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บทคัดยอ่ 
จาการแยกสกัดรากว่านดีงูเห่าได้สารบริสุทธ์ิ 18 สาร โดยมีสารใหม่ 2 สารได้แก่ toddayanin (1) และ 

8S-10-O-demethylbocconoline (2) พบว่าสาร 3 แสดงฤทธ์ิต้านเซลล์มะเร็งช่องปาก เต้านมและมะเร็งปอด
ในระดับปานกลาง  

สารเบนโซไทรามีนชนิดใหม่ช่ือ atalantums A−G (19−25) และสารที่ทราบโครงสร้างแล้ว 5 สาร 
สามารถแยกได้จากเปลือกผลมะนาวผี เมื่อนําสารทั้งหมดไปทดสอบฤทธ์ิต้านมะเร็งท่อนํ้าดี KKU-M214, KKU-
M213 และ KKU-M156 พบว่าสาร 23 แสดงค่า IC50 เท่ากับ 1.97 ± 0.73 μM กับเซลล์ KKU-M156 ซึ่งแรง
กว่าสารมาตรฐาน ellipticine ถึง 4.7 เท่า สาร 19 แสดงฤทธ์ิฆ่าเซลลม์ะเร็ง KKU-M214 ด้วยค่า IC50 เท่ากับ 
3.06 ± 0.51 μM ซึ่งใกล้เคยีงกับสารมาตรฐาน 5-fluorouracil       

 สารไลโมนอยด์ชนิดใหม่ 3 สารได้แก่ limonophyllines A-C (31, 34 และ 35) และพบสารที่ทราบ
โครงสร้างแล้ว 2 สาร (32 และ 33) พบสารประเภทอะคริโดนอัลคาลอยด์ 11 สาร (36-46) ทั้งหมดแยกได้จาก
ลําต้นของมะนาวผี เมื่อทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพพบว่าสาร 42, 44 และ 46 แสดงฤทธ์ิต้านเซลล์มะเร็ง KKU-
M156 โดยมคีา่ IC50 ระหว่าง 3.39 ถึง 4.1 g/ml แต่กับเซลลม์ะเร็งตับ (HepG2)  แสดงค่า IC50 ระหว่าง 1.43 
ถึง 8.4 g/ml    

ในการแยกสกัดใบมะนาวผีพบสารประเภทฟลาโวนอยด์ชนิดใหม่ช่ือ atalantraflavone (47) และยัง
พบสารที่ทราบโครงสร้างแล้ว 8 สาร จากการทดสอบฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะซีทิลโคลินเอสเทอร์เรส พบว่าสาร 
lupalbigenin แสดงเปอร์เซน็ต์การยับย้ังที่ 79% โดยออกฤทธ์ิที่ดีกว่า tacrine ถึง 1.4 เท่า  

ในการแยกเมลด็โพกระด่ิงพบลิกแนน 11 สาร (59-66) สารเหล่าน้ีแสดงฤทธ์ิต้านเซลลม์ะเร็งท่อนํ้าดี 
และมะเร็งตับในระดับปานกลางถึงดี จากน้ันนําสาร deoxypodophyllotoxin ซึ่งเป็นสารหลัก มาดัดแปลง
โครงสร้างด้วยวิธีทางเคมีอินทรีย์ได้ทั้งสิ้น 12 อนุพันธ์ เมื่อทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ พบว่าสาร  68, 74, 75 และ 
78 แสดงฤทธ์ิต่อเซลล์มะเร็ง KKU-100 และ HepG2 ด้วยค่า IC50 ระหว่าง 0.42 ถึง 2.01 M ซึ่งแรงกว่าสาร
ต้ังต้น deoxypodophyllotoxin สําหรับสาร 75 แสดงค่า IC50 เท่ากับ 0.75 และ 0.46 M ต่อเซลล์ KKU-
100 และ HepG2 ตามลําดับ จะเห็นได้ว่าสาร 75 น่าจะเป็นสารต้นแบบในการพัฒนาเป็นสารต้านมะเร็งต่อไป            



2 
 

Abstract 
Chemical investigation of the roots of Toddalia asiatica led to the isolation and 

purification of 18 compounds including two new compounds, toddayanin (1) and 8S-10-O-
demethylbocconoline (2). Coumarin 3 showed moderate cytotoxicity against KB, NCI-H187 and 
MCF-7 cell lines. 

 Seven new benzoyltyramines, atalantums A−G (19−25), and five known compounds 
were isolated from the peels of Atalantia monophylla. All compounds were examined for 
cytotoxicity against the cholangiocarcinoma cell lines KKU-M214, KKU-M213, and KKU-M156. 
Compound 23 exhibited the strongest cytotoxicity against KKU-M156 cells, with an IC50 value 
of 1.97 ± 0.73 μM, an approximately 4.7-fold higher activity than that of the ellipticine 
standard. Compound 19 displayed strong cytotoxicity against KKU-M214 cells, with an IC50 
value of 3.06 ± 0.51 μM, nearly equal to that of the 5-fluorouracil standard. 

Three new limonoids, limonophyllines A-C (31, 34 and 35), along with two known 
limonoids (32 and 33) and 11 acridone alkaloids (36-46) were isolated from the stems of 
Atalantia monophylla. Compounds 42, 44 and 46 displayed cytotoxicity against KKU-M156 
cell line with IC50 ranging from 3.39 to 4.1 g/ml while cytotoxicity against HepG2 cell line 
with IC50 ranging from 1.43 to 8.4 g/ml. 

A new flavonoid, atalantraflavone (47) as well as eight known compounds were 
isolated from the leaves of Atalantia monophylla (L.) DC. It was found that isoflavonoid 51, 
lupalbigenin, showed 79% inhibition to AChE by the modified Ellman’s method and was 1.4 
fold stronger than the tacrine standard. 

Eleven lignans (59-66) were isolated from the seed of Hernandia nymphaeifolia. Most 
of the lignans exhibited strong to moderate cytotoxicity against cholangiocarcinoma KKU-M156 
and HepG2 cell lines. Deoxypodophyllotoxin was used as the starting material for structural 
modification. Twelve lignan derivatives were synthesized from deoxypodophyllotoxin. 
Cytotoxicity evaluation against cholangiocarcinoma, KKU-100 and HepG2 cell lines, showed 
that compounds 68, 74, 75 and 78 exhibited stronger cytotoxicity than the starting material, 
56, with IC50 ranging from 0.42 to 2.01 M. Compound 75 displayed interesting activity by 
showing IC50 values of 0.75 and 0.46 M against KKU-100 and HepG2 cell lines, respectively. 
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From these observation, 75 seems to be useful as a lead compound for the development of 
anticancer agents.   
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รายละเอียดผลการดําเนนิงานของโครงการ 

1. สําหรับหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทนุ 

1.1 การดําเนนิงาน             ได้ดําเนินงานตามแผนที่วางไว้ 

1.2 รายละเอียดผลการดําเนินงานของโครงการ 

1. สรุปย่อ 

วัตถุประสงค ์

 1. สกัดแยกและพิสูจน์โครงสร้างทางเคมีขององค์ประกอบทางเคมีของพืชสมุนไพร ว่านดีงูเห่า โพ
กระด่ิง และมะนาวผี 
 2. ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารที่แยกได้ ต่อเช้ือรา เช้ือมาลาเรีย เช้ือวัณโรค และฤทธ์ิฆ่า
เซลลม์ะเร็ง 
 3. ดัดแปลงโครงสร้างทางเคมีของสารหลักที่แยกได้ โดยใช้ปฏิกิริยาทางเคมีอินทรีย์ และทดสอบฤทธ์ิ
ทางชีวภาพ  
 
การดําเนินงานวิจัย 

1. แยกสกัดสมนุไพรว่านดีงูเห่า มะนาวผี และเมล็ดโพกระด่ิง ด้วยตัวทําละลาย เฮกเซน เอทิล       
อะซีเตท และเมทานอล จากนั้นทําสารให้บริสุทธ์ิด้วยวิธีทางโครมาโทกราฟี และตกผลกึ 

2. หาโครงสร้างทางเคมีของสารบริสุทธ์ิทั้งหมดด้วยวิธีทางสเปกโทรสโกปี ได้แก่ 1H NMR, 13C NMR, 
2D NMR, IR, MS และวิธีอ่ืนเช่น การบิดแสงระนาบเดียว CD 

3. ดัดแปลงโครงสร้างของลิกแนนที่ได้จากโพกระด่ิงด้วยปฏิกิริยาทางเคมีอินทรีย์ 
4. ทดสอบฤทธิ์ของสารบริสุทธ์ิในการฆ่าเซลล์มะเร็งเช่น มะเร็งท่อนํ้าดี มะเร็งปอด มะเร็งเต้านม 

มะเร็งช่องปาก และฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ   
 
ระยะเวลาดําเนินการ 3 ปี  
ผลงานตีพิมพ ์ตลอด 3 ปี   

1. Sombatsri, A., Thummanant, Y., Sribuhom, T., Wongphakham, P., Senawong T., 
Yenjai C. Atalantums H-K from the peels of Atalantia monophylla and their 
cytotoxicity Natural Product Research, 2019, DOI:10.1080/14786419.2019.1576042 

2. Posri, P., Suthiwong, J., Takomthong, P., Wongsa, C., Chuenban, C., Boonyarat, C., 
Yenjai, C. A new flavonoid from the leaves of Atalantia monophylla (L.) DC, Natural 
Product Research, 2018, DOI:10.1080/14786419.2018.1457667 

3. Suthiwong, J., Wandee, J., Pitchuanchom, S., Sojikul, P., Kukongviriyapan, V., Yenjai, 
C*. Cytotoxicity against cholangiocarcinoma and HepG2 cell lines of lignan 
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derivatives from Hernandia nymphaeifolia. Medicinal Chemistry Research, 2018, 
27, 2042-2049.  

4. Sombatsri, A., Thummanant, Y., Sribuhom, T., Boonmak, J., Youngme, S., Phusrisom, 
S., Kukongviriyapan, V., Yenjai, C. New limonophyllines A-C from the stem of 
Atalantia monophylla and cytotoxicity against cholangiocarcinoma and HepG2 cell 
lines, Archives of Pharmacal Research, 2018, 14(4). 341-347. 

5. Suthiwong, J., Boonloh, K., Kukongviriyapan, V., Yenjai, C*. Cytotoxicity against 
Cholangiocarcinoma and HepG2 Cell Lines of Lignans from Hernandia 
nymphaeifolia, Natural Product Communication, 2018, 13 (1), 61-63.  

6. Sukieum, S., Sang-aroon W., Yenjai C*. Coumarins and alkaloids from the roots of 
Toddalia asiatica, Natural Product Research, 2018, 32(8), 944-952.  

7. Sribuhom, T., Boueroy, P., Hahnvajanawong, C., Phatchana, R., Yenjai, C*. 
Benzoyltyramine alkaloids atalantums A-G from the peels of Atalantia monophylla 
and their cytotoxicity against cholangiocarcinoma cell lines, Journal of Natural 
Products, 2017, 80, 403–408. 

8.  Hirunwong, C., Sukieum, S., Phatchana, R., Yenjai C*. Cytotoxic and antimalarial 
constituents from the roots of Toddalia asiatica. Phytochemistry Letters, 2016, 17, 
242-245. 

9. Phatchana, R., Thongsri, Y., Yenjai, C*. Canangalias C-H, juvenile hormone III 
analogues from the roots of Cananga latifolia. Fitoterapia, 2016, 114, 45-50. 

 
หมายเหตุ รายการที่ 1-2 เป็นผลงานตีพิมพ์ในปีที่ 3 

รายการที่ 3-6 เป็นผลงานตีพิมพ์ในปีที่ 2  
  รายการที่ 7-9 เป็นผลงานตีพิมพ์ในปีที่ 1 
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บทนํา 
 มะนาวผี เป็นไม้ยืนต้นในวงศ์ Rutaceae มะลิว (เชียงใหม)่, กรูดเปรย (จนัทบุรี), นางกาน (ขอนแก่น), 
กรูดผี (สุราษฎร์ธานี), ขี้ต้ิว จ๊าลิ้ว (ภาคเหนือ), กะนางพลี กะนาวพลี มะนาวพลี (ภาคใต้) ต้นสีนํ้าตาลเข้ม มี
หนามแหลมตามต้น เน้ือไม้สีเทา ใบเด่ียว มีกลิ่นเหมือนมะนาว ดอกช่อ ออกที่ปลายก่ิง กลีบดอกสีเหลือง 
ฐานรองดอกเป็นรูปถ้วย สีเขียว เกสรตัวผู้สีเหลือง ผลเดี่ยว รูปไข่ ปลายผลมีปุ่มออกมาเล็กน้อย สีเขียวอม
เหลือง มีต่อมนํ้ามันที่ผิว นิยมใช้ทําเคร่ืองเรือนต่าง ๆ  ผลมีลักษณะกลมหรือรี เป็นผลขนาดเล็ก ผิวผลเรียบเป็น
สีเขียวอ่อนหรือเทา มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 2-4 เซนติเมตร ผิวผลหนาคล้ายหนังและมต่ีอมนํ้ามัน
เป็นจุดหนาแน่น ที่ปลายผลมีก้านเกสรเพศเมีย ติดทน ผลภายในเป็นกลีบคล้ายผลสม้ ภายในมีเมล็ดจํานวน
น้อย ลักษณะของเมล็ดเป็นรูปรีสีขาว โดยจะออกดอกและเป็นผลในช่วงเดือนธันวาคมถึงเดือนเมษายน โดยจะ
พบได้ตามป่าชายหาด ชายฝั่ง ป่าเต็งรัง ป่าดิบแล้ง บนเขาหิน ที่ระดับความสูงต้ังแต่ใกล้ระดับนํ้าทะเลจนถึง
ประมาณ 800 เมตร สรรพคณุทางยาของมะนาวผีพบว่าใช้รักษาโรครูมาติซั่ม อาการอัมพาต นํ้ามันจากผลใช้
รักษาระบบทางเดินหายใจ (Basa, 1975; Bunyapraphatsara, 1999; Panda, et al., 2004) 

 จากการสืบค้นข้อมูลด้านองค์ประกอบทางเคมี พบว่ารากและลําต้นของมะนาวผีประกอบไปด้วยสาร
ประเภทอะคริโดนอัลคาลอยด์ คูมาริน ไตรเทอร์ปีน สเตียรอยด์ และฟลาโวนอยด์ อย่างไรก็ตามผลของมะนาว
ผียังไม่พบรายงานการวิจัยขององค์ประกอบทางเคมี  

ว่านดีงูเห่า เป็นไม้เถารอเลื้อย ลําต้นมีหนาม พบได้ทั่วไปในประเทศไทย จีน อินเดีย และแอฟริกา มี
สรรพคุณรักษาอาการปวดเมื่อย รักษาไข้หวัด ปวดท้อง และแก้อาการฟกชํ้า ผลใช้รักษาไข้มาลาเรีย แก้ไอ ราก
ใช้ช่วยระบบย่อยอาหาร ในสว่นของใบ ใช้รักษาโรคปอด จากการสืบค้นข้อมูล พบว่าต้มไม้ชนิดน้ีมีองค์ประกอบ
ทางเคมีเป็นสารประเภทคูมาริน ไตรเทอรปี์น ฟีแนนทริดีนอัลคาลอยด์ และน้ํามันหอมระเหย มีผูศ้ึกษาฤทธ์ิ
ทางชีวภาพต่างๆเช่น การต้านมะเร็งชนิด U-937 ฤทธ์ิต้านเบาหวาน ต้านอนุมูลอิสระ และต้านแบคทีเรีย 

โพกระด่ิง เป็นไม้ต้นขนาดกลาง สูง 10-20 เมตร ลําต้นแตกก่ิงตํ่า เปลือกสีเทาเป็นมัน ใบเด่ียว เรียง
เวียนสลับ รูปไข่กว้างแกมรูปสามเหลี่ยม ปลายใบแหลม โคนใบกลม ก้านใบยาว 6-20 เซนติเมตร ติดเลยโคน
ใบเข้ามาในแผน่ใบเล็กน้อย ดอกออกเป็นช่อ แตกแขนงสัน้ๆ ตามซอกโคนใบใกล้ยอดหรือที่ยอด ดอกแยกเพศ
อยู่ในช่อเดียวกัน ออกเป็นกลุ่ม กลุม่ละ 3 ดอก ตรงกลางเป็นดอกเพศเมียขนาบด้วยดอกเพศผู้ ดอกเพศเมียมี
กลีบดอกสีขาว 4 กลีบ มฐีานรองรบรับไข่เป็นรูปถ้วยและมีขนาดโตขึ้นรองรับผล ผลสดกลม สีดํา เมล็ดกลมมี
เน้ือนุ่มคล้ายฟองน้ําหุ้ม  พบทางภาคใต้ของไทย ขึ้นตามป่าชายหาดบนหาดทรายของเกาะและฝั่งทะเลด้าน
ทะเลอันดามัน ออกดอกและผลเดือน กันยายน –พฤศจิกายน 

ที่มาและความสําคญั 

 สมุนไพรไทยจดัเป็นทรัพยากรท่ีสําคัญของประเทศ และเป็นสิ่งสําคัญทีช่่วยในการดูแลรักษา
สุขภาพของประชากรชาวไทยมาเน่ินนานและต่อเน่ือง สังคมในปัจจุบันมีการพัฒนาทางเทคโนโลยีอย่างรวดเร็ว 
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วิถีชีวิตของคนไทยเร่งรีบขึ้น การรับประทานอาหารท่ีดีต่อสุขภาพ การได้รับสารพิษทั้งทางตรงและทางอ้อม 
เป็นเหตุให้ประชาชนประสบปัญหาด้านสุขภาพมากขึ้น สาํหรับประเทศไทยเองต้องสูญเสียเงินตราต่างประเทศ
ไปเป็นจํานวนมาก เพ่ือนําเข้ายาจากต่างประเทศ ฉะน้ันการนําเอาสมุนไพรไทยมาพัฒนาเพ่ือให้เป็นยารักษา
โรคจึงจําเป็นต่อเศรษฐกิจของชาติเป็นอย่างมาก จากกระแสความนิยมสมุนไพรในปัจจุบัน ทั้งในลกัษณะยา
รักษาโรค อาหารและเคร่ืองด่ืมเสริมสุขภาพ ตลอดจนการพอกและอบด้วยสมุนไพร ทําให้ควรจะมกีารศึกษา
ค้นคว้าหาองค์ความรู้ด้านต่างๆ ของสมุนไพรให้กว้างขวางมากย่ิงขึ้น เพ่ือให้มีข้อมูลทางวิทยาศาสตร์ ซึ่งจะ
นํามาใช้เป็นหลักฐานอ้างอิงที่เช่ือถือได้ของสรรพคุณต่างๆ ของสมุนไพรเหล่าน้ัน เพ่ือจะได้ส่งผลให้มีการใช้
สมุนไพรอย่างถูกต้อง ปลอดภัย น่าเช่ือถือ และได้ประโยชน์สูงสุด ตลอดจนส่งผลใหม้กีารพัฒนาสมุนไพรไทย
อย่างต่อเน่ืองและย่ังยืน 

 

การทดลอง 
การแยกสารด้วยตัวทําละลายอินทรีย์ 

นําสมุนไพรได้แก่เปลือกผลมะนาวผี รากว่านดีงูเห่า เมล็ดโพกระด่ิง มาหั่น อบแห้ง บดละเอียดได้ 
นํามาแช่ด้วย hexane จํานวน 2 ครั้ง เป็นเวลาคร้ังละ 3 วัน โดยเติมตัวทําละลายให้ท่วม พร้อมทั้งคนอย่าง
สม่ําเสมอ นําสารละลายที่ได้ไประเหยแห้ง ได้สารสกัดหยาบ hexane แช่กากที่เหลือด้วย EtOAc จํานวน 2 ครั้ง 
เป็นเวลาครั้งละ 3 วัน นําสารละลายที่ได้ไประเหยแห้ง ได้สารสกัดหยาบ EtOAc แช่กากที่เหลือด้วย MeOH 
จํานวน 2 ครัง้ นําสารละลายที่ได้ไประเหยแห้ง ได้สารสกัดหยาบ MeOH โดยแสดงขั้นตอนได้ดังแผนภาพ
ด้านล่าง 

Air-dried sample

hexane x 3

Crude hexane Marc

MarcCrude EtOAc

MarcCrude MeOH

EtOAc x 3

MeOH x 3
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การแยกสกัดสารของว่านดีงเูห่า 

ในการแยกสกัดรากว่านดีงูเห่าจํานวน 7 กิโลกรัม ได้ส่วนสกัดหยาบ hexane EtOAc และ MeOH 
จํานวน 147, 89 และ 121 กรัมตามลําดับ นําสารสกัดหยาบช้ัน EtOAc จํานวน 62 กรมั ทําตามขั้นตอน
ดังต่อไปน้ี เมื่อนําสารสกัดหยาบไปแยกด้วย silica gel flash column chromatography (FCC)  ได้ส่วนสกัด
ย่อย 13 ส่วนได้แก่ F1-F13 นําส่วนย่อย F3 ไปแยกด้วย FCC และใช้ hexane:EtOAc (97:3) เป็นตัวชะได้ 15 
ส่วนย่อย F3.1-F3.15 เมื่อแยกส่วนย่อย F3.15 นํามาตกผลึกด้วย MeOH ได้สาร 11 (8.5 mg, 0.0001%) 
ส่วนย่อย F4 นํามาตกผลึกด้วย EtOAc ได้สาร 5 (340 mg, 0.0048 %) เป็นของแข็งสีเหลือง ส่วนย่อย F6 
นํามาแยกต่อด้วย FCC โดยใช้ hexane:EtOAc (80:20) เป็นตัวชะ ได้ส่วนย่อย 7 ส่วนได้แก่ F6.1-F6.7  นํา
ส่วน F6.5 มาแยกต่อด้วย FCC (hexane:EtOAc; 90:10) ได้สาร 4 (88.4 mg, 0.0013 %) สําหรบัส่วนย่อย 
F6.7 ก็นํามาแยกด้วย FCC และชะด้วย CH2Cl2:hexane ได้ 5 ส่วนย่อยได้แก่ F6.7.1-F6.7.5 ส่วนย่อย F6.7.2 
แยกต่อด้วย FCC และชะด้วย isocratic system ของ hexane:EtOAc (90:10) ได้สาร 10 (4.9 mg, 0.0001 
%) สําหรับส่วนย่อย F6.7.5 แยกให้บริสทุธ์ิด้วย TLC using hexane:CH2Cl2 (70:30) ได้สาร 14 (1.1 mg, 
0.00001 %) ส่วนย่อย F7 นํามาแยกด้วย FCC (hexane:EtOAc) ได้สว่นสกัดย่อย 7 ส่วนได้แก่  F7.1-F7.7 
เมื่อนําส่วนย่อย F7.1 และ F7.2 มาทําให้บริสุทธ์ิด้วยวิธี PLC โดยใช้ hexane:CH2Cl2 (60:40) ได้สาร 8 (6.3 
mg, 0.0001 %) และ 9 (68.4 mg, 0.0010 %) ตามลําดับ เมื่อนํา F7.7 มาทําให้บรสิุทธ์ิด้วย silica gel FCC 
และชะด้วย isocratic system ของ hexane:CH2Cl2:EtOAc (70:25:5) ได้สาร 3 (50.6 mg, 0.0007 %) และ 
1 (3.7 mg, 0.0001 %) สว่น F9 นําไปแยกด้วยวิธี silica gel FCC และชะด้วย isocratic system ของ 
hexane:CH2Cl2 (50:50) ได้ส่วนสกัดย่อย 10 ส่วนได้แก่ F9.1-F9.10 ส่วนย่อย F9.8 นํามาแยกด้วย FCC และ
แยกด้วย isocratic system ของ hexane:EtOAc (80:20) ได้ 14 สว่นย่อย F9.8.1-F9.8.14 นําส่วนย่อย 
F9.8.6 มาแยกต่อด้วย FCC ชะด้วย hexane:CH2Cl2:EtOAc (30:65:5) ได้สารบริสุทธ์ิ 2 (5.2 mg, 0.0001 %) 
ส่วนย่อย F9.8.8 นําไปกรองด้วย Sephadex LH-20 CC ได้สาร 16 (7.2 mg, 0.0001 %) ส่วนย่อย F9.8.11 
นําไปแยกด้วย TLC โดยใช้ hexane:CH2Cl2:MeOH (40:58:2) ได้สาร 17 (6.1 mg, 0.0001 %) ส่วนสกัด 
F9.10 นําไปกรองด้วย Sephadex LH-20 CC ได้ 8 ส่วนสกัดย่อย F9.10.1-F9.10.8 สาํหรับส่วนสกัด F9.10.6 
นําไปทําให้บริสุทธ์ิด้วย PLC โดยใช้ hexane:CH2Cl2:EtOAc (45:40:15) ได้สาร 7 (26 mg, 0.0004 %) ส่วน
สกัดย่อย F9.10.8 นําไปแยกด้วย CC โดยใช้ hexane:EtOAc (80:20) ได้ส่วนสกัดย่อย 5 ส่วนได้แก่ F9.10.8.1-
F9.10.8.5 ส่วนสกัด F9.10.8.4 นําไปแยกด้วย FCC และชะด้วย hexane:EtOAc (70:30) ได้สารบริสุทธ์ิ 18 
(11.6 mg, 0.0002 %) ส่วนสกัดย่อย F10 นําไปแยกด้วย FCC และชะด้วย hexane:EtOAc (70:30) ได้ 16 
ส่วนสกัดย่อย ได้แก่ F10.1-F10.16 ส่วนสกัดย่อย F10.10 นําไปแยกด้วย FCC และชะด้วย 
hexane:CH2Cl2:EtOAc (50:40:10) ได้สารบริสุทธ์ิ 13 (16.9 mg, 0.0002 %) ส่วนย่อย F10.13 นําไปแยก
ด้วย PLC โดยใช้ CH2Cl2:MeOH (1:99) ได้สาร 12 (8.5 mg, 0.0001 %) ส่วนสกัด F12 นําไปทําให้บริสุทธ์ิ
ด้วย FCC และชะด้วย CH2Cl2:EtOAc ได้สาร 15 (25.5 mg, 0.0004 %) และ 6 (26 mg, 0.0004 %) 
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การแยกสกัดสารจากเปลือกมะนาวผ ี

ในการแยกสกัดเปลือกมะนาวผีจํานวน 2 กิโลกรัม ได้ส่วนสกัดหยาบ hexane EtOAc และ MeOH 
จํานวน 120, 150 และ 250 กรมัตามลําดับ นําสารสกัดหยาบของเปลือกผลมะนาวผีช้ันเฮกเซน มาแยกด้วย
คอลัมภ์โครมาโตรกราฟี โดยใช้เฮกเซนและเอทธิลอะซีเตทเป็นตัวชะ เมื่อรวมส่วนสกัดย่อยโดยใช้วิธี TLC 
(Thin Layer Chromatography) เป็นตัวช้ีวัด ได้ทั้งสิ้น 6 ส่วนสกัดย่อย HF1 ถึง HF9 นํา HF6 มาแยกด้วย 
silica gel FCC, โดยใช้ MeOH:CH2Cl2 (1:99) เป็นตัวชะ ได้ 3 ส่วนสกัดย่อย HF6.1–HF6.3  นําส่วน HF6.2 
มาแยกด้วย FCC และชะด้วย EtOAc:hexanes (5:95) ได้สาร 29  (50.5 mg, 0.0025%) เมื่อนํา HF7 มาแยก
ด้วย silica gel FCC (acetone:hexanes 5:95) ได้ 5 ส่วนสกัดย่อย HF7.1-HF7.5 ส่วนย่อย HF7.4 เมื่อนํามา
แยกด้วย PLC (25:75 acetone:hexanes) ได้สาร 30 (37.3 mg, 0.0019%) ส่วนย่อย HF7.5 แยกด้วย FCC 
(1:99 MeOH:CH2Cl2) ได้ส่วนย่อย HF7.5.1-HF7.5.5 นํา HF7.5.3 มาแยกด้วย reverse phase CC (1:1 
H2O:MeOH) ได้สาร 19 (9.3 mg, 0.00046%), 20 (5.9 mg, 0.0003%) และ 21 (4.2 mg, 0.00021%) การ
แยก HF7.5.4 ด้วย FCC (1:99 MeOH:CH2Cl2) ได้ 3 ส่วนย่อย HF7.5.4.1-HF7.5.4.3 จากการแยกส่วนย่อย 
HF7.5.4.2 ด้วย PLC (70:29:1 hexanes:actone:MeOH) ได้สาร 23 (15.2 mg, 0.00076%) และ 25 (4.8 
mg, 0.00024%) ส่วนย่อย HF7.5.4.3 แยกด้วย PLC (70:29:1 hexanes:actone:MeOH) ได้สาร 22 (11.1 
mg, 0.00055%) และ 24 (4.5 mg, 0.0002%) การแยกส่วนสกัด HF8 ด้วย FCC และชะด้วย MeOH:CH2Cl2 

(2:98) และตามด้วย PLC (65:34:1 hexanes:acetone:MeOH) ได้สารบริสุทธ์ิ 27 (6.2 mg, 0.0003%).  

 ส่วนสกัดหยาบช้ันเอทธิลอะซีเตท นํามาแยกด้วย silica gel FCC (hexanes:EtOAc) ได้ส่วนย่อย 8 
ส่วน EF1-EF8 เมื่อนํา EF6 มาแยกด้วย silica gel FCC (acetone:hexanes) ได้ส่วนสกัดย่อย 5 ส่วน 
ได้แก่EF6.1-EF6.5 จากการแยกส่วนสกัดย่อย EF6.2 ด้วย reverse-phase CC (2:3 H2O:MeOH) ได้สาร 28 
(3.2 mg, 0.00016%) สําหรับส่วนสกัดย่อย EF6.3 เมื่อแยกด้วยวิธี PLC (3:7 acetone:hexanes) ได้สาร
บริสุทธ์ิ 26 (10.3 mg, 0.0005%) 

 

การแยกสกัดสารจากต้นมะนาวผ ี

ในการแยกสกัดต้นมะนาวผีจํานวน 6 กิโลกรัม ได้ส่วนสกัดหยาบ hexane EtOAc และ MeOH จํานวน 
12, 80 และ 100 กรมัตามลําดับนําสารสกัดหยาบช้ัน EtOAc มาแยกด้วยคอลัมภ์โครมาโทรกราฟี ชะด้วยตัว
ทําละลาย  (hexane, EtOAc and MeOH) เก็บส่วนสกัดย่อยได้ 8 ส่วน (F1 ถึง F8) เมื่อนํา F2 มาแยกสกัดต่อ
ด้วย CC (70% CH2Cl2:hexane) ได้ส่วยย่อย 3 ส่วน (F2.1-F2.3) นําส่วนสกัดย่อย F2.3 ไปแยกต่อด้วย FCC 
(80% CH2Cl2:hexane) ได้สาร 36 (199.8 mg, 0.0033%) และ 44 (60.6 mg, 0.001%) ส่วนสกัดย่อย F3 
นําไปแยกต่อด้วย CC (CH2Cl2) ได้ส่วนย่อย 5 ส่วน (F3.1-F3.5) ส่วนสกัดย่อย F3.2 และ F3.5 เมื่อแยกต่อด้วย 
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CC (20% EtOAc:hexane) ได้สาร 45 (47.9 g, 0.0008%) และ 37 (167.4 mg, 0.0028%) ตามลําดับ ใน
ส่วนของ F5 แยกต่อด้วย CC  (CH2Cl2) ได้ 3 ส่วนย่อย  (F5.1-F5.3) สาํหรับ F5.3 แยกด้วย CC ได้ 3 ส่วน  
(F5.3.1-F5.3.3) พบว่าสาร 43 (19.9 mg, 0.0003%) ได้จากส่วนย่อย F5.3.1 ในส่วนของ F5.3.2 และ F5.3.3 
นํามาแยกด้วย Sephadex LH-20 โดยใช้ MeOH เป็นตัวชะ ได้สาร 39 (7.9 mg, 0.0001%) และ 46 (24.1 
mg, 0.0004%) ตามลําดับ ส่วนย่อย F7 แยกด้วย FCC (CH2Cl2) ได้ 2 ส่วน (F7.1 และ F7.2) พบว่าสาร 31 
(165.0 mg, 0.0027%) ได้จากการตกผลึกของ F7.1 สําหรับ  F7.2 นําไปแยกด้วย FCC (pure CH2Cl2) ได้ 3 
ส่วนย่อย (F7.2.1-F7.2.3) ผลึกที่ตกได้ในสว่นย่อย F7.2.1 ได้แก่สาร 42 (21.7 mg, 0.0004%) ส่วนย่อย F7.2.2 
แยกได้สาร 38 (66.0 mg, 0.0011%) และ 40 (19.3 mg, 0.0003%) ส่วนย่อย F7.2.3 นําไปกรองด้วย 
Sephadex LH-20 ได้สาร 35 (42.8 mg, 0.0007%) และ 41 (16.2 mg, 0.0003%) สําหรับส่วยย่อย F8 นําไป
แยกด้วย CC (EtOAc:hexane) ได้ 2 ส่วน (F8.1 และ F8.2) เมื่อแยกด้วย gel filtration (Sephadex LH-20) 
ได้สาร 32 (63.6 mg, 0.0011%) สําหรับสว่นย่อย F8.2 เมื่อแยกด้วย gel filtration (Sephadex LH-20) ได้
สาร 33 (10.1 mg, 0.00017%) และ 34 (9.8 mg, 0.00016%) 

 

การแยกสกัดสารจากใบมะนาวผ ี

นําใบมะนาวผีแห้งที่บดละเอียด 9.0 กิโลกรัมแช่ในตัวทําละลายเฮกเซน  EtOAc และ MeOH ได้สาร
สกัดหยาบ 3 ส่วนๆละ 126, 174 และ 685 กรัม นําสารสกัดหยาบช้ัน EtOAc แยกต่อด้วย CC โดยใช้เฮกเซน 
EtOAc และ MeOH เป็นตัวชะ ได้ส่วนย่อย 9 ส่วน (F1 ถึง F9) นําสว่นย่อย F3 ไปแยกด้วย FCC ได้ 3 ส่วน 
(F3.1–F3.3) ในส่วนย่อย F3.2 แยกต่อด้วย CC ได้สาร 55  (25.7 mg, 0.0029%) นําสว่นย่อย F5 มาแยกต่อ
ด้วย CC (MeOH:CH2Cl2) ได้ส่วนย่อย 2 ส่วน (F5.1 และ F5.2) พบว่าเมื่อแยกส่วนย่อย F5.1 โดย FCC  
(CH2Cl2) ได้สาร 49 (12.8 mg, 0.0014%) ในส่วนของ F5.2 น้ันนํามาแยกต่อด้วย FCC (CH2Cl2) ได้สารบริสุทธ์ิ 
48 ในส่วนของ F7 เมื่อแยกด้วย FCC (100% CH2Cl2) ได้ 4 ส่วนย่อย (F7.1-F7.4) นําส่วนย่อย F7.2 มาแยก
ต่อด้วย Sephadex LH20 (MeOH) ได้สาร 52 (20.2 mg, 0.0022%) และ 53 (18.4 mg, 0.0020%) ส่วนย่อย
ที่ F7.3 นํามาแยกด้วย TLC (100% CH2Cl2) ได้สารบริสุทธ์ิ 47 (1.5 mg, 0.00002%), 51 (4.3 mg, 
0.00005%) และ 54 (2.0 mg, 0.00002%) ส่วนย่อย F9 นํามาแยกด้วย FCC (5% MeOH:CH2Cl2) ได้สาร
บริสุทธ์ิ 50 (7.6 mg, 0.00008%) 

 

การแยกสกัดสารจากเมล็ดโพกระด่ิง 

นําเมล็ดโพกระด่ิงที่แห้ง บดละเอียดจํานวน 300 กรัม แช่ด้วยตัวทําละลาย EtOAc และเมทานอล ที่
อุณหภูมิห้อง หลังจากการกรองและระเหยแห้ง ได้สารสกัดหยาบ 2 ส่วนจํานวน 79 และ 23 กรัม ตามลําดับ 
นําสารสกัดหยาบช้ัน EtOAc มาแยกต่อด้วย FCC ชะด้วย hexane:EtOAc และ EtOAc:MeOH ได้ทั้งหมด 4 
ส่วนย่อย (EF1-EF4) นําส่วนย่อย EF3 มาแยกด้วย Sephadex LH-20 (MeOH) และตามด้วย CC (CH2Cl2) ได้
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ส่วนย่อย 2 สว่นได้แก่ EF3.2.1 และ EF3.2.2 เมื่อนําส่วนย่อย EF3.2.2 มาแยกต่อด้วย FCC (20% EtOAc-
hexane) ได้สารบริสุทธ์ิ 56 และได้ส่วนย่อย EF3.2.2.1 และ EF3.2.2.2 ซึ่งเมื่อทําทัง้สองส่วนย่อยให้บริสุทธ์ิ 
พบว่าได้สาร 66 และ 59 ตามลําดับ ในส่วนของ EF4 แยกได้สาร 58 และยังได้ 2 ส่วนย่อย (EF4.1 และ EF4.2) 
เมื่อทําการแยก EF4.2 ให้บรสิุทธ์ิ ด้วย CC และ PLC ได้สาร 57, 61, 63 และ 65  

ในส่วนของสารสกัดหยาบช้ันเมทานอล เมื่อนํามาแยกด้วย CC ได้ส่วนสกัดย่อย 4 ส่วน MF1-MF4 นํา 
MF2 มาแยกด้วย CC ได้ 3 ส่วนย่อย MF2.1-MF2.3 พบว่า สารบริสุทธ์ิ 60 และ 62 ได้มาจากการแยกส่วนย่อย 
MF2.2 และ MF2.3 ตามลําดับ สําหรับ MF3 เมื่อแยกด้วย CC และต่อด้วย PLC ได้สารบริสุทธ์ิ 64 

เมื่อนําสาร deoxypodophyllotoxin มาเป็นสารต้ังต้นในการเตรียมอนุพันธ์ต่างๆ โดยอาศัยปฏิกิริยา
ทางเคมีอินทรีย์ เช่นปฏิกิริยา saponification รีดักชัน อะเซทิเลชัน และโบรมิเนชัน ได้อนุพันธ์ทั้งสิ้น 12 
อนุพันธ์ หลังจากทําการทดสอบฤทธ์ิต้านมะเร็งท่อนํ้าดีของเซลล ์ KKU-100 และยงัทดสอบกับเซลล์มะเร็งตับ 
(HepG2) พบว่า สารหลายอนุพันธ์แสดงฤทธ์ิที่ดี โดยมีคา่ IC50 กับเซลล์ KKU-100 อยู่ในช่วง 0.42 ถึง 2.01 
M และสารบางชนิดยังมีแนวโน้มที่จะเป็น lead compound ในการพัฒนาต่อไปเป็นยาได้ 

 

ผลการทดลอง 

ว่านดีงเูห่า 

 จากการแยกรากของว่านดีงูเห่า ได้สารบรสิุทธ์ิทั้งสิ้น 18 สาร เมื่อหาโครงสร้างทางเคมีด้วยวิธีทาง 
สเปกโตรสโกปี พบว่ามีโครงสร้างดังภาพข้างล่าง สารเหล่าน้ีได้แก่ toddayanin (1) และ 8S-10-O-
demethylbocconoline (2) ซึ่งเป็นสารใหม่ ส่วนสารที่ทราบโครงสร้างแล้วมี 16 สาร ได้แก่ artanin (3), 
coumurrayin (4), toddaculine (5), toddanol (6), toddalolactone (7), isopimpinellin (8), 
phellopterin (9), 5-methoxy-8-geranyloxypsoralen (10), 8-methoxydihydrochelerythrine (11), 8-
methoxynorchelerythrine (12), skimmiamine (13), norchelerythrine (14), chelerythrine (15), 
oplopanone (16), nelumol (17), และ p-isopentenoxybenzenepropanoic acid (18)  
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 จากการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพพบว่า สาร 2 แสดงฤทธ์ิต้านเซลล์มะเรง็ KB และ NCI-H187 และ
เซลล์ปรกติ Vero cells ด้วยค่า IC50 เท่ากับ 32.2, 5.8 และ 17.6 μg/mL สารคูมาริน 3 แสดงคา่ IC50 อยู่
ในช่วง 7.4 ถึง 31.0 μg/mL กับเซลล์ KB, NCI-H187 และ MCF-7 แต่สาร 4 ไม่แสดงฤทธ์ิ เมื่อเปรียบเทียบ
โครงสร้างของสารเหล่าน้ี จะเห็นได้ว่าหมู่ prenylalkoxy น่าจะมีผลต่อการแสดงฤทธ์ิ สาร 11 แสดงฤทธ์ิที่แรง
ต่อเซลล์ NCI-H187 (IC50 = 0.8 μg/mL) ซึง่ใกล้คียงกับสารมาตรฐาน ellipticine แต่อย่างไรก็ตามสารน้ีก็เป็น
พิษต่อเซลล์ปรกติ สาร 5 และ 13 แสดงฤทธ์ิต่อเซลล์ MCF-7 ด้วยค่า IC50 เท่ากับ 23.4 และ 8.7 μg/mL
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ตามลําดับ แต่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ปรกติ จากข้อมูลทั้งหมดน้ีจะเห็นได้ว่าสาร 5 และ 13 จากว่านดีงูเห่า สามารถ
เป็นสารต้นแบบในการพัฒนาเป็นสารต้านมะเร็งได้ 

 

เปลือกผลมะนาวผ ี

 เมื่อนําสารที่แยกได้จากเปลือกของผลมะนาวผีทั้งหมด ไปหาโครงสร้างทางเคมีโดยวิธีทางสเปกโตร 
สโกปีเช่น IR, MS, 1D และ 2D พร้อมทั้งคณุสมบัติทางกายภาพอ่ืนๆ พบว่าสารทั้งหมดมีโครงสร้างดังแสดงตาม
ภาพข้างล่าง และสารที่ได้เป็นสารใหม ่ 7 สาร และสารที่ทราบโครงสร้างแล้ว 5 สาร ดังน้ี atalantums A-G 
(19-25) N-{2-[4-(4,6,7-trihydroxy-3,7-dimethyl-2-octen-1-yl)oxy]phenyl}ethylbenzamide (26) N-
{2-[4-(4-acetoxy-6,7-dihydroxy-3,7-dimethyl-2-octen-1-yl)oxy]phenyl}ethylbenzamide (27), N-
{2-[4-(6-acetoxy-4,7-dihydroxy-3,7-dimethyl-2-octen-1-yl)oxy]phenyl}ethylbenzamide (28),  
severine palmitate (29) และ severine acetate (30)  เมื่อนําสารทัง้หมดไปทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพในการ
ฆ่าเซลลม์ะเร็งท่อนํ้าดี สามารถแสดงฤทธ์ิทางชีวภาพได้ดังตาราง 

 

 

  atalantum A (19)    atalantum B (20)  

 

 

  atalantum C (21)    atalantum D (22) 

 

 

  atalantum E (23)    atalantum F (24) 
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  atalantum G (25)     (26)   

 

 

   (27)      (28) 

 

 

   (29)      (30) 

 

ตารางที่ 1 ฤทธ์ิต้านเซลล์มะเร็งท่อนํ้าดีของสารจากเปลือกผลมะนาวผ ี(µM)* 

compound KKU-M214 KKU-M213 KKU-M156 
19   3.06±0.51 34.77±1.40 22.02±1.55 
20 24.00±1.21   2.36±0.20 24.47±1.98 
21 12.36±1.44 29.05±1.48 24.02±0.46 
22 27.43±0.27   5.63±0.22   2.80±0.22 
23   8.44±0.47 23.47±1.01   1.97±0.73 
24 20.52±0.17 16.14±0.84 31.49±1.08 
25   7.37±1.29 12.21±1.07 21.51±0.46 
26 11.11±1.03 25.84±5.00 26.76±0.11 
27 44.48±1.26 28.79±1.64 49.72±0.80 
29 14.92±0.68   2.71±0.23 20.98±0.54 
30 31.49±7.22 11.14±1.02 29.10±2.52 

Ellipticine    6.58±1.74   9.34±1.66 
5-Fluorouracil   3.76±0.16   
*Data shown are from triplicate experiments 

 จากการทดสอบฤทธ์ิต้านมะเร็งท่อนํ้าดีชนิดเซลล์ KKU-M213 KKU-M214 และ KKU-M156 ด้วยวิธี 
sulforhodamine B (SRB) assay พบว่าสาร 19 แสดงฤทธ์ิที่ดี (IC50 เท่ากับ 3.06 M) ใกล้เคียงสารมาตรฐาน 
5-fuorouracil สาร 20 แสดงฤทธ์ิกับเซลล ์KKU-M213 ด้วยค่า IC50 เท่ากับ 2.36 M ซึ่งตํ่ากว่าสารมาตรฐาน 
ellipticine แต่สําหรับสาร 21 ซึ่งมสีายโซ่ไฮโดรคาร์บอนยาวกว่า แสดงฤทธ์ิที่ไม่ดี น่ันอาจเน่ืองมาจากสภาพขั้ว
ของโมเลกุลอาจมีผลต่อฤทธ์ิต้านเซลล์มะเรง็  
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 เมื่อเปรียบเทียบสารที่เป็น diol (22-24) สาร 22 แสดงฤทธ์ิที่ดีต่อเซลล์ KKU-M213 และ KKU-M156 
(IC50 = 5.63 และ 2.80 M) ขณะที่สาร 23 แสดงฤทธ์ิต่อเซลล ์KKU-M214 และ KKU-M156 (IC50 = 8.44 
และ 1.97 M ตามลําดับ แต่สาร 24 แสดงฤทธ์ิที่ไม่ดี น่ันอาจเน่ืองมาจาก ตําแหน่งของหมู่ palmitoyloxy มี
ความสําคัญ จากการเปรียบเทียบฤทธ์ิระหว่าสาร 19 และ 22 กับเซลล์ KKU-M214 จะเห็นว่าหมู่ acetoxy ที่
ตําแหน่ง 6 จะช่วยให้ฤทธ์ิดีขึ้นประมาณ 9 เท่า แต่ในทางตรงข้าม ฤทธ์ิกับเซลล ์KKU-M213 และ KKU-M156
น้ัน พบว่าสาร 22 แสดงฤทธ์ิที่แรงประมาณ 7 และ 11 เท่ากว่าสาร 19 ในส่วนของสาร 23 แสดงค่า IC50 เท่ากับ 
of 1.97 M กับเซลล ์KKU-M156 ซึ่งแรงกว่าสาร 22 ประมาณ 1.42 เท่า น่ันอาจจะอธิบายได้ว่า diol 22 
และ 23 จะจําเพาะเจาะจงกับเซลล์ KKU-M156 ขณะที่สาร 24 แสดงฤทธ์ิที่อ่อนมาก เมื่อพิจารณาจาก
โครงสร้างอาจอธิบายได้ว่า ตําแหน่งของหมู่อัลกอฮอล์จําเป็นต่อการแสดงฤทธ์ิ เมื่อเปรียบเทียบระหว่างสาร 29 
และ 30 สาร 29 แสดงฤทธ์ิที่แรงกว่า อาจเป็นผลมาจากหมู่ palmitoyloxy ที่ C-4 มอิีทธิพลต่อ เซลล์ KKU-
M213 มากกว่าหมู่ acetoxy  

 

ต้นมะนาวผ ี

จากการแยกต้นมะนาวผี พบว่าได้สารบริสุทธ์ิ 16 สาร ได้แก่ limonophyllines A-C (31, 34 และ 
35), ซึ่งเป็นสารใหม่ นอกจากน้ียังได้สารที่ทราบโครงสร้างแล้วจํานวน 13 สารได้แก่ known compounds, 
7-hydroxycycloatalantin (32), cycloepiatalantin (33), N-methylatalaphylline (36), atalaphylline 
(37), citrusinine II (38), citrusinion I (39), glycosparvarine (40), citruscridone (41), buxifoliadine 
C (42), atalaphyllinine (43), N-methylatalaphyllinine (44), N-methylcycloatalaphylline A (45) 
และ buxifoliadine E (46) ดังแสดงในภาพข้างล่าง 
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รูปที่ 1 สารทีแ่ยกได้จากต้นมะนาวผี 
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ตารางที่ 2 ฤทธ์ิต้านเซลล์มะเร็งของสารที่แยกได้จากต้นมะนาวผ ี(IC50, g/ml) 

compound KKU-M156 HepG2 
IC50 (g/ml) Emax (%) IC50 (g/ml) Emax (%) 

31 139  45.8 87.7  19.8 72.1  20.0 54.1  19.1 
34 52.3  16.1 100 17.2  8.9 42  7.3 
35 83.6  29.1 100 2.1  1.1 24.2  2.6 
36 35.9  18.7 100 42.1  16.0 100 
37 3.7  1.1 70.3  5.0 29.0  13.1 68.4  11.8 
38 9.9  3.2 91.8  8.4 47.6  15.0 100 
39 11.8  4.9 100 26.9  6.8 88.8  7.6 
40 15.6  1.8 84.1  3.0 64.6  21.7 100 
41 60.1  22.2 100 103.6  51.8 100 
42 4.1  3.4 100 8.4  4.2 100 
44 3.39  0.24 100 1.43  0.69 100 
46 3.8  0.72 98.4  5.6 2.0  0.4 89.4  3.7 

the others inactive - inactive - 
Cisplatin 3.36  1.44 74.5  14.2 0.66  0.21 66.8  3.7 

*Data shown are from triplicate experiments 

 จากการทดสอบฤทธ์ิต้านมะเร็งท่อนํ้าดี (KKU-M156) และมะเร็งตับ พบว่าสาร acridone alkaloid 
44 แสดงฤทธ์ิฆ่าเซลลม์ะเร็งทั้งสองได้ดีที่สุด (IC50 เท่ากับ 3.39 และ 1.43 g/ml) สาร 36 แสดงฤทธ์ิกับเซลล์ 
KKU-M156 ที ่IC50 เท่ากับ 35.9 g/ml ซึ่งเสมือนว่าโครงสร้างของไพแรนน่าจะมีส่วนสําคัญในการแสดงฤทธ์ิ 
จากค่า IC50 ของสาร 38 และ 39 กับเซลล ์ KKU-M156 แสดงว่าหมู่เมทอกซีที่ตําแหน่ง 3 จาํเป็นกับ
ความสามารถในการออกฤทธ์ิ แต่หากหมู่เมทอกซีอยู่ในตําแหน่ง 4 (สาร 40 และ 41) เสมอืนจะลด
ความสามารถลง เมื่อเปรียบเทียบระหว่างสาร 36 และ 37 พบว่าสาร 37 แสดงฤทธ์ิที่ดีกว่าถึง 9.7 ซึ่งเสมือน
ว่าหมู่ N-CH3 จะลดฤทธ์ิในการฆ่าเซลล ์ KKU-M156 ในกรณีของเซลล์มะเร็งตับ (HepG2) เมื่อเปรียบเทียบ
ระหว่างสาร 37 และ 46 พบว่าหมู่ฟิวแรนเสมือนมีความสาํคัญในการออกฤทธ์ิ  
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ใบมะนาวผ ี

ในส่วนของใบมะนาวผี พบว่าได้สารทั้งสิ้น 9 สาร เป็นสารใหม ่1 สารได้แก่ atalantraflavone (47) 
และที่เหลือเป็นสารที่ทราบโครงสร้างแล้ว 8 สาร ได้แก่ atalantoflavone (48), racemoflavone (49), 5,4′-
dihydroxy-(3′′,4′′-dihydro-3′′,4′′-dihydroxy)-2′′,2′′-dimethylpyrano-(5′′,6′′:7,8)-flavone (50), 
lupalbigenin (51), anabellamide (52), citrusinine I (53), p-hydroxybenzaldehyde (54) และ 
frideline (55) ดังแสดง 
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รูปที่ 2 สารทีแ่ยกได้จากใบมะนาวผี 
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ตารางที่ 3 ฤทธ์ิต้านเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอร์เลส และฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ  

compound AChE inhibitory action 
at 100 M (% inhibition) 

Antioxidant activity 
(ABTS scavenging) 

48 Inactive 13.99  1.33 
49 Inactive 32.30  0.57 
50 25.03  4.17 14.18  0.78 
51 79.21  4.79 47.64  0.85 
52 6.84  2.67 5.26  0.83 
53 30.41  1.24 90.68  0.97 
54 12.67  4.63 3.86  0.41 
55 25.34  4.35 4.72  0.89 

Tacrine 54.74  3.42 - 
Trolox (80 M) - 64.66  0.62 

 

การทดสอบฤทธ์ิต้านเอนไซม์ acetylcholine esterase และ ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี modified 
Ellman’s method และ the ABTS scavenging assay ตามลําดับ พบว่าไอโซฟลาโวนอยด์ 21 แสดงฤทธ์ิที่
ดีที่สุด (79.21% inhibition) แต่แสดงฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระปานกลาง เมื่อเปรียบเทียบระหว่าง ฟลาโวนอยด์ 
(2-4) และไอโซฟลาโวนอยด์ (5) พบว่าไอโซฟลาโวนอยด์แสดงฤทธ์ิที่ดีกว่า เมื่อเปรียบเทียบโครงสร้างของสาร
กลุ่มฟลาโวนอยด์ พบว่าหมู่ phenolic และ hydroxyl มคีวามสําคัญต่อการแสดงฤทธ์ิ 

 

เมล็ดโพกระด่ิง 

จากการแยกสกัดเมล็ดโพกระด่ิง พบว่าได้สารทั้งหมด 11 สาร โดยสารเหลา่น้ีเป็นสารที่ทราบ
โครงสร้างแล้วทั้งสิ้น ไม่พบสารใหม่เลย มีช่ือดังน้ี (-)-deoxypodophyllotoxin (56), β-apopicropodo- 
phyllin (57), dehydropodophyllotoxin (58), deoxypodorhizone (59), 5′-methoxyyatein (60), 
podorhizol (61), bursehernin (62),  (-)-maculatin (63), hernanol (64), (+)-epimagnolin (65) และ 
(+)-epiaschantin (66) 
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รูปที่ 3 สารทีแ่ยกได้จากเมลด็โพกระด่ิง 

 

 

รูปที่ 4 อนุพันธ์ลิกแนนที่สังเคราะห์ได้ 
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รูปที่ 4 อนุพันธ์ลิกแนนที่สังเคราะห์ได้ (ต่อ) 

ตารางที่ 4 ฤทธ์ิต้านเซลล์มะเร็งท่อนํ้าดี (KKU-100) และมะเร็งตับ (HepG2) ของสารจากเมล็ดโพกระด่ิง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 เมื่อนําสารจากเมล็ดโพกระด่ิงไปทดสอบฤทธ์ิต้านเซลล์มะเรง็ท่อนํ้าดีและมะเร็งตับ พบว่าสาร 59 และ 
63 แสดงฤทธ์ิที่ดีมาก (IC50 เท่ากับ 5.2 และ 5.4 μM)  เมื่อเปรียบเทยีบระหว่างสาร 59 และ 61 พบว่าหมู่  

compound KKUM156 HepG2 
IC50 (μM) Emax (%) IC50 (μM) Emax (%) 

Crude EtOAc 8.8* 93 1.9* 62 
Crude MeOH 3.6* 73 5.1* 82 

56 34.6 83 8.1 84 
57 15.4 99 1.7 84 
58 29.7 98 4.1 74 
59 5.2 96 4.5 68 
61 40.1 90 16.3 83 
62 24.0 81 10.6 85 
63 5.4 59 5.2 78 
65 16.5 77 18.2 89 
66 12.5 82 12.5 71 

Cisplatin 3.3 100 5.7 100 
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ไฮดรอกซิลที่ตําแหน่ง C-7 จะลดความสามารถในการออกฤทธ์ิ เมื่อเปรียบเทียบระหว่างสาร 62 และ 63 
พบว่าหมู่ OMe ที่ตําแหน่ง 3 และ 4 สําคัญต่อฤทธ์ิทางชีวภาพ  

 ในส่วนของฤทธ์ิต้านมะเร็งตับ สาร 57, 58, 59 และ 63 แสดงฤทธ์ิที่ดีมาก จากข้อมูลของสาร 56 และ 
57 พบว่าสาร 57 แสดงฤทธ์ิที่ดีกว่า อาจหมายถึงว่าหมู่ ,β-unsaturated lactone สําคัญต่อการออกฤทธ์ิ 

 

ตารางที่ 5 ฤทธ์ิต้านเซลล์มะเร็งท่อนํ้าดี (KKU-100) และมะเร็งตับ (HepG2) ของอนุพันธ์ลิกแนน 

compound KKU-100  HepG2  
56 25.78 ± 1.78 8.10 ± 2.00 
67 1.63 ± 0.79 6.73 ± 1.37 
68 2.01 ± 0.74 1.94 ± 1.12 
69 14.96 ± 7.85 3.55 ± 1.44 
70 0.84 ± 0.47 16.12 ± 4.32 
71 4.47 ± 1.94 41.39 ± 10.49 
72 9.04 ± 5.70 1.50 ± 0.53 
73 34.58 ± 10.80 14.65 ± 7.20 
74 1.84 ± 0.54 1.90 ± 0.77 
75 0.75 ± 0.52 0.46 ± 0.19 
76 4.82 ± 2.09 5.86 ± 1.88 
77 22.6 ± 203 14.92 ± 7.37 
78 1.01 ± 0.39 0.42 ± 0.29 

ellipticine 25.21 ± 0.20  
cisplatin  2.2 ± 0.70 

 

  



24 
 

สรุปผลการทดลอง 

 จากการสกัดแยกรากว่านดีงูเห่า พบสารใหม่ที่เป็นอนุพันธ์คูมาริน และสารที่เป็นอนุพันธ์ dihydro 
chelerythrine-cadinane และยังพบสารที่ทราบโครงสร้างแล้วอีก 16 สาร จากการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ 
พบว่าสาร 12 แสดงฤทธ์ิฆ่าเช้ือมาลาเรียที่ดี และไม่เป็นพิษต่อเซลล์ปรกติ สาร 13 แสดงฤทธ์ิฆ่าเซลลม์ะเร็ง 
MCF-7 ด้วยค่า IC50 เท่ากับ 8.7 μg/mL และไม่เป็นพิษต่อเซลล์ปรกติ ซึ่งผลการทดลองที่ได้ เป็นข้อมูลที่
น่าสนใจ และอาจนําไปพัฒนาต่อยอดได้ 

จากการสกัดเปลือกมะนาวผีพบว่าได้สารประเภท tyramine โดยเป็นสารใหม่ 7 สาร ได้แก่ 
atalantums AG และสารที่ทราบโครงสร้างแล้ว 5 สาร นําสารทั้งหมดไปทดสอบฤทธ์ิต้านมะเร็งท่อนํ้าดีชนิด 
KKU-M214, KKU-M213 และ KKU-M156 พบว่าสาร 23 แสดงฤทธ์ิที่ดีกับเซลล ์ KKU-M156 ด้วยค่า IC50 
เท่ากับ 1.97  0.73 M ซึ่งดีกว่าสารมาตรฐาน ellipticine สาร 19 แสดงฤทธ์ิต่อเซลล์ KKU-M214 ด้วยค่า 
IC50 เท่ากับ 3.06  0.51 M สําหรับเซลล ์KKU-M213 น้ัน สาร 20, 22 และ 29 แสดงฤทธ์ิทีดี่ โดยมีค่า 
IC50 เท่ากับ 2.36  0.20, 5.63  0.22 และ 2.71  0.23 M ตามลําดับ สาร 19, 23 และ 25 แสดงฤทธ์ิ
กับเซลล ์M214 ด้วยค่า IC50 เท่ากับ 3.06  0.51, 8.44  0.47 และ 7.37  1.29 ตามลําดับ 

จากการแยกสารจากต้นมะนาวผี และใบมะนาวผี ได้สารทั้งสิ้น 25 สาร เป็นสารใหม ่ 4 สาร (เป็นไล
โมนอยด์ 3 สาร ได้แก่ limonophyllines A-C และเป็นฟลาโวนอยด์ 1 สาร นอกจากน้ียังพบสารประเภท 
acridone alkaloids 12 สาร เป็นสารประเภทฟลาโวนอยด์ 4 สาร นอกน้ันเป็นสารอ่ืนๆ ในส่วนของเมล็ด      
โพกระด่ิงน้ัน สารที่แยกได้เป็นสารประเภทลิกแนนทั้งสิน้ จํานวน 11 สาร แต่เป็นสารที่ทราบโครงสร้างแล้ว
ทั้งหมด 

 จากการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพพบว่า ลิกแนนจากเมล็ดโพกระด่ิง แสดงฤทธ์ิต้านเซลล์มะเร็งท่อนํ้าดี
ชนิด KKU-M156 และเซลล์มะเร็งตับ HepG2 ดีที่สุด มคีา่ IC50 ประมาณ 1.7 ถึง 5.2 μM (Emax 96%) สาร 
42 และ 44 จากต้นมะนาวผีแสดงฤทธ์ิฆ่าเซลลม์ะเร็งท่อนํ้าดี KKU-M156 และเซลล์มะเร็งตับ HepG2 ด้วยค่า 
IC50 ในช่วง 1.43 ถึง 8.4 g/ml ในส่วนของการทดสอบฤทธ์ิการยับย้ังเอนไซม์ acetylcholine esterase 
พบว่า lupalbigenin แสดงความสามารถในการยับย้ัง 79% และมีค่าสูงประมาณ 1.4 เท่าเมื่อเทียบกับสาร
มาตรฐาน tacrine ในส่วนของ citrusinine I แสดงฤทธ์ิต้านออกซิเดชันเท่ากับ 90.68% เมื่อทดสอบด้วยวิธี 
ABTS assay.          
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�
� �
Eleven� lignans� (1-11)� were� isolated� from� the� seed� of� Hernandia nymphaeifolia.� Most� of� the� lignans� exhibited� strong� to� moderate� cytotoxicity� against�
cholangiocarcinoma�KKUM156�and�HepG2�cell�lines.�Compounds�4�and�8�showed�cytotoxicity�against�the�KKUM156�cell�line�with�IC50�values�of�5.2�μM�
(Emax�96%)�and�5.4�(Emax�59%)�μM,�respectively.�In�the�cases�of�cytotoxicity�against�the�HepG2�cell�line,�compounds�2,�3,�4,�and�8�showed�cytotoxicity�
with�IC50�values�of�1.7�μM�(Emax�84%),�4.1�μM�(Emax�74%),�4.5�μM�(Emax�68%),�and�5.2�μM�(Emax�78%),�respectively.�
�
Keywords:��Hernandia  nymphaeifolia,�Cholangiocarcinoma,�KKUM156,�HepG2,�Lignan.�
�
�
�
Hernandia nymphaeifolia�belongs�to�the�Family�Hernandiaceae and�
is� an� evergreen� tree� that� grows� along� seashores� >1@.� It� is� widely�
distributed� in� tropical� countries� such� as� the� Maldives,� Japan,�
Taiwan�and�Thailand.�The�chemical�investigation�of�the�stem�of�this�
plant� led� to� the� isolation�of� lignans� and�aporphine�alkaloids� >2-3@.�
Some�lignans� such�as�epi-aschantin,�epi-magnolin,�epi-yangambin,�
deoxypodophyllotoxin� and� yatin� showed� strong� anti-platelet�
aggregation� activity� >4@.� In� addition,� deoxypodophyllotoxin� and�
yatin� displayed� cytotoxicity� against� several� cancer� cell� lines� >2,5-
11@.� It� was� found� that� deoxypodophyllotoxin� inhibits� 12-O-
tetradecanoylphorbol�13-acetate-induced�ornithine�decarboxylase�in�
cultured�mouse�epidermal�cells�>12-14@.�
�
In� the� continuation� of� our� research� on� the� cytotoxicity� of� natural�
compounds,�we�are�interested�in�the�seed�of�H. nymphaeifolia�which�
contains� cytotoxic� lignans.� In� this� work,� the� cytotoxicity� against�
cholangiocarcinoma� cells� (KKUM156)� and� hepatoma� (HepG2)�
were�evaluated.�Cholangiocarcinoma�is�the�most�interesting�cancer�
in� the� northeast� of�Thailand� because� it� is� one� of� the�major� health�
problems�in�this�area�>15@.�This�disease�occurs�from�the�liver�fluke,�
Opisthorchis viverrini,� infection� >16@.� The� search� for� active�
compounds� from� natural� sources� is� an� attractive� way� to� find�
effective�anticancer�agents.�
�
Crude� EtOAc� and� methanol� extracts� from� the� seed� of���������������������
H.� nymphaeifolia were� separated� by� column� chromatography������
and� preparative� TLC,� leading� to� eleven� lignans,� (-)-deoxy-
podophyllotoxin� (1)� >17@,� ȕ-apopicropodophyllin� (2)� >18@,�
dehydropodophyllotoxin� (3)� >19@,� deoxypodorhizone� (4)� >20@,� 5ƍ-
methoxyyatein� (5)� >21@,� podorhizol� (6)� >22@,� bursehernin� (7)� >23@,��
(-)-maculatin�(8)�>24@,�hernanol�(9)�>25@,�(+)-epimagnolin�(10)�>25@,�
(+)-epiaschantin� (11)� >25@.� The� structure� of� all� the� isolated�
compounds� were� elucidated� by� spectroscopic� methods� and� by�
comparison� with� those� previously� reported� in� the� literature.���������
The� isolated� compounds� were� tested� for� their� cytotoxicity� in�������
both� KKUM156� and� HepG2� cells� using� sulphorhodamine� B��
(SRB)�assay.��Deoxypodorhizone��(4)�and�(-)-maculatin�(8)��showed�

�
�

Figure�1:�Structure�of�isolated�compounds.�
�
cytotoxicity�against� the�KKUM156�cell� lines,�with�IC50�values�of�
5.2�and�5.4�µM,�respectively.�Comparing�compounds�4�and�6,�they�
showed� cytotoxicity� against� KKUM156� with� IC50� values� of� 5.2�
and�40.1�µM,�respectively.�It�is�suggested�that�the�hydroxyl�group�at�
C-7ƍ� is� dramatically� detrimental� to� the� activity.� In� the� cases� of�
compounds� 7� and� 8,� they� displayed� cytotoxic� activity� with� IC50�
values� of� 24.0� and� 5.4� µM,� respectively.� These� results� seem� to�
indicate�that�dimethoxy�groups�at�C-3�and�C-4�may�be�important�for�
cytotoxicity.��
�
In�the�case�of�the�HepG2�cell�line,�compounds�2,�3,�4�and�8�showed�
strong� cytotoxicity�with� IC50� values� of� 1.7,� 4.1,� 4.5,� and� 5.2�µM,�
respectively.� Comparing� � between� 1� and� 2,� 2� showed� stronger�
cytotoxicity,�about�4.8�fold,�against�the��HepG2�cell�line.��This��may�
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Table�1:�Cytotoxicity�of�isolated�compounds.���
�

Compds� KKU-M156� HepG2�
IC50�(µM)� Emax�(%)� IC50�(µM)� Emax�(%)�

Crude�EtOAc� 8.8*� 93� 1.9*� 62�
Crude�MeOH� 3.6*� 73� 5.1*� 82�

1� 34.6� 83� 8.1� 84�
2� 15.4� 99� 1.7� 84�
3���������������� 29.7� 98� 4.1� 74�
4� 5.2� 96� 4.5� 68�
6� 40.1� 90� 16.3� 83�
7� 24.0� 81� 10.6� 85�
8� 5.4� 59� 5.2� 78�
10� 16.5� 77� 18.2� 89�
11� 12.5� 82� 12.5� 71�

Cisplatin� 3.3� 100� 5.7� 100�
*IC50�expressed�as�µg/mL;�Emax�was�percent�of�maximal�cancer�cell�killing�effect.�
�
be� due� to� the� , -unsaturated� lactone� moiety� necessary� for� the�
activity.� Comparing� cytotoxicity� between� 4� and� 7,� 4� showed� 2.4�
fold� stronger� activity� than� 7.� These� results� suggest� the� methoxy�
group� at� the� C-3� position� may� play� an� important� role� for� the�
activity.�Cytotoxicity�measurements�of�7�and�8�showed�IC50�values�
of�10.6�and�5.2�µM.��
�
These� results� indicate� that� the� dimethoxy� groups� at� C-3� and� C-4�
may� enhance� the� activity,� similarly� to� the� results� for� the�
KKUM156� cell� line.� From� all� the� data,� compounds� 4� and� 2� are�
interesting� as� lead� compounds� for� drug� development,� since� they�
show� strong� cytotoxicity� and� also� exhibit� high� values� of� Emax�
(maximum�efficacy)�at�96%�and�84%,�respectively.�
�
In� conclusion,� chemical� investigation� of� the� seed� of� Hernandia 
nymphaeifolia� led� to� the� isolation� of� eleven� lignans� (1-11).�
Cytotoxicity� evaluation� of� isolated� compounds� against�
cholangiocarcinoma,� KKUM156,� and� HepG2� cell� lines� were�
examined.� It� was� found� that� compounds� 4� and� 8� showed� strong�
cytotoxicity� against� the�KKUM156� cell� line�with� IC50� values� of�
5.2�μM�(Emax�96%)�and�5.4�μM�(Emax�59%),�respectively.�In�the�
cases� of� the� HepG2� cell� line,� compounds� 2,� 3,� 4,� and� 8� showed�
cytotoxicity�with�IC50�values�ranging�from�1.7�to�5.2�μM.�
�
Experimental�
 

General experimental procedures:� All� melting� points� were�
determined� on� a� SANYO� Gallenkamp� (Leicester,� UK)� melting�
point� apparatus.� Optical� rotations� were� identified� using� a� JASCO��
P-1020� digital� polarimeter.� UV� spectra� were� recorded� using� an�
Agilent� 8453� UV-Visible� spectrophotometer� (Waldbronn,�
Germany).� IR� spectra� were� taken� from� thin� films� using� a� Perkin�
Elmer�Spectrum�One�FT-IR�spectrophotometer�(Shelton,�CT,�USA).�
NMR� spectra� were� determined� with� a� Varian� Mercury� plus�
spectrometer� (California,� USA)� operating� at� 400� MHz� (1H)����������
and�at�100�MHz�(13C).�Mass�spectra�were�recorded�on�a�Micromass�
Q-TOF� 2� hybrid� quadrupole� time-of-flight� (Q-TOF)� mass�
spectrometer� with� a� Z-spray� ES� source� (Micromass,� Manchester,�
UK).� Silica� gel� 60� (100-200� mesh,� Merck,� Darmstadt,� Germany)�
was� employed� for� column� chromatography.� Preparative� TLC� was�
carried� out� using� silica� gel� PF254� (Merck,� Darmstadt,� Germany).�
TLC� was� examined� on� silica� gel� 60� F254� (Merck,� Darmstadt,�
Germany)� precoated� aluminum� sheets.� Spots� on� TLC� were�
visualized�under�UV�light�and�by�spraying�with�acidic�anisaldehyde�
solution�followed�by�heating.�All�solvents�were�distilled�throughout�
the�separation�process.�
 
Plant materials:� The� seed� of� H.� nymphaeifolia was� collected� in�
May� 2013� from� Krabi� province� in� Thailand.� Voucher� specimens�
were�deposited�at� the�Herbarium�of� the�Department� of�Chemistry,�
Faculty�of�Science,�Khon�Kaen�University.��

Extraction and isolation:� Extraction� and� isolation:�Air� dried� seed�
(300� g)� of�H.�nymphaeifolia were� ground� into� a� powder� and� then�
extracted�successively�with�EtOAc�(1.5�L�x�3)�and�MeOH�(1.5�L�x�
3)� at� room� temperature.� The� filtrates� were� combined� and� the�
solvents�were�evaporated�in vacuo�to�yield�crude�EtOAc�(79�g)�and�
MeOH� (23� g),� respectively.� The� crude� EtOAc� extract� (79� g)� was�
subjected�to�flash�column�chromatography�(FCC)�and�eluted�with�a�
gradient�system�of�hexane:EtOAc�and�EtOAc:MeOH.�The�fractions�
which�contained�the�same�major�compounds�were�combined�to�give�
four� fractions,� EF1-EF4.� Fraction� EF3� was� chromatographed� by�
Sephadex�LH-20�(MeOH)�to�remove�pigments,�and�the�residue�was�
subjected� to� silica� gel� FCC� eluted� with� CH2Cl2� to� obtain� two�
subfractions�EF3.2.1� and�EF3.2.2.� Subfraction�EF3.2.2�was�purified�by�
silica�gel�FCC�and�eluted�with�a�gradient�of�20%�EtOAc-hexane�to�
give� 1� and� two� subfractions,� EF3.2.2.1� and� EF3.2.2.2.� Further�
purification� of� these� two� subfractions� by� preparative� thin� layer�
chromatography� (PLC),� and� developing�with� 30%�EtOAc-hexane,�
afforded�11� and�4,� respectively.�Fraction�EF4�was� subjected� to�gel�
filtration� over� Sephadex� LH-20� (MeOH)� to� afford� 3� and� two�
subfractions,�EF4.1�and�EF4.2.�Subfracttion�EF4.2�was�further�purified�
by�silica�gel�FCC�and�eluted�with�a�gradient�of�5%�EtOAc-hexane�
to�obtain� two�subfractions,�EF4.2.1� and�EF4.2.2,�which�were�purified�
by�PLC� (1%�MeOH-CH2Cl2)� to� afford� compounds�10�and�8� from�
EF4.2.1�and�gave�compounds�6�and�2�from�EF4.2.2.��
�
The� crude� MeOH� extract� (23� g)� was� subjected� to� flash� column�
chromatography� (FCC)� and� eluted� with� a� gradient� system� of�
hexane:EtOAc� and� EtOAc:MeOH.� The� fractions� which� contained�
the� same�major� compounds�were� combined� to�give� four� fractions,�
MF1-MF4.�Fraction�MF2�was�purified�by�silica�gel�FCC,�and�20�%�
EtOAc-hexane� was� used� as� an� eluent� to� give� three� subfractions,�
MF2.1-MF2.3.� Further� purification� of�MF2.2� and�MF2.3� by� PLC� and�
developing� with� CH2Cl2� afforded� 5� and� 7,� respectively.� Fraction�
MF3� was� purified� by� silica� gel� FCC� (CH2Cl2� as� eluent)� to� give�
subfractions� MF3.1� and� MF3.2.� Further� purification� of� MF3.1� with�
PLC�(50%�acetone-hexane)�afforded�9.�
�
Cell cultures:� The� human� cholangiocarcinoma� (CCA)� cell� line,�
KKUM156� cells,� was� routinely� cultured� in� Ham¶s� F12,�
supplemented� with� 10%� fetal� bovine� serum,� 12.5� mM� N-2-
hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic�acid�(HEPES,�pH�7.3),�
100� U/mL� penicillin� G� and� 100� µg/mL� gentamicin.� The� human�
hepatoma�cell�line,�HepG2�cells,�was�grown�in�Dulbecco¶s�modified�
Eagle¶s� medium� (DMEM),� supplemented� with� 10%� fetal� bovine�
serum� (1%),� MEM� nonessential� amino� acids� (Gibco),� 12.5� mM�
HEPES,�pH�7.3,�100�U/mL�penicillin� and�100�µg/mL�gentamicin.�
Cultured�cells�were�maintained�at�37�qC�in�a�humidified�atmosphere�
of� 5%�CO2.� The� cells�were� subcultured� every� 2� days�with� 0.25%�
trypsin–EDTA,� and� the� medium� was� changed� after� an� overnight�
incubation.�
�
Cytotoxicity assay:�KKUM156�and�HepG2�cells�were�seeded�onto�
96� well-plates� at� densities� of� 7.5x103� and� 1.5x104� cells/well,�
respectively.� After� an� overnight� incubation,� cultured� media� were�
changed�to�serum-free�media.�Test�compounds,�dissolved�in�DMSO�
and�diluted�with�medium�to�various�concentrations�(1-200�µg/mL),�
were� added� into� cultured� cells� and� incubated� for� 24� h.� The�
cytotoxicity�was�assessed�by�the�sulphorhodamine�B�(SRB)�assay�as�
previously� described� >26@.� In� brief,� cultured� cells�were� fixed�with�
10%�trichloroacetic�acid�and�stained�with�0.4%�SRB.�The�protein-
bound� dye� was� solubilized� with� 10� mM� Tris-base� solution� for�
determination�of�the�absorbance�at�540�nm�with�a�microplate�reader.�
The�cytotoxicity�was�calculated�as�percent�absorbance�of�controls.�
The�IC50�value�was�calculated�by�a�non-linear�curve-fitting�program�
from�triplicate�assay�of�two�experiments.�
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ABSTRACT: Seven new benzoyltyramines, atalantums A−G
(1−7), and five known compounds were isolated from the
peels of Atalantia monophylla. All compounds were examined
for cytotoxicity against the cholangiocarcinoma cell lines KKU-
M214, KKU-M213, and KKU-M156. Compound 5 exhibited
the strongest cytotoxicity against KKU-M156 cells, with an
IC50 value of 1.97 ± 0.73 μM, an approximately 4.7-fold higher
activity than that of the ellipticine standard. Compound 1
displayed strong cytotoxicity against KKU-M214 cells, with an
IC50 value of 3.06 ± 0.51 μM, nearly equal to that of the 5-
fluorouracil standard. In the case of the KKU-M213 cell line, compounds 2, 4, and 11 exhibited stronger cytotoxicity than the
ellipticine standard, with IC50 values of 2.36 ± 0.20, 5.63 ± 0.22, and 2.71 ± 0.23 μM, respectively. Compounds 1, 5, and 7
displayed cytotoxicity against KKU-M214 cells, with IC50 values of 3.06 ± 0.51, 8.44 ± 0.47, and 7.37 ± 1.29 μM, respectively.

Cholangiocarcinoma (CCA) is one of the cancers that is
usually found in the northeast of Thailand.1 It is believed

that liver fluke infection and hepatolithiasis lead to this disease.
Opisthorchis viverrini, the endemic liver fluke in northeast
Thailand, is related to the high incidence of bile duct cancer.2

There is a poor prognosis for this tumor, so the best treatment
is surgical resection, which is a potential curative therapy for
CCA.3 In the case of unresectable malignancy patients,
chemotherapy has been used to control the disease and
improve the patients’ survival rates.4 However, there is no
effective agent for treating CCA. Thus, medicinal plants are
interesting sources for effective and potent compounds. In
continuing research on bioactive substances from natural
sources,5 Atalantia monophylla may be a source of anticancer
agents against cholangiocarcinoma cell lines, including
moderately differentiated adenocarcinoma, KKU-M214 and
KKU-M156, and adenosquamous carcinoma, KKU-M213.
A. monophylla (DC.) Correâ (Rutaceae), known in Thai as

“Ma Nao Phee”, is an evergreen shrub that grows up to 6 m
with a brown bark and thorny branches. This plant is
distributed over the Indian subcontinent and Southeast Asia
and can be found in the northeastern and southern parts of
Thailand.6,7 This medicinal plant has been used to treat chronic
rheumatism, paralysis, and hemiplegia and as an antispas-
modic.8 The essential oil from the fruit has been used for

rheumatism and to cure respiratory disease, while the oil from
the leaves is used to treat some pathogenic fungi and itching.6

The isolation of limonoids and acridone alkaloids from the
roots of this plant has been reported.9 The leaves of this plant
contain triterpenoids, steroids, and flavonoids.10,11 In this study,
the seven new N-benzoyltyramine derivatives, atalantums A−G
(1−7), along with five known compounds are reported.

■ RESULTS AND DISCUSSION

The compounds from the peels of A. monophylla were
extracted, isolated, and characterized to obtain seven new
tyramine derivatives, atalantums A−G (1−7). Five known
compounds, namely, N-{2-[4-(4,6,7-trihydroxy-3,7-dimethyl-2-
octen-1-yl)oxy]phenyl}ethylbenzamide (8)12 N-{2-[4-(4-ace-
toxy-6,7-dihydroxy-3,7-dimethyl-2-octen-1-yl)oxy]phenyl}-
ethylbenzamide (9),13 N-{2-[4-(6-acetoxy-4,7-dihydroxy-3,7-
dimethyl-2-octen-1-yl)oxy]phenyl}ethylbenzamide (10),13 se-
verine palmitate (11),14,15 and severine acetate (12),16 were
also isolated and identified (Figure 1). All compounds were
optically inactive, [α]25D ±0.14,17 Their racemic nature was
confirmed by electronic circular dichroism (ECD) data.
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Compound 1 showed a molecular ion at m/z 730.4659 [M +
Na]+ indicative of the molecular formula C43H65O7N and
corresponds to 12 indices of hydrogen deficiency. The 13C
NMR and DEPT spectra showed 43 carbon signals, including
five methyl, 18 methylene, 12 methine (two aliphatic, an
olefinic, and nine aromatic), three quaternary (one olefinic, two
aromatic), two oxygenated tertiary, and three ester/amide-type
carbonyl carbons. The 1H NMR data showed five aromatic
protons at δ 7.69 (2H, d, J = 7.6 Hz, H-2‴ and H-6‴), 7.47
(1H, t, J = 7.6 Hz, H-4‴), and 7.39 (2H, t, J = 7.6 Hz, H-3‴ and
H-5‴) (Table 1). In the 13C NMR spectrum, the signal at δ
167.6 was assigned to an amide carbonyl (C-9″) (Table 2). In
the HMBC spectrum, cross-peaks of H-2‴ and H-6‴ with C-9″
(δ 167.6) and C-4‴ (131.5) were observed (Figure 2). A broad
triplet at δ 6.28 was assigned to an NH proton. The 1H−1H
COSY spectrum showed the connection of two methylene
groups at δ 3.66 (2H, q, J = 6.4 Hz, H-8″) and δ 2.85 (2H, t, J =
6.4 Hz, H-7″). Cross-peaks between H-8″ (δ 3.66) and C-9″ (δ
167.6), C-4″ (δ 131.2), and C-7″ (δ 34.9) were evident in the
HMBC spectrum. A pair of two-proton doublets at δ 7.13 (2H,
d, J = 8.0 Hz, H-3″ and H-5″) and δ 6.85 (2H, d, J = 8.0 Hz, H-
2″ and H-6″) in the 1H NMR spectrum indicated the presence
of a 1,4-disubstituted benzene moiety. Cross-peaks between H-

3″ and C-7″ (δ 34.9) in the HMBC spectrum indicated the
connection of the aromatic and N-ethylbenzamide moieties.
The HMBC spectrum also showed interactions of H-3″ with C-
1″ (δ 157.4) and C-2″ (δ 115.2). All of these data confirmed
that this molecule contains a benzoyltyramine moiety.
The remaining signals in the 1H and 13C NMR spectra

showed the presence of a geranyl structure. The 13C NMR
spectrum also displayed two ester-type carbonyl carbons at δ
172.9 (C-1′) and δ 171.0 (OCOCH3). The methylene protons
at δH 4.55 (Ha-1) correlated with the carbons at C-2 (δ 124.9),
C-3 (δ 136.6), and C-1″ (δ 157.4) in the HMBC experiment.
The olefinic proton H-2 (δH/C 5.74/124.9) displayed HMBC
cross-peaks with C-4 (δ 76.0) and C-10 (δ 12.6). The 13C
NMR spectrum showed three aliphatic oxygenated carbons at δ
76.0 (C-4), δ 76.4 (C-6), and δ 72.4 (C-7). HMBC cross-peaks
were observed between CH3-8/CH3-9 and C-7 and C-6. The
1H−1H COSY spectrum showed correlations for the H-4/H-5/
H-6 system. The HMBC spectrum displayed correlations
between H-4 and C-1′, as well as between H-6 and the ester
carbonyl carbon at δ 171.0 (OCOCH3). In this spectrum, the
acetoxy proton at δH 2.07 also correlated with an ester carbonyl
carbon (OCOCH3). The rest of the proton and carbon signals
were reminiscent of the hydrocarbon [(CH2)14CH3] chain of
palmitic acid at C-1′ (δ 172.9). Therefore, compound 1,
atalantum A, was characterized as rac-N-{2-[4-(4-palmitoyloxy-
6-acetoxy-7-hydroxy-3,7-dimethyl-2-octen-1-yl)oxy]phenyl}-
ethylbenzamide (Figure 1).
Compound 2, a white solid, displayed a molecular ion at m/z

702.4391 [M + Na]+, indicating a molecular formula of
C41H61O7N, which corresponds to 12 indices of hydrogen
deficiency. The 1H and 13C NMR spectra displayed the same
patterns as those of 1, except for the presence of a myristoyloxy
moiety instead of a palmitoyloxy moiety. Thus, the structure of
compound 2, atalantum B, was defined as rac-N-{2-[4-(4-
myristoyloxy-6-acetoxy-7-hydroxy-3,7-dimethyl-2-octen-1-yl)-
oxy]phenyl}ethylbenzamide.
The HRESIMS data indicated a molecular formula of

C45H69O7N (m/z 758.4972 [M + Na]+) for compound 3.
The 1H and 13C NMR spectra displayed the same patterns as
those of 1, except for resonances reminiscent of a stearoyloxy
instead of a palmitoyloxy moiety. Thus, the structure of
compound 3, atalantum C, was identified as rac-N-{2-[4-(4-
stearoyloxy-6-acetoxy-7-hydroxy-3,7-dimethyl-2-octen-1-yl)-
oxy]phenyl}ethylbenzamide.
The HRESIMS data of compound 4 indicated a molecular

formula of C41H63O6N (m/z 688.4556 [M + Na]+). The 1H
and 13C NMR spectroscopic data showed the presence of
benzoyltyramine and palmitoyloxy moieties. The signals at δ
5.38 (1H, t, J = 7.0 Hz) and δ 3.27 (1H, d, J = 10.0 Hz) were
assigned to H-4 and H-6, respectively. These two protons
correlated with the oxygenated methine carbons at δ 76.8 (C-4)
and 75.2 (C-6) in the HMQC experiment. Correlations of H-4
and C-2 (δ 124.1), C-5 (δ 34.4), C-10 (δ 12.3), and C-1′ (δ
172.8) were observed in the HMBC spectrum. These data
confirmed the C-4 location of the palmitoyloxy moiety. The
1H−1H COSY spectrum showed correlation for the H-4/H-5/
H-6 system. The two methyl groups at δH 1.13 (CH3-8) and δH
1.13 (CH3-9) showed correlations with C-6 (75.2) and C-7 (δ
72.5) in the HMBC experiment. From these data, the vicinal
dihydroxy groups in this molecule are confirmed. Thus, the
structure of compound 4, atalantum D, was defined as rac-N-
{2-[4-(4-palmitoyloxy-6,7-dihydroxy-3,7-dimethyl-2-octen-1-
yl)oxy]phenyl}ethylbenzamide.

Figure 1. Structures of compounds 1−12.
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The HRESIMS data of compound 5 indicated a molecular
formula of C41H63O6N. The

1H NMR spectrum was similar to
that of 4, except for the chemical shifts of H-4, H-6, CH3-8, and
CH3-9. The two one-proton triplets at δ 4.76 (1H, J = 6.0 Hz)
and 4.18 (1H, J = 6.8 Hz) were determined as H-6 and H-4,

respectively, and two three-proton singlets at δ 1.19 (CH3-8)
and δ 1.20 (CH3-9) were evident. The 13C NMR spectrum
displayed oxygenated carbons at δ 74.2 (C-4), δ 77.3 (C-6),
and δ 72.3 (C-7). Correlations between H-4 and C-2 (δ 121.7)
and between H-6 and C-4 (δ 74.2) and the ester-type carbonyl

Table 1. 1H NMR Spectroscopic Data of Compounds 1−7 (CDCl3, δ in ppm)

position 1 2 3 4 5 6 7

1 4.55, d (5.6) 4.56, d (5.6) 4.56, d (6.0) 4.58, d (6.0) 4.54, d (6.0) 4.55, d (6.0) 4.56, d (5.5)
2 5.74, t (5.6) 5.74, t (5.6) 5.75, t (6.0) 5.82, t (6.0) 5.72, t (6.0) 5.77, t (6.0) 5.81, t (5.5)
4 5.18, t (8.0) 5.19, t (8.0) 5.20, t (8.0) 5.38, t (7.0) 4.18, t (6.8) 3.93, d (10.0) 4.57, m
5 2.01, m 2.00, m 2.01, m 1.81, m 2.00, m 1.83, m 2.05, m

1.90, m 1.91, m 1.90, m 1.69, m 1.87, m 1.64, m
6 4.69, d (9.2) 4.68, d (9.2) 4.69, d (8.8) 3.27, d (10.0) 4.76, t (6.0) 4.97, d (7.6) 4.00, t (4.4)
8 1.13, s 1.13, s 1.13, s 1.13, s 1.19, s 1.22, s 1.27, s
9 1.13, s 1.13, s 1.13, s 1.13, s 1.20, s 1.23, s 1.24, s
10 1.72, s 1.72, s 1.72, s 1.73, s 1.71, s 1.74, s 1.69, s
2′ 2.27, t (7.6) 2.23, t (7.6) 2.28, t (7.6) 2.86, t (7.4) 2.33, t (7.4) 2.38, t (7.2)
3′ 1.59, m 1.59, m 1.60, m 1.59, m 1.62, m 1.65, m
CH2 (4′-13′, 15′, 18′) 1.24, m 1.24, m 1.25, m 1.25, m 1.24, m 1.25, m
CH3 (14′ or 16′ or 18′) 0.87, t (7.2) 0.88, t (6.0) 0.87, t (6.2) 0.87, t (6.6) 0.87, t (6.6) 0.87, t (6.6)
OCOCH3 2.07, s 2.08, s 2.08, s
2″, 6″ 6.85, d (8.0) 6.85, d (8.0) 6.86, d (8.4) 6.84, d (8.4) 6.84, d (8.0) 6.86, d (8.4) 6.86, d (8.4)
3″, 5″ 7.13, d (8.0) 7.13, d (8.0) 7.14, d (8.4) 7.13, d (8.4) 7.12, d (8.0) 7.14, d (8.4) 7.14, d (8.4)
7″ 2.85, t (6.4) 2.85, t (6.4) 2.86, t (6.8) 2.86, t (6.8) 2.85, t (6.4) 2.87, t (6.8) 2.87, t (6.4)
8″ 3.66, q (6.4) 3.66, q (6.4) 3.67, q (6.8) 3.67, q (6.8) 3.66, q (6.4) 3.68, q (6.8) 3.68, q (6.4)
2‴, 6‴ 7.69, d (7.6) 7.69, d (7.6) 7.69, d (7.6) 7.69, d (7.6) 7.68, d (7.6) 7.68, d (7.6) 7.68, d (7.2)
3‴, 5‴ 7.39, t (7.6) 7.39, t (7.6) 7.40, t (7.6) 7.40, t (7.6) 7.39, t (7.6) 7.40, t (7.6) 7.40, t (7.2)
4‴ 7.47, t (7.6) 7.47, t (7.6) 7.48, t (7.6) 7.48, t (7.6) 7.47, t (7.6) 7.48, t (7.6) 7.48, t (7.2)
NH 6.28, br t (6.0) 6.22, br t (6.4) 6.21, br t (6.0) 6.27, br t (6.0) 6.28, br t (6.2) 6.14, br t (6.0) 6.13, br t (6.8)

Table 2. 13C NMR Spectroscopic Data of Compounds 1−7 (CDCl3, δ in ppm)

position 1 2 3 4 5 6 7

1 64.3 64.3 64.4 64.0 64.6 64.7 64.8
2 124.9 124.9 124.9 124.1 121.7 120.7 120.9
3 136.6 136.6 136.6 137.2 141.5 141.8 140.2
4 76.0 76.0 76.0 76.8 74.2 72.5 80.7
5 32.8 32.9 32.9 34.4 35.4 35.9 39.4
6 76.4 76.5 76.5 75.2 77.3 72.2 78.4
7 72.4 72.5 72.5 72.5 72.3 77.3 83.4
8 26.0 26.1 26.1 25.8 26.2 26.4 28.0
9 25.3 25.3 25.3 23.4 25.9 25.9 21.7
10 12.6 12.6 12.6 12.3 12.4 13.1 12.7
1′ 172.9 172.9 172.9 172.8 174.0 174.9
2′ 34.6 34.6 34.7 34.4 34.7 34.6
3′ 25.0 25.7 25.1 24.8 25.1 25.3
12′, 14′, 17′ 22.8 22.8 22.8 22.5 22.8 22.8
4′-13′, 15′, 18′ 29.3−29.8 29.3−29.8 29.3−29.8 29.0−29.5 29.3−29.8 29.4−29.8
14′ or 16′ or 18′ 14.2 14.3 14.3 13.9 14.2 14.3
OCOCH3 21.2 21.3 21.2
OCOCH3 171.0 171.0 171.0
1″ 157.4 157.4 157.4 157.4 157.5 157.6 157.7
2″, 6″ 115.2 115.2 115.3 114.9 115.1 115.3 115.8
3″, 5″ 129.9 129.9 129.9 129.6 129.9 129.9 129.9
4″ 131.2 131.2 131.3 131.1 131.2 131.2 131.0
7″ 34.9 34.9 35.0 34.7 34.9 35.0 35.0
8″ 41.4 41.4 41.4 41.1 41.4 41.4 41.4
9″ 167.6 167.6 167.6 167.4 167.6 167.6 167.6
1‴ 134.8 134.8 134.9 134.5 134.8 134.8 134.9
2‴, 6‴ 127.0 127.0 127.0 126.6 126.9 126.9 126.9
3‴, 5‴ 128.6 128.6 128.7 128.4 128.7 128.7 128.7
4‴ 131.5 131.5 131.5 131.2 131.7 131.5 131.5
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carbon C-1′ (δ 174.0) were observed. This confirmed that the
palmitoyloxy moiety is located at C-6. Therefore, the structure
of compound 5, atalantum E, was defined as rac-N-{2-[4-(6-
palmitoyloxy-4,7-dihydroxy-3,7-dimethyl-2-octen-1-yl)oxy]-
phenyl}ethylbenzamide.
The HRESIMS data of compound 6 indicated a molecular

formula of C41H63O6N. The
1H NMR spectrum was similar to

that of 5, except for the chemical shifts of H-4 and H-6 at δ 3.93
and 4.97, respectively. The 1H−1H COSY spectrum showed
correlation for the H-4/H-5/H-6 system. In the 13C NMR
spectrum, oxygenated carbons resonated at δ 72.5 (C-4), 72.2
(C-6), and 77.3 (C-7). The HMBC spectrum showed cross-
peaks between H-4 and C-2 and C-10 and between H-6 and
CH3-8 and CH3-9. No HMBC interaction was evident between
the oxymethine proton and the ester-type carbonyl C-1′ (δ
174.9). The 1H and 13C NMR spectra also displayed the
palmitoyloxy moiety located at C-7. Thus, the structure of
compound 6, atalantum F, was defined as rac-N-{2-[4-(7-
palmitoyloxy-4,6-dihydroxy-3,7-dimethyl-2-octen-1-yl)oxy]-
phenyl}ethylbenzamide.
It should be noted that compound 5 may be obtained from

an intramolecular trans-esterification of 4 during the isolation
process, and 6 may similarly be derived from 5. However, 5
showed interesting results by revealing the strongest cytotox-
icity against cholangiocarcinoma cell lines (Table 3).

The HRESIMS data of compound 7 indicated a molecular
formula of C25H31O4N and corresponded to 11 indices of
hydrogen deficiency. The 1H NMR data showed the absence of
a palmitoyloxy, myristoyloxy, or stearoyloxy moiety, but the 1H
and 13C NMR spectra displayed resonances reminiscent of a
benzoyltyramine moiety. The 13C NMR spectrum showed an
additional 10 carbons representing a geranyl unit. The 13C
NMR and DEPT spectra exhibited oxygenated methine
carbons at δ 80.7 (C-4) and 78.4 (C-6), while there was an

oxygenated tertiary carbon at δ 83.4 (C-7). A correlation
between H-4 (δH/C 4.57/80.7) and C-2 (δ 120.9) was observed
in the HMBC spectrum, and correlations between CH3-8/CH3-
9 and C-6 and C-7 were evident. The NOESY spectrum
showed a correlation between H-4 and CH3-8/CH3-9. These
data show the presence of a tetrahydrofuran moiety. Thus, the
structure of 7, atalantum G, was defined as rac-N-{2-[4-(6-
hydroxy-4,7-oxolane-3,7,7-trimethyl-2-octen-1-yl)oxy]phenyl}-
ethylbenzamide.
The cytotoxicity against KKU-M214, KKU-M213, and KKU-

M156 cell lines was evaluated using a sulforhodamine B (SRB)
assay. Compound 1 showed cytotoxicity against KKU-M214
(IC50 value of 3.06 μM) that is nearly equal to that of the
standard drug, 5-fuorouracil (Table 3). Compound 2 exhibited
stronger cytotoxicity toward KKU-M213 cells than the standard
ellipticine with an IC50 value of 2.36 μM. In contrast, 3, which
contains the longest hydrocarbon chain, showed only weak
cytotoxicity (IC50 = 12 to 29 μM). These finding revealed that
the polarity of the compound is related to the cytotoxicity.
Among the diols 4−6, compound 4 displayed strong
cytotoxicity toward the KKU-M213 and KKU-M156 (IC50 =
5.63 and 2.80 μM) cell lines and 5 showed strong cytotoxicity
against the KKU-M214 and KKU-M156 (IC50 = 8.44 and 1.97
μM, respectively) cell lines, but 6 exhibited only weak activity
(IC50 = 16.14 to 31.49 μM for the three cell lines). These
results indicate that the position of the palmitoyloxy group
plays an important role. Comparing 1 and 4, it is believed that
the acetoxy group at C-6 resulted in a dramatic improvement,
approximately 9-fold, in cytotoxicity toward the KKU-M214
cell line. On the other hand, the 6,7-dihydroxy derivative 4
showed approximately 7- and 11-fold stronger cytotoxicity than
the 6-acetoxy derivative (compound 1) against the KKU-M213
and KKU-M156 cell lines, respectively. Compound 5 exhibited
the strongest cytotoxicity against the KKU-M156 cell line, with
an IC50 value of 1.97 μM, which is approximately 1.42-fold
stronger than that of 4. It should be noted that diols 4 and 5
were selective for KKU-M156 cells, while diol 6 showed only
weak activity. These results seem to indicate that the position of
the hydroxy group may be critical for the cytotoxicity.
Comparing 11 and 12, 11 displayed strong cytotoxicity against
the KKU-M213 cell line, with an IC50 value of 2.71 μM. It is
suggested that the palmitoyloxy group at C-4 was more
effective against KKU-M213 cells than the acetoxy group.
Compounds 2, 4, and 11 showed stronger cytotoxicity against
KKU-M213 cells than the standard drug ellipticine, with IC50

values of 2.36, 5.63, and 2.71 μM, respectively. Against the
KKU-M156 cell line, 4 and 5 also displayed stronger
cytotoxicity than the standard drug, with IC50 values of 2.80
and 1.97 μM, respectively. These results provide interesting
information that should be useful for cholangiocarcinoma
research.
In conclusion, seven new tyramines, atalantums A−G (1−7),

along with five known tyramines were isolated from the peels of
A. monophylla. Compounds 1, 5, and 7 showed cytotoxicity
against the KKU-M214 cell line, with IC50 values of 3.06, 8.44,
and 7.37 μM, respectively. Compounds 2, 4, and 11 exhibited
strong cytotoxicity against KKU-M213 cells, with IC50 values of
2.36, 5.63, and 2.71 μM, higher than that of the ellipticine
standard. In addition, both 4 and 5 displayed stronger
cytotoxicity than ellipticine against KKU-M156 cells, with
IC50 values of 2.80 and 1.97 μM, respectively.

Figure 2. HMBC correlations of compound 1.

Table 3. Cytotoxicity of Isolated Compounds (μM)a

compound KKU-M214 KKU-M213 KKU-M156

1 3.06 ± 0.51 34.77 ± 1.40 22.02 ± 1.55
2 24.00 ± 1.21 2.36 ± 0.20 24.47 ± 1.98
3 12.36 ± 1.44 29.05 ± 1.48 24.02 ± 0.46
4 27.43 ± 0.27 5.63 ± 0.22 2.80 ± 0.22
5 8.44 ± 0.47 23.47 ± 1.01 1.97 ± 0.73
6 20.52 ± 0.17 16.14 ± 0.84 31.49 ± 1.08
7 7.37 ± 1.29 12.21 ± 1.07 21.51 ± 0.46
8 11.11 ± 1.03 25.84 ± 5.00 26.76 ± 0.11
9 44.48 ± 1.26 28.79 ± 1.64 49.72 ± 0.80
11 14.92 ± 0.68 2.71 ± 0.23 20.98 ± 0.54
12 31.49 ± 7.22 11.14 ± 1.02 29.10 ± 2.52
ellipticine 6.58 ± 1.74 9.34 ± 1.66
5-fluorouracil 3.76 ± 0.16

aData shown are from triplicate experiments.
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■ EXPERIMENTAL SECTION
General Experimental Procedures. Melting points were

measured using a SANYO Gallenkamp (UK) melting point apparatus.
A JASCO P-1020 digital polarimeter was used to measure optical
rotations. The UV spectra were recorded on an Agilent 8453 UV−
visible spectrophotometer (Germany). IR spectra were obtained using
a Perkin−Elmer Spectrum One FT-IR spectrophotometer (UK). The
NMR spectra were recorded on a Varian Mercury Plus spectrometer
(UK) operating at 400 MHz (1H) and at 100 MHz (13C). The
chemical shifts δH 7.26 and δC 77.2 using CDCl3 as a residual solvent
were used as references. A Micromass Q-TOF 2 hybrid quadrupole
time-of-flight (Q-TOF) mass spectrometer (Micromass, UK) was used
to measure the mass spectra. Silica gel column chromatography was
carried out over silica gel 60 (100−200 mesh, Merck). Preparative
liquid chromatography (PLC) was conducted on silica gel 60 F254
(Merck). UV light at 254 and 365 nm was used to detect compounds,
and acidic anisaldehyde solution was used as spraying agent. The
organic solvents were distilled before use in the separation process.
Plant Material. The fruits of Atalantia monophylla (voucher

specimen KKU022015) were collected locally from Khon Kaen
Province, Thailand, in August 2015. The plant was characterized by
Prof. Dr. Pranom Chantaranothai, Faculty of Science, Khon Kaen
University.
Extraction and Isolation. The air-dried peels (2.0 kg) of

A. monophylla were ground and extracted with hexanes (3 × 12 L),
EtOAc (3 × 5 L), and MeOH (3 × 5 L) at room temperature. After
evaporation, crude hexanes (120 g), EtOAc (150 g), and MeOH (250
g) extracts were produced. Silica gel flash column chromatography
(FCC) was used to separate the hexanes extract using an elution
gradient of hexanes and EtOAc. On the basis of the TLC pattern, nine
fractions, HF1 to HF9, were collected. Fraction HF6 was separated by
silica gel FCC, and MeOH/CH2Cl2 (1:99) was used as an eluent to
give three subfractions, HF6.1−HF6.3. The further purification of
HF6.2 by FCC and elution with EtOAc/hexanes (5:95) afforded 11
(50.5 mg, 0.0025%). Five subfractions, HF7.1−HF7.5, were obtained
from the separation of fraction HF7 over silica gel FCC (acetone/
hexanes, 5:95). Subfraction HF7.4 was further purified by PLC (25:75
acetone/hexanes) to obtain 12 (37.3 mg, 0.0019%). Subfraction
HF7.5 was purified by FCC (1:99 MeOH/CH2Cl2) to give five
subfractions, HF7.5.1−HF7.5.5. Subfraction HF7.5.3 was separated
using reversed-phase CC (1:1 H2O/MeOH) to afford 1 (9.3 mg,
0.00046%), 2 (5.9 mg, 0.0003%), and 3 (4.2 mg, 0.00021%). The
purification of subfraction HF7.5.4 by FCC (1:99 MeOH/CH2Cl2)
afforded three subfractions, HF7.5.4.1−HF7.5.4.3, and the further
purification of subfraction HF7.5.4.2 by PLC (70:29:1 hexanes/
actone/MeOH) afforded 5 (15.2 mg, 0.00076%) and 7 (4.8 mg,
0.00024%). Subfraction HF7.5.4.3 was purified by PLC (70:29:1
hexanes/actone/MeOH) to yield 4 (11.1 mg, 0.00055%) and 6 (4.5
mg, 0.0002%). The purification of fraction HF8 by FCC and elution
with MeOH/CH2Cl2 (2:98) followed by PLC (65:34:1 hexanes/
acetone/MeOH) gave 9 (6.2 mg, 0.0003%).
The crude EtOAc extract was separated over silica gel FCC

(hexanes/EtOAc), affording eight subfractions, EF1−EF8. Subfraction
EF6 was subjected to silica gel FCC (acetone/hexanes) to yield five
subfractions, EF6.1−EF6.5. Purification of EF6.2 by reversed-phase
CC (2:3 H2O/MeOH) yielded 10 (3.2 mg, 0.00016%), and the
purification of EF6.3 by PLC (3:7 acetone/hexanes) gave 8 (10.3 mg,
0.0005%).
Cytotoxicity Assay. Cells ((1−2) × 104 cells/well) were seeded in

96-well plates at 37 °C and incubated for 24 h. Then, the cells were
treated with 0.1% DMSO (as solvent-control cells) and the
compounds by adding 10 μL/well of each concentration in triplicate
to obtain a final concentration of 0.025−20 μg/well at 37 °C. After
incubation for 1 h (starting cells) and 72 h, the determination of cell
growth was examined using the SRB assay.18 The percent cell viability
was calculated as [(OD treated cells on day 3 − OD starting cells)/
(OD control on day 3 − OD starting cells)] × 100. The IC50 (50%
growth inhibitory concentration) values of the compounds on the
CCA cell lines were calculated from the dose−response curves. The

IC50 values were calculated through computation using CalcuSyn
software.

Atalantum A (1): white, crystalline solid (MeOH); mp 94−97 °C;
[α]25D 0 (c 0.1, CHCl3); UV (CH3OH) λmax (log ε) 226 (4.23), 283
(3.17) nm; IR (neat) νmax 3351, 2924, 2853, 1736, 1644, 1540, 1511,
1239, 1176 cm−1; 1H NMR (400 MHz) and 13C NMR (100 MHz)
data (CDCl3), see Tables 1 and 2; HRESIMS m/z 730.4659 [M +
Na]+ (calcd for C43H65O7NNa, 730.4659).

Atalantum B (2): white, crystalline solid (MeOH); mp 77−80 °C;
[α]25D 0 (c 0.1, CHCl3); UV (CH3OH) λmax (log ε) 226 (4.32), 283
(3.24) nm; IR (neat) νmax 3355, 2924, 2853, 1735, 1645, 1539, 1511,
1239, 1176 cm−1; 1H NMR (400 MHz) and 13C NMR (100 MHz)
data (CDCl3), see Tables 1 and 2; HRESIMS m/z 702.4391 [M +
Na]+ (calcd for C41H61O7NNa, 702.4346).

Atalantum C (3): white, crystalline solid (MeOH); mp 67−70 °C;
[α]25D 0 (c 0.1, CHCl3); UV (CH3OH) λmax (log ε) 226 (4.34), 282
(3.29) nm; IR (neat) νmax 3365, 2924, 2853, 1736, 1645, 1539, 1511,
1239, 1176 cm−1; 1H NMR (400 MHz) and 13C NMR (100 MHz)
data (CDCl3), see Tables 1 and 2; HRESIMS m/z 758.4972 [M +
Na]+ (calcd for C45H69O7NNa, 758.4972).

Atalantum D (4): pale yellow oil; [α]25D 0 (c 0.1, CHCl3); UV
(MeOH) λmax (log ε) 226 (4.35), 283 (3.31) nm; IR (neat) νmax 3351,
2924, 2854, 1727, 1642, 1541, 1512, 1235, 1177 cm−1; 1H NMR (400
MHz) and 13C NMR (100 MHz) data (CDCl3), see Tables 1 and
2;HRESIMS m/z 688.4556 [M + Na]+ (calcd for C41H63O6NNa,
688.4553).

Atalantum E (5): pale yellow oil; [α]25D 0 (c 0.1, CHCl3); UV
(MeOH) λmax (log ε) 226 (4.22), 283 (3.02) nm; IR (neat) νmax 3348,
2924, 2853, 1730, 1642, 1540, 1511, 1237, 1176 cm−1; 1H NMR (400
MHz) and 13C NMR (100 MHz) data (CDCl3), see Tables 1 and 2;
HRESIMS m/z 688.4555 [M + Na]+ (calcd for C41H63O6NNa,
688.4553).

Atalantum F (6): amorphous gum; [α]25D 0 (c 0.1, CHCl3); UV
(MeOH) λmax (log ε) 226 (4.32), 284 (3.36) nm; IR (neat) νmax 3348,
2923, 2853, 1731, 1642, 1541, 1511, 1239, 1177 cm−1; 1H NMR (400
MHz) and 13C NMR (100 MHz) data (CDCl3), see Tables 1 and 2;
HRESIMS m/z 688.4558 [M + Na]+ (calcd for C41H63O6NNa,
688.4553).

Atalantum G (7): pale yellow oil; [α]25D 0 (c 0.1, CHCl3); UV
(MeOH) λmax (log ε) 226 (3.96), 283 (2.92) nm; IR (neat) νmax 3333,
2925, 2856, 1641, 1542, 1512, 1237, 1178 cm−1; 1H NMR (400 MHz)
and 13C NMR (100 MHz) data (CDCl3), see Tables 1 and 2;
HRESIMS m/z 432.2147 [M + Na]+ (calcd for C25H31O4NNa,
432.2151).
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Chemical investigation of the roots of Cananga latifolia led to the isolation and purification of thirteen juvenile
hormone III analogues. Six new analogues, canangalias C-H (1–6) and a new natural product, (2E,6E,10R)-10-
acetoxy-11-hydroxy-3,7,11-trimethyldodeca-2,6-dienoic acid methyl ester (7), were isolated. In addition, six
known juvenile hormone III analogueswere isolated. Their structureswere established by spectroscopicmethods
including 1D and 2D NMR, IR and mass spectrometry.
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1. Introduction

Cananga latifolia Finet &Gagnep. (Annonaceae) is commonly used as
a traditionalmedicine in South-East Asia, such as in Thailand, Myanmar,
Laos, Vietnam and Cambodia [1]. The roots are used for curing infectious
diseases in early childhood [2]. The stem and stem barks are used as an
antipyretic [3], and for nasal polyposis [4], dizziness and fever [5]. The
seeds are used as antirheumatism, antimalarial and antidiarrhoeal treat-
ments [6]. It was reported that flavonoids, flavonoid glycosides, fatty
acids, alkaloids and juvenile hormone III analogues were isolated from
C. latifolia [7,8]. In our previous study, we reported two new juvenile
hormone III analogues, a new phenylpropanoid derivative and ten
known compounds from the stem of this plant, and all isolates were
evaluated for antifungal activity against Pythium insidiosum [9]. It was
found that three juvenile hormone III analogues showed strong activity
against this fungus. P. insidiosum, which causes pythiosis disease, is
found in tropical and subtropical areas [9,10]. In the past this disease
has been found in cats, dogs, horses, and calves, but nowadays occur-
rence in humans has also been found [11]. Because its cell wall does
not containing ergosterol like a true fungus, the existing antifungal
agents are not effective [12]. Therefore, the search for potent com-
pounds fromnatural sources is still important. As part of our ongoing re-
search on antifungal activity against P. insidiosum, the bioactive
metabolites from the roots of C. latifolia have been studied. In this
work, we report the isolation of 13 juvenile hormone III analogues, in-
cluding six new juvenile hormone III analogues (1–6), a new natural

product juvenile hormone III derivative (7), alongwith six known com-
pounds (8–13). Herein,we describe the isolation and structural elucida-
tion of the six new compounds and bioactivity results.

2. Experimental

2.1. General experimental procedures

IR spectra were obtained using a Bruker Tenser 27 spectrophotome-
ter. The CD and UV spectra were measured using a JASCO J-810 appara-
tus. Optical rotations were obtained using a JASCO P-1020 digital
polarimeter. The NMR spectra were recorded on a Varian Mercury
plus spectrometer operating at 400 MHz (1H) and at 100 MHz (13C).
Mass spectra were determined on aMicromass Q-TOF 2 hybrid quadru-
pole time-of-flight (Q-TOF) mass spectrometer with a Z-spray ES
source. Thin layer chromatography (TLC) was carried out on Merck sil-
ica gel 60 F254 TLC aluminium sheets. Column chromatography was
donewith silica gel 0.063–0.200mmor less than 0.063mm. Preparative
layer chromatography (PLC) was carried out on glass supported silica
gel plates using silica gel 60 PF254 for preparative layer chromatography.
All solvents were routinely distilled prior to use.

2.2. Plant material

The roots of C. latifolia were collected in October 2013 from
Phuwieng District, Khon Kaen Province, Thailand. The plant was identi-
fied by Dr. Pranom Chantaranothai, Faculty of Science, Khon Kaen Uni-
versity, Thailand where a voucher specimen (KKU012013) was
deposited.
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2.3. Extraction and isolation

Air-dried and finely powdered roots (3.1 kg) of C. latifolia were se-
quentially extracted at room temperature for three days with hexane
(2 × 12 L), EtOAc (2 × 10 L), and MeOH (2 × 10 L). The extracts were
evaporated in vacuo to obtain three dry extracts, crude hexane
(20.1 g), EtOAc (28.9 g), and crudeMeOH(124.2 g). The crude EtOAc ex-
tractwas subjected to silica gel flash column chromatography (FCC) and
subsequently eluted with a gradient of three solvents (hexane, EtOAc
and MeOH) by gradually increasing the polarity of the elution solvents
system. The eluents were collected and monitored by thin layer chro-
matography (TLC) resulting in 7 groups of eluting fractions which
were designated as F1 to F7. Fraction F1 was purified by silica gel column
chromatography and eluted with an isocratic system of 5%
EtOAc:CH2Cl2 to yield three subfractions, F1.1–F1.3. Subfraction F1.2 was
purified by PLC using 10% EtOAc:hexane as developing solvent to yield
9 (10.2 mg, 0.0003%). Fraction F2 was purified by silica gel FCC using
5% EtOAc:hexane as eluent to give three subfractions, F2.1-F2.3.
Subfraction F2.1 was purified by PLC and 10% EtOAc:hexane was used
as developer to afford 10 (2.3 g, 0.0740%). Purification of subfraction
F2.2 by PLC using 15% EtOAc:hexane as developing solvent yielded 11
(13.5mg, 0.0004%). Fraction F3 was purified by silica gel FCC and eluted
with a gradient system of EtOAc:hexane to give eight subfractions, F3.1–
F3.8. Subfraction F3.3 was subjected to a column of Sephadex LH-20,
using MeOH as eluent and then by PLC (40% EtOAc:hexane) to give 13
(15.1 mg, 0.0005%). Further purification of subfraction F3.5 with gel fil-
tration (Sephadex LH-20) and eluting with MeOH gave three
subfractions, F3.5.1–F3.5.3. Subfraction F3.5.1 was purified by PLC and 50%
EtOAc:hexane was used as developing solvent to afford 12 (23.7 mg,
0.0008%). Subfractions F3.7 and F3.8 were subjected to a column of
Sephadex LH-20, using MeOH as eluent and then by PLC (40%
EtOAc:hexane) to give 7 (22.3mg, 0.0007%) and 8 (7.8 g, 0.25%), respec-
tively. Fraction F5 was purified by silica gel FCC and eluted with a gradi-
ent system of EtOAc:hexane to give five subfractions, F5.1–F5.5. Further
purification of subfraction F5.2 by gel filtration (Sephadex LH-20), eluted
with MeOH, gave three subfractions, F5.2.1–F5.2.3. Subfraction F5.2.2 was
purified by silica gel CC, eluted with an isocratic system of 20%
EtOAc:hexane and then by PLC (1% MeOH:CH2Cl2) to give 1 (21.5 mg,
0.0007%). Subfractions F5.3 and F5.4 were subjected to a column of
Sephadex LH-20, using MeOH as eluent and then purified by silica gel
CC, eluted with an isocratic system of 20% EtOAc:hexane to give 5
(10.4 mg, 0.0003%) and 6 (9.8 mg, 0.0003%), respectively. Fraction F6
was purified by silica gel FCC and eluted with a gradient system of
EtOAc:hexane to give four subfractions, F6.1–F6.4. Further purification
of subfraction F6.4 with gel filtration (Sephadex LH-20) and eluting
with MeOH gave three subfractions, F6.4.1–F6.4.3. Subfraction F6.4.1 was
further purified by silica gel CC, eluted with an isocratic system of 15%
EtOAc:CH2Cl2 to give four subfractions, F6.4.1.1–F6.4.1.4. Subfractions
F6.4.1.2 and F6.4.1.4 were purified by PLC using 10%MeOH:CH2Cl2 as eluent
to give 3 (12.5 mg, 0.0004%) and 4 (11.4 mg, 0.0004%). Fraction F7 was
purified by silica gel FCC and eluted with a gradient system of
EtOAc:hexane to give four subfractions, F7.1–F7.4. Subfraction F7.2 was
purified on a column of Sephadex LH-20, using MeOH as eluent and
then by silica gel FCC, eluted with an isocratic system of 20%
EtOAc:hexane to give 2 (14.2 mg, 0.0005%).

2.4. Antifungal activity; disk diffusion assay

All purified compounds were dissolved in CH2Cl2 to final volumes of
100 μL. Then 20 μL of the tested compounds were impregnated on ster-
ilized discs (6.0mm) (Whatman, England) and placed on the Sabouraud
Dextrose Agar (SDA) plate (Oxoid, UK)which had been inoculated with
an agar block of P. insidiosum (1 × 1 cm). Plates were kept at room tem-
perature for 2 h in the laminar flow cabinet, then inverted and incubat-
ed at 25 °C for 3, 6 and 9 days. Terbinafine (20 mg/100 μL; 20 μL/disk)
(Sigma-Aldrich, USA) and a disk with CH2Cl2 only were used as control

discs. Inhibition of the mycelial growth of P. insidiosum compared with
the control was observed and reported as positive antifungal activity.

3. Results and discussion

Purification and isolation of the EtOAc extract of air dried roots of C.
latifolia was accomplished by repeated column chromatography and
Sephadex LH-20 followed by PLC, to obtain six new compounds,
canangalias C-H (1–6), a new natural product compound, (2E,6E,10R)-
10-acetoxy-11-hydroxy-3,7,11-trimethyldodeca-2,6-dienoic acid
methyl ester (7) [13], together with six known compounds,
(2E,6E,10R)-10,11-dihydroxy-3,7,11-trimethyldodeca-2,6-dienoic acid
methyl ester (8) [14], (2E,6E)-3,7,11-trimethyldodeca-2,6,10-trienoic
acid methyl ester (9) [15], (2E,6E,10R)-10,11-epoxy-3,7,11-
trimethyldodeca-2,6-dienoic acid methyl ester (10) [16], (2E,6E,10R)-
10-hydroxy-3,7,11-trimethyldodeca-2,6,11-trienoic acid methyl ester
(11) [8], (2E,6E)-11-hydroxy-3,7,11-trimethyldodeca-10-one-2,6-
dienoic acid methyl ester (12) and (2E)-5-(3′-hydroxy-2′2′-dimethyl-
6′-methylenecyclohexyl)-3-methyl-2-pentenoic acid methyl ester
(13) [9] (Fig. 1). All isolated compounds were juvenile hormone III de-
rivatives, which can be found in some plants [17,18]. The structure of
all compounds were identified on the basis of spectroscopic data, in-
cluding IR, 1D, 2D NMR experiment (COSY, HMQC and HMBC) and by
comparison with those previously reported in the literature for the
known compounds.

Compound 1 was determined as C19H32O6 by a quasi-molecular
ion peak at m/z 379.2098 [M + Na]+ in the HRESIMS. The IR
spectrum showed the absorption bands at 3431 and 1719 cm−1 as-
cribable to hydroxyl and α,β-unsaturated ester groups. The 1H NMR
spectrum showed a methyl ester group at δH 3.68 (Table 1). These
protons correlated with carbon at δ 167.3 (C-1) in the HMBC spec-
trum (Fig. 2). The 13C NMR spectrum showed two carbonyl carbons
at δC 167.3 (C-1) and 175.8 (C-1′) (Table 2). Two olefinic protons at
δH 5.68 (1H, s, H-2) and 5.06 (1H, br s, H-6) correlated with carbons
at δC 115.4 (C-2) and δC 124.0 (C-6), respectively, in the HMQC spec-
trum. In the HMBC experiment, H-2 correlated with carbons at δ 18.8
(C-15) and 40.6 (C-4) and H-6 correlated with carbons C-5, C-8 and
C-14 in the HMBC spectrum. The methyl groups at CH3-12 and
CH3-13 showed singlet signals at δ 1.19 and 1.20 and correlated
with C-10 and C-11 in the HMBC spectrum. The methine proton H-
10 (4.85, dd, J= 10.5, 2.3 Hz) showed correlation with an oxygenat-
ed carbon at δ 80.9 in the HMQC experiment. This proton displayed
correlations with carbons at δ 35.9 (C-8) and δ 175.8 (C-1′) in the
HMBC spectrum which indicated the connection of the other ester
group at this position. In this spectrum, the methine proton (q, J =
6.9 Hz, H-2′) at δH/C4.31/66.8 correlated with carbons at δC 175.8
(C-1′) and 20.6 (C-3′). The COSY spectrum also displayed the corre-
lation between methyl proton at δ 1.56 (d, J = 6.9 Hz, CH3-3′) with
H-2′. These data indicated the presence of an α-hydroxy ester moiety
which was attached at the C-10 position of the methyl farnesoate
part. The absolute stereochemistry at C-10 was assumed as 10R due
to the specific rotation of this compound being [α]28D + 1.4 (c
0.55) which has the same sign as the major component in this
plant, (2E,6E,10R)-10,11-dihydroxy-3,7,11-trimethyldodeca-2,6-
dienoic acid methyl ester ([α]D + 17.4; [8,9]). Thus, this compound
was (2E,6E,10R)-10-lactoxy-11-hydroxy-3,7,11-trimethyldodeca-
2,6-dienoic acid methyl ester, which was named canangalia C.

Compound 2was assigned as C20H32O7 from its a quasi-molecular
ion peak at m/z 407.2048 [M + Na]+ in the HRESIMS. The IR
spectrum showed broad absorption bands at 3464 and 1715 cm−1

which indicated the presence of a carboxylic acid group. The 13C
NMR spectrum showed three carbonyl carbons at δC 167.4 (C-1),
172.3 (C-1′) and 176.3 (C-4′) (Table 2). The 1H and 13C NMR
spectral data of 2 are similar to those of compound 1 except that
the hydroxyl group at C-10 was acylated by a succinic acid. The 1H
NMR spectrum showed multiplet signals of methylene protons H-2′
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and H-3′ at δ 2.63 and 2.69 (Table 1). The 13C NMR and DEPT spectra
also exhibited two methylene carbons at δ 29.1 (C-2′) and 29.3 (C-
3′). Correlations of H-2′ and H-3′ with C-1′ and C-4′ were observed
in the HMBC spectrum. The correlation of the H-10 with carbonyl

carbon C-1′ confirmed the linkage of a succinic moiety at the C-10
position. From the above evidence, compound 2 was determined as
(2E,6E,10R)-11-hydroxy-10-succinoxy-3,7,11-trimethyldodeca-2,6-
dienoic acid methyl ester, which was named canangalia D.

Fig. 1. The structures of isolated compounds (1−13).

Table 1
1H NMR (400 MHz, CDCl3) spectral data of compounds 1–6 (J in Hz).

Position 1 2 3 4 5 6

2 5.68, s 5.67, s 5.66, s 5.66, s 5.69, s 5.69, s
4 2.17, m 2.16, m 2.17, m 2.18, m 2.14, m Ha 2.37, Hb 2.17, m
5 2.17, m 2.16, m 2.17, m 2.18, m 1.60, m Ha 1.75, Hb 1.49, m
6 5.06, br s 5.06, br s 5.13, br s 5.14, br s 2.18, s 2.17, s
8 1.97, m 1.94, m Ha 2.26, Hb 2.04, m Ha 1.47, Hb 1.41, m
9 1.69, m 1.65, m Ha 1.48, Hb 1.40, m Ha 2.26, Hb 2.05, m
10 4.85, dd (10.5, 2.3) 4.84, dd (10.3, 2.4) 3.52, br d (10.4) 3.48, m
12 1.19, s 1.18, s 1.15, s 1.13, s
13 1.20, s 1.18, s 1.18, s 1.15, s
14 1.58, s 1.57, s 1.60, s 1.61, s
15 2.15, s 2.14, s 2.15, s 2.15, s
1′ Ha 4.08, d (10.5) Hb 3.90, d (10.5) 3.48, m 0.84, t (4.4) 1.13, t (4.4)
2′ 4.31, q (6.9) 2.63, m 4.41, dd (7.6, 3.2)
3′ 1.56, d (6.9) 2.69, m 4.35, t (5.0) Ha 1.64, Hb 1.47, m Ha 1.60, Hb 1.49, m
4′ 3.69, d (5.0) 4.20, s Ha 1.79, Hb 1.54, m Ha 1.75, Hb 1.49, m
5′ Ha 5.18, s Hb 5.20, s Ha 5.17, s Hb 5.19, s 3.24, dd (11.7, 4.0) 3.32, m
6′
7′ 0.92, s 0.78, s
8′ 0.98, s 1.02, s
9′ 1.17, s 1.18, s
OCH3 3.68, s 3.68, s 3.68, s 3.68, s 3.68, s 3.68, s
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Compound3was concluded to beC21H36O6 by a quasi-molecular ion
peak atm/z 407.2428 [M+Na]+ in the HRESIMS. The 1H and 13C spec-
tra showed the same pattern as compounds 1 and 2 by showing a
3,7,11-trimethyldodeca-2,6-dienoic acid methyl ester moiety. The re-
maining 13C NMR signals displayed five carbons, including two oxygen-
ated aliphatic methylenes, an olefinic methylene, an oxygenated
aliphatic methine, and a quaternary olefinic carbon. The 1H NMR spec-
trum displayed two doublet signals (J = 10.5 Hz) at δ 4.08 and 3.90
(H-1′) and correlated with a carbon at δ 62.7 (C-1′) in the HMQC

spectrum (Tables 1 and 2). In the HMBC experiment, these protons
showed long range correlations with carbons at δ 145.6 (C-2′), 74.4
(C-3′), and 115.4 (C-5′), in addition, a correlation between H-1′ (δ
3.90) and C-11 (δ 78.6) was observed, which indicated the connection
of an isoprene unit at this position. The triplet signal at δ 4.35 (1H,
J = 5.0 Hz, H-3′) correlated with a carbon at δ 74.4 in the HMQC spec-
trum. This proton correlated with a terminal olefinic carbon at δ 115.4
(C-5′) in the HMBC spectrum. The oxygenated methylene proton H-4′
showed a signal at δH/C 3.69/66.4 and correlated with carbons at δ
145.6 (C-2′) and 74.4 (C-3′) in the HMBC experiment. The COSY spec-
trum showed the correlation of H-3′/H-4′ which confirmed the struc-
ture of this moiety. Therefore, compound 3 was identified as
(2E,6E,10R)-11-(3′,4′-dihydroxy-2′-methylenebutoxy)-10-hydroxy-
3,7,11-trimethyldodeca -2.6-dienoic acid methyl ester which was
named canangalia E.

Compound 4 was assigned the molecular formula C21H36O6 from
its quasi-molecular ion peak at m/z 407.2405 [M + Na]+ in the
HRESIMS. The 1H and 13C NMR spectral data of 4 are similar to
those of compound 3 except for the pattern of an isoprene unit at
C-11 (Tables 1 and 2). The COSY spectrum showed the correlation
between H-1′ (δ 3.48, 2H, m) and H-2′ (δ 4.41, 1H, dd, J = 7.6,
3.2 Hz) and these protons connected to carbons at δ 65.2 (C-1′) and
73.1 (C-2′), respectively, in the HMQC spectrum. The 1H NMR spec-
trum showed olefinic methylene signals at δ 5.17 and 5.19 (s each,
H-5′) which correlated with carbon at δ 113.7 (C-5′) in the HMQC
spectrum. These methylene protons showed long range correlations
with carbons at δ 73.1 (C-2′), 147.4 (C-3′) and 64.3 (C-4′) in the
HMBC experiment (Fig.2). The signal at δH/C 4.20/64.3 (H-4′) corre-
lated with carbons at δ 73.1 (C-2′), 147.4 (C-3′), and 113.7 (C-5′) in
the HMBC spectrum. The connection of an isoprene unit at the C-11
position was determined from the long range correlation between
H-1′ (δ 3.48) and C-11 (δ 78.3) in the HMBC spectrum. From these
data, compound 4 was identified as (2E,6E,10R)-11-(2′,4′-dihy-
droxy-3′-methylenebutoxy)-10-hydroxy-3,7,11-trimethyldodeca-
2,6-dienoic acid methyl ester which was named canangalia F.

Fig. 2. The HMBC and NOESY correlations of compounds 1–6.

Table 2
13C NMR (100 MHz, CDCl3) spectral data of compounds 1–6.

Position 1 2 3 4 5 6

1 167.3 C 167.4 C 167.3 C 167.3 C 167.2 C 167.3 C
2 115.4 CH 115.4 CH 115.3 CH 115.3 CH 115.1 CH 114.9 CH
3 159.7 C 159.9 C 160.0 C 159.9 C 160.1 C 160.9 C
4 40.6 CH2 40.7 CH2 40.8 CH2 40.8 CH2 44.4 CH2 43.8 CH2

5 25.8 CH2 25.8 CH2 25.8 CH2 25.8 CH2 39.1 CH2 41.1 CH2

6 124.0 CH 123.7 CH 123.4 CH 123.4 CH 19.0 CH3 19.0 CH3

7 134.7 C 135.0 C 135.9 C 135.9 C
8 35.9 CH2 35.9 CH2 36.7 CH2 36.7 CH2

9 27.7 CH2 28.1 CH2 29.7 CH2 29.6 CH2

10 80.9 CH 79.9 CH 75.5 CH 75.7 CH
11 72.4 C 72.8 C 78.6 C 78.3 C
12 24.8 CH3 24.3 CH3 20.1 CH3 19.8 CH3

13 26.4 CH3 26.3 CH3 21.5 CH3 21.5 CH3

14 15.9 CH3 15.9 CH3 16.0 CH3 16.0 CH3

15 18.8 CH3 18.8 CH3 18.8 CH3 18.8 CH3

1′ 175.8 C 172.3 C 62.7 CH2 65.2 CH2 53.1 CH 55.4 CH
2′ 66.8 CH 29.1 CH2 145.6 C 73.1 CH 72.3 C 73.6 C
3′ 20.6 CH3 29.3 CH2 74.4 CH 147.4 C 23.9 CH2 24.1 CH2

4′ 176.3 C 66.4 CH2 64.3 CH2 26.8 CH2 28.9 CH2

5′ 115.4 CH2 113.7 CH2 78.4 CH 78.1 CH
6′ 40.3 C 40.3 C
7′ 14.6 CH3 14.8 CH3

8′ 26.9 CH3 28.0 CH3

9′ 30.4 CH3 23.2 CH3

OCH3 50.8 CH3 50.8 CH3 50.8 CH3 50.8 CH3 50.8 CH3 50.8 CH3
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Compound 5was assigned as C16H28O4 from its quasi-molecular ion
peak at m/z 307.1856 [M + Na]+ in the HRESIMS. In the HMBC spec-
trum, correlations between methylene proton at δ 1.60 (H-5) with car-
bons at C-4 (δ 44.4), C-1′ (δ 53.1) and C-2′ (δ 72.3) were observed. The
triplet signal at δ 0.84 (J= 4.4 Hz) was assigned as H-1′ and connected
to the carbon at δ 53.1 in the HMQC spectrum. This proton showed long
range correlations with C-4 (δ 44.4), C-6′ (δ 40.3), C-3′ (δ 23.9), C-7′ (δ
14.6), and C-8′ (δ 26.9) in the HMBC experiment (Fig. 2). The 1H-1H
COSY spectrum showed correlations in the aliphatic proton,
representing H-4/H-5/H-1′ and H-3′/H-4′/H-5′. Two methyl protons at
CH3-7′ (δH/C 0.92/14.6) and CH3-8′ (δH/C 0.98/26.9) showed correlations
with C-1′, C-6′ and C-5′ in the HMBC spectrum. The signal at δH/C 1.17/
30.4 was assigned as CH3-9′, and this proton showed correlations with
C-5, C-1′, and C-2′ in the HMBC spectrum. The NOESY experiment
showed correlations between H-1′/H-5′/CH3-8′/CH3-9′, which indicat-
ed that these protons are cofacial. The results indicate that H-1′ and
H-5′ are located in an α-axial orientation and CH3-9′was in an α-equa-
torial orientation (Fig. 2). From all data, compound 5was determined as
(rel-1′R,2′S,5′R,2E)-5-(2′,5′-dihydroxy-2′,6′,6′-trimethylcyclohexyl)-3-
methyl-2-pentenoic acid methyl ester which was named canangalia G.

Compound 6was assigned as C16H28O4 from its quasi-molecular ion
peak atm/z 307.1886 [M+Na]+ in theHRESIMS. The 1HNMR spectrum
of this compoundwas similar to that of 5, except for the chemical shift of
the methine proton, H-1′ (δH 1.13, t, J = 4.4 Hz) which appeared at a
slightly lower field than 5. In addition, the 13C NMR signal of CH3-9′ in
5 showed a signal at δ 30.4 but in 6 showed at δ 23.2. Consequently,
the NOESY experiment showed correlations between H-1′/H-5′/CH3-
8′, indicating that these protons are located in an α- orientation. This
means that CH3-7′ is located in anβ-axial orientation. TheNOESY exper-
iment displayed the correlation between CH3-7′ and CH3-9′, which indi-
cated the β-axial orientation of CH3-9′. From all the data, compound 6
was determined as (rel-1′R,2′R,5′R,2E,)-5-(2′,5′-dihydroxy-2′,6′,6′-
trimethylcyclohexyl)-3-methyl-2-pentenoic acid methyl ester which
was named canangalia H.

Biogenetics of cyclic derivatives 5 and 6 were produced from linear
methyl farnesoate. Epoxide derivative 10was the key starting material.
Electrophilic addition of a double bond at C-6 with carbocation at C-11
generated carbocation at C-7. Further hydroxylation at carbocation led
to epimers 5 and 6. All isolated compounds were juvenile hormone III
derivatives which are rare in higher plants. Juvenile hormone III is an
important hormone for development from insect larvae to insect adults.
It is believed that higher plants produce juvenile hormone III analogues
to defend themselves from insects [19].

The isolated compounds were evaluated for antifungal activity
against P. insidiosum. From our previous study, compounds 8, 10 and
11 exhibited potent antifungal activity with inhibition zones of 24, 16
and 14 mm, respectively. Unfortunately, the other compounds showed
no activity. It should be noted that compounds 1–7 were ester or
ether derivatives of 8, but only 8 exhibited strong activity. These results
suggest dihydroxyl groups at C-10 and C-11may play an important role
in this activity.

Canangalia C (1): colorless oil; [α]28D + 1.4 (c 0.55, MeOH); UV
(MeOH) λmax (log ε) 218 (4.23) nm; IR (Neat) νmax 3431, 2931, 1719,
1648, 1223, 1146 cm−1; 1H (CDCl3, 400 MHz) and 13C NMR data
(CDCl3, 100 MHz), see Tables 1 and 2; HRESIMS m/z 379.2098
[M+ Na]+(calcd. for C19H32O6 + Na, 379.2097).

Canangalia D (2): colorless oil; [α]28D + 5.6 (c 0.5, MeOH); UV
(MeOH) λmax (log ε) 218 (4.23) nm; IR (Neat) νmax 3464, 2936, 1715,
1648, 1225, 1153 cm−1; 1H (CDCl3, 400 MHz) and 13C NMR data
(CDCl3, 100 MHz), see Tables 1 and 2; HRESITOFMS m/z 407.2048
[M+ Na]+(calcd. for C20H32O7 + Na, 407.2046).

Canangalia E (3): colorless oil; [α]28D + 9.3 (c 0.5, MeOH); UV
(MeOH) λmax (log ε) 204 (4.29), 217 (4.30) nm; IR (Neat) νmax 3392,
2929, 1717, 1648, 1224, 1147 cm−1; 1H (CDCl3, 400 MHz) and 13C
NMR data (CDCl3, 100 MHz), see Tables 1 and 2; HRESIMS m/z
407.2428 [M+ Na]+(calcd. for C21H36O6 + Na, 407.2410).

Canangalia F (4): colorless oil; [α]28D + 10 (c 0.5, MeOH); UV
(MeOH) λmax (log ε) 204 (4.21), 217 (4.22) nm; IR (Neat) νmax 3387,
2928, 1717, 1648, 1225, 1147 cm−1; 1H (CDCl3, 400 MHz) and 13C
NMR data (CDCl3, 100 MHz), see Tables 1 and 2; HRESIMS m/z
407.2405 [M+ Na]+(calcd. for C19H32O6 + Na, 407.2410).

Canangalia G (5): colorless oil; [α]28D + 15.5 (c 0.5, MeOH); UV
(MeOH) λmax (log ε) 220 (4.21) nm; IR (Neat) νmax 3428, 2943, 1700,
1645, 1226, 1150 cm−1; 1H (CDCl3, 400 MHz) and 13C NMR data
(CDCl3, 100 MHz), see Tables 1 and 2; HRESIMS m/z 307.1856
[M+ Na]+(calcd. for C16H28O4 + Na, 307.1885).

Canangalia H (6) colorless oil; [α]28D − 2.0 (c 1.4, MeOH); UV
(MeOH) λmax (log ε) 220 (4.21) nm; IR (Neat) νmax 3430, 2942, 1717,
1646, 1227, 1150 cm−1; 1H (CDCl3, 400 MHz) and 13C NMR data
(CDCl3, 100 MHz), see Tables 1 and 2; HRESIMS m/z 307.1886
[M+ Na]+(calcd. for C16H28O4 + Na, 307.1885).

4. Conclusion

Six new juvenile hormone III analogues named canangalias C-H (1–
6) and a new natural product juvenile hormone III, (2E,6E,10R)-10-
acetoxy-11-hydroxy-3,7,11-trimethyldodeca-2,6-dienoic acid methyl
ester (7), together with six known juvenile hormone III analogues (8–
13) were isolated from the roots of C. latifolia. Their structures were de-
fined by 1D, 2D NMR (COSY, NOESY, HMQC and HMBC).
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A B S T R A C T

A rare isoprene coumarin, toddayanin (1), and a new dihydrochelerythrine-cadinane derivative,
toddayanis (2), along with 16 known compounds were isolated from the root of Toddalia asiatica Lam.
Compound 12 showed strong antimalarial activity against Plasmodium falciparum with an IC50 value of
5.4 mg/mL and was inactive against normal, Vero cells. Compound 13 showed cytotoxicity against the
MCF-7 cell line with an IC50 value of 8.7 mg/mL and was inactive against Vero cells. Alkaloid 11 displayed
cytotoxicity against KB, NCI-H187, MCF-7 and Vero cells lines with IC50 values ranging from 0.8 to 11.6 mg/
mL.
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1. Introduction

In the continuation of our research investigation of bioactive
compounds from natural sources, we have intensively evaluated
biological activities such as cytotoxicity, antimalarial, antifungal,
and antituberculosis properties of isolated compounds from Thai
medicinal plants (Thongthoom et al., 2011; Suthiwong et al., 2014).
In the present work, the chemical constituents from the roots of
Toddalia asiatica (Linn.) Lam. were studied. Nine coumarins, six
alkaloids, two cinnamic derivatives, and a sesquiterpene were
isolated and biological activities of all isolates were evaluated.
Cytotoxicity against KB, MCF-7, and NCI-H187 cell lines were
investigated. In addition, antimalarial activity against Plasmodium
falciparum was also evaluated.

T. asiatica (Linn.) Lam. (Rutaceae), a Thai medicinal plant, is a
woody liana with a corky, thorny stem which climbs on trees. The
root bark of this plant is used for curing diarrhea, gonorrhea, cough,
influenza and for toothache (Jain et al., 2006; Hu et al., 2014). The
fresh leaves are used to treat lung diseases and for curing bowel
complaints (Jain et al., 2006). The fruits are believed to be a
treatment for malaria and cough (Karunai et al., 2012). An
ointment of the roots and unripe fruits has been used to treat
* Corresponding author.
E-mail address: chayen@kku.ac.th (C. Yenjai).
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rheumatism (Lakshmi et al., 2002). There are many reports on the
chemical constituents and biological activities of this plant such as
prenylated and geranylated coumarins, triterpenes, phenanthri-
dine alkaloids, and also volatile oils (Saxena and Sharma, 1999).
Biological activities of compounds from this plant have been
investigated including anticancer against the U-937 cell line
(Vazquez et al., 2012), antidiabetic, antioxidant (Irudayaraj et al.,
2012) and antibacterial activities (Karunai et al., 2012).

2. Results and discussion

The extraction and purification of the hexane extract from the
root of T. asiatica led to the isolation of 18 compounds. Two of them,
a rare coumarin named toddayanin (1) and a terpenealkaloid
named toddayanis (2) were new compounds. Sixteen known
compounds including artanin (3) (Wang et al., 2009), coumurrayin
(4) (Lv et al., 2015), toddaculine (5) (Vazquez et al., 2012), toddanol
(6) (Vazquez et al., 2012), toddalolactone (7) (Phatchana and
Yenjai, 2014), isopimpinellin (8) (Gao et al., 2014), phellopterin (9)
(Heinke et al., 2011), 5-methoxy-8-geranyloxypsoralen (10)
(Franke et al., 2001), 8-methoxydihydrochelerythrine (11) (Zou
et al., 2015), 8-methoxynorchelerythrine (12) (Hu et al., 2014),
skimmiamine (13) (Li et al., 2014), norchelerythrine (14) (Phatch-
ana and Yenjai, 2014), chelerythrine (15) (Ishii et al., 1983),
oplopanone (16) (Lukas et al., 2015), nelumol (17) (Phatchana and
ts reserved.
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Yenjai, 2014), and p-isopentenoxybenzenepropanoic acid (18)
(Genovese et al., 2009) were also isolated (Fig. 1).

Compound 1 was found as a pale yellow oil, and its molecular
formula was determined as C16H18O5 by 13C NMR and HRESIMS
data. The IR spectrum showed absorption bands of carbonyl groups
at 1729 and 1609 cm�1. The 1H NMR spectrum showed a singlet
signal at d 9.49 indicating an aldehydic proton (H-30) (Table 1). This
Table 1
1H and 13C NMR spectral data of compounds 1 and 2 (d in ppm).

position 1 (CDCl3) 2 (CDCl3)

dC, type dH (J in Hz) dC, type dH (J in Hz)

1 101.5 CH 7.60 s
1a 127.5C
2 160.9C 147.3C
3 112.7 CH 6.25 d (9.6) 147.7C
4 138.7 CH 7.83 d (9.6) 104.1 CH 7.08 s
4a 130.9C
5 156.3C 123.3 CH 7.46 d (8.8)
6 116.2C 119.7 CH 7.72 d (8.8)
7 161.4C
8 95.5 CH 6.60 s 56.4 CH 4.59 dd (10.2, 4.4)
8a 130.4C
9 155.2C 145.7C
10 107.0C 152.0C
11 110.9 CH 6.93 d (8.8)
12 118.6 CH 7.54 d (8.8)
12a 124.9C
13 123.7C
14 140.1C
15 100.8 CH2 6.04 s

5.98 s
10 30.9 CH2 2.84 s 50.1 CH 1.20 br d (11.0)
20 47.1C 22.9 CH2 2.07 m

2.01 m
30 204.9 CH 9.49 s 28.6 CH2 2.29 br d (16.0)

2.07 m
40 21.5 CH3 1.03 s 135.6C
50 21.5 CH3 1.03 s 124.7 CH 4.92 s
60 39.9 CH 1.65 m
70 46.5 CH 1.36 m
80 22.0 CH2 1.50 m

1.54 m
90 42.2 CH2 1.79 m

1.80 m
100 72.5C
110 42.2 CH2 1.96 br d (10.2)

2.05 m
120 25.7 CH 1.69 m
130 21.3 CH3 0.74 d (7.0)
140 14.6 CH3 0.45 d (7.0)
150 20.7 CH3 1.15 s
OCH3-5 62.8 CH3 3.79 s
OCH3-7 55.7 CH3 3.82 s
OCH3-9 55.7 CH3 3.92 s
OCH3-10 60.9 CH3 3.94 s
N-CH3 42.8 CH3 2.60 s
proton correlated with carbon at d 204.9 in the HMQC spectrum.
Two doublet signals at d 7.83 and 6.25 (J = 9.6 Hz) were assigned as
H-4 and H-3, respectively. The signal at dH/dC 6.60/95.5 was
assigned as H-8. In the HMBC spectrum, a correlation between H-4
and C-9 (d 155.2) was observed (Fig. 2). The methoxy protons at
dH/dC 3.79/62.8 showed the correlation with C-5 (d 156.3) and at
dH/dC 3.82/55.7 displayed a correlation with C-7 (d 161.4) in the
HMBC experiment. In this experiment, H-8 displayed correlations
with C-6 (d 116.2), C-7 (d 161.4), C-9 (d 155.2) and C-10 (d 107.0).
The signal at d 2.84 (2H, s) was assigned as H-10 and correlated with
carbon at d 30.9 in the HMQC experiment. This methylene proton
showed correlations with C-5 (d 156.3), C-7 (d 161.4), C-30 (d 204.9)
and C-40/50 (d 21.5) in the HMBC spectrum. Two methyl groups
(CH3-40 and CH3-50) displayed the signal at dH/dC 1.03/21.5 and
correlated with C-10 (d 30.9), C-20 (d 47.1), and C-30 (d 204.9) in the
HMBC experiment. All these data confirmed an irregular isoprene-
coumarin, 1, which was identified as 6-(20,20-dimethyl-30-propa-
nal)-5,7-dimethoxycoumarin and was named toddayanin.

Compound 2 was found as a yellow oil, and assigned the
molecular formula C36H43NO5 by HRESIMS analysis. The 1H NMR
spectrum showed six aromatic protons. Two doublet signals
(J = 8.8 Hz) at d 6.93 and d 7.54 were assigned as H-11 and H-12, and
correlated with carbons at d 110.9 (C-11) and d 118.6 (C-12),
respectively, in the HMQC experiment (Table 1). Another two
doublet signals (J = 8.8 Hz) at dH/dC 7.46/123.3 (H-5) and dH/dC 7.72/
119.7 (H-6) were also observed. Two singlet signals at d 7.60 and d
7.08 were assigned as H-1 and H-4, respectively. In the HMBC
experiment, two methoxy groups at d 3.94 and d 3.92 correlated
with carbons at d 152.0 (C-10) and d 145.7 (C-9), respectively
(Fig. 2). An N-methyl group showed signals at dH/dC 2.60/42.8
which correlated with carbons at d 140.1 (C-14) and d 56.4 (C-8) in
the HMBC experiment. A methylenedioxy group displayed signals
at d 6.04 and 5.98. These data indicated that this molecule
contained dihydrobenzo[c]phenanthridine moiety.

The remaining signals in the 13C NMR and DEPT spectra showed
15 carbon signals including, three methyl, five methylene, five
methine (four aliphatic and one olifinic), and two quaternary (one
aliphatic and one olifinic) carbons. The 1H NMR revealed signals of
an isopropyl group at d 0.74 (3H, d, J = 7.0, CH3-130) and 0.45 (3H, d,
J = 7.0, CH3-140) and a methine proton at d 1.69 (m, H-120). These
two methyl protons correlated with carbons at d 25.7 (C-120) and d
46.5 (C-70) in the HMBC spectrum. The methyl group at d 1.15 (s,
CH3-150) correlated with carbons at d 50.1 (C-10), d 42.2 (C-90) and
an oxygenated carbon at d 72.5 (C-100) in the HMBC experiment. In
this spectrum, the olifinic proton H-50 (dH/dC 4.92/124.7) showed
the correlations with carbons at d 50.1 (C-10), 28.6 (C-30), and 42.2
(C-110). From these data indicated that this molecule contained
cadinane moiety. The COSY spectrum displayed a correlation
between H-8 and H-110, which indicated the connection of
cadinane sesquiterpene and phenanthridine moieties at these
points. This is the first time to find dihydrochelerythrine link with
cadinane sesquiterpene derivative in this plant. The specific



Table 2
Cytotoxic and antimalarial activities of all compounds.

compound Cytotoxicity (IC50mg/mL) Antimalarial (IC50mg/mL)

KB NCI-H187 MCF-7 Vero cells

2 32.2 5.8 inactivea 17.6 3.8
3 31.0 7.4 25.4 inactivea inactivea

5 17.1 inactivea 23.4 inactivea inactivea

6 inactivea inactivea inactivea 47.5 inactivea

9 inactivea inactivea 23.2 inactivea inactivea

10 12.3 10.5 inactivea 11.3 inactivea

11 2.4 0.8 11.6 4.9 inactivea

12 inactivea inactivea inactivea inactivea 5.4
13 inactivea inactivea 8.7 inactivea inactivea

17 15.5 23.1 17.8 inactivea inactivea

other inactivea inactivea inactivea inactivea inactivea

Ellipticine 1.3 0.7 0.4 6.5
Dihydroartemisinin 3.7 nM

a Inactive at > 50 mg/mL
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rotation of this compound was [a]D21 +63.2 (c 0.1, CHCl3) which
was the same sign as epi-zanthomuurolanine; [a]D20 + 86.9 (c 0.22,
CHCl3) (Yang et al., 2008). In addition, the CD of this compound was
similar to epi-zanthomuurolanine which showed a negative value
at 219 nm and positive values at 251 and 281 nm (Yang et al., 2008).
The specific rotation and CD results indicated that the configura-
tion of 2 was rel-8S,10S,60S,70S,100S. Thus, the structure of 2, named
toddayanis was determined as shown.

Toddayanis (2) showed cytotoxicity against the KB, NCI-H187
and Vero cell lines with IC50 values of 32.2, 5.8 and 17.6 mg/mL,
respectively (Table 2). Coumarin 3 displayed cytotoxicity against
KB, NCI-H187 and MCF-7 with IC50 ranging from 7.4 to 31.0 mg/mL
while 4 showed inactive activity. The results suggest that a
prenylalkoxy group is required for the cytotoxicity. Compound 11
exhibited strong cytotoxicity against NCI-H187 (IC50 = 0.8 mg/mL)
which was nearly equal to the ellipticine standard (IC50 = 0.7 mg/
mL). However, this compound showed cytotoxic activity against
Vero cells with IC50 value of 4.9 mg/mL while the ellipticine showed
an IC50 value of 6.5 mg/mL. Compounds 5 and 13 exhibited
cytotoxicity against MCF-7 cell line with IC50 values of 23.4 and
8.7 mg/mL but showed inactive against Vero cells. These findings
reveal that 5 and 13 may be lead compounds for anticancer agents.

In addition, all compounds were evaluated for antimalarial
activity against Plasmodium falciparum (K1, multidrug resistant
strain). Compound 2 showed strong antimalarial activity with an
IC50 value of 3.8 mg/mL. Unfortunately, this compound exhibited
cytotoxicity against normal, Vero cells (IC50 = 17.6 mg/mL). It is
interesting to note that alkaloid 12 showed strong antimalarial
activity with an IC50 value of 5.4 mg/mL and displayed inactivity
against Vero cells. These results suggest that 12 is likely to be the
lead compound for the development of antimalarial agents.

3. Experimental

3.1. General experimental procedures

Melting points were determined on a SANYO Gallenkamp (UK)
melting point apparatus and are uncorrected. UV spectra were
measured on an Agilent 8453 UV–vis spectrophotometer
(Germany). IR spectra were recorded as KBr disks or thin films,
using Perkin Elmer Spectrum One FT-IR spectrophotometer (UK).
The NMR spectra were recorded on a Varian Mercury plus
spectrometer (UK) operating at 400 MHz (1H) and at 100 MHz
(13C). Mass spectra were determined on a Micromass Q-TOF 2
hybrid quadrupole time-of-flight (Q-TOF) mass spectrometer with
a Z-spray ES source (Micromass, Manchester, UK). Thin layer
chromatography (TLC) was carried out on MERCK silica gel 60 F254
TLC aluminium sheet. Column chromatography was done with
silica gel 0.063-0.200 mm or less than 0.063 mm. Preparative thin
layer chromatography (PLC) was carried out on glass supported
silica gel plates using silica gel 60 PF254 for preparative layer
chromatography. All solvents were routinely distilled prior to use.

3.2. Plant material

The roots of T. asiatica were collected in June 2014 from Khon
Kaen Province. The plant was identified by Dr. Pranom Chantar-
anothai, Faculty of Science, Khon Kaen University. A botanically
identified voucher specimen (KKU0042011) was deposited at the
herbarium of the Department of Chemistry, Faculty of Science,
Khon Kaen University, Thailand.

3.3. Extraction and isolation

Air-dried and finely powdered root (7 kg) of T. asiatica was
sequentially extracted at room temperature for three days with
hexane (2 � 10 L), EtOAc (2 �10 L), and MeOH (2 � 10 L). The
extracts were evaporated in vacuo to obtain three dry extracts,
crude hexane (147 g), EtOAc (89 g), and crude MeOH (121 g). The
crude hexane extracts (60 g) was subjected to column chromatog-
raphy on silica gel 60 and subsequently eluted with a gradient of
four solvents (hexanes, EtOAc, CH2Cl2, and MeOH) by gradually
increasing the polarity of the elution solvents system. On the basis
of their thin layer chromatography (TLC) characteristic, the
fractions which contained the same major compounds were
combined to give thirteen fractions, F1–F13. Fraction F3was purified
by silica gel flash column chromatography (FCC) eluted with an
isocratic system of hexane:EtOAc (97:3) to give fifteen fractions,
F3.1–F3.15. Subfraction F3.15 was purified by crystallization from
MeOH to give 11 (8.5 mg, 0.0001%). Fraction F4 was purified by
crystallization (EtOAc) to afford yellow solid of compound 5
(340 mg, 0.0048%). Fraction F6 was further purified by FCC using
hexane:EtOAc (80:20) as eluent to obtain seven fractions, F6.1-F6.7.
The purification of F6.5 by FCC (hexane:EtOAc; 90:10) yielded 4
(88.4 mg, 0.0013%). Purification of F6.7 was carried out on silica gel
FCC and eluting with CH2Cl2:hexane to give five subfractions F6.7.1–
F6.7.5. Fraction F6.7.2 was purified by FCC over silica gel, eluted with
an isocratic system of hexane:EtOAc (90:10) to give 10 (4.9 mg,
0.0001%). Fraction F6.7.5 was purified by preparative TLC using
hexane:CH2Cl2 (70:30) as developing solvent to obtain 14 (1.1 mg,
0.00001%). Further purification of F7 by FCC (hexane:EtOAc)
yielded seven subfractions, F7.1–F7.7. Subfractions F7.1 and F7.2 were
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purified by preparative TLC using hexane:CH2Cl2 (60:40) as
developing solvent to give compound 8 (6.3 mg, 0.0001%) and 9
(68.4 mg, 0.0010%), respectively. Subfraction F7.7 was purified by
silica gel FCC and eluted with an isocratic system of hexane:CH2Cl2:
EtOAc (70:25:5) to afford compounds 3 (50.6 mg, 0.0007%) and 1
(3.7 mg, 0.0001%). Fraction F9was subjected to silica gel FCC, eluted
with an isocratic system of hexane:CH2Cl2 (50:50) to obtain ten
subfractions, F9.1–F9.10. Subfraction F9.8 was purified by silica gel
FCC, eluted with an isocratic system of hexane:EtOAc (80:20) to
give fourteen subfractions, F9.8.1-F9.8.14. Subfraction F9.8.6 was
purified by silica gel FCC, eluted with an isocratic system of
hexane:CH2Cl2:EtOAc (30:65:5) to afford compound 2 (5.2 mg,
0.0001%). Subfraction F9.8.8 was subjected to Sephadex LH-20 CC
and an isocratic system with MeOH to give compound 16 (7.2 mg,
0.0001%). Subfraction F9.8.11 was purified by preparative TLC using
hexane:CH2Cl2:MeOH (40:58:2) to afford compound 17 (6.1 mg,
0.0001%). Subfraction F9.10 was subjected to Sephadex LH-20 CC,
eluted with isocratic MeOH to give eight fractions, F9.10.1-F9.10.8.
Subfraction F9.10.6 was purified by PLC using hexane:CH2Cl2:EtOAc
(45:40:15) to afford compound 7 (26 mg, 0.0004%). Subfraction
F9.10.8 was subjected to PLC using hexane:EtOAc (80:20) to give five
subfractions, F9.10.8.1–F9.10.8.5. Subfraction F9.10.8.4 was purified by
silica gel FCC and eluted with an isocratic system of hexane:EtOAc
(70:30) to afford compound 18 (11.6 mg, 0.0002%). Fraction F10 was
purified by FCC over silica gel, eluted with an isocratic system of
hexane:EtOAc (70:30) to give sixteen subfractions, F10.1–F10.16.
Subfraction F10.10 was purified by silica gel FCC, eluted with an
isocratic system of hexane:CH2Cl2:EtOAc (50:40:10) to afford
compound 13 (16.9 mg, 0.0002%). Subfraction F10.13 was purified by
PLC using CH2Cl2:MeOH (1:99) as an eluent to afford 12 (8.5 mg,
0.0001%). Fraction F12 was purified by FCC and eluting with a
gradient system of CH2Cl2:EtOAc afforded 15 (25.5 mg, 0.0004%)
and 6 (26 mg, 0.0004%).

3.4. Spectroscopic data of compounds

Toddayanin (1): Pale yellow oil; UV (CHCl3) lmax (log e) 242
(3.92), 256 (3.83), 328 (4.09) nm; IR (neat) nmax 2964, 1729, 1609,
1461, 1382, 1131, 1084, 825 cm�1; HRESIMS m/z 291.1233 [M+H]+

(calcd. 291.1232); 1H and 13C NMR spectroscopic data, see Table 1.
Toddayanis (2): Yellow oil; [a]D21 +63.2 (c 0.1); UV (CHCl3) lmax

(log e) 242 (4.50), 286 (4.59) nm; IR (neat) nmax 3387, 2933, 1672,
1463, 1277, 1038, 942, 756 cm�1; HRESIMS m/z 570.3217 [M+H]+

(calcd. 570.3219); 1H and 13C NMR spectroscopic data, see Table 1.

3.5. Bioassay

3.5.1. Cytotoxicity assay
Cytotoxicity assays against human epidermoid carcinoma (KB,

ATCC CCL�17), breast adenocarcinoma (MCF-7, ATCC HTB � 22)
and human small cell lung cancer (NCI-H187, ATCC CRL�5804) cell
lines were performed employing Resazurin Microplate Assay
(REMA) (Sigma-Aldrich, Dye content 75%) (Brien et al., 2000) while
cytotoxicity assay against Vero cells (African green monkey kidney,
ATCC CCL�81) was performed by Green Fluorescent Protein (GFP)
based assay (Hunt et al., 1999). Ellipticine (Fluka, purity �99%) and
doxorubicin (Fluka, purity �98%) were included as the reference
substances.

3.5.2. Antimalarial assay
Antimalarial activity was performed against Plasmodium

falciparum (K1, multidrug resistant strain) which was cultured
continuously according to the method of Trager and Jensen (Trager
and Jensen, 1976). Quantitative assessment of antimalarial activity
in vitro was determined by means of the microdilution radioiso-
tope technique, based on the method described by Desjardins
(Desjardins et al., 1979). The inhibitory concentration was that
which caused 50% reduction in parasite growth as indicated by the
in vitro uptake of [3H] hypoxanthine by Plasmodium falciparum.
The standard compound was dihydroartemisinin (Sigma,
purity �97%).
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