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บทคดัย่อ: จากผลของการคดักรองฤทธิย์บัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลูโคซเิดสของสารสกดัหยาบจากส่วน

ต่าง  ๆ ของมะดนัเบื้องต้น พบว่าสารสกดัจากเอทานอลจากเปลอืกต้นและกิง่มะดนัมศีกัยภาพในการ

ยับยัง้เอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดสได้ดี โดยสามารถแยกสารใหม่ในกลุ่มไบฟลาโวนอยด์ที่มีชื่อว่า 

schomburgkixanthone (1) พรอ้มดว้ยสารทีม่รีายงานมาแลว้อกี 21 ชนิด (2-22) จากเปลอืกต้นและกิง่

มะดนั ส าหรบัโครงสรา้งใหม่ของสาร  1 ได้พสิูจน์ทราบโดยใช้การวเิคราะห์ขอ้มูลทาง NMR, IR, UV 

และ MS พรอ้มกบัการเปรยีบเทียบกบัรายงานก่อนหน้าน้ี สาร 18 แสดงฤทธิต์้านอนุมูลอสิระดทีี่สุด 

(IC50 49.64 ไมโครโมลาร)์ และดกีว่าสารควบคุมเชงิบวก (วติามนิซ,ี IC50 198.7 ไมโครโมลาร)์ สว่นสาร 

1 แสดงฤทธิย์บัยัง้เอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดสจากยสีต์ไดด้ทีี่สุด (IC50 0.314 ไมโครโมลาร์) และดกีว่า

สารควบคุมเชงิบวก (อะคาโบส, IC50 114.3 ไมโครโมลาร)์ ในทางกลบักนัสาร 3 (IC50 118.92 ไมโครโม

ลาร์) และ 4 (IC50 135.36 ไมโครโมลาร์) แสดงฤทธิย์บัยัง้เอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดจากล าไส้หนู (ซู

เครส) ได้ต ่า จากการศึกษาเชงิจลนศาสตรข์องเอนไซม์ตามวธิกีารของ Lineweaver-Burk plot พบว่า

สาร 1 มพีฤติกรรมการยบัยัง้เป็นตวัยบัยัง้แบบผสม ส่วนการศึกษาเชิงจลนศาสตร์ของเอนไซม์และ

โมเลกุลลาร์   ด็อกกิ้งของสาร 1 พบว่าหมู่ไฮดรอกซีฟีนอลิกบนวงแหวนฟีนิลที่ด็อกกิ้งเชื่อมโยงกบั

บรเิวณทีร่บัโปรตนีในสาร 1 ซึง่ป้องกนัการซ ้าซอ้นของล าดบัดเีอน็เอ ท าใหส้าร 1 สามารถเกดิการยบัยัง้

ที่ดกีบัเอนไซม์เอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดส ดงันัน้จากผลการทดลองที่ได้ในงานวจิยัน้ีแสดงให้เห็นถึง

ศกัยภาพของมะดนัส าหรบัการใชร้กัษาโรคเบาหวานในอนาคตได ้และสารออกฤทธิช์นิดใหม ่(สาร 1) มี

แนวโน้มทีจ่ะใชเ้ป็นโมเลกุลทีส่ามารถบ าบดัโรคเบาหวานได ้
 

ค าหลกั : มะดนั, schomburgkixanthone, ไบแซนโทน, สารตา้นอนุมลูอสิระ, การยบัยัง้เอนไซมแ์อลฟา
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Abstract  

 

Project Code : MRG6180104 

Project Title : Identification of potent α-glucosidase inhibitory and antioxidant constituents from 

Garcinia schomburgkiana, and the enzyme kinetic and molecular docking studies on active 

metabolites 

Investigator : Dr. Jirapast Sichaem, Department of Chemistry Faculty of Science and 

Technology Thammasat University 

E-mail Address : jirapast@tu.ac.th 

Project Period :  2 years 

Abstract: Based on the results of primary screening of -glucosidase inhibition of Garcinia 

schomburgkiana crude extracts, the ethanol crude extracts of stem bark and twigs showed 

significant -glucosidase inhibition. A novel bixanthone, named schomburgkixanthone (1), along 

with 21 known compounds (2-22) were isolated from the stem bark and twigs of                             

G. schomburgkiana. The novel structure of 1 was identified by the application of NMR, IR, UV 

and MS data analyses and comparison with previous reports. Compound 18 showed the 

highest antioxidant activity (IC50 49.64 M) and stronger than the positive compound (vitamin 

C, IC50 198.7 μM). Compound 1 exhibited the most potential yeast α-glucosidase activity 

(IC50 0.314 μM), which was superior to the positive control (acarbose, IC50 114.3 μM). On the 

other hand, compounds 3 (IC50 118.92 μM) and 4 (IC50 135.36 μM) revealed low inhibitory 

activity against rat intestinal -glucosidase (sucrase). The Lineweaver-Burk plots of a kinetic 

study indicated that 1 inhibited as a mixed mode inhibitor of -glucosidase. The molecular 

docking results highlighted the role of the phenolic hydroxyl groups on the phenyl rings linked to 

active sites of receptors of protein in 1 that prevented the duplication of DNA sequences so 

that the compound 1 made an excellent inhibitor against the α-glucosidase enzyme.  These 

results suggest the potential of G. schomburgkiana for future application in the treatment of 

diabetes and a novel active compound 1 has emerged as a promising molecule for therapy.  
 

Keywords : Garcinia schomburgkiana, schomburgkixanthone, bixanthone, antioxidant,  

α-glucosidase inhibition 
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บทสรปุผูบ้ริหาร 
 

ท่ีมาและความส าคญัของปัญหา-ทบทวนวรรณกรรม 

การบ าบดัโรคเบาหวานนัน้มอียู่หลากหลายวธิดี้วยกัน แต่วธิกีารรกัษาที่เป็นที่ยอมรบัและมี

ประสทิธภิาพกนัมาก คอื การลดระดบัน ้าตาลในเลอืดหลงัรบัประทานอาหาร เพราะเมื่ออาหารเข้าสู่

รา่งกายแลว้ แป้งจะถูกเปลีย่นเป็นโอลโิกแซคคาไรดท์ีม่ขีนาดเลก็ จากนัน้แอลฟากลโูคซเิดสจะท าหน้าที่

ย่อยโอลิโกแซคคาไรด์หรอืไดแซคคาไรด์บรเิวณปลายที่เป็นนอนรดีิวซิ่งชูก้า (non-reducing sugar 

terminal) ใหเ้ป็นกลูโคสทีล่ าไสเ้ลก็ก่อนทีจ่ะถูกดูดซมึเขา้สู่กระแสเลอืด โดยกลไกการท างานของแอลฟา

กลโูคซเิดสแสดงดงันี้ 

 

โดยแอลฟากลูโคซิเดส (EC 3.2.1.20) จดัเป็น glycoside hydrolase หรอืตัวเร่งปฏิกิรยิาใน

กระบวนการไฮโดรไลสิส (กระบวนการสลายตวัของสารโดยอาศัยน ้า) ที่ต าแหน่ง -1,4 ซึ่งมคีวาม

แตกต่างกบั -glucosidase  (EC 3.2.1.21) ที่จะท าปฏกิริยิาตรงพนัธะ -1,4 ซึ่งเป็นพนัธะที่พบมาก

ในเซลลูโลส ดงันัน้หากสามารถยบัยัง้การท างานของแอลฟากลูโคซเิดสได ้จะท าใหก้ารย่อยโอลโิกแซค

คาไรด์เป็นกลูโคสได้ช้าลงและชะลอการเพิ่มของระดบัน ้าตาลในเลอืด นอกจากนี้สารยบัยัง้เอนไซม์

แอลฟากลูโคซเิดสยงัช่วยเพิม่ระดบัอนิซูลนิ ลดไตรกลเีซอไรด์ และสามารถต้านการติดเชื้อจากไวรสั 

โรคมะเรง็ และเชือ้ HIV รวมถงึช่วยตา้นโรคทีเ่กดิกบัไลโซโซมไดอ้กีดว้ย  

ส าหรบัยารกัษาโรคเบาหวานที่ใช้ในปัจจุบันจะเป็นยาที่มีฤทธิใ์นการยบัยัง้การท างานของ

แอลฟากลูโคซเิดส  เช่น acarbose, voglibose และ miglitol ซึง่ไดม้กีารใชใ้นการรกัษาโรคเบาหวานกนั

อย่างแพร่หลาย แต่ยากลุ่มดงักล่าวยงัมผีลขา้งเคยีงคอื ท้องอดื ท้องเฟ้อ และท้องร่วง ส่งผลใหปั้จจุบนั

หลายประเทศทัว่โลกหนัมาสนใจในการคน้หาสารทีม่ศีกัยภาพในการบ าบดัรกัษาโรคเบาหวานชนิดใหม่

อยูต่ลอดเวลา  
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จากการศกึษารายงานวจิยัหลาย ๆ ฉบบั ทีผ่่านมาพบว่า สมุนไพรหลายชนิดมศีกัยภาพในการ

รกัษาโรคเบาหวานได้เทียบเท่าหรอืดีกว่ายาแผนปัจจุบัน ตัวอย่างสารเคมีส าคัญที่พบในสมุนไพร

เหล่านั ้น เช่น 1-deoxynojirimycin ซึ่งแยกได้จากพืชในวงศ์ Moraceae หรือสารในกลุ่ม thiosugar 

ได้แก่ salacinol  และ kotalanol ซึ่งแยกได้จากพืช  Salacia reticulata  โดย salacinol  มีรายงาน

การศกึษาว่ามฤีทธิย์บัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลโูคซเิดสไดด้กีว่า acarbose ซึง่ใชเ้ป็นยารกัษาโรคเบาหวาน  

มะดนัมชีื่อวทิยาศาสตร์ว่า Garcinia schomburgkiana Pierre จดัอยู่ในวงศ์มงัคุด (Guttiferae) 

ลกัษณะโดยทัว่ไปของมะดนั คอื เป็นไมย้นืต้น ไม่ผลดัใบ สูงประมาณ 7-10 เมตร แตกกิง่ก้านออกเป็น

พุ่ม ลกัษณะของเปลอืกต้นและกิง่จะเรยีบและมสีนี ้าตาลอมด า ใบเป็นใบเดีย่ว สเีขยีวเขม้ รปูขอบขนาน 

ขอบใบเรยีบออกเรยีงสลบักนั โคนใบและปลายใบแหลม แผ่นใบเรยีบลื่น ส่วนดอกมลีกัษณะเป็นดอก

เดี่ยวหรอืกระจุกประมาณ 3-6 ดอก โดยจะออกตามซอกใบ ดอกมสีเีหลืองอมส้ม ลกัษณะของผลจะ

คล้ายรปูรปีลายแหลมสเีขยีว ผวิเรยีบเป็นมนัลื่น และมรีสเปรีย้ว ด้านในผลมเีมลด็ประมาณ 3-4 เมลด็ 

ดงัแสดง 

 

 
 

จากขอ้ภมูปัิญญาการใชส้มุนไพรพืน้บา้นมรีายงานว่ามนัดนัมสีรรพคุณมากมาย เช่น แก้ไขห้วดั 

แก้ไข้ทบัระดู ขบัฟอกโลหติ ขบัเสมหะในล าคอ แก้กระษัย แก้ระดูเสยี เป็นยาระบายอ่อน ๆ และแก้

เบาหวานได ้

จากการศกึษาทางพฤกษเคมขีองมะดนัก่อนหน้านี้ได้มรีายงานการคน้พบแซนโทน ไบโอฟลาโว

นอยด ์ไบฟินิลนิล อนุพนัธเ์บนโซฟีนอล ควิโนน และเตยีรอยด ์เป็นองคป์ระกอบหลกั ตวัอยา่งเช่น 
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จากการสบืค้นรายงานวจิยัหลายฉบบั พบว่ายงัไม่มรีายงานเกี่ยวกบัการระบุองค์ประกอบทาง

เคมทีี่ออกฤทธิจ์ากมะดนัเกี่ยวกบัคุณสมบตัใินการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์แอลฟากลูโคซเิดสมา

ก่อน ดงันัน้จุดประสงคข์องการศกึษาครัง้นี้คอื การศกึษาองคป์ระกอบทางเคมพีรอ้มกบัการทดสอบทธิ ์

ยบัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลูโคซเิดสและต้านอนุมูลอสิระของสารบรสิุทธิท์ี่แยกได้จากมะดนั นอกจากนี้ยงั

รวมถงึการศกึษาเชงิจลนศาสตรข์องเอนไซมแ์ละโมเลกุลลารด์อ็กกิ้งของสารที่มีศกัยภาพในการยบัยัง้

เอนไซมแ์อลฟากลโูคซเิดสเพื่อจะไดเ้ขา้ใจถงึโหมดการออกฤทธิร์ะหว่างสารออกฤทธิก์บัเอนไซมแ์อลฟา

กลโูคซเิดสอยา่งแทจ้รงิ 

 

วตัถปุระสงค ์

เพื่อศกึษาองคป์ระกอบทางเคมแีละหาสารที่มศีกัยภาพในการยบัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลูโคซเิดส

และต้านอนุมลูอสิระจากมะดนั รวมถงึการศกึษาเชงิจลนศาสตรข์องเอนไซมแ์ละโมเลกุลลารด์อ็กกิ้งของ

สารทีม่ฤีทธิ ์

 

วิธีทดลอง  

การเตรียมสารสกดัหยาบจากเปลือกต้นและก่ิงมะดนั 

น าผงตวัอย่างที่บดละเอยีดของเปลอืกต้นและกิง่มะดนั อย่างละประมาณ 20 กิโลกรมั มาสกดั

สารส าคญัดว้ยตวัท าละลายเอทานอล หลงัจากนัน้ระเหยตวัท าลายเอทานอลออกด้วยเครื่องระเหยแบบ

สุญญากาศ (rotary evaporator) จะไดส้ารสกดัหยาบเอทานอลออกมา 
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การแยกสารบริสทุธ์ิจากสารสกดัหยาบ   

น าสารสกดัหยาบเอทานอลที่ได้มาแยกสารบรสิุทธิด์้วยวธิทีางโครมาโทกราฟีที่เหมาะสม เช่น 

โครมาโทกราฟีแบบผวิบาง (TLC), คอลมัน์โครมาโทกราฟี (column chromatography) หรอืเทคนิคอื่น 

ๆ ดงัแสดง 

 

 
 

การพิสจูน์โครงสร้างทางเคมีของสารบริสทุธ์ิท่ีแยกได้  

หลงัจากแยกสารบรสิุทธิไ์ดแ้ลว้จะท าการพสิูจน์โครงสรา้งทางเคมขีองสารทีแ่ยกไดด้้วยเทคนิค

ทางสเปกโทสโกปี เช่น นิวเคลยีรแ์มกเนตกิเรโซแนนซ์สเปกโทรสโคปี (Nuclear Magnetic Resonance 

Spectroscopy, NMR), แมสสเปกโทรเมทร ี(Mass spectrometry, MS) และอินฟราเรดสเปกโทรสโคปี 

(Infrared spectroscopy, IR) เป็นตน้ 
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การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระ 2,2 -Diphenyl-1-picryhydrazyl radical (DPPH) 

 การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระ (DPPH) เบือ้งต้น ด้วยวิธี TLC 

1. เตรยีมสารละลาย 0.2% DPPH ในเมทานอล 

2. จุดสารตวัอย่างและสารมาตรฐาน (ascorbic acid) บนแผ่น TLC จากนัน้จุ่มแผ่น TLC 

ลงในภาชนะที่อิม่ไปด้วยตวัท าละลาย เพื่อชะให้สารเคลื่อนที่ไปตามแผ่น TLC จนกระทัง่ตวัท าละลาย

เคลื่อนทีม่าถงึเสน้ทีก่ าหนดไว ้แลว้ยกออก 

3. พ่นแผ่น TLC ดว้ย 0.2% DPPH ในเมทานอล จนเป็นสมีว่งทัว่แผ่น 

4. สงัเกตจุดสีเหลอืงที่ปรากฏขึ้นและหากสารไหนปรากฏจุดสีเหลอืง แสดงว่าสารนัน้มี

ฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระเบือ้งตน้ 

 

การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระ (DPPH) ด้วยวิธี spectrophotometry assay 

       หลงัจากทีท่ าการทดสอบฤทธิต์้านอนุมลูอสิระเบื้องต้นแลว้ ใหน้ าสารสกดัหรอืสารบรสิุทธิ ์

ที่มีฤทธิต์้านอนุมูลอิสระเบื้องต้นมาท าการทดสอบฤทธิต์้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี spectrophotometry 

assay เพื่อหาค่า % radical scavenging และ IC50 มวีธิกีารทดลองดงันี้ 

1. เตรยีมสารละลายตัวอย่างและสารมาตรฐาน (ascorbic acid) ให้มีความเข้มข้น 10 

ความ เข้มข้น  ได้แ ก่  0, 3.91 x 10-3, 7.81 x 10-3, 1.56 x 10-2, 3.13 x 10-2, 0.0625 และ 0.125 

มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ตามล าดบั 

2. เต รียมสารละลาย  0.3 mM DPPH ใน เมท านอล  โดยชั ง่ ส าร  2,2-diphenyl-1-

picryhydrazyl radical (DPPH) ประมาณ 5.92 มลิลกิรมั ละลายในเมทานอล 50 มลิลลิติร 

3. ปิเปตสารละลายตวัอย่างและสารละลายมาตรฐานความเขม้ขน้ละ 50 µL ลงในช่องของ 

microplate ความเขม้ขน้ละ 3 ช่อง 

4. เตมิสารละลาย 0.3 mM DPPH ในเมทานอล ลงไป 200 µL 

5. เขยา่ใหเ้ขา้กนัและตัง้ทิง้ไวใ้นทีม่ดืประมาณ 30 นาท ี

6. น า 96 well plate ไปวดัค่าการดดูกลนืคลื่นแสงที ่517 นาโนเมตร  

7. ค านวณ % radical scavenging จากสมการ 

  % radical scavenging  =  (1-(Asample / Acontrol)) x 100 

  เมือ่   Asample  =  ค่า absorbance ทีว่ดัไดข้องสารละลายทีผ่สม DPPH แลว้ 

         Acontrol  =  ค่า absorbance ทีว่ดัไดข้องตวัท าละลายทีใ่ชผ้สมกบั DPPH 

 ในการรายงานค่าจะรายงานค่าเป็น IC50 (The half maximal inhibitory concentration) ซึ่งได้

จากการสรา้งกราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่าง % radical scavenging กบัความเขม้ขน้ ซึง่ความเขม้ขน้
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ที่ 50% radical scavenging จะมคี่าเป็น IC50 (IC50 คือ ความเข้มข้นที่สามารถยบัยัง้สอีนัเนื่องมาจาก

อนุมลูอสิระ DPPH ใหจ้างลง 50%) โดยใชโ้ปรแกรม Microsoft excel 2016 

 

การทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลโูคซิเดส 

            การทดสอบการยบัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลโูคซิเดสจากยีสต ์

เตรยีมสารตวัอย่างที่ความเข้มข้นต่าง ๆ (0.1 1 และ 10 มลิลกิรมั/มลิลลิติร ที่ละลายใน 

DMSO) จ านวน 10 ไมโครลิตร ลงในสารละลาย ฟอสเฟตบพัเฟอร์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ pH 6.9 

จ านวน 90 ไมโครลติร ตามด้วยสารละลายเอนไซมแ์อลฟากลูโคซเิดสจากยสีต์ ความเขม้ขน้ 0.1 ยูนิต 

หลงัจากนัน้บ่มที่อุณหภูม ิ37°C เป็นเวลา 10 นาท ีแล้ว เ ติ ม ส า ร ล ะ ล า ย p-Nitrophenyl--D-

glucopyranosidase (pNPG ) ความเขม้ข้น 1 มลิลโิมลาร ์จ านวน 50 ไมโครลติร ผสมให้เขา้กนั บ่มที่

อุณหภูมหิอ้ง 37°C เป็นเวลา 20 นาท ีโดยปฏกิริยิาไฮโดรไลซสิของ pNPG โดยเอนไซมแ์อลฟากลูโคซิ

เดสจาก baker’s yeast เกดิขึน้ดงันี้ 

 

จากนั ้นท าการหยุดปฏิกิริยาด้วยการเติม  Na2CO3 เข้มข้น 1 โมลาร์ จ านวน 100 

ไมโครลติร วดัค่าการดูดกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 405 นาโนเมตร โดยใชอ้ะคาโบส (acarbose) เป็นตวั

ควบคุมเชงิบวก (positive control) ค านวณหาค่าเปอรเ์ซ็นต์การยบัยัง้แอลฟากลูโคซเิดสจากยสีต์ ดงั

สมการ  

โดย % inhibition =  (1-(Asample/  Acontrol)) x 100 

เมือ่   Asample  =  ค่า absorbance ทีว่ดัไดโ้ดยมสีารละลายตวัอยา่งทีจ่ะทดสอบผสม  

       Acontrol  =  ค่า absorbance ทีว่ดัไดโ้ดยไมม่สีารละลายตวัอยา่งทีจ่ะทดสอบผสม 

ในการรายงานค่าจะรายงานค่าเป็น IC50 (The half maximal inhibitory concentration) ซึ่ง

ไดจ้ากการสรา้งกราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่าง % inhibition กบัความเขม้ขน้ ซึง่ความเขม้ขน้ที ่50% 

inhibition จะมคี่าเป็น IC50 โดยใชโ้ปรแกรม Microsoft excel 2016 
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การทดสอบการยบัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลโูคซิเดสในล าไส้หนู  

      เตรียมจากเอนไซม์อย่างหยาบ (Rat intestinal acetone power Sigma-Aldrich. (St. 

Louis, MO, USA)) ซึ่งประกอบด้วยมอลเทส (maltase) และซูเครส (sucrase) ที่มีค่าความจ าเพาะ

เท่ากบั 0.09 และ 0.45 ยนูิต/มลิลกิรมัโปรตนี ตามล าดบั โดยชัง่เอนไซมอ์ย่างหยาบจ านวน 1 กรมั เตมิ 

0.9% NaCl จ านวน 30 มลิลลิติร จากนัน้ปัน่เหวยีงที่ความเรว็ 12,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 30 นาท ี

ดดูสารละลายส่วนบนเกบ็แช่แขง็ทีอุ่ณหภมู ิ-20°C จนกว่าจะน ามาวเิคราะห ์ 

   เตรยีมสารตวัอย่างที่ความเขม้ขน้ (0.1 1 และ 10 มลิลกิรมั/มลิลลิติร ที่ละลายใน DMSO) 

จ านวน 10 ไมโครลิตร เติมสารละลายเอนไซม์อย่างหยาบ (crude enzyme) 20 ไมโครลิตร บ่มที่

อุณหภูม ิ37°C เป็นเวลา 10 นาท ีเติมซบัสเตรต โดยใช้มอลโตส ความเขม้ข้น 0.58 มลิลโิมลาร ์และ

ซูโครส ความเข้มขน้ 20 มลิลโิมลาร์ ที่ละลายในสารละลายฟอสเฟตบพัเฟอรค์วามเข้มขน้ 0.1 โมลาร ์

pH 6.9 จ านวน 20 ไมโครลติร บ่มที่อุณหภูม ิ37 °C เป็นเวลา 40 นาท ีจากนัน้หยุดปฏกิริยิาโดยต้มที่ 

อุณ หภูมิ 100°C เป็น เวลา 15 นาที  วัดความ เข้มข้นของ  กลู โคส  โดยการท าปฏิกิริยากับ

เอนไซม์กลูโคสออกซเิดส โดยใช้ glu-kit (Sigma-Aldrich) โดยปฏกิิรยิาของเอนไซม์กบั glu-kit แสดง

ดงันี้ 

glucose + O2 + H2O
glucose oxidase

H2O2 + O-dianisidine

reduced

(colorless)

O-dianisidine

oxidized

(brown)

oxidized O-dianisidine

(brown)

oxidized O-dianisidine

(pink)

peroxidase

H2SO4

gluconic acid + H2O2

540nm  
 

  วดัค่าการดูดกลนืแสง ทีค่วามยาวคลื่น 540 นาโนเมตร โดยใชอ้ะคาโบสเป็นตวัควบคุมเชงิ

บวก ค านวณหาค่าเปอรเ์ซน็ต์และค่า IC50 ของการยบัยัง้แอลฟากลูโคซเิดสจากล าไสเ้ลก็หนูโดยใชสู้ตร

ดงัทีก่ล่าวมาแลว้ในการทดสอบฤทธิย์บัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลโูคซเิดสจากยสีต์  
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การค านวณโมเลกลุลารด์อ็กก้ิง 

 สาร 1 มฤีทธิย์บัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลโูคซเิดสดทีีสุ่ดจงึไดท้ าการศกึษาการค านวณโมเลกุลลารด์็

อกกิ้งในการยบัยัง้เอนไซม์เอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดส โดยการด็อกกิ้งต่อกบัตัวรบัและลแิกนด์ใช้วิธี

แบบจ าลองของ Lamarckian และ Thiratmatrakul (2014) ซึ่งผลการค านวณถูกรายงานในไฟล์ dock 

dock (dock.dlg) โดยใช้เมนูค าสัง่หรือค าสัง่ DOS จากระบบถาม C:> โดยพิมพ์ autogrid4.exe -p 

dock.gpf -l dock.glg และ autodock4.exe -p dock.dpf -l dock.dlg ตามล าดบั 

 

แผนการด าเนินงาน 

กิจกรรม เดือน 
1-2 3-4 5-6 7-8 9-10 11-12 13-14 14-16 17-18 19-20 21-22 23-24 

1. รวบรวมขอ้มลู ทดสอบฤทธิย์บัยัง้การท างาน

ของเอนไซมแ์อลฟากลโูคซเิดสเบือ้งตน้ของสาร

สกดัหยาบ (ใบ กิง่ ราก และเปลอืกตน้) ของ

มะดนั 

X            

2. สกดัเปลอืกตน้และกิง่ของมะดนัแหง้

บดละเอยีด 

 X X          

3. แยกองคป์ระกอบทางเคมขีองสารสกดัจาก

เปลอืกตน้และกิง่มะดนัทีม่ฤีทธิย์บัยัง้การท างาน

ของเอนไซมแ์อลฟากลโูคซเิดสทีด่ทีีสุ่ด 

   X X X X X     

4. พสิจูน์โครงสรา้งทางเคมขีองสารบรสิุทธิท์ีแ่ยก

ไดด้ว้ยเทคนิคทางสเปกโทสโกปี 

      X X X X   

5. ทดสอบทดสอบฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระและยบัยัง้

เอนไซมแ์อลฟากลโูคซเิดสของสารบรสิุทธิท์ีแ่ยก

ได ้

         X X  

6. สรปุและรายงานผล            X 
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ผลการทดลอง 
 

การคดักรองสารสกดัหยาบมะดนัเบือ้งต้น 

จากผลการทดลองพบว่าสารสกดัหยาบเอทานอลจากเปลอืกต้นและกิง่มะดนัมศีกัยภาพในการ

ยบัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลโูคซเิดสอยูใ่นระดบัทีด่ ี(>75%) รองลงมาคอื ใบ และราก ตามล าดบั ดงัแสดง 

ส่วน 
% ยบัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลโูคซิเดสจากยีสต ์

สารสกดัเอทานอล สารสกดัน ้า 

เปลอืกตน้ (SB) 80.5 14.2 

กิง่ (TW) 77.2 25.6 

ราก (RT) 47.9 20.4 

ใบ (LV) 48.8 46.8 

 

 จากผลการคดักรองเบื้องต้น สารสกดัหยาบเอทานอลจากเปลอืกต้นและกิง่มะดนัได้ถูกน ามา

ทดสอบฤทธิใ์นการต้านอนุมูลอิสระ (DPPH) เบื้องต้นต่อ โดยใช้วิธีแบบ TLC พบว่าสารสกัดหยาบ

ดงักล่าวแสดงฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระ (DPPH) ไดด้ ี

 

การแยกองคป์ระกอบทางเคมีจากเปลือกต้นและก่ิงมะดนั 

เปลือกต้นและกิ่งมะดันมะดันแห้ง (อย่างละ 10 กิโลกรัม) ถูกบดให้เป็นผงและสกัดที่

อุณหภูมหิอ้งดว้ย 95% (v/v) เอทานอล (4 × 35 L) สารละลายที่ผ่านการกรองนัน้ถูกระเหยออกภายใต้

สุญญากาศด้วยเครื่องระเหยแบบหมุน (evaporator) ได้สารสกดัหยาบเอทานอลออกมา 1.02 กโิลกรมั 

สารสกดัหยาบน้ีถูกน ามาพารต์ชินั (partition) ดว้ยน ้า เฮกเซน และเอทลิอะซเิตท ตามล าดบั ไดส้ารสกดั

เฮกเซน (96.0 กรมั), สารสกดัเอทลิอะซเิตท (560.2 กรมั) และสารละลายน ้าที่เหลอื สารสกดัเอทลิอะซิ

เตทถูกน ามาแยกด้วยโครมาโทกราฟีแบบคอลมัน์โดยใช้ซิลกิาเจลเป็นตวัดูดซบัแล้วชะด้วยเฮกเซน:

เอทลิอะซเิตท (90:10-0:10) และตามดว้ยเอทลิอะซเิตท:เมทานอล (10:0-0:10) แยกไดอ้อกมา 19 แฟรก

ชนั คอื EA.1-EA.19 แฟรกชนั EA.5 (1.6 กรมั) ถูกแยกดว้ยโครมาโทกราฟีแบบคอลมัน์โดยใชซ้ลิกิาเจล

เป็นตวัดูดซบั จากนัน้ชะดว้ยเฮกเซน:เอทลิอะซเิตท (8:2) แยกไดอ้อกมา 5 แฟรกชนัย่อย คอื  EA.5.1-

EA.5.5 แฟรกชันย่อย 5.2 (0.6 กรมั) ถูกท าให้บริสุทธิต่์อด้วยโครมาโทกราฟีแบบคอลัมน์โดยใช้ 

Sephadex LH-20 (100 กรัม) เป็นตัวดูดซับ ชะด้วยไดคลอโรมีเทน:เมทานอล (1:1) ได้สาร 5,5'-

[oxybis(methylene)]di(2-furaldehyde) (12, 10.5 มลิลกิรมั) แฟรกชนัย่อย EA.5.3 (0.8 กรมั) ถูกท าให้

บรสิุทธิต่์อด้วยโครมาโทกราฟีแบบคอลมัน์โดยใช้ Sephadex LH-20 (100 กรมั) เป็นตวัดูดซบั ชะด้วย
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ไดคลอโรมเีทน:เมทานอล (1:1) ตามดว้ยโครมาโทกราฟีแบบคอลมัน์โดยใช ้RP-C18 เป็นตวัดูดซบั และ

ชะด้วยน ้า:เมทานอล (60:10) ได้สาร phyllanthin (11, 14.5 มลิลิกรมั) แฟรกชนั EA.6 (2.0 กรมั) ถูก

น ามาแยกต่อดว้ยโครมาโทกราฟีแบบคอลมัน์โดยใชซ้ลิกิาเจลเป็นตวัดูดซบัแลว้ชะดว้ยเฮกเซน:เอทลิอะ

ซเิตท (8:2) จะได้แฟรกชนัย่อย EA.6.1-EA.6.6 แฟรกชนัย่อย 6.2 (0.3 กรมั) ถูกแยกใหบ้รสิุทธิต่์อด้วย

โครมาโทกราฟีแบบคอลมัน์โดยใช ้Sephadex LH-20 (100 กรมั) เป็นตวัดูดซบั ชะดว้ยไดคลอโรมเีทน:

เมทานอล (1:1) ไดส้าร 2,4'-dihydroxydiphenylmethane (10, 4.5 มลิลกิรมั) และ kaempferol (13, 6.4 

มลิลกิรมั) แฟรกชนัย่อย EA.6.3 (0.8 กรมั) ถูกน ามาแยกต่อดว้ยโครมาโทกราฟีแบบคอลมัน์โดยใช้ซลิิ

กาเจลเป็นตวัดดูซบัแลว้ชะดว้ยเฮกเซน:เอทลิอะซเิตท (8:2) จากนัน้ท าใหบ้รสิุทธิต่์อดว้ยโครมาโทกราฟี

แบบคอลมัน์โดยใช้ Sephadex LH-20 (100 กรมั) เป็นตวัดูดซบั (ไดคลอโรมเีทน:เมทานอล (1:1) ได้

สาร 1,3,7-trihydroxyxanthone (3, 21.5 มลิลกิรมั) และ 1,5,6-trihydroxyxanthone (4, 10.0 มลิลกิรมั) 

แฟรกชนั EA.7 (3.7 กรมั) ถูกน ามาแยกต่อด้วยโครมาโทกราฟีแบบคอลมัน์โดยใชซ้ลิกิาเจลเป็นตวัดูด

ซบัแล้วชะด้วยเฮกเซน:เอทลิอะซเิตท (2:1) จะได้แฟรกชนัย่อย EA.7.1-EA.7.6 แฟรกชนัย่อย 7.2 (0.5 

กรมั) ถูกท าให้บรสิุทธิต่์อด้วยโครมาโทกราฟีแบบคอลมัน์โดยใช ้Sephadex LH–20 (100 กรมั) เป็นตวั

ดูดซบั ชะด้วยไดคลอโรมเีทน:เมทานอล (1:1) ได้สาร griffipavixanthone (2, 11.5 มลิลกิรมั) 1,3,5,6-

tetrahydroxyxanthone (5, 12.4 มลิลิกรมั) และ 1,6-dihydroxyxanthone (6, 3.5) มลิลิกรมั) แฟรกชนั

ย่อย EA.7.3 (0.8 กรมั) ถูกน ามาแยกต่อดว้ยโครมาโทกราฟีแบบคอลมัน์โดยใชซ้ลิกิาเจลเป็นตวัดูดซบั

แลว้ชะด้วยเฮกเซน:เอทลิอะซเิตท (1:1) และท าใหบ้รสิุทธิถ์ูกท าให้บรสิุทธิต่์อดว้ยโครมาโท กราฟีแบบ

คอลมัน์โดยใช้ Sephadex LH–20 (100 กรมั) เป็นตวัดูดซบั ชะดว้ยไดคลอโรมเีทน:เมทานอล (1:1) ได้

สาร 1,3,5-trihydroxyxanthone (7, 25.0 มลิลกิรมั) และ 1,3,6-trihydroxyxanthone (8, 20.0 มลิลกิรมั) 

แฟรกชนั EA.9 (10.5 มลิลกิรมั) ถูกน ามาแยกต่อด้วยโครมาโทกราฟีแบบคอลมัน์โดยใช้ซลิกิาเจลเป็น

ตัวดูดซับแล้วชะด้วย 80%เฮกเซน:เอทิลอะซิเตท ได้สาร 1,6,7- schomburgkixanthone (1, 20.3 

มิลลิกรมั), trihydroxyxanthone (9, 2.0 มิลลิกรมั) และ oblongifolin C (16, 1.2 มิลลิกรมั) แฟรกชัน 

EA.11 (45.0 กรมั) ถูกน ามาแยกต่อด้วยโครมาโทกราฟีแบบคอลัมน์โดยใช้ Sephadex LH-20 (250 

กรมั) เป็นตัวดูดซับแล้วชะด้วย 50% ไดคลอโรมีเทน:เมทานอล ได้แฟรกชันย่อย EA11.1-EA11.4 

น าแฟรกชนัย่อย EA.11.1 (60.0 มลิลกิรมั) มาแยกต่อด้วยโครมาโทกราฟีแบบคอลมัน์โดยใชซ้ลิกิาเจล

เป็นตัวดูดซับแล้วชะด้วย 70%เฮกเซน:เอทิลอะซิเตท ได้สาร 5,7,3,5-tetrahydroxyflavanonol (14, 

1.7 มลิลกิรมั) และ guttiferone K (15, 1.4 มลิลกิรมั) ส่วนแฟรกชนัย่อย EA.11.3 (55.3 มลิลกิรมั) ถูก

น ามาแยกต่อดว้ยโครมาโทกราฟีแบบคอลมัน์โดยใชซ้ลิกิาเจลเป็นตวัดูดซบัแลว้ชะดว้ยเฮกเซน:เอทลิอะ

ซเิตท:เมทานอล (3:2:0.5) ได้สาร volkensiflavone (17, 52.3 มลิลกิรมั และ morelloflavone (18, 950 



11 

 

มลิลกิรมั) แฟรกชนั EA.13 (25.5 มลิลกิรมั) ถูกน ามาแยกต่อด้วยโครมาโทกราฟีแบบคอลมัน์โดยใช้ 

Sephadex LH-20 (250 กรัม) เป็นตัวดูดซับแล้วชะด้วย 50% ไดคลอโรมีเทน:เมทานอล ได้สาร 

morelloflavone-7-O-glucopyranoside (20, 2.1 มลิลกิรมั) และ fukugetin (21, 1.9 มลิลกิรมั) แฟรกชนั 

EA.15 (35 กรมั) มาแยกต่อด้วยโครมาโทกราฟีแบบคอลมัน์โดยใช้ซลิกิาเจลเป็นตวัดูดซบัแล้วชะด้วย  

เมทานอล:เอทลิอะซเิตท (0-100%) จะได้แฟรชนัย่อย EA.15.1-EA.15.3  ส าหรบัสาร volkensiflavone-

7-O-glucopyranoside (19, 13.5 มิลลิกรัม) และ (2S,3S)-morelloflavone-7-O-β-acetylglucopyrano 

side (22, 10.8 มลิลกิรมั) แยกได้จากแฟรกชนัย่อย EA.15.2 (3 กรมั) ดว้ยโครมาโทกราฟีแบบคอลมัน์

โดยใช ้Sephadex LH-20 (250 กรมั) เป็นตวัดดูซบัแลว้ชะดว้ย ไดคลอโรมเีทน:เมทานอล (1:1)  

โครงสร้างของสารบริสุทธิท์ ัง้หมด (สาร 1-22) ที่แยกได้สามารถพิสูจน์ทราบด้วยเทคนิค 

สเปกโทรสโกปีและเปรยีบเทยีบขอ้มลูทีไ่ดก้บัขอ้มลูทีม่รีายงานแลว้มาก่อนหน้านี้ โดยมโีครงสรา้งดงันี้ 
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การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ 

ส าหรบัผลของการทดสอบฤทธิย์บัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลูโคซเิดสและต้านอนุมูลอสิระ (ไมโครโม

ลาร;์ M) ของสารทีแ่ยกได ้แสดงดงันี้ 

สาร 
ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลโูคซิเดส (M)  ฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระ 

ยีสต ์ มอลเตส ซูเครส  DPPH (M) 
  1 0.314    >500  >500   NT 
  2 11.84  >500  >500   >300 
3 >500 >500 >500  >300 
4 92.54 >500 >500  NT 
5 97.80 >500 >500  216.1 
6 >500 >500 >500  >300 
7 >500 >500 >500  >300 
8 >500 >500 >500  >300 
9 73.74 >500 >500  187.7 
10 >500 >500 >500  >300 
11 >500 >500 >500  >300 
13 NA >500 118.9  185.3 
14 62.97 >500 135.3  50.00 
15 12.14 >500 >500  87.38 
16 10.61 >500 >500  NT 
17 28.94 >500 >500  >300 
18 25.60 >500 >500  49.64 
19 14.37 >500 >500  NT 
20 NT >500 >500  NT 
21 >500 >500 >500  NT 
22 NT >500 >500  NT 
อะคารโ์บส 114.3 33.89 4.55  NT 
วิตามินซี NT NT NT  198.73 

 

NT = ไมไ่ดท้ดสอบ 
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การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระ 

จากผลการทดสอบฤทธิต์้านอนุมูลอสิระ DPPH แสดงให้เห็นว่าสาร 18 (IC50 49.64 ไมโครโม

ลาร)์ แสดงฤทธิต์้านอนุมูลอิสระสูงสุดตามด้วยสาร 14 (IC50 50.00 ไมโครโมลาร์), 15 (IC50 87.38 ไม

โครโมลาร)์, 13 (IC50 185.3 ไมโครโมลาร)์ และ 9 (IC50 187.7 ไมโครโมลาร)์ ตามล าดบั โดยพบว่าสาร 

9, 14, 15 และ 18 นัน้ ยงัแสดงฤทธิต์้านอนุมูลอิสระได้ดีกว่าสารควบคุมเชิงบวก (วติามนิซี) ในทาง

ตรงกนัขา้มสารชนิดอื่นทีม่คี่า IC50 มากกว่า 300 ไมโครโมลาร ์ถอืว่าไมม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระ  

 

การทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลโูคซิเดสและการศึกษาเชิงจลนศาสตรข์องเอนไซม ์

สาร 1-11, 13-19 และ 21 ถูกน ามาทดสอบฤทธิย์บัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลูโคซเิดสจากยสีต์และ

ล าไสห้นู พบว่าสาร 1 และ 2 แสดงฤทธิข์องยสีต์เอนไซมแ์อลฟากลูโคซเิดสจากยสีต์ไดด้ ีโดยมคี่า IC50 

เท่ากบั 0.314 และ 11.84 ไมโครโมลาร ์ตามล าดบั ซึ่งดกีว่าสารควบคุมเชงิบวก (อะคาร์โบส)  (IC50 

114.3 ไมโครโมลาร)์ ส่วนสาร 3 และ 4 แสดงการยบัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลโูคซเิดสจากล าไสห้นู (ซูเครส) 

ไดต้ ่า ดว้ยค่า IC50 เท่ากบั 118.9 และ 135.3 ไมโครโมลาร ์ตามล าดบั 

เนื่องจากสาร 1 มฤีทธิย์บัยัง้เอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดสจากยสีต์ดทีี่สุดจงึได้มกีารศึกษาเชิง

จลนศาสตร์ของเอนไซม์ของสารดังกล่าวตามวิธีการของ Lineweaver-Burk plot พบว่าสาร 1 มี

พฤตกิรรมการยบัยัง้เป็นตวัยบัยัง้แบบผสม (mixed inhibitor) โดยตวัยบัยัง้ชนิดนี้จะเขา้ไปจบัที่บรเิวณ

อื่นบนโมเลกุลของเอนไซมท์ีไ่มใ่ช่บรเิวณเรง่แต่ท าใหบ้รเิวณเรง่เปลีย่นไปจงึท างานไมไ่ด้ 

 

การศึกษาเชิงโมเลกลุลารด์อ็กก้ิง  

จากผลการทดลองพบว่าสาร 1 มคีวามสามารถในการการยบัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลูโคซเิดสจาก

ยสีตไ์ดด้ทีีสุ่ด จงึไดม้กีารศกึษาเชงิโมเลกุลลารด์อ็กกิง้ของสาร 1 ในการยบัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลูโคซเิดส 

จากผลการทดลอง พบว่าโครงสรา้งส่วนใหญ่ (สาร 1) ดอ็กกิ้งกบัตวัรบั (5KEZ: PDB) ยบัยัง้การท างาน

ของเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดสซึ่งเป็นตัวยบัยัง้ไฮโดรเลสหลงัจากจดัวางเสร็จแล้ว ค่าของการจบั

พลงังานอสิระและค่าคงทีก่ารยบัยัง้คอื -8.86 กโิลแคลอรีต่่อโมล และ 0.323 ไมโครโมลาร ์ตามล าดบั ดงั

แสดง 
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ส่วนกรดอะมโินส่วนทีเ่หลอืของตวัรบั 5KEZ รอบแกนดซ์ึ่งก่อใหเ้กดิพนัธะไฮโดรเจนกบับรเิวณ

ของแกนด ์(สาร 1) แสดงดงันี้ 

 
พนัธะไฮโดรเจนเกดิจากส่วนที่เหลอืของกรดอะมโินของตวัรบั (สาร 1) กบัแกนด์ที่เสถยีรที่สุด 

แสดงดงันี้ 
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ส าหรบัปฏกิิรยิาระหว่างกรดอะมโินของตวัรบัและลแิกนด์ (สาร 1) ถูกน าเสนอบนแผนภาพ 2 

มติ ิแสดงดงันี้          

 
 

บรเิวณของโครงสรา้งที่เสถยีรที่สุดของสาร 1 และความสามารถในการเป็นไฮโดรโฟบซิติีหรอื

ภาวะทีม่คีวามชอบน ้าต ่าของโครงสรา้ง แสดงดงันี้ 
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สรปุและวิจารณ์ผลการทดลอง และข้อเสนอแนะส าหรบังานวิจยัในอนาคต 
 

สรปุและวิจารณ์ผลการทดลอง 

จากการศกึษาองคป์ระกอบของสิง่สกดัหยาบเอทานอจากเปลอืกตน้และกิง่มะดนั (20 กโิลกรมั) 
ซึง่เป็นสารสกดัทีม่ศีกัยภาพในการยบัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลโูคซเิดสไดด้ ี พบว่าสามารถแยกสารบรสิุทธิ ์
ไดท้ัง้หมด 22 ชนิด โดยเป็นสารใหมใ่นกลุ่มไบฟลาโวนอยด ์ 1 ชนิด คอื  สาร schomburgkixanthone 
(1) พรอ้มดว้ยสารทีไ่ดม้กีารรายงานแลว้อกี 21 ชนิด ไดแ้ก่ สาร griffipavixanthone (2), 1,3,7-
trihydroxyxanthone (3), 1,5,6-trihydroxyxanthone (4), 1,3,5,6-tetra hydroxyxanthone (5), 1,6-dihy 

droxyxanthone (6), 1,3,5-trihydroxyxanthone (7), 1,3,6-trihydroxyxanthone (8), 1,6,7- trihydro 

xyxanthone (9), 2,4'-dihydroxydiphenylmethane (10), phyllanthin (11), 5,5'-[oxybis(methyl 
ene)]di(2-furaldehyde) (12), kaempferol (13), 5,7,3',5'-tetrahydroxyflavanonol (14), guttiferone K 

(15),  oblongifolin C (16), volkensiflavone (17), morelloflavone (18), volkensi flavone-7-O-gluco 

pyranoside (19), morelloflavone-7-O-glucopyranoside (20), fukugetin (21) และ (2S,3S)-morel 
loflavone-7-O-β-acetylglucopyranoside (22) โดยโครงสรา้งของสารทัง้หมดทีแ่ยกไดส้ามารถพสิจูน์
ทราบดว้ยเทคนิคสเปกโทรสโกปีและเปรยีบเทยีบขอ้มลูทีไ่ดก้บัขอ้มลูทีม่รีายงานแลว้มาก่อนหน้านี้   

จากผลการทดสอบฤทธิต์้านอนุมูลอิสระ DPPH แสดงให้เห็นว่าสาร 18 แสดงฤทธิต์้านอนุมูล

อิสระสูงสุด โดยมคี่า IC50 เท่ากบั 49.64 ไมโครโมลาร์ ตามด้วยสาร 14, 15, 13 และ 9 โดยมคี่า IC50 

เท่ากบั 50.00, 87.38, 185.3 และ 187.7 ไมโครโมลาร ์ตามล าดบั ซึ่งสารดงักล่าวแสดงฤทธิต์้านอนุมูล

อสิระไดด้กีว่าสารควบคุมเชงิบวก (วติามนิซ)ี  

จากผลการทดสอบฤทธิย์บัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลโูคซเิดสจากยสีต์และล าไสห้นู พบว่าสาร 1 และ 

2 แสดงฤทธิข์องยสีต์เอนไซมแ์อลฟากลูโคซเิดสจากยสีต์ได้ด ีโดยมคี่า IC50 เท่ากบั 0.314 และ 11.84 

ไมโครโมลาร ์ตามล าดบั ซึ่งดกีว่าสารควบคุมเชงิบวก (อะคารโ์บส) ส่วนสาร 3 และ 4 แสดงฤทธิย์บัยัง้

เอนไซมแ์อลฟากลูโคซเิดสจากล าไสห้นู (ซูเครส) ได้ต ่า ด้วยค่า IC50 เท่ากบั 118.9 และ 135.3 ไมโคร

โมลาร์ ตามล าดับ และจากการศึกษาเชิงจลนศาสตร์ของเอนไซม์ของสาร 1 ตามวิธีการของ 

Lineweaver-Burk plot พบว่าสาร 1 มพีฤตกิรรมการยบัยัง้เป็นตวัยบัยัง้แบบผสม  

ในแบบจ าลองโมเลกุลลารด์อ็กกิ้งโครงสรา้งของสาร 1 พบว่ามกีารยบัยัง้ทีแ่ขง็แกร่งต่อเอนไซม ์

แอลฟากลูโคซเิดสจากยสีต์มากกว่าสารควบคุมเชงิบวก (อะคารโ์บส) โดยหมู่ฟังก์ชนัของไฮดรอกซ ี    

ฟีนอลิกของสาร 1 บนวงแหวนอะโรมาติกที่ C-1, C-3 และ C-3′ เป็นบรเิวณที่ลแิกนด์ซึ่งเกิดพันธะ

ไฮโดรเจนกบักรดอะมโินที่เหลอืของตวัรบั หมู่ไฮดรอกซฟีีนอลกิบนวงแหวนฟีนิลทีด่อ็กกิ้งเชื่อมโยงกบั

บรเิวณทีร่บัโปรตนีในสาร 1 ซึง่ป้องกนัการซ ้าซอ้นของล าดบัดเีอน็เอ ท าใหส้าร 1 สามารถเกดิการยบัยัง้
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ที่ดกีบัเอนไซม์เอนไซม์แอลฟากลูโคซเิดส ดงันัน้จากผลการทดลองที่ได้ในงานวจิยันี้แสดงให้เห็นถึง

ศกัยภาพของมะดนัส าหรบัการใชร้กัษาโรคเบาหวานในอนาคตได ้และสารออกฤทธิช์นิดใหม ่(สาร 1) ยงั

มแีนวโน้มทีจ่ะใชเ้ป็นโมเลกุลทีส่ามารถบ าบดัโรคเบาหวานได้ 
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รปูท่ี 1 สเปกตรมั HRESIMS ของสาร 1 

 

 

รปูท่ี 2 สเปกตรมัการดดูกลนื UV-visible ของสาร 1 

-0.2

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

A
b

so
rb

a
n

ce

Wavelength (nm)



 

รปูท่ี 3 สเปกตรมั IR ของสาร 1 

 

รปูท่ี 4 สเปกตรมั 1H NMR ของสาร 1 ใน DMSO-d6 
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รปูท่ี 5 สเปกตรมั 13C NMR ของสาร 1 ใน DMSO-d6 

 

รปูท่ี 6 สเปกตรมั COSY ของสาร 1 ใน DMSO-d6 



 

รปูท่ี 7 สเปกตรมั HSQC ของสาร 1 ใน DMSO-d6 
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ABSTRACT
A novel bixanthone, named schomburgkixanthone (1), was
isolated from the twigs of Garcinia schomburgkiana, along
with six known compounds, griffipavixanthone (2), 4-hydroxyxan-
thone (3), 2-hydroxyxanthone (4), 1,6-dihydroxyxanthone (5),
1,7-dihydroxyxanthone (6), and 1,3,5-trihydroxyxanthone (7). The
structure of 1 was identified by the application of NMR and MS
data analyses and comparison with previous reports. Compound
1 showed the most powerful inhibition of rat intestinal a-glucosi-
dase, with IC50 values of 0.79 for maltase and 1.81mM for sucrase.
Compound 2 most strongly inhibited sucrase, with an IC50 value
of 4.58mM.
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1. Introduction

The genus Garcinia belongs to the family Guttiferae and comprises more than 300
species (Feng et al. 2014). These are widespread in South America, Africa and
Southeast Asia. Plants from this genus are well-known as rich natural sources of xan-
thones, biphenyls, benzoylphloroglucinols, and flavonoids. These have a wide range of
biological and pharmacological properties, being anti-inflammatory, antibacterial, anti-
oxidant, antitumor, antifungal, and anti-HIV (Minami et al. 1994; Ito et al. 1997; Chiang
et al. 2003; Shen and Yang 2006). In an ongoing search for new secondary metabolites
from Thai medicinal plants (Sichaem et al. 2011, 2012, 2014), Garcinia schomburgkiana
Pierre., known in Thailand as ‘Ma-dan’, was investigated in this study. This medium-
sized tree bears sour but edible fruit. Previous phytochemical investigations of G.
schomburgkiana have isolated xanthones, depsidones, biphenyls, flavonoids, triterpe-
noids, and phloroglucinols. Some of these compounds have been shown to be anti-
malarial and cytotoxic (Le et al. 2016; Sukandar et al. 2016). In this work, we
investigated xanthones present in the twigs of G. schomburgkiana. A novel bixanthone,
named schomburgkixanthone (1) (Figure 1), was isolated from G. schomburgkiana twig
extract, along with six known compounds, griffipavixanthone (2) (Feng et al. 2014), 4-
hydroxyxanthone (3) (Terashima et al. 1999), 2-hydroxyxanthone (4) (Carvalho et al. 2003),
1,6-dihydroxyxanthone (5) (Singh et al. 1993), 1,7-dihydroxyxanthone (6) (Nguyen et al.
2013) and 1,3,5-trihydroxyxanthone (7) (Fouotsa et al. 2014). Herein, we report the struc-
tural elucidation of the novel compound 1 by the interpretation of its spectroscopic
data and comparison with literature reports. In addition, all isolated xanthones were
evaluated for inhibition of rat intestinal a-glucosidases (maltase and sucrase).

2. Results and discussion

Compound 1 was obtained as a yellow amorphous powder. Its molecular formula was
determined as C36H32O14 from positive HRESIMS data at m/z 711.1686 [MþNa]þ

(calcd. for C36H32O14Na, 711.1684). The UV spectrum displayed absorption bands at

Figure 1. Chemical structure of 1.
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kmax 330, 254 and 240 nm. The IR spectrum showed absorptions for phenolic hydroxyl
groups at 3233 cm�1 and a hydrogen-bonded carbonyl group at 1644 cm�1. The 1H
NMR and HSQC spectra of 1 showed signals of two chelated OH groups [dH 13.46 (1 H,
s) and 13.21 (1 H, s)], two sets of meta-aromatic protons [dH 6.40 (1 H, d, J¼ 2.4 Hz)/
6.16 (1 H, d, J¼ 2.0 Hz) and 6.30 (1 H, d, J¼ 2.0 Hz)/6.16 (1 H, d, J¼ 2.0 Hz), two singlet
aromatic protons [dH 6.91 (1 H, s) and 6.72 (1 H, s)], two oxygenated methine protons
[dH 7.22 (1 H, d, J¼ 3.2 Hz) and 4.23 (1 H, d, J¼ 3.2 Hz)], two methylene protons [dH
3.17 (2 H, m) and 1.61 (2 H, m)], and four methyl groups in the range dH
1.35–1.10 ppm. The 13C NMR spectrum of 1 revealed 36 carbons including two car-
bonyl carbons [dC 181.9 (�2)], 24 aromatic carbons in the range dC 166.0–93.0 ppm,
four oxygenated carbons [dC 81.9, 72.1, 70.7 and 69.5], and six aliphatic carbons [dC
46.0, 30.1, 29.7 (�2), 28.6, and 26.4]. The 13C NMR spectrum of 1 displayed apparent
pairing at many carbon resonances, suggesting a dimeric structure with some slight
differences between each monomer (units A and B). The skeleton of each monomer
could be a prenylated xanthone (Xu et al. 1998; Chen et al. 2011).

From COSY and HMBC analysis, monomeric unit A was determined as a xanthone
containing the 3-hydroxy-3-methylbutyl group. A spin system identified as H2-110/H2-
120 was connected by HMBC cross-peaks between H3-150 and H3-140 at dH 1.17 (6 H, s)
to C-120 (dC 46.0) and C-130 (dC 69.5). This group was linked to a benzene ring by
HMBC correlations from H2-110 to C-70 (dC 114.6), C-80 (dC 138.2) and C-8a0 (dC 112.2).
HMBC correlations from a singlet aromatic proton H-70 at dH 6.72 (6 H, s) to C-50 (dC
129.8), C-60 (dC 148.5), C-70, C-80 and C-110 (dC 30.1) led to the construction of benzene
ring A1. Furthermore, the 1H-NMR spectrum of the monomeric unit A of 1 revealed
signals of one chelated OH group at dH 13.21 (1 H, s) and one set of meta-aromatic
protons at dH 6.40 (1 H, d, 2.4) and 6.16 (1 H, d, 2.0), attributed respectively to H-40 and
H-20 in the 10,30,50,60-tetrasubstitued benzene ring A2. This was further supported by
correlations of 10-OH at dH 13.21 (1 H, s) to C-10 (dC 165.4), C-20 (dC 98.5), C-9a0 (dC
102.5), H-20 to C-10, C30 (dC 163.5), C-40 (dC 93.7), C-9a0, and H-40 to C-30, C-4a0

(dC 156.9).
Monomeric unit B was highly reminiscent of the first. The key spectroscopic

difference was a more downfield shift of C-11 (dC 72.1) and C-12 (dC 81.9) compared
to their homologous positions C-110 (dC 30.1) and C-120 (dC 46.0) in monomeric unit A.
This suggested the presence of two oxygenated methines (–OCHCHO–), supported by
HMBC cross-peaks of H-11 (dH 7.22), H3-14 (dH 1.18), and H3-15 (dH 1.18) to C-12 and
C-13 (dC 70.7). In addition, the HMBC cross-peaks between H-11 and C-60, H-12 and
C-50 formed a six-member C ring between monomeric units A and B through a diether
linkage, previously reported for mesuabixanthones A and B (Singh et al. 1993). The
relative configuration of 1 was defined by NOESY data and coupling constant analysis.
The correlation between H-11 and H-12 in combination with the small coupling
constant of 3.2 Hz indicated their syn orientation (Nguyen et al. 2013). This established
the structure of 1, which was named schomburgkixanthone.

All isolated compounds were assessed for in vitro inhibition of rat intestinal a-glucosidases.
Compound 1 exhibited the most potent inhibition of maltase and sucrase with IC50 values
of 0.79 and 1.81mM, respectively, while compound 2 most strongly inhibited sucrase
with an IC50 value of 4.58mM. By contrast, compounds 3–7 showed no inhibition.

NATURAL PRODUCT RESEARCH 3



3. Experimental

3.1. General experimental procedures

NMR spectra were recorded on a Bruker 400 AVANCE spectrometer and HRESIMS
spectra on a Bruker MicrOTOF-Q II mass spectrometer. The UV-visible absorption
spectra were recorded on a UV-2550 UV-Vis spectrometer (Shimadzu, Kyoto, Japan).
The IR spectra were measured on a Nicolet 6700 FT-IR spectrometer using KBr discs.
Thin layer chromatography was carried out on precoated Kieselgel 60 F254 or silica gel
60 RP-18 F254S (Merck). Spots were visualised by spraying with 20% H2SO4 solution,
followed by heating. AcarboseVR was obtained from Bayer Vitol Leverkusen, Germany.
Rat intestinal acetone powder was supplied by Sigma Aldrich. Spectrophotometric
measurements for the investigation of a-glucosidase inhibition were taken on a
Sunrise microplate reader spectrophotometer.

3.2. Plant material

The G. schomburgkiana twigs were collected in Mahasarakham Province, Thailand,
in April 2018. The plant material was identified by Dr. Suttira Khumkratok at the
Walai Rukhavej Botanical Research Institute, Mahasarakham University, and a voucher
specimen was retained as a reference (Khumkratok no. 92-08).

3.3. Extraction and isolation

The G. schomburgkiana twigs (10.5 kg) were air-dried, ground into powder, and
exhaustively extracted at room temperature using EtOH (3� 15 L). The filtered solution
was evaporated under reduced pressure to afford a residue (534.4 g). This crude
extract was suspended in H2O and partitioned with n-hexane and EtOAc, yielding
45.7 g of n-hexane extract and 257.2 g of EtOAc extract. The EtOAc extract was
subjected to silica gel column chromatography (CC) and eluted with n-hexane–EtOAc
(10:0–0:10) and EtOAc–MeOH (80:20–0:1) gradients to yield ten fractions EA.1–EA.10.
Fraction EA.2 (1.6 g) was loaded on silica gel CC (n-hexane-EtOAc, 8:2) as eluent yield-
ing 2 (12.4mg) and 3 (5.7mg) Fraction EA.4 (0.8 g) was purified by a Sephadex
LH–20 CC (100 g) with CH2Cl2–MeOH (1:1) as eluent followed by RP–C18 silica gel CC
and eluting with H2O–MeOH (60:10) to give 1 (4.5mg) and 4 (13.5mg). Fraction EA6
was isolated by a silica gel CC with n-hexane–EtOAc (stepwise 70:30–0:10) as eluent to
yield 5 (8.5mg) and 6 (15.7mg). Finally, fraction EA9 was purified by a silica gel CC
with CH2Cl2–MeOH (stepwise 80:20–0:10) as eluent to give 7 (13.1mg).

3.3.1. Schomburgkixanthone (1)
Yellow amorphous powder, [a] 25

D þ5.4 (c 0.1, MeOH); UV (MeOH) kmax(loge) 330
(0.93), 254 (1.27), 240 (1.12) nm; IR mmax 3233 (br), 1740, 1644, 1578, 1508, 1461, 1277,
1163, 1107, 1021, 978, 888, 829, 702, 647, 537 cm�1; HRESIMS m/z 711.1686 (MþNa;
calcd for C36H32O14Na, 711.1690);

1H NMR (400MHz, DMSO-d6) dH 13.46 (1 H, s, 1-OH),
13.21 (1 H, s, 10-OH), 7.22 (1 H, d, J¼ 3.2 Hz, H-11), 6.91 (1 H, s, H-7), 6.72 (1 H, s, H-70),
6.40 (1 H, d, J¼ 2.4 Hz, H-4), 6.30 (1 H, d, J¼ 2.0 Hz, H-40), 6.16 (2 H, J¼ 2.0, H-2, H-20),
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4.23 (1 H, d, J¼ 3.2 Hz, H-12), 3.17 (2 H, m, H-110), 1.61 (2 H, m, H-120), 1.30 (3 H, s, H-
15), 1.18 (3 H, s, H-14), 1.17 (6 H, s, H-150, H-140). 13C NMR (100MHz, DMSO-d6) dC 181.9
(C-9, C-90), 165.4 (C-1, C-10), 163.6 (C-3), 163.5 (C-30), 156.9 (C-4a, C-4a0), 150.9 (C-6),
148.5 (C-60), 147.3 (C-10a), 146.9 (C-10a0), 138.2 (C-80), 133.2 (C-5), 131.2 (C-8), 129.8 (C-
50), 114.6 (C-70), 113.5 (C-7), 112.2 (C-8a0), 110.5 (C-8a), 102.7 (C-9a), 102.5 (C-9a0), 98.5
(C-2, C-20), 93.9 (C-4), 93.7 (C-40), 81.9 (C-12), 72.1 (C-11), 70.7 (C-13), 69.5 (C-130), 46.0
(C-120), 30.1 (C-110), 29.7 (C-140, C-150), 28.6 (C-15), 26.4 (C-14).

3.4. a-Glucosidase inhibitory activity

Inhibition of rat intestinal a-glucosidase was assessed following the protocol of
Ramadhan and Phuwapraisirisan (2015). Crude enzyme solution prepared from pow-
dered rat intestinal acetone was used as a source of maltase and sucrase. The powder
(1 g) was homogenised in 30mL of 0.9% NaCl solution and centrifuged at 12,000 rpm
for 30min, then the supernatant was assayed. The isolated compounds (1mg/mL in
DMSO, 10lL) were added to 30lL of 0.1M phosphate buffer (pH 6.9), 20lL of substrate
solution (maltose: 10mM; sucrose: 100mM) in 0.1M phosphate buffer, 80lL of glucose
kit, and 20lL of the crude enzyme solution. The reaction mixture was incubated at
37 �C for 10min (maltose) or 40min (sucrose). The concentration of glucose liberated
from the reaction mixture was detected by the glucose oxidase method using a glu-kit
(Human, Germany). Enzymatic activity was quantified by measuring absorbance at
503nm. The percentage inhibition was calculated as [(A0�A1)/A0]� 100, where A0 is the
absorbance without the sample and A1 is the absorbance with the sample. The IC50
value was determined from a plot of percentage inhibition vs. sample concentration.
IC50 values were calculated using Microsoft Excel software. AcarboseVR was used as the
standard control and showed IC50 values of 0.023mM (maltase) and 0.025mM (sucrase).

4. Conclusions

In this study, seven xanhones (1–7) were isolated from the twigs of G. schomburgki-
ana. Their structures were elucidated as schomburgkixanthone (1), griffipavixanthone
(2), 4-hydroxyxanthone (3), 2-hydroxyxanthone (4), 1,6-dihydroxyxanthone (5), 1,7-
dihydroxyxanthone (6) and 1,3,5-trihydroxyxanthone (7). To the best of our know-
ledge, compound 1 is a novel bixanthone in which the two xanthone moieties are
connected by a diether linkage. Such linkages are rarely reported for natural products.
Compound 1 exhibited the most potent inhibition of rat intestinal a-glucosidases, with
IC50 values of 0.79mM (maltase) and 1.81mM (sucrase). Compound 2 showed the
strongest inhibitory activity against sucrase (IC50 4.58mM).
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