนการด าเนินการจะจุดสารตัวอย่างลงบนแผ่น TLC แล้วน าไปท าการแยกใน
ภาชนะปิดโดยนิยมใช้ภาชนะที่ท าด้วยแก้ว ภายในใส่ตัวท าละลายที่เป็นเฟสเคลื่อนที่และมี
กระดาษกรองเพ่ือช่วยให้เกิดสภาวะสมดุลของไอของตัวท าละลาย เมื่อเฟสเคลื่อนที่เคลื่อนที่ไป
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บนแผ่น TLC ตามระยะที่ต้องการแล้วจึงน ามาท าการตรวจหาสาร โดยอาจส่องแผ่น TLC กับแสง 
UV หรือพ่นกรดซัลฟิวริกในแอลกอฮอล์แล้วให้ความร้อน หรือใช้สารเคมีที่ท าให้เกิดสี เช่น 
ไอโอดีน และท าการตรวจสอบสารส าคัญได้โดยเปรียบเทียบจากค่า Rf 

2.2.1.3 Liquid-Liquid (Partition) Chromatography 
  หลักการของการแยกสารด้วยวิธีนี้ คือ การที่โมเลกุลของสารประกอบจะกระจายตัว
ระหว่างเฟสสองเฟสที่ไม่ละลายเป็นเนื้อเดียวกัน เฟสทั้งสองจะต้องเลือกจากของเหลวที่มีสภาพ
ขั้ว (polarity) ต่างกันมากๆ ถ้าเฟสคงที่มีขั้ว (polar) จะต้องเลือกเฟสเคลื่อนที่ที่ไม่มีขั้ว (non-
polar) สารประกอบที่มีข้ัวจะถูกยึด (retain) อยู่กับเฟสคงที่อย่างหนาแน่น 

2.2.1.4 Size exclusion Chromatography 
  กลไกของการแยกด้วยเทคนิคนี้เกี่ยวข้องกับการที่สารจะถูกเลือกให้แพร่ผ่านรูพรุนของ
เฟสคงที่ที่มีลักษณะเป็น network 3 มิติ โดยอาจเป็นสารกลุ่มเจล หรือของแข็งที่มีรูพรุนซึ่งเป็น
สารประกอบอนินทรืย์  และควรมีความเฉื่อยทางเคมี การที่สารจะถูกยึดเหนี่ยวให้อยู่ในคอลัมน์
เป็นเวลานานหรือไม่นั้นขึ้นอยู่กับขนาดของโมเลกุล เมื่อเทียบกับขนาดของรูของอนุภาคที่ถูก
บรรจุอยู่ในคอลัมน์ โมเลกุลเล็กสามารถท่ีจะแพร่ผ่านเข้าไปในรูที่มีขนาดเล็ก โมเลกุลที่มีขนาดไม่
ใหญ่มากนักจะสามารถแพร่ผ่านได้เฉพาะบางส่วนของรูที่อยู่ในอนุภาคเท่านั้น และจะถูกกีดกัน
จากรูที่มีขนาดเล็กมากๆ ส าหรับโมเลกุลขนาดใหญ่มากจะถูกกีดกันและไม่สามารถแพร่ผ่านเข้าไป
ในรูของอนุภาคได้ ดังนั้นโมเลกุลที่มีขนาดใหญ่จะเคลื่อนที่ในคอลัมน์อย่างรวดเร็ว และจะออกมา
จากคอลัมน์เป็นกลุ่มแรก การแยกสารด้วยวิธีการนี้จึงเหมาะส าหรับการแยกสารที่มีน้ าหนัก
โมเลกุลสูง[14] 

2.3 วิธีการที่ใช้ในการพิสูจน์โครงสร้างสารบริสุทธิ์ 
 2.3.1 Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy 

 NMR spectroscopy เป็นการตรวจวัดการดูดกลืนคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้า ในช่วงความถ่ีของ
คลื่นวิทยุ (radio frequency, RF) หรือ ความถี่ช่วง 4 ถึง 900 MHz ที่ถูกดูดกลืนโดยนิวเคลียส
และเกิดการเปลี่ยนแปลงระดับพลังงาน (energy state) ซึ่งแตกต่างจากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 
UV และ IR spectroscopy ที่เป็นการวัดการดูดกลืนโดยอิเล็กตรอน 
  นิวเคลียสทุกตัวมีประจุ และนิวเคลียสของอะตอมบางธาตุจะมีการหมุนรอบแกนที่ ผ่าน
ศูนย์กลางจากสมบัติดังกล่าวส่งผลให้เกิดแมกเนติกไดโพลซึ่งเปรียบเสมือนแม่เหล็ก ท าให้สามารถ
ศึกษาการเปลี่ยนแปลงสมบัติทางแม่เหล็กของนิวเคลียสเหล่านี้ เมื่อน านิวเคลียสไปวางใน
สนามแม่เหล็ก (B0) โดยเมื่ออยู่ในสนามแม่เหล็ก นิวเคลียสจะมีการจัดเรียงตัวได้ 2 รูปแบบ คือ 

จัดเรียงตัวทิศทางเดียวกับสนามแม่เหล็ก (พลังงานต่ า, α) และจัดเรียงตัวทิศทางตรงกันข้ามกับ
สนามแม่เหล็ก (พลังงานสูง, ß) โดยนิยมศึกษาในนิวเคลียสของ 1H และ 13C  
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รูปที่ 3 การจัดเรียงตัวของนิวเคลียส เมื่ออยู่ในสนามแม่เหล็ก (B0)[14] 

  เมื่อน าตัวอย่างที่มี 1H ไปวางในสนามแม่เหล็ก แล้วให้พลังงานในช่วงความถี่ของ
คลื่นวิทยุที่เหมาะสม จะเกิดการเปลี่ยนแปลงของนิวเคลียส โดยนิวเคลียสที่อยู่ในระดับพลังงานต่ า 

(α) จะเกิดการดูดกลืนพลังงานแล้วขึ้นไปอยู่ในระดับพลังงานสูง (ß) หลังจากนั้นนิวเคลียสที่อยู่ใน
ระดับพลังงานสูง (ß) บางตัวจะถูกกระตุ้นให้คายพลังงานออกมาแล้วกลับไปอยู่ในระดับพลังงาน

ต่ า (α) เรียกความถี่ของคลื่นวิทยุที่เหมาะสมว่า ความถี่ลามอร์  
  เนื่องจากนิวเคลียสของ 1H แต่ละต าแหน่งในโครงสร้างมีสภาวะแวดล้อมที่แตกต่างกัน 
ท าให้มีความหนาแน่นของอิเล็กตรอนที่แตกต่างกัน ส่งผลให้ 1H แต่ละตัวมีความถี่ลามอร์ที่

แตกต่างกัน โดยนิยมรายงานค่าความถี่เป็น Chemical shift (δ) คือ ต าแหน่งที่เกิดสัญญาณเร
โซแนนซ์ที่ต่างไปจากสัญญาณของ Tetramethrysilane (TMS) หรือสารมาตรฐาน โดยปัจจัยที่มี
ผลต่อค่า chemical shift ได้แก่ 

- อะตอมที่สามารถดึงอิเล็กตรอนที่อยู่ใกล้เคียงกับนิวเคลียส  

- แมกเนติกแอนไอโซโทรปี 

- ไฮบริไดเซชันของคาร์บอนอะตอม 

- การเคลื่อนที่ของอิเล็กตรอน 

  โดยทั่วไปสเปกตรัมของสารต่าง ๆ มักไม่เป็นเส้นเดี่ยว สเปกตรัมมักเกิดการแยก 
(splitting) ซึ่งเกิดจากการหมุนของนิวเคลียสข้างเคียงที่มีอยู่ทั้งในระดับพลังงานสูง (ß) และระดับ

พลังงานต่ า (α) สเปกตรัมจึงเกิดการแยกออกเป็น 2 ต าแหน่ง โดยจ านวนการแยกของพีก 
(multiplicity) จะขึ้นอยู่กับจ านวนนิวเคลียสข้างเคียง ซึ่งสามารถวัดได้โดยเครื่องมือที่มีความ
ละเอียดสูง โดยระยะห่างระหว่างสเปกตรัม จะเป็นค่าคงที่ เรียกว่า ค่าคงที่การคู่ควบ (coupling 
constant, J) [14-16]   
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รูปที่ 4 การเกิดสเปกตรัมที่มีการ split เนื่องจากผลของนิวเคลียสข้างเคียง[14] 
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บทท่ี 3 
วิธีการด าเนินการวิจัย 

3.1 พืชสมุนไพร อุปกรณ์ สารเคมี และเครื่องมือ 
 พืชสมุนไพร 
  ส่วนล าต้นเถาเอ็นอ่อนแห้ง (Cryptolepis buchanani) น้ าหนัก 3 กิโลกรัม 
 เครื่องมือ 

- เครื่องกลั่น solvent 

- เครื่องชั่งทศนิยม 2 และ 4 ต าแหน่ง  

- เครื่อง rotary evaporator  

- เครื่องฉายแสง UV (254 nm และ 365 nm)  

- NMR spectrometer (300 MHz) 

- เครื่อง water bath 

- Hot plate for TLC 

- เครื่องบดสมุนไพร  

- ตู้ดูดควัน (chemical hood)  

- กล้องถ่ายรูป  

อุปกรณ์ 
- บีกเกอร์ (beaker) ขนาด 50 ml 100 ml 250 ml และ 500 ml  

- Measuring cylinder ขนาด 10 ml 50 ml 100 ml และ 500 ml  

- Erlenmeyer flask ขนาด 250 ml 500 ml และ 1000 ml  

- Round bottom flask ขนาด 500 ml  

- Tank ส าหรับแช่สกัด 

- ผ้าขาวบาง 

- Separatory funnel  

- Glass column for chromatography  

- TLC tank  

- แผ่น Thin layer chromatography (TLC)  

- ขวดรับ fraction  

- Capillary tube  
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- Dropper  

- Stirring rod  

- กรวยแก้ว  

- จุกยาง  

- Forcep  

- Aluminum foil   

- ส าลี 

สารเคมี 
- Hexane 

- Dichloromethane 

- Acetone 

- Ethyl acetate 

- Methanol 

- Silica gel 

- 10% Sulfuric acid in ethanol 

3.2 การเตรียมสารสกัดหยาบของส่วนล าต้นเถาเอ็นอ่อนแห้ง 
 น าส่วนล าต้นเถาเอ็นอ่อนแห้งที่บดลดขนาดแล้วจ านวน 3 kg มาแช่สกัดด้วย methanol   5 L 
เป็นเวลา 1 สัปดาห์ จ านวน 3 ครั้ง (ปริมาตรทั้งหมด 15 L) จากนั้นท าให้แห้งด้วย rotary evaporator 
ได้สารสกัดหยาบน้ าหนัก 125.32 g 
3.3 การสกัดแยกสารสกัดหยาบเบื้องต้น ด้วยวิธี liquid-liquid extraction 
 น าสารสกัดหยาบที่ได้ มาท าการสกัดแยกเบื้องต้น ดังแผนภาพที่ 1  ได้สารสกัด 3 ส่วน คือ สาร
สกัด n-hexane หนัก 31.59 g สารสกัด Ethyl acetate หนัก 28.22 g และสารสกัด aqueous หนัก 
58.42 g จากนั้นตรวจสอบองค์ประกอบเบื้องต้นด้วย Thin-Layer Chromatography ซึ่งดูผ่านแสง UV 
ที่ 234 nm และ 365 nm และใช้กรดซัลฟิวริก ความเข้มข้น 10% ในเอทานอลพ่น และให้ความร้อน 
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3.4 การสกัดแยกสารบริสุทธิ์  
 การสกัดแยกสารบริสุทธิ์ ท าด้วยวิธีการคอลัมน์โครมาโทกราฟี (Column Chromatography) 
โดยอาจเลือกชนิด Size exclusion Chromatography หรือชนิด Adsorption Chromatography ตาม
ความเหมาะสม ในส่วนของเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) หรือตัวท าละลายที่ใช้ในแต่ละคอลัมน์ จะถูก
เลือกจากผลการทดลองแยกองค์ประกอบของสารด้วยการท า TLC (Thin-Layer Chromatography) ใน
ตัวท าละลายชนิดต่าง ๆ แล้วดูว่าตัวท าละลายใดหรือสัดส่วนของตัวท าลายแบบใด ที่สามารถท าให้
องค์ประกอบในสารสกัดแยกออกจากกันได้ดี โดยที่จุดของสารที่สนใจ มีค่า Rf ประมาณ 0.2-0.3 หลังจาก
ที่ท าการแยกสารสกัดและเก็บ fractions แล้ว จะท าการตรวจสอบองค์ประกอบเบื้องต้นของแต่ละ 
fractionด้วย Thin-Layer Chromatography ซึ่งดูผ่านแสง UV ที่ 234 nm และ 365 nm และใช้กรด
ซัลฟิวริก ความเข้มข้น 10% ในเอทานอลพ่น และให้ความร้อน จากนั้นท าการรวม fraction ที่มี
องคป์ระกอบเหมือนกันเข้าด้วยกัน และท าการสกัดแยก fraction ที่มีสารที่น่าสนใจต่อไป 
 การสกัดแยกสารบริสุทธิ์จากล าต้นของเถาเอ็นอ่อน สามารถสรุปเป็นแผนภาพได้ 2 ส่วน คือ ส่วน
ที่ 1 การสกัดแยกสารสกัด Hexane (แผนภาพที่ 2) และส่วนที่ 2 การสกัดแยกสารสกัด Ethyl acetate 
(แผนภาพที่ 3)  
  

methanol extract

Hexane extract aqueous extract

ethyl acetate extract aqueous extract

partition with ethyl acetate

add water,                              

partition with hexane

แผนภาพที่ 1 ขั้นตอนการสกัดแยกสารสกัดหยาบเบื้องต้นด้วยวิธี liquid-liquid extraction 
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ส่วนที่ 1 การสกัดแยกสารสกัด Hexane 
 3.4.1 สารสกัด Hexane  
  น าสารสกัด  Hexane หนัก 31.6 g มาสกัดแยกด้วย silica gel column (เส้นผ่าน
 ศูนย์กลาง 10 cm ความสูง 16.5 cm)  โดยใช้ silica gel หนัก 600 g และ mobile phase 
 คือ hexane-acetone (4:1)  ท าการเก็บ fraction ละ 30 ml  ได้ 41 fractions และชะคอลัมน์
 ด้วย methanol รวมได้ 6 fractions หลัก ซึ่งให้รหัส H-1 ถึง H-6  ดังแสดงในตารางที่ 1  

ตารางท่ี 1  การแยกสารสกัด Hexane และการรวม fractions ย่อย 

รหัสสาร Fraction ย่อยท่ีน ามารวม น้ าหนัก (g) 

H-1 1 – 13 18.5 

H-2 14 – 21 3.1 

H-3 22 – 26 0.8 

H-4 27 – 32 0.7 

H-5 33 – 41 1.0 

H-6 ล้างด้วย Methanol 2.6 

 
 3.4.2 สารสกัด H-1 
  น าสารสกัด H-1 หนัก 18.47 g มาสกัดแยกด้วย Sephadex-LH 20 column (เส้นผ่าน
 ศูนย์กลาง 2.5 cm ความสูง 92 cm) mobile phase คือ acetone  แบง่สาร สกัดลงคอลัมน์ 3 
 ครั้ง ท าการเก็บ fraction ละ 30 ml รวมได้ 2 fractions หลัก ซึ่งให้รหัส H-1.1 ถึง H-1.2  ดัง
 แสดงในตารางที ่2  

ตารางท่ี 2  การแยก H-1 และการรวม fractions ย่อย 

รหัสสาร Fraction ย่อยท่ีน ามารวม น้ าหนัก (g) 

H-1.1 1 – 4 2.0 

H-1.2 5 – 11 16.9 
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 3.4.3 สารสกัด H-1.2 
   น าสารสกัด H-1.2 หนัก 16.9 g มาสกัดแยกด้วย silica gel column (เส้น
 ผ่านศูนย์กลาง 10 cm ความสูง 14 cm)  โดยใช้ silica gel หนัก 510 g และ mobile phase 
 คือ  hexane-acetone (5:1)  ท าการ เก็ บ  fraction ละ  30 ml  ได้  161 fractions และชะ
 คอลัมน์ด้วย methanol รวมได้ 10 fractions หลัก ซึ่งให้รหัส H-1.2.1 ถึง  H- 1.2.10  ดังแสดง
 ในตารางที ่3  
   หลังการรวม fraction พบว่า H-1.2.4 มีผลึกเกิดขึ้น แต่ปนเปื้อนอยู่กับสารอ่ืน 
 จึงท าการล้างผลึกด้วย methanol ท าให้ได้ผลึกสารบริสุทธิ์ P-1 น้ าหนัก 0.2 g 

ตารางท่ี 3  การแยก H-1.2 และการรวม fractions ย่อย 

รหัสสาร Fraction ย่อยท่ีน ามารวม น้ าหนัก (g) 

H-1.2.1 1 – 18 1.5 

H-1.2.2 19 – 40 2.0 

H-1.2.3 41 – 78 6.2 

H-1.2.4 79 – 120 0.2 

H-1.2.5 121 – 134 0.8 

H-1.2.6 135 – 149 1.1 

H-1.2.7 150 – 160 1.3 

H-1.2.8 161 0.1 

H-1.2.9 ล้างด้วย acetone 1.9 

H-1.2.10 ล้างด้วย methanol 3.01 
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 3.4.4 สารสกัด H-1.2.3 
   น าสารสกัด H-1.2.3 หนัก 6.2 g มาสกัดแยกด้วย silica gel column (เส้น 
 ผ่านศูนย์กลาง 5 cm ความสูง 25 cm)  โดยใช้ silica gel หนัก 180 g และ mobile phase 
 คือ dichloromethane  ท าการเก็บ fraction ละ 30 ml  ได้ 139 fractions และชะคอลัมน์
 ด้วย methanol รวมได้  8 fractions หลัก ซึ่งให้รหัส H-1.2.3.1 ถึง H-1.2.3.8  ดังแสดงใน
 ตารางที ่4  

ตารางท่ี 4  การแยก H-1.2.3 และการรวม fractions ย่อย 

รหัสสาร Fraction ย่อยท่ีน ามารวม น้ าหนัก (g) 

H-1.2.3.1 1 – 36 0.3 

H-1.2.3.2 37 – 53 3.0 

H-1.2.3.3 54 – 81 1.2 

H-1.2.3.4 82 – 93 0.2 

H-1.2.3.5 94 – 116 0.4 

H-1.2.3.6 117 – 126 0.1 

H-1.2.3.7 127 – 139 0.2 

H-1.2.3.8 ล้างด้วย Methanol 0.3 

 
 3.4.5 สารสกัด H-1.2.3.2 
   น าสารสกั ด  H-1.2.3.2 หนั ก  3.0 g ม าสกั ดแยกด้ วย  Sephadex-LH 20 
 column (เส้นผ่านศูนย์กลาง 2.5 cm ความสูง 96.5 cm) mobile phase คือ acetone  แบ่ง
 สารสกัดลงคอลัมน์ 2 ครั้ง ท าการเก็บ fraction ละ 30 ml รวมได้ 4 fractions หลัก ซึ่งให้รหัส 
 H-1.2.3.2.1 ถึง H-1.2.3.2.4 ดังแสดงในตารางที ่5 
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ตารางท่ี 5  การแยก H-1.2.3.2 และการรวม fractions ย่อย 

รหัสสาร Fraction ย่อยท่ีน ามารวม น้ าหนัก (g) 

H-1.2.3.2.1 1 – 13 0.2 

H-1.2.3.2.2 14 – 26 2.3 

H-1.2.3.2.3 27 - 32 0.3 

H-1.2.3.2.4 33 - 38 0.1 

 
 3.4.6 สารสกัด H-1.2.3.2.2 
   น าสารสกัด H-1.2.3.2.2 หนัก 2.3 g มาสกัดแยกด้วย  silica gel column 
 (เส้นผ่านศูนย์กลาง 2.5 cm ความสูง 20 cm)  โดยใช้ silica gel หนัก 70 g และ mobile 
 phase  คือ hexane-acetone (7:1)  ท าการเก็บ fraction ละ 15 ml  ได้ 30 fractions และ
 ชะคอลั มน์ ด้ วย  methanol รวมได้  3 fractions หลั ก  ซึ่ ง ให้ รหั ส  H-1.2.3.2.2.1 ถึ ง   H-
 1.2.3.2.2.3  ดังแสดงในตารางที่ 6  

ตารางท่ี 6  การแยก H-1.2.3.2.2 และการรวม fractions ย่อย 

รหัสสาร Fraction ย่อยท่ีน ามารวม น้ าหนัก (g) 

H-1.2.3.2.2.1 1 – 19 0.1 

H-1.2.3.2.2.2 20 – 30 2.1 

H-1.2.3.2.2.3 Methanol 0.1 

 
 3.4.7 สารสกัด H-1.2.3.2.3 
   น าสารสกัด H-1.2.3.2.3 หนัก 0.3 g มาสกัดแยกด้วย silica gel column (เส้น
 ผ่านศูนย์กลาง 1 cm ความสูง 25 cm)  โดยใช้ silica gel หนัก 11 g และ mobile phase คือ 
 hexane-acetone (7:3) ท าการเก็บ fraction ละ 15 ml ได้ 11 fractions และชะคอลัมน์
 ด้วย methanol รวมได้ 6 fractions หลัก ซึ่งให้รหัส H-1.2.3.2.3.1 ถึง H-1.2.3.2.3.6 ดังแสดง
 ในตารางที ่7  
  หลังการรวม fraction พบว่า H-1.2.3.2.3.2 เป็นสารบริสุทธิ์ หนัก 0.1 g โดยให้รหัส
 เป็น P-2  
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ตารางท่ี 7  การแยก H-1.2.3.2.3 และการรวม fractions ย่อย 

รหัสสาร Fraction ย่อยท่ีน ามารวม น้ าหนัก (g) 

H-1.2.3.2.3.1 1 – 4 0.0 

H-1.2.3.2.3.2 5 0.1 

H-1.2.3.2.3.3 6 – 7 0.1 

H-1.2.3.2.3.4 8 – 10 0.1 

H-1.2.3.2.3.5 11 0.0 

H-1.2.3.2.3.6 MeOH 0.1 

 
 3.4.8 สารสกัด H-1.2.3.3 
   น าสารสกัด H-1.2.3.3 หนัก 1.2 g มาสกัดแยกด้วย silica gel column (เส้น
 ผ่านศูนย์กลาง 2.5 cm ความสูง 18 cm)  โดยใช้ silica gel หนัก 65 g และ mobile  phase
 คือ hexane-acetone (4:1) ท าการเก็บ fraction ละ 15 ml ได้ 48 fractions และชะคอลัมน์
 ด้วย methanol รวมได้ 7 fractions หลัก ซึ่งให้รหัส H-1.2.3.3.1 ถึง H-1.2.3.3.7 ดังแสดงใน
 ตารางที ่8  

ตารางท่ี 8  การแยก H-1.2.3.3 และการรวม fractions ย่อย 

รหัสสาร Fraction ย่อยท่ีน ามารวม น้ าหนัก (g) 

H-1.2.3.3.1 1 – 6 0.1 

H-1.2.3.3.2 7 – 10 0.1 

H-1.2.3.3.3 11 – 30 0.5 

H-1.2.3.3.4 31 – 35 0.1 

H-1.2.3.3.5 36 – 41 0.1 

H-1.2.3.3.6 42 – 48 0.1 

H-1.2.3.3.7 Methanol 0.1 
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 3.4.9 สารสกัด H-1.2.3.3.3 
   น าสารสกัด H-1.2.3.3.3 หนัก 0.5 g มาสกัดแยกด้วย silica gel column (เส้น
 ผ่านศูนย์กลาง 1.5 cm ความสูง 20 cm)  โดยใช้ silica gel หนัก 25 g และ mobile  phase
 คือ hexane-acetone (4:1) ท าการเก็บ fraction ละ 10 ml ได้ 48 fractions และชะคอลัมน์
 ด้วย methanol รวมได้ 4 fractions หลัก ซึ่งให้รหัส H-1.2.3.3.3.1 ถึง H-1.2.3.3.3.5 ดังแสดง
 ในตารางที ่9  

ตารางท่ี 9  การแยก H-1.2.3.3.3 และการรวม fractions ย่อย 

รหัสสาร Fraction ย่อยท่ีน ามารวม น้ าหนักสาร (g) 

H-1.2.3.3.3.1 1 – 14 0.1 

H-1.2.3.3.3.2 15 – 35 0.5 

H-1.2.3.3.3.3 36 – 48 0.1 

H-1.2.3.3.3.4 Methanol 0.1 

 
 3.4.10 สารสกัด H-1.2.3.3.3.2  
   น าสารสกัด H-1.2.3.3.3.2 หนัก 0.5 g มาสกัดแยกด้วย silica gel column 
 (เส้นผ่านศูนย์กลาง 1 cm ความสูง 15 cm)  โดยใช้ silica gel หนัก 6 g และ mobile  phase
 คือ hexane-acetone (4:1) ท าการเก็บ fraction ละ 10 ml ได้ 16 fractions และชะคอลัมน์
 ด้วย methanol รวมได้ 4 fractions หลัก ซึ่งให้รหัส H-1.2.3.3.3.2.1 ถึง H-1.2.3.3.3.2.4 ดัง
 แสดงในตารางที ่10  
   หลังการรวม fraction พบว่า H-1.2.3.3.3.2.2 เป็นสารบริสุทธิ์ หนัก 0.1 g โดย
 ให้รหัสเป็น P-3  

ตารางท่ี 10  การแยก H-1.2.3.3.3.2 และการรวม fractions ย่อย 

รหัสสาร Fraction ย่อยท่ีน ามารวม น้ าหนัก (g) 

H-1.2.3.3.3.2.1 1 – 3 0.1 

H-1.2.3.3.3.2.2 4 – 9 0.1 

H-1.2.3.3.3.2.3 10 -15 0.1 

H-1.2.3.3.3.2.4 Methanol 0.1 
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 3.4.11 สารสกัด H-1.2.3.4  
   น าสารสกัด  H-1.2.3.4 หนั ก  0.2 g มาสกัดแยกด้ วย  silica gel column 
 (เส้นผ่านศูนย์กลาง 1 cm ความสูง 15 cm)  โดยใช้ silica gel หนัก 6 g และ mobile  phase
 คือ hexane-acetone (4:1) ท าการเก็บ fraction ละ 10 ml ได้ 23 fractions และชะคอลัมน์
 ด้วย methanol รวมได้ 5 fractions หลัก ซึ่งให้รหัส H-1.2.3.4.1 ถึง H-1.2.3.4.5 ดัง แสดงใน
 ตารางที ่11 
   หลังการรวม fraction พบว่า H-1.2.3.4.3 มีผลึกเกิดขึ้น แต่ ปน เปื้ อนอยู่ กั บ
 สารอ่ืน จึงท าการล้างผลึกด้วย Methanol ท าให้ได้ผลึกสารบริสุทธิ์ P-1 น้ าหนัก 0.1 g 

ตารางท่ี 11 การแยก H-1.2.3.4 และการรวม fractions ย่อย 

รหัสสาร Fraction ย่อยท่ีน ามารวม น้ าหนัก (g) 

H-1.2.3.4.1 1 - 2 0.0 

H-1.2.3.4.2 3 – 8 0.1 

H-1.2.3.4.3 9 – 13 0.1 

H-1.2.3.4.4 14 - 23 0.1 

H-1.2.3.4.5 Methanol 0.1 

 
 3.4.12 สารสกัด H-1.2.3.5  
   น าสารสกัด  H-1.2.3.5 หนั ก  0.4 g มาสกัดแยกด้ วย  silica gel column 
 (เส้นผ่านศูนย์กลาง 1.5 cm ความสูง 17.5 cm)  โดยใช้ silica gel หนัก 20 g และ mobile 
 phase คือ hexane-acetone (4:1) ท าการเก็บ fraction ละ 10 ml ได้ 16 fractions และชะ
 คอลัมน์ ด้วย methanol รวมได้ 3 fractions หลัก ซึ่งให้รหัส H-1.2.3.5.1 ถึง H-1.2.3.5.3 ดัง
 แสดงในตารางที ่12 
   หลังการรวม fraction พบว่า H-1.2.3.5.2 มีผลึกเกิดขึ้น แต่ปนเปื้อนอยู่กับ
 สารอ่ืน จึงท าการล้างผลึกด้วย Methanol ท าให้ได้ผลึกสารบริสุทธิ์ P-1 น้ าหนัก 0.1 g 
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ตารางท่ี 12  การแยก H-1.2.3.5 และการรวม fractions ย่อย 

รหัสสาร Fraction ย่อยท่ีน ามารวม น้ าหนักสาร (g) 

H-1.2.3.5.1 1 - 3 0.0 

H-1.2.3.5.2 4 – 16 0.1 

H-1.2.3.5.3 methanol 0.1 

  
 3.4.13 สารสกัด H-3 
   น าสารสกัด H-3 หนัก 0.8 g มาสกัดแยกด้วย Sephadex-LH 20 column 
 (เส้นผ่านศูนย์กลาง 2.5 cm ความสูง 89 cm) mobile phase คือ acetone  ท าการเก็บ
 fraction ละ 30 ml ได้ 36 fractions รวมได้ 4 fractions หลัก ซึ่งให้รหัส H-3.1 ถึง H-3.6  
 ดังแสดงในตาราง ที่ 13 

ตารางที ่13  การแยก H-3 และการรวม fractions ย่อย 

รหัสสาร Fraction ย่อยท่ีน ามารวม น้ าหนัก (g) 

H-3.1 1 - 8 0.2 

H-3.2 9 – 10 0.1 

H-3.3 11 0.1 

H-3.4 12 – 13 0.1 

H-3.5 14 - 21 0.2 

H-3.6 22 - 36 0.1 

  
 3.4.14 สารสกัด H-4 
   น าสารสกัด H-4 หนัก 0.7 g มาสกัดแยกด้วย Sephadex-LH 20 column 
 (เส้ น ผ่ าน ศู น ย์ กล าง 2.5 cm ความสู ง  87 cm) mobile phase คื อ  acetone  ท าก าร
 เก็บ fraction ละ 30 ml ได้ 44 fractions รวมได้ 6 fractions หลัก ซึ่งให้รหัส H-4.1 ถึง H-4.6 
 ดังแสดงในตาราง ที่ 14 
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ตารางท่ี 14  การแยก H-4 และการรวม fractions ย่อย 

รหัสสาร Fraction ย่อยท่ีน ามารวม น้ าหนัก (g) 

H-4.1 1 - 4 0.0 

H-4.2 5 – 17 0.2 

H-4.3 18 – 22 0.2 

H-4.4 23 – 29 0.2 

H-4.5 30 - 35 0.1 

H-4.6 36 - 44 0.1 
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ส่วนที่ 2 การสกัดแยกสารสกัด Ethyl acetate 

 3.4.15 สารสกัด Ethyl acetate 
   น าสารสกัด ethyl acetate หนัก 28.2 g มาสกัดแยกด้วย Sephadex-LH 20 
 column (เส้นผ่านศูนย์กลาง 2.5 cm ความสูง 87 cm) mobile phase คือ acetone แบ่งสาร
 สกัดลงคอลัมน์ 3 ครั้ง ท าการเก็บ fraction ละ 30 ml รวมได้ 9 fractions หลัก ซึ่งให้รหัส E-1 
 ถึง E-9 ดังแสดงในตารางที่ 15 

ตารางท่ี 15  การแยกสารสกัด Ethyl acetate และการรวม fractions ย่อย 

รหัสสาร Fraction ย่อยท่ีน ามารวม น้ าหนัก (g) 

E-1 1 - 8 1.2 

E-2 9 – 12 9.2 

E-3 13 0.3 

E-4 14 – 19 1.6 

E-5 20 - 25 8.8 

E-6 26 0.2 

E-7 27 0.1 

E-8 28 0.1 

E-9 29 - 35 4.7 

 
 3.4.16 สารสกัด E-2 
   น าสารสกัด E-2 หนัก 9.2 g มาสกัดแยกด้วย silica gel column (เส้นผ่าน
 ศูนย์กลาง 5 cm ความสูง 35 cm)  โดยใช้ silica gel หนัก 250 g และ mobile phase คือ 
 hexane-acetone (4:1) ท าการเก็บ  fraction ละ  30 ml ได้  41 fractions และชะคอลัมน์
 ด้วย methanol รวมได้ 8 fractions หลัก ซึ่งให้รหัส E-2.1 ถึง E-2.8 ดังแสดงในตารางที่ 16 
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ตารางท่ี 16 การแยก E-2 และการรวม fractions ย่อย 

รหัสสาร Fraction ย่อยท่ีน ามารวม น้ าหนัก (g) 

E-2.1 1 - 4 0.1 

E-2.2 5 – 11 0.4 

E-2.3 12 – 30 0.7 

E-2.4 31 - 34 0.4 

E-2.5 35 - 38 3.8 

E-2.6 39 - 41 2.6 

E-2.7 methanol 1.4 

 
 3.4.17 สารสกัด E-2.3 
   น าสารสกัด E-2.3 หนัก 0.7 g มาสกัดแยกด้วย silica gel column (เส้นผ่าน 
 ศูนย์กลาง 1 cm ความสูง 31 cm)  โดยใช้ silica gel หนัก 12.5 g และ mobile phase คือ 
 hexane-acetone (8:1) ท าการเก็บ  fraction ละ  5 ml ได้  26 fractions และชะคอลัมน์
 ด้วย methanol รวมได้ 5 fractions หลัก ซึ่งให้รหัส E-2.3.1 ถึง E-2.3.5 ดังแสดงในตารางที่ 17 
   หลังการรวม fraction พบว่า E-2.3.2 เป็นสารบริสุทธิ์ หนัก 0.1 g โดยให้รหัส
 เป็น P-4 

ตารางท่ี 17  การแยก E-2.3 และการรวม fractions ย่อย 

รหัสสาร Fraction ย่อยท่ีน ามารวม น้ าหนักสาร (g) 

E-2.3.1  1 – 5 0.1 

E-2.3.2 6 - 8 0.1 

E-2.3.3 9 - 16 0.3 

E-2.3.4 17 – 26 0.1 

E-2.3.5 methanol 0.1 
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บทท่ี 4 
ผลการด าเนินการวิจัย 

4.1 โครงสร้างทางเคมีของสารที่สกัดแยกได้จากล าต้นของเถาเอ็นอ่อน 
4.1.1 สาร ß-sitosterol (P-1) 
 

 
รูปที่ 5 โครงสร้างของสาร ß-sitosterol 

  สาร P-1 ถูกสกัดแยกได้โดยมีลักษณะเป็นผลึก รูปเข็มสีขาว ปริมาณทั้งหมดที่สกัดแยก
ได้  คือ 290 mg (คิดเป็น yield = 0.01% ของน้ าหนักพืชแห้ง) เมื่อพิสูจน์ เอกลักษณ์ โดยการ
เปรียบเทียบข้อมูล 13C-NMR (ตารางที่ 20) กับสารที่เคยมีการรายงานมาก่อน พบว่าสารดังกล่าว
จัดเป็นสารในกลุ่ม phytosterols ชื่อ ß-sitosterol ซึ่งเป็น plant sterol ที่พบได้ทั่วไปในพืช โดย
จาก 13C-NMR spectrum พบว่าสารดังกล่าวมีจ านวน 29 คาร์บอนอะตอม และพบ peak ที่ δC 
140.76 และ 121.70 ppm ซึ่งเกิดจาก double bond ที่ต าแหน่ง 5 และ 6 ตามล าดับ และจาก 1H-
NMR spectrum พบ peak ที่  δH 3.493 ppm ซึ่งเกิดจากหมู่  hydroxyl ที่แทนที่ ในต าแหน่ง 3 
นอกจากนี้ ข้อมูล 13C-NMR และ 1H-NMR (300 MHz, CDCl3, δ)  ได้แสดงว่าพบ peak ที่มีค่า δH 
สอดคล้องกับข้อมูล NMR spectrum (400 MHz, CDCl3, δ)  ของ ß-sitosterol ที่ศึกษาโดย Kim 
D-H และคณะ[17] 
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ตารางที่ 18 การเปรียบเทียบ 13C-NMR data ของ P-1 กับ ß-sitosterol 

* 13C-NMR (75 MHz, CDCl3) 
** 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) 

4.1.2 สารบริสุทธิ์ที่ยังไม่ทราบโครงสร้าง P-2, P-3 และP-4 

  สาร P-2, P-3 และP-4 เป็นสารบริสุทธิ์ที่ท าการสกัดแยกได้ แต่ยังไม่สามารถสรุปได้ว่า
เป็นสารชนิดใด ซึ่งต้องท าการพิสูจน์เอกลักษณ์จากข้อมูล 13C-NMR และ 1H-NMR ต่อไป 

 
 

  

ต าแหน่ง 
δC P-1*  
(ppm) 

δC ß-sitosterol** 
อ้างอิง (ppm) 

ต าแหน่ง 
δC P-1* 
(ppm) 

δC ß-sitosterol** 
อ้างอิง (ppm) 

1 37.26 37.53 16 28.25 28.54 
2 31.64 31.95 17 56.07 56.30 
3 71.79 72.04 18 11.86 12.18 
4 42.30 42.58 19 19.40 19.71 
5 140.76 140.88 20 36.15 36.43 
6 121.70 121.88 21 18.79 19.09 
7 31.91 32.19 22 33.96 34.22 
8 31.91 32.19 23 26.10 26.35 
9 50.15 50.38 24 42.85 46.10 
10 36.51 36.79 25 29.17 29.43 
11 21.09 21.38 26 19.82 20.13 
12 39.79 40.05 27 19.05 19.34 
13 42.30 42.58 28 23.08 23.36 
14 56.77 57.02 29 11.99 12.30 
15 24.31 24.60    
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บทท่ี 5 
อภิปรายและสรุปผลการวิจัย 

5.1 อภิปรายและสรุปผลการวิจัย 
 งานวิจัยนี้เป็นการวิจัยเพ่ือสกัดสารส าคัญจากส่วนล าต้นของเถาเอ็นอ่อน ซึ่งเป็นพืชสมุนไพรที่มี
สรรพคุณในการบรรเทาอาการปวดเมื่อย โดยนอกจากจะเป็นพืชที่มีการใช้ตามพ้ืนบ้านอย่างแพร่หลาย
แล้ว เถาเอ็นอ่อนยังถูกน ามาใช้เป็นหนึ่งในส่วนผสมของยาผสมโคคลาน ซึ่งเป็นยารับประทานในกลุ่มยา
แผนไทยหรือยาแผนโบราณส าหรับรักษากลุ่มอาการทางกล้ามเนื้อและกระดูก [2] และมีรายงานจาก
งานวิจัยที่ผ่านมาว่า สารสกัดเอทานอลของล าต้นเถาเอ็นอ่อนมีฤทธิ์ในการยับยั้งกระบวนการอักเสบผ่าน
การยับยั้งการท างานของ thromboxane B2 (TXB2) และ leukotriene B4 (LTB4)[13] นอกจากนี้ยังมี
รายงานว่า สารสกัดเมทานอลของเถาเอ็นอ่อนมีฤทธิ์ในการลดอาการบวมบริเวณหูและเท้าของหนูซึ่งเกิด
จากการกระตุ้นด้วยสารเคมี รวมถึงสามารถลดการตอบสนองของหนูที่กระตุ้นให้เกิดอาการเจ็บปวดได้[9] 
 จากการด าเนินการวิจัย พบว่า สารบริสุทธิ์ที่สกัดแยกได้จากล าต้นเถาเอ็นอ่อนแห้ง คือ ß-
sitosterol ซึ่งเป็นสารในกลุ่ม phytosterol ที่พบได้มากในพืชหลายชนิด โดยเป็นสารที่มีโครงสร้างหลัก
เหมือนกับคอเลสเตอรอล จากงานวิจัยก่อนหน้าที่มีการศึกษาถึงฤทธิ์ของ ß-sitosterol พบว่า ß-
sitosterol ที่สกัดแยกได้จากสารสกัดเอทานอลของใบสะระแหน่ [18] (ชื่อวิทยาศาสตร์  Mentha 
cordifolia Opiz ในวงศ์ Labiatae) และ ß-sitosterol ที่สกัดแยกได้จากสารสกัดปิโตรเลียมอีเทอร์ของ
ใบกรรณิการ์ [19] (ชื่อวิทยาศาสตร์ Nyctanthes arbortristis ในวงศ์ Verbenaceae) มีฤทธิ์ทางเภสัช
วิทยาในการระงับปวดและต้านการอักเสบ และต่อมา ได้มีรายงานว่า ß-sitosterol ที่สกัดแยกได้จากสาร
สกัดไฮโดรแอลกอฮอล์ของพืชชนิดหนึ่งในวงศ์ Rutaceae สามารถต้านการอักเสบได้ โดยการยับยั้งการ
ท างานของเอนไซม์ที่มีความเก่ียวข้องกับกระบวนการอักเสบ[20] 
 นอกจากนี้ จากการศึกษางานวิจัยเพ่ิมเติมเกี่ยวกับเถาเอ็นอ่อน มีรายงานว่าพบสารกลุ่ม alkaloid 

จากสารสกัดเอทานอลของส่วนล าต้น คือ buchananine หรือ 6-O-nicotinoyl-α-D-glucopyranose[6] 

และ 1,3,6-O-trinicotinoyl-α-D-glucopyranose[7] ซึ่งไม่พบสารเหล่านี้ดังกล่าวในการวิจัยครั้งนี้ ทาง
ผู้จัดท าคาดว่าอาจมีสาเหตุมาจากแหล่งของพืชที่น ามาท าการวิจัยแตกต่างกันซึ่งสามารถส่งผลต่อ
องค์ประกอบทางเคมีของพืช รวมถึงกระบวนการในการด าเนินการวิจัยที่มีเทคนิคแตกต่างกัน อย่างไรก็
ตาม ยังไม่มีหลักฐานเชิงประจักษ์ท่ียืนยันถึงฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของสารดังกล่าว 
 การที่พบว่าเถาเอ็นอ่อนมี ß-sitosterol เป็นองค์ประกอบทางเคมี มี %yield = 0.01% ซึ่งเป็น
สารบริสุทธิ์ที่พบมากที่สุดจากการวิจัยครั้งนี้ จึงอาจสรุปได้ว่า ฤทธิ์ในการบรรเทาอาการปวดเมื่อยของเถา
เอ็นอ่อนส่วนหนึ่งเป็นผลมาจากฤทธิ์ของ ß-sitosterol 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทคดัยอ่และแฟ้มขอ้มูลฉบบัเตม็ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีใหบ้ริการในคลงัปัญญาจุฬาฯ (CUIR) 

 เป็นแฟ้มขอ้มูลของนิสิตเจา้ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีส่งผา่นทางคณะท่ีสงักดั  

The abstract and full text of Senior Project in Chulalongkorn University Intellectual Repository(CUIR) 

are the Senior Project authors' files submitted through the faculty. 



29 

 

5.2 ข้อเสนอแนะ 
 แม้ว่าการด าเนินการวิจัยในครั้งนี้ จะสามารถสกัดแยกสารบริสุทธิ์จากล าต้นของเถาเอ็นอ่อนได้ 
แต่ก็ยังไม่สามารถระบุถึงฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาในมนุษย์ของสารบริสุทธิ์ได้อย่างแน่ชัด จึงควรมีการศึกษาถึง
ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาและพิษของสารบริสุทธิ์ดังกล่าวเพ่ิมเติม และยังมีสารบริสุทธิ์ที่ส กัดแยกได้ ที่ยังไม่
สามารถระบุได้ว่าเป็นสารชนิดใด ซึ่งต้องท าการพิสูจน์เอกลักษณ์ต่อไป นอกจากนี้อาจมีสารบริสุทธิ์ชนิด
อ่ืนที่ยังไม่สามารถสกัดแยกออกมาได้ส าเร็จ จึงอาจต้องมีการศึกษาและด าเนินการวิจัยเพ่ิมเติมต่อไปใน
อนาคต  
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