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ในประเทศไทยเราสามารถพบกล้วยไม้รองเท้านารีสกุล Paphiopedilum ได้หลายชนิด แต่ยังมีการศึกษา

องค์ประกอบทางเคมีและฤทธ์ิทางชีวภาพของกล้วยไม้สกุลน้ีน้อยมาก โดยในปี พ.ศ. 2557 ได้มีการศึกษาพบสาร 

กลุ่มสติลบีน (stilbenes) และ กลุ่มฟลาโวนอยด์ (flavonoids) หลายชนิดในรากของกล้วยไม้รองเท้านารีเหลืองตรัง 

(Paphiopedilum godefroyae) ซึ่งบางชนิดมีฤทธ์ิความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง ดังน้ันคณะผู้วิจัยจึงเลือกที่จะ

ท าการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีและฤทธ์ิทางชีวภาพในใบของกล้วยไม้รองเท้านารีอีกชนิดหน่ึงคือ รองเท้านารี

เหลืองกระบี่ (P. exul) ซึ่งเป็นพืชที่ยังไม่เคยมีการศึกษามาก่อน โดยท าการแยกองค์ประกอบทางเคมีจากสารสกัดด้วย 

เมทานอลด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี  สามารถแยกสารได้ 7 ชนิด ได้แก่ สารกลุ่มควิโนน 1 ชนิด คือ exulquinone 

ซึ่งพบว่าเป็นสารธรรมชาติชนิดใหม่ สารกลุ่มสติลบีน 2 ชนิด คือ 5-hydroxy-3-methoxy-trans-stilbene และ 5-

hydroxy-3-methoxy-cis-stilbene สารกลุ่มฟลาโวนอยด์ 1 ชนิด คือ isokaempferide สารผสมของไฟโต-สเตอ

รอล 2 ชนิด คือ ß-sitosterol และ stigmasterol (อัตราส่วน 1:2) และ สารผสมของกรดไขมัน 
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In Thailand, there are several species of Paphiopedilum, a genus of lady’s slipper orchids. 

However, very few studies on the chemical constituents and bioactivities of these orchids have 

been performed. Previously in 2014, a research on Paphiopedilum godefroyae roots reported the 

presence of several stilbenes and flavonoids, some of which exhibited cytotoxicity to cancer cell 

lines. Therefore, our group has selected another previously uninvestigated Paphiopedilum orchid, 

P. exul, to study the constituents of its leaves and their bioactivities. Column chromatography of 

the methanol extract from the leaves of this orchid yielded seven compounds i.e. a new 

benzoquinone named exulquinone, two stilbenes (5-hydroxy-3-methoxy-trans-stilbene and 5-

hydroxy-3-methoxy-cis-stilbene), a flavonoid (isokaempferide), a 1:2  phytosterol mixture of ß -

sitoterol and stigmasterol and a mixture of fatty acids. 
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ค าน า 

 โครงการปริญญานิพนธ์นี้เป็นส่วนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตรเภสัชศาสตรบัณฑิต คณะ 
เภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย อันมีวัตถุประสงค์ให้นิสิตเภสัชศาสตร์ได้น าความรู้ท่ีได้รับจากการเรียน
การสอนตามหลักสูตรมาประยุกต์ใช้ในการท างานวิจัย ฝึกฝนกระบวนการคิดวิเคราะห์และแก้ปัญหาได้อย่าง
เป็นระบบ มีการพัฒนาทักษะเฉพาะทาง สามารถวางแผนการด าเนินงาน และมีการสร้างสรรค์งานทางด้าน
เภสัชศาสตร์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

 รายงานโครงการปริญญานิพนธ์นี้จัดท าขึ้นเพื่อน าเสนอผลการวิจัยในหัวข้อเรื่อง องค์ประกอบ
ทางเคมีและฤทธิ์ทางชีวภาพของกล้วยไม้รองเท้านารีเหลืองกระบี่ โดยเนื้อหาของรายงานโครงการ 
ปริญญานิพนธ์นี้ประกอบด้วยรายละเอียดเกี่ยวกับข้ันตอนและกระบวนการท าวิจัย ต้ังแต่เริ่มต้นจนกระท่ังเสร็จ
สมบูรณ์ รวมถึงเนื้อหาเกี่ยวกับสารเคมี วัสดุอุปกรณ์ และเทคนิคท่ีใช้ในการท าวิจัย พร้อมท้ังรายละเอียดเรื่อง
ผลการวิจัย การวิเคราะห์ การอภิปรายและสรุปผลการวิจัย 

 คณะผู้จัดท าได้รวบรวมรายละเอียดต่างๆ ของโครงการปริญญานิพนธ์นี้ขึ้นเป็นรายงานอย่าง
ต้ังใจ และหวังเป็นอย่างยิ่งว่า รายงานฉบับนี้จะเป็นประโยชน์ต่อผู้ท่ีสนใจกล้วยไม้รองเท้านารี อันเป็นพืชไม้
ประดับท่ีอาจมีคุณประโยชน์ทางยา และหากมีข้อบกพร่องประการใด ทางคณะผู้จัดท าใคร่ขออภัยมา ณ ท่ีนี้
ด้วย 
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นี้สามารถส าเร็จลุล่วงได้ด้วยดี 
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บทที่ 1 

บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญ 

 กล้วยไม้จัดเป็นพืชในวงศ์ Orchidaceae ซึ่งเป็นพืชดอกท่ีมีความหลากหลายมากเป็นอันดับ 2 

ของโลก ข้อมูลในอดีตช้ีให้เห็นว่าจีนเป็นประเทศแรกท่ีมีการน ากล้วยไม้มาใช้ประโยชน์ทางการรักษา 

นอกจากนี้ ในต ารายาแผนโบราณของประเทศอินเดียก็ได้มีการน ากล้วยไม้มาใช้ประโยชน์ ท้ังในด้านการ

บ าบัดรักษาโรค และเป็นยากระตุ้นก าหนัด1 ซึ่งในปัจจุบันได้มีการศึกษาวิจัยองค์ประกอบทางเคมีและฤทธิ์ทาง

เภสัชวิทยาของสารประกอบจากกล้วยไม้มาแล้วไม่ต่ ากว่า 20 ปี โดยส่วนมากจะพบองค์ประกอบเคมีของ

กล้วยไม้เป็นสารในกลุ่ม alkaloids, bibenzyls, flavonoids, phenanthrenes และ terpenoids ซึ่งมีฤทธิ์

ทางเภสัชวิทยาต่างๆ เช่น ฤทธิ์ต้านการอักเสบ ต้านมะเร็ง ลดระดับน้ าตาลในเลือด ฆ่าเช้ือแบคทีเรียและไวรัส 

ต้านชัก และฤทธิ์อื่นๆท่ีน่าสนใจอีกมากมาย2 

ในด้านฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา พบว่าสารสกัดจากกล้วยไม้มีฤทธิ์ต่างๆท่ีมีประโยชน์ทางการรักษา เช่น 

ฤทธิ์ต้านมะเร็ง (anticancer/antitumor) พบว่าสารสกัดจากกล้วยไม้สกุลว่านนกคุ้ม (Anoectochilus) ชนิด

หนึ่ง คือ A. formosanus  มีฤทธิ์กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย และเหนี่ยวน าให้เกิดการตายของเซลล์

แบบอะพอพโทซิส (apoptosis) นอกจากนี้ ยังพบว่ากล้วยไม้หลายชนิดในสกุลหวายหรือเอื้อง (Dendrobium) 

มีองค์ประกอบเคมีหลายชนิดซึ่งมีฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็งด้วยกลไกการออกฤทธิ์แตกต่างกันไป ในด้านฤทธิ์ต้าน

อักเสบ (anti-inflammatory) พบว่าสารสกัดจากเหง้าของกล้วยไม้สกุลเอื้องกลีบติด (Gastrodia) ได้แก่ G. 

elata มีฤทธิ์ต้านอักเสบ โดยสารท่ีมีฤทธิ์มากท่ีสุด คือ 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde นอกจากนี้

งานวิจัยเกี่ยวกับกล้วยไม้ในสกุลเอื้องล าต่อ (Pholidota) ชนิดหนึ่ง คือ P. chinensis ยังพบสาร pholidotols 

A และ B ซึ่งมีฤทธิ์ต้านอักเสบได้เช่นกัน ส าหรับฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) ก็ได้มีการศึกษากัน

อยู่มากพอสมควร เช่น พบว่ามีสารส าคัญหลายชนิดใน G. elata ท่ีสามารถใช้ต้านอนุมูลอิสระ ได้แก่ สาร 

vanillin, hydroxybenzaldehyde, vanillyl alcohol และ hydroxybenzyl alcohol โดยท่ีสารแต่ละชนิด

มีความแรงในการออกฤทธิ์แตกต่างกันไป นอกจากนี้ ยังได้มีการศึกษาฤทธิ์ต้านไวรัส (antiviral) ของสารสกัด

จากกล้วยไม้ Cymbidium hybrid, Epipactis helleborine และ Listera ovata พบว่า มีฤทธิ์ยับยั้งเช้ือ

ไ ว รั ส  human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) แ ล ะ  type 2 (HIV-2) แ ล ะ ยั ง มี ฤ ท ธิ์ ต้ า น 

cytomegalovirus (CMV), respiratory syncytial virus (RSV) และ influenza A virus อีกด้วย2 

ถึงแม้ว่าในประเทศไทยจะนิยมใช้กล้วยไม้ส าหรับประดับตกแต่งเพื่อให้เกิดความสวยงาม แต่ก็ได้มี

การน ากล้วยไม้บางชนิดท่ีพบได้ในประเทศไทยมาใช้ประโยชน์ทางการแพทย์ เช่น น าต้นกล้วยไม้สิงโตโคมไฟ 
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(Bulbophyllum odoratissimum) ท าเป็นยาชงส าหรับบ าบัดวัณโรค และต้านอักเสบ หรือใช้กล้วยไม้สกุล

กะ เ ร กะ ร่ อ น  ( Cymbidium)  ไ ด้ แ ก่  C. goeringii โ ด ยน า ท้ั ง ต้ นท า เ ป็ น ย า ต้ม หรื อ ย าช งส าห รั บ 

ขับปัสสาวะและลดความดันโลหิต2 

ส าหรับกล้วยไม้รองเท้านารีสกุล Paphiopedilum พบว่ามีงานวิจัยท่ีศึกษาองค์ประกอบทางเคมี

และฤทธิ์ทางชีวภาพเป็นครั้งแรกในปี พ.ศ. 2557 โดยคณะผู้วิ จัยจากคณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัยได้ศึกษาวิจัยรองเท้านารีเหลืองตรัง (P. godefroyae) พบสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ (flavonoids) 

และกลุ่มสติลบีน (stilbenes) โดยพบฤทธิ์ความเป็นพิษต่อ small cell lung cancer (NCI-H187) ของสาร

หลายชนิดในกลุ่มสติลบีน โดยสารท่ีมีฤทธิ์ดีท่ีสุดมีลักษณะโครงสร้างแบบ 2-phenylbenzofuran3  

กล้วยไม้รองเท้านารีอีกชนิดหนึ่งในสกุล Paphiopedilum ซึ่งยังไม่เคยมีการศึกษาองค์ประกอบ

ทางเคมีและฤทธิ์ทางชีวภาพมาก่อน คือ รองเท้านารีเหลืองกระบี่ (P. exul) ดังนั้น คณะผู้วิจัยจึงเลือกท่ีจะน า

กล้วยไม้รองเท้านารีชนิดนี้มาศึกษาองค์ประกอบทางเคมีและฤทธิ์ทางชีวภาพ เพื่อเป็นแนวทางในการพัฒนาใช้

ประโยชน์ทางยาต่อไปในอนาคต 

 

 1.2 วัตถุประสงค์ 

  1. เพื่อสกัดแยกสารบริสุทธิ์จากรองเท้านารีเหลืองกระบี่ด้วยวิธีโครมาโทกราฟี      

  2. เพื่อศึกษาโครงสร้างทางเคมีของสารบริสุทธิ์ท่ีสกัดแยกได้ 

 3. เพื่อศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารบริสุทธิ์ที่สกัดแยกได้ 

 

 1.3 วิธีการด าเนินงานโดยย่อ 

  1. จัดซื้อกล้วยไม้รองเท้านารีเหลืองกระบี่จากตลาดต้นไม้จตุจักร 

 2. แยกส่วนรากและใบของรองเท้านารีเหลืองกระบี่ออกจากกัน น าส่วนใบมาล้างให้สะอาด หั่นเป็นช้ินเล็กๆ 

   น าไปอบแห้งก่อนแช่สกัดด้วย methanol แล้วจึงกรองและน าสารละลายท่ีกรองได้ไประเหยแห้งด้วย 

    เครื่อง rotary evaporator ได้เป็นสารสกัดหยาบ (crude extract) 

 3. น าสารสกัดหยาบมาเติมน้ าแล้ว partition ด้วย ethyl acetate น าสารสกัดช้ัน ethyl acetate มาสกัด

    แยกองค์ประกอบทางเคมีด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีจนได้สารบริสุทธิ์ 

  4. ศึกษาโครงสร้างทางเคมีของสารบริสุทธิ์ที่สกัดแยกได้ 

 5. ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพสารบริสุทธิ์ที่ทราบสูตรโครงสร้าง โดยส่งทดสอบท่ีห้องปฏิบัติการตรววจหาสาร   

   ออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ศูนย์พันธุวิศวกรรมเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ   
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1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. ทราบโครงสร้างทางเคมีและฤทธิ์ทางชีวภาพของสารบริสุทธิ์ที่เป็นองค์ประกอบในใบของรองเท้านารี 

   เหลืองกระบี ่

2. ผลการศึกษาวิจัยท่ีได้ สามารถใช้เป็นความรู้พื้นฐานส าหรับการศึกษากล้วยไม้รองเท้านารีท่ีพบใน 

   ประเทศไทย และอาจพบสารธรรมชาติท่ีมีฤทธิ์ทางการรักษาท่ีน่าสนใจและสามารถพัฒนาเป็นยาต่อไป 

   ในอนาคตได้ในอนาคต 
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บทที่ 2 

ปริทัศน์วรรณกรรม 

2.1 กล้วยไม้ 

  กล้วยไม้จัดเป็นพืชมีดอกในวงศ์ Orchidaceae ซึ่งเป็นวงศ์ท่ีมีความหลากหลายมากเป็นอันดับ 2 

ของโลก ประกอบด้วยพืชชนิดต่างๆ มากกว่า 25,000 ชนิดจาก 750 – 800 สกุล1 โดยสามารถแบ่งได้เป็น 5 

วง ศ์ย่อย ไ ด้แก่  Apostasioideae, Vanilloideae, Cypripedioideae, Orchidoideae และ  Epidendroi-

deae4  หากจ าแนกตามสภาพท่ีอยู่อาศัยและการด ารงชีวิตของกล้วยไม้ แบ่งได้เป็นกล้วยไม้อิงอาศัยประมาณ 

70% กล้วยไม้ดินประมาณ 20% กล้วยไม้ท่ีขึ้นตามหินประมาณ 3% และกล้วยไม้กินซากประมาณ 1% พบว่า

กล้วยไม้อิงอาศัยจะขึ้นกระจายพันธุ์อยู่มากในเขตอบอุ่นและเขตร้อนของโลก โดยเฉพาะอย่างยิ่งบริเวณเขต

ร้อนของทวีปเอเชีย อเมริกาใต้ และแอฟริกา ซึ่งถือเป็นแหล่งกล้วยไม้ท่ีมีความอุดมสมบูรณ์และหลากหลาย

ท่ีสุด ในประเทศไทยพบกล้วยไม้ชนิดต่างๆ มากถึง 1,157 ชนิดจาก 176 สกุล 5 

  

2.2 กล้วยไม้รองเท้านารี (Lady’s slipper orchids) 

 รองเท้านารีเป็นกล้วยไม้ในวงศ์ย่อย Cypripedioideae ซึ่งแบ่งได้เป็น 5 สกุล ได้แก่ สกุล  

Cypripedium, Mexipedium, Paphiopedilum, Phragmipedium แ ละ  Selenipedium6  โ ด ย ท่ั ว ไ ป

รองเท้านารีมีลักษณะเป็นกล้วยไม้ดินหรือกล้วยไม้อิงอาศัย เจริญทางด้านข้าง ไม่มีล าลูกกล้วย (pseudobulb) 

ล าต้นขนาดเล็ก ปกคลุมด้วยกาบใบ ใบมีจ านวนมาก เรียงสลับ แผ่นใบอาจมีลายคล้ายหินอ่อน ใบอ่อนพับตาม

แนวยาว มีอายุหลายฤดูก่อนหลุดร่วงท่ีข้อต่อ ดอกเป็นเด่ียวหรือดอกช่อออกท่ียอด ใบประดับไม่หลุดร่วง ก้าน

ช่อ ก้านดอก และรังไข่มักมีขนปกคลุม กลีบเล้ียงคู่ข้างเช่ือมเป็นกลีบเดียวกัน กลีบดอกแยกเป็นอิสระ กลีบ

ปาก (labellum) เป็นถุงลึกคล้ายรองเท้า ไม่มีฝาครอบกลุ่มเรณู แต่มีเกสรเพศผู้ท่ีเป็นหมันมีลักษณะเป็นแผ่น

คล้ายโล่ ด้านข้างมีอับเรณู 2 อัน7  

 2.2.1 Cypripedium8 

มีใบลักษณะเป็นแบบพับจีบ (plicate) การเรียงของกลีบเล้ียงเป็นแบบ perforate ภายใน 
รังไข่ของเกสรตัวเมียมีช่องเดียว (unilocular)  มีออวุล (ovule) เรียงตัวติดกับผนังรังไข่ท่ีด้านข้างตามแนว
ตะเข็บ (parietal placentation)  ส่วนมากจะพบการกระจายพันธุ์ของรองเท้านารีสกุลนี้ในแถบซีกโลก
เหนือ บริเวณทวีปอเมริกาเหนือ จนถึงยุโรปและเขตอบอุ่นแถบเอเชีย ตัวอย่างพืช เช่น Cypripedium 
reginae (รูปท่ี 1), C. calceolus (รูปท่ี 2) 
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 2.2.2 Mexipedium8 

มีการเรียงของกลีบเล้ียงลักษณะแบบ valvate เกสรตัวเมียมีรังไข่ท่ีภายในมีช่องเดียว(unilocular)  
มีการติดของออวุลกับผนังรังไข่ท่ีด้านข้างตามแนวตะเข็บ (parietal placentation) สามารถพบการ
กระจายพันธุ์ของรองเท้านารีสกุลนี้ได้เฉพาะทางตอนใต้ของประเทศเม็กซิโกเท่านั้น ตัวอย่างพืช เช่น 
Mexipedium xerophyticum (รูปท่ี 3) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 1 Cypripedium reginae รูปที่ 2 Cypripedium calceolus 

รูปที่ 3 Mexipedium xerophyticum 
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 2.2.3 Phragmipedium8 

 มีใบลักษณะเรียงพับซ้อนกัน (conduplicate) กลีบเล้ียงเรียงเป็นแบบ valvate ภายในรังไข่ของ
เกสรตัวเมียมี 3 ช่อง (trilocular)  โดยมีการติดของออวุลบนแกนกลางของรังไข่ท่ีมีผนังกั้น (axile 
placentation) สามารถพบการกระจายพันธุ์ของสกุลนี้ได้ในบริเวณเขตร้อนช้ืนของทวีปอเมริกากลางและ
อเมริกาใต้ ตัวอย่างพืช เช่น Phragmipedium warscewiczianum (รูปท่ี 4) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.2.4 Selenipedium8 
 ลักษณะของใบเป็นแบบพับจีบ (plicate) การเรียงของกลีบเล้ียงเป็นแบบ perforate ภายในรังไข่

มีผนังกั้นแบ่งเป็น 3 ช่อง (trilocular) โดยออวุลติดบนแกนกลาง (axile placentation) สามารถพบการ
กระจายพันธุ์ของรองเท้านารีสกุลนี้ไ ด้ในบริเวณเขตร้อนช้ืนของทวีปอเมริกาใต้ ตัวอย่างพืช เช่น 
Selenipedium Silvestre (รูปท่ี 5)  
 

 

 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 4 Phragmipedium warscewiczianum 

รูปที่ 5 Selenipedium silvestre 
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2.2.5 Paphiopedilum8 
 

 เป็นสกุลท่ีใหญ่ท่ีสุดใน 5 สกุลของวงศ์ย่อย Cypripedioideae ประกอบด้วยกล้วยไม้ประมาณ 72 
ชนิด มีท้ังท่ีเป็นกล้วยไม้ดิน กล้วยไม้อิงอาศัย และกล้วยไม้อาศัยบนหิน โดยส่วนมากจะมีเหง้าขนาดส้ัน ใบ
เป็นลักษณะเรียงพับซ้อนกัน (conduplicate) กลีบเล้ียงเรียงแบบ imbricate ภายในรังไข่มีช่องเดียว 
(unilocular) โดยมีออวุลติดกับผนังรังไข่ท่ีด้านข้างตามแนวตะเข็บ (parietal placentation) มีถ่ินกระจาย
พันธุ์ในบริเวณเขตร้อนช้ืนของทวีปเอเชีย ตัวอย่างพืช เช่น Paphiopedilum hookerii (รูปท่ี 6), P. 
niveum (รองเท้านารีขาวสตูล, รูปท่ี 7)  

 

 

 

 

 

 

 

2.3 กล้วยไม้รองเท้านารีในประเทศไทย 

   ในประเทศไทยพบกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี (Paphiopedilum) ประมาณ 17 ชนิด ได้แก่  รองเท้า
นารีเหลืองปราจีน (P. concolor), รองเท้านารีเหลืองตรัง (P. godefroyae), รองเท้านารีขาวสตูล (P. 
niveum), รองเท้านารีฝาหอย (P. bellatulum), รองเท้านารีขาวพังงา (P. thaianum), รองเท้านารีเมือง
กาญจน์ (P. parishii), รองเท้านารีเชียงดาว (P. dianthum), รองเท้านารีอินซิกเน่ (P. insigne), รองเท้านารี
อินทนนท์ (P. villosum), รองเท้านารีดอยตุง (P. charlesworthii), รองเท้านารีดอยตุงกาญจน์ (P. 
vejvarutianum), รองเท้านารีเหลืองกระบี่ (P. exul), รองเท้านารีเหลืองเลย (P. hirsutissimum),  รองเท้า
นารีคางกบคอแดง (P. appletonianum), รองเท้านารีคางกบ (P. callosum), รองเท้านารีเกาะช้าง (P. x 
siamensis) และรองเท้านารีปีกแมลงปอ (P. sukhakulii) ซึ่งทุกชนิดถูกประกาศให้เป็นพืชอนุรักษ์ในบัญชีท่ี 1  
ของ CITES9 
 

รูปที่ 6 Paphiopedilum hookerii รูปที่ 7 Paphiopedilum niveum 
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1. รองเท้านารีเหลืองปราจีน10, 11 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 

2. รองเท้านารีเหลืองตรัง10, 11  
 
 
 
 
 
 
 

 
 

3. รองเท้านารีขาวสตูล10, 11 

 
 
 
 
 

 
 

ชื่อวิทยาศาสตร์ :  
Paphiopedilum concolor (Lindl. ex Bateman) Pfitzer 

แหล่งที่พบ :  

มีถ่ินก าเนิดอยู่บริเวณอ าเภออรัญประเทศ จังหวัดปราจีนบุรี 

ชื่อวิทยาศาสตร์ :  

Paphiopedilum godefroyae  (God.-Leb.) Stein 

ชื่ออื่น : เอื้องฝาหอย 

แหล่งที่พบ : มีถ่ินก าเนิดอยู่บริเวณเกาะรัง จังหวัดชุมพร  

 

ชื่อวิทยาศาสตร์ :  

Paphiopedilum niveum  (Rchb. f.) Stein  

ชื่ออื่น : รองเท้านารีกระบี,่ รองเท้านารีช่องอ่างทอง,  

รองเท้านารีดอกขาว   

แหล่งที่พบ : มีถ่ินก าเนิดอยู่ตามเกาะแถบภาคใต้ของ

ประเทศไทย  

รูปที่ 8 Paphiopedilum concolor 

รูปที่ 9 Paphiopedilum godefroyae 

รูปที่ 10 Paphiopedilum niveum 
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4. รองเท้านารีฝาหอย10, 11 
  
 
 
 
 
 

 

 
5. รองเท้านารีขาวพังงา10, 13  

  
 
 
 

 

 

 

 
6. รองเท้านารีเมืองกาญจน์10, 11 

 
 
 
 
 
 
 

 

ชื่อวิทยาศาสตร์ :  

Paphiopedilum bellatulum  (Rchb. f.) Stein 

ชื่ออื่น : เอื้องอึ่ง 

แหล่งที่พบ : มีถ่ินก าเนิดอยู่ตามหุบเขาในเขตพม่าต่อ

ชายแดนไทย ตอนเหนือพบบริเวณจังหวัดล าพูน และ

เขตอ าเภอเชียงดาว ภาคใต้พบบริเวณหมู่เกาะอ่างทอง 

และเกาะช้างในจังหวัดพังงา  

ชื่อวิทยาศาสตร์ :  

Paphiopedilum parishii (Rchb. f.) Stein 

ชื่ออื่น : รองเท้านารีหนวดพราหมณ์ 

แหล่งที่พบ : มีถ่ินก าเนิดอยู่บริเวณจังหวัดกาญจนบุรีและ

ก าแพงเพชร  

ชื่อวิทยาศาสตร์ : Paphiopedilum thaianum  Iamwir. 

ชื่ออื่น : รองเท้านารีศรีเมืองไทย   

แหล่งที่พบ : มีถ่ินก าเนิดอยู่ท่ีจังหวัดพังงา  

 

รูปที่ 12 Paphiopedilum thaianum   

รูปที่ 11 Paphiopedilum bellatulum 

รูปที่ 13 Paphiopedilum parishii 
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7. รองเท้านารีเชียงดาว11, 12 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

8. รองเท้านารีอินซิกเน1่2 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

9. รองเท้านารีอินทนนท1์0, 11  
 
 
 
 
 
 
 

 

ชื่อวิทยาศาสตร์ :  

Paphiopedilum insigne (Wallich ex Lindley) Pfitzer 

  

ชื่อวิทยาศาสตร์ :  

Paphiopedilum villosum  (Lindl.) Stein 

ชื่ออื่น : เอื้องไข่ไก,่ เอื้องคางกบ, เอื้องแมงภู,่ เอื้องอินทนนท์   

แหล่งที่พบ :  มีถ่ินก าเนิดอยู่บริเวณภูเขาสูงท่ีมีอากาศช้ืน

และอุณหภูมิต่ า เช่น ดอยอินทนนท์  

ชื่อวิทยาศาสตร์ : Paphiopedilum dianthum 

แหล่งที่พบ : มีถ่ินก าเนิดอยู่บนดอยเชียงดาว จังหวัด

เชียงใหม่  

รูปที่ 14 Paphiopedilum dianthum 

 

รูปที่ 15 Paphiopedilum insigne 

รูปที่ 16 Paphiopedilum villosum 
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10. รองเท้านารีดอยตุง10-12 
 
 
 
 
 
 
 
 

      

 11. รองเท้านารีดอยตุงกาญจน์10, 14  
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

            12. รองเท้านารีเหลืองเลย10 

  
 
 
 
 
 

ชื่อวิทยาศาสตร์ :  

Paphiopedilum charlesworthii  (Rolfe) Pfitzer 

ชื่ออื่น : รองเท้านางงาม 

แหล่งที่พบ : พบข้ึนบนเขาหินปูน เขตพม่าต่อชายแดน

ไทยทางภาคเหนือท่ีระดับความสูง 1,200-1,700 เมตร  

ชื่อวิทยาศาสตร์ :  

Paphiopedilum hirsutissimum  (Lindl. ex Hook.) Stein  

ชื่ออื่น : รองเท้านารีคอขาว 

แหล่งที่พบ : พบในป่าดิบเขาทางภาคเหนือ และภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือ ท่ีระดับความสูง 1,200-1,800 เมตร  

ชื่อวิทยาศาสตร์ :  

Paphiopedilum vejvarutianum  O. Gruss & Roellke 

ชื่ออื่น : รองเท้านารีเวศย์วรุตม์ 

แหล่งที่พบ :  พบบริเวณเข่ือนวชิราลงกรณ์ (เข่ือนเขาแหลม) 

จังหวัดกาญจนบุร ี

รูปที่ 17 Paphiopedilum charlesworthii   

รูปที่ 18 Paphiopedilum vejvarutianum 

รูปที่ 19 Paphiopedilum hirsutissimum   
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13. รองเท้านารีคางกบคอแดง10, 12 
  
 
 
 
 
 
 

 
 
 

14. รองเท้านารีคางกบ10,11 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

15. รองเท้านารีเกาะช้าง15 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ชื่อวิทยาศาสตร์ :  

Paphiopedilum appletonianum (Gower) Rolfe 

ชื่อวิทยาศาสตร์ :  

Paphiopedilum callosum (Rchb. f.) Stein  

ชื่ออื่น : แมงภู,่ รองเท้านาง, เอื้องคางกบ, เอื้องคางคก 

แหล่งที่พบ : มีถ่ินก าเนิดอยู่บริเวณภาคเหนือและภาคใต้ 

เช่น ดอยสุเทพ จังหวัดเชียงใหม่ แม่ฮ่องสอน และเกาะ

ต่างๆบริเวณอ่าวไทย  

ชื่อวิทยาศาสตร์ :  

Paphiopedilum x siamensis (Rolfe) Rolfe 

รูปที่ 20 Paphiopedilum appletonianum 

รูปที่ 21 Paphiopedilum callosum 

รูปที่ 22 Paphiopedilum x siamensis 
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16. รองเท้านารีปีกแมลงปอ10-12  
  
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ชื่อวิทยาศาสตร์ :  

Paphiopedilum sukhakulii  Schoser & Senghas 

ชื่ออื่น : รองเท้านารีสุขะกูล 

แหล่งที่พบ : มีถ่ินก าเนิดอยู่แถบจังหวัดเลย บนยอดภูหลวง  

รูปที่ 23 Paphiopedilum sukhakulii   
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17. รองเท้านารีเหลืองกระบี่10, 13 (กล้วยไม้ท่ีน ามาใช้ในงานวิจัย)  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

ชื่อวิทยาศาสตร์ :  Paphiopedilum exul (Ridl.) Rolfe 

ชื่อพ้อง :   Cordula exul [Ridl.] Rolfe 
   Cypripedium insigne Wall. ex Lindl. var. exul Ridl. 
   Cypripedium exul [Ridl.] Rolfe 
   Cypripedium exul (Ridl.) Rolfe var. aureum Rolfe 

ลักษณะทั่วไป :  เป็นกล้วยไม้ดินท่ีมีล าต้นส้ันและแตกกอ ใบรูปขอบขนาน กว้าง 1.8-3 ซม. ยาว 25-30 
ซม. ดอกเด่ียว ก้านดอกยาว 15-20 ซม. มีขนส้ันนุ่ม ดอกบานเต็มท่ีกว้าง 6 ซม. กลีบบนแผ่กว้าง ขอบกลีบสี
ขาว ตอนบนหยักเว้าเป็นต่ิงแหลม กลางกลีบเป็นแถบสีเขียว และมีประสีม่วงแดงเข้ม กลีบเล้ียงล่างสีเขียวอม
ขาว กลีบดอกสีน้ าตาลเหลือง  ขอบกลีบบิดเป็นคล่ืน โคนกลีบมีประสีม่วงแดง กลีบกระเป๋าสีน้ าตาลอมเหลือง 

การกระจายพันธุ์ :  เป็นพืชถิ่นเดียวท่ีพบขึ้นตามซอกหินหรือหน้าผา ใกล้ชายฝ่ังทะเลทางภาคใต้ตอนล่าง 
แหล่งที่พบ :  พบบริเวณเกาะตาปูน ทางด้านตะวันออกของอ่าวจังหวัดภูเก็ตและกระบี่ 

 

 

รูปที่ 24 Paphiopedilum exul 
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บทที่ 3 

วิธีด าเนินการวิจยั 

3.1 พืชสมุนไพร สารเคมี อุปกรณ์ และเคร่ืองมือ 

  พืชสมุนไพร 

  กล้วยไม้รองเท้านารีเหลืองกระบี่ (Paphiopedilum exul) ซื้อจากร้านค้าในตลาดต้นไม้จตุจักร 
เมื่อเดือนตุลาคม พ.ศ. 2556 พิสูจน์เอกลักษณ์พืชโดยเทียบรูปจากส านักงานหอพรรณไม้ กรมอุทยานแห่งชาติ 
สัตว์ป่า และพันธุ์พืช พร้อมท้ังจัดท าตัวอย่างพืช (voucher specimen) ซึ่งได้น าไปเก็บไว้ท่ีพิพิธภัณฑ์สมุนไพร 
คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

  สารเคมี 
  - Hexane 
  - Dichloromethane 
  - Ethyl acetate 
  - Acetone 
  - Methanol 
  - Purified water 
  - Anisaldehyde spraying agent  
  - Deuterated chloroform (CDCl3) 
  - Deuterated dimethylsulfoxide (DMSO-d6) 
   

  อุปกรณ์  

  - ขวดโหลส าหรับแช่พืชแห้ง 
  - บีกเกอร์ (beaker) ขนาด 50, 100, 500 และ 1,000 มิลลิลิตร 
  - กระบอกตวง ขนาด 10, 25 และ 100 มิลลิลิตร 
  - Erlenmeyer flask ขนาด 250, 500 และ 1,000 มิลลิลิตร 
  - Flask ก้นกลม ขนาด 500 มิลลิลิตร 
  - หลอดทดลอง 
  - Separatory funnel 
  - Evaporating dish 
  - Spatula 
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  - Glasss column 
  - แผ่น silica gel 60 F254 thin layer chromatography (TLC) ส าเร็จรูป   
  - TLC tank 
  - กระดาษกรอง 
  - ขวดแก้วส าหรับรับ fraction 
  - Capillary tube 
  - Eppendorf tube 
  - หลอดหยด (dropper) 
  - แท่งแก้วคน 
  - กรวยแก้ว 
  - จุกยาง 
  - คีมคีบ 
  - Aluminum foil 
  - ส าลี 
  - Silica gel (40-60 mesh) 
  - Sephadex LH-20 
  - NMR tube 
   

  เคร่ืองมือ 
  - เครื่องกล่ันตัวท าละลาย 
  - water bath 
  - เครื่องช่ังทศนิยม 2 และ 4 ต าแหน่ง 
  - เครื่อง rotary evaporator 
  - ภาชนะดูดความช้ืน (desiccator)  
  - เครื่องฉายแสง UV (254 และ 365 nm) 
  - NMR spectrometer (300 MHz) 
  - Hot plate 
  - Tray dryer 
  - กล้องถ่ายรูป 
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3.2 การเตรียมสารสกัดหยาบเพื่อใชใ้นการสกัดแยกองค์ประกอบทางเคมี 

  - น าใบรองเท้านารีเหลืองกระบี่ น้ าหนักสด 193 กรัม มาล้างให้สะอาด แล้วหั่นเป็นช้ินเล็กๆ จากนั้นน าไป
อบให้แห้งท่ีอุณหภูมิ 45-55 องศาเซลเซียส ได้น้ าหนักแห้ง 28 กรัม 

  - น าใบรองเท้านารีเหลืองกระบี่แห้งมาสกัดด้วยวิธีการแช่ยุ่ย (maceration) โดยเติมเมทานอล (ปริมาตร 1 
ลิตร) ให้ท่วมพืช ต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 วัน และคนให้เกิดการหมุนเวียนของตัวท าละลายเป็น
ระยะๆ  
 - กรองส่ิงสกัดท่ีได้ผ่านส าลีท่ีบรรจุในกรวยกรอง แล้วน าไประเหยแห้งด้วยเครื่อง rotary evaporator 
จากนั้นท าการแช่ยุ่ยซ้ าอีก 4 ครั้ง แล้วรวมส่ิงสกัดท่ีได้จากท้ัง 5 ครั้งเข้าด้วยกันเป็นสารสกัดหยาบ 

  - น าสารสกัดหยาบมาละลายด้วย aqueous methanol แล้วท า partition กับ ethyl acetate ใน 
separatory funnel  

  - น าสารสกัดช้ัน ethyl acetate ไประเหยแห้ง ได้น้ าหนักท้ังหมด 18.67 กรัม น าไปสกัดแยกองค์ประกอบ
ทางเคมีด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี 

 
3.3 การสกัดแยกองค์ประกอบทางเคมีของใบรองเท้านารีเหลืองกระบี่ 

การสกัดแยกสารสกัดหยาบชั้น ethyl acetate 

   น าสารสกัดหยาบช้ัน ethyl acetate หนัก 18.67 กรัมมาแยกด้วยคอลัมน์ silica gel หนัก 400 กรัม 
(58 x 4.5 ซม.) เก็บ fraction ละ 50 มล. ระบบตัวท าละลายท่ีใช้คือ dichloromethane เก็บ 40 fractions 
จากนั้นเปล่ียนเป็นใช้ระบบตัวท าละลาย dichloromethane-ethyl acetate (9:1) เก็บอีก 67 fractions แล้ว
จึงเปล่ียนระบบตัวท าละลายเป็น dichloromethane-ethyl acetate (4:1) เก็บ 70 fractions หลังจาก
ตรวจสอบแต่ละ fraction ด้วย TLC จะสามารถรวม fraction ท่ีมีองค์ประกอบเดียวกันได้ 7 fractions ใหญ่ 
(PE-1 ถึง PE-7) แล้วจึงชะคอลัมน์ด้วยเมทานอล (PE-8) ดังแสดงรายละเอียดในตารางท่ี 1  

 
 ตารางที่ 1 แสดง fractions ท่ีแยกได้จากสารสกัดหยาบช้ัน ethyl acetate 
 

Fraction จาก fraction ย่อย น้ าหนัก (กรัม) 
PE-1 1-23 0.82 
PE-2 24-43 0.52 
PE-3 44-60 0.51 
PE-4 61-68 0.27 
PE-5 69-102 0.60 
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Fraction จาก fraction ย่อย น้ าหนัก (กรัม) 
PE-6 103-123 0.21 
PE-7 124-177 1.36 
PE-8 ชะ MeOH 12.82 

 

การสกัดแยก fraction PE-2 

  น า fraction PE-2 หนัก 515 มก. มาแยกต่อด้วยวิธี  gel filtration โดยใช้คอลัมน์ Sephadex 
LH-20 (55 x 3.5 ซม.) ชะด้วยระบบตัวท าละลาย dichloromethane-methanol (1:1) เก็บ fraction ละ 20 
มล. ท้ังหมด 50 fractions ตรวจสอบด้วย TLC ก่อนจะรวมกันเป็น 3 fractions ใหญ่ (PE-21 ถึง PE-23) ดัง
แสดงรายละเอียดในตารางท่ี 2 
 

ตารางที่ 2 แสดง fractions ท่ีแยกได้จาก PE-2 

Fraction จาก fraction ย่อย น้ าหนัก (กรัม) 
PE-21 1-21 0.29 
PE-22 22-40 0.27 
PE-23 41-50 0.12 

  

การสกัดแยก fraction PE-22 

  น า fraction PE-22 หนัก 0.27 กรัมมาแยกต่อด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี โดยใช้ silica gel 20 
กรัม (20 x 1.5 ซม.) ใ ช้ dichloromethane เป็น ตัวชะ เก็บ fraction ละ 3 มล. ท้ัง ส้ิน 21 fractions 
ตรวจสอบ TLC ก่อนจะรวมกันได้ 3 fractions ใหญ่ (PE-221 ถึง PE-223) แล้วจึงชะคอลัมน์ด้วยเมทานอล 
(PE-224) ดังแสดงรายละเอียดในตารางท่ี 3 เมื่อน า fraction PE-223 มาระเหยแห้ง ได้สารผสมของ P-5 และ 
P-6 หนัก 50.5 มก. 
 

ตารางที่ 3 แสดง fractions ท่ีแยกได้จาก PE-22 

Fraction จาก fraction ย่อย น้ าหนัก (มก.) 
PE-221 1-4 9.7 
PE-222 5-13 84.8 
PE-223 14-21 50.5 

      PE-224          ชะ MeOH       2.3 
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การสกัดแยก fraction PE-222 

  น า fraction PE-222 หนัก 84.8 มก. มาแยกต่อด้วยคอลัมน ์silica gel (8 กรัม, 9 x 1 ซม.) ระบบ
ตัวท าละลายท่ีใช้คือ hexane-acetone (4:1) เก็บ fraction ละ 1 มล. ท้ังหมด 12 fractions จากนั้นเพิ่ม
ความมีขั้วโดยเปล่ียนเป็นระบบตัวท าละลาย hexane-acetone (3:2) เก็บ fraction อีก 10 fractions 
ตรวจสอบ TLC ของ fraction ท่ีเก็บท้ังหมดก่อนจะรวมกันได้ 2 fractions ใหญ่ (PE-2221 ถึง PE-2222) แล้ว
จึงชะคอลัมน์ด้วยเมทานอล (PE-2223) ดังแสดงรายละเอียดในตารางท่ี 4  
 

ตารางที่ 4 แสดง fractions ท่ีแยกได้จาก PE-222 

 

การสกัดแยก fraction PE-2221 

  น า fraction PE-2221 หนัก 44.8 มก. แยกต่อด้วยคอลัมน์ silica gel (10 กรัม, 10 x 1.5 ซม.) 
ระบบตัวท าละลายท่ีใช้คือ dichloromethane-acetone (50:1) เก็บ fraction ละ 2 มล. ท้ังหมด 30 
fractions ตรวจสอบ TLC ก่อนจะรวมกันได้ 3 fractions ใหญ่ (PE-22211 ถึง PE-22213) แล้วจึงชะคอลัมน์
ด้วยเมทานอล (PE-22214) ดังแสดงรายละเอียดในตารางท่ี 5 เมื่อระเหยแห้ง fraction PE-22213 ได้สารผสม
ของ P-5 และ P-6 หนัก 6.1 มก. 
 

ตารางที่ 5 แสดง fractions ท่ีแยกได้จาก PE-2221 
 

Fraction จาก fraction ย่อย น้ าหนัก (มก.) 
PE-22211 1-11 14.8 
PE-22212 12-17 9.7 
PE-22213 18-30 6.1 
PE-22214 ชะ MeOH 14.2 

 

 

Fraction จาก fraction ย่อย น้ าหนัก (มก.) 
PE-2221 1-7 44.8 
PE-2222 8-22 22.5 
PE-2223 ชะ MeOH 10.4 
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การสกัดแยก fraction PE-2222 

  น า fraction PE-2222 หนัก 22.5 มก. มาแยกต่อด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี โดยใช้ silica gel 
20 กรัม (11 x 2 ซม.) ใช้ hexane-acetone (4:1) เป็นระบบตัวท าละลายส าหรับชะ เก็บ fraction ละ  
2 มล. ได้ท้ังส้ิน 22 fractions ตรวจสอบ TLC ก่อนจะรวมกันเป็น 3 fractions ใหญ่ (PE-22221 ถึง PE-
22223) แล้วจึงชะคอลัมน์ด้วยเมทานอล (PE-22224) ดังแสดงรายละเอียดในตารางท่ี 6 เมื่อระเหยแห้ง 
fraction PE-22223 ได้สาร P-1 หนัก 5.5 มก. 
 

ตารางที่ 6 แสดง fractions ท่ีแยกได้จาก PE-2222 

Fraction จาก fraction ย่อย น้ าหนัก (มก.) 
PE-22221 1-7 6.3 
PE-22222 8-15 2.3 
PE-22223 16-22 5.5 
PE-22224 ชะ MeOH 10.0 

 

การสกัดแยก fraction PE-23 

  น า fraction PE-23 หนัก 0.12 กรัม มาแยกต่อด้วยคอลัมน์ silica gel (10 กรัม, 11 x 1 ซม.) ใช้
dichloromethane เป็นตัวชะ เก็บ fraction ละ 5 มล. ท้ังหมด 7 fractions ก่อนเปล่ียนตัวชะเป็นระบบตัว
ท าละลาย dichloromethane-acetone (9:1) เก็บอีก 6 fractions ตรวจสอบ TLC ก่อนจะรวมกันได้ 2 
fractions ใหญ่ (PE-231 ถึง PE-232) แล้วจึงชะคอลัมน์ด้วยเมทานอล (PE-233) ดังแสดงรายละเอียดใน
ตารางท่ี 7 
 

ตารางที่ 7 แสดง fractions ท่ีแยกได้จาก PE-23 

Fraction จาก fraction ย่อย น้ าหนัก (มก.) 
PE-231 1-7 2.4 
PE-232 8-13 25.6 
PE-233 ชะ MeOH  21.6 
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การสกัดแยก fraction PE-232 

  น า fraction PE-232 หนัก 25.6 มก. แยกต่อด้วยคอลัมน์ silica gel (20 กรัม, 11.5 x 2 ซม.) 
ระบบตัวท าละลายท่ีใช้ชะคือ hexane-ethyl acetate (4:1) เก็บ fraction ละ 1 มล. ท้ังหมด 73 fractions 
ตรวจสอบ TLC ก่อนจะรวมกันได้ 3 fractions ใหญ่ (PE-2321 ถึง PE-2323) แล้วจึงชะคอลัมน์ด้วยเมทานอล 
(PE-2324) ดังแสดงรายละเอียดในตารางท่ี 8 จากนั้นเมื่อระเหยแห้ง fractions PE-2321 และ PE-2323 ได้
สาร P-2 หนัก 9.3 มก. และสาร P-3 หนัก 23.4 มก. ตามล าดับ 
 

ตารางที่ 8 แสดง fractions ท่ีแยกได้จาก PE-232 
 

Fraction จาก fraction ย่อย น้ าหนัก (มก.) 
PE-2321 1-58 9.3 
PE-2322 59-65 1.2 
PE-2323 66-73 23.4 
PE-2324 ชะ MeOH 13.5 

 

การสกัดแยก fraction PE-5 

    น า fraction PE-5 หนัก 0.60 กรัม แยกต่อด้วยคอลัมน์ silica gel (30 กรัม, 16.5 x 2 ซม.) ระบบ
ตัวท าละลายท่ีใช้คือ dichloromethane-acetone (30:1) เก็บ fraction ละ 3 มล. ท้ังหมด 50 fractions 
จากนั้นเปล่ียนระบบตัวท าละลายเป็น dichloromethane-acetone (10:1) เก็บอีก 33 fractions ตรวจสอบ
แต่ละ fraction ด้วย TLC จนสามารถรวม fraction ท่ีมีองค์ประกอบคล้ายกันได้ 5 fractions ใหญ่ (PE-51 ถึง 
PE-55) แล้วจึงชะคอลัมน์ด้วยเมทานอล (PE-56) ดังแสดงรายละเอียดในตารางท่ี 9 เมื่อระเหยแห้ง fraction 
PE-52 ได้สาร P-7 หนัก 77.0 มก.  

 

 ตารางที่ 9 แสดง fractions ท่ีแยกได้จาก PE-5 
 

Fraction จาก fraction ย่อย น้ าหนัก (มก.) 
PE-51 1-18 25.5 
PE-52 19-30 77.0 
PE-53 31-50 116.6 
PE-54 51-64 37.5 
PE-55 65-83 58.5 
PE-56 ชะ MeOH 149.9 
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การสกัดแยก fraction PE-6 

    น า fraction PE-6 หนัก 0.21 กรัม มาแยกด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี โดยใช้ silica gel 16 
กรัม (15 x 1.5 ซม.) เป็นตัวดูดซับ ระบบตัวท าละลายท่ีใช้คือ dichloromethane-acetone (20:1) เก็บ 
fraction ล ะ  2 ม ล .  จ า น ว น  30 fractions จ า ก นั้ น เ พิ่ ม  polarity ข อ ง ร ะ บ บ ตั ว ท า ล ะ ล า ย เ ป็ น 
dichloromethane-acetone (5:1) อีก 14 fractions ตรวจสอบแต่ละ fraction ด้วย TLC แล้วรวม fraction 
ท่ีมีองค์ประกอบคล้ายกันเป็น 2 fractions ใหญ่ (PE-61 ถึง PE-62) แล้วจึงชะคอลัมน์ด้วยเมทานอล  
(PE-63) ดังแสดงรายละเอียดในตารางท่ี 10  

 

ตารางที่ 10 แสดง fractions ท่ีแยกได้จาก PE-6 
 

Fraction จาก fraction ย่อย น้ าหนัก (มก.) 
PE-61 1-36 30.5 
PE-62 37-44 154.4 
PE-63 ชะ MeOH 24.7 

 

การสกัดแยก fraction PE-62 

    น า fraction PE-62 หนัก 0.15 กรัม แยกต่อด้วยวิธี gel filtration โดยใช้คอลัมน์ Sephadex 
LH-20 (55 x 3.5 ซม.) ชะด้วยระบบตัวท าละลาย dichloromethane-methanol (1:1)  เก็บ fraction ละ 5 
มล. จ านวน 51 fractions ตรวจสอบแต่ละ fraction ด้วย TLC แล้วรวม fraction ได้เป็น 3 fractions ใหญ่ 
(PE-621 ถึง PE-623) ดังแสดงรายละเอียดในตารางท่ี 11 จากนั้นเมื่อระเหยแห้ง fraction PE-622 ได้สาร P-
4 หนัก 5.7 มก.  

 
ตารางที่ 11 แสดง fractions ท่ีแยกได้จาก PE-62 

Fraction จาก fraction ย่อย น้ าหนัก (มก.) 
PE-621 1-36 126.4 
PE-622 37-41 5.7 
PE-623 42-51 2.7 
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บทที่ 4 

ผลการวิจัย 

4.1 โครงสร้างทางเคมีของสารที่สกัดแยกได้จากใบของรองเท้านารีเหลอืงกระบี่ 

 4.1.1. สาร exulquinone (P-1)  

 

 

 

 

 

  สาร P-1 มีลักษณะเป็นผงสีน้ าตาลอมเหลือง ปริมาณท้ังหมดท่ีสกัดแยกได้ คือ 5.5 มก. (คิดเป็น  

yield = 0.02 % ของน้ าหนักพืชแห้ง) สารชนิดนี้จัดเป็นสารในกลุ่ม benzoquinone ซึ่งพิจารณาได้จากข้อมูล 
1H และ 13C NMR (ตารางท่ี 12)  ซึ่งใน carbon spectrum พบ peaks ของ 19 คาร์บอนอะตอม โดยเป็นหมู่ 

keto carbonyl 2 หมู่ในส่วนท่ีเป็นวงแหวน 1,4-benzoquinone ปรากฎท่ี δC 181.6 (C-1) และ 187.2 ppm 

(C-4), หมู่ ester carbonyl ท่ี δC 173.6 (C-1”), methine carbon ซึ่งต่อกับออกซิเจนอะตอมท่ี δC 71.9 (C-

2’) และหมู่ methoxy 1 หมู่ท่ี δC 56.3 ppm (2-OCH3) ซึ่งต าแหน่งเดียวกันนี้ใน proton spectrum ปรากฎ

เป็น proton singlet ท่ี δH 3.79 ppm นอกจากนี้ ใน 1H NMR spectrum ยังพบ doublets ของ H-3 กับ H-

5 ของวงแหวน quinone ซึ่ง couple กันด้วยค่า J = 2.3 Hz ท่ี δH 5.84 และ 6.44 ppm ตามล าดับ กับ 

peaks ของ methylene protons ต าแหน่ง 1’ ซึ่งปรากฎเป็นลักษณะ doublet of doublets (dd) ท่ี δH 

2.39 ppm และ  doublet of doublet of doublets (ddd) ท่ี  δH 2.85 ppm ร ว ม ท้ั ง  triplets ข อ ง หมู่  

methyl 2 หมู่ซึ่งอยู่ท่ีปลายสายโซ่ aliphatic hydrocarbon ท่ี δH 0.85 (H-7’) และ 0.86 ppm (H-6”) ข้อมูล

เหล่านี้ โดยเฉพาะในส่วนของวงแหวน benzoquinone และหมู่แทนท่ี มีความคล้ายคลึงใกล้เคียงกับข้อมูลของ

สาร cornudentanone16 ท่ีถูกค้นพบเมื่อปี ค.ศ. 1987 จากต้น Ardisia cornudentata ซึ่งเป็นพืชสมุนไพร

จีนชนิดหนึ่ง ความแตกต่างท่ีส าคัญ คือ ในส่วนของหมู่ ester ซึ่งส าหรับสาร cornudentanone เป็น acetyl 

ester จึงปรากฎเป็น methyl singlet ท่ี δH1.95 ppm แต่หมู่ ester ของสาร P-1 เป็นสายโซ่ aliphatic ซึ่ง

ยาว 6 carbons โดยมี HMBC correlations ระหว่างสัญญาณโปรตอนและคาร์บอนดังแสดงในตารางท่ี 12 ซึ่ง

เมื่อหักลบจ านวนคาร์บอนของสายโซ่ ester นี้และส่วนวงแหวน benzoquinone ออกจากจ านวนคาร์บอน
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ท้ังหมดของสาร P-1 ท าให้ทราบความยาวของสายโซ่ aliphatic hydrocarbon อีกสายหนึ่งได้ ท าให้ทราบว่า

โครงสร้างของสาร P-1 จัดเป็นโครงสร้างของสารใหม่ในธรรมชาติท่ีไม่เคยมีการรายงานมาก่อน ซึ่งคณะผู้วิจัยได้

ให้ช่ือสารนี้ว่า exulquinone แต่อย่างไรก็ตาม ข้อมูลเหล่านี้ยังต้องการข้อมูลทางสเปคโทรสโกปีอื่นๆ เช่น 

mass spectroscopy เพื่อยืนยันอีกครั้งหนึ่ง 

O

O

H3CO CH3

O CH3

O  

                          cornudentanone 

 

ตารางที่ 12 ข้อมูล 1H (300 MHz) และ 13C NMR (75 MHz) ของ exulquinone (P-1) และ 

cornudentanone ใน CDCl3 
 

ต าแหน่ง  δH (ppm) δC (ppm) HMBC (H → C) 
1 - 181.6 - 
2 - 158.9 - 
3 5.84 107.2 C-1, C-2, C-5 
4 - 187.2 - 
5 6.44 134.4 C-1, C-3 
6 - 143.5 - 

1’ 
2.39 (dd, J = 13.8, 9.3 Hz), 

2.85 (ddd, J = 13.8, 3.0, 1.2 Hz) 
34.4 C-1, C-5, C-6, C-2’, C-3’ 

2’ 4.98 (m) 71.9 - 
3’ 1.57 (m) 34.5 - 
4’ 1.27 (m) 25.0 C-5’ 
5’ 1.22 (m) 31.3* - 
6’ 1.27 (m) 22.3** C-5’ 
7’ 0.85 (t, J = 7.2 Hz) 13.9 C-5’, C-6’ 
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 *, ** หมายถึง อาจสลับกันได้ 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ต าแหน่ง  δH (ppm) δC (ppm) HMBC (H → C) 
1” - 173.6 - 
2” 2.19 (td, J = 7.5, 3.0 Hz) 34.4 C-1”, C-3”, C-4” 
3” 1.51 (m) 24.7 C-1”, C-2”, C-4”, C-5” 
4” 1.22 (m) 31.4* C-5” 
5” 1.27 (m) 22.5** C-4” 
6” 0.86 (t, J = 7.2 Hz) 13.9 C-4”, C-5” 
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 4.1.2. สาร 5-hydroxy-3-methoxy-cis-stilbene (P-2)  

 

 

 

 

 

 

  สาร P-2 ลักษณะเป็นผงสีเหลืองอมน้ าตาล สกัดแยกได้ในปริมาณ 9.3 มก. (คิดเป็น yield = 

0.03% ของน้ าหนักพืชแห้ง) ซึ่งจากข้อมูล 13C NMR พบ carbon peak ท้ังหมด 15 peaks (รวม peak ท่ีมี

ความสูงมากกว่า peak อื่นๆ ประมาณ 2 เท่า ซึ่งแสดงถึง carbon 2 คู่ท่ีสมมาตรกัน จึงปรากฎเป็น peak ท่ี

เดียวกัน) แสดงว่าสารมี 15 carbon atoms โดย 14 peaks เป็นของวงแหวน aromatic 2 วง เช่ือมต่อกัน

ผ่าน 1 พันธะคู่ ซึ่งแสดงว่าเป็นโครงสร้างหลักของสารนี้เป็น stilbene อันเป็นกลุ่มสารท่ีมักพบในกล้วยไม้ และ

อีก 1 carbon peak ท่ี δC 55.2 ppm ซึ่งเป็นของหมู่ methoxy ท่ีอยู่ในต าแหน่ง 3 บนวงแหวน aromatic 

วงหนึ่ง ในขณะท่ีมีหมู่ hydroxy ในลักษณะ meta กันท่ีต าแหน่ง 5 ส่วนอีกวงแหวน aromatic ไม่มีหมู่แทนท่ี 

จึงมี carbon ท่ีสมมาตรกัน 2 คู่ ปรากฎเป็น peak ท่ีสูงกว่า peak อื่นๆ 2 เท่า ท่ี δC 128.2 (C ท่ีต าแหน่ง 3’ 

กับ 5’) และ 128.9 ppm (C ท่ีต าแหน่ง 2’ กับ 6’) ส่วนพันธะคู่ระหว่างวงแหวนท้ังสองและให้ peaks ท่ี δH 

6.47 และ 6.58 ppm ซึ่งเป็นของต าแหน่ง α และ β ตามล าดับ โดยมีค่า J = 12.3 Hz แสดงว่าเป็นพันธะคู่

ลักษณะ cis เมื่อเปรียบเทียบกับข้อมูล 1H NMR และ 13C NMR กับสารชนิดเดียวกันท่ีเคยมีการรายงานมา

ก่อนจาก Alpinia katsumadai17 (ตารางท่ี 13) ท าให้สามารถสรุปได้ว่า สาร P-2 คือสาร 5-hydroxy-3-

methoxy-cis-stilbene  
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4.1.3. สาร 5-hydroxy-3-methoxy-trans-stilbene (P-3)  

 

 

 

 

 

   

สาร P-3 ลักษณะเป็นผงสีเหลืองอมน้ าตาล ปริมาณ 23.4 มก. (yield = 0.08 % ของน้ าหนักพืช

แห้ง) สารชนิดนี้เป็น stilbene ซึ่งเป็น isomer ของสาร P-2 โดยมีข้อมูล NMR ใกล้เคียงกัน ได้แก่ มี carbon 

peaks โดยรวม 15 peaks โดย 1 peak ท่ี δC 55.4 ppm เป็นของหมู่ methoxy ท่ีต าแหน่ง 3 ของวงแหวน 

aromatic วงหนึ่ง อีก 14 peaks เป็นของวงแหวน aromatic 2 วง กับอีก 1 พันธะคู่ วงแหวน aromatic วง

หนึ่งมีความสมมาตรเนื่องจากไม่มีหมู่แทนท่ี ส่วนอีกวงหนึ่งแทนท่ีด้วยหมู่ methoxy และ hydroxyl ท่ี

ต าแหน่ง 3 และ 5 ตามล าดับ ความแตกต่างท่ีส าคัญของข้อมูล NMR ของสารนี้กับสาร P-2 คือ ค่า coupling 

constant ระหว่างโปรตอนต าแหน่ง α กับ β ของพันธะคู่ซึ่งเท่ากับ 16.3 Hz แสดงว่าเป็น conformation 

แบบ trans นอกจากนี้ยังพบว่าค่า carbon chemical shift ของต าแหน่ง α และ β ของสารนี้จะ upfield 

กว่า cis-isomer ราว 1.5 ppm และของต าแหน่ง 2, 6, 2’ และ 6’ จะ upfield กว่าประมาณ 2-2.5 ppm 

เมื่อเปรียบเทียบกับข้อมูล 1H NMR และ 13C NMR กับสารชนิดเดียวกันท่ีเคยมีการรายงานมาก่อนจาก 

Alpinia katsumadai17 (ตารางท่ี 13) จึงสรุปได้ว่า สาร P-3 คือสาร 5-hydroxy-3-methoxy-trans-

stilbene  
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ตารางที่ 13    ข้อมูล 1H (300 MHz) และ 13C NMR (75 MHz) ของ 5-hydroxy-3-methoxy-cis-stilbene 

(P-2) และ 5-hydroxy-3-methoxy-trans-stilbene (P-3) ใน CDCl3 

 

ต าแหน่ง 
P-2 Reference P-3 Reference 

δH  (ppm) δC (ppm) δC (ppm) δH  (ppm) δC (ppm) δC (ppm) 
1 - 139.3 139.5 - 139.7 139.6 
2 6.35 (br s) 106.7 106.7 6.63 (br s) 104.9 104.7 
3 - 160.7 160.5 - 161.1 160.9 

4 6.25 (br s) 100.7 100.8 
6.32 (t, J = 

2.1 Hz) 
101.0 101.2 

5 - 156.5 156.0 - 156.9 157.3 
6 6.28 (br s) 108.3 108.4 6.63 (br s) 105.9 106.3 

 
6.47 (d, J = 

12.3 Hz) 
129.9 129.8 

6.97 (d, J = 
16.3 Hz) 

128.3 128.4 

 
6.58 (d, J = 

12.3 Hz) 
130.8 130.8 

7.05 (d, J = 
16.3 Hz) 

129.4 129.2 

1’ - 137.1 136.5 - 137.0 137.1 

2’ 7.17-7.26 (m) 128.9 129.0 
7.48 (d, J = 

7.5 Hz) 
126.6 126.6 

3’ 7.17-7.26 (m) 128.2 128.2 
7.35 (d, J = 

7.5 Hz) 
128.7 128.6 

4’ 7.17-7.26 (m) 127.2 127.2 
7.25 (t, J = 

7.2 Hz) 
127.8 127.7 

5’ 7.17-7.26 (m) 128.2 128.2 
7.35 (d, J = 

7.5 Hz) 
128.7 128.6 

6’ 7.17-7.26 (m) 128.9 129.0 
7.48 (d, J = 

7.5 Hz) 
126.6 126.6 

3-OCH3 3.62 (s) 55.2 55.2 3.80 (s) 55.4 55.3 
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4.1.4. สาร isokaempferide (P-4)  

 

 

 

 

 

 

 

  สาร P-4 ลักษณะเป็นผงสีเหลือง สกัดแยกได้ปริมาณ 5.7 มก. (yield = 0.02 % ของน้ าหนักพืช

แห้ง) ซึ่งจากข้อมูล 13C NMR พบ carbon peaks ของ flavonol 14 peaks กับของหมู่แทนท่ีซึ่งเป็นหมู่  

methoxy อีก 1 peak และข้อมูล 1H NMR พบ peak ท่ี δH 12.68 ppm ลักษณะเป็น broad singlet เกิด

จากหมู่ hydroxy ซึ่งแทนท่ีในต าแหน่ง 5 และเกิดพันธะไฮโดรเจนกับหมู่ carbonyl ในต าแหน่ง 4 และพบ 

doublet 2 peaks (แต่ละ peak มีค่า integration เท่ากับ 1) ท่ี meta-coupled กัน (J = 1.8 Hz) ท่ี δH 

6.19 (H-6) และ δH 6.43 ppm (H-8) แสดงว่า ring A ของสารนี้มีหมู่แทนท่ีในต าแหน่ง 5 และ 7 ส่วน ring B 

มีหมู่แทนท่ีในต าแหน่ง 4’ ซึ่งสังเกตได้จาก doublet 2 peaks (แต่ละ peak มีค่า integration เท่ากับ 2) ท่ี 

δH 6.93 (H-3’ กับ H-5’) และ 7.93 ppm (H-2’ กับ H-6’) ortho-coupled กันด้วยค่า J = 8.9 Hz และเมื่อ

เปรียบเทียบกับข้อมูลของ flavonoid ท่ีเคยมีการรายงานมาก่อน18 (ตารางท่ี 14) พบว่าสาร P-4 เป็น 

flavonoid ในกลุ่มย่อย flavonol คือสาร isokaempferide 
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ตารางที่ 14   ข้อมูล 1H (300 MHz) และ 13C NMR (75 MHz) ของ isokaempferide (P-4) ใน DMSO-d6  

 

ต าแหน่ง 
P-4                   Isokaempferide18 

δH  (ppm) δC (ppm) δH  (ppm) δC (ppm) 
2 - 155.7 - 156.8 
3 - 139.0 - 139.1 
4 - 178.0 - 179.5 
5 - 161.3 - 163.2 
6 6.19 (d, J = 1.8 Hz) 98.6 6.25 (d, J = 1.9 Hz) 99.4 
7 - 164.2 - 164.9 
8 6.43 (d, J = 1.8 Hz) 93.8 6.49 (d, J = 1.9 Hz) 94.4 
9 - 156.4 - 157.8 
10 - 104.3 - 105.8 
1’ - 120.6 - 122.6 
2’ 7.93 (d, J = 8.9 Hz) 130.2 8.01 (d, J = 8.8 Hz) 131.2 
3’ 6.93 (d, J = 8.9 Hz) 116.4 7.00 (d, J = 8.8 Hz) 116.4 
4’ - 160.2 - 160.9 
5’ 6.93 (d, J = 8.9 Hz) 116.4 7.00 (d, J = 8.8 Hz) 116.4 
6’ 7.93 (d, J = 8.9 Hz) 130.2 8.01 (d, J = 8.8 Hz) 131.2 

3-OCH3 3.77 (s) 59.8 3.85 (s) 60.2 
5-OH 12.68 (br s) - 12.78 (s) - 
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 4.1.5 สารผสมของ stigmasterol (P-5) กับ ß-sitosterol (P-6)  

 

 

 

 

 

 

 

  สาร P-5 และ P-6 ถูกสกัดแยกได้ในลักษณะสารผสมซึ่งมีลักษณะเป็นผลึกรูปเข็มใส ปริมาณ 56.6 

มิลลิกรัม  (yield = 0.2% ของน้ าหนักพืชแห้ง) เมื่อพิสูจน์เอกลักษณ์โดยการเปรียบเทียบข้อมูล 1H และ 13C 

NMR (ตารางท่ี 15) กับสารท่ีเคยมีการรายงานมาก่อน พบว่าเป็นสารในกลุ่ม phytosterol ช่ือ stigmasterol 

และ ß-sitosterol ซึ่งเป็น plant sterols ท่ีพบได้ท่ัวไปในพืช นอกจากนี้ ข้อมูลจาก 1H NMR ยังแสดงให้เห็น

อัตราส่วนของสารผสม โดยเมื่อเทียบจากค่า integration ระหว่าง peaks ของ proton ต าแหน่งท่ี 6 ของสาร

ท้ังสองชนิด กับของ protons ต าแหน่ง ท่ี  22 และ 23 ของสาร stigmasterol พบว่าอัตราส่วนของ 

stigmasterol ต่อ ß-sitosterol เป็น 2:1 

 

ตารางที่  15   ข้อมูล 1H (300 MHz) และ 13C NMR (75 MHz) ของสาร stigmasterol (P-5)  และ ß-

sitosterol (P-6) ใน CDCl3 

ต าแหน่ง 
Chemical shift ( δC ) ppm 

Stigmasterol19 P-5 β-sitosterol20 P-6 

1 37.6 37.2 37.6 37.2 
2 31.9 31.9 32.0 31.9 
3 72.0 71.8 72.2 71.8 
4 42.5 42.3 42.7 42.3 
5 140.8 140.7 141.1 140.7 

stigmasterol ß-sitosterol 
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ต าแหน่ง 
Chemical shift ( δC ) ppm 

Stigmasterol19 P-5 β-sitosterol20 P-6 

6 121.8 121.7 122.1 121.7 
7 32.1 31.7 32.3 31.7 
8 32.2 31.7 32.3 31.7 
9 50.5 50.1 50.5 50.1 
10 36.5 36.5 36.9 36.5 
11 21.2 21.1 21.5 21.1 
12 40.0 39.8 40.1 39.8 
13 42.2 42.2 42.7 42.3 
14 57.1 56.9 57.2 56.9 
15 24.5 24.4 24.7 24.4 
16 28.9 28.9 28.6 28.9 
17 56.3 56.0 56.4 56.0 
18 12.2 12.2 12.2 12.2 
19 19.5 19.4 19.8 19.4 
20 40.4 40.5 36.5 36.5 
21 21.4 21.2 18.6 18.8 
22 138.3 138.3 34.1 34.0 
23 129.7 129.3 26.7 26.1 
24 51.5 51.2 46.2 51.2 
25 32.2 31.9 29.6 29.1 
26 21.2 21.2 19.3 19.0 
27 19.2 18.8 19.4 19.4 
28 25.4 25.4 23.4 23.1 
29 12.2 12.0 12.4 12.2 
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บทที ่5 

อภิปรายและสรปุผลการวิจัย 

  เมื่อน าสารสกัดหยาบช้ัน ethyl acetate ของใบรองเท้านารีเหลืองกระบี่มาสกัดแยกด้วยวิธี

คอลัมน์โครมาโทกราฟีสามารถแยกสารได้ 5 กลุ่ม โดยส่วนใหญ่เป็นสารท่ีพบได้ท่ัวไปในพืช คือ เป็นสารผสม

ของสารกลุ่มไฟโตสเตอรอล 2 ชนิด คือ stigmasterol (P-5) และ ß-sitosterol (P-6) และสารผสมของกรด

ไขมัน (P-7) สารท่ีพบมากในอันดับรองลงมา คือ สารกลุ่มสติลบีน ซึ่งมีเคยมีรายงานว่าพบได้ในกล้วยไม้หลาย

สกุล รวมท้ังในสกุลเดียวกับรองเท้านารีเหลืองกระบี่ โดยในงานวิจัยนี้พบสติลบีน 2 ชนิดซึ่งเป็น cis-trans 

isomer กั น  ไ ด้ แ ก่  5-hydroxy-3-methoxy-cis-stilbene ( P-2)  แ ล ะ  5-hydroxy-3-methoxy-trans-

stilbene (P-3) โดยพบ trans-isomer ในปริมาณมากกว่า พบสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ 1 ชนิด ไ ด้แก่  

isokaempferide (P-4)  ซึ่ ง จัดอยู่ ในก ลุ่มย่ อย  flavonol และสารก ลุ่มควิ โนน  1 ชนิ ด ในก ลุ่มย่ อ ย 

benzoquinone ได้แก่ exulquinone (P-1) ซึ่งคาดว่าเป็นสารชนิดใหม่จากธรรมชาติ แต่ต้องรวบรวมข้อมูล

อื่นๆ ทางกายภาพและทางด้านสเปกโทรสโกปีเพื่อสนับสนุนโครงสร้างทางเคมีท่ีน าเสนอไว้ต่อไป นอกจากนี้ 

จากข้อจ ากัดเกี่ยวกับช่วงเวลาของโครงการ ท าให้ไม่สามารถด าเนินการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารท่ีสกัด

แยกได้ทันตามก าหนด คณะผู้วิจัยจะได้พยายามรวบรวมข้อมูลเหล่านี้ต่อไปในอนาคต  
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