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Clausena harmandiana หรือที่เรียกอีกชื่อวา สองฟา หรือสองฟาดง อยุในวงศ
Rutaceae  พบมากในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย อดีตมีการนํารากมาใชเปนยา
รักษาอาการปวดทอง แกไข ดังน้ันงานวิจัยครั้งน้ีจึงไดทําการศึกษาฤทธิ ์ neuroprotective จาก
สารกลุมคูมารนิที่แยกไดจากเปลือกรากตนสองฟา จากการทดลองโดยอาศัยการแยกสารตาม
ฤทธิ์พบวาสามารถแยกไดสารกลุมคารลาโซลที่เคยมีรายงานมาแลวจํานวน 4 ตวัและสารกลุมคู
มาริน 3 ตัว ไดแก heptaphylline, 7-methoxyheptaphylline, 2-hydroxy-3-formyl-7-methoxy-
carbazole, mukonal, xanthoxyletin,  dentatin และ nordentatin ตามลําดับ จากการทดสอบ
ความสามารถในการตานอนมูุลอิสระดวยวธิี  DPPH และ TBAR พบ สาร heptaphylline, 7-
methoxyheptaphylline และ nordentatin มีฤทธิ์ดีที่สดุในกลุมน้ี ดังน้ันจึงไดนําสาร nordentatin 
มาดัดแปลงโครงสรางทางเคมีโดยเตรียมใหอยูในรูปอนุพันธของเอสเทอร ซ่ึงสามารถเตรียมได
ทั้งสิ้น 16 อนุพันธ และสามารถเตรียมไดในปริมาณสูง (90-100 % yield) เม่ือนํามาทดสอบ
ความสามารถในการตานฤทธิ์ไลปดเปอรออกซิเดชั่น พบวาสารตนแบบคือ nordentatin มีฤทธิ์
สุงที่สุด รองลงมาคือ อนุพันธ ที่ 1, 4, 11, 12, 14 และ 16 ดังน้ันจึงเปนไปไดวา nordentatin 
และอนุพันธ มีศักยภาพสูงที่จะนํามาทําการศึกษาความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ รวมถึง
พัฒนาตอไป 
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Abstract  
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 Clausena harmandiana (Rutaceae) is distributed mainly in the northeast of 
Thailand, whose roots and root bark are reputedly used in folk medicine for stomach 
ache, and fever, revealed the presence of coumarins and carbazole alkaloids.   
Therefore, this present investigation aimed to develop a new class of neuroprotective 
agents from the coumarins  isolated from the root bark of Clausena harmandiana. 
Bioassay-guided investigation of the root bark of Clausena harmandiana has led to the 
isolation of 4 known carbazole alkaloids and 3 coumarins as heptaphylline, 7-
methoxyheptaphylline, 2-hydroxy-3-formyl-7-methoxy-carbazole, mukonal, xanthoxyletin,  
dentatin  and nordentatin, respectively. The known compounds were identified structure 
by comparison of their spectroscopic and physical data with those reported in the 
literature.  Recently, we found that the neuroprotective components were heptaphylline, 
7-methoxyheptaphylline and nordentatin which displayed potent in the primary 
screening with DPPH and TBAR assays, and in addition, nordentatin was the most 
potent antilipid peroxidation in both assays. The most interesting result attempts our 
group decided to synthesize additional analogues of the isolated nordentatin to 
determine structure-activity relationship (SAR) and possibly develop more potent 
neuroprotective agents. Therefore, the starting nordentatin was prepared to 16 ester-
analogues under the condition of acid chlorides in pyridine to give the yield of products 
in the rang of 90-100 %. All preparation compounds were evaluated activity in TBAR 
assay and the data revealed that nordentatin shown the highest activity. And the ester 
derivatives as cpds. 1, 4, 11, 12, 14 and 16 also shown promising activity similar to 
nordentatin.  Therefore,    nordentatin and its ester derivatives are consequently might 
be useful for the next develops to the new candidate neuroprotective agents.  
 
Keywords : Antioxidant activity,  coumarin, nordentatin and neuroprotective agent 
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บทที่ 1 บทนาํ 
 

 ปจจุบัน เมืองไทยมีการตื่นตัวในการนําผลิตภัณฑธรรมชาติ มาพัฒนาตอเปนยาหรือเภสัชภัณฑ
มากขึ้น ทั้งน้ีเน่ืองจากประเทศไทยมีความอุดมสมบูรณในเรื่องของทรัพยากรธรรมชาติ โดยเฉพาะ
อยางยิ่งสมุนไพร ซ่ึงมีการนําใชเปนยารักษาโรคมาตั้งแตสมัยอดีต ปจจุบันมีหลักฐานทาง
วิทยาศาสตรแสดงวาสมุนไพรในประเทศไทยมีฤทธิ์ทางชีวภาพที่หลากหลายและสมุนไพรที่มีฤทธิ์
ตานอนุมูลอิสระเปนอีกหนึ่งฤทธิท์างชีวภาพที่เปนอีกหนึ่งเปาหมายที่นักวิจัยพยายามศึกษาคนควา 
ทั้งน้ีเพราะสารอนุมูลอิสระเกี่ยวของกับการเกิดโรคในหลายระบบของรางกาย และสารตานอนุมูล
อิสระจึงมีศักยภาพสูงที่จะนํามาพัฒนาตอไปเปนยารักษาโรคตางๆได  โดยเฉพาะโรคที่เกี่ยวของกับ
ระบบประสาทและการสงสญัญาณสื่อ โรคที่เกี่ยวกับระบบอิมมูน โรคในระบบหัวใจและหลอดเลือด 
และโรคมะเร็ง1 เปนตน  จากภูมิปญญาไทยไดมีการนําตนสองฟาที่มีชื่อวิทยาศาสตรวา Clausena 
harmandiana (Pierre) มาตมนํ้าดื่มแกอาการทองอืด และลดไข2  ประกอบกับรายงานการวิจัยพบ
สารสําคัญในเปลือกรากเปนสารกลุม alkaloids และ coumarins3  ดังแสดงในรูปที่ 1  สารเหลานี้เม่ือ
นํามาทดสอบฤทธิท์างเภสชัวิทยาเบื้องตนพบวามีฤทธิ ์  cytotoxicity4,5, antimalaria6,7, 
antimicrobial และ antifungal8 เปนตน  นอกจากนี้ คณะของ รศ. ดร. จินดา หวังบุญสกลุ คณะ
เภสัชศาสตร และ รศ. ดร. ฉวี เย็นใจ คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน  ไดนําสารบริสทุธิ์ที่
แยกไดจากเปลือกรากตนสองฟา ประกอบดวยสาร dentatin, nordentatin, heptaphylline, osthol 
และ xanthoxyletin มาทดสอบฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระ โดยทําการทดสอบความสามารถในการ
ยับยั้ง lipid-peroxidation พบสาร heptaphylline และ nordentatin สามารถยับยัง้ lipid-peroxidation 
ไดอยางมีนัยสําคัญดวยคา IC50 (μM) ตามลําดับดังน้ีคือ 14.1 และ 2.9  เม่ือเทียบกบั วติามิน อี 
(IC50 = 59.3 μM) สวนสาร dentatin ซ่ึงเปน methoxy-derivative ของ nordentatin สามารถยับยั้ง 
lipid-peroxidation ดวยคา IC50 = 78.4 μM ผลการทดลองดังกลาวสนับสนุนคุณสมบัติทาง
โครงสรางที่สัมพันธกับฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระที่จะตองเปนสารประกอบฟนอลิก ที่ประกอบดวย
โครงสรางที่เปนวงอะโรมาติก และมีหมูแทนที่เปนหมูไฮดรอกซี่ อยางนอย 1 หมู ความสัมพันธทาง
โครงสรางเคมีดังกลาวแสดงใหเห็นวาสารบริสุทธิ์จากเปลือกรากตนสองฟาโดยเฉพาะอยางยิ่งสาร 
nordentatin เปนผลิตภัณฑธรรมชาติจากสมุนไพรไทยที่มีศักยภาพสูงที่จะสามารถพัฒนาเปนสาร
ตานอนุมูลอิสระชนิดใหม รวมถึงการพัฒนาตอไปเปนยารักษาโรคตางๆ ดังที่กลาวมาแลวในขางตน 
 
 เน่ืองจากมีรายงานการสกัดแยกสารจากเปลือกรากตนสองฟาพบวาสามารถแยกสาร dentatin 
และ nordentatin จากสารสกัดชั้น hexane ไดในปริมาณสูงคือ  0.24 %  และ 0.023 % ของน้ําหนัก
แหง2  ตามลําดับ  และจนถึงปจจุบันมีรายงานการศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของสารบริสุทธิจ์าก
เปลือกรากตนสองฟานอยมาก ทั้งยังไมพบรายงานการศึกษาฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสําคัญจาก
เปลือกรากตนสองฟาจากวารสารตางๆ รวมถึงการสังเคราะหอนุพันธใหมๆ ตอฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ  
ดังน้ันงานวิจัยชิ้นน้ีจึงสนใจที่จะศึกษาฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารบริสุทธิท์ี่สกัดแยกไดจากเปลือก
รากตนสองฟา รวมถึงการเตรียมอนุพันธใหมๆ ที่อาศยัวิทยาการทางเคมีเขามาชวย   ในการทําวิจัย
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ครั้งน้ีจะนําสาร dentatin ที่สามารถสกัดแยกไดจากเปลือกรากตนสองฟา เปนสารตั้งตน (lead 
compound) ในการดัดแปลงโครงสรางทางเคมีบางสวน เพ่ือใหไดสารตานอนุมูลอิสระชนิดใหมที่มี
ฤทธิ์ดียิ่งขึ้น ในสวนของการศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา จะนําสารสําคัญที่สกัดแยกไดรวมถึงสารที่
สังเคราะหไดทั้งหมด มาทดสอบฤทธิต์านอนุมูลอิสระเบื้องตนในหลอดทดลอง ดวยวธิี DPPH (1,1-
diphenyl-2-pricryl hydrazyl) โดยจะประเมินความสามารถในการกําจัดอนุมูลอิสระ DPPH• (สีมวง) 
ใหเปลี่ยนเปน DPPH (สีเหลือง) ดวยเครือ่งสเปกโตรมิเตอร โดยวัดการลดลงของสีที่ความยาวคลื่น 
517 nm จะไดคาการดูดกลืนแสง ซ่ึงเม่ือนําคาดังกลาวมาเทียบเทียบกับความเขมขนของสารที่ใชใน
การทดลองจะสามารถหาคา IC50 ของสารที่สังเคราะหได โดยขอมูลในการดัดแปลงโครงสรางทาง
เคมีบางสวนของสาร nordentatin  เม่ือนํามาเปรียบเทียบกบัคา IC50 แลวจะสามารถอธิบายถึง
ความสัมพันธของโครงสรางสารกลุม coumarins กับความสามารถในการแสดงฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ
ไดดวย 
 

                

O O
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  รูปที่ 1 แสดงตัวอยางสาระสําคัญที่เคยมีรายงานพบในเปลือกรากตนสองฟา 
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บทที่ 2  ทบทวนวรรณกรรมที่เก่ียวของ 
 

สารตานอนุมูลอิสระที่พัฒนาสังเคราะหขึน้สวนใหญจะออกแบบใหมีขนาดโมเลกุลเล็ก โดย
ใชโครงสรางของสารตานอนุมูลอิสระที่มีอยูในธรรมชาต ิ และสมุนไพร มาดัดแปลงโครงสรางใหมี
คุณสมบัติทางเคมี และฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาดีขึ้นกวาสารตั้งตนที่พบตามธรรมชาต ิ  สารตานอนุมูล
อิสระเปนสารที่ทําหนาที่ชะลอ หรือปองกันการเกิดขบวนการ oxidation ได  ในวงการแพทยยอมรับ
วาพยาธิสภาพของการเกิดโรคหลายชนดิ เชน โรคในระบบหวัใจและหลอดเลือด หรือโรคมะเร็ง มี
ความเกี่ยวของสัมพันธกับการเกิดอนุมูลอิสระในรางกาย ดังน้ันการทําลายหรือควบคุมปริมาณอนุมูล
อิสระดังกลาว จะชวยในการปองกัน หรือรักษาโรคตางๆ ที่เกิดขึ้น จากการศึกษาทางระบาดวิทยา
จํานวนมากยืนยันถึงการชะลออัตราการเสี่ยง และเพิม่อัตราการปองกันการเกิดโรคมะเร็ง  โรคของ
ระบบประสาทและการสงสญัญาณสื่อ โรคที่เกี่ยวกบัระบบอิมมูน และโรคในระบบหวัใจและหลอด
เลือด รวมถึงโรคอ่ืนๆที่มีความสัมพันธกบัอนุมูลอิสระ2  ซ่ึงผลดังขางตนพบวามาจากการแสดงฤทธิ์
ตานอนุมูลอิสระของสารประกอบประเภท vitamine C,  vitamine E, beta-carotene, flavonoids 
และสารกลุม phenolics อ่ืนๆ เชน phenolic acid, alkaloid, iridoids, terpenoids และ coumarins9-

14 เปนตน   

coumarins เปนสารที่พบในพืชจํานวนมาก ทั้งพืชทีพ่บในประเทศไทยและตางประเทศ มี
รายงานวาสารกลุม coumarins เม่ือนํามาทดสอบฤทธิท์างเภสัชวทิยาเบื้องตนพบวามีฤทธิ์เปน  สาร
ตานมะเร็ง4-5,18 antimalaria6,7, antimicrobial6-7, antifungal8 และ anti-inflammatory19-20 จาก
รายงานดังกลาว ถือเปนขอมูลเบื้องตนใหมีการศึกษาหาความสัมพันธระหวางโครงสรางทางเคมีของ
สาร coumarins ตอการแสดงฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาดังกลาว รวมถึงการพัฒนาดัดแปลงโครงสรางทาง
เคมีบางสวนของสารกลุม coumarin เพ่ือหวังผลใหฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาดีขึ้นกวาสารตนแบบ   ดังเชน
การศึกษาดัดแปลงโครงสรางสาร xanthyletin ซ่ึงมีโครงสรางหลักเรียกวา coumarin พบวาสาร 
xanthyletin เม่ือนํามาทดสอบทดสอบกับเซลลมะเร็ง  L-1210 พบวาเม่ือเปลี่ยนหมู hydroxyl ใหเปน
หมู acetate  ซ่ึงยังคงสามารถแสดงฤทธิ์การตานเซลลมะเร็งไดดีดวยคา IC50 6.5 และ 5.0 μM 
ตามลําดับ5 และยังไดสังเคราะหอนุพันธ ester ตางๆ ดวย15-17  นอกจากการศึกษาถึงความสัมพันธ
ของหมู hydroxyl บนโครงสรางหลักของสาร coumarins แลวยังไดศึกษาหมูอ่ืนๆที่แทนที่บน
โครงสรางของสาร coumarins ดวยเชนการศึกษาหมู dimethylpropyl บนโครงสรางของสาร 
pyranocoumarins ตอการออกฤทธิ์เปนสารตานมะเรง็  พบวาสาร กลุม pyranocoumarins และ
อนุพันธที่มีการดัดแปลงตรงสาย dimethylpropyl ไดแสดงความเปนพิษตอเชลลมะเร็ง A459, 
MCF7, KB c และ KB-VIN รวมทั้งสามารถตานเชื้อไวรัส HBV ไดดวย18 

 ในประเทศไทยมีรายงานการคนพบสาร dentatin และ nordentatin ใน ตนสันโศก 
(Clausena excavate, Rutaceae) พบสารกลุม แสดงฤทธิ ์antimicrobial และ antifungal8   และจาก
ตนสองฟา (Clausena harmandiana, Rutaceae)   เน่ืองจากการแยกสกัดสาร dentatin จากตนสอง
ฟาสามารถทําไดงายไมยุงยากรวมถึงสามารถแยกสารไดในปริมาณสูง ทําใหมีสารตั้งตนจาก
ธรรมชาติปริมาณเพียงพอที่จะสามารถนํามาศึกษาฤทธิ์ทางเภสชัวทิยาเบื้องตนอ่ืนๆ รวมถึงฤทธิใ์น



 4 

การตานอนุมูลอิสระ และทําการดัดแปลงโครงสรางทางเคมี โดยสารที่แยกไดจากธรรมชาต ิ และที่
สังเคราะหขึ้นมาไดในครั้งน้ีจะไดทําการศกึษาฤทธิต์านอนุมูลอิสระเบือ้งตนดวยวธิ ี DPPH assay 
และ TBAR assay ดังน้ี 

1. การทดสอบฤทธิ์ตานอนมูุลอิสระดวยวธิี DPPH assay 
DPPH assay เปนวิธีการวิเคราะหความสามารถในการตานออกซิเดชัน ซ่ึงใช reagent คือ 

2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl  (DPPH) เปน stable radical ในตัวทําละลาย methanol ซ่ึง
สารละลายนี้มีสีมวง ซ่ึงดูดกลืนแสงไดดีที่ความยาวคลืน่ 550 nm โดย DPPH• จะเกิดปฏิกิริยากับ 
antioxidant (AH) หรือกับ radical species (R•) ไดสมการคือ 

 
                    DPPH• + AH                                                        DPPH-H + A• 
                    DPPH•+ R•                                                           DPPH-R  

 
 ถาตัวอยางมีความสามารถในการตานออกซิเดชันไดสูง ความเขมของสารละลายสีมวงก็จะ
ลดลง ซ่ึงจะรายงานผลการทดลองเปนคา 50% effective concentration (EC50) ซ่ึงหมายถึง
ปริมาณสารตานออกซิเดชันที่ทําใหความเขมขนของ  DPPH•  เหลืออยู 50% (10)การศึกษา
ความสามารถในการตานออกซิเดชัน ในสารตัวอยางนิยมรายงานเปนคา EC50 ทําโดยสรางกราฟ
ความสัมพันธระหวาง % Remaining DPPH•  กับความเขมขนของสารมาตรฐาน / ตัวอยาง เพ่ือหา
คา EC50 โดยคํานวณ %Remaining DPPH• และนอกจากนี้แลวก็ยังมีการรายงานในรูปของคา 
IC50 ดวย ซ่ึงทําโดยการสรางกราฟความสัมพันธระหวาง % Inhibition DPPH• กับความเขมขนของ
สารตัวอยาง เพ่ือหาคา IC50 โดย   คํานวณ % Inhibition DPPH• ดังสมการ  :  
 

                   Abs control                  
                                             A         bs control   –   Abs sample 

 
 

DPPH assay เปนวิธทีี่มีขอดีคือ เปนวธิีทีส่ะดวก รวดเร็ว งายตอการวิเคราะห ใหความถูก
ตอง และมี reproducibility สูง แตมีขอเสียคือ ไมสามารถใชวิธีน้ีวิเคราะห antioxidant activity ของ
เลือดไดเพราะตองวัดในปฏิกิริยาที่เปน alcohol ซ่ึงทําใหโปรตีนตกตะกอนได 
 

2. การทดสอบฤทธิ์ตานอนมูุลอิสระโดยวธิี lipid peroxidation (TBAR assay)  
 Lipid peroxidation เปนขบวนการทําลาย polyunsaturated fatty acids (PUFA) โดย
ปฏิกิริยา oxidation อยางตอเน่ือง ทําใหเกิดการผลิตสารประกอบตางๆ ตามลําดับคือ lipid 
hydroperoxide, cyclic peroxides, cyclic endoperoxides และผลติผลทายคือ สารประกอบ 
ketones และ aldehydes รวมถึง malondialdehyde (MDA) ผลิตผลจากกระบวนการ lipid 
peroxidation เหลานี้ (รวมทั้ง MDA) สามารถทําปฏิกริิยากับ thiobarbituric acid (TBA) ในรูปของ

×100 % Inhibition DPPH   = 
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การรวมตวัเปน adduct จึงนิยมเรียกการตรวจวัดภาวะ lipid peroxidation โดยวิธีน้ีวา TBA test 
และเรียกกลุมของสารประกอบที่สามารถเขาทําปฏิกิริยานี้รวมกันวา TBA reactive a]substance 
(TBARS) โดยหากตรวจพบ TBARS มากก็เปนตวับงชี้วามีกระบวนการ lipid peroxidation เกิดขึ้น
มากได 

 

N
H
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TBA MDA TBARS  
 
     สําหรับการประเมินภาวะ lipid peroxidation ที่เกิดขึ้นในตวัอยางชีววตัถุ โดยนําตัวอยางมาทํา
ปฏิกิริยากับ TBA ภายใตสภาวะที่มีความเปนกรดแก (pH3) ที่อุณหภูมิสูง โดยสาร MDA 1 โมเลกุล
สามารถทําปฏิกิริยากับ TBA ไดจํานวน 2 โมเลกุลไดสารประกอบเชิงซอนเปน TBARs (TBA 
reactive substance) ที่มีสีชมพูและดูดกลืนแสงไดสูงสุดในชวงความยาวคลื่น 528-551 nm  
สามารถนําไปวิเคราะหเชิงปริมาณได  
 

  สําหรับงานวิจัยในครั้งน้ี คณะผูวิจัยจึงไดทําการศึกษาฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระเบื้องตนของ
สารสกัดหยาบและสารสกดับริสุทธิ์จากตนสองฟา ซ่ึงผลการทดลองเบื้องตนใหผลเปนที่หนา
พอใจ ประกอบกับขอมูลในการดัดแปลงโครงสรางสาร coumarins ตอฤทธิ์อ่ืนๆ ทําให
คณะผูวิจัยจึงสนใจที่จะดัดแปลงโครงสรางของสาร nordentatin ที่แยกไกจากสมุนไพรไทย  
ทั้งน้ีเพ่ือมุงหวังที่จะใหไดสารตานอนุมูลอิสระชนิดใหมที่เปนสารอนุพันธของสาร nordentatin 
เพ่ือพัฒนาตอเปน neuroprotective agents ที่จะสามารถพัฒนาตอเปนยารักษาโรคทางระบบ
ประสาท เชน โรค Alzheimer และโรค Parkinson เปนตน  ซ่ึงจะทําใหประเทศไทยสามารถผลิต
ยาจากผลิตภัณฑธรรมชาตทิี่มีอยูในประเทศเองได จึงเปนการลดตนทุนในการนําเขายาจาก
ตางประเทศ และเปนการสงเสริมการใชสมุนไพรไทย รวมถึงการสงเสริมใหสมุนไพรไทยเปนที่
รูจักและยอมรับในระดับสากลอีกดวย 
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3  วิธีการ และ เครื่องมือที่ใชในการศกึษาวิจัย 
 

1. สารเคมีที่ใช 
- Acetic anhydride 
- Benzoyl chloride 
- 4-bromo benzoyl chloride 
- 4-methoxy benzoyl chloride 
- 4-nitro benzoyl chloride 
- DMAP (Dimethylaminopyridine) 
- Pyridine 
- 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl radical 
- Perchloric acid 
- Glacial acetic acid 
- Thiobarbutiric acid 
- Dichloromethane 
- Hexane 
- Ethyl acetate 
- Ethanol 

2. เครื่องมือ 
- Rotary evaporator 
- Magnetic stirrer 
- Spectrophotometer 
- Centrifuge 
- Water-bath 
- UV-spectrophotometer 
- Micro plate reader 
 

การทดลอง 
1  เก็บตัวอยางตนสองฟาดง  
 ทําการเก็บตัวอยางตนสองฟา (Clausena harmandiana)  จากจังหวัดกาฬสินธ เม่ือ ป พ.ศ. 
2551 โดยจะทําการแยกเอาเฉพาะสวนของเปลือกราก มาลาง และอบใหแหงที่อุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส จากนั้นนํามาบดยอยใหมีขนาดเล็ก เพ่ือรอการสกัดแยกตอไป 
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2  การสกัดแยกสาร coumarins จากตนสองฟา 
 นําเปลือกรากรากที่บดละเอียดแลวมาหมักดวย methanol จํานวน 3-4 ครั้ง จากนั้นนําสวน 
methanol ที่กรองไดจากการหมัก ไประเหยแหง ดวยเคร่ือง rotary evaporator  สวนกากที่เหลือ
นําไปแชสกัดดวย methanol อีกครั้ง ทําซ้ําเชนนี้ 3 ครั้ง  จากนั้นรวบรวมสารสกัดชั้น methanol-นํ้า  
ที่ทําใหเขมขนมาทําการ partition ตอดวย hexane และ dichloromethane ตามลําดับ นําสวน 
hexane และ dichloromethane ที่ระเหยแหงแลวไปทําการแยกใหไดสารบริสุทธิ์ตอดวยวิธีทาง 
chromatography โดยใชสารผสมของ chloroform, dichloromethane, ethyl-acetate, hexane และ 
methanol เปนตัวชะ ดังแสดงตามแผนภาพที่ 1 
 
3  การพิสูจนเอกลักษณของโครงสรางทางเคมีของสารกลุม coumarin 
 สารที่สกัดแยกไดจากตนสองฟาทุกตัว รวมทั้งสารที่ไดจากการดัดแปลงโครงสรางทางเคมีจะ
นํามาพิสูจนเอกลักษณ ดวยเครื่อง IR spectroscopy, mass spectrometry และ NMR 
spectroscopy โดยทําการเปรียบเทียบกับสารเดิมที่มีอยูกอนหนานี้แลว 
 

4 การเตรียมอนุพันธุสาร nordentatin 
 ในขันตอนแรกจะเปนการหาวิธีทางเคมีเพ่ือเปลี่ยนสาร dentatin ใหเปนสาร nor-dentatin 
จากน้ันจึงทําการดัดแปลงโครงสรางทางเคมีบางสวนที่หมูฟงคชั่นของสาร nordentatin และสาร 
dentatin เพ่ือใหไดอนุพันธตางๆ  โดยในเบื้องไดนําสาร heptaphylline, 7-methoxyheptaphylline 
และ nordentatine มาทําอนุพันธตางๆ ดังแสดง จากการสังเคราะหอนุพันธทั้งสารกลุม carbazoles 
และ coumarins ดังรูปที่ 1 ไดมีการปรับเปลี่ยนจนไดสภาวะในการสังเคราะหแบบเดียวกันหมด ดังน้ี  

           

N
H

H

HO

O

Heptaphylline

N
H

H

O

O

7-Methoxy-heptaphylline

N
H

H

HO

O

OCH3 N
H

H

O

O

OCH3

H3C

O

H3C

O

Ac2O 10 eq.

DMAP 1 eq.
CH2Cl2, rt 48 hr

Ac2O 10 eq.

DMAP 1 eq.
CH2Cl2, reflux

O O

OH

O

Nordentatin

Ac2O 5 eq.

DMAP 0.5 eq.
CH2Cl2, reflux O O

O

O

CH3
O

66.35 %

92.33 %

94.35 %  
รูปที่ 1 ภาพแสดงวิธีการสังเคราะหอนุพันธ 
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 สภาวะที่ใชเตรียมสารอนุพันธ :  นําสาร nordentatin (0.1 mmol) มาละลายในตัวทํา
ละลาย pyridine ปริมาณ 1 มิลลิลติรภายใตกาชไนโตรเจน หมุนจนสาร nordentatin ละลายหมด 
จากนั้นนําสารละลายดังกลาวไปแชในน้ําแข็ง และหมุนประมาณ 5 นาที จากนั้น คอยๆเติมสาร acid 
chloride หรือ anhydride ชนิดตางๆ ปริมาณ 2.0 เทา ของสารตั้งตน ลงไปชาๆ ใชเวลาประมาณ 
10-15 นาที หมุนสารละลายผสมทั้งหมดในน้ําแข็งตอ อีก 5 นาที จึงยกออกมาหมุนตออุณหภูมิหอง 
จนปฏิกิริยาเกิดสมบูรณ  จึงนําสารละลายดังกลาวมาสกัดดวยน้ําและเอททลิอะซึเตท นําชั้น 
เอททิลอะซีเตทมาลางดวย 1 N HCl 3 ครั้ง ลางตอดวย 5 % NaHCO3 3 ครั้ง และสุดทายใหลาง
ดวยน้ําเกลืออ่ิมตัว นําชั้นเอททิลอะซีเตทที่ไดมาดูดน้ําดวย anh. Na2SO4 กรองและลางกระดาษ
กรองดวยเอททิลอะซีเตท นําไประเหยแหง จากนั้นนําสารสกัดเขมขนที่ไดไปแยกบริสุทธิต์อดวย 
column chromatography สุดทายไดสารอนุพันธที่ตองการในปริมาณตั้งแต 90-100 % 
 
5. การตรวจสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ 

จะทําการตรวจสอบฤทธิต์านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากเปลือกรากตนสองฟา และทุกอนุพันธ 
ที่สามารถสังเคราะหไดดวยวิธ ี DPPH โดยดูถึงความสามารถในการจับกับ DPPH radical ซ่ึงเปน
อนุมูลอิสระที่เสถียร โดยสารดังกลาวมีสีมวง  ในการทดลองหากสารสังเคราะหสามารถจับกับ 
DPPH radical ไดสีของสารละลายจะเปลี่ยนเปนสเีหลืองของ DPPH ซ่ึงจะสามารถวัดคาการ
เปลี่ยนแปลงการดูดกลืนแสงที่เกิดขึ้นในชวงความยาวคลื่น 517 nm ดวยเครือ่งสเปกโตรมิเตอร  
การแปลผลขอมูลจะรายงานในรูปของคา IC50 โดยจะทําการเปรียบเทียบคา IC50 ของสารที่
สังเคราะหไดและสารที่แยกไดจากธรรมชาต ิ

ข้ันตอนในการทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระโดยวธีิ DPPH assay 
1. เตรียม stock สาร DPPH radical ความเขมขน 10 mM โดยชั่งสาร 3.94 mg ละลาย

ดวย methanol 1mL จากนั้นเจือจางใหมีความเขมขน 200 μM โดยปเปตสารจาก stock 
10 mM 100 μLปรับปริมาตรดวย methanol จนครบ 5 mL 

2. เตรียมสารทีต่องการทดสอบที่ความเขมขนตางๆ 
3. ปเปตสารแตละความเขมขน 100 μL ลงใน 96 wells-plate โดยแตละความเขมขนจะทํา 

5 ซํ้า, Controlใช ethanol 100 μL, Blank ใช ethanol 200 μL 
4. ปเปต 200 μM DPPH ปริมาตร 100 μL ลงในแตละ wells-plate ยกเวน blank 
5. เก็บใหพนแสง 30 นาที 
6. นําไปวัด UV-spectrometer ที่ความยาวคลื่น 550 nm 
 

6. การตรวจสอบฤทธิ์ตานไลปด 
ข้ันตอนในการทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระโดยวธีิ TBAR assay 
การเตรียมสาร 
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‐ Phosphate buffer 4 mM pH 7.4 เตรียมโดย ชั่ง Potassium dihydrogen phosphate 0.54 
g ละลายและปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 1000 mL ปรับ pH ดวย NaCl จนได pH = 
7.4 

‐ Potaasium chloride 467 mM เตรียมโดย ชั่ง Potaasium chloride 3.48 g ละลายและปรับ
ปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 100 mL 

‐ 1% TBA เตรยีมโดยละลาย TBA ใน 50% Glacial acetic acid 

‐ สมองหมู บดใน Phosphate buffer pH 7.4 ดวยอัตราสวน  2g : 19 mL 
ข้ันตอนการทดลอง 
1. เตรียม tube สําหรับความเขมขนของยาตางๆ โดยแตละความเขมขนจะทํา N=4, Negative, 

Basal 
2. Pipette phosphate buffer  1.15 mL + Potassium chloride 0.6 mL ลงในแตละ tube 
3. เติมสารทีต่องการทดสอบ 0.05 mL ลงใน tube (*Negative และ basal ใช ethanol) 
4. เติมสมองหมู 0.2 mL ลงในแตละ tube (เขยากอนดูดทุกครั้ง) 
5. นําไป shake ใน water bath ที่อุณหภูมิ 37 องศานาน 30 นาที (เกิดปฏิกิริยาได MDA) 

ยกเวน basal แชในน้ําแข็ง 30 นาที 
6. เติม 35% HClO4 0.4 mL ใสทุก tube ( เพ่ือหยุดปฏิกิริยาตกตะกอนโปรตีนและไขมัน ) 

เขยาใหเขากนั 
7. นําไปปนดวยความเร็ว 3000 rpm ที่ 4 องศา นาน 5 นาที 
8. ดูด supernatant 1.5 mL ใส glass tube 
9. เติม 1%TBA  0.5 mL  
10. นําไป shake ใน water bath อุณหภูมิ 100 องศา นาน 15 นาที (เพ่ือใหทําปฏิกิริยากับ 

MDA) 
11. วัด Intensity TBARS โดยเครื่อง Spectrofluorometer ที่ความยาวคลื่น 528/551 nm 
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บทที่ 4  ผลการวิจัย  
 

  งานวิจัยครั้งน้ีจึงไดทําการเก็บตวัอยางตนสองฟาที่พบกระจายทั่วไปในภาค
ตะวันออกเฉยีงเหนือ  โดยครั้งน้ีไดเก็บตัวอยางตนสองฟา จากจังหวัดกาฬสินธิ ์ โดยนําตัวอยางตน
สองฟาแบงยอยออกเปน 3 สวนไดแก สวนใบ ลําตน และเปลือกราก จากนั้นนํามาทําการตมสกัด
ดวยตวัทําละลาย 3 ชนิด คือ hexane  dichloromethane และ methanol  แตละตวัเปนเวลา 24 
ชั่วโมงตามลําดับ สุดทายจะไดสารสกัดหยาบทั้งสิ้น 9 สวนดวยกัน จากนั้นนําสารสกัดหยาบทั้ง 9 
สวนมาทําการทดสอบฤทธิต์านอนุมูลอิสระ ดวยวธิ ี DPPH โดยดูถึงความสามารถในการจับกับ 
DPPH radical ซ่ึงเปนอนุมูลอิสระที่เสถียร โดยสารดังกลาวมีสมีวง  ในการทดลองหากสาร
สังเคราะหสามารถจับกับ DPPH radical ไดสีของสารละลายจะเปลีย่นเปนสีเหลอืงของ DPPH ซ่ึงจะ
สามารถวัดคาการเปลี่ยนแปลงการดูดกลืนแสงที่เกิดขึ้นในชวงความยาวคลื่น 490 nm ดวยเครื่อง
สเปกโตรมิเตอร  ไดผลการทดลองดังแสดงตามตารางที่ 1 
 
      ตารางที่ 1 ผลการทดลองฤทธิก์ารตานอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบจากตนสองฟาดวยวิธี 
DPPH assay 

ใบ ลําตน เปลือกราก สารสกัด
หยาบ Hexane CH2Cl2 Methanol Hexane CH2Cl2 Methanol Hexane CH2Cl2 Methanol 

 
IC50 
(μg/mL) 

852.8 352.5 53.8 872.3 527.5 300.0 88.3 178.9 511.4 
 

  

 จากผลการทดลองขางตนพบวาสวนของเปลือกราก และ ใบแสดงฤทธิต์านอนุมูลอิสระดี
ที่สุด แตในสวนของใบพบวาชั้น methanol ซ่ึงเปนชั้นสารที่มีขั้วมากเปนสวนทีแ่สดงฤทธิ์ดี ดังน้ัน
การวิจัยครั้งน้ี จึงมุงสนใจในสวนของสารสกัดจากสวนของ เปลือกรากตนสองฟา จากการทดลอง
ขางตนไดทําการตมสกัด พบวาสวนที่มีฤทธิ์ดีที่สุดคือสวนของชั้น hexane แตในการทดลองตอมา
ตองทําการสกดัสารเปนจํานวนมากจงึทําแคการแชสกดั ดังน้ันจึงไดใช Dichloromethane เปนตัวแช
สกัดแทน ขัน้ตอมาจึงไดทําการเก็บตัวอยางตนสองฟา โดยสามารถเก็บเปลอืรากตนสองฟารวม
นํ้าหนักแหงทั้งสิ้น 1.5 กิโลกรัม จากนั้นทําการแชสกัดดวย ตัวทาํละลาย Dichloromethane เปน
เวลา 3 คืน รวมทั้งสิ้น 3 ครั้ง จากนั้นทําการระเหยเอาตัวทําละลายออกสุดทายไดสารสกัดหยาบ  50 
กรัม ขณะน้ีกําลังดําเนินการแยกใหไดสารบริสุทธิ์ ดวยวิธี Chromatography โดยใชสารผสมระหวาง 
hexane และ ethyl acetate เปนตัวชะ ดังแสดงตามแผนภาพที่ 1   
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                  เปลือกรากสองฟา 1.5 ก.ก (นํ้าหนักแหง) 
                                                                                                         
  
            สารสกัดหยาบชั้น เมททานอล 
 
 
 
สารสกัดหยาบชั้น เมททานอล/นํ้า                  สารสกัดหยาบชั้น CH2Cl2 ( รวม 50 กรัม)            
  
 
 
 
      สารสกัดหยาบชั้น CH2Cl2 (20 กรัม) สารสกัดหยาบชั้น CH2Cl2 (เหลือ 30 กรัม)             
 
 
 
 
           F01  F02  F03  F04  F05  F06 
          Heptaphylline   7-Methoxyheptaphyllin 
    (CH1:455 mg)       (CH2 :502 mg) 
 
 
      F07            Dentatin (CH3 :1.35 g) 
 
 
 
   
     F08                F09          F10          F11        F12          F13       
 (CH4 :172 mg)  (CH5 :45 mg)  (CH6 :32 mg)  (CH7 :385 mg) (CH8 :266 mg) (CH9 :10 mg) 
                                                 Nordentatin 
 
แผนภาพที่ 1.  แสดงขั้นตอนการแชสกัด และการแยกสกัดสารบริสุทธิ์ จากเปลือกรากตนสองฟา    

 
 

- สกัดดวย CH2Cl2 3 

- CC. ; silica gel, Hex:EtOAc 

- CC. ; silica gel, Hex:EtOAc 

- Sephadex LH20 : 

- CC. ; silica gel, Hex:EtOAc 

- Sephadex LH20 : 

MeOH:EtOAc 

- บดใหละเอียด  

- แชสกัดดวยเมททานอล  2 คืน (ทําชํ้า 3 ครั้ง) 
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จากการพิสูจนเอกลักษณดวยวธิีสเปกโตรสโครปและเปรียบเทยีบกบัขอมูลที่เคยมีการ
รายงานแลว พบวาสารทีแ่ยกไดในครั้งน้ีประกอบดวย Dentatin, Nordentatin,  Xanthoxyletin, 
Heptaphylline, 7-methoxyheptaphylline, 2-hydroxy-3-formyl-7-methoxycarbazole และ 
Mukonal  ดังแสดงตามรูปที่ 2              
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          7-methoxycarbazole
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O O
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CH8 = Nordentatin

N
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CH7 = Mukonal

OH

O

H

 
 

รูปที่ 2 แสดงโครงสรางทางเคมีของสารบริสุทธิท์ี่แยกไดจากเปลือกรากตนสองฟาจากงานวิจัยครั้งน้ี 
 

การดัดแปลงโครงสรางทางเคมี :  
เบื้องตนไดนําสาร nordentatin มาดัดแปลงโครงสรางทางเคมีโดยการทําใหอยูในรูปอนุพันธ

ของ ester ตางๆ โดยสารทั้งหมดที่เตรียมไดสามารถปรับใหใชสภาวะเดียวกันคือการนําสาร 
nordenatin มาทําปฏิกิริยากับ acid chloride ตางๆ โดยมี pyridine เปนตัวทําละลายและเรง
ปฏิกิริยาในเวลาเดียวกันดวย จากนั้นสารละลายที่ไดจะนํามาสกัดดวย 1N HCl, 5 % NaHCO3  และ 
Brine ตามลําดับ จากนั้นจะทําการแยกสารใหบริสุทธิ์ ดวย column chromatography  จะไดสาร
อนุพันธและปริมาณแตละตัว ตั้งแต 90-100 % ดังแสดงในรูปที่ 3 และอนุพันธของสาร Nordentatin 
ทั้งหมดที่เตรียมไดไดทําการพิสูจนเอกลักษณทางเคมี ดวย NMR-spectroscopy ดังขอมูลแสดงใน
ภาคผนวก    

 
การทดสอบความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ :  

จากนั้นจึงไดทําการศึกษาความสามารถในการเปนสารตานอนุมูลอิสระเบื้องตนดวยวธิี 
DPPH และ TBAR  ไดผลดังแสดงในตารางที่ 2   
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Pyridine (1 ml)
     rt., 1-3 h.

RCOCl or (RCO)2O  
        (2.0 eq.)

Nordentatin

O O

OH

O
O O

OCOR

O

1 2 3 OCH3 4 NO2

5 Br 6

Br

7

Br

8

10 11 N 12
N

13 14

9

1615

94.3 % 96.1 % 93.6 % 86.8 %

94.4 % 95.9 %96.5 % 90.1 %

93.8 %  (33.7 %)a

a = SM has impurity

98.9 % 90.9 % 96.3 %

98.4 % 99.1 % 98.4 % 99.6 %  
 
        รูปที่ 3 แสดงโครงสรางทางเคมีของสารอนุพันธ Nordentatin ที่เตรียมไดทั้งหมด 
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ตารางที่ 2  แสดงคา  IC50 ของสารที่แยกไดจากตนสองฟาและอนุพันธ 
 

compounds DPPH assay 
IC50 ( μM) 

TBAR assay 
(% inhibition at 500 μM) 

TBAR assay 
IC50 ( μM) 

Heptaphylline >1000  92.42 5.62 

7-mehtoxy heptaphylline 810.74 76.58 1.98 

Acetate Heptaphylline 264.86  93.20 4.55  

Acetate 7-mehtoxy heptaphylline 915.00 84.05 4.22  

Mukonal  >1000 ND ND 

2-hydroxy-3-formyl-7-methoxycarbazole  >1000 ND ND 

Xanthoxyletin ND 71.36 166.01 

Dentatin >1000  37 % (1000 μM) ND 

Nordentatin 84.32 95.83 1.69  

1 ND 88.40 2.86  

2 ND 28.00 >150 

3 ND 48.48 ND 

4 ND 95.98  4.30 

5 ND 34.02 ND 

6 ND 19.29 ND 

7 ND 20.69 ND 

8 ND 76.50  36.23 

9 ND               87.90 10.61 

10 ND 15.74 ND 

11 ND 98.26 4.38 

12 ND 97.60 3.81 

13 ND 55.63 22.50 

14 ND 57.49 9.50 

15 ND ND ND 

16 ND 57.11 7.83 

Vit E 17.90 97.73 75.94 
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บทที่ 5  สรุป 
 

 จากการศึกษาครั้งน้ีไดนําสารบริสุทธิท์ี่แยกไดจากเปลอืกรากตนสองฟามาทําการทดสอบ
ความสามารถในการตานอนมูุลอิสระดวยวธิี DPPH และ TBA พบสาร Nordentatin มีฤทธิต์าน
อนุมูลอิสระที่ดีมาก โดยเทียบกับ  วิตามิน อี สวนสาร Dentatin ซ่ึงเปน Methoxy-derivative ของ 
Nordentatin ไมแสดงฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระเม่ือตรวจสอบดวยวธิ ี DPPH แตมีฤทธิ์คอนขางดีเม่ือ
ทดสอบดวยวธิี TBAR  ประกอบกับกระบวนการแยกสาร dentatin จากเปลือกรากตนสองฟา
สามารถทําไดงายไมยุงยากและยังแยกไดในปริมาณสูงคือ  0.24 %  ของน้ําหนักแหง  ดังน้ัน
งานวิจัยครั้งน้ีจึงพยายามที่จะเตรียมสารอนุพันธใหม ของสาร Nordentatin เพ่ือใหไดสารที่มีฤทธิ์
ดีกวาสารตั้งตน โดยจะใชสาร Nordentatin และ Dentatin เปนสารตั้งตนในการวจัิยครั้งน้ี จากผล
การดําเนินงานผูวิจัยไดนําเปลือกรากตนสองฟาปริมาณ 1.5 กิโลกรัม มาแชสกัดดวยตวัทําละลาย
เมททานอล และผานขบวนการสกัดดวยตวัทําละลายเมททิรีนคลอไรด ระเหยแหง ไดสารสกัดหยาบ
ชั้นเมททิรีนคลอไรดทั้งสิ้น 50 กรัม ในชวงแรกของการดําเนินการไดนําสารสกัดหยาบชันเมททิรี
นคลอไรด 20 กรัม มาทําการแยกหาสารบริสุทธิ์ดวยวธิีการทางโครมาโตรกราฟฟ และทําการพิสูจณ
เอกลักษณทางเคมีและเทยีบกับสารทีเ่คยมีรายงานมากอนหนานี้แลว พบวาสามารถแยกสกัดไดสาร 
Dentatin, Nordentatin, Xanthoxyletin, Heptaphylline, 7-methoxyheptaphylline, 2-hydroxy-3-

formyl-7-methoxycarbazole และ Mukonal    โดยแยกไดสาร Dentatin 1.35 กรัม และสาร 

Nordentatin 266 มิลลิกรมัจากนั้นไดนําสาร Nordentatin มาเตรยีมสารอนุพันธ ตางๆ ในรปูของ 
ester  โดยใชสาร Nordentatin เปนสารตั้งตนในการปฏิกิริยากับ acid chloride ชนิดตางๆ ในตัวทาํ
ละลาย pyridine ภายใตสภาวะแหงที่อุณหภูมิหองสามารถเตรียมอนพัุนธไดทั้งสิ้น 16 อนุพันธ และ
เม่ือนํามาทดสอบความสามารถในการตานฤทธิไ์ลปดเปอรออกซิเดชั่น พบวาสารตั้งตน nordentatin 
มีฤทธิต์านไลปดดีที่สุด (IC50 1.69 μM) รองลงมาคืออนุพันธที่อยูในรูป ester ของ acetate (IC50 
2.86 μM) เม่ือทําใหเปน ester ของ หมูเบนซีน พบวาฤทธิล์ดลงแตเม่ือวงแหวนมีการแทนที่ดวยหมู 
NO2 พบวาฤทธิ์สูงกวาการที่ไมมีหมูแทนที่ที่วงแหวน หรือแทนที่ดวยหมู OCH3  และพบวาการเพิ่ม
ขนาดหมูวงแหวนใหใหญขึน้ฤทธิล์ดลง แตเม่ือเปลี่ยนเปนวงแหวน ชนิดที่เรยีกวา pyridine คือ 
nicotinoyl และ isonicotinoyl พบวามีฤทธิ์ดีกวาวงแหวนชนิดเบนซีน  นอกจากนี้ยังพบวาการเพิ่ม
หมูแทนที่ของ ester ใหเปนสายที่ยาวขึ้น ฤทธิ์จะดีขึ้น และเม่ือทําเปนสาขาฤทธิ์จะดีขึ้นเชนกัน  จาก
ขอมูลที่ไดในงานวิจัยครั้งน้ีจึงพบวาสารตนแบบคือ nordentatin มีศกัยภาพสูงในการศึกษา
ความสามารถในการตานอนมูุลอิสระ รวมถึงอนุพันธ ที่ 1, 4, 11, 12, 14 และ 16  ดังที่กลาวขางตน 
ดังน้ันคณะผูวจัิยจึงจะไดทําการทดลองเพิ่มโดยการสังเคราะหสารอนุพันธเพ่ิมเพ่ือศึกษาฤทธิ์อ่ืนๆ 
ตอไป ขณะเดียวกันผูวิจัยไดรวมมือกับ Prof. Naoki Saito ในการสังเคราะหสาร nordentatin ขึ้นมา
เพ่ือใหมีสารตัง้ตนในปริมาณที่พอเพียงในการดัดแปลงโครงสรางตอไป ซ่ึงขณะนี้สามารถสังเคราะห
สาร nordentatin ไดสําเร็จ (ดังแสดงในภาคผนวกที่ 3) ซ่ึงคาดวาจะสามารถพัฒนาหาอนุพันธใหมๆ 
ที่มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระที่ดีขึ้น เพ่ือที่จะพัฒนาเปนยาตอไป 
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สัญญาเลขที่ MRG518017 

โครงการ:  การพัฒนาสาร Neuroprotective ชนิดใหมกลุม coumarins จากเปลือกรากตนสองฟา 
รายงานสรุปการเงินในรอบ …24… เดือน 

ชื่อหัวหนาโครงการวิจัยผูรับทุน  :   นางสาวเพลนิทิพย  ภูทองกิง่ 
รายงานในชวงตั้งแตวันที ่     15 พฤษภาคม พ.ศ. 2551  ถึงวันที่  29 มกราคม พ.ศ. 2554     
          รายจาย  
   หมวด รายจายสะสม  คาใชจาย รวมรายจาย งบประมาณ    คงเหลือ 
(ตามสัญญา) จากรายงาน  งวดปจจุบัน สะสมจนถึง  รวมทั้งโครงการ  (หรือเกิน) 
  ครั้งกอน                งวดปจจุบัน         
          
 คาตอบแทน     120,000                60,000              180,000                 240,000               60,000 
 คาจาง                    -                           -                            -                             -                     - 
 คาวัสดุ      195,000               15,000              210,000                  210,000                  - 
 คาใชสอย       25,000                5,000                30,000                   30,000                       - 
 คาครภุัณฑ       -                   -                   -                      -                 - 
รวม    340,000              80,000           420,000                480,000              60,000    
จํานวนเงินที่ไดรับและจํานวนเงินคงเหลือ 

จํานวนเงินที่ไดรับ    
  เงินเดิม (การเปดบัญชี)         100.00    บาท   เมื่อ 27 มีนาคม 2551 
  งวดที่  1                240,000.00    บาท   เมื่อ 20 มิถุนายน 2551 
  ดอกเบี้ย ครั้งที่ 1           34.71    บาท   เมื่อ 25 มิถุนายน 2551 
     ดอกเบี้ย ครั้งที่ 2         304.41    บาท   เมื่อ 25 ธันวาคม 2551 
           ดอกเบี้ย ครั้งที่ 3           40.53    บาท  เมื่อ 25 มิถุนายน 2552 
  งวดที่  2  (ครั้งที่ 1)                                         120,000.00    บาท   เมื่อ 5 สิงหาคม 2552 
  งวดที่  2 (ครั้งที่ 2)                                            59,940.00    บาท   เมื่อ 13 สิงหาคม 2552 

ดอกเบี้ย ครั้งที่ 3           93.97    บาท  เมื่อ 25 ธันวาคม 2553 
              รวม          420,513.62       บาท  ∂ 
          คาใชจาย 
 งวดที่  1   เปนเงิน                                                     240,000.00        บาท    

งวดที่  2   เปนเงิน             160,000.00         บาท  
         ฯลฯ    
       รวม               420,000.00       บาท   

  จํานวนเงินคงเหลือ    ∂ -                                   513.62       บาท  
 
     นางสาวเพลินทพิย   ภูทองกิ่ง                                                                นางพิกลุ  วิรักษา 

     ลงนามหัวหนาโครงการวิจัยผูรับทนุ     ลงนามเจาหนาที่การเงนิโครงการ  
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TBAR Assay 

Vit E  

y = 0.1961x + 35.109
R2 = 0.9835
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AcO-7-OMeHep 

                    

AcO-7-Ome-Heptaphylline y = 10.948x + 3.7469
R2 = 0.9925
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Nordentatin 

                

51.29

y = 28.702x + 3.2297
R2 = 0.9802
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Cpd. 2 

             

y = 0.2581x + 20.815
R2 = 0.9927
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Cpd. 4 

          

y = 3.5733x + 34.628
R2 = 0.9896
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Cpd. 8 

           

y = 0.751x + 22.791
R2 = 0.9971
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Cpd. 9 

             

y = 1.1032x + 39.638
R2 = 0.9946

฿0

฿10

฿20

฿30

฿40

฿50

฿60

฿70

฿80

฿90

0 5 10 15 20 25 30 35 40  
Cpd. 11 

                   

y = 8.0048x + 14.945
R2 = 0.997

฿0
฿10

฿20
฿30
฿40
฿50

฿60
฿70
฿80

฿90
฿100

0 5 10 15

co

%
i
hi
bi
ti

 



 24 

Cpd. 12 

        

y = 3.508x + 36.62
R² = 0.999
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Cpd. 13 

        

y = 0.6129x + 36.221
R2 = 0.9217
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Cpd. 16 

       

y = 3.3687x + 24.175
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Output จากโครงการวิจัยที่ไดรับทุนจาก สกว. 
 
ผลงานตีพิมพในวารสารวิชาการในประเทศ การเสนอผลงานในที่ประชุมวชิาการ  

1. Puthongking P., Jantakoon P., Bootchan T., Mari T., Yokoya M., Saito N. and Patarapanich C.  
“Antilipid peroxidation of bioactive compounds and derivatives from Thai medicianal plant, 
Clausena Harmandiana”  The 9st NRCT-JSPS Joint seminar. December 7-9, 2010,  Bangkok, 
Thailand. 

2. Mari T., Puthongking P., Yokoya M., and Saito N.  “Preparation and biological activites  of 
nordentatin derivatives”  The 9st NRCT-JSPS Joint seminar. December 7-9, 2010,  Bangkok, 
Thailand. 

3. Puthongking P.and Noytong S.  “Antilipid peroxidation  activity of carbazole alkaloids and its 
derivatives from Thai medicianal plant, Clausena Harmandiana”  International conference on 
Flok and Herbal medicine. November 25-28, 2010, Udaipur(Rajathan), India. 

4. Puthongking P and Yusakul G.  “Coumarins and carbazole with antioxidant activity from 
Clausena Harmandiana”  The 22nd Federation of Asia Pharmaceutical Association congress 
Translation Research. November 7-10, 2008,  Singapore. 

 
ผลงานตีพิมพในวารสารวิชาการนานาชาต ิ
 ขณะน้ีกําลังเตรียม manuscript สําหรับตีพิมพในระดบันานาชาติโดยจะรวมเนื้อหาทั้งวิธีการ
สังเคราะหสาร nordentatine ดวยวิธีทางเคมี และการแยกสารสําคัญจากธรรมชาติ รวมถึงผลการ
ตานไลปดเปอรออกซิเดชั่น และฤทธิต์านมะเร็งซ่ึงรอผลการทดสอบจากประเทศญี่ปุน (สงทดสอบ
ฤทธิต์านมะเรง็ที่ประเทศญีปุ่น) 
 
การนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน 

- การฝกอบรมเรื่อง การพัฒนาสาร Neuroprotective ชนิดใหมกลุม coumarins จากเปลือกรากตน 
สองฟา ณ ประเทศญี่ปุน   ดวย ทุน Thai visiting scholarship 2552 (แหลงทุน 
มหาวิทยาลัยขอนแกน) 
    - ไดมีการนํางานวิจัยดังกลาวมาพัฒนาการเรียนการสอนโดยใหเปนหัวขอวทิยานิพนธ แก 
นักศึกษาระดบัปริญญาโทจาํนวน 2 เรื่อง เพ่ือใหนักศึกษาไดเรียนรูงานวิจัย  และเปนหัวขอโครงการ
ปญหาพิเศษในระดับปริญญาตรี จํานวน 2 เรื่องดังน้ี 
 - ไดเปนหัวขอวิทยานิพนธระดับปริญญาโท 2 เรื่อง คือ 

 1) นายพงศกร จันทะคุณ ซ่ึงจะทําการสังเคราะหอนุพันธเพ่ิมเติมและศึกษาฤทธิ์การเปน 
neuroprotective agent โดยใชเซลล P19  (กําลังดําเนินการ โดยเริ่มดําเนินการเมื่อ มิถุนายน 2553) 
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2) Miss Mari Tatsukawa จาก Meiji Pharmaceutical University, Tokyo, Japan ซ่ึงจะศึกษา
ว ิธีการสังเคราะห nordentatin (กําลังดําเนินการ โดยเริ่มดําเนินการเมื่อ เมษายน 2553) 

- ไดเปนหัวขอโครงการพิเศษระดบัปริญญาตรี 2 เรื่อง คือ 
1) การสังเคราะหอนุพันธของสารกลุม coumarin จากเปลือรากตนสองฟา  โดยนายพงศกร 

จันทะคุณ และนาย ธีรภัทร บุตรจันทร แลวเสร็จเม่ือ เดือน ตุลาคม พ.ศ. 2552  
2) การสังเคราะหอนุพันธของสารกลุม carbazoleตอฤทธิจ์านอนุมูลอิสระ โดยนายทรงกลด 

นอยตั้ง แลวเสร็จเม่ือ เดือน ตุลาคม พ.ศ. 2553  
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