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บทคดัย่อ 

อตัราการเกดิโรคมะเร็งทัว่โรคได้เพิม่ขึน้อย่างต่อเน่ืองเน่ืองมาจากจ านวนประชากรสูงอายุที่
เพิม่ขึน้และการเปลีย่นแปลงรปูแบบการใชช้วีติในโลกทีก่ าลงัพฒันาขึน้อยา่งต่อเน่ืองจนท าใหม้ะเรง็เป็น
สาเหตุหลกัของการเสยีชวีติของประชากรในศตวรรษที่ 21 น้ี ซึ่งมผีูเ้สยีชวีติมากกว่า 7 ล้านคนต่อปี 
ดว้ยเหตุน้ีจงึท าใหก้ารท าวจิยัในแงก่ารคน้หายารกัษามะเรง็เพิม่ขึน้อยา่งทวคีณู ในการศกึษาน้ีไดท้ าการ
แยกสารเซคนัดารเีมทาบอไลตจ์ากราทีไ่ดจ้ากพชืปา่ชายเลนทีเ่ลอืกไดจ้ านวน 5 สายพนัธุ ์จากนัน้พสิจูน์
ทราบโครงสรา้งและน ามาทดสอบฤทธิย์บัยัง้การสรา้งหลอดเลอืดใหม่ ฤทธิต์้านการอกัเสบ และฤทธิ ์
ยบัยัง้เซลลม์ะเรง็เพือ่ใหไ้ดส้ารตน้แบบส าหรบัการรกัษามะเรง็ต่อไป การแยกสารจากราสายพนัธุแ์รกซึง่
เป็นรา Alternaria sp. (HK-5) ท าใหไ้ดส้ารเมทาบอไลตท์ีม่กีารรายงานมาก่อน 9 ชนิด (1-9) เป็นสาร
กลุ่ มแอโรมาติก  6 ชนิดและสารกลุ่ ม  anthranoid 3 ชนิด ส าหรับราสายพันธุ์ที่สองเ ป็นรา 
Rhytidhysteron sp. จากการศกึษาพบว่าการผลติเมทาบอไลต์ของราชนิดน้ีขึน้กบัสภาวะของการ
เพาะเลีย้ง เน่ืองจากเมื่อท าการเพาะเลีย้งในอาหาร MEB ท าใหไ้ดส้ารกลุ่ม spirobisnaphthalene 8 
ชนิดซึง่เป็นสารใหม ่3 ชนิดคอื rhytidone A-C (10-12) และอนุพนัธท์ีม่กีารรายงานมาก่อนอกี 5 ชนิด 
ขณะทีเ่มื่อท าการเพาะเลีย้งบนขา้ว สามารถแยกไดส้ารกลุ่ม spirobisnaphthalene เพิม่อกี 7 ชนิด (18-
24) โดยมสีารทีซ่ ้ากบัเมื่อเพาะเลีย้งใน MEB เพยีงชนิดเดยีวเท่านัน้คอืสาร 14 ส าหรบัสารทีแ่ยกไดเ้พิม่
พบว่าเป็นสารใหม ่6 ชนิดคอื rhytidenone A-F (18-23) และอนุพนัธท์ีม่กีารรายงานมาก่อน 1 ชนิด 
นอกจากน้ีการศกึษาองคป์ระกอบทางเคมขีองราสายพนัธุท์ีส่าม 8D ซึง่เพาะเลีย้งในอาหาร SDB ท าให้
สามารถแยกและพสิจูน์ทราบโครงสรา้งของสารประเภท sesquiterpene กลุ่ม chamigrane ได ้10 ชนิด 
ไดแ้ก่ merulinol A-J (25-34) ส าหรบัราสายพนัธุท์ี ่4 ซึง่เป็นรา Rhytidhysteron rufulum (KP1) ใหส้าร
กลุ่ม highly oxygenated chromone ชนิดใหม ่3 ชนิดคอื rhytidchromone A-E (35-39) เมื่อเพาะเลีย้ง
ในอาหาร SDB ขณะทีร่าสายพนัธุท์ี ่5 KP2 ทีเ่พาะเลีย้งในอาหาร YEB ใหส้ารกลุ่ม isocoumarin ชนิด
ใหม ่3 ชนิด (40-42) จากนัน้ไดน้ าสารทีแ่ยกไดท้ัง้หมดมาทดสอบฤทธิท์างชวีภาพตามทีก่ล่าวไวข้า้งตน้
ทัง้สามฤทธิ ์พบว่าสาร altersolanol (3) ซึง่เป็นสารกลุ่ม anthranoid ทีแ่ยกไดจ้ากรา Alternaria sp. มี
ฤทธิย์บัยัง้การสรา้งหลอดเลอืดใหมท่ีด่มีากทัง้ในระดบั in vitro และ in vivo นอกจากน้ียงัพบว่าสารกลุ่ม 
spirobisnaphthalene ชนิดใหม ่2 ชนิดจากรา Rhytidhysteron sp. คอื rhytidenone C (20) และ D (21) 
มฤีทธิต์า้นการอกัเสบทีด่มีากโดยใหค้่า IC50 เท่ากบั 0.31 และ 3.06 M ตามล าดบั ส าหรบัฤทธิย์บัยัง้
เซลล์มะเรง็ พบว่าไม่มสีารใดทีม่ฤีทธิอ์ยู่ในระดบัดมีาก ดงันัน้งานวจิยัสามารถไดส้ารทีศ่กัยภาพในการ
เป็นสารตน้แบบซึง่อาจน าไปพฒันาเพือ่ใหส้ าหรบัการรกัษามะเรง็ได ้3 ชนิด 
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Abstract 

Global cancer rates have been increasing primarily due to an aging population and 
lifestyle changes in the developing world. The fact that cancer is the major cause of death in 
the twenty-first century, killing more than seven million people annually, has led to the 
exponential increase in research effort in the area of anticancer drug discovery. In the present 
study, the secondary metabolites from the five selected strains of mangroved-derived fungi 
were isolated, elucidated, and evaluated for their anti-angiogenetic, anti-inflammatory, and anti-
cancer activities to provide cancer therapeutic leads. The chromatographic separation of the 
first strains, Alternaria sp. (HK-5) fungus, led to the isolation of nine know metabolites (1-9), 
including six aromatic and three anthranoid compounds. For the second strains, Rhytidhysteron 
sp. (21B) fungus, it was found that the production of secondary metabolites was highly 
dependent on the fermentation conditions. When cultured in MEB the fungus yielded eight 
spirobisnaphthalenes, including three new derivatives, namely rhytidones A-C (10-12), and five 
known derivatives (13-17), while grown on solid rice medium seven additional 
spirobisnaphthalenes (18-24) were obtained with only one same compound (14). The additional 
metabolites included six new, namely rhytidenones A-F and one known derivatives. Further, 
chemical investigation of the third strains 8D cultured in SDB led to the isolation and 
characterization of ten new chamigrane-type sesquiterpenes, merulinols A-J (25-34), whereas 
the fourth strains, Rhytidhysteron rufulum (KP1), gave five new highly oxygenated chromones, 
namely rhytidchromones A-E (35-39), when cultured in SDB. The fifth strains KP2, which was 
cultured in YEB, yielded three new isocoumarin (40-42). When isolated compounds were 
subjected to the aforementioned three assays, altersolanol (3), an anthranoid from Alternaria 
sp., exhibited potent anti-angiogenic acitivity in both in vitro and in vivo levels. Two new 
spirobisnaphthalenes, rhytidenones C and D (20-21), from Rhytidhysteron fungus showed 
potent anti-inflammatory activity with IC50 values of 0.31 and 3.60 M, respectively. No any 
metabolites showed potent cytotoxicity against tested human cancer cell lines. In conclusion, 
three therapeutic leads, which might be developed to use for cancer treatment, were obtained 
from this study.  
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โครงการ: การสกดัแยกและพิสจูน์ทราบสารต้นแบบท่ีมีฤทธ์ิทางยาส าหรบัการรกัษามะเรง็จาก
ราท่ีได้จากพืชป่าชายเลนไทย 

บทน า 

 มะเรง็ซึง่เป็นหน่ึงในปญัหาสุขภาพทีส่ าคญัทัว่โลกยงัคงเป็นสาเหตุทีท่ าใหค้นตายอย่างต่อเน่ือง
และจ านวนประชาการทีเ่ป็นโรคน้ีกก็ าลงัเพิม่ขึน้อย่างน่ากลวั1 แมว้่าจะมกีารคน้พบและพฒันายารกัษา
มะเรง็จ านวนมากเพื่อใชใ้นทางคลนิิกในช่วงสบิปีที่ผ่านมาแต่ยาส่วนใหญ่มกัเป็นสารที่มคีวามเป็นพษิ
แบบไม่จ าเพาะเจาะจงซึง่ท าใหเ้กดิผลขา้งเคยีงอย่างรุนแรงต่อผูป้่วย นอกจากน้ียงัพบปญัหาการดือ้ยา
อกีดว้ย ดงันัน้การคน้หาและพฒันาสารเพื่อใชใ้นทางเคมบี าบดัอย่างไดผ้ลยงัคงเป็นทีต่้องการส าหรบั
การรกัษามะเรง็ 

 เมื่อไม่นานมาน้ี การรักษามะเร็งด้วยสารที่มีฤทธิย์ ับยัง้การสร้างหลอดเลือดใหม่ (anti-
angiogenic agent) เป็นอกีทางเลอืกหน่ึงทีไ่ดร้บัความสนใจอย่างมากจากนักวจิยัเพราะการเกดิเป็น
กอ้นมะเรง็จะขึน้กบัขัน้ตอนการสรา้งหลอดเลอืดใหม ่(angiogenesis) เป็นหลกั2-3 กระบวนการแองจโิอ
เจเนซสิเป็นการสรา้งหลอดเลอืดใหม่จากระบบหลอดเลอืดทีม่อียู่เดมิของร่างกายคนซึ่งไม่เพยีงจ าเป็น
ต่อการเจรญิเตบิโตของมะเรง็แต่ยงัจ าเป็นส าหรบักระบวนการเมทาสเทซสิ (metastasis) ของมะเรง็อกี
ดว้ยโดยหลอดเลอืดใหมท่ีส่รา้งขึน้น้ีจะท าหน้าทีส่ง่ผา่นออกซเิจนและสารอาหารใหก้บักอ้นมะเรง็ไดอ้ยา่ง
เพยีงพอ และในทางกลบักนักท็ าหน้าทีก่ าจดัของเสยีออกจากกอ้นมะเรง็อกีดว้ยซึง่จะท าใหม้ะเรง็เตบิโต
ไดอ้ยา่งรวดเรว็ (รปูที ่1) 4-5 ดงันัน้การยบัยัง้กระบวนการแองจโิอเจเนซสิของมะเรง็จงึเป็นอกีวธิหีน่ึงที่
น่าสนใจส าหรับแนวทางการป้องกันและรักษามะเร็ง6 นอกจากน้ีการรักษาโดยเลือกเป้าหมายที่
กระบวนการแองจโิอเจเนซสิยงัสามารถใช้ได้กบัมะเรง็ทุกชนิดเพราะกระบวนการน้ีเป็นกระบวนการ
พืน้ฐานทีส่ าคญัของมะเรง็ทุกชนิด  

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 1 กระบวนการแองจโิอเจเนซสิชว่ยเรง่การเจรญิเตบิโตของมะเรง็ 
(http://www.lungevity.org/about-lung-cancer/lung-cancer-101/treatment-options/angiogenesis-

inhibitors) 

http://www.google.co.th/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://www.lungevity.org/about-lung-cancer/lung-cancer-101/treatment-options/angiogenesis-inhibitors&ei=KR6SVYvRH-PYmAW_v4CABQ&bvm=bv.96783405,d.dGY&psig=AFQjCNGZEXn9RFv5Alod346KK95Zii38UQ&ust=1435725479040918
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 นอกจากนัน้ปจัจุบนัไดเ้ป็นทีท่ราบกนัอย่างชดัเจนว่าการเจรญิเตบิโตของเซลลเ์พยีงอย่างเดยีว
ไมไ่ดเ้ป็นสาเหตุทีท่ าใหเ้ซลลก์ลายเป็นเซลลม์ะเรง็ แต่การทีเ่ซลลต์อ้งอยูภ่ายใตส้ภาวะทีเ่กดิการอกัเสบ
อยา่งเรือ้รงัจะชว่ยสง่เสรมิการกลายพนัธุข์องเซลล์7 ดงันัน้สารทีม่ฤีทธิต์า้นการอกัเสบจงึเป็นสารอกีกลุ่ม
หน่ึงทีม่ปีระโยชน์ในการรกัษามะเรง็ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 2 การพฒันาของเซลลม์ะเรง็ภายใตส้ภาวะอกัเสบเรือ้รงัของเซลลป์กต ิ

(http://www.sabiosciences.com/pathwaymagazine/minireview/cancerinflammation.php) 

 

 สารผลิตภณัฑ์ธรรมชาติยงัคงเป็นแหล่งส าคญัที่สุดของสารออกฤทธิท์างชวีภาพส าหรบัการ
น าไปพฒันาเป็นยาชนิดใหม่ๆ ซึ่งเมื่อไม่นานมาน้ีสิง่มชีีวติทางทะเลและพชืป่าชายเลนได้มบีทบาท
ส าคญัในการคน้หายาต่างๆ เน่ืองจากความผนัแปรทางชวีภาพทีส่งูของพวกมนั8 จนถงึปจัจุบนัไดม้กีาร
คน้พบสารผลติภณัฑธ์รรมชาตจิากแหล่งทางทะเลมากกว่า 22,000 ชนิดและชนิดของสารทีไ่ดก้ม็คีวาม
หลากหลายซึง่มทีัง้สารกลุ่มเทอรพ์นี อลัคาลอยด ์โพลคีไีทด ์กลยัโคไซด ์ไซโครเปปไทด ์และอื่นๆ และ
ประมาณ 20% ของสารเหล่าน้ีมฤีทธิย์บัยัง้มะเรง็ ไวรสั ต้านการอกัเสบ และฤทธิอ์ื่นๆ ตวัอย่างที่โดด
เด่น คอื ecteinascidin 743 เป็นอลัคาลอยดท์ีไ่ดจ้ากเพรยีงหวัหอมซึง่ปจัจุบนัไดใ้ชส้ าหรบัการรกัษา
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มะเรง็ชนิด advancec soft tissue sarcoma ในประเทศแถบยุโรป9-10 ส าหรบัแหล่งผลติภณัฑธ์รรมชาติ
ทางทะเลอกีแหล่งหน่ึงทีก่ าลงัไดร้บัความสนใจอยา่งมากคอืราเอนโดไฟตท์ีแ่ยกไดจ้ากพชืปา่ชายเลน ซึง่
ราเอนโดไฟต์เป็นราที่เจริญอยู่ภายในเน้ือเยื่อพืชและเป็นที่ทราบกันดีว่าเป็นแหล่งผลิตภัณฑ์ สาร
ธรรมชาตทิีม่โีครงสรา้งและฤทธิท์างชวีภาพทีน่่าสนใจ และราเหล่าน้ียงัอาจผลติสารชนิดเดยีวกนักบัที่
ตน้ไมซ้ึง่มนัองิอาศยัอยูไ่ด้11-12 เช่น ในกรณีของ taxol13 และ camptothecin14 ซึง่เป็นยารกัษามะเรง็ที่
ใชไ้ดด้ใีนปจัจุบนั ในบรรดาราเอนโดไฟตท์ัง้หลาย ราทีแ่ยกไดจ้ากพชืปา่ชายเลนจะไดร้บัความสนใจจาก
นักวจิยัดา้นผลติภณัฑธ์รรมชาตมิากทีสุ่ดเพราะระบบนิเวศน์ทีม่ลีกัษณะเฉพาะ15-19 นอกจากน้ีประเทศ
ไทยยงัพบว่าเป็นประเทศที่มพีื้นที่ป่าชายเลนใหญ่เป็นอนัดบัหน่ึงในห้าของโลก จงึท าใหผู้้วจิยัสนใจ
ศกึษาสารเมทาบอไลตท์ีม่ฤีทธิท์างชวีภาพจากราทีแ่ยกไดจ้ากพชืปา่ชายเลนไทย 

 จากงานวจิยัสว่นหน่ึงของผูว้จิยัในการคน้หาสารผลติภณัฑธ์รรมชาตทิีแ่ยกไดจ้ากแหล่งในไทยที่
มศีกัยภาพที่จะเป็นสารต้นแบบส าหรบัการพฒันาเป็นยารกัษามะเรง็ งานวจิยัน้ีจงึได้ท าการแยกสาร 
พสิูจน์ทราบโครงสรา้งของสารเซคนัดารเีมทาบอไลต์จากราเอนโดไฟต์ที่ได้จากพชืป่าชายเลนไทย 5 
สายพนัธุซ์ึง่คดักรองดว้ยเทคนิค 1H NMR จากนัน้ไดน้ าสารทีแ่ยกไดท้ัง้หมดมาทดสอบฤทธิค์วามเป็น
พษิต่อเซลลม์ะเรง็ดว้ยวธิ ีMTT การยบัยัง้กระบวนการแองจโิอเจเนซสิซึง่ใชท้ัง้โมเดล ex vivo, in vitro 
และ in vivo และฤทธิต์า้นการอกัเสบดว้ยวธิยีบัยัง้การผลติไนตรกิออกไซดใ์นเซลลม์าโครฟาจทีถู่ก
กระตุน้ และจากนัน้ศกึษากลไกการออกฤทธิน์ัน้ๆ ของสารทีม่ฤีทธิด์มีาก 

วิธีการทดลอง 

ส่วนท่ี 1: การแยกสารเซคนัดารีเมทาบอไลตจ์ากราเอนโดไฟตท่ี์เลือก 

1.1. การเตรยีมสว่นสกดัเอธลิแอซเีททของราเอนโดไฟตแ์ต่ละชนิด 

 เมื่อเพาะเลี้ยงราครบ 21 วนั ท าการกรองแยกเส้นใยรากบัอาหารเพาะเลี้ยง จากนัน้น าส่วน
อาหารเพาะเลีย้งมาสกดัดว้ยตวัท าละลายเอธลิแอซแีทท และระเหยตวัท าละลายออก ไดส้ว่นสกดัหยาบ
เอธลิแอซเีทท (EtOAc crude extract) ส าหรบัสว่นเสน้ใยราจะน ามาสกดัดว้ยตวัท าละลายผสมเมทานอล
และไดคลอโรมเีทน ระเหยตวัท าละลายออก แลว้น ามาสกดัดว้ยเอธลิแอซแีททอกีครัง้หน่ึงจะไดส้ว่นสกดั
หยาบเอธลิแอซแีททของเสน้ใย ขัน้ตอนการสกดัไดแ้สดงไวใ้นแผนภาพที ่1 และตารางที ่1 แสดงชนิด
ของรา อาหารทีเ่พาะเลีย้ง และน ้าหนกัของสว่นสกดัหยาบทีไ่ด ้
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แผนภาพท่ี 1 การเตรยีมสว่นสกดัหยาบเอธลิแอซเีททของราทีเ่พาะเลีย้ง 

 

ตารางท่ี 1 ราทีเ่ลอืก อาหารทีเ่พาะเลีย้งและน ้าหนกัสว่นสกดัทีไ่ด ้

ราสายพนัธุ ์ อาหารเพาะเลีย้ง (L) น ้าหนกัสว่นสกดัหยาบเอธลิแอซเีทท (g) 

HK-5 

21B 

 

8D 

KP1 

KP2 

MEB (20 L) 

MEB (20 L) 

Solid rice medium (10 L) 

SDB (20 L) 

SDB (10 L) 

YEB (10 L) 

12.20 

7.00  

2.92 

15.00 

4.62 

18.18 

 

1.2. การแยกสารบรสิทุธิจ์ากสว่นสกดัหยาบเอธลิแอซเีทท 

1.2.1. การแยกบรสิทุธิจ์ากสว่นสกดัหยาบเอธลิแอซเีททของราสายพนัธุ ์HK-5 

น าสว่นสกดัหยาบเอธลิแอซเีททของน ้าเพาะเลีย้งของรา HK5 มาผา่นคอลมัน์ Dianion HP-20 
โดยใชน้ ้าและของผสมระหว่างน ้า-เมทานอลเป็นตวัชะ ได ้11 สว่น (F1-F11) พบว่าส่วน F5 มผีลกึตก
ออกมา เมื่อกรองพบว่าไดส้าร 1 (31.5 mg) จากนัน้น าส่วนที่เหลอืจากการกรองมาท าคอลมัน์ 
sephadex LH20 ชะดว้ยเมทานอล แลว้น าสว่นที ่F5.1 มาแยกต่อดว้ยซลิกิาเจลทีช่ะดว้ยของผสมเมทา
นอล-ไดคลอโรมเีทน (1:19) ไดส้าร 2 (15.2 mg) และ 3 (61.6 mg)  
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 น าส่วน F7 มาผ่านคอลมัน์ sephadex LH20 โดยใชเ้มทานอลเป็นตวัชะ ไดเ้ป็น 5 ส่วน คอื 
F7.1 ถงึ F7.5 จากนัน้น าสว่น F7.2 มาแยกต่อดว้ยซลิกิาเจลคอลมัน์ ชะดว้ย 1-5% เมทานอลในไดคลอ
โรมเีทน ไดส้าร 4 (15.0 mg) และเมือ่น าสว่น F7.3 มาแยกต่อดว้ยเทคนิกเดยีวกนัโดยใช ้5% เมทานอล
ในไดคลอโรมเีทนเป็นตวัชะ ไดส้าร 3 (130.3 mg) และสาร 5 ( 20.1 mg) 

 น าสว่น F8 และ F11 มารวมกนัเน่ืองจากมอีงคป์ระกอบทางเคมใีกลเ้คยีงกนั จากนัน้น ามาแยก
ต่อดว้ยซลิกิาเจลคอลมัน์ซึง่ชะดว้ยเอธลิแอซเีทท-เฮกเซน (1:1) จนถงึ 100% เอธลิแอซเีทท ไดเ้ป็น 5 
สว่นใหญ่ๆ คอื F8.1 ถงึ F8.5 เมื่อน าสว่น F8.2 มาผา่นคอลมัน์ sephadex LH20 ชะดว้ยเมทานอลและ
แยกอกีครัง้ดว้ยซลิกิาเจลคอลมัน์ซึง่ชะดว้ย 2.5% เมทานอลในไดคลอโรมเีทน ไดส้าร 6 (29.1 mg) 
ส าหรบัสาร 7 (247.4 mg) ไดจ้ากการน าสว่น F8.3 มาผา่นคอลมัน์ sephadex LH20 ทีช่ะดว้ยเมทานอล 
จากนัน้น าส่วน F8.4 มาผ่านคอลมัน์ sephadex LH20 แลว้น าสว่น F8.4.3 มาแยกต่อดว้ยซลิกิาเจล
คอลมัน์ซึง่ชะดว้ย 5-15% เมทานอลในไดคลอโรมเีทน ไดส้าร 8 (35.4 mg) ส าหรบัสาร 9 (48.7 mg) ได้
จากการน าส่วน F8.5 มาผ่านคอลมัน์ sephadex LH20 และน าสว่นย่อย F8.5.1 มาแยกต่อดว้ยซลิิ
กาเจลคอลมัน์โดยชะดว้ย 2.5% เมทานอลในไดคลอโรมเีทน ซึ่งการแยกสารจากรา HK5 อย่างย่อได้
สรปุไวใ้นแผนภาพที ่2 

 

 

 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

แผนภาพท่ี 2 การแยกสารบรสิทุธิจ์ากสว่นสกดัหยาบเอธลิแอซเีททของรา HK5 
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1.2.2. การแยกบรสิทุธิจ์ากสว่นสกดัหยาบเอธลิแอซเีททของราสายพนัธุ ์21B ทีเ่พาะเลีย้งใน MEB 

น าสว่นสกดัหยาบเอธลิแอซเีทททีเ่พาะเลีย้งใน MEB ของน ้าเพาะเลีย้งของรา 21B (ประมาณ 7 
g) มาผา่นคอลมัน์ Sephadex LH20 โดยใชเ้มทานอลเป็นตวัชะ ได ้6 สว่น (F1-F6) จากนัน้น าสว่น F5 
มาแยกต่อดว้ยซลิกิาเจลที่ชะแบบเกรเดยีนท์ดว้ยของผสมระหว่างเมทานอลและไดคลอโรมเีทนตัง้แต่ 
1:99 ถงึ 1:9 ไดเ้ป็น 9 ส่วนย่อย (F5.1-F5.9) เมื่อน าสว่นย่อย F5.3 มาท าใหบ้รสิุทธิด์ว้ยซลิกิาเจล
คอลมัน์โครมาโทกราฟีซึ่งชะแบบเกรเดยีนทด์ว้ยของผสมระหว่างเอธลิแอซเีททและเฮกเซน (จาก 2:8 
ถงึ 1:1) ไดส้าร 12 (20.1 mg) และ 13 (47.8 mg) จากนัน้ไดน้ าส่วนย่อย F5.4 มาแยกต่อดว้ยเทคนิค
เดยีวกนัและชะดว้ยของผสมระหวา่งเอธลิแอซเีททและเฮกเซนในอตัราสว่น 1:1 ไดส้าร 11 (13.5 mg)  

 น าส่วนย่อย F5.6 มาแยกต่อดว้ยซลิกิาเจลทีช่ะดว้ยของผสมระหว่างเมทานอลและไดคลอโร
มเีทน (1:19) ไดส้าร 14 (15.2 mg) จากนัน้น าสว่นยอ่ย F5.7 มาผา่นคอลมัน์ Sephadex LH20 ดว้ยเม
ทานอลอกีครัง้หนึ่งแลว้น าสว่นยอ่ยที ่F5.7.4 มาท าใหบ้รสิุทธิด์ว้ยซลิกิาเจลคอลมัน์โครมาโทกราฟีทีช่ะ
ดว้ยของผสมระหวา่งเมทานอลและไดคลอโรมเีทน (1:9) ไดส้าร 10 (83.0 mg) 

น าส่วน F6 มาผ่านคอลมัน์ Sephadex LH20 โดยใชเ้มทานอลเป็นตวัชะ ไดเ้ป็น 5 ส่วนย่อย 
(F6.1-F6.5) จากนัน้น าส่วนย่อย F6.4 มาตกผลกึดว้ยเมทานอล ไดส้าร 16 (32.6 mg) และเมื่อน า
สว่นย่อย F6.5 มาแยกต่อดว้ยซลิกิาเจลทีช่ะดว้ยของผสมระหว่างเมทานอลและไดคลอโรมเีทน (1:19) 
ไดเ้ป็น 3 สว่น ซึง่สว่น F6.5.3 ไดน้ ามาท าใหบ้รสิทุธิต่์อดว้ยเทคนิคเดยีวกนัโดยใชข้องผสมระหว่างเอธลิ
แอซเีททและเฮกเซนในอตัราสว่น 1:3 เป็นตวัชะ ไดส้าร 15 (12.8 mg) และสาร 17 (8.2 mg) ซึง่การ
แยกสารจากรา 21B ทีเ่พาะเลีย้งใน MEB อยา่งยอ่ไดส้รปุไวใ้นแผนภาพที ่3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

แผนภาพท่ี 3 การแยกสารบรสิทุธิจ์ากสว่นสกดัหยาบเอธลิแอซเีททของรา 21B ใน MEB 
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1.2.3. การแยกบรสิทุธิจ์ากสว่นสกดัหยาบเอธลิแอซเีททของราสายพนัธุ ์21B ทีเ่พาะเลีย้งในขา้ว 

น าส่วนสกดัหยาบเอธลิแอซเีททที่เพาะเลี้ยงบนขา้วของรา 21B มาผ่านคอลมัน์ Sephadex 
LH20 โดยใชเ้มทานอลเป็นตวัชะ จากนัน้น าสว่นหลักทีไ่ด ้(520 mg) มาผา่นคอลมัน์ Sephadex LH20 
ซ ้าอกีครัง้หน่ึง ไดเ้ป็น 6 สว่น (F1-F6)  

น าสว่น F2 มาแยกต่อดว้ยซลิกิาเจลทีช่ะแบบเกรเดยีนทด์ว้ยของผสมระหว่างเมทานอลและได
คลอโรมเีทนตัง้แต่ 2.5:97.5 ถงึ 5:95 ไดส้าร 24 (18.0 mg) และสาร 14 (3.4 mg) และเมื่อน าสว่น F3 
มาท าใหบ้รสิุทธิด์้วยซลิกิาเจลคอลมัน์โครมาโทกราฟีซึ่งชะด้วยของผสมระหว่างเอธลิแอซเีททและเฮ
กเซน (1:1) ไดส้าร 19 (1.8 mg), 22 (9.8 mg) และอกี 3 ส่วนย่อย (F3.1-F3.3) จากนัน้น าส่วนย่อย 
F3.3 มาแยกต่อดว้ยเทคนิคและตวัชะเดยีวกนัคอืของผสมระหว่างเอธลิแอซเีททและเฮกเซน (1:1) ได้
สาร 18 (1.0 mg) 

น าสว่น F4 มาแยกดว้ยซลิกิาเจลคอลมัน์โครมาโทกราฟีทีช่ะดว้ยของผสมระหว่างเมทานอลและ
ไดคลอโรมเีทน (2.5:97.5) ได ้6 ส่วนย่อย และเมื่อน าส่วนย่อย F4.3 มาท าใหบ้รสิุทธิต่์อไปดว้ยซลิิ
กาเจลคอลมัน์โครมาโทกราฟีซึง่ชะดว้ยของผสมระหว่างแอซโีตนและไดคลอโรมเีทน (5:95) ไดส้าร 23 
(5.2 mg) จากนัน้ไดน้ าสว่นยอ่ย F4.6 มาแยกต่อดว้ยเทคนิคเดยีวกนัและชะดว้ยของผสมระหว่างเอธลิ
แอซเีททและเฮกเซนในอตัราสว่น 1:1 ไดส้าร 20 (5.5 mg) และสาร 21 (2.4 mg) ซึง่การแยกสารจากรา 
21B ทีเ่พาะเลีย้งบนขา้วอยา่งยอ่ไดส้รปุไวใ้นแผนภาพที ่4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
แผนภาพท่ี 4 การแยกสารบรสิทุธิจ์ากสว่นสกดัหยาบเอธลิแอซเีททของรา 21B ทีเ่พาะเลีย้งบนขา้ว 
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1.2.4. การแยกบรสิทุธิจ์ากสว่นสกดัหยาบเอธลิแอซเีททของราสายพนัธุ ์8D 

 น าสว่นสกดัหยาบเอธลิแอซเีทททีเ่พาะเลีย้งใน SDB ของน ้าเพาะเลีย้งของรา 8D (ประมาณ 15 
g) มาผา่นคอลมัน์ Sephadex LH20 โดยใชเ้มทานอลเป็นตวัชะ ได ้5 สว่น (F1-F5) จากนัน้น าสว่น F5 
มาแยกต่อ Sephadex LH20 อกีครัง้หน่ึงไดเ้ป็น 4 สว่นยอ่ย (F5.1-F5.4) น าสว่น F5.4 มาแยกต่อดว้ยซิ
ลกิาเจลที่ชะแบบเกรเดยีนทด์ว้ยของผสมระหว่างเอธลิแอซเีททและเฮกเซน (จาก 1:2 ถงึ 1:0) และ
ระหวา่งเอธลิแอซเีททและเมทานอล (จาก 9:1 ถงึ 8:2) ซึง่แยกไดเ้ป็น 11 สว่น (F5.4.1-F5.4.11)  

 น าสว่น F5.4.4 มาท าใหบ้รสิุทธิด์ว้ยซลิกิาเจลคอลมัน์โครมาโทกราฟีซึง่ชะดว้ยของผสมระหว่าง
เมทานอลและไดคลอโรมเีทน (1:19) ไดส้าร 27 (3.2 mg) จากนัน้น าส่วน F5.4.5 มาแยกต่อดว้ยซลิิ
กาเจลคอลมัน์โครมาโทกราฟีทีช่ะดว้ยของผสมระหว่างเอธลิแอซเีททและไดคลอโรมเีทน (3:2) และตาม
ดว้ยการแยกดว้ย Sephadex LH20 (MeOH) ไดส้าร 31 (3.7 mg)  

 น าส่วน F5.4.8 มาแยกต่อดว้ยซลิกิาเจลซึง่ชะดว้ยของผสมระหว่างแอซโีตนและเฮกเซน (1:3) 
ไดเ้ป็น 6 สว่น (F5.4.8.1-F5.4.8.6) และไดน้ าสว่น F5.4.8.6 มาท าใหบ้รสิุทธิด์ว้ยซลิกิาเจลคอลมัน์โคร
มาโทกราฟีซึง่ชะดว้ยของผสมระหวา่งเอธลิแอซเีททและไดคลอโรมเีทน (1:1) ไดส้าร 26 (6 mg) จากนัน้
น าส่วน F5.4.8.5 มาแยกต่อดว้ยซลิกิาเจลและชะดว้ยของผสมระหว่างเมทานอลและไดคลอโรมเีทน 
(1:19) ไดส้าร 32 (7 mg) และอกี 4 สว่นยอ่ย (F5.4.8.5.1-F5.4.8.5.4) และเมื่อน าสว่นยอ่ย F5.4.8.5.4 
มาตกผลกึดว้ยเมทานอลไดส้าร 25 (4.2 mg)  

 น าสว่น F5.4.9 มาแยกต่อดว้ยซลิกิาเจลซึง่ชะดว้ยของผสมระหวา่งเมทานอลและไดคลอโรมเีทน 
(1:19) ไดเ้ป็น 10 ส่วนย่อย จากนัน้น าส่วนย่อย F5.4.9.4 มาท าใหบ้รสิุทธิด์ว้ยซลิกิาเจลคอลมัน์โคร
มาโทกราฟีซึง่ชะดว้ยของผสมระหว่างเอธลิแอซเีททและไดคลอโรมเีทน (2:1 และ 3:1) ไดส้าร 33 (10 
mg)  และไดน้ าสว่นยอ่ย F5.4.9.3 มาแยกต่อดว้ยซลิกิาเจลซึง่ชะดว้ยของผสมระหว่างแอซโีตนและเบน
ซนี (1:1.2) ไดส้าร 34 (5.7 mg) 

 น าส่วน F5.4.10 มาแยกต่อดว้ยซลิกิาเจลทีช่ะดว้ยของผสมระหว่างเมทานอลและไดคลอโร
มเีทน (1:19) ซึ่งแยกไดเ้ป็น 14 ส่วนย่อย จากนัน้ไดน้ าส่วนย่อย F5.4.10.11 มาท าใหบ้รสิุทธิด์ว้ย 
Sephadex LH20 ทีช่ะดว้ยเมทานอล ไดส้าร 29 (2.2 mg) และเมื่อน าสว่นยอ่ย F5.4.10.14 มาแยกต่อ
ดว้ยเทคนิคเดยีวกนั ไดส้าร 30 (1.8 mg)  

 จากนัน้น าสว่น F4 มาแยกต่อ Sephadex LH20 อกีครัง้หน่ึงไดเ้ป็น 4 สว่นยอ่ย (F4.1-F4.4) น า
สว่น F4.4 มาแยกต่อดว้ยคอลมัน์ reverse phase C18 ทีช่ะดว้ยของผสมระหว่างเมทานอลและน ้า (1:1) 
ซึง่แยกไดเ้ป็น 4 สว่นยอ่ย และจากนัน้รวมสว่นยอ่ยที ่3 และ 4 เขา้ดว้ยกนัและแยกต่อใหบ้รสิุทธิด์ว้ยซลิิ
กาเจลทีช่ะดว้ยของผสมระหวา่งอะซโีทนและไดคลอโรมเีทน (1:2) จงึไดส้าร 28 (3.5 mg)  

 การแยกสารจากรา 8D ทีเ่พาะเลีย้งใน SDB อยา่งยอ่ไดส้รปุไวใ้นแผนภาพที ่5 
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แผนภาพท่ี 5 การแยกสารบรสิทุธิจ์ากสว่นสกดัหยาบเอธลิแอซเีททของรา 8D 

1.2.5. การแยกบรสิทุธิจ์ากสว่นสกดัหยาบเอธลิแอซเีททของราสายพนัธุ ์KP1 

 น าสว่นสกดัหยาบเอธลิแอซเีทททีเ่พาะเลีย้งใน SDB ของน ้าเพาะเลีย้งของรา KP1 (4.62 g) มา
ผา่นคอลมัน์ Sephadex LH20 โดยใชเ้มทานอลเป็นตวัชะ ได ้5 สว่น (F1-F5) จากนัน้น าสว่น F3 มา
แยกต่อ Sephadex LH20 อกีครัง้หน่ึงไดเ้ป็น 6 สว่นยอ่ย (F3.1-F3.6) น าสว่น F3.4 มาแยกต่อดว้ยซลิิ
กาเจลทีช่ะดว้ยของผสมระหว่างเอธลิแอซเีททและเฮกเซน (1:1) ซึง่แยกไดเ้ป็น 9 ส่วน (F3.4.1-F3.4.9) 
จากนัน้น าสว่น F3.4.2 มาท าใหบ้รสิุทธิด์ว้ยการผา่นคอลมัน์ Sephadex LH20 ทีช่ะเมทานอลจงึไดส้าร 
35 (28.7 mg) 

 น าสว่น F-2 มาแยกต่อดว้ยคอลมัน์ reverse phase C18 ชะดว้ยของผสมระหว่างเมทานอลและ
น ้า (1:1) ซึง่แยกไดเ้ป็น 7 สว่นยอ่ย (F2.1-F2.7) จากนัน้น าสว่น F2.6 มาแยกต่อดว้ยซลิกิาเจลคอลมัน์
ทีช่ะดว้ยของผสมระหวา่งเมทานอลและไดคลอโรมเีทน (1:19) และตามดว้ยการต่อดว้ยคอลมัน์ reverse 
phase C18 ชะดว้ยของผสมระหว่างเมทานอลและน ้า (3:7) จงึไดส้าร 36 (4.5 mg) และสาร 37 (4.0 
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mg) เมื่อน าสว่น F3.5 มาแยกดว้ยซลิกิาเจลคอลมัน์ชะดว้ยของผสมระหว่างเอธลิแอซเีททและเฮกเซน 
(2:3) และจากนัน้น ามาแยกต่อดว้ยคอลมัน์ Sephadex LH20 ชะดว้ยเมทานอล ไดส้าร 38 (4.0 mg) 

 นอกจากน้ียงัไดน้ าสว่นสกดัหยาบเอธลิแอซเีทท (0.87 g) ของเสน้ใยราทีไ่ดจ้ากการสกดัเสน้ใย
ของรา KP1 ดว้ยเอธลิแอซเีททมาผา่นคอลมัน์ Sephadex LH20 ชะดว้ยเมทานอล แยกไดอ้อกเป็น 6 
สว่นยอ่ย (M1-M6) จากนัน้น าสว่น M3 มาแยกต่อดว้ยคอลมัน์ reverse phase C18 ชะดว้ยของผสม
ระหว่างเมทานอลและน ้า (1:1) แลว้น าสว่นยอ่ย M3.7 มาแยกใหบ้รสิุทธิด์ว้ยซลิกิาเจลชะดว้ยของผสม
ระหวา่งเมทานอลและไดคลอโรมเีทน (1:19) จงึไดส้าร 39 (4.0 mg) 

 การแยกสารจากรา KP1 ทีเ่พาะเลีย้งใน SDB อยา่งยอ่ไดส้รปุไวใ้นแผนภาพที ่6 

          (a) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 (b) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

แผนภาพท่ี 6 (a) การแยกสารบรสิทุธิจ์ากสว่นสกดัหยาบเอธลิแอซเีททของน ้าเพาะเลีย้งรา KP1 
          (b) การแยกสารบรสิทุธิจ์ากสว่นสกดัหยาบเอธลิแอซเีททของเสน้ใยรา KP1 
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1.2.6. การแยกบรสิทุธิจ์ากสว่นสกดัหยาบเอธลิแอซเีททของราสายพนัธุ ์KP2 

 น าสว่นสกดัหยาบเอธลิแอซเีทททีเ่พาะเลีย้งใน YEB ของน ้าเพาะเลีย้งของรา KP2 (18.18 g) 
มาผา่นซลิกิาเจลคอลมัน์ซึง่ชะดว้ยของผสมระหว่างอะซโีทนและไดคลอโรมเีทน (1:9 ถงึ 1:1) และตาม
ดว้ยของผสมระหว่างเมทานอลและไดคลอโรมเีทน (1:5 ถงึ 2:3) ซึง่แยกไดอ้อกเป็น 7 สว่น (F1-F7) 
จากนัน้น า F2 มาท าการแยกต่อดว้ยเทคนิคเดยีวกนัโดยใชข้องผสมระหว่างอะซโีทนและเฮกเซน (3:7) 
เป็นตวัชะซึง่แยกออกไดเ้ป็น 8 ส่วนย่อย (F2.1-F2.8) น าส่วนย่อย F2.7 มาแยกต่อดว้ยซลิกิาเจล
คอลมัน์ทีช่ะดว้ยของผสมระหว่างเมทานอลและไดคลอโรมเีทน (1:99) ไดเ้ป็น 4 ส่วนย่อย จากนัน้น า
สว่นยอ่ย F2.7.1 มาท าใหบ้รสิุทธิด์ว้ยเทคนิคเดยีวกนัโดยใชต้วัชะเป็นของผสมระหว่างอะซโีทนและเฮ
กเซน (2:3) และท าซ ้าอกีครัง้จงึไดส้าร 40 (20.9 mg) จากนัน้น าสว่นยอ่ย F2.7.3 มาท าใหบ้รสิุทธิด์ว้ย
คอลมัน์ Sephadex LH20 ชะดว้ยเมทานอลจงึไดส้าร 41 (9.8 mg)  

 น าสว่น F3 มาแยกดว้ยซลิกิาคอลมัน์ชะดว้ยของผสมระหว่างอะซโีทนและไดคลอโรมเีทน (1:9 
ถงึ 1:0) ซึง่แยกออกไดเ้ป็น 6 สว่น (F3.1-F3.6) จากนัน้น าส่วน F3.5 มาท าใหบ้รสิุทธิด์ว้ยคอลมัน์ 
Sephadex LH20 ชะดว้ยเมทานอลจงึไดส้าร 42 (224.8 mg)  

 การแยกสารจากรา KP2 ทีเ่พาะเลีย้งใน YEB อยา่งยอ่ไดส้รปุไวใ้นแผนภาพที ่7 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

แผนภาพท่ี 7 การแยกสารบรสิทุธิจ์ากสว่นสกดัหยาบเอธลิแอซเีททของรา KP2 
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1.3. การพสิจูน์ทราบโครงสรา้งของสารทีแ่ยกได ้

  น าสารบรสิุทธิท์ีแ่ยกไดท้ัง้หมดมาวเิคราะหห์าโครงสรา้งดว้ยเทคนิค NMR ทัง้ 1D และ 2D 
NMR ซึง่ประกอบดว้ย 1H-1H COSY, HSQC, HMBC และ NOESY ซึง่ไดท้ าการวเิคราะหด์ว้ยเครื่อง 
Varian Mercury-400 Plus NMR spectrometer ส าหรบัสารชนิดใหมจ่ะท าการวดั HRESIMS ดว้ย
เครื่อง micrOTOF-Q II ESI mass spectrometer, วดั optical rotation ดว้ยเครื่อง PerkinElmer 341 
polarimeter, วดั UV สเปกตรมัดว้ยเครื่อง Shimadzu UV-160 UV-visible spectrometer และในกรณีที่
สารชนิดใหม่เป็นผลกึ จะท าการยนืยนัโครงสรา้งและสเตอรโิอเคมดีว้ยเทคนิค single-crystal X-ray 
diffraction analysis ดว้ยเครื่อง Bruker APEX II diffractometer 

1.4. การสงัเคราะหอ์นุพนัธแ์อซทิลิของสาร rhytidone A (10) 

 น าสาร 10 (10 mg) มาละลายในไดคลอโรมเีทน (2 mL) จากนัน้เตมิ acetic anhydride (0.1 
mL) และ DMAP เลก็น้อย แลว้คนทีอุ่ณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 30 นาท ีหยุดปฏกิริยิาโดยการเตมิน ้า (5 
mL) และสกดัดว้ยแอธลิแอซเีทท 3 ครัง้ น าสว่นทีล่ะลายในแอธลิแอซเีททมาลา้งดว้ย brine และก าจดัน ้า
ดว้ย MgSO4 แลว้ระเหยตวัท าละลายออก จากนัน้น าสว่นสกดัทีไ่ดม้าท าใหบ้รสิุทธิด์ว้ยซลิกิาเจลคอลมัน์
ชะดว้ยของผสมระหว่างเมทานอลและไดคลอโนมเีทน (1:19) ไดส้าร 5-O-acetyl-rhytidone A (10a) 
(7.2 mg, 64% yield)  

ส่วนท่ี 2: การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของสารท่ีแยกได้ 

 สารที่แยกได้ทัง้หมดจะถูกน ามาทดสอบฤทธิท์างชวีภาพซึ่งเกี่ยวขอ้งกบัมะเรง็ 3 ระบบ 
ประกอบดว้ย การทดสอบความเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็ การทดสอบฤทธิต์า้นการอกัเสบ และการทดสอบ
ฤทธิย์บัยัง้การสรา้งหลอดเลอืดใหม ่(anti-angiogenic activity) ดงัน้ี 

2.1. การทดสอบความเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็ 

 ในงานวจิยัน้ีไดน้ าสารทีแ่ยกไดม้าทดสอบความเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็คนจ านวน 3 ชนิด ไดแ้ก่ 
เซลลม์ะเรง็เตา้นม (MCF-7) เซลลม์ะเรง็ปากมดลกู (CaSki) เซลลม์ะเรง็ตบั (Hep-G2) ดว้ยวธิ ีMTT  
 น าเซลลม์ะเรง็แต่ละชนิดใสล่งในแต่ละหลุมของ 96-well plate จ านวน 1 ×  104 เซลล ์บ่มที ่37 
oC ภายใตบ้รรยากาศ 5% CO2 เป็นเวลาหนึ่งคนื จากนัน้ทรทีเซลลด์ว้ยสารแต่ละชนิดตามความเขม้ขน้
ทีก่ าหนดและ DMSO ส าหรบัชุดควบคุม หลงัจากบ่มที ่37 oC ภายใต้บรรยากาศ 5% CO2 เป็น
เวลานาน 72 ชัว่โมง เตมิสารละลาย MTT (5 mg/PBS 1 mL) 10 L ลงในแต่ละหลุม บ่มต่ออกี 4 
ชัว่โมง จากนัน้ดูด supernatant ออก แล้วเตมิ DMSO 100L ลงในแต่ละหลุมเพื่อละลายผลกึ 
formazan ทีเ่กดิขึน้ แลว้น าไปวดั O.D. ที ่540 nm การทดลองน้ีท าสามซ ้าและใช ้doxorubicin เป็น 
positive control 
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2.2. การทดสอบฤทธิต์า้นการอกัเสบ 

 ในงานวจิยัน้ีใชไ้ดน้ าสารทีแ่ยกไดม้าทดสอบฤทธิต์า้นการอกัเสบดว้ยวธิตีรวจวดัการยบัยัง้การ
สร้างไนตริกออกไซด์ (NO) ในเซลล์มาโครฟาจที่ถูกกระตุ้นให้เกิดการอกัเสบด้วย LPS 
(lipopolysaccharide)  

2.2.1. การทดสอบฤทธิต์า้นการอกัเสบเบือ้งตน้ 

 น าเซลลม์าโครฟาจ J774.A1 มาใสล่งในแต่ละหลุมของ 96-well plate จ านวน 5 ×  104 เซลล ์
บ่มที ่37 oC ภายใตบ้รรยากาศ 5% CO2 เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้ทรทีเซลลด์ว้ยสารทีต่อ้งการ
ทดสอบตามความเขม้ขน้ทีก่ าหนดและ DMSO ส าหรบัชุดควบคุม แลว้บ่มต่ออกี 2 ชัว่โมง แลว้จงึ
กระตุน้ดว้ย LPS (10 g/mL) หลงัจากบ่มที ่37 oC ภายใตบ้รรยากาศ 5% CO2 เป็นเวลานาน 18-20 
ชัว่โมง ดดู supernatant หลุมละ 50 L ใสล่งใน 96-well plate อกีอนัหนึ่ง จากนัน้เตมิสารละลาย 1% 
sulfanilamide in 5% phosphoric acid หลุมละ 50 L บ่มในทีม่ดื 10 นาท ีแลว้เตมิสารละลาย 0.1% 
naphthylethylenediamine dihydrochloride 50 L บ่มในทีม่ดื 10 นาท ี จากนัน้น าไปวดั O.D. ที ่540 
nm การทดลองน้ีท าสามซ ้าและใช ้indomethacin เป็น positive control 

 เพื่อดคูวามเป็นพษิของสารต่อเซลลม์าโครฟาจ เตมิสารละลาย MTT (5 mg/PBS 1 mL) 10 L 
ลงในแต่ละหลุมของเซลลท์ีท่ดสอบ (หลงัจากดดู supernatant 50 L) บ่มต่ออกี 4 ชัว่โมง แลว้น าไปวดั 
O.D. ที ่540 nm ค านวณเปอรเ์ซน็ตก์ารอยูร่อดของเซลล ์

2.2.2. Western Blot analysis 

 สารทีม่ฤีทธิต์า้นการอกัเสบทีด่มีากจะน ามาศกึษาผลของสารต่อการแสดงออกของโปรตนี iNOS 
(inducible nitric oxide synthase) ทีเ่หน่ียวน าดว้ย LPS  

 ท าการทรทีเซลล ์J774.A1 ดว้ยสารทีเ่ลอืกในแบบเดยีวกบัการทดสอบฤทธิต์ามเวลาทีก่ าหนด
จากนัน้ดูดมเีดยีมออกและลา้งเซลล์ดว้ย PBS เยน็ ท าการไลซสิเซลล์ดว้ย mammalian protein 
extraction reagent แลว้น าเซลลไ์ลเซตทีไ่ดม้าท าการเซนทรฟิิวสท์ี ่5000 rmp เป็นเวลา 5 นาท ีจากนัน้
เกบ็เฉพาะสว่น supernatant แลว้น ามาหาปรมิาณโปรตนี น าโปรตนี 30 g มาท าการแยกบน 10% 
แลว้บลอ็กดว้ย 3% skim milk ใน PBS ทีม่ ี0.05% Tween-20 จากนัน้ท าการโพรบดว้ย iNOS 
antibody เป็นเวลาหน่ึงคนื แลว้น ามาท าการตรวจวดัสญัญาณดว้ยวธิ ีchemiluminescent แลว้ท าใน
ลกัษณะเดยีวกนัโดยเปลีย่นเป็นโพรบดว้ย -actin antibody ซึง่ใชเ้ป็น internal control 

2.3. การทดสอบฤทธิย์บัยัง้การสรา้งหลอดเลอืดใหม ่

 ท าการทดสอบใน 3 ระดบั โดยเริม่จากการคดักรองดว้ย ex vivo model และเมื่อพบสารทีม่ฤีทธิ ์
ดจีะท าการหาว่าสารกดการท างานฟงักช์นัใดของเซลลเ์ยื่อบุผนงัหลอดเลอืด (human umbilical vein 
endothelial cell, HUVEC)  ในกระบวนการสรา้งหลอดเลอืดใหมด่ว้ย in vitro model และในกรณีทีส่ารมี
ฤทธิด์มีากและมสีารปรมิาณมากพอจะน าสารนัน้มาท าการทดสอบใน in vivo model ต่อไปดว้ย 
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2.3.1. การคดักรองดว้ย Ex vivo model (microvessel sprouting assay) 

 ตดัหลอดเลอืดแดงของหนู Wistar ใหม้ขีนาด 1 mm แลว้วางใน 6-well plate จากนัน้หยอดทบั
ดว้ยคอลลาเจน หลุมๆ ละ ประมาณ 0.5 mL น าไปบ่มที ่37 oC (5% CO2) นาน 30 นาทจีนคอลลาเจน
แขง็ตวั แลว้เตมิ RPMI หลุมละ 2 mL จากนัน้ทรทีดว้ยสารทีแ่ยกไดโ้ดยใหม้คีวามเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 
25 M และ DMSO ส าหรบัชุดควบคุม แลว้น าไปบ่มที ่37 oC (5% CO2) นาน 7 วนั แลว้น ามาถ่ายรปู
ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ดกูารเกดิขึน้ของ microvessel เทยีบกบัชุดควบคุม 

2.3.2. การศกึษาผลของสารต่อฟงักช์นัการท างานของ HUVEC 

 ท าการทดสอบโดยใช้ HUVEC โดยการทดลองจะแบ่งออกเป็น 3 ส่วนด้วยกนั ได้แก่ 
proliferation, tube formation และ migration ซึง่ถา้การท างานสว่นใดสว่นหนึ่งถูกยบัยัง้ การเกดิของ
หลอดเลอืดใหมจ่ะมขีึน้ไมไ่ด ้

(1) Proliferation: เตรยีม HUVEC ในอาหารเพาะเลีย้ง HuMedia EG2 ใสล่ง 96-well plate หลุมละ 1.5 
x 103 เซลล ์บ่มที ่37 oC (5% CO2) นาน 24 ชัว่โมง จากนัน้ทรทีดว้ยสารทีค่วามเขม้ขน้ 0 (ชุดควบคุม), 
0.1, 0.5, 1, และ 2.5 M จากนัน้บ่มต่ออกี 72 ชัว่โมง ท าการตรวจวดัการเจรญิเตบิโตของเซลลด์ว้ยรเีอ
เจนต์ WST-8 โดยเตมิลงในแต่ละหลุมๆ ละ 10 L และน าไปวดั O.D. ที่ 450 nm ดว้ยเครื่อง 
microplate reader ทุกๆ 1 ชัว่โมงจนค่าคงที ่แลว้ค านวณค่า IC50 ของการยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของ
เซลลข์องสารทีท่ดสอบ 

(2) Tube formation: ใส ่Matrigel ลงใน 96-well plate หลุมละ 50 L บ่มที ่37 oC (5% CO2) นาน 30 
นาทจีนเจลแขง็ตวั เตมิ HUVEC ในอาหารเพาะเลีย้ง HuMedia EG2 ทีม่สีารทีค่วามเขม้ขน้ 0, 0.5, 1, 
2.5, 5 และ 10 M หลุมละ 1 x 104 เซลล ์บ่มที ่37 oC (5% CO2) นาน 12-18 ชัว่โมง จากนัน้น ามา
ตรวจดกูารสรา้ง tube formation ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์เปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุม (0 M) และค านวณ 
คา่ IC50 ในการยบัยัง้ tube formation ของสารทีท่ดสอบ 

(3) Migration:  วาง cell culture insert ทีม่ ีmicroporous membrane ขนาด 8 m ลงใน 24-well plate 
แต่ละหลุม แลว้เตมิสารละลาย 0.1% เจลาตนิลงบน membrane ทิง้ไวป้ระมาณ 10 นาทจีนเจลแขง็ตวั 
จากนัน้ใส่ HUVEC ในอาหารเพาะเลีย้ง Medium199 ทีม่ ี0.1% BSA ลงบนเจลาตนิ insert ละ 2.5 x 
104 เซลล ์และเตมิอาหารเพาะเลีย้ง Medium199 ทีม่ ี0.1% BSA และ recombinant human VEGF (10 
ng/mL) และสารทีค่วามเขม้ขน้ 0, 2.5, 5 และ 10  M ลงในแต่ละหลุมดา้นล่างของ insert หลุมละ 400 
L จากนัน้น าไปบ่มที ่37 oC (5% CO2) นาน 6 ชัว่โมง ดงัแสดงในรปูที ่3 จากนัน้ตดั membrane 
ออกมาแลว้ fix ดว้ยเมทานอล และยอ้มดว้ยส ีDiff Quick  จากนัน้นบัจ านวนเซลลท์ีไ่มเ่กดิการ migrate 
ผ่านเมมเบรนออกไปเปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุม (0 M) และค านวณ ค่า IC50 ในการยบัยัง้การ 
migration ของสารทีท่ดสอบ 
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รปูท่ี 3 การทดสอบ migration assay ของ HUVEC 

2.3.3. การทดสอบดว้ย in vivo model (Matrigel plug assay) 

 ท าการทดสอบดว้ยวธิ ีMatrigel plug assay โดยฉีด Matrigel 0.5 mL ทีม่สีารทีค่วามเขม้ขน้ที่
ก าหนดหรอื DMSO ส าหรบัชุดควบคุม, VEGF (30 ng/mL) และ heparin (10 U/L) เขา้ใตผ้วิหนงั
บรเิวณสองขา้งของล าตวัหนูสายพนัธุ ์C57BL/6 หลงัจาก 7 วนั ฆา่หนูแลว้ตดัเอากอ้น Matrigel ออกมา
และถ่ายรปู จากนัน้หาปรมิาณฮโีมโกลบนิในกอ้น Matrigel ดว้ย Quantichromhemoglobin assay kit 
และน ามาค านวณหาความเขม้ขน้ของฮโีมโกลบนิจากฮโีมโกลบนิมาตรฐานเปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุม 

ส่วนท่ี 3: การพิสจูน์เอกลกัษณ์ของราท่ีเลือก 

 การพสิูจน์เอกลกัษณ์ของราจะท าร่วมกนัสองวธิคีอื conventional method และ molecular 
method  

(1) conventional method : น าราแต่ละชนิดมาเพาะเลีย้งบนอาหารวุน้ทีม่ชีิน้ใบตองแหง้วางอยูเ่ป็นเวลา 
14 วนั สงัเกตลกัษณะทางสณัฐานวทิยาและการเกดิสปอร ์พรอ้มบนัทกึภาพภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์  

2) molecular method : น าราทีเ่พาะเลีย้งมาท า DNA sequence ซึง่ไดใ้ช ้ITS1-5.8S-ITS2 sequence 
เป็นซเีควนซท์ีไ่ปเทยีบจากขอ้มลูใน GenBank เพื่อระบุสกุลหรอืสปีชสีข์องราและท าการขอ accession 
no.  
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ผลการทดลองและบทวิจารณ์ 

ตอนท่ี 1. การสกดัแยกและพิสจูน์โครงสร้างของสารท่ีแยกได้ 

1.1. การสกดัแยกและพสิจูน์โครงสรา้งของสารทีแ่ยกไดจ้ากราสายพนัธุ ์HK-5  

 จากการน าส่วนสกดัหยาบแอธลิแอซเิททของส่วนน ้าเพาะเลี้ยงของรา HK-5 ทีเ่พาะเลี้ยงใน
อาหาร MEB ดว้ยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี สามารถแยกสารบรสิุทธิไ์ดจ้ านวน 9 ชนิด (1-9) และ
ไดท้ าการพสิจูน์โครงสรา้งของสารทีแ่ยกได้โดยอาศยัการวเิคราะหข์อ้มลู 1D (1H, 13C) และ 2D (1H-1H 
COSY, HMQC, HMBC) NMR และการเปรยีบเทยีบกบัขอ้มลู NMR ของสารทีม่กีารรายงานมาก่อน ซึง่
จากการวเิคราะหข์อ้มลู NMR พบว่าสาร 1-9 ทีแ่ยกไดเ้ป็นสารกลุ่ม aromatic และ anthranoid ทีม่กีาร
รายงานมาก่อนซึง่ตรงกบัขอ้มลูทีป่รากฏในวารสารวจิยัทีร่ายงานมาก่อน ซึง่เป็นสารต่อไปน้ี alternariol 
monomethyl ether (1), 5-carbomethoxymethyl-2-heptyl-7-hydroxychromone (2), alternariol (3), 
altenusin (4), 3′-methoxy-2-methylbiphenyl-4,5,5′-triol (5), 5′-epialtenuene (6), macrosporin (7), 
altersolanol (8), และ 1,2,4,5-tetrahydroxy-7-methoxy-2-methyl-1,2,3,4-tetrahydroanthracene-
9,10-dione (9)21-31 และมโีครงสรา้งดงัแสดงในรปูที ่4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 4 โครงสรา้งของสาร 1-9 ทีแ่ยกไดจ้ากรา HK-5 
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1.2. การสกดัแยกและพสิจูน์โครงสรา้งของสารทีแ่ยกไดจ้ากราสายพนัธุ ์21B 

 จากการคดักรององคป์ระกอบทางเคมขีองรา 21B ทีเ่พาะเลีย้งในอาหารต่างชนิดกนั พบว่าชนิด
ของอาหารทีใ่ชเ้พาะเลีย้งมผีลต่อองคป์ระกอบทางเคมขีองรา 21B อยา่งมากโดยเฉพาะการเพาะเลีย้งใน
อาหาร MEB และ solid rice medium ซึง่พบว่ายงัใหส้ารเมทาบอไลตก์ลุ่มเดยีวกนัแต่มโีครงสรา้ง
แตกต่างกนั ดงันัน้งานวจิยัน้ีจงึได้สกดัแยกสารจากส่วนสกดัหยาบแอธลิแอซิเททของรา 21B ที่
เพาะเลีย้งทัง้ใน MEB และ solid rice medium  

 จากการพสิจูน์ทราบโครงสรา้งของสารทีแ่ยกได้โดยอาศยัการวเิคราะหข์อ้มลู 1D และ 2D NMR 
พบวา่ ไดส้ารกลุ่ม spirobisnaphthalene 8 ชนิดจากสว่นสกดัหยาบทีไ่ดจ้ากการเพาะเลีย้งใน MEB โดย
เป็นสารชนิดใหม ่3 ชนิดซึง่ใหช้ื่อว่า rhytidone A, B และ C (10-12) และสารกลุ่มเดยีวกนัทีม่กีาร
รายงานมาก่อนอกี 5 ชนิด คอื MK3018 (13), palmarumycin CR1 (14), CJ-12,372 (15), 4-O-methyl-
CJ-12,372 (16) และ 4-O-methyl-CJ-12,371 (17)32-35 ซึง่มโีครงสรา้งดงัแสดงในรปูที ่5a ส าหรบั
โครงสรา้งของสาร 13-17 ยงัไดย้นืยนัโดยการเปรยีบเทยีบขอ้มลู NMR ในวารสารวจิยัต่างๆ   

(a) MEB 

 

 

 

 

 

(b) solid rice medium 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 5 โครงสรา้งของสารทีแ่ยกไดจ้ากรา 21B ทีเ่พาะเลีย้งใน MEB (a) และขา้ว (b) 



18 
 

 ส าหรบัการสกดัแยกสารจากสว่นสกดัหยาบเอธลิแอซเิทททีเ่พาะเลีย้งบนขา้ว สามารถแยกสาร
บรสิุทธิไ์ด ้8 ชนิดเช่นกนั และเมื่อพสิูจน์ทราบโครงสรา้งของสารทีแ่ยกได้โดยการวเิคราะหข์อ้มูล 1D 
และ 2D NMR พบว่า ไดส้ารกลุ่ม spirobisnaphthalene 7 ชนิด ซึง่ซ ้ากบัทีพ่บใน MEB เพยีงชนิดเดยีว
คอืสาร palmarumycin CR1 (14) และสารกลุ่ม decalin ซึ่งเป็นโครงสร้างส่วนหน่ึงของ 
spirobisnaphthalene ทีแ่ยกไดอ้กี 1 ชนิด36 ซึง่มโีครงสรา้งดงัแสดงในรปูที ่5b และจากการสบืคน้ขอ้มลู
พบว่าไดส้ารชนิดใหม ่6 ชนิดคอืสาร 18-23 ซึง่ใหช้ื่อว่า rhytidenone A-F เน่ืองจากสารใหมทุ่กตวัมี
โครงสรา้งส่วนที่เป็นหมู่ฟงัก์ชนั enone (–CH4=C4a–C=O) ร่วมกนั สารที่น่าสนใจที่สุดคอืสาร 
rhytidenone A (18) เน่ืองจากมโีครงสรา้งทีม่ลีกัษณะเฉพาะอย่างมากคอืสว่น tetrahydrofuran ring 
เชื่อมต่อกบั -lactone ring ผา่น spiro carbon ทีต่ าแหน่ง C9 ซึง่ไมเ่คยมกีารพบมาก่อน  

การพิสจูน์ทราบโครงสร้างของสาร spirobisnaphthalene ชนิดใหม่ 10-12 

 จากขอ้มลู HRESIMS ที ่m/z 381.1319 [M + Na]+ (calcd 381.1314) ของสาร 10 สามารถระบุ
สตูรโมเลกุลไดเ้ป็น C20H22O6 ซึง่แสดงว่าม ีdegree of unsaturation (DBE) เท่ากบั 10 และจากการ
วเิคราะหข์อ้มลู 1H และ 13C NMR (ตารางที ่2) ร่วมกบัขอ้มลู HSQC พบว่าโครงสรา้งของสาร 10 
ประกอบดว้ยคารบ์อนชนิด methine 6 คารบ์อนซึง่ 4 คารบ์อนม ีO ต่ออยู่, คารบ์อนชนิด methylene 3 
คารบ์อน, คารบ์อนชนิด quaternary ทีม่ ีO ต่ออยูส่องแขน 1 คารบ์อน (C 104.4) และแอโรมาตกิ 10 
คารบ์อน จากการพจิารณาขอ้มลู 1H-1H COSY พบ correlation ของ H-2′/H-3′, H-3′/H-4′, H-5′/H-6′ 
และ H-6′/H-7′ ซึง่ชีใ้หเ้หน็ว่ามสีอง three-spin system แยกกนัอยูค่อื C-2′‒C-4′ และ C-5′‒C-7′ (รปูที ่
6) นอกจากน้ียงัสามารถยนืยนัโครงสรา้งสว่นนี้ไดจ้ากค่า J ทีเ่ทา่กบั 7.2, 7.6 และ 8.0 Hz ซึง่เป็น ortho 
coupling constant ของโปรตอนเหล่าน้ี 

 จาก HMBC สเปกตรมั พบ correlation ระหว่าง H-2′/C-1′, H-2′/C-8a′, H-3′/C-4a′, H-6′/C-
4a′, H-7′/C-8′ และ H-7′/C-8a′ ซึง่สามารถต่อโครงสรา้งทัง้สองสว่นเขา้ดว้ยกนัโดยผา่น C-4a′ และ C-
8a′ จงึยนืยนัการมโีครงสรา้งสว่น naphthalene unit ดงัแสดงในรปูที ่6 และจากค่า chemical shift ของ 
C-1′ และ C-8′ ที ่C 147.4 และ 145.9 ยงับ่งบอกถงึการมหีมู ่1,8-dioxynaphthalene ซึง่จากขอ้มลู
เหล่าน้ีท าใหบ้อกไดว้า่สาร 10 เป็นอนุพนัธข์อง spirobisnaphthalene ซึง่สารกลุ่มน้ีมลีกัษณะเฉพาะคอืมี
สว่น 1,8-dioxynaphthalene ต่อกบัโครงสรา้งอกีสว่นหนึ่งโดยผา่น spiroketal carbon ส าหรบัโครงสรา้ง
สว่นทีส่อง เมื่อพจิารณาจาก 1H-1H COSY พบ extended spin system อกีอนัหนึ่งจาก C-2‒C-8 ดงั
แสดงในรปูที ่6 และใน HMBC สเปกตรมัพบ correlation ระหว่าง H-2 และ H-8a กบั C-1 ซึง่เป็นการ
ต่อ spiroketal carbon (C-1) เขา้กบัโครงสรา้งสว่นทีส่องทีต่ าแหน่ง C-2 และ C-8a นอกจากน้ี ใน 1H 
NMR สเปกตรมัยงัพบสญัญาณของหมูไ่ฮดรอกซลิ 4 หมูท่ี ่H 4.41, 4.81, 3.85, และ 4.22 ซึง่ได้
ก าหนดเป็น OH-4, OH-5, OH-7 และ OH-8 ตามล าดบั จาก COSY correlation ของโปรตอนเหล่าน้ีกบั
โปรตอนบนคารบ์อนทีอ่ยูต่ดิกนั ดงัแสดงในรปูที ่6 
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ตารางท่ี 2 ขอ้มลู NMR ของสาร 10-12 

No. 10 (DMSO-d6)  11 (CDCl3)  12 (CDCl3) 

C, type H (J in Hz)  C, type H (J in Hz)  C, type H (J in Hz) 
1 
2 
3 
 
4 
4a 
5 
6 
 
7 
8 
8a 
1′ 
2′ 
3′ 
4′ 
4a′ 
5′ 
6′ 
7′ 
8′ 
8a′ 
4-OH 
5-OH 
7-OH 
8-OH 
7-OMe 

104.4, qC 
  25.6, CH2 
  28.2, CH2 
 
  61.2, CH 
  42.9, CH 
  68.8, CH 
  35.7, CH2 
 
  66.9, CH 
  63.3, CH 
  38.6, CH 
146.5, qC 
109.4, CH 
127.6, CH 
119.7, CH 
133.6, qC 
120.1, CH 
127.5, CH 
108.8, CH 
147.6, qC 
113.3, qC 

 
1.73, m 
1.53, m 
 
4.16, brs 
1.97, ddd (12.8, 10, 2.4) 
3.70, brs 
1.75, m 
 
4.21, brs 
3.93, m 
2.44, dd (12.8, 1.6) 
 
6.96, d (7.2)  
7.45, t (7.6) 
7.50, d (8.0) 
 
7.52, d (8.0) 
7.45, t (7.6) 
6.94, d (7.2) 
 
 
3.70, brs 
4.81, d (2.8) 
3.85, d (2.4) 
4.21, brs 

 104.4, qC 
  25.6, CH2 
  26.5, CH2 
 
  62.9, CH 
  49.0, CH 
212.2, qC 
  44.2, CH2 
 
  71.3, CH 
  67.4, CH 
  41.5, CH 
147.3, qC 
109.8, CH 
127.8, CH 
121.5, CH 
134.2, qC 
120.5, CH 
127.1, CH 
109.6, CH 
145.9, qC 
113.8, qC 

 
1.95, m 
1.66, m 
1.75, m 
4.54, brs 
3.31, d (13.6) 
 
2.47, dd (14.4, 2.8) 
3.13, brs 
4.43, t (3.2) 
4.77, d (3.2) 
3.17, brs 
 
6.94, d (7.2) 
7.43, t (8.0) 
7.53, d (8.4) 
 
7.49, d (8.4) 
7.43, t (8.0) 
6.95, d (7.2) 
 
 
 
 
 
3.77, s 

 104.4, qC 
  25.6, CH2 
  26.6, CH2 
 
  62.9, CH 
  48.9, CH 
211.8, qC 
  41.2, CH2 
 
  80.1, CH 
  65.1, CH 
  41.9, CH 
147.3, qC 
109.8, CH 
127.7, CH 
120.5, CH 
134.2, qC 
121.4, CH 
127.1, CH 
109.6, CH 
145.9, qC 
113.9, qC 
 
 
 
 
  56.9, CH3 

 
1.94, m 
1.62, m 
1.72, m 
4.52, brs 
3.27, dd (13.6, 1.6) 
 
2.60, dd (14.4, 2) 
3.05, m 
3.89, m 
4.88, brd (3.6) 
3.03, m 
 
6.96, d (7.6) 
7.44, t (7.6) 
7.48, d (8.4) 
 
7.53, d (8.4) 
7.42, t (7.6) 
6.93, d (7.6) 
 
 
 
 
 
3.71, s 
3.43, s 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 6 1H-1H COSY และ HMBC correlation ทีส่ าคญัของสาร 10 
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 จากนัน้ท าการศกึษาหา relative configuration ของสาร 10 ซึง่สารน้ีม ีchiral carbon ทัง้หมด  
7 ต าแหน่ง จงึเลอืกใชเ้ทคนิค single-crystal X-ray diffraction analysis แต่อยา่งไรกต็ามแมส้ารน้ีจะ
เป็นของแขง็แต่มลีกัษณะเป็นผงทีไ่ม่ใช่ผลกึ จงึท าการเปลีย่นสาร 10 เป็นอนุพนัธ ์acetyl เน่ืองจาก
ปฏกิริยิา acetylation จะไมม่ผีลกระทบต่อ configuration ของสารตัง้ตน้ ดงันนัน้จงึน าสาร 10 มาท า
ปฏกิริยิากบั acetic anhydride ในไดคลอโรมเีทนโดยใช ้DMAP เป็นตวัเรง่ปฏกิริยิา (แผนภาพที ่7) ซึง่
หลงัจากการท าบรสิทุธิด์ว้ยซลิกิาเจลคอลมัน์ ไดผ้ลติภณัฑห์ลกัเพยีงหน่ึงชนิดคอืผลติภณัฑท์ีไ่ดจ้ากการ 
acetylate ที ่OH-5 (10a) ซึ่งสารน้ีมลีกัษณะเป็นของแขง็ทีต่กเป็นผลกึได ้จงึท าใหส้ามารถระบุ 
configuration ของสาร 10 ไดอ้ยา่งสมบูรณ์ และมรีปู ORTEP ดงัแสดงในรปูที ่7 ดงันัน้สาร 10 จงึมี
โครงสรา้งดงัแสดงในรปูที ่5 ซึง่ไดใ้หช้ื่อเป็น rhytidone A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 7 ปฏกิริยิา acetylation ของ rhytidone A (10) และ ORTEP diagram ของอนุพนัธ ์10a 

 ส าหรบัสาร 11 จากขอ้มลู HRESIMS (m/z 379.1153 [M + Na]+, calcd 379.1158) ท าให้
ทราบว่าสาร 11 มสีตูรโมเลกุลเป็น C20H20O6 และพบว่า 

1H และ 13C NMR สเปกตรมัของสาร 11 
(ตารางที ่2) คลา้ยกบัสาร 10 มาก ยกเวน้พบว่าสญัญาณโปรตอนและคารบ์อนของหมู ่methine ใน
ต าแหน่งที ่5 ไดห้ายไปและมสีญัญาณของหมูค่โีทนที ่C 212.2 ขึน้มาแทนที ่จงึสรุปไดว้่าสาร 11 เป็น
อนุพนัธค์โีทนทีต่ าแหน่งที ่5 ของสาร 10 นอกจากน้ียงัไดท้ าการยนืยนัโครงสรา้งและระบุ relative 
configuration ของสารดว้ยเทคนิค single-crystal X-ray diffraction analysis ดว้ยเช่นกนั ซึง่ ORTEP 
diagram ของสารน้ีไดแ้สดงไวใ้นรปูที ่8 และไดใ้หช้ื่อสาร 11 เป็น rhytidone B 
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รปูท่ี 8 ORTEP diagram ของ rhytidone B (11) 

 ในสว่นของสาร 12 จากขอ้มลู HRESIMS (m/z 393.1315 [M + Na]+, calcd 393.1314) ท าให้
ทราบว่าสาร 12 มสีตูรโมเลกุลเป็น C21H22O6 และพบว่า 

1H และ 13C NMR สเปกตรมัของสาร 12 
(ตารางที ่2) คลา้ยกบัสาร 11 มาก ยกเวน้เพยีงมสีญัญาณของหมู ่methoxy เพิม่ขึน้มาที ่H 3.43 (s) 
และ C 56.9 และใน HMBC สเปกตรมั พบ correlation จากโปรตอนของหมู ่methoxy ไปยงั C-7 ที ่C 
80.1 จงึท าใหส้รุปไดว้่าสาร 12 เป็นอนุพนัธ ์7-OMe ของสาร 11 และไดท้ าการยนืยนัโครงสรา้งพรอ้ม
ระบุ relative configuration ดว้ยเทคนิค single-crystal X-ray diffraction analysis ดว้ยเช่นกนั ซึง่ 
ORTEP diagram ของสารน้ีไดแ้สดงไวใ้นรปูที ่9 และไดใ้หช้ื่อสาร 12 เป็น rhytidone C 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 9 ORTEP diagram ของ rhytidone C (12) 
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การพิสจูน์ทราบโครงสร้างของสาร spirobisnaphthalene ชนิดใหม่ 18-23 

 สาร 18 มลีกัษณะเป็นผลกึใสไมม่สี ีจากขอ้มลู HRESIMS ที ่m/z 471.1416 [M + Na]+ (calcd. 
471.1420) พบว่าสาร 18 มสีตูรโมเลกุลเป็น C26H24O7 ซึง่ม ีDBE เท่ากบั 15 อยา่งไรกต็าม ขอ้มลู 
NMR ของสาร 18 ยงัคงมสีญัญาณทีเ่ป็นลกัษณะเฉพาะของ spirobisnaphthalene โดยเฉพาะในสว่น
ของ 1,8-dioxynaphthalene unit และจากการวเิคราะหข์อ้มลู 1H, 13C (ตารางที ่3) และ HSQC พบว่า
โครงสรา้งของสาร 18 ประกอบดว้ยคารบ์อนชนิด methylene 4 คารบ์อน, คารบ์อนชนิด methine 5 
คารบ์อนซึง่ 3 คารบ์อนม ีO ต่ออยู่, คารบ์อนชนิด secondary methyl 1 คารบ์อน, คารบ์อนชนิด 
quaternary carbon 2 คารบ์อนซึง่ม ีO ต่ออยู,่ หมูค่โีทนและเอสเทอรอ์ยา่งละ 1 หมู ่ และคารบ์อนชนิด 
olefinic/aromatic อกี 12 คารบ์อน จากขอ้มลูขา้งตน้โครงสรา้งของสาร 18 จงึประกอบดว้ย 7 วง 
(heptacyclic) ซึง่แสดงวา่มวีงเพิม่ขึน้มาอกี 2 วงจาก spirobisnaphthalene ทัว่ไป  

 ส าหรบัโครงสรา้งสว่น 1,8-dioxynaphthalene ยนืยนัไดจ้าก correlation ทีพ่บใน 1H-1H COSY 
และ HMBC สเปกตรมั ดงัแสดงในรปูที ่10a นอกจากน้ียงัพบ extended spin system ทีแ่ยกกนัอกี 4 
สว่นใน 1H-1H COSY สเปกตรมั คอื C-2–C-4, C-6–C-8a, C-11–C12 และ C10–C14 (รปูที ่10a) และ
เมือ่พจิารณา HMBC สเปกตรมั พบ correlation ระหว่าง H-2 กบั C-1 ซึง่เป็นการบ่งบอกถงึการต่อสว่น
ทีส่องของโมเลกุลเขา้กบัหมู ่naphthalene ผา่น spiroketal C-1 นอกจากน้ียงัพบ correlation ระหว่าง 
H-8a/C-4a, H-8a/C-5 และ H-6/C-5 ซึง่ยนืยนัการมขีองหมู่ -unsaturated ketone ที ่C-5 และ 
correlation ระหว่าง H-7, H-10 และ H-11 กบั C-9, และระหว่าง H-12 กบั C-13 แสดงถงึการมวีง 
tetrahydrofuran และวง lactone เชื่อมต่อกนัผา่น spirocenter ที ่C-5 อยา่งไรกต็ามยงัมขีอ้มลูหลายจุด
ทีไ่มช่ดัเจน จงึท าการยนืยนัโครงสรา้งและระบุ relative configuration ของสาร 18 ดว้ยเทคนิค single-
crystal X-ray diffraction analysis ซึง่ ORTEP diagram ของสารน้ีไดแ้สดงไวใ้นรปูที ่10b และไดใ้หช้ื่อ
สาร 18 เป็น rhytidenone A 

 

(a)                                                             (b) 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 10 1H-1H COSY และ HMBC correlation ทีส่ าคญัของสาร 18 (a) ORTEP ของสาร 18 (b) 
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ตารางท่ี 3 ขอ้มลู NMR ของสาร 18-20 

No. 18 (CDCl3)  19 (CDCl3)  20 (CDCl3) 

C, type H (J in Hz)  C, type H (J in Hz)  C, type H (J in Hz) 
1 
2 
 
3 
 
4 
4a 
5 
6 
 
7 
 
8 
8a 
9 
10 
11 
 
12 
 
13 
14 
1′ 
2′ 
3′ 
4′ 
4a′ 
5′ 
6′ 
7′ 
8′ 
8a′ 
7-OH 
8-OH 

103.3, qC 
  27.4, CH2 
 
  23.1, CH2 
 
137.2, CH 
132.0, qC 
194.1, qC 
  44.0, CH 
 
  65.4, CH 
 
  77.4, CH 
  55.9, CH 
  77.2, qC 
  82.2, CH 
  28.3, CH2 
 
  28.6, CH2 
 
175.1, qC 
  15.0, CH3 
147.3, qC 
110.0, CH 
127.8, CH 
120.5, CH 
134.2, qC 
121.4, CH 
127.1, CH 
109.5, CH 
147.6, qC 
113.6, qC 

 
1.85, m 
1.53, m 
2.34, m 
 
7.17, brm 
 
 
3.76, brd (2.8) 
 
4.80, brd (2.8) 
 
4.54, dd (2.8, 8.4) 
3.33, d (8.4) 
 
4.39, q (6.8) 
2.32, m 
2.58, m 
2.46, m 
2.74, m 
 
1.26, d (6.8) 
 
6.88, d (7.6)  
7.45, t (7.6) 
7.53, d (8.2) 
 
7.51, d (8.2) 
7.40, t (7.6) 
6.99, d (7.6) 
 
 
3.70, brs 
3.43, s 

 103.0, qC 
  27.6, CH2 

 
  22.9, CH2 
 
136.8, CH 
132.9, qC 
198.5, qC 
  33.3, CH2 
 
  28.5, CH2 

   
  63.4, CH 
  49.3, CH 
 
 
 
 
 
 
 
 
147.2, qC 
109.8, CH 
127.7, CH 
120.6, CH 
134.2, qC 
121.5, CH 
127.3, CH 
109.7, CH 
145.9, qC 
113.6, qC 

 
1.67, ddd (14, 8, 1.6) 
2.23, m 
2.28, m 
2.37, m 
7.11, brs 
 
 
2.52, ddd (18.4, 6.8, 1.6) 
2.90, ddd (18.4, 12.4, 8) 
1.95, m 
2.30, m 
4.90, brs 
3.14, brs 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6.94, d (7.6) 
7.46, t (7.6) 
7.50, d (8.4) 
 
7.54, d (8.4) 
7.43, t (7.6) 
6.95, d (7.6) 
 
 
 
3.56, d (2.4) 

 103.6, qC 
  27.7, CH2 
 
  23.0, CH2 
 
136.6, CH 
132.8, qC 
197.3, qC 
  42.6, CH2 
 
  68.0, CH 
 
  67.4, CH 
  43.6, CH 
 
 
 
 
 
 
 
 
147.2, qC 
109.8, CH 
127.7, CH 
120.6, CH 
134.2, qC 
121.5, CH 
127.2, CH 
109.7, CH 
145.9, qC 
113.6, qC 
 
 

 
1.72, m 
2.24, m 
2.28, m 
2.38, m 
7.08, brm 
 
 
2.58, dd (18, 1.6) 
3.07, dd (18, 4.8) 
4.44, brs 
 
4.77, brd (3.6) 
3.63, brd (1.6) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6.97, d (7.2) 
7.45, t (7.6) 
7.51, d (8.4) 
 
7.54, d (8.4) 
7.42, t (7.6) 
6.94, d (7.2) 
 
 
2.06, brs 
3.77, s 
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 ส าหรบัสาร 19 จากขอ้มลู HRESIMS (m/z 323.1280 [M + Na]+, calcd 323.1278) ท าให้
ทราบว่าสาร 19 มสีตูรโมเลกุลเป็น C20H18O4 ซึง่ม ีDBE เท่ากบั 12 และเมื่อพจิารณาจากหมูฟ่งักช์นัที่
พบ (จากขอ้มลู 1H และ 13C NMR และ HSQC) พบว่า 7 DBE มาจากหมูค่โีทน 1 หมู ่และพนัธะคู่ 6 
พนัธะ ดงันัน้สาร 19 จงึมโีครงสรา้งแบบ pentacyclic นอกจากน้ีขอ้มลู NMR (ตารางที ่2) ยงัแสดง
สญัญาณซึง่เป็นลกัษณะเฉพาะของ spirobisnaphthalene ใน 1H-1H COSY สเปกตรมัพบ correlation 
ของ H-2/H-3, H-3/H-4, H-6/H-7, H-7/H-8 และ H-8/H-8a จงึท าใหไ้ด ้spin system ทีแ่ยกกนัสองสว่น 
คอื C-2–C-4 และ C-6–C-8a ดงัแสดงในรปูที ่11a นอกจากน้ีใน HMBC สเปกตรมัพบ correlation 
ระหว่าง H-2 กบั C-1 และ C-8 ซึง่ยนืยนัการเชื่อมต่อของสว่นทีส่องของโมเลกุลเขา้กบั naphthalene 
ผา่น spiroketal C-1 และในโครงสรา้งนี้กพ็บว่ามหีมู ่-unsaturated ketone ที ่C-5 เช่นเดยีวกบัใน
สาร 18 ซึง่ยนืยนัไดจ้าก HMBC correlation ของ H-3/C-4a, H-8a/C-4a, H-8/C-4a และ H-6/C-5 
นอกจากน้ีโปรตอนของหมูไ่ฮดรอกซลิที ่H 3.56 ยงัแสดง correlation กบั C-7 และ C-8 ซึง่ท าใหต้่อ
หมู่ไฮดรอกซลิน้ีไวบ้นต าแหน่ง C-8 ส าหรบั relative configuration ของสาร 19 ไดจ้ากการศกึษา 
NOESY correlation ซึง่พบ H-8 แสดง correlation กบั H-8a ซึง่สรุปไดว้่า H-8 และ H-8a อยูด่า้น
เดยีวกนั ดงันัน้สาร19 จงึมโีครงสรา้งดงัแสดงและใหช้ื่อวา่ rhytidenone B 

 

    

 

 

 

 

รปูท่ี 11 1H-1H COSY และ HMBC correlation ทีส่ าคญัของสาร 19  

 

 ส าหรบัสาร 20 สามารถระบุสูตรโมเลกุลไดเ้ป็น C20H18O5 จากขอ้มูล HRESIMS (m/z 
339.1236 [M + Na]+, calcd. 339.1232) และพบวา่สาร 20 มขีอ้มลู NMR (ตารางที ่3) คลา้ยกบัสาร 19 
แตกต่างกนัเพยีงสญัญาณ NMR ของหมู่ methylene ในต าแหน่งที ่7 ไดห้ายไปและถูกแทนทีด่ว้ย
สญัญาณของหมู ่methane ทีม่ ีO ต่ออยู ่(H 4.44 s, C 68.0) ซึง่ยนืยนัไดจ้าก correlation ทีพ่บทัง้ใน
สเปกตรมั 1H-1H COSY และ HMBC ส าหรบั relative configuration ของสาร 20 สามารถระบุไดจ้าก
ขอ้มลู NOESY correlation ซึง่พบ H-8 แสดง correlation กบั H-8a ขณะทีท่ ัง้สองโปรตอนน้ีไมแ่สดง 
correlation กบั H-7 ดงัแสดงในรปูที ่12a ซึง่สรุปไดว้า่ H-8 และ H-8a อยูด่า้นเดยีวกนัและอยูค่นละดา้น
กบั H-7 ดงันัน้สาร 20 จงึมโีครงสรา้งดงัแสดงและใหช้ื่อวา่ rhytidenone C 
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ตารางท่ี 3 ขอ้มลู NMR ของสาร 21-23 

No. 21 (CDCl3)  22 (CDCl3)  23 (CDCl3) 

C, type H (J in Hz)  C, type H (J in Hz)  C, type H (J in Hz) 
1 
2 
 
3 
 
4 
4a 
5 
6 
 
7 
8 
8a 
1′ 
2′ 
3′ 
4′ 
4a′ 
5′ 
6′ 
7′ 
8′ 
8a′ 
7-OMe 
8-OH 

102.8, qC 
  27.8, CH2 
 
  23.0, CH2 
 
137.9, CH 
131.0, qC 
196.9, qC 
  43.7, CH 
 
  69.2, CH 
  67.5, CH 
  43.6, CH 
147.1, qC 
109.8, CH 
127.7, CH 
120.7, CH 
134.2, qC 
121.6, CH 
127.3, CH 
109.7, CH 
145.8, qC 
113.5, qC 

 
1.71, m 
2.28, m 
2.29, m 
2.40, m 
7.13, brm 
 
 
2.78, dd (17, 10) 
2.93, dd (18, 6.8) 
4.09, brm 
4.90, s 
3.03, brs 
 
6.97, d (7.6)  
7.46, t (8.0) 
7.52, d (8.4) 
 
7.55, d (8.4) 
7.43, t (8.0) 
6.94, d (7.6) 
 
 
 
3.50, s 

 103.5, qC 
  27.7, CH2 

 
  22.9, CH2 
 
136.4, CH 
132.8, qC 
197.2, qC 
  39.3, CH2 
 
  76.9, CH 

  65.1, CH 
  43.9, CH 
147.3, qC 
109.9, CH 
127.7, CH 
120.6, CH 
134.2, qC 
121.4, CH 
127.2, CH 
109.2, CH 
146.0, qC 
113.6, qC 

 
1.70, ddd (13.6, 8, 1.6) 
2.23, m 
2.25, m 
2.38, m 
7.06, brm 
 
 
2.69, dd (18, 4.8) 
2.95, dd (18, 1.6) 
3.89, ddd (6.4, 4.4, 2) 
4.89, d (3.2) 
3.50, brm 
 
6.98, d (7.6) 
7.45, t (7.6) 
7.50, d (8.4) 
 
7.55, d (8.4) 
7.42, t (7.6) 
6.92, d (7.6) 
 
 
3.46, s 
3.68, s 

 102.8, qC 
  28.4, CH2 
 
  22.7, CH2 
 
137.1, CH 
131.2, qC 
187.1, qC 
131.8, CH 
 
146.1, CH 
  62.2, CH 
  47.3, CH 
146.8, qC 
109.7, CH 
127.6, CH 
120.7, CH 
134.2, qC 
121.2, CH 
127.4, CH 
109.5, CH 
146.3, qC 
113.5, qC 
 
 

 
1.92, dt (13.6, 6.8) 
2.26, dt (13.6, 6) 
2.43, m 
 
7.18, brm 
 
 
6.24, d (10) 
 
7.07, dd (10, 6) 
4.94, m 
3.27, brm 
 
6.92, d (7.6) 
7.43, t (7.6) 
7.52, d (8.8) 
 
7.50, d (8.8) 
7.43, t (7.6) 
6.97, d (7.6) 
 
 
 
3.25, d (3.6) 

 

 ในสว่นของสาร 21 จากการวเิคราะหข์อ้มลู HRESIMS, 1D และ 2D NMR (ตารางที ่4) พบว่า
สาร 21 มโีครงสรา้งเหมอืนกบัสาร 20 ซึง่ชีใ้หเ้หน็ว่าสารทัง้สองน้ีตอ้งม ีrelative configuration บาง
ต าแหน่งแตกต่างกนั เมือ่พจิารณาขอ้มลู NOESY correlation ของสาร 21 พบวา่ ม ีcorrelation ระหวา่ง 
H-8/H-8a, H-7/H-8 และ H-7/H-8a ดงัแสดงในรปูที ่12b ซึง่แสดงว่าโปรตอนบนคารบ์อนต าแหน่ง 7, 8, 
และ 8a อยูด่า้นเดยีวกนัหมด ดงันัน้สาร 21 จงึเป็น C-7 epimer ของสาร 20 และมโีครงสรา้งดงัแสดง 
ซึง่ไดใ้หช้ื่อวา่ rhytidenone D 
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              (a)          (b) 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 12 NOESY correlation ทีส่ าคญัของสาร 20 (a) และ 21 (b)  

 สาร 22 มสีตูรโมเลกุลเป็น C21H20O5 จากขอ้มลู HRESIMS (m/z 375.1204 [M + Na]+, calcd. 
375.1208) และพบว่าขอ้มลู NMR (ตารางที ่4) ของสาร 22 คลา้ยกบัสาร 20 และ 21 มากแตกต่างกนั
ตรงทีม่สีญัญาณของหมู ่methoxy เพิม่ขึน้มาโดยแทนทีห่มูไ่ฮดรอกซลิในต าแหน่งที ่7 ซึง่ยนืยนัไดจ้าก 
HMBC correlation ของโปรตอนของหมู่ methoxy (H 3.46 s) กบั C-7 และพบว่า relative 
configuration เหมอืนกบัในกรณีของสาร 21 เพราะพบ correlation ระหว่าง H-8/H-8a, H-7/H-8 และ 
H-7/H-8a ดงันัน้สาร 22 จงึเป็นอนุพนัธ ์7-OMe ของสาร 21 และมโีครงสรา้งดงัแสดงและใหช้ื่อว่า 
rhytidenone D 

 ส าหรบัสาร 23 จากขอ้มลู HRESIMS ที ่m/z 321.1123 [M + H]+ (calcd. 321.1127) พบว่ามี
สตูรโมเลกุลเป็น C20H16O4 ซึง่ม ีmass unit น้อยกว่าสาร 21 ซึง่แสดงว่ามพีนัธะคู่เพิม่อกีหนึ่งพนัธะ 
จากการวเิคราะหข์อ้มลู NMR พบว่าโครงสรา้งของสาร 21 มหีมู่ -unsaturated ketone 2 หมู่
เชื่อมต่อกนัดว้ยหมู่คโีทนเดยีวกนั ดงันัน้ดว้ยผลของ extended conjugation น้ีจงึท าใหห้มู่คโีทนมคี่า 
chemical shift downfield ลงไปถงึ C 187.1 ซึง่โครงสรา้งสว่นน้ียนืยนัไดจ้าก HMBC correlation 
ระหว่าง H-3/C-4a, H-8a/C-4a, H-6/C-8a และ H-7/C-5 ดงัแสดงในรปูที ่13 และขอ้มลู NOESY 
correlation ชีใ้หเ้หน็ว่าสาร 23 ม ีrelative configuration เหมอืนกบัสาร 19-21 ดงันัน้สาร 23 จงึมี
โครงสรา้งดงัแสดงและใหช้ื่อวา่ rhytidenone E  

 

 

 

 

 

รปูท่ี 13 1H-1H COSY และ HMBC correlation ทีส่ าคญัของสาร 23 
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1.3. การสกดัแยกและพสิจูน์โครงสรา้งของสารทีแ่ยกไดจ้ากราสายพนัธุ ์8D 

 จากการน าสว่นสกดัหยาบแอธลิแอซเิททของสว่นน ้าเพาะเลีย้งของรา 8D ทีเ่พาะเลีย้งในอาหาร 
SDB ดว้ยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี สามารถแยกสารบรสิุทธิไ์ดจ้ านวน 10 ชนิด (25-34) และเมื่อ
พสิจูน์ทราบโครงสรา้งของสารทีแ่ยกไดโ้ดยการวเิคราะหข์อ้มลู 1D และ 2D NMR พบวา่สารทัง้ 10 ชนิด
เป็นสารชนิดใหมท่ีจ่ดัอยูใ่นกลุ่ม sesquiterpene ประเภท chamigrane และมโีครงสรา้งดงัแสดงในรปูที ่
14 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 14 โครงสรา้งของสารทีแ่ยกไดจ้ากรา 8D 

การพิสจูน์ทราบโครงสร้างของสาร sesquiterpene ประเภท chamigrane ชนิดใหม่ 25-34 

 สตูรโมเลกุลของสาร 25 พบว่าเป็น C15H26O3 ซึง่ไดจ้ากขอ้มลู HRESIMS ที ่m/z 277.1771 [M 
+ Na]+ ซึง่ชีใ้หเ้หน็ว่าม ีDBE เท่ากบั 3 จากการวเิคราะหข์อ้มลู 1H, 13C NMR และ HSQC พบว่ามหีมู ่
methylene 6 หมู่ซึง่หน่ึงหมู่ม ีO ต่ออยู่, หมู่ methine 1 หมู่ซึง่ม ีO ต่ออยู่, มหีมู่ methyl ชนิด 
quaternary 3 หมู,่ มคีารบ์อนชนิด quaternary 3 คารบ์อนซึง่หน่ึงคารบ์อนม ีO ต่ออยู,่ พนัธะคู่ 1 พนัธะ 
ดงันัน้โครงสรา้งจงึเป็นแบบ bicyclic และจากการวเิคราะหส์เปกตรมั 1H-1H COSY พบว่าม ี3 spin 
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system ทีแ่ยกกนั คอื C-1—C-2,  C-4—C-5 และ C-8—C-10 (รปู 15a) เมื่อพจิารณาขอ้มลู HMBC 
correlation พบว่าหมู ่methyl 2 หมู ่(Me-12 และ Me-13) ต่ออยูบ่นคารบ์อนเดยีวกนั (C-11) และ C-11 
น้ีเชื่อมอยูร่ะหว่าง C-10 และ C-6 ซึง่ยนืยนัไดจ้าก HMBC correlation ของ H-10, H3-12 และ H3-13 
กบั C-11 และของ H3-12 และ H3-13 กบั C-6 ดงัแสดงในรปูที ่15a นอกจากน้ียงัพบ correlation ของ
หมู ่methyl ทีเ่หลอือกีหมูห่น่ึง (H 1.33) กบั C-8 ซึง่เป็นหมู ่oxymethine และ C-7 ซึง่เป็น oxygenated 
quaternary carbon ซึง่ท าใหส้ามารถต่อหมู ่methyl น้ีไวก้บั C-7 และเชื่อม C-6 และ C-8 ต่อเขา้กบั C-
8 และ HMBC correlation ระหว่าง H2-1, H-2, H2-4, H2-5 กบั C-6 และระหว่าง H2-1 กบั C-3 ท าให้
สามารถก าหนดสว่น C-1—C-2 และ C-4—C-5 ใหอ้ยูร่ะหว่าง C-6 และ C-3 ซึง่เป็นคารบ์อนของพนัธะ
คู่ จงึท าใหโ้ครงสรา้งทีเ่ป็น 6,6-bicyclic ring โดยเชื่อมผ่าน C-6 ซึง่เป็น spiro carbon ส่วนหมู ่
oxymethylene ไดถู้กก าหนดใหเ้ป็น C-15 ซึง่ต่ออยูก่บั C-3 เน่ืองจากพบ HMBC correlation ระหว่าง
โปรตอนของหมู่ oxymethylene (H 3.89) กบัคารบ์อนของพนัธะคู่ทัง้ C-2 และ C-3 ส าหรบั relative 
configuration ของสาร 25 ไดจ้ากการวเิคราะหข์อ้มลู NOESY ซึง่พบ correlation ของ H3-13/H3-14, 
H3-13/H2-1, และ H3-14/H2-1 ซึง่แสดงใหเ้หน็ว่าโปรตอนเหล่าน้ีอยูด่า้นเดยีวกนั และยงัพบ correlation 
ระหว่าง H3-12/H2-5 และ H-8/7-OH ซึ่งโปรตอนเหล่าน้ีจะอยู่ด้านเดยีวกนัแต่ตรงขา้มกบัโปรตอนใน
ต าแหน่ง 1, 13 และ 14 นอกจากน้ียงัไดท้ าการยนืยนัโครงสรา้งและ relative configuration ของสาร 25 
ดว้ยเทคนิค single-crystal X-ray diffraction analysis ซึง่ ORTEP ไดแ้สดงไวใ้นรปูที ่15b ดงันัน้สาร 
25 จงึมโีครงสรา้งดงัแสดงและใหช้ื่อวา่ merulinol A 

(a)     (b) 

 

 

 

 

 

 

 รปูท่ี 15 1H-1H COSY และ HMBC correlation ทีส่ าคญัของสาร 25 (a) ORTEP ของสาร 25 (b) 

 ส าหรบัสาร 26 พบว่ามสีตูรโมเลกุลเป็น C15H24O4 จากขอ้มลู HRESIMS (m/z 291.1564 [M + 
Na]+ ซึง่แสดงว่าม ีDBE เท่ากบั 4 เมื่อพจิารณาขอ้มลู NMR (ตารางที ่4) พบว่าสาร 26 ม ี1H NMR 
สเปกตรมัคลา้ยกบัสาร 25 ซึง่ชีใ้หเ้หน็ว่าสารทัง้สองมลีกัษณะโครงสรา้งใกลเ้คยีงกนั อยา่งไรกต็าม ได้
พบว่าสิง่ทีแ่ตกต่างคอื สญัญาณของหมู ่oxymethylene ในต าแหน่ง C-15 ของสาร 25 ไดห้ายไป และ
พบคารบ์อนิลคารบ์อนที ่C 169.3 ขึน้มาแทนในสาร 26 นอกจากน้ียงัพบว่าสญัญาณโปรตอนของพนัธะ
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คู่ shift ไปทาง low field ค่อนขา้งมากจนถงึ H 7.00 ซึง่ในสาร 25 ขึน้เพยีงที ่H 5.61 ซึง่ขอ้มลูน้ีจงึชี้
วา่มหีมูค่ารบ์อกซลิกิ conjugate อยูก่บัพนัธะคูใ่นต าแหน่งที ่3 เกดิเป็นหมู ่-unsaturated carboxylic 
acid ขึน้ในโครงสรา้งของสาร 26 ซึง่โครงสรา้งสว่นน้ีสามารถยนืยนัไดจ้าก HMBC correlation ระหว่าง 
H-2 และ H2-4 กบั C-15 ส่วน relative configuration ของสาร 26 พบว่าเหมอืนกบัของสาร 25 
นอกจากน้ีโครงสรา้งและ relative configuration ของสาร 26 ยงัไดย้นืยนัดว้ยเทคนิค single-crystal X-
ray diffraction analysis ซึง่ ORTEP ไดแ้สดงไวใ้นรปูที ่16 ดงันัน้สาร 26 จงึมโีครงสรา้งดงัแสดงและให้
ชื่อวา่ merulinol B 

 

 

 

 

รปูท่ี 16 ORTEP ของสาร 26 

 สาร 27 พบว่ามสีตูรโมเลกุลเป็น C15H24O3 ซึง่พจิารณาจากขอ้มลู HRESIMS (m/z 275.1612 
[M + Na]+)  ขอ้มลู 1H และ 13C NMR ของสาร 27 (ตารางที ่4) คลา้ยกนักบัของสาร 26 สิง่ทีม่คีวาม
แตกต่างชดัเจนใน 1H NMR สเปกตรมั คอืมสีญัญาณหมู ่methyl ทีม่ลีกัษณะเป็น doublet ที ่H 1.01 
แทนทีห่มู ่methyl ชนิด quaternary หนึ่งต าแหน่ง ซึง่แสดงว่าหมู่ methyl ตอ้งต่ออยูก่บัคารบ์อนชนิด 
methine  จากการวเิคราะหข์อ้มลู 1H-1H COSY และ HMBC สามารถระบุไดว้่าหมู ่methyl น้ีเป็น C-14 
ทีต่่ออยูก่บั C-7 ซึง่เป็นหมู ่methine ในกรณีของสาร 27 น้ี เน่ืองจากพบ correlation ระหว่าง H3-14 กบั 
H-7 และพบ HMBC correlation ระหว่าง H3-14 กบั C-6, C-7 และ C-8 จากการวเิคราะหข์อ้มลู 
NOESY พบว่าสาร 27 ม ีrelative configuration เหมอืนกบัสาร 25-26 และการม ีcorrelation ระหว่าง 
H3-14 กบั H-8 แต่ไมพ่บ correlation ระหว่าง H-7 กบั H-8 ท าใหร้ะบุไดว้่า 8-OH ม ีorientation แบบ 
 ดงัแสดงในรปูที ่17a ดงันัน้สาร 27 จงึมโีครงสรา้งดงัแสดงและใหช้ื่อวา่ merulinol C 

 ส าหรบัสาร 28 พบว่ามสีตูรโมเลกุลเดยีวกนักบัสาร 27 และยงัมขีอ้มลู NMR ทีค่ลา้ยกนัมาก 
และเมื่อวเิคราะหข์อ้มลู 1D และ 2D NMR พบว่าสาร 27 และ 28 มโีครงสรา้งแบบเดยีวกนั ดงันัน้สาร
สองชนิดน้ีจะแตกต่างกนัที ่configuration ของคารบ์อนบางต าแหน่ง จาก NOESY สเปกตรมั พบว่าสาร
ทัง้สองม ีrelative configuration เหมอืนกนัทุกต าแหน่ง ยกเวน้ในต าแหน่งที ่8 ซึ่งพบ correlation 
ระหว่าง H-7 และ H-8 จงึระบุไดว้่า 8-OH ม ีorientation แบบ   (รปูที ่17b) ซึง่ตรงขา้มกบัในสาร 27 
นอกจากน้ียงัสามารถดไูดจ้ากเครื่องหมายของค่า specific rotation ทีต่รงขา้มกนัของสารทัง้สองเพราะ
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สาร 27 มคี่า []20
D เป็น +6.4 ขณะทีค่่าของสาร 28 เป็น –47.2 ดงันัน้สาร 28 จงึมโีครงสรา้งดงัแสดง

และใหช้ื่อวา่ merulinol D 

         (a)                                                          (b) 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 17 NOESY correlation  ของสาร 27 (a) และสาร 28 (b) 

ตารางท่ี 4 ขอ้มลู NMR ของสาร 25-27 

No. 25 (acetone-d6)  26 (acetone-d6)  27 (CDCl3) 

C, type H (J in Hz)  C, type H (J in Hz)  C, type H (J in Hz) 
1 
 
2 
3 
4 
 
5 
 
6 
7 
8 
9 
 
10 
 
11 
12 
13 
14 
15 
7-OH 

  29.2, CH2 
   
124.0, CH 
137.7, qC 
  25.1, CH2 
 
  25.8, CH2 
   
  44.3, qC 
  78.3, qC 
  76.9, CH 
  26.9, CH2 
   
  34.7, CH2 
 
  38.3, qC 
  30.5, CH3 
  26.3, CH3 
  25.2, CH3 
  66.9, CH2 
 

2.19, brd (20) 
2.34, brd (20) 
5.16, brs 
 
1.89, m 
 
2.05, m 
 
 
 
3.56, brs 
1.38, dq (12, 4) 
2.10, m 
1.00, m 
1.86, m 
  
0.85, s 
1.17, s 
1.33, s 
3.89, brs 
3.08, s 

   28.0, CH2 
   
141.7, CH 
130.8, qC 
  24.1, CH2 
 
  24.2, CH2 
   
  44.7, qC 
  79.3, qC 
  73.1, CH 
  28.0, CH2 
   
  37.6, CH2 
 
  38.2, qC 
  30.4, CH3 
  25.1, CH3 
  23.9, CH3 
168.3, qC 
 

2.13, m 
2.33, m 
7.00, brs 
 
2.32, m 
 
1.83, m 
2.02, m 
 
 
3.47, dd (12, 4) 
1.52, dq (12, 3.2) 
1.79, m 
1.13, dt (14, 3.2) 
1.63, td (14, 3.6) 
  
0.76, s 
1.22, s 
1.26, s 
 
 

   26.9, CH2 
   
142.7, CH 
129.1, qC 
  22.6, CH2 
 
  27.5, CH2 
   
  39.5, qC 
  36.8, CH 
  70.8, CH 
  27.7, CH2 
   
  35.6, CH2 
 
  36.6, qC 
  25.7, CH3 
  26.3, CH3 
  11.4, CH3 
171.4, qC 
 

2.17, m 
2.40, m 
7.12, brs 
 
2.27, m 
2.35, m 
1.50, m 
1.82, m 
 
1.95, m 
3.91, dd (12, 6.8) 
1.63, m 
 
1.48, m 
 
  
0.84, s 
0.95, s 
0.98, s 
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 สาร 29 มสีตูรโมเลกุลเป็น C15H24O3 จากขอ้มลู HRESIMS ที ่m/z 275.1622 [M + Na]+ ซึง่
ขอ้มลู NMR ยงัแสดงสญัญาณทีเ่ป็นลกัษณะเฉพาะของ chamigrane จากการวเิคราะหข์อ้มลู NMR 
พบว่าคลา้ยกบัสาร 25 โดยแตกต่างกนัทีส่ญัญาณของหมู ่methyl หายไปหนึ่งหมู ่แต่มสีญัญาณของหมู ่
exomethylene ขึน้มาแทนทีท่ี ่H 4.78 และ 5.39 และหมู่ methine ที ่H 3.45 HMBC correlation 
แสดงใหเ้หน็วา่มหีมู ่exomethylene อยูใ่นต าแหน่ง C-14 แทนหมู ่methyl จาก correlation ระหว่าง H2-
14 กบั C-6, C-7 และ C-8 ขณะทีห่มู ่methane ทีเ่พิม่ขึน้ถูกก าหนดใหอ้ยูใ่นต าแหน่ง C-9 เน่ืองมาจาก 
correlation ใน 1H-1H COSY สเปกตรมักบั H-8 และ H-10 นอกจากน้ี NOESY correlation ยงัแสดงให้
เหน็ว่าสาร 29 ม ีrelative configuration เหมอืนกบัสาร 25 ส าหรบั configuration ของต าแหน่ง C-9 
พบว่าเป็นแบบ 9-OH เพราะ H-8 และ H-9 ใหค้่า coupling constant สงูถงึ 9.6 ซึง่แสดงว่าเป็น trans 
diaxial ซึง่กนัและกนั ดงันัน้สาร 29 จงึมโีครงสรา้งดงัแสดงและใหช้ื่อวา่ merulinol E 

ตารางท่ี 5 ขอ้มลู NMR ของสาร 28-30 

No. 28 (CDCl3)  29 (CDCl3)  30 (acetone-d6) 

C, type H (J in Hz)  C, type H (J in Hz)  C, type H (J in Hz) 
1 
 
2 
3 
4 
 
5 
 
6 
7 
8 
9 
10 
 
11 
12 
13 
14 
 
15 

  29.9, CH2 
   
142.7, CH 
129.1, qC 
  22.6, CH2 
 
  27.5, CH2 
   
  39.5, qC 
  36.8, CH 
  70.8, CH 
  27.7, CH2 
  35.6, CH2 
 
  36.6, qC 
  25.7, CH3 
  26.3, CH3 
  11.4, CH3 
 
171.4, qC 

2.17, m 
2.40, m 
7.12, brs 
 
2.27, m 
2.35, m 
1.50, m 
1.82, m 
 
1.95, m 
3.91, dd (12, 6.8) 
1.63, m 
1.48, m 
 
  
0.84, s 
0.95, s 
0.98, d (6.8) 
 

   29.5, CH2 
  
121.9, CH 
136.7, qC 
  23.6, CH2 
 
  26.8, CH2 
   
  45.7, qC 
147.1, qC 
  74.5, CH 
  73.3, CH 
  43.2, CH2 
 
  37.5, qC 
  24.1, CH3 
  24.7, CH3 
109.7, CH2 
 
  67.2, CH2 

2.05, m 
2.15, m 
5.63, brs 
 
1.72, m 
1.97, m 
1.52, td (12.8, 4.4) 
1.90, m 
 
 
4.08, d (9.6) 
3.45, m 
1.57, dd (13.2, 5.2) 
1.80, m 
  
0.83, s 
0.92, s 
4.78, s 
5.39, s 
3.93, brs 

   30.7, CH2 
  
120.5, CH 
139.4, qC 
  24.7, CH2 
 
  27.7, CH2 
   
  46.2, qC 
150.4, qC 
  75.3, CH 
  39.7, CH2 
  68.9, CH 
 
  42.8, qC 
  15.3, CH3 
  20.8, CH3 
115.4, CH2 
 
  66.5, CH2 

1.93, m 
2.20, d (16.8) 
5.58, brs 
 
1.44, td (12, 6.8) 
1.87, m 
2.39, dq (12, 2.8) 
 
 
 
1.64, td (12.4, 4) 
1.90, m 
4.16, dd (12, 4) 
 
  
0.67, s 
1.00, s 
4.36, dd (1.6) 
4.79, dd (1.6) 
3.82, brs 

 

 ส าหรบัสาร 30 จากขอ้มลู HRESIMS พบว่ามสีตูรโมเลกุลเดยีวกบัสาร 29 คอื C15H24O3 และ
ขอ้มลู 1H, 13C และ HSQC ยงัแสดงใหเ้หน็ว่าโครงสรา้งประกอบดว้ยหมูฟ่งักช์นัทีเ่หมอืนกนัทัง้หมด ซึง่
แสดงใหเ้หน็ว่าสารทัง้สองน่าจะเป็น diastereomer กนั ซึง่สามารถบอกความแตกต่งของโครงสรา้งได้
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จากการพจิารณา 1H-1H COSY สเปกตรมั พบว่าหมู ่oxymethine ซึง่เดมิเคยอยูใ่นต าแหน่ง C-9 จะอยู่
ในต าแหน่ง C-10 ส าหรบัในกรณีของสาร 30 ซึง่สามารถยนืยนัไดจ้าก HMBC correlation ระหว่าง H3-
12 และ H3-13 กบั C-10 และ configuration ของ 10-OH ไดถู้กระบุว่าเป็นแบบ  จาก NOE cross-
peak ระหวา่ง H-10 กบั H2-5 ดงันัน้สาร 30 จงึมโีครงสรา้งดงัแสดงและใหช้ื่อวา่ merulinol F 

 ในกรณีของสาร 31 พบว่ามสีตูรโมเลกุลเป็น C15H20O4 จากขอ้มลู HRESIMS จากการวเิคราะห์
ขอ้มลู 1D และ 2D พบวา่วงดา้นขวายงัคงมโีครงสรา้งเหมอืนกบัสาร 26 ดงันัน้จงึมคีวามแตกต่างกนัตรง
โครงสรา้งของวงด้านซ้ายซึ่งจากขอ้มูล NMR พบว่ามหีมู่คโีทน (C 198.3) และพนัธะคู่ชนิด 
tetrasubstituted 1 พนัธะซึง่พนัธะคู่น้ีไดถูกหนดใหเ้ป็นต าแหน่ง C-7 และ C-8 จาก HMBC correlation 
ระหว่าง H3-14 กบัคารบ์อนทัง้สองของพนัธะคู่และจากค่า chemical shift ที ่C 135.9 ของ C-8 ซึง่
แสดงว่ามหีมู่ไฮดรอกซลิต่ออยู่บน C-8 ขณะที่หมู่คโีทนไดก้ าหนดใหเ้ป็น C-9 เน่ืองจากม ีHMBC 
correlation กบั H2-11 และจากค่า chemical shift ของหมูค่โีทนที ่C 198.3 จงึยนืยนัไดว้่าหมูค่โีทนต่อ
อยู่กบัพนัธะคู่และไดโ้ครงสรา้งส่วนน้ีเป็น -unsaturated ketone และจากการวเิคราะหข์อ้มูล 
NOESY พบว่าสาร 31 ม ีrelative configuration ของ C-6 เหมอืนกบัสารก่อนหน้าน้ี ดงันัน้สาร 31 จงึมี
โครงสรา้งดงัแสดงและใหช้ื่อวา่ merulinol G 

 สาร 32  จากขอ้มลู HRESIMS พบว่ามสีตูรโมเลกุลเป็น C15H24O5 และจากขอ้มลู 
1H และ 13C 

NMR (ตารางที ่6) พบว่ายงัเป็นสารกลุ่ม sesquiterpene ประเภท chamigrane แต่มคีวามแตกต่างจาก
สารก่อนหน้าน้ีคอ่นขา้งมาก ซึง่จากขอ้มูล NMR พบว่ามหีมูค่โีทน 2 หมู,่ หมู ่quaternary methyl 3 หมู,่ 
หมู ่methylene 5 หมู,่ หมู ่oxymethylene 1 หมู,่ quaternary carbon 4 คารบ์อนซึง่เป็นชนิดทีต่่อกบั O 
2 คารบ์อน และจากขอ้มลู 1H-1H COSY พบ spin system ทีแ่ยกกนั 2 สว่นคอื C-9—C-10 และ C-1—
C-2 นอกจากน้ี จาก HMBC correlation (รปูที ่18) พบว่าสาร 32 มโีครงสรา้งหลกัเหมอืนกบัสาร 25 
โดยยงัมหีมู ่oxymethylene ในต าแหน่ง C-15 แต่ไมม่พีนัธะคูใ่นโครงสรา้ง หมูค่โีทนที ่C 215.8 ถูกระบุ
เป็น C-4 จาก HMBC cross-peak ของ H2-5 และ H2-15 กบัหมูค่ารบ์อนิลน้ี และหมู่คโีทนอกีหนึ่งหมูท่ี ่
C 213.8 ไดถู้กก าหนดเป็น C-8 จาก correlation ระหว่างคารบ์อนิลของหมูค่โีทนกบั H3-14, H2-9 และ 
H2-8 และก าหนดให ้oxygenated carbon ที ่C 75.9 อยูท่ีต่ าแหน่ง C-3 จาก HMBC correlation 
ระหวา่ง H2-2 และ H2-5 กบั C-3 ส าหรบั relative configuration ทีต่ าแหน่ง C-8, C-6 และ C-3 สามารถ
ก าหนดไดจ้าก NOESY correlation ระหว่าง H3-14/H2-1, H3-13/ H2-1, H3-12/ H2-5 และ H2-5/ H2-15 
ดงันัน้สาร 32 จงึมโีครงสรา้งและ relative configuration ดงัแสดงและใหช้ื่อวา่ merulinol F 

 

 

 

 

รปูท่ี 18 1H-1H COSY และ HMBC correlation (a) และ NOESY correlation (b)ของสาร 32  
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ตารางท่ี 6 ขอ้มลู NMR ของสาร 31-33 

No. 31 (CDCl3)  32 (CDCl3)  33 (CDCl3) 

C, type H (J in Hz)  C, type H (J in Hz)  C, type H (J in Hz) 
1 
 
2 
 
3 
4 
 
5 
 
6 
7 
8 
9 
 
10 
 
11 
12 
13 
14 
15 
 
7-OH 

  30.1, CH2 
   
142.4, CH 
 
130.6, qC 
  22.3, CH2 
 
  30.7, CH2 
   
  43.0, qC 
143.8, qC 
135.9, qC 
192.3, qC 
 
  47.1, CH2 
 
  40.8, qC 
  23.8, CH3 
  24.8, CH3 
  15.1, CH3 
170.9, qC 

2.43, dd (20) 
2.27, dd (20) 
7.26, brs 
 
2.10, m 
2.58, d (18) 
1.88, m 
 
 
 
 
 
 
 
2.22, d (18) 
2.78, d (18) 
  
1.01, s 
1.05, s 
1.85, s 
 

   23.5, CH2 
  
  33.3, CH2 

 
  75.9, qC 
215.8, qC 
 
  38.9, CH2 
   
  55.2, qC 
  81.8, qC 
213.8, qC 
  33.7, CH2 

   
  36.5, CH2 
 
  39.0, qC 
  28.6, CH3 
  25.0, CH3 
  25.4, CH3 
  67.1, CH2 

1.54, m 
1.08, m 
1.76, m 
2.24, m 
 
 
 
2.70, d (14.4) 
2.79, d (14.4) 
 
 
 
2.41, m 
2.74, m 
1.61, m 
1.91, m 
 
1.00, s 
1.28, s 
1.42, s 
3.48, d (11.6) 
3.85, d (11.6) 
4.15, brs 

   23.9, CH2 
  
  34.5, CH2 

 
  77.5, qC 
213.7, qC 
 
  37.8, CH2 
   
  53.1, qC 
  79.1, qC 
202.2, qC 
122.1, CH 

   
157.9, CH 
 
  42.9, qC 
  29.3, CH3 
  24.4, CH3 
  26.5, CH3 
  67.0, CH2 

1.67, m 
2.04, m 
1.80, m 
2.15, m 
 
 
 
2.83, d (14.4) 
2.95, d (14.4) 
 
 
 
5.99, d (10) 
 
6.93, d (10) 
 
 
1.16, s 
1.34, s 
1.38, s 
3.60, d (11.6) 
4.10, d (11.6) 
3.86, brs 

 

สาร 33 จากขอ้มลู HRESIMS พบว่ามสีตูรโมเลกุลเป็น C15H22O5 และม ี
1H และ 13C NMR 

สเปกตรมัคลา้ยกบัสาร 32 (ตารางที ่6) ต่างกนัตรงทีใ่นสเปกตรมัของสาร 33 พบสญัญาณโปรตอนของ
พนัธะคู่ชนิด disubstituted ซึง่มลีกัษณะเป็น doublet ที ่H 5.99 และ 6.93 (J = 10 Hz) ซึง่เมื่อ
พจิารณาขอ้มลู 13C NMR และ HSQC พบว่าสาร 33 ประกอบดว้ยหมูฟ่งักช์นัต่างๆ เหมอืนกบัของสาร 
33 ยกเวน้มพีนัธะคู่ 1 คู่ขึน้มาแทนทีห่มู ่methylene 2 หมู่ทีเ่คยอยูใ่นต าแหน่ง C-9 และ C-10 ซึง่
โครงสรา้งสว่นน้ียนืยนัไดจ้าก HMBC correlation ของ H-9/C-8 และ H-10/C-8 และจากขอ้มลู NOESY 
ยงัพบวา่สาร 32 และ 33 ม ีconfiguration ทีเ่หมอืนกนัอกีดว้ย 

 สาร 34 จากขอ้มลู HRESIMS พบว่ามสีตูรโมเลกุลเป็น C14H22O4 ขอ้มลู 
1H, 13C NMR และ 

HSQC ชีใ้หเ้หน็ว่าโครงสรา้งของสาร 34 ประกอบดว้ยหมู ่quaternary methyl 3 หมู,่ หมู ่methylene 5 
หมู,่ หมู ่oxymethine 1 หมู,่ quaternary carbon 3 หมูซ่ึง่หมูห่นึ่งม ีO ต่ออยู่, หมูค่โีทน 1 หมู ่ และที่
แตกต่างจากสารอื่นอยา่งชดัเจนคอืการม ีhemiacetal carbon ที ่C 95.4 และจากสตูรโมเลกุลขา้งตน้ซึง่
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ชีใ้หเ้หน็ว่าสาร 34 ม ีDBE เท่ากบั 4 ดงันัน้การมคีโีทนเพยีง 1 หมู ่ท าใหท้ราบว่าโครงสรา้งของสาร 34 
เป็นแบบ tricyclic ซึง่จากขอ้มลู 1H-1H COSY พบ spin system ทีแ่ยกกนั 3 สว่นคอื C-1—C-2, C-4—
C-5 และ C-9—C-10 ซึง่จาก HMBC correlation พบว่ามโีครงสรา้งของวงดา้นซา้ยเหมอืนกบัสาร 32 
คอืมหีมูค่โีทนในต าแหน่งที ่8 ขณะที ่correlation ของ H-2/C-6, H2-1/C-6, H2-4/C-6, H2-4/C-2 และ 
H2-4/C-3 ท าใหส้ามารถสรา้งวงดา้นซา้ยดงัแสดงได ้และการสรา้ง O bridge ระหว่าง C-3 และ C-7 มา
จากการพจิารณาค่า chemical shift ที ่C 95.4 ของ C-3 และความสอดคลอ้งกบัสตูรโมเลกุลทีไ่ด ้
นอกจากน้ีโครงสรา้งของสาร 34 ยงัไดท้ าการยนืยนัไดโ้ดยอาศยัเทคนิค single-crystal X-ray diffraction 
analysis รวมทัง้ relative configuration ดว้ย ซึง่ ORTEP ไดแ้สดงดงัในรปูที ่19 

(a)     (b)  

 

 

 

 

รปูท่ี 19 1H-1H COSY และ HMBC correlation (a) และ ORTEP diagram (b) ของสาร 32 

ตารางท่ี 7 ขอ้มลู NMR ของสาร 34 

No. 34 (CDCl3) 

C, type H (J in Hz) 
1 
 
2 
3 
4 
 
5 
 
6 
7 
8 
9 
 
10 
 
11 
12 
13 
14 

  32.4, CH2 
   
  69.4, CH 
  95.4, qC 
  29.5, CH2 
 
  25.7, CH2 
   
  43.5, qC 
  86.0, qC 
212.0, qC 
  35.1, CH2 
   
  37.3, CH2 
 
  37.1, qC 
  27.3, CH3 
  25.1, CH3 
  25.8, CH3 

1.99, m 
2.11, dt (10, 6.2) 
3.85, dd (10, 4.8) 
 
1.66, m 
1.94, m 
1.64, m 
1.70, m 
 
 
 
2.31, m 
2.75, m 
1.61, m 
1.92, m 
  
0.94, s 
1.24, s 
1.68, s 
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1.4. การสกดัแยกและพิสจูน์โครงสร้างของสารท่ีแยกได้จากราสายพนัธุ ์KP1 

จากการน าส่วนสกดัหยาบแอธลิแอซเิททของส่วนน ้าเพาะเลี้ยงของรา KP1 ที่เพาะเลี้ยงใน
อาหาร SDB ดว้ยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี สามารถแยกสารบรสิทุธิไ์ดจ้ านวน 5 ชนิด (35-39) และ
เมื่อพสิจูน์ทราบโครงสรา้งของสารทีแ่ยกได้โดยการวเิคราะหข์อ้มลู 1D และ 2D NMR พบว่าสารทัง้ 5 
ชนิดเป็นสารชนิดใหมท่ีจ่ดัอยูใ่นกลุ่ม chromone ทีห่ายากเน่ืองจากประกอบดว้ยหมูฟ่งักช์นัทีม่ ีO อยู่
เกอืบทัง้โครงสรา้งจงึจดัเป็นประเภท highly oxygenated chromone และมโีครงสรา้งดงัแสดงในรปูที ่20 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 20 โครงสรา้งของสาร 35-39 ทีแ่ยกไดจ้ากรา KP1 

การพิสจูน์ทราบโครงสร้างของสาร highly oxygenated chromone ชนิดใหม่ 35-39 

 สาร 35 จากขอ้มลู HRESIMS พบว่ามสีตูรโมเลกุลเป็น C16H16O7 จงึม ีDBE เท่ากบั 9 จาก
ขอ้มลู 1H NMR (ตารางที ่8) พบการปรากฏของสญัญาณของ phenolic proton ทีเ่กดิ H-bonding กบั
หมูค่ารบ์อนิล (H 13.04), aromatic proton 1 โปรตอนซึง่ชีใ้หเ้หน็ว่าเป็น pentasubstituted aromatic 
ring, olefinic proton 1 โปรตอนซึง่แสดงวา่เป็นพนัธะคูแ่บบ trisubstituted, โปรตอนของหมู่ methoxy 2 
หมู,่ โปรตอนของหมู ่quaternary methyl 1 หมู ่และจากขอ้มลู 13C NMR และ HSQC พบว่าโครงสรา้ง
ประกอบดว้ยหมู ่conjugated ketone (C 182.5), ester carbonyl  1 คารบ์อน (C 174.9), quaternary 
carbon 6 คารบ์อน, หมู ่methine 4 หมู,่ หมู ่methoxy 2 หมู,่ หมู ่methylene 1 หมู ่และหมู ่methyl 1 
หมู ่นอกจากน้ีพบการดดูกลนืแสดง UV ที ่237, 255, 290 และ 319 ซึง่จากขอ้มลูขา้งตน้แสดงใหเ้หน็ว่า
สาร 35 เป็นอนุพนัธ ์chromone และจากขอ้มลู DBE และหมูฟ่งักช์นัทีพ่บ โครงสรา้งของ 35 ยงัตอ้งมี
อกีหนึ่งวงนอกเหนือจาก chromone nucleus ซึง่จาก 1H-1H COSY พบ spin system เพยีงหน่วยเดยีว
ในสว่นทีไ่มใ่ช่ chromone คอื CH-1′–CH2-2′–CH-3′ และจาก HMBC พบ correlation ระหว่าง H-1′ 
และ H-1′ กบั ester carbonyl C 174.9 จงึสรุปไดว้่ามโีครงสรา้งสว่นทีเ่ป็น -lactone ring ซึง่วง 
lactone น้ีไดถู้กต่อเขา้กบั C-8 ของ chromone nucleus จาก HMBC correlation ของ H-1′ กบั C-7, 
C-8 และ C-8a ดงัแสดงในรปูที ่21 ส าหรบัการมหีมู ่methyl ต่อกบั C-2 และหมู ่methoxy ต่อกบั C-7 
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และ C-3′ นัน้ยนืไดจ้าก HMBC correlation เช่นกนั นอกจากน้ียงัไดท้ าการยนืยนัโครงสรา้งและระบุ 
relative configuration ของสาร 35 ดว้ยเทคนิค single-crystal X-ray diffraction analysis ซึง่ ORTEP 
ไดแ้สดงไวใ้นรปูที ่21b ดงันัน้สาร 35 จงึมโีครงสรา้งดงัแสดงและใหช้ื่อวา่ rhytidchromone A 

(a)     (b)   

 

 

 

 

รปูท่ี 21 1H-1H COSY และ HMBC correlation (a) และ ORTEP diagram (b) ของสาร 35 

 สาร 36 จากขอ้มลู 1H และ 13C NMR (ตารางที ่8) พบว่าเป็นอนุพนัธข์องสาร 35 เน่ืองจากมี
ความใกลเ้คยีงกนั และจากขอ้มลู HRESIMS พบว่ามสีตูรโมเลกุลเป็น C18H22O8 ซึง่ DBE เท่ากบั 8 ซึง่
สอดคลอ้งกบัโครงสรา้งของ chromone และการมหีมู ่ester 1 หมู ่ดงันัน้สาร 36 จงึเป็นอนุพนัธท์ีไ่มไ่ดม้ ี
side chain เป็นแบบปิดวงเหมอืนในสาร 35 นอกจากน้ีขอ้มลู NMR ยงัไดแ้สดงใหเ้หน็ว่าสาร 36 มหีมู ่
methoxy เพิม่ขึน้มาอกี 2 หมู ่ซึง่ไดต้่อเขา้กบั C-1′ หนึ่งหมูเ่น่ืองจากพบ correlation ระหว่างโปรตอน
ของหมู ่methoxy น้ีกบั C-1′  ใน HMBC สเปกตรมั นอกจากน้ียงัพบของหมู ่methoxy อกีหนึ่งหมูก่บั 
ester carbon ที ่C 172.8 จงึสรุปไดว้่าเป็นหมู ่methyl ester ทีต่ าแหน่ง C-4′ (รปูที ่22) ส าหรบั 
relative configuration ของ C-1′ และ C-3′ พบว่าหมู ่methoxy ทัง้สองอยูค่นละดา้นกนั เน่ืองจากไมพ่บ 
NOE correlation ของกนัและกนั ดงันัน้สาร 36 จงึมโีครงสรา้งดงัแสดงและใหช้ื่อวา่ rhytidchromone B 

 

 

 

 

รปูท่ี 22 1H-1H COSY และ HMBC correlation ของสาร 36 
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ตารางท่ี 8 ขอ้มลู NMR ของสาร 35-37 

No. 35 (CDCl3)  36 (CDCl3)  37 (CDCl3) 

C, type H (J in Hz)  C, type H (J in Hz)  C, type H (J in Hz) 
2 
3 
4 
4a 
5 
6 
7 
8 
8a 
1′ 
2′ 
 
3′ 
4′ 
2-Me 
5-OH 
7-OMe 
1′-OMe 
3′-OMe 
4′-OMe 

167.1, qC 
108.7, qC 
182.5, qC 
104.9, qC 
163.4, qC 
  95.2, CH 
162.9, qC 
103.4, qC 
155.7, qC 
  69.2, CH 
  33.6, CH2 

 
  76.1, CH 
174.9, qC 
  20.4, CH3 
 
  56.3, CH3 
 
  58.6, CH3 

 
6.04, s 
 
 
 
6.36, s 
 
 
 
6.00, dd (7.2, 9.6) 
2.55, ddd (7.2, 10, 12.8) 
2.86, ddd (7.2, 9.6, 12.8) 
4.29, t (10) 
 
2.35, s 
13.04, brs 
3.89, s 
 
3.64, s 

 166.9, qC 
108.4, qC 
182.9, qC 
105.3, qC 
162.5, qC 
  95.3, CH 
164.1, qC 
104.8, qC 
156.1, qC 
  70.6, CH 
  36.9, CH2 

 
  78.2, CH 
172.8, qC 
  20.5, CH3 
 
  56.2, CH3 
  56.7, CH3 
  58.1, CH3 
  51.8, CH3 

 
6.05, s 
 
 
 
6.40, s 
 
 
 
5.10, t (7.2) 
2.30, m 
2.60, dt (7.2, 14) 
3.63, dd (4.8, 12.8) 
 
2.38, s 
13.01, brs 
3.90, s 
3.17, s 
3.29, s 
3.73, s 

 166.9, qC 
108.4, qC 
182.9, qC 
105.8, qC 
162.3, qC 
  95.3, CH 
164.0, qC 
104.7, qC 
155.9, qC 
  70.2, CH 
  37.4, CH2 

 
  77.9, CH 
173.3, qC 
  20.5, CH3 
 
  56.2, CH3 
  56.6, CH3 
  58.4, CH3 
  51.8, CH3 

 
6.04, s 
 
 
 
6.38, s 
 
 
 
5.09, dd (3.9, 9.9) 
1.97, ddd (3.9, 9.7, 14) 
2.70, ddd (3.7, 9.9, 14) 
4.06, dd (3.7, 9.7) 
 
2.38, s 
13.03, brs 
3.89, s 
3.19, s 
3.43, s 
3.71, s 

 

ในกรณีของสาร 37 จากขอ้มลู HRESIMS และการวเิคราะหข์อ้มลู 1D และ 2D NMR (ตารางที ่
8) พบว่ามโีครงสรา้งแบบ planar เป็นแบบเดยีวกนักบัสาร 36 ดงันัน้สารทัง้สองจงึต่างกนัที ่
configuration บางต าแหน่ง และเมื่อพจิารณาขอ้มลู NOESY พบว่าม ีconfiguration ของ 3′-OMe อยู่
ตรงกนัขา้มกนั เพราะในกรณีนี้พบ correlation ระหว่าง 3′-OMe กบั 1′-OMe ซึง่ไมพ่บในกรณีของสาร 
36 ดงันัน้สาร 37 จงึมโีครงสรา้งดงัแสดงและใหช้ื่อวา่ rhytidchromone C 

นอกจากน้ีจากการวเิคราะหข์อ้มลู HRESIMS และ NMR (ตารางที ่9) ทัง้ 1D และ 2D พบว่า
สาร 38 และ 39 มโีครงสรา้งแบบ planar เหมอืนกนั และสารทัง้สองเป็นอนุพนัธ ์carboxylic acid ของ
สาร 36 และ 37 ตามล าดบั สารทัง้สองจงึมโีครงสรา้งและ relative configuration ดงัแสดงและใหช้ื่อว่า 
rhytidchromone D และ E ตามล าดบั อย่างไรกต็าม ไดม้กีารพบว่าเมื่อทิง้สารทัง้สองน้ีไวใ้นตวัท า
ละลาย CDCl3 เป็นเวลา 2-3 วนัสารทัง้สองจะเปลีย่นเป็นของผสมระหว่างสาร 35 และ C-3′ epimer 
ของมนั จงึไดม้กีารเสนอกลไกของการเปลีย่นแปลงนี้ว่ามาจากความเป็นกรดของตวัท าละลาย CDCl3 ที่
ไป activate หมูค่ารบ์อนิลของ carboxylic acid แลว้ตามดว้ยการเกดิ nucleophilic acttack จากหมู ่3′-



38 
 

OMe จากทัง้ดา้น re- และ si- ของหมูค่ารบ์อนิลจงึเกดิเป็นของผสมระหว่าง 35 และ 35a ดงัแสดงใน
แผนภาพที ่8 

 

ตารางท่ี 9 ขอ้มลู NMR ของสาร 38-39 

No. 38 (CDCl3)  39 (CDCl3) 

C, type H (J in Hz)  C, type H (J in Hz) 
2 
3 
4 
4a 
5 
6 
7 
8 
8a 
1′ 
2′ 
 
3′ 
4′ 
2-Me 
5-OH 
7-OMe 
1′-OMe 
3′-OMe 

167.1, qC 
108.4, qC 
182.8, qC 
105.1, qC 
162.5, qC 
  95.3, CH 
164.0, qC 
104.8, qC 
156.1, qC 
  70.6, CH 
  36.0, CH2 

 
  78.2, CH 
175.0, qC 
  20.5, CH3 
 
  56.2, CH3 
  56.6, CH3 
  58.1, CH3   

 
6.05, s 
 
 
 
6.39, s 
 
 
 
5.16, t (6.8) 
2.30, m 
2.64, brm 
3.68, brs 
 
2.38, s 
13.05, brs 
3.89, s 
3.18, s 
3.34, s 

 167.0, qC 
108.4, qC 
182.8, qC 
105.2, qC 
162.5, qC 
  95.3, CH 
163.9, qC 
104.8, qC 
156.0, qC 
  70.6, CH 
  37.0, CH2 

 
  77.8, CH 
175.0, qC 
  20.5, CH3 
 
  56.2, CH3 
  56.5, CH3 
  58.7, CH3 

 
6.05, s 
 
 
 
6.37, s 
 
 
 
5.10, dd (4, 10) 
2.00, ddd (4, 8.4, 14) 
2.78, ddd (4, 10, 14) 
4.05, dd (4, 8.4) 
 
2.38, s 
13.04, brs 
3.88, s 
3.20, s 
3.48, s 
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แผนภาพท่ี 8 กลไกการเกดิปฏริยิาในการเปลีย่นสาร 38 และ 39 ไปเป็นของผสมของสาร 35 และ 35a 

1.5. การสกดัแยกและพิสจูน์โครงสร้างของสารท่ีแยกได้จากราสายพนัธุ ์KP2 

จากการน าส่วนสกดัหยาบแอธลิแอซเิททของส่วนน ้าเพาะเลี้ยงของรา KP2 ที่เพาะเลี้ยงใน
อาหาร YEB ดว้ยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี สามารถแยกสารบรสิทุธิไ์ดจ้ านวน 3 ชนิด (40-42) และ
เมื่อพสิจูน์ทราบโครงสรา้งของสารทีแ่ยกได้โดยการวเิคราะหข์อ้มลู 1D และ 2D NMR พบว่าสารทัง้ 3 
ชนิดเป็นสารชนิดใหมท่ีจ่ดัอยูใ่นกลุ่ม isochromene และมโีครงสรา้งดงัแสดงในรปูที ่23 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 23 โครงสรา้งของสาร 40-42 ทีแ่ยกไดจ้ากรา KP2 
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การพิสจูน์ทราบโครงสร้างของสาร isocoumarin ชนิดใหม่ 40-42 

สาร 40 พบว่ามสีูตรโมเลกุลเป็น C11H14O4 จากขอ้มลู HRESIMS ซึง่แสดงใหเ้หน็ว่า DBE 
เท่ากบั 5 และจากขอ้มลู 1H และ 13C NMR (ตารางที ่10) พบว่ามหีมูค่โีทน 2 หมูแ่ละพนัธะคู่ 1 พนัธะ 
ซึง่ชีใ้หเ้หน็ว่าสาร 40 ตอ้งมโีครงสรา้งแบบ bicyclic เมื่อน าขอ้มลู HSQC มาประกอบการพจิารณา 
พบว่าสารน้ียงัประกอบดว้ยหมู่ methyl ชนิด tertiary 1หมู,่ หมู่ methyl ชนิด secondary 1 หมู,่ หมู ่
methylene 3 หมูซ่ึง่หนึ่งหมู่ม ีO ต่ออยู,่ หมู่ methine ซึง่ม ีO ต่ออยู่ 1 หมู ่และคารบ์อนชนิด 
quaternary ทีม่ ีO ต่ออยู ่1 คารบ์อนซึง่พจิารณาจากค่า chemical shift ที ่H 84.1 จากขอ้มลู 1H-1H 
COSY ท าใหท้ราบโครงสรา้งสว่นยอ่ย 1 สว่น คอื C-4—C-3—CH3 ดงัแสดงในรปูที ่24 และจากขอ้มลู 
HMBC พบความสมัพนัธร์ะหว่าง H-4/C-4a, H-3/C-1 และ H-1/C-8a จงึระบุไดว้่าพนัธะคู่อยูใ่นต าแหน่ง 
4a กบั 8a นอกจากน้ีใน HMBC สเปกตรมัยงัพบความสมัพนัธร์ะหว่าง H-5 กบั C-4a และหมูค่โีทนที่
ต าแหน่ง C-6 จงึสามารถยนืยนัโครงสรา้งสว่นยอ่ยน้ีได ้ และเมื่อพจิารณาความสมัพนัธจ์ากหมู ่tertiary 
methyl พบวา่หมูน้ี่มคีวามสมัพนัธก์บัหมูค่โีทนทัง้สองหมู ่จงึท าใหไ้ดโ้ครงสรา้งทีส่มบูรณ์ของสาร 40 ซึง่
เป็นอนุพนัธข์อง isochromene และมโีครงสรา้งดงัแสดงในสว่นของ configuration ในต าแหน่งที ่3 และ 
7 ยงัไมส่ามารถก าหนดไดเ้น่ืองจากยงัไมม่ขีอ้มลูในทีเ่พยีงพอ 

  

 

 

 

รปูท่ี 24 1H-1H COSY และ HMBC correlation ของสาร 40 

ตารางท่ี 10 ขอ้มลู NMR ของสาร 40-42 

No. 40 (CDCl3)  41 (CDCl3)  42 (CDCl3) 

C, type H (J in Hz)  C, type H (J in Hz)  C, type H (J in Hz) 
1 
 
3 
4 
4a 
5 
 
6 
7 
8 
8a 

  63.6, CH2 
 
  69.4, CH 
  37.2, CH 
148.9, qC 
  43.1, CH2 
 
202.2, qC 
  84.1, qC 
195.0, qC 
129.7, qC 

4.22, d (7.6) 
4.67, d (7.6) 
3.72, m 
2.24, m 
 
3.21, d (19.2) 
3.54, dd (2.8, 19.2) 

   63.7, CH2 
 
  69.1, CH 
  37.8, CH 
150.6, qC 
  35.6, CH2 
 
  73.3, CH 
  76.0, qC 
199.3, qC 
127.4, qC 

4.36, m 
 
3.70, m 
2.16, d (8) 
 
2.52, d (19.2) 
2.75, d (19.2) 
4.14, t (3.6) 

   63.4, CH2 
 
  69.2, CH 
  37.6, CH 
152.9, qC 
  36.2, CH2 
 
  72.0, CH 
  77.5, qC 
199.2, qC 
128.2, qC 

4.09, dd (2.8, 16) 
4.57, d (16) 
3.58, m 
2.14, d (5.2) 
 
2.32, m 
2.56, dd (5.2, 18.4) 
3.97, t (4.4) 
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สารประกอบ 41 จากขอ้มลู HRESIMS พบว่ามสีตูรโมเลกุลเป็น C11H16O4 และจากขอ้มลู 
1H

และ 13C-NMR  และ HSQC พบหมู่คโีตน 1 หมู่ และพนัธะคู่ 1 พนัธะ นอกจากน้ียงัพบว่าสาร 41 มี
ขอ้มลู NMR (ตารางที ่10) และ correlation ใน 2D NMR คลา้ยกบัสาร 40 ซึง่แตกต่างกนัเพยีงสาร 41 
มหีมู่ oxygenated methine เพิม่ขึน้มา 1 หมู่ ขณะทีห่มู่คโีทนซึง่เคยพบในสาร 40 ไดห้ายไป 1 หมู ่
ดงันัน้สารน้ีจงึน่าจะเป็นอนุพนัธข์องสาร 40 ทีเ่กดิจากการทีห่มูค่โีตน 1 ต าแหน่งถูกรดีวิซ์ เมื่อพจิารณา
ขอ้มลู 2D NMR โดยเฉพาะ 1H-1H COSY และHMBC ดงัแสดงในรปูที ่25 ท าใหส้ามารถยนืยนัไดว้่า
สาร 41 มหีมู่ oxygenated methine อยู่ในต าแหน่งที ่6 ซึง่แทนทีห่มู่คโีตนของสาร 40 ส าหรบั 
configuration ของไครลัคารบ์อนในต าแหน่งที ่6 และ 7 จากการศกึษาขอ้มลู NOESY พบว่า H3-6 มี
ความสมัพนัธก์บั H-7 ซึง่แสดงว่าหมูไ่ฮดรอกซลิทัง้สองอยู่ดา้นเดยีวกนัของวง ดงันัน้โครงสรา้งของสาร 
41 จงึเป็นดงัแสดง 

 

 

 

 

รปูท่ี 25 1H-1H COSY และ HMBC correlation ของสาร 41 

สาร 42 จากขอ้มลู HRESIMS และ NMR พบว่าสาร 42 มโีครงสรา้งเหมอืนกบัสารประกอบ 41 
ซึง่แสดงใหเ้หน็ว่าสารทัง้สองจะมคีวามแตกต่างกนัที่ configuration บางต าแหน่ง เมื่อพจิารณาขอ้มูล 
NOESY พบว่าโปรตอนของหมู่ methyl ในต าแหน่งที ่6 ไมแ่สดง correlation กบั H-5 ซึง่แตกต่างจาก
ในสาร 41 จงึยนืยนัไดว้่าไดว้่าหมู่ hydroxyl ทัง้สองอยูค่นละดา้นกนัของวง ดงันัน้โครงสรา้งของสาร 42 
จงึเป็นดงัแสดง 
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ตอนท่ี 2. การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของสารท่ีแยกได้ 

 ในงานวจิยัน้ี ไดน้ าสารที่แยกไดม้าทดสอบฤทธิท์ีเ่กี่ยวขอ้งกบัโรคมะเรง็ 3 การทดสอบ ซึ่ง
ประกอบดว้ย การทดสอบฤทธิย์บัยัง้การสรา้งหลอดเลอืดใหม ่ฤทธิต์า้นการอกัเสบ และความเป็นพษิต่อ
เซลลม์ะเรง็ 

2.1. ฤทธ์ิยบัยัง้การสร้างหลอดเลือดใหม่ (anti-angiogenic activity) 

 เน่ืองจากกระบวนการสรา้งหลอดเลอืดใหม่จะประกอบดว้ย 3 กระบวนการย่อยๆ ทีจ่ าเป็น 
ไดแ้ก่ การ proliferation ของเซลลเ์ยื่อบุผนงัหลอดเลอืด (HUVEC), การ migration ของเซลล ์และการ
ก่อตวัเป็นหลอดเลอืดใหม ่(tube formation) ซึง่ถา้กระบวนการใดกระบวนการหนึ่งถูกยบัยัง้จะสง่ผลให้
ไมม่กีารสรา้งหลอดเลอืดใหมเ่กดิขึน้ ดงันัน้ในงานวจิยัน้ีจงึเลอืกการคดักรองสารทีม่ฤีทธิโ์ดยเริม่จากการ
ทดสอบดว้ย ex vivo model โดยใชห้ลอดเลอืดแดงใหญ่ของหนู Wistar เป็นตวัทดสอบ เพราะถา้สารมี
ฤทธิย์บัยัง้การทดสอบในขัน้ตอนน้ีได ้แสดงวา่สารนัน้ตอ้งสามารถยบัยัง้กระบวนการใดกระบวนการหน่ึง
หรอืทัง้สามกระบวนการเหล่าน้ีได ้โดยจะท าการคดักรองทีค่วามเขม้ขน้ 25 M จากนัน้จะน าสารทีใ่ห้
การยบัยัง้มากกว่า 50% มาท าการทดสอบทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆ เพื่อเลอืกสารทีม่ฤีทธิโ์ดดเด่นทีสุ่ดมา
ท าการศกึษาในระดบักลไกการออกฤทธิต่์อไป ขัน้ตอนถดัมาจะน าสารทีม่ฤีทธิด์ทีีสุ่ดมาท าการทดสอบ
ในระดบั in vitro กบั HUVEC เพื่อดวู่าสารนัน้ยบัยัง้การสรา้งหลอดเลอืดใหมท่ีฟ่งักช์นัใดของ HUVEC 
และถา้สารมฤีทธิท์ีด่มีากในระดบัทีย่อมรบัได ้จะน าไปศกึษาการออกฤทธิใ์นระดบั in vivo ต่อไป 

การคดักรองดว้ย ex vivo model: เมื่อน าสารทีแ่ยกไดท้ัง้หมด 42 ชนิดมาทรทีกบัหลอดเลอืดแดงของ
หนู Wistar ทีต่ดัเป็นวงทีม่คีวามหนาขนาด 1-2 mm ทีค่วามเขม้ขน้ 25 M พบว่ามสีารเพยีงสองชนิดที่
ใหผ้ลการยบัยัง้การเกดิหลอดเลอืดใหม่ไดอ้ย่างสมบูรณ์ (100%) คอืสาร 8 และ 9 ซึง่เป็นสารกลุ่ม 
anthranoid ทีแ่ยกไดจ้ากราสายพนัธุ ์HK-5 ขณะทีอ่กีอนุพนัธห์นึ่งคอืสาร 7 แทบไมแ่สดงการยบัยัง้ ดงั
แสดงในรปูที ่26 ซึง่ชีใ้หเ้หน็วา่การทีว่งขวามอืมคีวามเป็น hydrophobic มากขึน้ท าใหฤ้ทธิข์องสารลดลง 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 26 ผลการยบัยัง้การสรา้งหลอดเลอืดใหมข่องสาร 7-9 
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 ต่อมาจงึไดท้ าการศกึษาความสมัพนัธข์องโครงสรา้งของสารกลุ่มน้ีต่อการออกฤทธิโ์ดยน าสาร 8 
และ 9 มาท าการทดลองซ ้าทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆ ที ่1.0, 2.5, 5.0, 10.0 M ซึง่พบวา่ทีค่วามเขม้ขน้ 10.0 
M สารทัง้สองยงัใหก้ารยบัยัง้ที ่100% แต่ทีค่วามเขม้ขน้ 5.0 M พบวา่มเีพยีงสาร 8 ทีใ่หผ้ลการยบัยัง้ 
100% ขณะทีส่าร 9 ใหก้ารยบัยัง้ทีป่ระมาณ 40% ซึง่แสดงใหเ้หน็วา่การมหีมูไ่ฮดรอกซลิบนคารบ์อนทุก
ต าแหน่งของวงขวาสดุมผีลสง่เสรมิใหฤ้ทธิด์ขี ึน้ ดงัแสดงในรปูที ่27 ดงันัน้สาร 8 จงึถูกน าไปศกึษาในขัน้
ต่อไป 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 27 ผลของโครงสรา้งต่อการออกฤทธิข์องสารกลุม่ anthranoid (8 และ 9) 

การศกึษาผลของสาร 8 ต่อฟงักช์นัของ HUVEC (in vitro model):  จากผลการทดลองทัง้ 3 สว่นคอื 
proliferation, migration และ tube formation พบว่าสาร 8 สามารถยบัยัง้ฟงักช์นัของ HUVEC ไดท้ัง้
สามกระบวนการ โดยเฉพาะสามารถยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเซลล์ HUVEC ไดด้มีากดว้ยค่า IC50 
เท่ากบั 0.51 M ขณะทีก่ารยบัยัง้ tube formation และ migration กอ็ยูใ่นระดบัดดีว้ยวค่า IC50 เท่ากบั 
2.38 และ 4.00 M ตามล าดบั ดงัแสดงในรปูที ่28 จงึท าใหส้รุปไดว้่า สาร altersolanol (8) สามารถ
ยบัยัง้การสรา้งหลอดเลอืดใหมไ่ดโ้ดยยบัยัง้การท างานของเซลล์เยื่อบุผนังหลอดเลอืดทัง้สามฟงักช์นัได้
เป็นอยา่งด ี
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(a) 
 
 
 
 
 
 
 
 
(b)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(c)  
 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 28 ฤทธิย์บัยัง้การท างานของ HUVEC ของสาร 8; (a) proliferation (b) tube formation  

         (c) migration 
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ผลการยบัยัง้การสรา้งหลอดเลอืดใหมข่องสาร 8 ใน in vivo model: การทดสอบดว้ยวธิ ีMatrigel plug 
assay โดยฉีด Matrigel 0.5 mL ทีม่สีาร altersolanol (3) ทีค่วามเขม้ขน้ 5 และ 10 M หรอื DMSO 
ส าหรบัชุดควบคุม, VEGF (30 ng/mL) และ heparin (10 U/L) เขา้ใตผ้วิหนงับรเิวณสองขา้งของล าตวั
หนูสายพนัธุ ์C57BL/6 หลงัจาก 7 วนั ฆ่าหนูแลว้ตดัเอากอ้น Matrigel ออกมาและถ่ายรปู จากนัน้หา
ปรมิาณฮโีมโกลบนิในกอ้น Matrigel ดว้ย Quantichromhemoglobin assay kit และน ามาค านวณหา
ความเขม้ขน้ของฮโีมโกลบนิจากฮโีมโกลบนิมาตรฐาน 

 

 (a)           
   
 
 
          (b) 
 
 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 29 ฤทธิก์ารยบัยัง้การสรา้งหลอดเลอืดใหมข่องสาร 8 ใน in vivo model 
                         (a) Matrigel plug ทีต่ดัออกมาจากหนู (b) ปรมิาณฮโีมลโกลบนิในกอ้น Matrigel 

 

 จากผลการทดลองพบว่าสาร 8 สามารถยบัยัง้การสรา้งหลอดเลอืดใหมใ่นระดบัหนูทดลองดว้ย
โดยการยบัยัง้ขึน้กบัความเขม้ขน้ของสารทีใ่ช ้(dose-dependent manner) จะเหน็ว่าแทบจะไมม่หีลอด
เลอืดใหม่งอกเขา้ไปในกอ้น Matrigel เมื่อทดสอบดว้ยสาร 3 ทีค่วามเขม้ขน้ 10 M ดงัแสดงในรูปที ่
29a และผลการหาปรมิาณฮโีมโกลบนิกส็อดคลอ้งกนั จะเหน็ไดว้า่เมือ่ทรทีทีค่วามเขน้ 5 และ 10 M จะ
มปีรมิาณฮโีมโกลบนิลดลง 10 และ 90% ตามล าดบัเมือ่เทยีบกบัชุดควบคุม ดงัแสดงในรปูที ่29b  
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2.2. ฤทธ์ิต้านการอกัเสบ (anti-inflammatory acitivity) 

 ในการวจิยัน้ีได้น าสารที่แยกได้ทัง้หมดมาทดสอบฤทธิต์้านการอบัเสบดว้ยวธิดีูการยบัยัง้การ
ผลติไนตรกิออกไซด์ (NO) ที่เกดิขึน้ในเซลล์มาโครฟาจที่ถูกเหน่ียวน าใหเ้กดิการอกัเสบด้วย 
lipopolysaccharide (LPS) ซึง่มาจากสมมตฐิานทีว่่าเซลลท์ีเ่กดิการอกัเสบอยา่งเรือ้รงัจะมสีง่ผลใหเ้กดิ
การกลายพนัธุ์เป็นเซลลม์ะเรง็ได ้โดยในการทดลองไดเ้ริม่ท าการคดักรองสารทีค่วามเขม้ขน้ 50 M 
และถา้สารนัน้ใหค้่าการยบัยัง้การผลติ NO มากกว่า 50% จะน ามาหาค่า IC50 ซึง่จากการทดลองพบว่า
สารกลุ่ม aromatic ทีแ่ยกไดจ้ากรา HK-5 ไมม่ฤีทธิห์รอืมฤีทธิท์ีอ่่อนมากขณะทีส่ารกลุ่ม anthranoid มี
ความเป็นพษิต่อเซลลส์งูเกนิไป ในท านองเดยีวกนัพบว่าสารกลุ่ม chamigrane sesquiterpene จากรา 
8D สารกลุ่ม chromone จากรา KP1 และสารกลุ่ม isochromene จากรา KP2 กไ็มม่ฤีทธิน้ี์เช่นกนั แต่มี
เพยีงสารกลุ่ม spirobisnaphthalene จากรา 21B ทีแ่สดงฤทธิย์บัยัง้การผลติ NO และมคี่า IC50 
โดยเฉพาะสาร rhytidenone C (20) และ D (21) ซึง่ใหค้่า IC50 เท่ากบั 0.31 และ 3.60 M ขณะทีส่าร 
rhytidenone E (22) และ F (23) แสดงความเป็นพษิต่อเซลลท์ีค่วามเขม้ขน้ทีท่ดสอบ นอกจากน้ียงั
พบว่าสารกลุ่ม spirobisnaphthalene ชนิดอื่นๆ มฤีทธิอ์ย่างอ่อนหรอืไม่แสดงฤทธิต์้านการอกัเสบ ดงั
แสดงในตารางที่ 11 ดงันัน้จากการพจิารณาในด้านความสมัพนัธ์ระหว่างโครงสรา้งและการออกฤทธิ ์
ตา้นการอกัเสบจงึสรุปไดว้่าหมู่ -unsaturated ketone ในต าแหน่ง C-4=C4a-C=O จงึเป็นหมู่ทีม่ ี
ความส าคญัต่อการอกัเสบของสารกลุ่มนี้ อย่างไรกต็ามในกรณีสาร 18 ไมไ่ดท้ าการทดสอบเน่ืองจากมี
สารในปรมิาณไมเ่พยีงพอ 

 

 

 

 

 

ตารางท่ี 11 ฤทธิต์า้นการอกัเสบของสารกลุ่ม spirobisnaphthalene 

     

 

 

 

 

 

 

สาร IC50 (M) สาร IC50 (M) 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 

> 25 
>25 
>25 
22.15 
>25 
>25 
19.20 

17 
19 
20 
21 
22 
23 
 

>25 
9.84 
0.31 
3.60 
1.25 (toxic) 
3.20 (toxic) 
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ผลของสาร rhytideone C (20) ต่อการแสดงออกของโปรตนี iNOS: ต่อมาไดน้ าสาร rhytideone C (20) 
มาศกึษาผลต่อการแสดงออกของโปรตนี iNOS เพื่อยนัยนัว่าสารกดการผลติ NO ไดต้ัง้แต่ระดบั DNA 
และไมใ่ช่เป็นเพยีงการทีส่ารเขา้ไปท าปฏกิริยิาโดยตรงกบั NO ทีผ่ลติขึน้ จากผลการทดลองพบว่าสาร 
20 สามารถกดการแสดงออกของโปรตนี iNOS ไดอ้ยา่งดแีละเป็นแบบ dose-dependent manner ดงั
แสดงในรปูที ่30 

 

 

 

 

รปูท่ี 30 ผลของสาร 20 ต่อการแสดงออกของโปรตนี iNOS 

2.3. ความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเรง็ (cytotoxic acitivity) 

 ฤทธิส์ุดท้ายที่ได้ท าการท าสอบในงานวจิยัน้ีคือความเป็นพษิต่อเซลล์มะเร็ง 3 ชนิดคือ 
เซลลม์ะเรง็เตา้นม (MCF-7) เซลลม์ะเรง็ปากมดลูก (CaSki) เซลลม์ะเรง็ตบั (Hep-G2) อย่างไรกต็าม
สารทัง้หมดที่แยกได้ไม่สามารถแสดงความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งทัง้สามที่ทดสอบในระดบัที่ดี จน
สามารถน าไปศกึษาในเชงิกลไกไดเ้น่ืองจากสารทุกตวัใหค้า่ IC50 มากกวา่ 10 M ซึง่เป็นความเขม้ขน้ที่
ใชใ้นการคดักรอง 

 

3. การพิสจูน์เอกลกัษณ์ของราท่ีเลือก 

 จากการพสิจูน์เอกลกัษณ์ของราทัง้ 5 สายพนัธุด์ว้ยวธิ ีconventional และ molecular พบว่า
ไดผ้ลดงัแสดงในตารางที ่12 

ตารางท่ี 12 สรปุชนิดสายพนัธุข์องราทีเ่ลอืก 

รา สายพนัธุ ์

HK-5 

8D 

21B 

KP1 

KP2 

Alternaria sp. 

Basidiomycesis 

Rhytidhysteron sp. 

Rhytidhysteron rufulum 

Phomopsis sp. 
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ntiangiogenetic  effects  of  anthranoids  from  Alternaria  sp.,  an  endophytic  fungus
n  a  Thai  medicinal  plant  Erythrina  variegata
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eywords:
nthranoid
ntiangiogenesis

a  b  s  t  r  a  c  t

Endophytic  fungi  are  known  as  a  prolific  source  for  the  discovery  of  structurally  interesting  and  biologi-
cally  active  secondary  metabolites,  some  of which  are  promising  candidates  for  drug  development.  In  the
ndophytic fungus
lternaria  species
rythrina  variegata

present  study,  three  anthranoids  were  isolated  from  an  Alternaria  sp.  endophytic  fungus  and  evaluated
for  their  antiangiogenic  activity  in a rat  aortic  sprouting  assay,  an  ex  vivo  model  of  angiogenesis.  Of  these
three  compounds,  altersolanol  (2)  was  further  characterized  and  found  to show  a  promising  activity
in  ex  vivo,  in vitro  and  in  vivo  angiogenesis  asssays.  Using  human  umbilical  vein  endothelial  cells  as  an
in  vitro  model,  the  angiogenic  effect  of  2  was  found  to occur  via  suppression  of  all  three  main  functions
of  endothelial  cells,  namely  proliferation,  tube  formation  and  migration.
ntroduction

Angiogenesis, the formation of new blood vessels from the
re-existing vasculature, is essential for many physiological pro-
esses including embryonic development, tissue regeneration, and
ound repair. However, pathological angiogenesis is involved in

arious diseases, such as ischemic heart disease, diabetic retinopa-
hy, rheumatoid arthritis, and cancer (Carmeliet 2003; Folkmann
995). Angiogenesis is not only required for the growth, but also
or the transplantation and metastasis of a tumor (Folkmann 1996).
herefore, inhibition of angiogenesis is an important target for can-
er therapy and the treatment of other angiogenesis-associated
iseases.

Endophytic  fungi are microorganisms that live within their host
lants without causing any noticeable disease symtoms. These
ungi are known as a potential source of a wide variety of biolog-
cally active secondary metabolites, some of which are promising

andidates for drug development (Gunatilaka 2006; Zhang et al.
006; Schulz et al. 2002; Strobel et al. 2004). Among them, endo-
hytic Alternaria strains have been found to produce diverse

∗ Corresponding author at: Department of Chemistry, Faculty of Science, Chula-
ongkorn  University, Bangkok 10330, Thailand. Tel.: +662 2187639;
ax:  +662 2541309.
∗∗ Corresponding author. Tel.: +662 2187639; fax: +662 2541309.

E-mail  addresses: Nattaya.N@chula.ac.th (N. Ngamrojanavanich),
hanitha.P@chula.ac.th (K. Pudhom).

944-7113/$ – see front matter ©  2013 Elsevier GmbH. All rights reserved.
ttp://dx.doi.org/10.1016/j.phymed.2013.03.019
© 2013 Elsevier GmbH. All rights reserved.

aromatic constituents with pharmaceutical potential including
anthranoid components (Aly et al. 2008; Kjer et al. 2009; Okaumura
et al. 1996). Indeed, various anthraquinones isolated from plants,
such as rhein, aloe-emodin and emodin, have been reported to
possess antiangiogenic activity in both in vitro and in vivo assays
(Cardenas et al. 2006; He et al. 2009, 2011; Kwak et al. 2006). This
prompted us to investigate the effect of anthranoids isolated from
endophytic fungi on angiogenesis. In this study, an anthraquinone,
macrosporin (1), and two hydroxylated tetrahydroanthraquinones,
altersolanol  (2) and 1,2,4,5-tetrahydroxy-7-methoxy-2-methyl-
1,2,3,4-tetrahydroanthracene-9,10-dione (3), were isolated from
an Alternaria sp., an endophytic fungus isolated from the Thai
medicinal plant, Erythrina variegata, and evaluated for their poten-
tial to be angiogenic inhibitors using a rat aortic sprouting (ex
vivo model), in vitro proliferation, migration and tube formation
assays with human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) and
the Matrigel plug in vivo assay on mice.

Materials and methods

General  experimental procedures

Optical rotations were measured on a JASCO DPI-370 digital

polarimeter at a wavelength of 589 nm. NMR  spectra were recorded
with a Varian Mercury-400 plus (1H, 400 MHz; 13C, 100 MHz) spec-
trometer using tetramethylsilane as an internal standard. Mass
spectra were obtained from a Bruker micrOTOF mass spectrometer.

dx.doi.org/10.1016/j.phymed.2013.03.019
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09447113
http://www.elsevier.de/phymed
mailto:Nattaya.N@chula.ac.th
mailto:Khanitha.P@chula.ac.th
dx.doi.org/10.1016/j.phymed.2013.03.019
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ilica gel 60 (Merck, 40–63 �m),  Sephadex LH-20 (GE Health-
are Life Sciences, 18–111 �m)  and Diaion HP-20 resin (Mitsubishi
hemical corporation) were used for column chromatography.

ungal material

The  endophytic fungus Alternaria sp. was isolated from a
resh healthy leaf of Erythrina variegata collected in Samutsakorn
rovince, Thailand, in July 2008, according to the previously
eported procedure (Sappapan et al. 2008). It was  identified on
he basis of both the morphology of fungi grown on potato dex-
rose agar (PDA) at 25 ◦C and the phylogenetic analysis of the DNA
equences of the internal transcribed spacer (ITS) region of the
RNA gene and large subunit ribosomal (LSU). The fungus has been
eposited at Research Center of Bioorganic Chemistry (RCBC 1003),
epartment of Chemistry, Faculty of Science, Chulalongkorn Uni-
ersity.

ermentation and isolation

The  fungus Alternaria sp. was grown on PDA at room temper-
ture for 10 days, and then the agar was cut into small plugs and
noculated into 1000 ml  Erlenmeyer flasks (×25) each containing
00 ml  of malt extract broth (MEB; malt extract 20.0 g/l, peptone
.0 g/l). The fermentation was carried out at room temperature
or 21 days under static conditions. The fungal mycelia were
hen separated from the broth by filtration, and the culture
roth was then subjected to aromatic absorbent resin column
hromatography using Dianion HP-20 and eluted with a step
radient of H2O and MeOH as the mobile phase to afford 11
ooled fractions (1–11). Fraction 5 was further fractionated firstly
y gel filtration using Sephadex LH-20 column chromatogra-
hy with MeOH as the mobile phase eluent, and then by silica
el column chromatography with elution by a 1:19 ration of
eOH–CH2Cl2 to yield altersolanol A (2, 61.6 mg). Fraction 7 was

lso subjected to Sephadex LH-20 column chromatography as
bove to obtain five subfractions (7.1–7.5). Subfraction7.2 was
urther purified by silica gel column chromatography and eluted
ith a continuous gradient from 99:1 to 5:95 of MeOH–CH2Cl2

o yield macrosporin (1, 15.0 mg). Finally, 1,2,4,5-tetrahydroxy-7-
ethoxy-2-methyl-1,2,3,4-tetrahydroanthracene-9,10-dione (3,

0.1 mg)  was obtained from subfraction 7.3 by purification over a
ilica gel column and eluted with a 1:19 ratio of MeOH and CH2Cl2.

dentification of pure compounds

The isolated compounds were identified by analysis of 1D- and
D-NMR spectroscopic and mass spectrometry data as well as com-
arison of their data with those reported in the literature (Burns
t al. 1989, 1991; Okaumura et al. 1996).

nimals

Six-week-old specific pathogen free male Wistar rats and
57BL/6 mice (Charles River Laboratory) were housed in controlled
emperature (25 ◦C) room with a 12-h light/dark cycle (light on
.00 a.m.–8.00 p.m.). The animals were given free access to diet
nd deionized water. The rats and mice were maintained according

o the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals estab-
ished by Hiroshima University. All experiments using animals

ere approved by Hiroshima University Animal Research Commit-
ee.
ine 20 (2013) 918– 922 919

Ex vivo angiogenesis assay

A  male Wistar rat was sacrificed by bleeding from the right
femoral artery under diethyl ether anesthesia. The thoracic aorta
was removed, washed with RPMI 1640 medium (Gibco, New York,
USA), turned inside out, and cut into 1-mm lengths to form aortic
rings. The aortic rings were then placed at three per well of a 6-
well culture plate and covered with 0.5 ml  of gel matrix solution
[8 volume of porcine tendon collagen solution (Cellmatrix Ia, Nitta
Gelatin Co., Osaka, Japan), 1 volume of 10× Eagle’s MEM  (Gibco,
New York, USA), and 1 volume of reconstitution buffer (0.08 M
NaOH and 200 mM  HEPES)], and allowed to gel at 37 ◦C for 30 min.
Two milliliters of RPMI 1640 medium containing 1% (v/v) of TIS+
(Beckon, Dickinson and Company, Tokyo, Japan) with the desig-
nated doses of the test compounds or vehicle (DMSO) were added
to each well. After incubation for 7 days at 37 ◦C in 5% CO2, the
capillary length was estimated by measuring the distance from the
cut end of the aortic segment to the approximate mid-point of the
capillary under phase-contrast microscopy.

Cell culture

HUVECs were purchased from Kurabo Industries (Osaka, Japan),
and the cells were grown in HuMedia EG2 medium (Kurabo Indus-
tries, Osaka, Japan) containing 2% fetal bovine serum (FBS), 10 ng/ml
of recombinant human epidermal growth factor, 1 �g/ml of hydro-
cortisone, 50 �g/ml of gentamycin, 50 ng/ml of amphotericin B,
5 ng/ml of recombinant human basic fibroblast growth factor
(bFGF), and 10 �g/ml of heparin, at 37 ◦C in 5% CO2. Subcultures
were obtained by treating the HUVEC cultures with Hanks’-based
enzyme-free cell dissociation buffer solution (Gibco, New York,
USA). HUVECs at passages three to seven were used for the exper-
iment. HUVECs were cultured in all the below assays at 37 ◦C in 5%
CO2.

Proliferation assay

A  HUVEC suspension in HuMedia EG2 (1.5 × 104 cells/ml) was
seeded (100 �l) into each well of 96-well plate and incubated
for 24 h. The medium was then removed and replaced with fresh
HuMedia EG2 containing the designated doses of the test com-
pound (0, 0.1, 0.5, 1 and 2.5 �M)  and incubated for 72 h. Cell
proliferation was  detected using the WST-8 reagent (Dojindo
Molecular Technologies, Inc., USA) as per the manufacturer’s
instructions, and the inhibition of proliferation was measured in
terms of the absorbance at 450 nm using a microplate reader.

Tube formation assay

The  HUVEC tube formation assay was performed using BD
Matrigel (Becton, Dickinson and Company, Tokyo, Japan) accord-
ing to the method of Kayashima et al. (2009) (Chokpaiboon et al.
2011). The solid gel was  prepared in a 96-well tissue culture plate
according to the manufacture’s instruction. A 100 �l suspension of
HUVECs (1 × 105 cells/ml) in HuMedia EG2 medium containing the
designated doses of the test compound (0, 0.5, 1, 2.5, 5 and 10 �M)
were seeded onto the surface of the solid BD Matrigel. After incu-
bation for 12 h, tube formation was observed under an inverted
light microscope at 40× magnification. Microscopic fields were
photographed with a digital camera (OLYMPUS DSE330-A system).

Chemotactic migration assay
The HUVEC migration assay was  performed using a modified
Boyden chamber (Kayashima et al. 2009; Chokpaiboon et al. 2011).
A microporous membrane (8 �m)  of 24-well cell culture inserts
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plete inhibition at 10 �M.  Finally, whether altersolanol (2) could
affect the VEGF-induced migration of HUVECs was  investigated
using a modified Boyden chamber assay (Kayashima et al. 2009;
Chokpaiboon et al. 2011). VEGF is known as a specific and pivotal
Fig. 1. Stuctures o

as coated with a 0.1% (w/v) gelatin solution. Then 400 �l of the
UVEC suspension (2.5 × 105 cells/ml) in Medium 199 with 0.1%

w/v) bovine serum albumin (BSA) was seeded in each chamber,
ollowed by 400 �l of Medium 199 containing 0.1% (w/v) BSA and
0 ng/ml of recombinant human VEGF with or without the test
ompound (0, 2.5, 5 and 10 �M).  The assembled chamber was incu-
ated for 6 h, whereupon non-migrated cells on the surface of the
embrane were removed by scrubbing with a cotton swab. The
igrated cells were fixed with methanol, stained with Diff-Quik

tain (Sysmex, Kobe, Japan), and then counted in three fields of view
or membrane under a light microscope at 200× magnification.

n  vivo mouse Matrigel plug assay

For the Matrigel plug assay, 0.5 ml  of Matrigel (BD Biosciences)
ontaining 0 (DMSO vehicle only), 5 or 10 �M altersolanol, VEGF
30 ng/ml) and heparin (10 U/�l) was injected subcutaneously into
57BL/6 mice. After 7 days, the mice were sacrificed and the skin
f each mouse was carefully pulled back to expose the Matrigel
lug. The plugs were dissected out and photographed. The amount
f hemoglobin in the plugs was measured using a QuantiChrom
emoglobin assay kit (BioAssay Systems, Hayward, CA, USA) as per
he manufacturer’s instructions. The concentration of hemoglobin
as calculated from a known amount of hemoglobin assayed in
arallel.

tatistical analysis

Values  are presented as the means ± SD. Data were analyzed by
ne-way analysis of variance (ANOVA) followed by the Dunnet test.
ifferences with p < 0.05 were considered as significant.

esults and discussion

ffect  of isolated anthranoids on ex vivo angiogenesis

All of isolated anthranoids (Fig. 1) were assessed for their antian-
iogenic activity by monitoring the suppression of microvessel
prouting from a rat aortic ring (an ex vivo model). Their effect
n angiogenesis at a single dose of 25 �M was first examined to
ook at their structure-activity relationship. Results showed that
ompounds 2 and 3, hydroxylated tetrahydroanthranoids, exhib-
ted the complete inhibition of microvessel sprouting, whereas
here was only a slight inhibition of angiogenesis by anthraquinone
, as compared to control (Fig. 2a). This indicated that the fully
romatized anthranoid dramatically reduced angiogenic inhibitory
ctivity. Further, the hydroxylated tetrahydroanthraquiones 2 and

 were subjected to the same assay in a concentration-dependent
anner.  As shown in Fig. 2b, the inhibitory effect of both com-

ounds was in a dose-dependent manner. However, altersolanol
2) displayed two-fold more potent antiangiogenic activity than
 with an IC50 value of 2.30 �M and the complete suppression of
he microvessel sprouting at 5 �M,  while compound 3 afforded the
hole suppression at 10 �M.  This suggested the hydroxyl groups

t ring C might be required for the potent angiogenesis inhibition,
ted anthranoids.

the  absence of a hydroxyl group at this ring of tetrahydroquinone
3 thus caused a significant loss of activity. Based on these results,
only compound 2 was therefore selected for further study.

Effect  of altersolanol (2) on HUVEC functions

Endothelial cells, a specialized type of epithelial cell forming
the inner layer of blood vessels, play a key role in angiogene-
sis, the development of new blood vessels from the pre-existing
vasculature. Indeed, during this biological process, they are acti-
vated and express matrix metalloproteinases (MMPs) leading to
the degradation of the basal membrane of the parent vessel and of
the extra-cellular surrounding matrix. In response to environmen-
tal cues, they secrete MMPs  and then invade through the basement
membrane to form new capillary networks (Shinkaruk et al. 2003).
In order to investigate how altersolanol (2) could exert the antian-
giogenic effect, its in vitro inhibitory activity toward the functions
of HUVECs, in terms of the cell proliferation, tube formation and
migration, were evaluated. The effect of 2 on the proliferation of
HUVECs was first evaluated by using the WST-8 assay. Altersolanol
(2) inhibited the proliferation of the endothelial cells in a dose-
dependent manner and 50% inhibition could be seen with as little
as 0.51 �M (Fig. 3). Further, the effect of 2 on the HUVECs tube
formation was examined by inoculating HUVECs onto reconsti-
tuted basement membranes (Matrigel) and then allowing them to
migrate, attach to each other and then form capillary-like struc-
tures (Kayashima et al. 2009; Chokpaiboon et al. 2011). The results
(Fig. 4) indicated that altersolanol (2) suppressed tube formation in
the endothelial cells in a dose dependent manner with a significant
inhibition being observed at 1 �M,  an IC50 of 2.38 �M and the com-
Fig. 2. Effect of isolated antranoids on ex vivo angiogenesis. (a) Effect of anthranoids
1–3  at a dose of 25 �M.  (b) Inhibitory effect of 1 and 2 at various concentrations.
Significantly different from the control: **p < 0.01 and *p < 0.05.
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Fig. 3. Effect of altersolanol (2) on the HUVECs proliferation. Values are the
mean  ± SD (n = 5). Significantly different from the control: **p < 0.01 and *p < 0.05.

Fig. 4. Effect of altersolanol (2) on the HUVECs tube formation. (a) Microscopic pho-
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Fig. 6. Effect of altersolanol (2) on in vivo angiogenesis. (a) Effect of altersolanol
ograph of tube formation on the reconstituted gel after incubation for 12 h. (b) The
verage capillary length. Values are the mean ± SD (n = 5). Significantly different
rom  the control: **p < 0.01 and *p < 0.05.

rowth factor involved in endothelial cell proliferation, migration
nd survival during blood vessel formation (Ferrara 1999). As seen
n Fig. 5, VEGF strongly stimulated the cell migration, whereas alter-
olanol displayed the significant suppression of HUVECs induced by
EGF in a dose dependent manner with an IC50 value of 4.00 �M.
ased on the results from the above in vitro assays, altersolanol (2)
ould appear to be a potent angiogenic inhibitor, and that it could

uppress all functions of endothelial cells including proliferation,
ube formation and migration.
ffect  of altersolanol (2) on in vivo VEGF-induced angiogenesis

To  determine whether altersolanol (2) can suppress blood
essel formation in vivo, a Matrigel plug assay was  carried out

ig. 5. Effect of altersolanol (2) on the HUVECs migration. Values are the mean ± SD
n = 5). Significantly different from the control: **p < 0.01 and *p < 0.05.
(2)  on VEGF-induced vessel formation in the Matrigel plug assay. (b) Measure
hemoglobin  content in the Matrigel plug. Values are the mean ± SD (n = 5). Signifi-
cantly  different from the control: **p < 0.01.

(Chokpaiboon et al. 2011). VEGF containing Matrigel, with 5
and 10 �M altersolanol or vehicle (DMSO), was subcutaneously
implanted into male C57BL/6 mice for seven days. As shown
in Fig. 6a, suppression of neovascularization in mice implanted
with Matrigel containing altersolanol was  clearly observed and in
dose dependent manner. In contrast, the Matrigel plug of control
mice obviously indicated an angiogenic response. Furthermore the
degree of function in these blood vessels was  quantified by measur-
ing the level of hemoglobin in the Matrigel plugs by a QuantiChrom
hemoglobin assay kit. The results (Fig. 6b) were in agreement with
the above. The hemoglobin content in the Matrigel plugs containing
VEGF plus altersolanol (2) was considerably lower than that in the
plugs with only VEGF alone, being about one-third and one-sixth
of the control one at 5 and 10 �M,  respectively.

Conclusions

The present results indicate that altersolanol (2), a hydroxyla-
ted tetrahydroanthraquinone from an Alternaria endohytic fungus,
possesses potent antiangiogenic activity by suppressing all func-
tions of endothelial cells, proliferation, tube formantion and
migration. Most importantly, altersolanol even at low concentra-
tion inhibits blood vessel formation in both ex vivo and in vivo
assays. Taking the results together, altersolanol (2) might be a
promising candidate for cancer therapy, and for prevention of can-
cer and other pro-angiogenesis related diseases.
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Abstract: Three new spirobisnaphthalenes (1–3) were isolated from the mangrove-derived 
fungus Rhytidhysteron sp., together with five known derivatives (4–8). The structures of 
the compounds were established on the basis of extensive spectroscopic data, and the 
relative configurations of their stereogenic carbons were determined by a single-crystal  
X-ray crystallographic analysis. Compounds 3–5 displayed cytotoxicity against both cancer 
cell lines, MCF-7 and CaSki, while 2 was active only on CaSKi cells. 

Keywords: endophytic fungus; Rhytidhysteron sp.; spirobisnaphthalene; cytotoxicity 
 

1. Introduction 

Spirobisnaphthalenes, a series of compounds consisting of two naphthalene-derived C10 units 
bridged through a spiroketal linkage, have been mainly isolated from fungi [1–5]. This class of 
compounds is of great interest as potential leads for medicinal chemistry, since they have interesting 
structures and a variety of biological activities such as antibacterial, antifungal, anticancer, and 
antileishmanial activities [4–7]. 

Endophytic fungi are known as a prolific source for the discovery of structurally interesting and 
biologically active metabolites [8–11]. Among plant-derived fungi, those associated with the trees 
growing up in mangrove areas have received much attention from medicinal chemists owing to the 
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unique ecosystem [12]. In our continued investigation into new bioactive compounds from Thai 
mangrove-derived fungi, we describe the isolation and structure elucidation of three new 
spirobisnaphthalenes, rhytidones A–C (1‒3), together with five known derivatives from an endophytic 
Rhytidhysteron sp. fungus. In addition, all isolated compounds were evaluated for their cytotoxic 
activities against human cancer cell lines. 

2. Results and Discussion 

The Rhytidhysteron sp. fungus was cultured in malt extract broth (MEB) under static conditions for 
21 days. The EtOAc crude extract of the culture broth was successively subjected to Sephadex LH-20 
and silica gel column chromatography to afford three new spironaphthalenes, rhytidones A–C (1–3), 
and five known analogues including MK3018 (4), palmarumycin CR1 (5), CJ-12,372 (6),  
4-O-methyl-CJ-12,372 (7) and 4-O-methyl-CJ-12,371 (8) as shown in Figure 1. The structures of the 
known compounds were determined by comparison of their NMR spectroscopic data with those in the 
literature [13–16]. 

Figure 1. Structures of compounds 1‒8 isolated from fungus Rhytidhysteron sp. 

 

Rhytidone A (1) was obtained as a light brown powder and its molecular formula was established as 
C20H22O6 from HRESIMS at m/z 381.1319 [M + Na]+ (calcd 381.1314), implying 10 degrees of 
unsaturation. Detailed analysis of the 1H, 13C and HSQC NMR data revealed the presence of six 
methine carbons (four oxygenated), three methylene carbons, one doubly oxygenated quaternary 
carbon (δC 104.4) and 10 aromatic carbons. In the 1H-1H COSY spectrum, homonuclear coupling 
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correlations of H-2′/H-3′ and H-3′/H-4′, as well as correlations of H-5′/H-6′ and H-6′/H-7′ indicated the 
presence of two isolated three-proton spin systems corresponding to the C-2′–C-4′ and C-5′–C-7′ 
subunits of 1, which displayed the ortho coupling constant with J values of 7.2, 7.6 and 8.0 Hz. The 
HMBC correlations of H-2′/C-1′, H-2′/C-8a′, H-3′/C-4a′, H-6′/C-4a′, H-7′/C-8′ and H-7′/C-8a′ led to 
the attachment of both subunits at C-4a′ and C-8a′, suggesting the presence of a naphthalene moiety.  
In addition, the chemical shifts of the nonprotonated carbons C-1′ and C-8′ at δC 147.4 and 145.9, 
respectively, were indicative of a 1,8-dioxynaphthalene moiety. Based on the above evidence, 
compound 1 was recognized as a member of the spirobisnaphthalene, characteristic of a  
1,8-dioxynaphthalene linked with the second half of the molecule via a spiroketal carbon. The 
remaining part of the molecule was mainly elucidated by analysis of 1H-1H COSY and HMBC data. 
The COSY correlations confirmed the presence of the new extended spin system corresponding to the 
C-2–C-8 subunit (including C-4a and C-8a) (Figure 2a). HMBC correlations of H-2 and H-8a with C-1 
led to the attachment of the spiroketal bridge carbon to the last subunit at C-2 and C-8a. Moreover, 
four exchangeable protons, observed at δH 4.41, 4.81, 3.85, 4.22, were assigned to OH-4, OH-5, OH-7 
and OH-8, respectively, by their COSY correlations with their vicinal protons (Figure 2a). The relative 
configuration of 1 was determined through single-crystal X-ray diffraction analysis of its 5-acetate 
derivative (1a), obtained from acetylation of 1 with acetic anhydride in the presence of a catalytic 
amount of DMAP. The perspective ORTEP plot of 1a is shown in Figure 2b. 

Figure 2. (a) Key HMBC and 1H-1H COSY correlations of rhytidone A (1); (b) ORTEP 
diagram of the 5-acetate derivative of 1 (1a). 

 
 

a b 

Rhytidone B (2) was isolated as colorless crystals. Its HRESIMS spectrum exhibited a  
pseudo-molecular ion at m/z 379.1153 ([M + Na]+, calcd 379.1158), consistent with the molecular 
formula C20H20O6. The NMR data of 2 also displayed characteristic signals associated with a 
spirobisnaphthalene, including a 1,8-dioxynaphthalene moiety and a spiroketal bridge carbon. 
Moreover, its NMR data (Table 1) were similar to those of 1, except for the replacement of one 
oxygenated methine carbon in 1 by a new ketone carbon (δC 212.2). The –CH2(2)-CH2(3)-CH(4) 
OH-CH(4a)-CH(8a)-CH(8)OH-CH(7)-OH-CH2(6)– subunit was established by analysis of 1H-1H 
COSY. HMBC correlations from H-4a and H2-6 to the ketone carbon clearly indicated the location of 
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the ketone carbonyl at C-5. Ultimately, the structure and relative configuration of 2 was clarified by 
single-crystal X-ray diffraction analysis (Figure 3). 

Table 1. NMR spectroscopic data of compounds 1–3. 

No. 
1 

a 
2 

b 
3 

b 

δH (J in Hz) δC δH (J in Hz) δC δH (J in Hz) δC 

1 - 104.4 - 104.4 - 104.4 
2 1.73, m 25.6 1.95, m 25.6 1.94, m 25.6 

3 1.53, m 28.2 
1.75, m  
1.66, m 

26.5 
1.72, m  
1.62, m 

26.6 

4 4.16, br s 61.2 4.54, br s 62.9 4.52, br s 62.9 
4a 1.97, ddd (12.8, 10.0, 2.4) 42.9 3.31, d (13.6) 49.0 3.27, dd (13.2, 1.6) 48.9 
5 3.70, br s 68.8 - 212.2 - 211.8 

6 1.75, m 35.7 
3.13, br s  

2.47, dd (14.4, 2.8) 
44.2 

3.05, m  
2.60, dd (14.4, 2.0) 

41.2 

7 4.21, br s 66.9 4.43, t (3.2) 71.3 3.89, m 80.1 
8 3.93, m 63.3 4.77, d (3.2) 67.4 4.88, br d (3.6) 65.1 
8a 2.44, dd (12.8, 1.6) 38.6 3.17, br s 41.5 3.03, m 41.9 
1' - 146.5 - 147.3 - - 
2' 6.96, d (7.2) 109.4 6.94, d (7.2) 109.8 6.96, d (7.6) 109.8 
3' 7.45, t (7.6) 127.6 7.43, t (8.0) 127.8 7.44, t (7.6) 127.7 
4' 7.50, d (8.0) 119.7 7.53, d (8.4) 121.5 7.48, d (8.4) 120.5 
4a' - 133.6 - 134.2 - 134.2 
5' 7.52, d (8.0) 120.1 7.49, d (8.4) 120.5 7.53, d (8.4) 121.4 
6' 7.45, t (7.6) 127.5 7.43, t (8.0) 127.1 7.42, t (7.6) 127.1 
7' 6.94, d (7.2) 108.8 6.95, d (7.2) 109.6 6.93, d (7.6) 109.6 
8' - 147.6 - 145.9 - 145.9 
8a' - 113.3 - 113.8 - 113.9 

4-OH 3.70, br s - - - - - 
5-OH 4.81, d (2.8) - - - - - 
7-OH 3.85, d (2.4) - - - - - 
8-OH 4.21, br s - 3.77, s - 3.71, s - 

7-OMe - - - - 3.43, s 56.9 
a Measured in DMSO-d6; b measured in CDCl3. 

Rhytidone C (3), obtained as colorless crystals, gave the molecular formula C21H22O6, as 
established by HRESIMS (m/z 393.1315 ([M + Na]+, calcd. 393.1314). The NMR data of 3 (Table 1) 
were very similar to those of 2, except for the presence of an additional methoxy group (δH 3.43 s,  
δC 56.9). Strong HMBC correlation from methoxyl protons to C-7 at δC 80.1 indicated the attachment 
of the methoxyl group at C-7. Compound 3 was found to have the same configuration as in 2, which 
was also determined by single-crystal X-ray diffraction analysis (Figure 4). 
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Figure 3. ORTEP diagram of rhytidone B (2). 

 

Figure 4. ORTEP diagram of rhytidone C (3). 

 

Cytotoxic activity of isolated compounds against human breast cancer (MCF-7) and cervical 
carcinoma (CaSki) cell lines was evaluated by the MTT method (Table 2) [17]. Compounds 3‒5 
showed moderate activity against both cell lines with IC50 values between 14.47 and 25.59 μM, while 
compound 2 was active only for CaSki with IC50 value of 22.81 μM. It should be noted that 
compounds 6‒8, possessing an additional aromatic ring in the structure, did not exhibit any significant 
activity against the cell lines tested (IC50 > 10 μg/mL). 

More details are available at the Supplementary Information. 
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Table 2. Cytotoxicity of compounds 2–5 against human breast and cervical cancer cell lines. 

Compound 
IC50 (μM) 

MCF-7 CaSki 

2 − a 22.81 ± 1.33 
3 17.30 ± 2.11 24.44 ± 0.22 
4 20.10 ± 1.52 25.59 ± 1.70 
5 14.47 ± 0.51 21.95 ± 2.56 

Doxorubicin 0.06 ± 0.01 0.20 ± 0.02 
a IC50 > 10 μg/mL. 

3. Experimental Section 

3.1. General Experimental Procedures 

Optical rotations were measured on a Perkin-Elmer 341 polarimeter. UV spectra were recorded on  
a Shimadzu UV-160 UV-visible spectrometer (Shimadzu, Kyoto, Japan). NMR spectra were acquired 
on a Varian Mercury-400 Plus NMR spectrometer (Varian, CA, USA) with TMS as internal standard. 
HRESIMS was carried out on a micrOTOF-Q II ESI mass spectrometer (Bruker, Bremen, Germany). 
Single-crystal X-ray diffraction analysis was performed on a Bruker APEX II diffractometer (Bruker, 
Bremen, Germany). 

3.2. Fungal Material and Fermentation 

The fungus AS21B used in the present study was isolated from leaves of Azima sarmentosa, 
collected from the mangrove forest in Samutsakhon province, Thailand in July 2008. The fungus was 
identified as a Rhytidhysteron sp. based on the ITS sequences, and was deposited at Department of 
Chemistry, Faculty of Science, Chulalongkorn Universtiy. The strain AS21B was grown on potato 
dextrose agar (PDA) plate at room temperature for 7 days. Five pieces (5 × 5 mm2) of mycelial agar 
plugs were inoculated into 1 L Erlenmeyer flasks (×50) containing 200 mL of malt extract broth 
(MEB). The cultivation was kept at room temperature for 21 days under static conditions. 

3.3. Extraction and Isolation 

The mycelia were separated off from the broth by filtration. The filtrate was extracted with an equal 
amount of EtOAc for 3 times. The EtOAc solution was evaporated under reduced pressure to afford  
a crude extract (7.0 g). The extract was subjected to a Sephadex LH20 column and eluted with MeOH 
to give six fractions (F1–F6). Subsequently, fraction 5 was fractionated by silica gel (SiO2) column 
chromatography eluted by a gradient of MeOH/CH2Cl2 from 1:99 to 1:9 to yield nine subfractions. The 
fraction F5.3 was purified by SiO2 column chromatography (a gradient of EtOAc/hexane from 2:8 to 
1:1) to give 3 (20.1 mg) and 4 (47.8 mg). Subfraction F5.4 was rechromatographed on SiO2 with a  
1:1 mixture of EtOAc/hexane to obtain 2 (13.5 mg). Fraction F5.6 was applied to SiO2 column 
chromatography eluted with MeOH/CH2Cl2 (1:19) to afford 5 (15.2 mg). Fraction F5.7 was divided 
into four fractions by column chromatography on Sephadex LH20 (MeOH), then F5.7.4 was further 
purified by SiO2 column chromatography with MeOH/CH2Cl2 (1:9) to give 1 (83 mg). Fraction F6 was 
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subjected to a Sephadex LH20 column eluted with MeOH to yield five subfractions. F6.4 was 
recrystallized with MeOH to provide 7 (32.6 mg). Subfraction F6.5 was rechromatographed over  
a SiO2 column to give three fractions. The fraction F6.5.3 was further purified by SiO2 column 
chromatography eluted with EtOAc/hexane (1:3) to yield 6 (12.8 mg) and 8 (8.2 mg). 

Rhytidone A (1): light brown powder; [α]25
D +21 (c 0.10, MeOH); 1H and 13C NMR, see Table 1; 

HRESIMS m/z 381.1319 [M + Na]+ (calcd for C20H22O6Na, 381.1314). 

Rhytidone B (2): colorless crystals; [α]25
D +15 (c 0.10, MeOH); 1H and 13C NMR, see Table 1; 

HRESIMS m/z 379.1153 [M + Na]+ (calcd for C20H20O6Na, 379.1158). 

Rhytidone C (3): colorless crystals; [α]25
D +18 (c 0.10, MeOH); 1H and 13C NMR, see Table 1; 

HRESIMS m/z 393.1315 [M + Na]+ (calcd for C21H22O6Na, 393.1314). 

Preparation of 5-O-Acetyl-rhytidone A (1a). A mixture of compound 1 (10 mg), acetic anhydride 
(0.1 mL) and a catalytic amount of DMAP in CH2Cl2 (2 mL) was stirred at room temperature for  
30 min. Then, water (5 mL) was added to the reaction mixture, and extracted with EtOAc (3 × 5 mL). 
The combined organic layer was washed with brine, dried over MgSO4, and evaporated after filtration. 
The residue was purified by SiO2 column chromatography (MeOH/CH2Cl2, 2:98) to yield 1a (7.2 mg, 
64%) as colorless crystals: 1H NMR (CDCl3, 400 MHz) δ 7.51 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-5′), 7.47 (1H, d,  
J = 8.4 Hz, H-4′), 7.44 (1H, t, J = 7.2 Hz, H-6′), 7.39 (1H, t, J = 7.2 Hz, H-3′), 6.93 (1H, d, J = 8.4 Hz, 
H-2′), 6.90 6.90 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-7′), 5.34 (1H, ddd, J = 5.2, 10.0, 16.8 Hz, H-5), 4.56 (1H, br s, 
H-8), 4.13 (1H, br m, H-7), 3.88 (1H, br s, 4-OH), 3.70 (1H, s, 8-OH), 3.58 (1H, br s, H-4), 2.76 (1H, 
dd, J = 1.6, 12.8 Hz, H-8a), 2.43 (1H, ddd, J = 2.0, 12.8, 16.8 Hz, H-4a), 2.27 (1H, ddd, J = 2.4, 12.8, 
14.4 Hz, H-6a), 2.15 (3H, s, 5-OAc), 2.00 (1H, m, H-6b), 1.97 (2H, m, H-2), 1.73 (2H, m, H-2);  
13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δ 172.7 (5-OCOCH3), 147.5 (C-8′), 146.0 (C-1′), 134.2 (C-4a′), 127.7 
(C-6′), 127.0 (C-3′), 121.3 (C-5′), 120.3 (C-4′), 113.9 (C-8a′), 109.8 (C-2′), 109.5 (C-7′), 104.7 (C-1), 
69.4 (C-5), 69.2 (C-7), 67.6 (C-8), 62.6 (C-4), 41.3 (C-4a), 39.0 (C-8a), 32.3 (C-6), 27.2 (C-3),  
25.6 (C-2), 21.2 (5-OCOCH3). 

X-ray Crystallographic Analysis of compounds 1a, 2 and 3. All single crystal X-ray diffraction data 
were collected at 296 K on a Bruker APEX II diffractometer with Mo Kα radiation (λ = 0.71073 Å). 
The structures were solved by direct methods using SHELXS-97 and refined full-matrix least squares 
on all F2 data using SHELXL97 to final R values [18,19]. All hydrogen atoms were added at calculated 
positions and refined using a rigid model. Crystallographic data for 1a, 2 and 3 have been deposited 
with the Cambridge Crystallographic Data Centre (Cambridge, UK) [20]. 

Crystal data of 1a: colorless crystal; C22H24O7, Mr = 400.41, monoclinic, a = 12.220(2) Å,  
b = 5.7498(9) Å, c = 13.925(3) Å, space group P21, Z = 2 and V = 956.2(3) Å3, μ(Mo Kα) = 0.10 mm−1, 
and F(000) = 424. Crystal dimensions: 0.42 × 0.27 × 0.25 mm. Independent reflections: 1492  
(Rint = 0.063). The final R1 values were 0.039, wR2 = 0.113 (I > 2σ(I)). CCDC number: 977804. 

Crystal data of 2: colorless crystal; C20H20O6, Mr = 356.36, orthorhombic, a = 7.6970(6) Å,  
b = 8.4012(8) Å, c = 25.845(2) Å, space group P212121, Z = 4 and V = 1617.3(2) Å3,  
μ(Mo Kα) = 0.11 mm−1, and F(000)  752. Crystal dimensions: 0.40 × 0.22 × 0.20 mm. Independent 
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reflections: 3200 (Rint  0.025). The final R1 values were 0.037, wR2 = 0.110 (I > 2σ(I)). CCDC 
number: 977805. 

Crystal data of 3: colorless crystal; C21H22O6, Mr = 370.39, monoclinic, a = 23.9484(6) Å,  
b = 5.6338(1) Å, c = 15.5486(4) Å, space group P212121, Z = 4 and V = 1783.37(7) Å3,  
μ(Mo Kα) = 0.10 mm−1, and F(000) = 784. Crystal dimensions: 0.36 × 0.34 × 0.24 mm. Independent 
reflections: 3133 (Rint = 0.016). The final R1 values were 0.037, wR2 = 0.119 (I > 2σ(I)). CCDC 
number: 898711. 

3.4. Cytotoxicity Assay 

Cytotoxicity of all compounds was assayed with a modification of the MTT  
(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl-2,5-diphenyltetrazolium] bromide) colorimetric method. Cytotoxicity 
assays were performed according to previously described procedures [16]. The following human 
cancer cell lines were used in the assay: human breast cancer (MCF-7) and cervical carcinoma (CaSki) 
cell lines. Doxorubicin was used as the reference compound.  

4. Conclusions 

The chemical investigation of the EtOAc extract of the endophytic fungus Rhytidhysteron sp. has 
led to the isolation and characterization of three spirobisnaphthalenes, along with five known 
derivatives. All isolated compounds (1‒8) were evaluated for their cytotoxicity against breast and 
cervical cancer cells. Compounds 3‒5 exhibited cytotoxicity against both cell lines, whereas 
compound 2 was active only for cervical carcinoma cells. 
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ABSTRACT: Rhytidenone A (1), a unique spirobisnaphthalene
with a 1,7-dioxaspiro[4,4]nonan-2-one motif, and five new
spirobisnaphthalenes, rhytidenones B−F (2−6), were isolated
from the extract of a cultured fungal endophyte, Rhytidhysteron sp.
AS21B. Their structures were elucidated mainly by analysis of
NMR spectroscopic data. The structure and configuration of 1
were further confirmed by single-crystal X-ray diffraction analysis.
Compounds 3 and 4 exhibited significant inhibitory activity against
nitric oxide production from activated macrophages with IC50
values of 0.31 and 3.60 μM, respectively.

Endophytic fungi are known as a potential source for the
discovery of structurally interesting and biologically active

secondary metabolites, some of which are promising candidates
for drug development or agrochemical applications.1−3

Endophytic fungi have also been found to produce molecules
previously obtained from their host plants, for example,
paclitaxel4 and camptothecin.5 Among plant-derived fungi,
those associated with plants growing in mangrove forests have
received much attention from natural product and medicinal
chemistry researchers due to the unique ecosystem.6−9 In
addition to growing in tropical regions, which provide great
biodiversity, these plants have to deal with broad ranges of
salinity, temperature, moisture, and a number of other
environmental factors.10,11 It is reasonable to expect they
must be home to a great variety of specific microorganisms
including fungi. In our ongoing search for new bioactive
metabolites from mangrove-derived fungi, a chemical inves-
tigation of the Rhytidhysteron sp. fungus isolated from Azima
sarmentosa, which was collected from a mangrove area in
Samutsakhon Province, Thailand, afforded six new compounds,
namely, rhytidenones A−F (1−6), containing a dioxynaph-
thalene moiety, together with two known analogues. These
compounds belong to a rare family of fungal metabolites
referred to as spirobisnaphthalenes, a series of compounds
comprising two naphthalene-derived C10 units bridged through
a spiroketal linkage.12−17 This class of compounds are potential
leads for medicinal chemistry, since they have interesting
structures and a variety of biological activities such as
antibacterial, antifungal, anticancer, and antileishmanial activ-
ities.15−19 In the current study, details of isolation, structural
elucidation, and anti-inflammatory activity of rhytidenones A−
F (1−6) are reported.
The EtOAc extract of the Rhytidhysteron sp. fungus grown on

solid rice medium was successively subjected to Sephadex LH-

20 and silica gel column chromatography to give six new
spirobisnaphthalenes, rhytidenones A−F (1−6), along with two
known derivatives, palmarumycin CR1 (7) and 4,8-dihydroxy-
3,4-dihydronaphthalen-1(2H)-one (8). The structures of the
known compounds were determined by comparison of their
NMR spectroscopic data with those in the literature.20,21

Rhytidenone A (1) was isolated as colorless crystals, and its
molecular formula was established as C26H24O7 from
HRESIMS, indicating 15 degrees of unsaturation. Combined
analysis of 1H, 13C, and HSQC data of 1 (Table 1) revealed the
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presence of four methylenes, five methines (three oxygenated),
one secondary methyl, one oxygenated and one doubly
oxygenated quaternary carbon, two carbonyl carbons (one
ketone and one ester), and 12 olefinic/aromatic carbons. On
the basis of the above data, eight degrees of unsaturation were
due to six double bonds and two carbonyl groups, and the
molecule should be heptacyclic. The existence of a naphthalene
moiety was indicated by 1H−1H COSY correlations of H-2′/H-
3′, H-3′/H-4′, H-5′/H-6′, and H-6′/H-7′, as well as by HMBC
correlations of H-3′/C-1′, H-3′/C-4a′, H-4′/C-8a′, H-6′/C-4a′,
H-6′/C-8′, and H-7′/C-8a′ (Figure 1). In addition, the
chemical shifts of the nonprotonated carbons C-1′ and C-8′
at 147.3 and 146.0, respectively, were suggestive of a 1,8-
dioxynaphthalene moiety. According to these correlations,
compound 1 was recognized as a member of the
spirobisnapthalene class of compounds, characterized by a
spiroketal-linked 1,8-dioxynaphthalene unit. Furthermore, the
1H−1H COSY correlations of 1 clarified the existence of four
extended spin systems corresponding to the C-2−C-4, C-6−C-
8a, C-11−C-12, and C-10−C-14 subunits (Figure 1). The
observed HMBC correlation of H-2 with C-1 led to the
conclusion that this unit was attached to the second part of the
molecule via a spiroketal bridge. The presence of an α,β-

unsaturated ketone at C-5 was established by HMBC
correlations of H-8a/C-4a, H-8a/C-5, and H-6/C-5. In
addition, HMBC correlations from H-7, H-10, and H-11 to
C-9, as well as from H-12 to C-13, led to the corroboration of
an additional tetrahydrofuran and lactone joining together via a
spirocenter at C-5. However, the stereoconfigurational arrange-
ment of these two rings remained ambiguous due to the paucity
of correlations. The structure and relative configuration of

Table 1. 1H (400 MHz) and 13C (100 MHz) NMR Data of Compounds 1−3 in CDCl3

. 2 3

position δC, type δH, mult. (J in Hz) δC, type δH, mult. (J in Hz) δC, type δH, mult. (J in Hz)

1 103.3, qC 103.0, qC 103.6, qC
2 27.4, CH2 2.23, m 27.6, CH2 2.23, m 27.7, CH2 2.24, m

1.85, m 1.67, ddd (14.0, 8.0, 1.6) 1.72, m
3 23.1, CH2 2.34, m 22.9, CH2 2.37, m 23.0, CH2 2.38, m

2.28, m 2.28, m
4 137.2, CH 7.17, br m 136.8, CH 7.11, br s 136.6, CH 7.08, br m
4a 132.0, qC 132.9, qC 132.8, qC
5 194.1, qC 198.5, qC 197.3, qC
6 44.0, CH 3.76, br d (2.8) 33.3, CH2 2.90, ddd (18.4, 12.4, 8.0) 42.6, CH2 3.07, dd (18.0, 4.8)

2.52, ddd (18.4, 6.8, 1.6) 2.58, dd (18.0, 1.6)
7 65.4, CH 4.80, br d (2.8) 28.5, CH2 2.30, m 68.0, CH 4.44, br s

1.95, m
8 77.4, CH 4.54, dd (2.8, 8.4) 63.4, CH 4.90, br s 67.4, CH 4.77, br d (3.6)
8a 55.9, CH 3.33, d (8.4) 49.3, CH 3.14, br s 43.6, CH 3.63, br d (1.6)
9 77.2, qC
10 82.2, CH 4.39, q (6.8)
11 28.3, CH2 2.58, m

2.32, m
12 28.6, CH2 2.74, m

2.46, m
13 175.1, qC
14 15.0, CH3 1.26, d (6.8)
1′ 147.3, qC 147.2, qC 147.2, qC
2′ 110.0, CH 6.88, d (7.6) 109.8, CH 6.94, d (7.6) 109.8, CH 6.97, d (7.2)
3′ 127.8, CH 7.45, t (7.6) 127.7, CH 7.46, t (7.6) 127.7, CH 7.45, t (7.6)
4′ 120.5, CH 7.53, d (8.2) 120.6, CH 7.50, d (8.4) 120.6, CH 7.51, d (8.4)
4a′ 134.2, qC 134.2, qC 134.2, qC
5′ 121.4, CH 7.51, d (8.2) 121.5, CH 7.54, d (8.4) 121.5, CH 7.54, d (8.4)
6′ 127.1, CH 7.40, t (7.6) 127.3, CH 7.43, t (7.6) 127.2, CH 7.42, t (7.6)
7′ 109.5, CH 6.99, d (7.6) 109.7, CH 6.95, d (7.6) 109.7, CH 6.94, d (7.2)
8′ 146.0, qC 145.9, qC 145.9, qC
8a′ 113.6, qC 113.6, qC 113.6, qC
7-OHa 2.06, br s
8-OHa 3.43, s 3.56, d (2.4) 3.77, s

aExchangeable with D2O.

Figure 1. Key 1H−1H COSY and HMBC correlations of 1 and 6.
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rhytidenone A (1) was further confirmed by single-crystal X-ray
diffraction analysis, and its perspective ORTEP plot is shown in
Figure 2. Therefore, compound 1 was identified as a novel

spirobisnaphthalene containing a 1,7-dioxaspiro[4.4]nonan-2-
one motif, which seems to be an unprecedented addition
product between the bisnaphthalene moiety and a hexenyl
carboxylic unit.
Rhytidenone B (2), obtained as a pale yellow gum, had the

molecular formula C20H18O4 as established by HRESIMS (m/z
323.1280, calcd for [M + H]+ 323.1278). From this formula,
compound 2 was determined to contain 12 degrees of
unsaturation, seven of which were due to a carbonyl group
and six carbon−carbon double bonds, according to the 1H and
13C NMR data (Table 1); accordingly the molecule should be
pentacyclic. The NMR spectra of 2 displayed the typical signals
associated with a spirobisnapthalene, including signals for a 1,8-
disubstituted naphthalene [δH 6.94 (d, J = 7.6 Hz), 6.95 (d, J =
7.6 Hz), 7.43 (t, J = 7.6 Hz), 7.46 (t, J = 7.6 Hz), 7.50 (d, J =
8.4 Hz), 7.54 (d, J = 8.4 Hz); δC 109.7 CH, 109.8 CH, 113.6
qC, 120.6 CH, 121.5 CH, 127.3 CH (×2), 134.2 qC, 145.9 qC,
147.2 qC], and a spiroketal quaternary carbon (δC 103.0).
Indeed, the NMR data of 2 were similar to those of 1, except
for the disappearance of signals for tetrahydrofuran and lactone
subunits in 1. According to the 1H−1H COSY data, observed
correlations of H-2/H-3, H-3/H-4, H-6/H-7, H-7/H-8, and H-
8/H-8a led to the establishment of two isolated spin systems,
the C-2−C-4 and C-6−C-8a units. In the HMBC spectrum, H-
2 displayed cross-peaks to the quaternary carbon at δC 103.0
(C-1) and also to C-8a, indicating the vicinity of C-2 and C-8a
to the spiroketal bridge C-1. The existence of the Δ4,4a

conjugated with a carbonyl carbon at C-5 was confirmed by
HMBC correlations of H-3/C-4a, H-8a/C4a, H-8/C-4a, and H-
6/C-5, in addition to the upfield chemical shift of C-5 (δC
198.5). Moreover, an exchangeable proton at δH 3.56 was
assigned to 8-OH by its correlations to C-7 and C-8. The
relative configuration of 2 was determined by NOESY
correlation of H-8 with H-8a.
Rhytidenone C (3) was obtained as a colorless gum.

HRESIMS analysis of the molecular ion (m/z 339.1236 [M +
H]+) suggested the molecular formula of C20H18O5, which was
indicative of 12 degrees of unsaturation. The NMR data of 3
(Table 1) were similar to those of 2, except for the replacement
of the methylene carbon at C-7 in 2 by an oxygenated methine
carbon (δC 68.0). In addition, one exchangeable proton at δH
2.06 was assigned as 7-OH by its 1H−1H COSY correlation
with H-7, while the other exchangeable proton at δH 3.77 was
assigned as 8-OH by its HMBC correlations with C-7 and C-8a.

The relative configuration of 3 was established by analysis of
NOESY data. An NOE between H-8a and H-8 indicated a cis-
orientation of these substituents (Figure 3), whereas the lack of

NOEs between H-8 and H-7, as well as between H-8a and H-7,
suggested that the orientation of H-7 was opposite of H-8.
Thus, the structure of rhytidenone C (3) was determined as
shown.
Rhytidenone D (4), a pale yellow gum, had a molecular

formula of C20H18O5, established by HRESIMS (m/z 339.1234,
calcd for [M + H]+ 339.1232), being the same as that of
rhytidenone C (3). Comparison of the NMR data of 4 with
those of 3 indicated a different orientation of 7-OH, implying a
different C-7 configuration. Significant NOE correlations of H-
8/H-8a, H-7/H-8, and H-7/H-8a (Figure 3) indicated that they
were in the same orientation.
Rhytidenone E (5) was isolated as a colorless gum, and the

molecular formula was assigned as C21H20O5 by HRESIMS at
m/z 375.1204 [M + Na]+ (calcd 375.1208). The NMR data of
5 were closely related to those of 4, except for the presence of a
methoxy group at C-7. This was confirmed by the HMBC
correlation of the singlet methoxy protons at δH 3.46 to C-7.
The relative configuration of 5 was established to be the same
as 4 on the basis of NOE correlations of H-8/H-8a, H-7/H-8,
and H-7/H-8a.
Rhytidenone F (6), a yellow gum, had the molecular formula

C20H16O4 by HRESIMS (m/z 321.1123 [M + H]+, calcd
321.1127), two mass units less than that of rhytidenone B (3).
Two conjugated enone units were present in 6. With the
extended conjugative effect in 6, the ketone carbonyl at C-5 was
significantly shifted downfield to δC 187.1. This finding was
confirmed by HMBC correlations of H-6/C-4a and H-7/C-5
(Figure 1). The relative configuration of 6 was assigned to be
the same as 1 on the basis of NOE correlation of H-8 and H-8a.
The anti-inflammatory activity of compounds 3−7 was

evaluated by monitoring their inhibitory effects on nitric oxide
(NO) production in lipopolysaccharide (LPS)-stimulated
J774.A1 macrophage cells. Among the compounds tested,
compound 3 displayed the most promising anti-inflammatory
activity with an IC50 value of 0.31 μM, while activity of its C-7
epimer (4) was 10-fold lower (IC50 = 3.60 μM), indicating that
the α-orientation of 7-OH is most likely associated with the
anti-inflammatory activity of 3. According to the MTT results,
inhibition of NO production in stimulated cells of compounds
5 and 6 was caused by their cytotoxicity. Moreover, compound
7 did not show any significant anti-inflammatory activity at a
dose of 10 μM. This suggested that the absence of the carbonyl

Figure 2. ORTEP drawing of 1.

Figure 3. Key NOESY correlations of 3 and 4.
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group at C-5 is responsible for the lack of activity of this
compound type. Rhytidenones C and D (3 and 4) may offer a
promising entry point for the development of new anti-
inflammatory agents, primarily due to their low IC50 values and
relative lack of toxicity.
The various reported activities of the spironaphthalenes can

be mainly attributed to the presence of an α,β-unsaturated keto-
functionality (as in the structure of 6) due to its chemical
reactivity. Thus, it has been shown that these compounds can
undergo Michael reactions with elected solvents and generate
compounds that added, for example, a hydroxy or methoxy
group nonstereospecifically.22 As a result of the reaction, these
compounds lost the activity of the reactive parent compound.
Therefore, it is highly likely that compounds 3, 4, and 5 are
artifacts of 6 formed during the isolation and purification
procedures. This would readily explain the differences in the
observed stereconfiguration at C-7.

■ EXPERIMENTAL SECTION
General Experimental Procedures. Optical rotations were

measured on a PerkinElmer 341 polarimeter. UV spectra were
recorded on a Shimadzu UV-160 UV−visible spectrometer. NMR
spectra were acquired on a Varian Mercury-400 Plus NMR
spectrometer with TMS as internal standard. HRESIMS was carried
out on a micrOTOF-Q II ESI mass spectrometer. Single-crystal X-ray
diffraction analysis was performed on a Bruker APEX II diffractometer.
Fungal Material. The fungus AS21B used in the present study was

isolated from leaves of Azima sarmentosa, collected from the mangrove
forest in Samutsakhon Province, Thailand, in July 2008. The fungus
was identified as a Rhytidhysteron sp. based on the ITS sequences
(deposited in GenBank, accession no. KJ865411), and was deposited
in the Department of Chemistry, Faculty of Science, Chulalongkorn
University.

Fermentation and Isolation. The strain AS21B was grown on a
potato dextrose agar (PDA) plate at room temperature for 7 days.
Mass growth of the fungus was performed in 1 L Erlenmeyer flasks
(×20). Five pieces (5 × 5 mm2) of mycelial agar plugs were inoculated
on solid rice medium, and the cultivation was kept at room
temperature for 28 days under static conditions. The medium was
prepared by adding 100 mL of H2O to 100 g of jasmine brown rice
and kept overnight prior to autoclaving.

Extraction and Isolation. The culture was extracted with EtOAc.
The extract was fractionated by Sephadex LH-20 column chromatog-
raphy. The main fraction (520 mg) was rechromatographed on
Sephadex LH-20 with MeOH to give seven fractions (F1−F6).
Fraction F2 was applied to silica gel (SiO2) column chromatography
with a gradient of MeOH/CH2Cl2 from 2.5:97.5 to 5:95 to yield 7
(18.0 mg). Fraction 3 was subjected to a SiO2 column eluted by a 1:1
mixture of EtOAc and hexane to give 2 (1.8 mg), 5 (9.8 mg), and
three subfractions (F3.1−F3.3). Fraction 3.1 was further purified by
SiO2 column chromatography (EtOAc/hexane, 1:1) to afford 1 (1.0
mg). Fraction F4 was chromatographed over SiO2 eluted with MeOH/
CH2Cl2 (2.5:97.5) to yield six subfractions. Subfraction F4.3 was
purified by SiO2 column chromatography eluted with acetone/CH2Cl2
(5:95) to provide 6 (5.2 mg). Fraction F4.6 was rechromatographed
on SiO2 (EtOAc/hexane, 1:1) to yield 3 (5.5 mg) and 4 (2.4 mg).

Rhytidenone A (1): colorless crystals; [α]25D +5.4 (c 0.04, MeOH);
UV (MeOH) λmax (log ε) 226 (4.2), 298 (3.6) nm;

1H and 13C NMR,
see Table 1; HRESIMS m/z 471.1416 [M + Na]+ (calcd for
C26H24O7Na, 471.1420).

Rhytidenone B (2): pale yellow gum; [α]25D −5.5 (c 0.05, MeOH);
UV (MeOH) λmax (log ε) 222 (4.8), 297 (3.7) nm;

1H and 13C NMR,
see Table 1; HRESIMS m/z 323.1280 [M + H]+ (calcd for C20H19O4,
323.1278).

Rhytidenone C (3): colorless gum; [α]25D −16.2 (c 0.25, MeOH);
UV (MeOH) λmax (log ε) 224 (4.3), 297 (3.5) nm;

1H and 13C NMR,
see Table 1; HRESIMS m/z 339.1236 [M + H]+ (calcd for C20H19O5,
339.1232).

Table 2. 1H (400 MHz) and 13C (100 MHz) NMR Data of Compounds 4−6 in CDCl3

4 5 6

position δC, type δH, mult. (J in Hz) δC, type δH, mult. (J in Hz) δC, type δH, mult. (J in Hz)

1 102.8, qC 103.5, qC 102.8, qC
2 27.8, CH2 2.28, m 27.7, CH2 2.23, m 28.4, CH2 2.26, dt (13.6, 6.0)

1.71, m 1.70, ddd (13.6, 8.0, 1.6) 1.92, dt (13.6, 6.8)
3 23.0, CH2 2.40, m 22.9, CH2 2.38, m 22.7, CH2 2.43, m

2.29, m 2.25, m
4 137.9, CH 7.13, br m 136.4, CH 7.06, br m 137.1, CH 7.18, br m
4a 131.0, qC 132.8, qC 131.2, qC
5 196.9, qC 197.2, qC 187.1, qC
6 43.7, CH2 2.93, dd (18.0, 6.8) 39.3, CH2 2.95, dd (18.0, 4.8) 131.8, CH 6.24, d (10.0)

2.78, dd (18.0, 10.0) 2.69, dd (18.0, 1.6)
7 69.2, CH 4.09, br m 76.9, CH 3.89, ddd (6.4, 4.4, 2.0) 146.1, CH 7.07, dd (10.0, 6.0)
8 67.5, CH 4.90, s 65.1, CH 4.89, d (3.2) 62.2, CH 4.94, m
8a 43.6, CH 3.03, br s 43.9, CH 3.50, br m 47.3, CH 3.27, br m
1′ 147.1, qC 147.3, qC 146.8, qC
2′ 109.8, CH 6.97, d (7.6) 109.9, CH 6.98, d (7.6) 109.7, CH 6.92, d (7.6)
3′ 127.7, CH 7.46, t (8.0) 127.7, CH 7.45, t (7.6) 127.6, CH 7.43, t (7.6)
4′ 120.7, CH 7.52, d (8.4) 120.6, CH 7.50, d (8.4) 120.7, CH 7.52, d (8.8)
4a′ 134.2, qC 134.2, qC 134.2, qC
5′ 121.6, CH 7.55, d (8.4) 121.4, CH 7.55, d (8.4) 121.2, CH 7.50, d (8.8)
6′ 127.3, CH 7.43, t (8.0) 127.2, CH 7.42, t (7.6) 127.4, CH 7.43, t (7.6)
7′ 109.7, CH 6.94, d (7.6) 109.2, CH 6.92, d (7.6) 109.5, CH 6.97, d (7.6)
8′ 145.8, qC 146.0, qC 146.3, qC
8a′ 113.5, qC 113.6, qC 113.5, qC
7-OMe 3.46, s
8-OHa 3.50, s 3.68, s 3.25, d (3.6)

aExchangeable with D2O.
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Rhytidenone D (4): pale yellow gum: [α]25D +119.1 (c 0.20,
MeOH); UV (MeOH) λmax (log ε) 221 (5.0), 296 (3.8) nm; 1H and
13C NMR, see Table 2; HRESIMS m/z 339.1234 [M + H]+ (calcd for
C20H19O5, 339.1232).
Rhytidenone E (5): colorless gum; [α]25D −18.3 (c 0.1, MeOH);

UV (MeOH) λmax (log ε) 222 (4.4), 296 (3.4) nm;
1H and 13C NMR,

see Table 2; HRESIMS m/z 375.1204 [M + Na]+ (calcd for
C21H20O5Na, 375.1208).
Rhytidenone F (6): yellow gum; [α]25D −20.3 (c 0.25, MeOH); UV

(MeOH) λmax (log ε) 230 (4.6), 303 (3.6) nm; 1H and 13C NMR, see
Table 2; HRESIMS m/z 311.1123 [M + H]+ (calcd for C20H17O4,
311.1127).
X-ray Crystallographic Analysis of Rhytidenone A (1). All

crystallographic data were collected at 293 K on a Bruker APEX II
diffractometer with Mo Kα radiation (λ = 0.71073 Å). The structures
were solved by direct methods using SHELXS-97 and refined by full-
matrix least-squares on all F2 data using SHELXL97 to final R
values.23,24 All hydrogen atoms were added at calculated positions and
refined using a rigid model. Crystallographic data for 1 have been
deposited with the Cambridge Crystallographic Data Centre. Copies
of the data can be obtained, free of charge, via www.ccdc.cam.ac.uk/
data_request/cif, by e-mailing data_request@ccdc.cam.ac.uk, or by
contacting the Cambridge Crystallographic Data Centre, 12 Union
Road, Cambridge CB2 1EZ, UK: fax: +44 1223 336033.
Crystal data for compound 1: colorless crystal, C26H24O7, Mr =

448.45, monoclinic, a = 7.7279(12) Å, b = 7.7892(9) Å, c = 17.775(3)
Å, space group P21, Z = 2, Dx = 1.393 Mg/m3, and V = 1069.1(3) Å3,
μ(Mo Kα) = 0.10 mm−1, and F(000) = 472. Crystal dimensions: 0.52
× 0.14 × 0.25 mm. Independent reflections: 2603 (Rint = 0.025). The
final R1 values were 0.040, wR2 = 0.120 (I > 2σ(I)). CCDC number:
980911.
Anti-inflammatory Assay. The murine macrophage J774.A1 cell

line was maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum, 100 mM sodium
pyruvate, Hepes free acid, penicillin G, and streptomycin. In brief, 5 ×
104 J774.A1 cells were plated in 96-well plates, incubated for 1 h,
pretreated with designated concentrations of compounds or vehicle
(DMSO) for another 2 h, and challenged with LPS (10 μg/mL) for an
additional 18 h. Equal volumes of cultured medium and Griess reagent
(1% sulfanilamide in 5% phosphoric acid and 0.1% naphthylethyle-
nediamine dihydrochloride in distilled water) were mixed for 10 min,
and the absorbance at 540 nm was determined with a microplate
reader. Indomethacin was used as a positive control with an IC50 value
of 28.5 μM.
Cytotoxicity Assay. Cytotoxicity of isolated compounds was

assessed with a modification of the MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl-
2,5-diphenyltetrazolium] bromide) assay against unstimulated J774.A1
cells according to previously described procedures.25
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