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บทคดัย่อ 

รหสัโครงการ: DBG488013 

ช่ือโครงการ: สารทีม่ฤีทธิใ์นการรกัษาโรคมะเรง็จากเปลา้ใหญ่ 

ช่ือนักวิจยั: ศาสตราจารย ์ดร. โสภณ เรงิสาํราญ 

E-mail Address: Sophon_Ren@yahoo.com 

ระยะเวลาโครงการ: กนัยายน 2548 - ตุลาคม 2552 

ไดส้กดัแยกองคป์ระกอบทางเคมจีากเปลอืกตน้เปลา้ใหญ่ (Croton oblongifolius Roxb.) 

สามารถแยกสารประกอบไดเทอรพ์นีอด ์จากจงัหวดัประจวบครีขีนัธ ์ ได ้ 2 ชนิด คอื kaur-16-en-19-oic 

acid (1) และ (–)-hardwickiic acid (2) จากจงัหวดัราชบรุ ี แยกได ้ 3 ชนิด คอื acanthoic acid (3), 

acanthol (4) และ (–)-hardwickiic acid (2) จากจงัหวดันครสวรรค ์แยกได ้3 ชนิด คอื kaur-16-en-19-

oic acid (1), labda-7,12(E),14-triene-17-ol (9) และ labda-7,12(E),14-triene-17-oic acid (10) ซึง่สาร 

1-4 และ 9-10 ดงักล่าวขา้งตน้ เป็นสารทีเ่คยมกีารรายงานไวแ้ลว้ สว่นเปลา้ใหญ่จากจงัหวดัน่านแยก

สารประกอบไดเทอรพ์นีอยดช์นิดใหมไ่ด ้ 2 สาร คอื (5,8,9,10,14)-cleistantha-13(17),15-dien-

3-ol (5)  และ 3,4-seco-cleistantha-4(18),13(17),15-trien-3-oic acid (6) และไดส้งัเคราะหอ์นุพนธ ์2 

ชนิด จากสาร 6 โดยปฏกิริยิาอพีอกซเิดชนั คอื 13,17-epoxy-3,4-seco-cleistantha-4(18),15-dien-3-oic 

acid (7) และ 14-epoxypimara-4(18),15-dien-3-oic acid (8) และไดนํ้าสาร 5-8 มาทดสอบฤทธิใ์นการ

ยบัยัง้เซลลม์ะเรง็ 5 ชนิด คอื KATO-3 (กระเพาะอาหาร), SW620 (ลาํไส)้, BT474 (เตา้นม), HEP-G2 

(ตบั) และ CHAGO (ปอด) พบวา่สาร 5 มฤีทธิย์ยั ัง้เซลลม์ะเรง็ SW620, KATO-3, HEP-G2 และ 

CHAGO โดยมคีา่ IC50 เทา่กบั 0.5, 6.0, 6.1 และ 5.5 g/ml ตามลาํดบั สาร 6  มฤีทธิย์บัยัง้เซลลม์ะเรง็

ชนิด SW620 และ KATO-3 เพยีงเลก็น้อย โดยมคีา่ IC50 เทา่กบั 8.6 และ 9.6 g/ml ตามลาํดบั สว่น

สาร 7 และ 8 ไมม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เซลลม์ะเรง็ทัง้ 6 ชนิด 



Abstract 

Project Code: DBG488013 

Project Title: Chemical constituents with cytotoxicity of Croton oblongifolius Roxb. 

Investigator: Professor Dr. Sophon Roengsumran 

E-mail Address: Sophon_Ren@yahoo.com 

Project Period: September 2005– October 2009  

Chemical constituents from stem bark of Croton oblongifolius Roxb. were isolated. Two 

diterpenoid compounds, kaur-16-en-19-oic acid (1) and (–)-hardwickiic acid (2) were isolated 

from Prachuab Khiri Khan Province. Three compounds, acanthoic acid (3), acanthol (4) and (–)-

hardwickiic acid (2) were isolated from Ratchaburi Province. Three compounds, kaur-16-en-19-

oic acid (1), labda-7,12(E),14-triene-17-ol (9) and labda-7,12(E),14-triene-17-oic acid (10) were 

isolated from Nakhonsawan Province. Compounds 1-4 and 9-10 which described above have 

been reported. Two new diterpenoid compounds, (5,8,9,10,14)-cleistantha-13(17),15-

dien-3-ol (5)  and 3,4-seco-cleistantha-4(18),13(17),15-trien-3-oic acid (6) were isolated from 

stem bark of Croton oblongifolius Roxb. from Nan Province. And two derivatives were 

synthesized by epoxidation reaction from compound 6. Compounds 5-8 were tested for 

cytotoxicity against 5 human tumor cell lines, KATO-3 (gastric), SW620 (colon), BT474 (breast), 

HEP-G2 (hepatoma) and CHAGO (lung). The results showed that compound 5 was active 

against SW620, KATO-3, HEP-G2 and CHAGO cell lines with IC50 values of 0.5, 6.0, 6.1 and 

5.5 g/ml, respectively. Compound 6 showed low active against SW620 and KATO-3 with IC50 

values of 8.6 and 9.6 g/ml, respectively. Compound 7 and 8 were inactive against all cell lines. 



บทนํา 
เปลา้ใหญ่ มชีื่อวทิยาศาสตร ์คอื Croton oblongifolius Roxb. เป็นไมย้นืตน้ขนาดกลาง จดั

อยู่ในวงศ์ Euphorbiaceae[1] พบกระจายอยู่ทัว่ทุกภาคของประเทศไทย พชืชนิดน้ีจดัเป็นพชื

สมนุไพรไทยทีส่ามารถใชป้ระโยชน์ทางยาไดจ้ากหลายๆสว่นของลาํตน้[2]  เช่น ใบสามารถใชเ้ป็นยา

บํารุง ผลใช้รกัษาอาการปวดประจําเดอืน เมล็ดใช้เป็นยาหา้มเลอืด เปลอืกใช้รกัษาอาการท้องอดื 

สว่นรากใชแ้กอ้าการปวดทอ้ง รกัษาโรคทอ้งรว่งได[้3] เน่ืองจากเปลา้ใหญ่มคีุณสมบตัใินการใชเ้ป็นยา 

ดงันัน้จงึทาํใหม้กีารศกึษาองคป์ระกอบทางเคมใีนตน้เปลา้ใหญ่อยา่งต่อเน่ือง และพบว่าองคป์ระกอบ

ทางเคมขีองตน้เปลา้ใหญ่เป็นแหล่งสารประกอบไดเทอรพ์นีอยดท์ีส่าํคญั ทีม่แีนวโน้มว่าจะไดส้ารทีม่ี

ฤทธิท์างชวีภาพที่สามารถพฒันาไปเป็นยาได้ จากการศกึษาพบว่าต้นเปล้าใหญ่ที่สุ่มเกบ็ตวัอย่าง

จากแต่ละจงัหวดัสรา้งสารประกอบไดเทอรพ์นีอยดต่์างชนิดกนั โดยสารประกอบไดเทอรพ์นีอยด์ที่

พบม ี7 ประเภท ประกอบดว้ย เซม็เบรน ไดเทอรพ์นีอยด,์ แลบเดน ไดเทอรพ์นีอยด,์ ฮาลเิมน ได

เทอรพ์นีอยด,์ เคลอโรเดน ไดเทอรพ์นีอยด,์ ไคลสแทนเทน ไดเทอรพ์นีอยด,์ คอเรน ไดเทอรพ์นีอยด ์

และ พมิาเรน ไดเทอรพ์นีอยด ์และฤทธิท์างชวีภาพของสารเหล่านัน้ทีส่าํคญัคอืเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็ 

ดว้ยเหตุทีจ่ากการศกึษาองคป์ระกอบทางเคมขีองเปลา้ใหญ่ในแตละพืน้ทีแ่ตกต่างกนั ผูว้จิยั

และคณะจงึไดเ้กบ็ตวัอยา่งเปลา้ใหญ่เหล่านัน้และบรเิวณใกลเ้คยีงมาศกึษาความหลากหลายทางสาย

พนัธุ์โดยการวเิคราะหล์ําดบัเบสของยนีทีป่ระมวลรหสัของตําแหน่ง ITS (Internal Transcribed 

Spacer) พบว่าแตกต่างกนัอยา่งชดัเจน จงึเป็นไปไดว้่าเปลา้ใหญ่มคีวามหลากหลายทางสายพนัธุส์งู

มากและเป็นไปไดว้่าจะได้สารประกอบชนิดใหม่ที่มฤีทธิท์างชวีภาพ โดยเฉพาะอย่างยิง่การยบัยัง้

เซลล์มะเรง็ ดงันัน้โครงการวจิยัน้ีผูว้จิยัและคณะจงึต้องการแยกสารประกอบทีม่ฤีทธิท์างชวีภาพใน

การยบัยัง้เซลล์มะเรง็จากเปลา้ใหญ่ โดยเฉพาะอย่างยิง่สารประกอบในกลุ่มไดเทอรพ์นีอยด ์และทํา

การดดัแปลงโครงสรา้งทางเคมเีพือ่พฒันาประสทิธภิาพฤทธิใ์นการยบัยัง้เซลลม์ะเรง็ของสารเหล่านัน้ 

 

วตัถปุระสงค ์

1. แยกหาสารทีม่ฤีทธิท์างชวีภาพในการยบัยัง้เซลลม์ะเรง็จากเปลา้ใหญ่ 

2. เพือ่ดดัแปลงโครงสรา้งทางเคมใีหม้ปีระสทิธภิาพในการยบัยัง้เซลลเ์พิม่มากขึน้ 

3. คน้หาสารออกฤทธิก์บัเซลลม์ะเรง็ชนิดต่างๆ 



การทดลองและผลการทดลอง 
1. การเกบ็ตวัอย่างและการสกดัแยกองคป์ระกอบทางเคมีของเปล้าใหญ่ 

ทําการเกบ็ตวัอย่างต้นเปลา้ใหญ่จาก จงัหวดัประจวบครีขีนัธ ์จงัหวดัราชบุร ีจงัหวดัน่าน และ

จงัหวดันครสวรรค์ โดยนําส่วนเปลือกลําต้นมาสบัให้เป็นชิ้นเล็กๆ ผึ่งให้แห้งสนิท และบทให้เป็นผง

ละเอยีด จากนัน้นําไปทําการสกดัดว้ยตวัทําละลายอนิทรยี์ คอื เฮกเซน เอธลิอะซเีตต และเมทานอล 

ตามลาํดบั ระเหยตวัทาํละลายโดยใชเ้ครือ่ง rotary evaporator ตวัทาํละลายอนิทรยีท์ีใ่ชใ้นการสกดัเป็น

ตวัทาํละลายชนดิ commercial grade ทีก่ลัน่ใหบ้รสิทุธิแ์ลว้ 

 

2. การแยกองคป์ระกอบทางเคมีจากเปล้าใหญ่ จงัหวดัประจวบคีรีขนัธ ์ 

นําเปลอืกตน้เปลา้ใหญ่ทีม่น้ํีาหนกัแหง้  4.4  กโิลกรมั  มาสกดัดว้ยเฮกเซน 3 ลติร จาํนวน 3 

ครัง้  ทําการระเหยตวัทําละลาย ไดส้ารสกดัหยาบเฮกเซนเป็นของเหลวหนืดสเีหลอืงอมเขยีวน้ําหนัก 

82.6 กรมั นํากากทีเ่หลอืมาสกดัดว้ยเอธลิอะซเีตต  3 ลติร จาํนวน 3 ครัง้ ทาํการระเหยตวัทาํละลาย ได้

สว่นสกดัหยาบเอธลิอะซเีตตเป็นของเหลวหนืดสน้ํีาตาล น้ําหนกั 60.4 กรมั กากทีเ่หลอืมาสกดัดว้ยเมทา

นอล ทําการระเหยตวัทําละลาย ไดส้ารสกดัหยาบเมทานอลเป็นของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้น้ําหนัก 7.2 

กรมั  

นําสารสกดัหยาบเฮกเซนมาแยกองคป์ระกอบทางเคม ีโดยเทคนิคซลิกิาเจลคอลมัน์โครมาโท-

กราฟี ชะดว้ยตวัทําละลาย เฮกเซน เฮกเซน-เอธลิอะซเีตต เอธลิอะซเีตต-เมทานอล และเมทานอล 

ตามลําดบั เกบ็สารทีผ่่านจากคอลมัน์ทลีะ 50 ml ทําการรวบสารทีเ่หมอืนกนัเขา้ดว้ยกนัโดยใชก้าร

เทคนิคธนิเลเยอรโ์ครมาโทกราฟี และใชว้านิลนิในสารละลายกรด ในการตรวจสอบสารแต่สว่นทีเ่กบ็ได้

และนําสารที่เก็บได้แต่ละส่วนไปแยกซํ้าโดยใช้เทคนิคซิลิกาเจลคอลัมน์โครมาโทกราฟี พบว่าได้

สารประกอบ 1 เป็นของแขง็สขีาวน้ําหนัก 10.9 กรมั ซึง่เป็นสารทีเ่ป็นองคป์ระกอบหลกั เมื่อทําการ

วเิคราะหโ์ดยใชเ้ทคนิคแมสสเปกโตรเมตร ี(MS) พบว่ามโีมเลกุลาไอออน (m/z) เป็น 302 ซึง่มสีตูร

โมเลกุลเป็น C20H30O2 และไดพ้สิจูน์โครงสรา้งโดยใชเ้ทคนิค FT-IR ปรากฏแถบที ่3300 cm-1 แสดงการ

สัน่ของหมูไ่ฮดรอกซลิ ที ่2940, 2851 cm-1 แสดงการสัน่ของ sp3 C-H ที ่1680 cm-1 แสดงการสัน่ของ 

C=O ที ่1465 cm-1 แสดงการสัน่ของ C=C และที ่1255, 1192 cm-1 แสดงการสัน่ของ C-O 
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จากการพสิจูน์โครงสรา้งดว้ย 1H-NMR และ13C-NMR ไดผ้ลดงัตารางที ่1 รว่มกบั 2D NMR 

พบวา่สารประกอบ 1 มคีา่ chemical shift ทีส่อดคลอ้งตรงกบัสาร kaur-16-en-19-oic acid และเป็นสาร

ทีเ่คยมกีารรายงานไวแ้ลว้[4]  

COOH
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รปูที ่1 โครงสรา้งสารประกอบ 1 

 

ตารางท่ี 1 แสดงผลจากการวเิคราะหด์ว้ย 1H-NMR และ13C-NMR ของสารประกอบ 1 

ตาํแหน่ง 
Chemical shift (ppm) 

13C 1H 
1 40.6 0.87 (1H, br) 

0.85 (1H, d, J=4) 
2 19.0 1.84 (1H, br) 

1.86 (1H, br) 
3 37.7 1.12 (1H, d, J=5 Hz) 

2.16 (1H, d, J=14 Hz) 
4 43.2 - 
5 56.9 1.07 (1H, d, J=7 Hz) 
6 21.7 1.82 (1H, d, J=3 Hz) 

1.93 (1H, br) 
7 41.3 1.54 (1H, br) 

1.46 (1H, br) 
8 44.2 - 
9 55.6 1.05 (1H, d, J=7 Hz) 
10 39.6 - 
11 18.4 1.60 (1H, br) 

1.59 (1H, br)  
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ตาํแหน่ง 
Chemical shift (ppm) 

13C 1H 
12 33.0 1.49 (1H, br) 

1.64 (1H, br) 
13 43.8 2.64 (1H, br) 
14 39.4 1.16 (1H, dd, J=5,11 Hz) 

2.01 (1H, dd, J=2,11 Hz) 
15 48.9 2.06 (1H, br) 

2.04 (1H, d, J=2 Hz) 
16 155.5 - 
17 102.8 4.75 (1H, s) 

4.81 (1H, s) 
18 28.6 1.22 (3H, s) 
19 184.9 - 
20 15.1 0.99 (3H, s) 

 

สารสกดัหยาบเอธลิอะซเีตตเมื่อนํามาแยกองคป์ระกอบทางเคมโีดยเทคนิคซลิกิาเจลคอลมัน์

โครมาโทกราฟี ชะดว้ยตวัทาํละลาย เฮกเซน เฮกเซน-เอธลิอะซเีตต เอธลิอะซเีตต-เมทานอล และเมทา

นอล ตามลําดบั พบว่าไดส้ารประกอบ 1 น้ําหนัก 1.1 กรมั และไดส้ารประกอบ 2 เป็นของแขง็สขีาว 

น้ําหนกั 1.7 กรมั เมือ่วเิคราะหโ์ครงสรา้งดว้ย FT-IR ปรากฏแถบการดดูกลนืที ่3140 cm-1 แสดงการสัน่

ของหมูไ่ฮดรอกซลิ ที ่2930 cm-1 แสดงการสัน่ของ sp3 C-H ที ่1760, 1724 cm-1 แสดงการสัน่ของ C=O 

ที ่1597 cm-1 แสดงการสัน่ของ C=C ที ่1192, 1174 cm-1 แสดงการสัน่ของ C-O และที ่869 แสดงการ

สัน่ของ C=CH out of plane 

เมือ่ทาํการวเิคราะหโ์ดยใชเ้ทคนิคแมสสเปกโตรเมตร ี(MS) พบวา่มโีมเลกุลาไอออน (m/z) เป็น 

316 ซึง่มสีตูรโมเลกุลเป็น C20H28O3 
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จากการพสิจูน์โครงสรา้งดว้ยเทคนิค1D และ 2D NMR ไดผ้ลดงัตารางที ่2 พบวา่สารประกอบ 

2 มคีา่ chemical shift ทีส่อดคลอ้งตรงกบัสาร (–)-hardwickiic acid ซึง่เป็นสารทีเ่คยมกีารรายงานไว้

แลว้ และพบวา่เป็นสารทีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เซลลม์ะเรง็ [5, 6] 

COOH

H
O

1

2

3 4 5 6 7
8

9
10

11
12

13
14

15

16

17

18

19

20

 
 

รปูที ่2 โครงสรา้งสารประกอบ 2 

 

ตารางท่ี 2 แสดงผลจากการวเิคราะหด์ว้ย 1H-NMR และ13C-NMR ของสารประกอบ 2 

ตาํแหน่ง 
Chemical shift (ppm) 

13C 1H 
1 17.9 1.56 (1H, m) 

1.64 (1H, m) 
2 27.7 2.14 (1H, m) 

2.27 (1H, m) 
3 140.1 6.80 (1H, dd, J=3.0, 4.4 Hz) 
4 142.0 - 
5 37.9 - 
6 36.5 1.09 (1H, td, J=5.2, 12.9, 13.0 Hz) 

2.38 (1H, dt, J=3.2, 3.2, 13.0 Hz) 
7 27.1 1.35 (1H, m) 

1.48 (1H, m) 
8 36.4 1.50 (1H, m) 
9 39.1 - 
10 46.9 1.37 (1H, m) 
11 39.2 1.48 (1H, m) 

1.59 (1H, m) 
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ตาํแหน่ง 
Chemical shift (ppm) 

13C 1H 
12 18.3 2.14 (1H, m) 

2.23 (1H, m) 
13 126.1 - 
14 111.3 6.22 (1H, dd, J=0.8, 1.7 Hz) 
15 138.7 7.17 (1H, br s) 
16 143.0 7.24 (1H, d, J=0.8 Hz) 
17 16.2 0.79 (3H, d, J=6.5 Hz) 
18 173.0 - 
19 20.7 1.21 (3H, s) 
20 18.3 0.773H, s) 

 

3. การแยกองคป์ระกอบทางเคมีจากเปล้าใหญ่ จงัหวดัราชบุรี 

นําเปลอืกตน้เปลา้ใหญ่บดละเอยีดทีม่น้ํีาหนกัแหง้  3.7  กโิลกรมั  มาสกดัดว้ยเฮกเซน 3 ลติร 

จาํนวน 3 ครัง้  ทาํการระเหยตวัทาํละลาย ไดส้ารสกดัหยาบเฮกเซนเป็นของเหลวหนืดสเีหลอืงอมน้ําตาล 

น้ําหนกั 301.4 กรมั นํากากทีเ่หลอืมาสกดัดว้ยเอธลิอะซเีตต  3 ลติร จาํนวน 3 ครัง้ ทาํการระเหยตวัทาํ

ละลาย ไดส้ารสกดัหยาบเอธลิอะซเีตตเป็นของเหลวหนืดสน้ํีาตาล น้ําหนกั 74.1 กรมั กากทีเ่หลอืมาสกดั

ดว้ยเมทานอล ทําการระเหยตวัทําละลาย ได้สารสกดัหยาบเมทานอลเป็นของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้

น้ําหนกั 10.2 กรมั  

นําสารสกดัหยาบเฮกเซนมาแยกองคป์ระกอบทางเคมโีดยเทคนิคซลิกิาเจลคอลมัน์โครมาโท-

กราฟี ชะดว้ยตวัทําละลาย เฮกเซน เฮกเซน-เอธลิอะซเีตต เอธลิอะซเีตต-เมทานอล และเมทานอล 

ตามลําดบั เกบ็สารทีผ่่านจากคอลมัน์ทลีะ 50 ml ทําการรวบสารทีเ่หมอืนกนัเขา้ดว้ยกนัโดยใชก้าร

เทคนิคธนิเลเยอรโ์ครมาโทกราฟี และใชว้านิลนิในสารละลายกรด ในการตรวจสอบสารแต่สว่นทีเ่กบ็ได ้

หลงัรวบ fraction ทีช่ะดว้ย 30% เอธลิอะซเิตตในเฮกเซน ปรากฏวา่มผีลกึใสไมม่สีตีกออกมา

จาํนวนมาก ทาํการกรองแยกผลกึ และสารละลายทีเ่หลอืนําไประเหยตวัทาํละลาย และนํากลบัมาตกผลกึ

ซํ้า ไดส้ารประกอบ 3 เป็นผลกึใสไมม่สี ีน้ําหนกั 153.9 กรมั ซึง่เป็นสารทีเ่ป็นองคป์ระกอบหลกั เมือ่ทาํ

การวเิคราะหโ์ดยใชเ้ทคนิคแมสสเปกโตรเมตร ี(MS) พบว่ามโีมเลกุลาไอออน (m/z) เป็น 302 ซึง่มสีตูร
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โมเลกุลเป็น C20H30O2 และไดพ้สิจูน์โครงสรา้งโดยใชเ้ทคนิค FT-IR ปรากฏแถบที ่3080 cm-1 แสดงการ

สัน่ของหมูไ่ฮดรอกซลิ ที ่2934, 2856 cm-1 แสดงการสัน่ของ sp3 C-H ที ่1690 cm-1 แสดงการสัน่ของ 

C=O ที ่1464 cm-1 แสดงการสัน่ของ C=C ที ่1261, 1183 cm-1 แสดงการสัน่ของ C-O และที ่811 

แสดงการสัน่ของ C=CH out of plane 

จากการพสิจูน์โครงสรา้งดว้ย 1H-NMR และ13C-NMR ไดผ้ลดงัตารางที ่3 พบวา่สารประกอบ 3 

มคีา่ chemical shift ทีส่อดคลอ้งตรงกบัสาร acanthoic acid และเป็นสารทีเ่คยมกีารรายงานไวแ้ลว้[7] 

ซึง่ acanthoic acid เป็นสารทีม่รีายงานฤทธิใ์นการตา้นการอกัเสบ[8] และลดอาการปวดประสาท ลด

ความดนัโลหติสงู ลดอาการขอ้อกัเสบ และลดอาการเบหวาน[9] 

COOH
H

H

1
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5
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7
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19

20

 
รปูที ่3 โครงสรา้งสารประกอบ 3 

ตารางท่ี 3 แสดงผลจากการวเิคราะหด์ว้ย 1H-NMR และ13C-NMR ของสารประกอบ 3 

ตาํแหน่ง 
Chemical shift (ppm) 

13C 1H 
1 41.8 1.29 (1H, m) 

1.80 (1H, m) 
2 18.9 1.92 (1H, m) 

2.20 (1H, m) 
3 38.1 0.99 (1H, m) 

2.15 (1H, m) 
4 44.1 - 
5 47.8 1.67 (1H, dd, J=6.2, 13.0 Hz) 
6 20.3 1.48 (1H, m) 

1.90 (1H, m) 
7 27.8 1.22 (1H, m) 

1.74 (1H, m) 
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ตาํแหน่ง 
Chemical shift (ppm) 

13C 1H 
8 28.7 2.30 (1H, m) 
9 149.9 - 
10 38.3 - 
11 116.6 5.39 (1H, m) 
12 37.5 1.78 (1H, m) 

2.01 (1H, m) 
13 34.8 - 
14 41.7 1.04 (1H, m) 

1.47 (1H, m) 
15 150.2 5.85 (1H, dd, J= 10.4, 17.4 Hz) 
16 109.2 4.87 (1H, dd, J=1.2, 10.4 Hz) 

4.93 (1H, dd, J=1.2, 17.4 Hz) 
17 22.2 0.97 (3H, s) 
18 28.6 1.25 (3H, s) 
19 184.8 - 
20 22.4 1.00 (3H, s) 

 

นํา fraction ทีเ่หลอืมาแยกองคป์ระกอบซํ้าโดยพบว่าสามารถแยกสารประกอบโดยเทคนิคซลิิ

กาเจลคอลมัน์โครมาโท-กราฟี ชะดว้ยตวัทําละลาย เอธลิอะซเีตต-เฮกเซน 30% สามารถแยก

สารประกอบ 4 เป็นของแขง็สขีาวน้ําหนกั 1.7 กรมั เมือ่ทาํการวเิคราะหโ์ดยใชเ้ทคนิคแมสสเปกโตรเมตร ี

(MS) พบว่ามโีมเลกุลาไอออน (m/z) เป็น 288 ซึง่มสีตูรโมเลกุลเป็น C20H32O และไดพ้สิจูน์โครงสรา้ง

โดยใชเ้ทคนิค FT-IR ปรากฏแถบที ่3241-3152 cm-1 แสดงการสัน่ของหมูไ่ฮดรอกซลิ ที ่2923 cm-1 

แสดงการสัน่ของ sp3 C-H ที ่1626, 1605 cm-1 C=C ที ่1262, 1186 cm-1 แสดงการสัน่ของ C-O  

จากการพสิจูน์โครงสรา้งดว้ย 1H-NMR และ13C-NMR ไดผ้ลดงัตารางที ่4 พบวา่สารประกอบ 4 

มคีา่ chemical shift ทีส่อดคลอ้งตรงกบัสาร acanthol และเป็นสารทีเ่คยมกีารรายงานไวแ้ลว้[7]  



8 

 

H

H

1

2

3 4
5

6
7
8910

11

12

13

14

15

16

17

18 19

20

OH  
 

รปูที ่4 โครงสรา้งสารประกอบ 4 

 

ตารางท่ี 4 แสดงผลจากการวเิคราะหด์ว้ย 1H-NMR และ13C-NMR ของสารประกอบ 4 

ตาํแหน่ง 
Chemical shift (ppm) 

13C 1H 
1 41.1 1.22 (1H, m) 

1.86 (1H, m) 
2 18.0 1.90 (1H, m) 

2.14 (1H, m) 
3 35.5 0.93 (1H, m) 

1.84 (1H, m) 
4 38.4 - 
5 46.3 1.57 (1H, dd, J=6.0, 12.9 Hz) 
6 19.1 1.49 (1H, m) 

1.85 (1H, m) 
7 26.9 1.18 (1H, m) 

1.70 (1H, m) 
8 29.0 2.30 (1H, m) 
9 151.3 - 
10 37.7 - 
11 115.8 5.29 (1H, m) 
12 37.6 1.77 (1H, m) 

2.03 (1H, m) 
13 34.8 - 



9 

 

ตาํแหน่ง 
Chemical shift (ppm) 

13C 1H 
14 41.6 1.02 (1H, m) 

1.39 (1H, m) 
15 150.3 5.75 (1H, dd, J=17.4, 10.6 Hz) 
16 109.1 4.79 (1H, dd, J=10.6, 1.3 Hz) 

4.87 (1H, 17.4, 1.3 Hz) 
17 22.4 0.98 (3H, s) 
18 26.5 0.97 (3H, s) 
19 65.1 3.84 (1H, d, J= 8.0 Hz) 

3.54 (1H, d, J=8.0 Hz) 
20 26.0 1.04 (3H, s) 

 

สารสกดัหยาบเอธลิอะซเีตตเมื่อนํามาแยกองคป์ระกอบทางเคมโีดยเทคนิคซลิกิาเจลคอลมัน์

โครมาโทกราฟี ชะดว้ยตวัทาํละลาย เฮกเซน เฮกเซน-เอธลิอะซเีตต เอธลิอะซเีตต-เมทานอล และเมทา

นอล ตามลาํดบั สามารถแยกสารประกอบเป็นของแขง็สขีาว น้ําหนกั 0.6 กรมั เมือ่วเิคราะหโ์ครงสรา้ง

ดว้ย FT-IR แมสสเปกโตรเมตร ี1H-NMR 13C-NMR และ 2D NMR พบวา่สารประกอบทีแ่ยกไดค้อื (–)-

hardwickiic acid (1) 

 

4. การแยกองคป์ระกอบทางเคมีจากเปล้าใหญ่ จงัหวดัน่าน  

นําเปลอืกตน้เปลา้ใหญ่ทีแ่หง้และบดละเอยีด น้ําหนักแหง้  0.5  กโิลกรมั  มาสกดัดว้ยเฮกเซน 

5 ลติร ซํ้า 2 ครัง้  ทําการระเหยตวัทาํละลาย ไดส้ารสกดัหยาบเฮกเซนเป็นของเหลวหนืดสเีหลอืงอม

เขยีวน้ําหนกั 15 กรมั นํากากมาสกดัซํ้าดว้ยเอธลิอะซเีตต 5 ลติร ซํ้า 2 ครัง้ ทาํการระเหยตวัทาํละลาย 

ไดส้ารสกดัหยาบเป็นของเหลวหนืดสเีหลอืง น้ําหนัก 25 กรมั กากทีเ่หลอืนํามาสกดัดว้ยเมทานอล 5 

ลติร ซํ้า 2 ครัง้ ทาํการระเหยตวัทาํละลาย ไดส้ารสกดัหยาบเป็นของเหลวหนืดสน้ํีาตาลแดง น้ําหนกั 20 

กรมั 

นําสารสกดัหยาบเฮกเซน (15 กรมั) มาทาํการแยกองคป์ระกอบทางเคมโีดยเทคนิคซลิกิาเจล

คอลมัน์โครมาโทกราฟี เริม่ชะดว้ยตวัทําละลายเฮกเซน จากนัน้เพิม่ขัว้ของสารละลายโดยการเพิม่
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เอธลิอะซเีตต จนถงึเอธลิอะซเีตต 100% เกบ็สารทีผ่่านจากคอลมัน์ทลีะ 25 ml ทําการรวบสารที่

เหมอืนกนัเขา้ดว้ยกนัโดยใชก้ารเทคนิคธนิเลเยอรโ์ครมาโทกราฟี และใชว้านิลนิในสารละลายกรด ในการ

ตรวจสอบสารแต่สว่นทีเ่กบ็ได ้

จากการแยกดงัทีก่ล่าวขา้งตน้หลงัจากทาํการระเหยตวัทาํละลายสามารถรวบสว่นทีเ่หมอืนกนั

ไดท้ัง้หมด 3 fraction โดย fraction ที ่ 1 ถูกชะออกมาที ่0-20% เอธลิอะซเีตตในเฮกเซนมน้ํีาหนกั 2.1 

กรมั fraction ที ่2 ถกูชะออกมาที ่25-30% เอธลิอะซเีตตในเฮกเซนมน้ํีาหนกั 5.4 กรมั และ fraction ที ่3 

ถกูชะออกมาที ่50% เอธลิอะซเีตตในเฮกเซนมน้ํีาหนกั 1.3 กรมั 

นํา fraction ที ่1 และ 2 มาแยกองคป์ระกอบซํ้าโดยเทคนิคซลิกิาเจลคอลมัน์โครมาโทกราฟี 

สามารถแยกสารประกอบ 5 ไดเ้ป็นมลีกัษณะเป็นของแขง็สขีาว เมือ่นํามาตกผลกึจากตวัทาํละลายเมทา

นอล ไดเ้ป็นผลกึสขีาวรปูเขม็น้ําหนกั 200 มลิลกิรมั (0.04% จากน้ําหนกัแหง้ของเปลอืกตน้เปลา้ใหญ่) 

สารประกอบ 5 เมือ่นําไปวเิคราะหโ์ดยวธิ ีelemental analysis พบว่ามสีตูรโมเลกุลเป็น C20H32O ซึง่

สอดคลอ้งกบัการวเิคราะหโ์ดยเทคนิคแมสสเปกโตรเมตรทีีป่รากฏ m/z 289 [M+H]+ และเมือ่นําไป

วเิคราะหโ์ดยเทคนิค FT-IR ปรากฏแถบการดดูกลนืที ่3413 cm-1 แสดงการสัน่ของหมูไ่ฮดรอกซลิ 1633 

cm-1 แสดงการสัน่ของ C=C 

จากการวเิคราะหโ์ดยเทคนคิ1H-NMR และ 13C-NMR แสดงผล ดงัตารางที ่ 5 จาก 13C-NMR 
ปรากฏสญัญาณของ oxygenated methine carbon ( 79.1 ppm) สญัญาณของ exocyclic methylene 
( 106.4, CH2; 152.4, C) และสญัญาณของ vinyl คารบ์อน ( 137.7, CH; 115.9, CH2) จากเทคนคิ 
1H-NMR ปรากฏสญัญาณของ olefinic โปรตอน ของ terminal methylene ที ่ 4.57(s) และ 4.65(s) 
สญัญาณของ vinyl โปรตอนที ่ 6.01 (1H, ddd, J=17.0, 9.6 and 9.2 Hz), 5.02 (1H, dd, J=9.6 and 
1.6 Hz), and 5.03 (1H, dd, J=17.0 and 1.6 Hz) และสญัญาณของ methyl โปรตอน ที ่ 0.80 (3H, s), 
0.97 (3H, s) และ 0.79 (3H, s) จากการวเิคราะหโ์ดยเทคนิค 1D รว่มกบั 2D NMR คอื COSY, HSQC, 
HMBC และ NOESY พบวา่สาร 5 มโีครงสรา้งแบบ cleistanthane-type diterpenoid และจากการ
วเิคราะหค์วามสมัพนัธท์างสเตอรโิอเคม ี โดยพจิารณาจาก NOESY สเปกตรมัอยา่งละเอยีด ทาํใหท้ราบ
วา่ สารประกอบ 5 คอื (5,8,9,10,14)-cleistantha-13(17),15-dien-3-ol  (รปู 5) 
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รปู 5 โครงสรา้งสารประกอบ 5 
 

ตารางท่ี 5 แสดงผลจากการวเิคราะหด์ว้ย 1H-NMR และ13C-NMR ของสารประกอบ 5 

ตาํแหน่ง 
Chemical shift (ppm) 

13C 1H 
1 37.6 (t) 1 : 1.06 (1H, m) 

1 : 1.73 (1H, m)  
2 27.5 (t) 2 : 1.52 (1H, m) 

2 : 1.63 (1H, ddd, J=3.4, 7.3, 14.8 Hz ) 
3 79.1 (d) 3.22 (1H, dd, J=11.6, 4.5 Hz) 
4 38.9 (s) - 
5 54.3 (d) 0.78 (1H, m) 
6 21.3 (t) 6 : 1.34 (1H, m) 

6 : 1.62 (1H, m) 
7 32.1 (t) 7 : 1.24 (1H, m) 

7 : 1.50 (1H, m) 
8 40.5 (d) 1.49 (1H, m) 
9 49.2 (d) 1.04 (1H, m) 
10 36.9 (s) - 
11 27.0 (t) 11 : 1.75 (1H, m) 

11 : 1.77 (1H, m) 
12 31.3 (t) 12 : 2.17 (1H, m) 

12 : 2.17 (1H, m) 
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ตาํแหน่ง 
Chemical shift (ppm) 

13C 1H 
13 152.4 (s) - 
14 54.6 (d) 2.81 (1H, dd, J=9.2, 4.2 Hz) 
15 137.7 (d) 6.01 (1H, ddd, J=9.2, 9.6, 17.0 Hz) 
16 115.9 (t) 16 : 5.02 (1H, dd, J=9.6, 1.6 Hz) 

16 : 5.03 (1H, dd, J=17.0, 1.6 Hz) 
17 106.4 (t) 17 : 4.57 (1H, s) 

17 : 4.65 (1H, s) 
18 15.8 (q) 0.80 (3H, s) 
19 28.4 (q) 0.97 (3H, s) 
20 14.0 (q) 0.79 (3H, s) 

 
สารประกอบ 6 สามารถแยกไดจ้าก fraction 2 จากสารสกดัหยาบเฮกเซน มาแยกซํ้าโดย

เทคนิคซลิกิาเจลคอลมัน์โครมาโทกราฟี ชะดว้ย 30% เอธลิอะซเีตตในเฮกเซน และไดจ้ากการแยกจาก 
สว่นสกดัหยาบเอธลิอะซเีตตโดยเทคนิคซลิกิาเจลคอลมัน์โครมาโทกราฟี  ไดส้าร 6 เป็นของเหลวใสไมม่ี
ส ี น้ําหนกั 2.2 กรมั (0.4% จากน้ําหนกัแหง้ของเปลอืกตน้เปลา้ใหญ่) เมือ่วเิคราะหส์าร 6 โดยเทคนคิ
แมสสเปกโตรเมตร ี HRESIMS และ MS [M+H]+ ปรากฏ m/z 303 จงึไดว้า่สาร 6 มสีตูรโมเลกุลเป็น 
C20H30O2 จากการวเิคราะหโ์ดยใช ้ FT-IR ปรากฏแถบการดดูกลนืที ่ 3400-2400 cm-1 และ 1704 cm-1 
ซึง่แสดงการสัน่ของหมู ่carboxylic acid และที ่1627 cm-1 แสดงการสัน่ของ C=C   

การวเิคราะหโ์ดยเทคนิค 13C-NMR รว่มกบั DEPT แสดงใหเ้หน็วา่สาร 6 มคีารบ์อนทัง้หมด 20 
คารบ์อน ประกอบดว้ย methyl คารบ์อนจาํนวน 2 คารบ์อน methylene sp3 คารบ์อนจาํนวน 6 คารบ์อน 
methine sp3 คารบ์อนจาํนวน 4 คารบ์อน quarternary sp3 คารบ์อนจาํนวน 1 คารบ์อน methylene sp2 
คารบ์อนจาํนวน 3 คารบ์อน methine sp2 คารบ์อนจาํนวน 1 คารบ์อน quarternary sp2 คารบ์อนจาํนวน 
2 คารบ์อน และ carbonyl คารบ์อน ของหมู ่carboxylic 

จากการวเิคราะหด์ว้ย 1H-NMR และ 13C-NMR ไดผ้ลดงัตารางที ่ 6 จากโปรตอนสเปกตรมั 
แสดงสญัญาณที ่ 4.59 ppm (1H, d, J=0.9 Hz), 4.67 ppm (1H, d, J=0.9 Hz), 1.74 ppm (3H, s) 
และ 0.84 ppm (3H, s) ซึง่เป็นสญัญาณของโปรตอนบนพนัธะคูท่ีอ่ยูป่ลายดา้นนอก และเมือ่เปรยีบเทยีบ
สเปกตรมัของสาร 6 กบัสาร 5 พบวา่มคีวามคลา้ยคลงึกนัมาก สว่นทีม่คีวามแตกต่างชดัเจนคอื ทีว่ง A 
ของสาร 6 ตาํแหน่งที ่3 และ 4 ขาดออกจากกนั และตาํแหน่งที ่3 กลายเป็นหมูค่ารบ์อกซลิกิ โครงสรา้ง
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ของสาร 6 หาไดจ้ากความสมัพนัธข์อง COSY, TOCSY และ NOESY ซึง่ทาํใหท้ราบวา่สาร 6 คอื 3,4-
seco-cleistantha-4(18),13(17),15-trien-3-oic acid  ดงัรปู 6  
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รปู 6 โครงสรา้งสารประกอบ 6 

 
ตารางท่ี 6 แสดงผลจากการวเิคราะหด์ว้ย 1H-NMR และ13C-NMR ของสารประกอบ 6 

ตาํแหน่ง 
Chemical shift (ppm) 

13C 1H 
1 32.1 (t) 1.65 (2H, m) 
2 28.1 (t) 2 : 2.42 (1H, m) 

2 : 2.30 (1H, m) 
3 181.0 (s) - 
4 148.4 (s) - 
5 50.7 (d) 1.96 (1H, dd, J=12.8, 2.4 Hz) 
6 27.6 (t) 6 : 1.44 (1H, m) 

6 : 1.67 (1H, m) 
7 31.5 (t) 7 : 1.24 (1H, m) 

7 : 1.46 (1H, m) 
8 40.4 (d) 1.57 (1H, m) 
9 41.0 (d) 1.26 (1H, m) 
10 39.0 (s) - 
11 27.4 (t) 11 : 1.17 (1H, m) 

11 : 1.72 (1H, m) 
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ตาํแหน่ง 
Chemical shift (ppm) 

13C 1H 
12 31.3 (t) 2.20 (2H, m) 
13 151.9 (s) - 
14 54.7 (d) 2.83 (1H, dd, J=8.8, 4.4 Hz) 
15 137.3 (d) 6.02 (1H, ddd, J=17.6, 10.4, 8.8 Hz) 
16 116.2 (t) 16 : 5.03 (1H, dd, J=10.4, 1.6 Hz) 

16 : 5.04 (1H, dd, J=17.6, 1.6 Hz) 
17 106.8 (t) 17 : 4.59 (1H, d, J=0.9 Hz) 

17 : 4.67 (1H, d, J=0.9 Hz) 
18 113.8 (t) 18 : 4.67 (1H, s) 

18 : 4.88 (1H, s) 
19 23.9 (q) 1.74 (3H, s) 
20 16.8 (q) 0.84 (3H, s) 

 
นําผลกึรปูเขม็ของสาร 6 มาทาํปฏกิริยิา epoxidation กบั mCPBA (1.2 eq.) ในตวัทาํละลาย

ไดคลอโรมเีทน ทีอุ่ณหภมูหิอ้งเป็นเวลา 5 ชัว่โมง จะไดผ้ลติภณัฑเ์ป็นสารประกอบ 7 เป็นผลติภณัฑห์ลกั 
และสาร 8 เป็นสารผลติภณัฑร์อง ปฏกิริยิา epoxidation ของสาร 6 พบวา่จะไมเ่กดิ epoxidation ที่
ตาํแหน่ง isopropylene 

สารประกอบ 7 มโีมเลกุลาไอออน m/z 341 มสีตูรโมเลกุลคอื C20H30O3 จากขอ้มลู 1H-NMR 
และ 13C-NMR ของสาร 7 (ตารางที ่7) เปรยีบเทยีบกบัสาร 6 มลีกัษณะคลา้ยคลงึกนั ยกเวน้ทีต่าํแหน่ง
พนัธะคู ่ (C-13 และ C-17) ถกูเปลีย่นใหเ้ป็น epoxide  และเมือ่พจิารณา 2D NMR ของสาร 7 รวมทัง้
พจิารณาความสมัพนัธท์างสเตอรโิอเคมจีาก NOESY สเปกตรมั ทาํใหส้ามารถทราบไดว้า่ สาร 7 คอื 
13,17-epoxy-3,4-seco-cleistantha-4(18),15-dien-3-oic acid  ดงัรปู 7 
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รปู 7 โครงสรา้งสารประกอบ 7 

 
ตารางท่ี 7 แสดงผลจากการวเิคราะหด์ว้ย 1H-NMR และ13C-NMR ของสารประกอบ 7 

ตาํแหน่ง 
Chemical shift (ppm) 

13C 1H 
1 32.1 (t) 1.65 (2H, m) 
2 28.0 (t) 2 : 2.28 (1H, m) 

2 : 2.43 (1H, m) 
3 180.1 (s) - 
4 147.4 (s) - 
5 50.7 (d) 1.96 (1H, dd, J=12.4, 2.8 Hz) 
6 27.5 (t) 6 : 1.42 (1H, m) 

6 : 1.71 (1H, m) 
7 31.1 (t) 7 : 1.19 (1H, m) 

7 : 1.39 (1H, m) 
8 36.6 (d) 1.86 (1H, m) 
9 40.2 (d) 1.25 (1H, m) 
10 39.0 (s) - 
11 29.3 (t) 11 : 1.16 (1H, m) 

11 : 2.02 (1H, m) 
12 23.0 (t) 12 : 1.46 (H, m) 

12 : 1.64 (1H, m) 
13 61.5 (s) - 
14 53.0 (d) 1.67 (1H, m) 
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ตาํแหน่ง 
Chemical shift (ppm) 

13C 1H 
15 135.5 (d) 5.90 (1H, ddd, J=17.2, 10.4, 10.0 Hz) 
16 118.3 (t) 16 : 5.03 (1H, dd, J=10.4, 2.0 Hz) 

16 : 5.11 (1H, dd, J=17.2, 2.0 Hz) 
17 53.9 (t) 17 : 2.60 (1H, d, J=4.4 Hz) 

17 : 2.63 (1H, d, J=4.8 Hz) 
18 113.7 (t) 18 : 4.68 (1H, s) 

18 : 4.86 (1H, s) 
19 23.9 (q) 1.74 (3H, s) 
20 16.8 (q) 0.90 (3H, s) 

 
สว่นสารประกอบ 8 มโีมเลกุลารไ์อออน m/z 318  และมสีตูรโมเลกลุเป็น C20H30O3 ขอ้มลู 1H-

NMR และ 13C-NMR แสดงในตารางที ่8 จากการพจิารณา 13C-NMR สเปกตรมั รว่มกบั HSQC พบวา่
สาร 8 มจีาํนวนคารบ์อนทัง้หมด 20 คารบ์อน ประกอบดว้ย methyl คารบ์อน จาํนวน 3 คารบ์อน 
methylene sp3-คารบ์อน จาํนวน 6 คารบ์อน methine sp3-คารบ์อน จาํนวน 2 คารบ์อน oxygenated 
methine sp3-คารบ์อน จาํนวน 1 คารบ์อน quaternary sp3-คารบ์อน จาํนวน 2 คารบ์อน oxygenated 
quaternary sp3-คารบ์อน จาํนวน 1 คารบ์อน methylene sp2-คารบ์อน จาํนวน 2 คารบ์อน methine 
sp2-คารบ์อน จาํนวน 1 คารบ์อน quaternary sp2-คารบ์อน จาํนวน 1 คารบ์อน และ carbonyl คารบ์อน
ของ คารบ์อกซลิกิ แอซดิ จาํนวน 1 คารบ์อน    

จาก 2D NMR สเปกตรมั คอื HMBC COSY TOCSY NOESY และขอ้มลูจากคา่ coupling 
constant ทาํใหท้ราบโครงสรา้งสาร 8 เป็นดงัรปู 8 ซึง่สารเป็นคอื 14-epoxypimara-4(18),15-dien-3-oic 
acid 
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รปู 8 โครงสรา้งสารประกอบ 8 

 
ตารางท่ี 8 แสดงผลจากการวเิคราะหด์ว้ย 1H-NMR และ13C-NMR ของสารประกอบ 8 

ตาํแหน่ง 
Chemical shift (ppm) 

13C 1H 
1 32.1 (t) 1.66 (2H, m) 
2 28.0 (t) 2 : 2.22 (1H, m) 

2 : 2.44 (1H, m) 
3 178.7 (s) - 
4 146.9 (s) - 
5 50.6 (d) 2.15 (1H, dd, J=12.4, 2.4 Hz) 
6 25.6 (t) 6 : 1.49 (1H, m) 

6 : 2.02 (1H, m) 
7 34.7 (t) 7 : 1.27 (1H, m) 

7 : 1.89 (1H, m) 
8 61.4 (d) - 
9 43.3 (d) 1.22 (1H, m) 
10 40.3 (s) - 
11 16.4 (s) 1.22 (2H, m) 
12 34.9 (t) 1.38 (2H, m) 
13 35.6 (s) - 
14 63.7 (d) 2.55 (1H, m) 
15 146.8 (d) 5.87 (1H, ddd, J=17.6, 10.4, 10.0 Hz) 
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ตาํแหน่ง 
Chemical shift (ppm) 

13C 1H 
16 112.0 (t) 16 : 5.01 (1H, dd, J=10.4, 2.0 Hz) 

16 : 5.04 (1H, dd, J=17.2, 2.0 Hz) 
17 22.0 (q) 1.10 (3H, s) 
18 114.0 (t) 18 : 4.74 (1H, s) 

18 : 4.90 (1H, s) 
19 23.6 (q) 1.78 (3H, s) 
20 18.3 (q) 0.98 (3H, s) 

 
สารประกอบ 8 นัน้คาดวา่น่าจะเกดิจากกระบวนการเรง่ดว้ยกรดระหวา่งการเกดิปฏกิริยิา 

epoxidation แลว้เกดิผา่น intermediate 9 ไดเ้ป็นสารผลติภณัฑ ์8 ดงัแผนภาพ 1 
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แผนภาพ 1 แสดงกลไกการเกดิปฏกิริยิาของสาร 6 เป็นสาร 7 และ 8 

 
การทดสอบฤทธิท์างชวีภาพของสาร 5, 6, 7 และ 8 นําสารประกอบทัง้ 4 ทดสอบการยบัยัง้

เซลลม์ะเรง็ 5 ชนิด คอื KATO-3, SW620, BT474, HEP-G2 และ CHAGO โดยใชว้ธิ ี in vitro และ
ตดิตามผลโดยใชว้ธิ ีMTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) colorimetic 
method [10, 11] และใช ้Doxorubicin hydrochloride เป็นตวัควบคมุบวก ผลการทดสอบแสดงในตาราง
ที ่ 9 โดยสารประกอบ 1 มฤีทธิใ์นการยบัยัง้ HEP-G2 สงู และมฤีทธิย์บัยัง้ KATO-3, BT474 และ 
CHAGO ไดป้านกลาง สารประกอบ 2 มฤีทธิย์บัยัง้ KATO-3, BT474 และ HEP-G2 สว่นสารประกอบ 3 
และ 4 ไมแ่สดงฤทธิใ์นการยบัยัง้เซลลม์ะเรง็ทีท่ดสอบ 
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ตารางท่ี 9 แสดงผลจากการทดสอบฤทธิใ์นการยบัยัง้เซลลม์ะเรง็ของสารประกอบ 5-8a 

สารประกอบ 
ชนิดของเซลลม์ะเรง็ทดสอบb 

KATO-3 SW620 BT474 HEP-G2 CHAGO 
1 6.0 >10.0 6.1 0.5 5.5 
2 9.6 >10.0 10.0 8.6 >10.0 
3 >10.0 >10.0 >10.0 >10.0 >10.0 
4 >10.0 >10.0 >10.0 >10.0 >10.0 

Doxorubicin 
hydrochloride 

0.5 1.2 2.2 1.7 0.1 

 
aResults are expressed as IC50 values (μg/mL); bKATO-3, human gastric carcinoma ATCC No. 
HTB 103; SW620, human colon adenocarcinoma ATCC No. CCL 227; BT474, human breast 
ductal carcinoma ATCC No. HTB20; HEP-G2, human liver hepatoblastoma ATCC No. HB 8056; 
CHAGO, human undifferentiated lung carcinoma 

 
จากการศกึษาผลการศกึษาทีผ่า่นมาไดนํ้าไปเขยีนวารสาร และไดร้บัการตพีมิพล์งในวารสาร 

“Chemistry of Natural Compounds” ซึง่เป็น journal ทีอ่ยูใ่น Springer ดงัเอกสารทีไ่ดแ้นบมาดว้ยใน
ทา้ยรายงาน 

 
5. การแยกองคป์ระกอบทางเคมีจากเปล้าใหญ่ จงัหวดันครสวรรค ์

นําเปลอืกตน้เปลา้ใหญ่ทีแ่หง้และบดละเอยีดน้ําหนกั  2.9 กโิลกรมั มาสกดัดว้ยเฮกเซน 3 ลติร 
จาํนวน 3 ครัง้ ทาํการระเหยตวัทาํละลาย ไดส้ารสกดัหยาบเฮกเซนเป็นของเหลวหนืด 61.5 กรมั นํา
กากทีเ่หลอืมาสกดัดว้ยเอธลิอะซเีตต 3 ลติร จาํนวน 3 ครัง้ ทาํการระเหยตวัทาํละลาย ไดส้ารสกดัหยาบ
เอธลิอะซเีตตเป็นของเหลวหนืดสน้ํีาตาล น้ําหนกั 37.2 กรมั กากทีเ่หลอืมาสกดัดว้ยเมทานอล ทาํการ
ระเหยตวัทาํละลาย ไดส้ารสกดัหยาบเมทานอลเป็นของเหลวหนืดสน้ํีาตาลเขม้น้ําหนกั 11.8 กรมั  

 

นําสารสกดัหยาบเฮกเซนมาแยกองคป์ระกอบทางเคมโีดยเทคนิคซลิกิาเจลคอลมัน์โครมาโท-

กราฟี ชะดว้ยตวัทําละลาย เฮกเซน เฮกเซน-เอธลิอะซเีตต เอธลิอะซเีตต-เมทานอล และเมทานอล 

ตามลําดบั เกบ็สารทีผ่่านจากคอลมัน์ทลีะ 50 ml ทําการรวบสารทีเ่หมอืนกนัเขา้ดว้ยกนัโดยใชก้าร
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เทคนิคธนิเลเยอรโ์ครมาโทกราฟี และใชว้านิลนิในสารละลายกรด ในการตรวจสอบสารแต่สว่นทีเ่กบ็ได้

และนําสารที่เก็บได้แต่ละส่วนไปแยกซํ้าโดยใช้เทคนิคซิลิกาเจลคอลัมน์โครมาโทกราฟีพบว่าได้

สารประกอบเป็นของแขง็สขีาวน้ําหนกั 6.8 กรมั ซึง่เป็นสารทีเ่ป็นองคป์ระกอบหลกั เมือ่ทาํการวเิคราะห์

โดยใชเ้ทคนิคแมสสเปกโตรเมตร ี(MS), FT-IR, 1D และ 2D NMR ปรากฏว่าสารประกอบทีเ่ป็น

องคป์ระกอบหลกั คอื สาร 1 (kaur-16-en-19-oic acid) 

 

ส่วน fraction ทีเ่หลอืเมื่อนํามาแยกซํ้าโดยเทคนิคซลิกิาเจลคอลมัน์โครมาโทกราฟี ชะดว้ย 

30% เอธลิอะซเีตตในเฮกเซน สามารแยกสารประกอบ 9 ได ้เป็นของแขง็สขีาว น้ําหนกั 741 มลิลกิรมั 

และสารประกอบ 10 เป็นของแขง็สขีาว น้ําหนกั 325 มลิลกิรมั 

 

เมือ่นําสารประกอบ 9 ไปวเิคราะหโ์ครงสรา้งดว้ย FT-IR ปรากฏแถบการดดูกลนืที ่3239-3160 

cm-1 แสดงการสัน่ของหมูไ่ฮดรอกซลิ ที ่2917 cm-1 แสดงการสัน่ของ sp3 C-H ที ่1631, 1608 cm-1 

แสดงการสัน่ของ C=C เมื่อทําการวเิคราะหโ์ดยใชเ้ทคนิคแมสสเปกโตรเมตร ี(MS) พบว่ามโีมเลกุลา

ไอออน (m/z) เป็น 288 ซึง่มสีตูรโมเลกุลเป็น C20H32O 

 

จากการพสิจูน์โครงสรา้งดว้ยเทคนิค 1D และ 2D NMR ไดผ้ลดงัตารางที ่10 พบว่า

สารประกอบ 9 คอื labda-7,12(E),14-triene-17-ol ซึง่เป็นสารทีเ่คยมกีารรายงานไวแ้ลว้[12] 

 

CH2OH1
2
3 4

5
6 7

8

9
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20

 
รปู 9 โครงสรา้งสารประกอบ 9 
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ตารางท่ี 10 แสดงผลจากการวเิคราะหด์ว้ย 1H-NMR และ13C-NMR ของสารประกอบ 9 

ตาํแหน่ง 
Chemical shift (ppm) 

13C 1H 
1 39.6 1.02 (1H, dt, J=3.8, 13.1 Hz) 

1.20 (1H, m) 
2 18.8 1.45 (1H, t, J=3.7 Hz) 

1.54 (1H, m) 
3 42.2 1.16 (1H, dt, J=3.2, 12.8 Hz) 

1.41 (1H, m) 
4 33.0 - 
5 49.8 1.24 (1H, dd, J=4.8, 13.0 Hz) 
6 23.6 2.06 (1H, d, J=5.8 Hz) 

1.92 (1H, m) 
7 125.6 5.75 (1H, m) 
8 138.6 - 
9 52.3 2.09 (1H, m) 
10 36.7 - 
11 25.8 2.34 (1H, d, J=14.8 Hz) 

2.15 (1H, m) 
12 134.8 5.56 (1H, t, J=6.8 Hz) 
13 133.5 - 
14 141.3 6.35 (1H, dd, J=10.6, 17.0 Hz) 
15 110.6 4.90 (1H, d, J=10.6 Hz) 

5.06 (1H, d, J=17.0 Hz) 
16 11.9 1.75 (3H, s) 
17 66.0 3.88 (1H, d, J=12.8 Hz) 

4.05 (1H, d, J=12.8 Hz) 
18 33.2 0.86 (3H, s) 
19 22.0 0.88 (3H, s) 
20 13.9 0.77 (3H, s) 
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สว่นสารประกอบ 10 ไปวเิคราะหโ์ครงสรา้งดว้ย FT-IR ปรากฏแถบการดดูกลนืที ่3418-2637 

cm-1 แสดงการสัน่ของหมูไ่ฮดรอกซลิ ที ่2934 cm-1 แสดงการสัน่ของ sp3 C-H ที ่1711 แสดงการสัน่ของ

หมูค่ารบ์อนิล และที ่1631, 1608 cm-1 แสดงการสัน่ของ C=C เมื่อทําการวเิคราะหโ์ดยใชเ้ทคนิค

แมสสเปกโตรเมตร ี(MS) พบวา่มโีมเลกุลาไอออน (m/z) เป็น 302 ซึง่มสีตูรโมเลกุลเป็น C20H30O2 

 

จากการพสิจูน์โครงสรา้งดว้ยเทคนิค 1D และ 2D NMR ไดผ้ลดงัตารางที ่11 พบว่า

สารประกอบ 10 คอื labda-7,12(E),14-triene-17-oic acid ซึง่เป็นสารทีเ่คยมกีารรายงานไวแ้ลว้[12] 

 

CO2H1
2
3 4 5 6 7

8

9

10

11
12

13
14

15
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17

18 19

20

 

 

รปู 9 โครงสรา้งสารประกอบ 9 

 

ตารางท่ี 11 แสดงผลจากการวเิคราะหด์ว้ย 1H-NMR และ13C-NMR ของสารประกอบ 10 

ตาํแหน่ง 
Chemical shift (ppm) 

13C 1H 
1 40.8 1.01 (1H, dt, J=3.6, 13.0 Hz) 

1.20 (1H, m) 
2 18.6 1.42 (1H, d, J=2.8 Hz) 

1.54 (1H, m) 
3 42.0 1.16 (1H, d, J=3.8 Hz) 

1.42 (1H, m) 
4 32.8 - 
5 49.5 1.21 (1H, d, J=4.2 Hz) 
6 23.9 2.04 (1H, m) 

2.14 (1H, m) 
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ตาํแหน่ง 
Chemical shift (ppm) 

13C 1H 
7 140.6 6.87 (1H, dt, J=2.0, 6.2 Hz) 
8 133.7 - 
9 50.0 2.37 (1H, m) 
10 36.7 - 
11 25.9 2.34 (1H, dd, J=6.2, 16.8 Hz) 

2.58 (1H, m) 
12 133.4 5.46 (1H, t, J=6.8 Hz) 
13 133.1 - 
14 141.7 6.31 (1H, dd, J=10.6, 17.2 Hz) 
15 110.0 4.84 (1H, d, J=10.6, 17.2 Hz) 

4.99 (1H, d, J=17.2 Hz) 
16 11.7 1.65 (3H, s) 
17 174.1 - 
18 33.2 0.85 (3H, s) 
19 22.1 0.89 (3H, s) 
20 14.8 0.81 (3H, s) 
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NEW CLEISTANTHANE DITERPENOIDS
AND 3,4-seco-CLEISTANTHANE DITERPENOIDS
FROM Croton oblongifolius

S. Roengsumran,1 P. Pata,1 N. Ruengraweewat,1                                                                                                   UDC 547.596
J. Tummatorn,1 S. Pornpakakul,1 P. Sangvanich,1

S. Puthong,2 and A. Petsom1,2*

Two new cleistanthane-type diterpenoids, 3-hydroxycleistantha-13(17),15-diene (1) and 3,4-seco-cleistantha-
4(18),13(17),15-trien-3-oic acid (2), were isolated from the stem bark of Croton oblongifolius Roxb.
Epoxidation of 2 gave two epoxides 3 and 4. Their structures were established on the basis of spectroscopic
data. Compound 1 showed nonspecific strong cytotoxicity against human tumor cell lines, compound 2
showed weak activity, and compounds 3 and 4 were inactive.

Key words: Croton oblongifolius, cleistanthane, diterpenoids, cytotoxicity.

In our previous work, the chemical constituents of Croton oblongifolius from various parts of Thailand were investigated
and several diterpenoid compounds were reported, for example, cembranes [1, 2], labdane [3], halimane [4], clerodane [5],
and kaurane [6]. Most of the compounds are obtained in good yield and possess biological activities such as cytotoxicity and
inhibition of Na+, K+-ATPase activity. Our preliminary study of C. oblongifolius from various locations in Thailand suggested
that this plant is a very good source of diterpenoid compounds. As part of our continuing search for novel diterpenoids in this
plant, we found two new cleistanthane diterpenoids for the first time from C. oblongifolius. In this paper, we report the
structural determination and cytotoxicity of the new compounds.

Compound 1 was isolated as colorless needle crystals. The molecular formula of C20H32O was established by elemental
analysis, 1H and 13C NMR (Table 1 and 2), and MS [M+H]+ (m/z 289) data. The IR spectrum of 1 showed strong absorption
bands at 3413 cm–1 (OH stretching) and 1633 cm–1 (C=C stretching). 13C NMR spectrum indicated the presence of 20 carbons.

1) Research Centre for Bioorganic Chemistry, Department of  Chemistry, Faculty of Science, Chulalongkorn University,
Phayathai Road, Pathumwon, Bangkok 10330, Thailand; 2) Institute of Biotechnology and Genetic Engineering, Chulalongkorn
University, Phayathai Road, Pathumwon, Bangkok 10330, Thailand, e-mail: polkit@gmail.com. Published in Khimiya
Prirodnykh Soedinenii, No. 5, pp. 540–543, September–October, 2009. Original article submitted March 14, 2008.
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The 13C NMR spectrum showed a signal of oxygenated methine carbon (δ 79.1 ppm), the signals of exocyclic methylene
(106.4, CH2; 152.4, C), and a vinyl group (137.7, CH; 115.9, CH2). 1H NMR spectrum indicated two olefinic protons of
terminal methylene at δ 4.57 (s) and 4.65 (s), vinyl protons at δ 6.01 (1H, ddd, J = 17.0, 9.6 and 9.2 Hz), 5.02 (1H, dd, J = 9.6
and 1.6 Hz), and 5.03 (1H, dd, J = 17.0 and 1.6 Hz), and three signals of methyl groups at δ 0.80 (3H, s), δ 0.97 (3H, s), and
δ 0.79 (3H, s). The DEPT NMR spectra indicated the presence of three methyl carbons, six methylene carbons, and four
methine carbons. The molecular formula of C20H32O indicated five double-bond equivalents. The 1H and 13C NMR spectra
indicated an exocyclic double-bond and a vinyl double-bond; therefore, 1 must consist of three rings. The 1D and 2D NMR,
including COSY, NOESY, HMQC, and HMBC spectral data, showed that compound 1 has a cleistanthane-type diterpenoid
structure. The stereochemistry of 1 was established by the coupling constants in the 1H NMR spectrum and NOESY spectra.
The coupling constant of H-3 (dd, J = 11.6 and 4.5 Hz) indicated that the hydroxyl group was equatorially oriented. The
observed NOEs between H-3 and H-5 and between H-5 and H-9 and the absence of  NOEs between H-5 and the methyl of C-20
in the NOESY experiment suggested that H-5, H-9, and C-20 was axially oriented. The coupling constant of H-14 with H-15
(J14,15 = 9.2 Hz) and with H-8 (J14,8 = 4.2 Hz) and the observed NOEs between H-14 and H-17, between  H-14 and H-8,
between H-15 and Hax-7, and between H-15 and Hax-12 in the NOESY experiment suggested that the vinyl group and H-8
were axially oriented. Thus, compound 1 was assigned the (5α,8β,9α,10β,14α)-cleistantha-13(17),15-dien-3β-ol structure.

TABLE 1. 1H NMR (CDCl3, 400 MHz) Data of Compounds 1–4a,b

______
aChemical shifts in ppm, J values in Hz are in parentheses; bthe assignments were based on 1H–1H COSY, HSQC, and HMBC
experiments.
cIntensity of two protons; dintensity of three protons.

Position 1 2 3 4 

1α 
1β 
2α 
2β 
3 
5 
6α 
6β 
7α 
7β 
8 
9 
11α 
11β 
12α 
12β 
14 
15 
16α 
16β 
17α 
17β 
18α 
18β 
19 
20 

1.06 (m) 
1.73 (m) 
1.52 (m) 
1.63 (ddd, J = 3.4, 7.3, 14.8) 
3.22 (dd, J = 11.6, 4.5) 
0.78 (m) 
1.34 (m) 
1.62 (m) 
1.24 (m) 
1.50 (m) 
1.49 (m) 
1.04 (m) 
1.75 (m) 
1.77 (m) 
2.17 (m) 
2.17 (m) 
2.81 (dd, J = 9.2, 4.2) 
6.01 (ddd, J = 9.2, 9.6, 17.0) 
5.02 (dd, J = 9.6, 1.6) 
5.03 (dd, J = 17.0, 1.6) 
4.57 (s) 
4.65 (s) 
0.80 (s)d 

 
0.97 (s)d 
0.79 (s)d 

1.65 (m)c 
 
2.42 (m) 
2.30 (m) 
 
1.96 (dd, J = 12.8, 2.4) 
1.44 (m) 
1.67 (m) 
1.24 (m) 
1.46 (m) 
1.57 (m) 
1.26 (m) 
1.17 (m) 
1.72 (m) 
2.20 (m)c 

 
2.83 (dd, J = 8.8, 4.4) 
6.02 (ddd, J = 17.6, 10.4, 8.8) 
5.03 (dd, J = 10.4, 1.6) 
5.04 (dd, J = 17.6,1.6) 
4.59 (d, J = 0.9) 
4.67 (d, J = 0.9) 
4.67 (s) 
4.88 (s) 
1.74 (s)d 
0.84 (s)d 

1.65 (m)c 
 
2.28 (m) 
2.43 (m) 
 
1.96 (dd, J = 12.4, 2.8) 
1.42 (m) 
1.71 (m) 
1.19 (m) 
1.39 (m) 
1.86 (m) 
1.25 (m) 
1.16 (m) 
2.02 (m) 
1.46 (m) 
1.64 (m) 
1.67 (m) 
5.90 (ddd, J = 17.2, 10.4, 10.0) 
5.03 (dd, J = 10.4, 2.0) 
5.11 (dd, J = 17.2, 2.0) 
2.60 (d, J = 4.4) 
2.63 (d, J = 4.8) 
4.68 (s) 
4.86 (s) 
1.74 (s)d 
0.90 (s)d 

1.66 (m)c 
 
2.22 (m) 
2.44 (m) 
 
2.15 (dd, J = 12.4, 2.4) 
1.49 (m) 
2.02 (m) 
1.27 (m) 
1.89 (m) 
 
1.02 (m) 
1.22 (m)c 
 
1.38 (m)c 
 
2.55 (m) 
5.87 (ddd, J = 17.6, 10.4, 10.0) 
5.01 (dd, J = 10.4, 2.0) 
5.04 (dd, J = 17.6, 2.0) 
1.10 (s)d 
 
4.74 (s) 
4.90 (s) 
1.78 (s)d 
0.98 (s)d 
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Compound 2 was isolated as a colorless oil. The molecular formula of compound 2 was assigned as C20H30O2 based
on HRESIMS, 1H and 13C NMR (Table 1 and 2) and MS [M+H]+ (m/z 303). The IR spectrum showed the presence of a
carboxylic acid group (3400–2400 and 1704 cm–1). The 13C NMR spectrum and DEPT experiments revealed the presence of
20 carbons consisting of two methyl groups, six methylene sp3-carbons, four methine sp3-carbons, a quaternary sp3-carbon,
three methylene sp2-carbons, a methine sp2-carbon, two quaternary sp2-carbons, and a carbonyl carbon of carboxylic group.
Since the six degrees of unsaturation were accounted for, it was implied that 2 should contain two rings. The 1H NMR
spectrum revealed the presence of two terminal methylene groups [two olefinic protons at δ 4.59 (1H, d, J = 0.9 Hz) and δ 4.67
(1H, d, J = 0.9 Hz) and two olefinic protons at δ 4.67 (1H, s) and δ 4.88 (1H, s)]. The 1H NMR also showed the presence of a
vinyl group at δ 6.02 (1H, ddd, J = 17.6, 10.4, and 8.8 Hz), δ 5.03 (1H, dd, J = 10.4 and 1.6 Hz) and δ 5.04 (1H, dd, J = 17.6
and 1.6 Hz) and two methyl groups at δ 1.74 (3H, s) and δ 0.84 (3H, s). By comparison of spectral data of 2 with those of 1,
including a detailed analysis of 2D NMR spectra, it seems like the structure of 2 was quite similar to of 1, except that the ring
A of 2 was broken at C-3 and C-4 and C-3 became a carboxylic group. The HMBC experiment with the assistance of COSY,
TOCSY, and NOESY led to the structure of 2 which was assigned as 3,4-seco-cleistantha-4(18),13(17),15-trien-3-oic acid.

TABLE 2. 13C NMR (CDCl3, 100 MHz) Data of Compounds 1–4a

Position 1 2 3 4 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 

37.6 (t) 
27.5 (t) 
79.1 (d) 
38.9 (s) 
54.3 (d) 
21.3 (t) 
32.1 (t) 
40.5 (d) 
49.2 (d) 
36.9 (s) 
27.0 (t) 
31.3 (t) 

152.4 (s) 
54.6 (d) 
137.7 (d) 
115.9 (t) 
106.4 (t) 
15.8 (q) 
28.4 (q) 
14.0 (q) 

32.1 (t) 
28.1 (t) 

181.0 (s) 
148.4 (s) 
50.7 (d) 
27.6 (t) 
31.5 (t) 
40.4 (d) 
41.0 (d) 
39.0 (s) 
27.4 (t) 
31.3 (t) 

151.9 (s) 
54.7 (d) 

137.3 (d) 
116.2 (t) 
106.8 (t) 
113.8 (t) 
23.9 (q) 
16.8 (q) 

32.1 (t) 
28.0 (t) 

180.1 (s) 
147.4 (s) 
50.7 (d) 
27.5 (t) 
31.1 (t) 
36.6 (d) 
40.2 (d) 
39.0 (s) 
29.3 (t) 
23.0 (t) 
61.5 (s) 
53.0 (d) 

135.5 (d) 
118.3 (t) 
53.9 (t) 

113.7 (t) 
23.9 (q) 
16.8 (q) 

32.1 (t) 
28.0 (t) 

178.7 (s) 
146.9 (s) 
50.6 (d) 
25.6 (t) 
34.7 (t) 
61.4 (d) 
43.3 (d) 
40.3 (s) 
16.4 (s) 
34.9 (t) 
35.6 (s) 
63.7 (d) 

146.8 (d) 
112.0 (t) 
22.0 (q) 
114.0 (t) 
23.6 (q) 
18.3 (q) 

 
aThe assignments were based on HSQC and HMBC experiments.
______

TABLE 3. Cytotoxicity Data of Compounds 1–4a

Cell linesb 
Compounds 

KATO-3 SW620 BT474 HEP-G2 CHAGO 

1 
2 
3 
4 
Doxorubicin hydrochloride 

6.0 
9.6 
>10 
>10 
0.5 

>10 
>10 
>10 
>10 
1.2 

6.1 
10 

>10 
>10 
2.2 

0.5 
8.6 
>10 
>10 
1.7 

5.5 
>10 
>10 
>10 
0.1 

 ______
aResults are expressed as IC50 values (μg/mL); bKATO-3, human gastric carcinoma ATCC No. HTB 103; SW620, human
colon adenocarcinoma ATCC No. CCL 227; BT474, human breast ductal carcinoma ATCC No. HTB20; HEP-G2, human liver
hepatoblastoma ATCC No. HB 8056; CHAGO, human undifferentiated lung carcinoma.
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The relative stereochemistry of 2 at positions 5, 8, 9, 10, and 14 was determined on the basis of the coupling constant and
NOESY experiments (Fig. 1).

Epoxidation of 2 with mCPBA in CH2Cl2 gave epoxide 3 as a major product and epoxide 4 as a minor product
without the presence of epoxidation at the isopropylene moiety. The molecular formula of 3 was proposed to be C20H30O3
based on microanalysis and 1H and 13C NMR data (Table 1 and 2). The spectral data of 3 were quite similar to those of
compound 2, except that the exocyclic double bond (C-13 and C-17) was replaced by the epoxide moiety. By comparison of
the spectral data of 3 with those of 2 and a detailed analysis of 2D NMR spectra, it can be concluded that the structure of 3 was
an epoxide of compound 2. NOESY analysis with the assistance of the coupling constants led to the relative structure of 3 (Fig.
1) as 13,17-epoxy-3,4-seco-cleistantha-4(18),15-dien-3-oic acid.

Compound 4 showed a molecular ion with m/z 318 (C20H30O3). The 13C NMR spectrum and HSQC experiments
revealed the presence of 20 carbons consisting of three methyl groups, six methylene sp3-carbons, two methine sp3-carbons,
an oxygenated methine sp3-carbon, a quaternary sp3-carbon, an oxygenated quaternary sp3-carbon, two methylene sp2-carbons,
a methine sp2-carbon, a quaternary sp2-carbon, and a carbonyl carbon of carboxylic group. Since the six degrees of unsaturation
were accounted for, it was implied that 4 should contain one epoxide ring and two additional rings. The HMBC experiment
with the assistance of the coupling constants, COSY, TOCSY, and NOESY led to the structure of 4 (Fig. 1), and it can be
concluded that compound 4 was 8,14-epoxypimara-4(18),15-dien-3-oic acid (Fig. 1). Compound 4 was derived from the
intermediate 5, which was thought to arise through an acid-catalyzed process during the epoxidation, as shown in Sheme 1.

The cytotoxicity of compounds 1–4 was tested against human tumor cell lines (Table 3). Compound 1 showed high
activity for HEP-G2 and moderate activity for KATO-3, BT474, and CHAGO. Compound 2 had moderate activity for KATO-3,
BT474, and HEP-G2. Compounds 3 and 4 did not show any strong cytotoxicity. Doxorubicin hydrochloride was used as
positive control in all experiments and showed strong cytotoxicity for all cell lines.

EXPERIMENTAL

General Experimental Procedures. All commercial grade solvents were distilled prior to use. Melting points were
determined on a Fisher-Johns melting point apparatus. The optical rotation was determined on a Perkin–Elmer 341 polarimeter.
Measurements of UV spectra were carried out on a Hewlett Packard 8452A diode array spectrophotometer. IR spectra were
recorded on a Nicolet Impact 410 spectrophotometer. Spectra of solid samples were recorded as KBr pellets. 1H and 13C NMR
spectra were recorded at 400.00 and 100.00 MHz, respectively, on a Varian Model Mercury 400 MHz instrument. Low-
resolution MS were obtained with a MALDI/TOF mass spectrometer (Biflex Bruker, Germany). Microanalyses were determined
on a Perkin–Elmer PE 2400 Series II.

Plant Material. The C. oblongifolius sample used in this study was collected from Amphur Viengsa, Nan Province,
Thailand, in November 2003. Botanical identification was done by comparison with voucher specimen No. 9607 in the Herbarium
of the Royal Forest Department of Thailand, Bangkok, Thailand.
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Extraction and Isolation. The powdered sun-dried stem bark (0.5 kg) of C. oblongifolius was repeatedly extracted
with hexane (2×5 L) at room temperature. The hexane extract was filtered and evaporated under reduced pressure to obtain a
yellowish green oil (15 g). The plant residue was further re-extracted with EtOAc (2 × 5 L) and MeOH (2 × 5 L) to give the
EtOAc (25 g) and MeOH (20 g) crude extracts, respectively. The hexane crude extract (15 g) was fractionated by silica gel
column chromatography using Merck Si gel 60 (0.5 kg). The column was eluted with hexane–EtOAc gradient in a stepwise
fashion, and 90 × 25 mL fractions were collected. After the solvent was separated by rotary evaporation under reduced pressure,
the similar fractions were combined into three fraction: I (2.1 g, 0–20% EtOAc in hexane, F25–F42), II (5.4 g, 25–30% EtOAc
in hexane, F43–F57), and III (1.3 g, 50% EtOAc in hexane, F58–F74). Compound 1 (200 mg, 0.04% based on dried plant) was
obtained by recrystallization from methanol. Compound 2 (2.2 g, 0.4% based on dried plant) was obtained as a colorless oil by
re-column chromatography of 5.4 g of fraction II on SiO2 (100 g) and eluted with 30% EtOAc in hexane.

3-Hydroxycleistantha-13(17),15-diene (1), white needle crystal (200 mg, 0.04% based on the dried plant material),
mp 102–104°C; [ ]25α D  +11.06° (c 0.32, EtOAc); UV (MeOH, λmax): 213 (log ε 2.89) nm; IR (KBr, νmax, cm–1): 3400–3200
(OH), 1627 (C=C); 1H NMR (400 MHz, CDCl3) and 13C NMR (100 MHz, CDCl3), see Table 1 and 2; MS m/z: 289 [M+H]+;
anal. C 83.24%, H 11.20%, calcd for C20H32O, C 83.27%, H 11.18%.

3,4-seco-Cleistantha-4(18),13(17),15-trien-3-oic acid (2), colorless oil (2 g, 0.4% based on the dried plant material;
[ ]25α D  +9.36° (c 0.26, EtOAc); UV (MeOH, λmax): 217, (log ε 3.40) nm; IR (νmax, neat, cm–1): 3400–2400 (OH), 1699 (C=O),
1637 (C=C); 1H NMR (400 MHz, CDCl3) and 13C NMR (100 MHz, CDCl3): Table 1 and 2; HRESIMS m/z: 303.2333
[M+H]+; calcd for C20H30O2+H 303.2324.

Epoxidation of Compound 2. mCPBA (70%) (230 mg, 0.93 mmol) was added to a solution of 2 (235 mg, 0.78
mmol) in CH2Cl2 (5 mL). After stirring for 5 h at room temperature the reaction mixture was washed with saturated sodium
carbonate solution and water, respectively. The organic layer was dried over anhydrous Na2SO4 and evaporated to give a
colorless residue (145 mg). The residue was separated by silica gel column chromatography eluted with a 1:1 ratio of hexane–
EtOAc to yield compound 3 (120 mg, 50%) and then compound 4 (30 mg, 21%).

13,17-Epoxy-3,4-seco-cleistantha-4(18),15-dien-3-oic acid (3), colorless oil; [ ]25α D  +97.17° (c 1.83, EtOAc);
UV (MeOH, λmax): 211 (log ε 6.65) nm; IR (νmax, neat, cm–1): 3130–3000 (OH), 1699 (C=O), 1632 (C=C); 1H NMR (400
MHz, CDCl3) and 13C NMR (100 MHz, CDCl3): Table 1 and 2; MS m/z: 341 [M+Na]+; anal. C 75.41%, H 9.56%, calcd for
C20H30O3, C 75.43%, H 9.50%.

Compound (4), colorless oil; [ ]25α D  –1.56° (c 2.60, EtOAc); UV (MeOH, λmax): 222 (log ε 3.54); IR (νmax, neat, cm–1):
3000 (OH), 2926, 2865, 1699 (C=O), 1632 (C=C), 1283 (C-O); 1H NMR (400 MHz, CDCl3) and 13C NMR (100 MHz,
CDCl3): Table 1 and 2; MS m/z: 319 [M+H]+.

Cytotoxicity Testing. Bioassay of cytotoxic activity against human tumor cell cultures in vitro was performed by the
MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) colorimetic method [7, 8]. Doxorubicin hydrochloride
was used as a positive control substance.
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