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วัตถุประสงค เพื่อศึกษาวิถีชีวสังเคราะหของสารกลุมเทอรปนภายในตนเปลานอยวาใชกระบวนการชีวสังเคราะห
แบบ Classical-mevalonate pathway หรือ แบบ Non-mevalonate pathway (Deoxyxylulose phosphate
pathway) โดยใชเทคนิคดาน feeding experiment และ quantitative 13C-NMR spectroscopy

วิธีการทดลอง 1.การเตรียมพืช:ยอดเปลานอยถูกตัดและจุมในสารละลายดังตอไปนี้ คือ สารละลาย I 1%(w/v)
กลูโคส, สารละลาย II 0.95%(w/v)กลูโคสและ 0.05% (w/v) [U-13C]กลูโคส, สารละลาย III 0.50%(w/v)กลูโคส
และ 0.50% (w/v) [1-13C]กลูโคส บมที่อุณหภูมิ 25±2 oC เปนเวลา 10 วัน 2. การแยกสารเปลาโนทอล และสารไฟ
โตสเตอรอล นํายอดเปลานอยที่ผานการบมมาสกัดดวยเมธานอล แยกชั้นดวย n-hexane และนํามาแยกตอดวยวิธี
ทางโครมาโตกราฟ 3. การวิเคราะหโครงสรางดวยเทคนิค NMR โดยเครื่อง Varian INOVA-500 spectrometer, ที่
500 MHz และ 125 MHz สําหรับ 1H และ13C ตามลําดับ

ผลการทดลอง สรุปและวิจารณผลการทดลอง สารเปลาโนทอลเปนสารกลุมอะไซคลิกไดเทอรปน ที่พบใน
ตนเปลานอย การปอนสารติดฉลากดวยสารไอโซโทปเสถียร ชนิด [U-13C] กลูโคส และชนิด [1-13C] กลูโคสให
กับยอดเปลานอยพบวาสารติดฉลากกลูโคสไดถูกนําไปใชในวิถีชีวสังเคราะหสูโครงสรางของเปลาโนทอล โดย
การวิเคราะหรูปแบบการติดฉลากดวยเทคนิค NMR สเปคโตรสโคป ผลการวิเคราะหรูปแบบการติดฉลากพบวา
ในโครงสรางของสารเปลาโนทอลประกอบดวยหนวยไอโซปรีนจํานวน 4 หนวยประกอบกันและมีลักษณะรูป
แบบการติดฉลากไอโซไทปที่เหมือนกันทุกประการ ซึ่งเปนไปตามการทํานายโครงสรางของสารเปลาโนทอลที่
เริ่มตนดวย สารตั้งตนชนิด [U-13C] กลูโคส และชนิด [1-13C] กลูโคส ผานวิถีชีวสังเคราะหชนิด deoxyxylulose
phosphate การศึกษาในครั้งนี้จึงแสดงใหเห็นวาวิถีชีวสังเคราะหชนิด deoxyxylulose phosphate (mevalonate-
independent) เปนวิถีชีวสังเคราะหที่ใชในการสรางสารเปลาโนทอลในเปลานอย สารไฟโตสเตอรอลเปนสาร
กลุมไตรเทอรปน ที่พบไดโดยทั่วไปในพืช ทําหนาที่เปนองคประกอบของผนังเซลล เพ่ือศึกษาวิถีชีวสังเคราะห
สารไฟโตสเตอรอลในพืช ดวยวิธีการทดลองเชนเดียวกับการศึกษาในโมเลกุลของเปลาโนทอล ผลการทดลอง
พบวาไมสามารถตรวจวัดสัญญานของ 13C- ในโมเลกุลของไฟโตสเตอรอล ทั้งนี้อาจเนื่องจากวิถีชีวสังเคราะห
สารไฟโตสเตอรอล เกิดขึ้นนอยมากในระหวางการปอนสารติดฉลาก จากผลการศึกษาวิถีชีวสังเคราะหสารเทอร
ปนในเปลานอย ดวยเทคนิคการปอนสารติดฉลากไอโซโทปชนิดเสถียร ไดขอมูลวิถีชีวสังเคราะหของสารเปลา
โนทอล ซึ่งเปนขอมูลที่สําคัญในการศึกษาวิถีชีวสังเคราะหของสารเปลาโนทอลในระดับเอนไซมและระดับยีนตอ
ไป

คําหลัก : Croton stellatopilosus, Euphorbiaceae, terpenoid biosynthesis, feeding experiment, plaunotol
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Abstract
Project Code: TRG4580040
Project Title: Biosynthesis of Terpenes in Croton stellatopilosus Ohba.
Investigators : Juraithip Wungsintaweekul, Dr.rer.nat. Prince of Songkla University

Assoc.Prof. Wanchai De-Eknamkul, Ph.D. Chulalongkorn University
E-mail address : juraithi@pharmacy.psu.ac.th
Project Peroid : 2 years

Objective: To investigate on terpenoid biosynthesis in Croton stellatopilosus Ohba. performed via
classical-mevalonate or deoxyxylulose phosphate pathways by feeding experiment of isotopic
glucoses and elucidating their labeling patterns by quantitative 13C-NMR spectroscopy.
Methodology: 1. Plant materials: ten shoots of Croton stellatopilosus Ohba. were cut and immersed into
one of the following solutions. Solution I contained 1% (w/v) unlabeled glucose. Solution II contained
0.95% (w/v) unlabeled glucose and 0.05% (w/v) [U-13C]-glucose (99% 13C enrichment). Solution III
contained 0.5% (w/v) unlabeled glucose and 0.5% (w/v) [1-13C]-glucose (99% 13C enrichment). The
plant segments were incubated at 25±2 oC for 10 days. 2. Isolation of plaunotol and phytosterols:
Plaunotol and phytosterols were extracted from fed plants under reflux with methanol. The residue was
dissolved with aqueous ethanol and partitioned with n-hexane. Fraction of n-hexane was then purified
on silica gel chromatography. 3. NMR Spectroscopy: NMR spectra were recorded in CDCl3 on a Varian
INOVA-500 spectrometer, operating at 500 MHz and 125 MHz for 1H and 13C respectively.
Results, discussion and conclusion: Plaunotol is an acyclic diterpene alcohol, which is accumulated in
Plau-noi, Croton stellatopilosus (Euphorbiaceae). Feeding of [U-13C]glucose and [1-13C]glucose into
cut shoots showed that the labels from glucose were incorporated into skeleton of plaunotol. The
incorporation of [U-13C]glucose and [1-13C]glucose into plaunotol were analyzed by NMR
spectroscopy. Data from NMR analysis indicated that the four-isoprenoid moieties of the diterpene
showed identical labeling patterns. The labeling patterns were observed as predicted according to the
deoxyxylulose phosphate pathway. From this in vivo feeding experiments with  [U-13C] glucose and [1-
13C] glucose indicated that deoxyxylulose phosphate (mevalonate-independent) pathway is the
dominant metabolic route for plaunotol biosynthesis in Croton stellatopilosus Ohba. Phytosterols were
triterpenoid, which commonly found in plants as cell wall stabilizer. From the same condition of feeding
experiment, phytosterols were isolated and elucidated their labeling pattern. Phytosterols skeleton
showed no detectable 13C labeling. This suggested that phytosterols were biosynthesized before the
period of glucose feeding. The result of this study is useful data for further study in plaunotol
biosynthesis in depth to enzymology and molecular biology levels.
Keywords: Croton stellatopilosus, Euphorbiaceae, terpenoid biosynthesis, feeding experiment,
plaunotol
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บทนํา (Introduction)

สารเทอรปน (Terpene compound) จัดเปนกลุมสารที่มีความหลากหลายทางโครงสรางอยางมากกลุม
หนึ่ง และมีความสําคัญเปนอยางมากทั้งในดานการแพทยและเภสัชกรรม สวนหนึ่งของตัวอยางพืชสมุนไพรที่ให
สารเทอรปนที่แสดงฤทธิ์ทางชีวภาพที่สําคัญ เชน Taxol® (Paclitaxel) ที่ไดจากเปลือกตนยิว (Yew Tree) ที่นํามา
ใชเปน cytostatic agent, carotenoids ที่มีคุณสมบัติเปน antioxidant, lycopene เปน oncopreventive agent
(Sacchettini and Poulter 1997) รวมไปถึง Kelnac® (Plaunotol) ที่ไดจากตนเปลานอยนํามาใชเปน anti-peptic
ulcer ดวย (Koga et al, 1996)

สารเทอรปนเปนสารที่ถูกประกอบขึ้นผานวิถีชีวสังเคราะหจาก Isoprene unit ที่ประกอบดวยคารบอน
จํานวน 5 อะตอม เปนที่ยอมรับกันโดยทั่วไปวาวิถีชีวสังเคราะหของ Isoprene unit ในเซลลสัตวและยีสตถูกสราง
ผานวิถีชีวสังเคราะหที่เรียกวา mevalonate pathway (รูปที่ 1, Bochar et al.1999) โดยจะเริ่มจากโมเลกุลของ
acetyl CoA (1) จํานวน 2 โมเลกุล เกิดเปน acetoacetyl CoA (2) โดยเอนไซม thiolase (a) จากนั้นอีกหนึ่ง
โมเลกุลของ acetyl CoA รวมตัวเขากับ acetoacetyl CoA เกิดเปน HMG-CoA (3) โดยเอนไซม HMG CoA
synthase (b) ตอมา HMG CoA ถูกรีดิวซไดเปน mevalonic acid (4) ในภาวะที่มี NADPH โดยเอนไซม HMG
CoA reductase (c) ตอจากนั้น mevalonic acid เกิดปฏิกิริยา phosphorylation ไดเปน mevalonic 5-
phosphate (5) และ mevalonic acid 5-diphosphate (6) โดยเอนไซม mevalonate kinase (d) และ
mevalonate 5-phosphate kinase (e) ตามลําดับ สุดทาย mevalonic acid 5-diphosphate เกิดปฏิกิริยา
decarboxylation และ dehydration ไดเปน isopentenyl diphosphate (7, IPP) โดยเอนไซม mevalonate 5-
diphosphate decarboxylase (f) และ IPP ถูก isomerized ไดเปน dimethylallyl diphosphate (8, DMAPP) โดย
เอนไซม IPP isomerase (g) (Qureshi and Porter, 1981)

แตในชวงประมาณ 10 ปที่ผานมา ไดมีการคนพบวิถีชีวสังเคราะหของ isoprene unit แบบใหมโดยกลุม
วิจัยของ Rohmer และ Arigoni เมื่อทั้งสองกลุมวิจัยไดพบวา isotopic labeling pattern ของสารกลุมเทอรปนที่สน
ใจอยูนั้น ไมไดเปนตามทฤษฎีที่ไดกลาวไวตามวิถีชีวสังเคราะหของ mevalonate pathway ในทุกกรณีศึกษา ผล
การศึกษาโดยปอนสารติดฉลาก 13C-glucose ในเซลลของ Escherichia coli, Zymomonas mobilis,
Methylobacterium fujisawaense, Alicyclobacillus และ Gingko biloba (Broers 1994, Schwarz 1994,
Rohmer et al. 1993, 1996) พบวาสาร hopanoids และ ubiquinones จากแบคทีเรีย และ gingkolides จากตน
แปะกวย มี isotopic labeling pattern ที่ไมสมํ่าเสมอและไมเปนไปตามทฤษฎีของวิถีชีวสังเคราะหแบบ
mevalonate pathway เพื่อตองการอธิบายวิถีชีวสังเคราะหของสารเทอรปนใหกระจาง จึงมีการตั้งสมมติฐานใหม
เกี่ยวกับวิถีชีวสังเคราะหของสารกลุมเทอรปน โดยทดลองปอนสารติดฉลากของ acetate และ glucose เพื่อทําการ
เปรียบเทียบระหวาง mevalonate pathway และวิถีชีวสังเคราะหแบบใหม ในพืชและสาหรายสีเขียว ไดแก
Scenedesmus obliquus, Lemna gibba, Hordeum vulgare, Daucus carota , เซลลเพาะเลี้ยงของ Taxus
chinensis และ Mentha piperita (Schwender et al. 1996, Lichtenthaler et al. 1997, Eisenreich et al. 1996,
1997)  ผลสรุปในที่สุดก็คือในแบคทีเรียและในพืชมีวิถีชีวสังเคราะห 2 แบบ กลาวคือสารกลุม steroids สรางผาน
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วิถีชีวสังเคราะหแบบ mevalonate pathway สวนสารกลุมเทอรปนนั้นสรางผานวิถีชีวสังเคราะหแบบใหม หรือที่
เรียกวา non-mevalonate pathway

รูปที่ 1 Classical mevalonate pathway
a, thiolase; b, HMG CoA synthase; c, HMG CoA reductase;
d, mevalonate kinase; e, mevalonate 5-phosphate kinase;
f, mevalonate 5-diposphate decaboxylase; g, IPP isomerase

ในกรณีของพืช วิถีชีวสังเคราะหแบบ non-mevalonate pathway หรือเรียกอีกอยางหนึ่งวา
Deoxyxylulose phosphate pathway เกิดขึ้นใน chloroplast (Lichtenthaler et al. 2000) ดังแสดงในรูปที่ 2 วิถี
ชีวสังเคราะหแบบ deoxyxylulose phosphate pathway เริ่มจากการเชื่อมกันระหวาง pyruvate (9) และ
glyceraldehyde 3-phosphate (10) โดยปฏิกิริยา thiamin-diphosphate dependent decarboxylation ได
intermediate ที่สําคัญคือ 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate โดยเอนไซม 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate
synthase (DXS, h)(Broers 1994, Schwarz 1994) จากนั้นจึงเกิด Skeletal rearrangement และ reduction เปน
2C-methyl-D-erythritol 4-phosphate (13) ในภาวะที่มี NADPH และ 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate
reductoisomerase (IspC, I) เรงปฏิกิริยา (Takahashi et al. 1998)  นักวิจัยชาวญี่ปุนไดคนพบและรายงานวา
Fosmidomycin สามารถยับยั้งการเรงปฏิกิริยาของ DXR ได (Kuzuyama et al. 1998) และ Fosmidomycin มี
ศักยภาพในการพัฒนาเปนยาปฏิชีวนะ, ยาตานมาเลเรีย, และยาฆาแมลงไดในอนาคต ทั้งนี้เนื่องจาก ใน
แบคทีเรีย, ปรสิต และพืช ใชวิถีชีวสังเคราะหชนิด deoxyxylulose phosphate pathway (Lichtenthaler et al.
2000)



3

รูปที่ 2 Deoxyxylulose phosphate pathway (Non-mevalonate pathway)
h, deoxyxylulose 5-phosphate synthase (DXS);
I, deoxyxylulose 5-phosphate reductoisomerase (DXR)

ตอมา 2C-methyl-D-erythritol 4-phosphate จะเกิดปฏิกิริยาการเติม cytidylyl group จาก CTP,
phosphorylation ณ ตําแหนง 2-OH และ cyclization ไดเปน 2C-methyl-D-erythritol 2,4-cyclodiphosphate ซึ่ง
เปนผลของการเรงปฏิกิริยาดวยเอนไซม 4-diphosphocytidyl 2C-methyl-D-erythritol synthase (IspD), 4-
diphosphocytidyl 2C-methyl-D-erythritol kinase (IspE) และ 2C-methyl-D-erythritol 2,4-cyclodiphosphate
synthase (IspF) ตามลําดับ (Eisenreich et al. 2001)

มีรายงานเกี่ยวกับการศึกษา recombinant protein ใน E. coli โมเลกุลของ 2C-methyl-D-erythritol 2,4-
cyclodiphosphate สูญเสียโมเลกุลน้ํา 1 โมเลกุลไดเปน 1-hydroxy-2methyl-2-(E)-butenyl 4-diphosphate โดย
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การเรงปฏิกิริยาดวยเอนไซม IspG จากนั้นเอนไซม IspH เรงปฏิกิริยาในสภาวะที่มี flavodoxin, flavodoxin
reductase และ NADPH ไดเปนโมเลกุลของ IPP และ DMAPP ในอัตราสวน 6:1 กลาวโดยสรุปคือ วิถีชีว
สังเคราะหของหนวย isoprene  ชนิด deoxyxylulose phosphate ใน E. coli จะเรงปฏิกิริยาดวยเอนไซมรวมทั้งส้ิน
7 เอนไซม ไดแก DXS, IspC, IspD, IspE, IspF, IspG และ IspH

วิถีชีวสังเคราะหชนิด Deoxyxylulose phosphate มีการกระจายอยูทั่วไปในส่ิงมีชีวิต รายงานการศึกษา
ที่เกี่ยวของกับการปอนสาร deoxyxylulose ใน bacteria, algae, plant และ plant cell culture แสดงใหเห็นวาส่ิง
มีชีวิตดังกลาวไดนํา deoxyxylulose ไปในการสราง IPP และ DMAPP อยางไรก็ดีวิถีชีวสังเคราะหชนิด classical
mevalonate pathway และ deoxyxylulose phosphate ก็ปรากฏในสิ่งมีชีวิตแตกตางกัน (ตารางที่ 1) กลาวโดย
สรุปคือ archaea และแบคทีเรียบางชนิด รวมถึงยีสต รา โปรโตซัวและในสัตว การสราง IPP และ DMAPP เกิดขึ้น
จาก mevalonate pathway สวนในแบคทีเรีย (สวนใหญที่กอใหเกิดโรค) สาหรายสีเขียว และเชื้อมาลาเรีย
(Plasmodium falciparum) ใช deoxyxylulose phosphate pathway และใน Streptomycetes, algae, mosses,
liverworts, marine diatoms และในพืชชั้นสูง ใชวิถีชีวสังเคราะหทั้งสองแบบ

ในพืชชั้นสูง วิธีชีวสังเคราะหของ IPP และ DMAPP เกิดขึ้นโดยใชวิถีชีวสังเคราะหทั้งสองแบบ โดยสาร
กลุม sterols, sesquiterpenes และ ubiquinones เกิดผาน mevalonate pathway ใน cytoplasm และ
mitochondria สวน isoprenoids จําพวก monoterpenes, diterpenes และ carotenoids เกิดผาน
deoxyxylulose phosphate pathway ใน chloroplast อยางไรก็ดีก็มีลักษณะ “Cross talk” ขึ้น ดังเห็นจากผลจาก
การปอน deoxyxylulose และ mevalonate พบวามีการนําสารทั้งสองชนิดไปใชในการสรางสารทุติยภูมิในพืชเชน
กัน โดยผลดังกลาวอธิบายไดโดยเกิดปรากฏการณแลกเปล่ียนสารทุติยภูมิระหวาง cytoplasm และ plastid ซึ่ง
ปรากฏการณนี้จะเกิดแตกตางกันขึ้นอยูกับชนิดของพืชและความเขมขนของสารตั้งตนในเซลล โดยจะพบปรากฏ
การณนี้จะพบในเซลลเพาะเลี้ยงมากกวาในพืชปกติ (Eisenreich et al. 2001)

ตารางที่ 1 การกระจายวิถีชีวสังเคราะหของหนวยไอโซปรีนในสิ่งมีชิวิต (Eisenreich et al. 2001)

Mevalonate Deoxyxylulose phosphate
Bacteria a or a

Archaea a

Fungi a

Algae a and/or a

Higher plants
   Plastidic compartment
   Cytosolic compartment a

a

Protozoa a a

Animals



พืชสมุนไพรไทยที่ใหสารกลุมเทอรปนและมีความสําคัญอยางมากในปจจุบันก็คือ ตนเปลานอย (Plau-
noi) หรือ Croton stellatopilosus Ohba. (ชื่อเดิม คือ Croton sublyratus Kurz.)เปนพืชในวงศ Euphorbiaceae
เปนแหลงผลิตสารที่มีความสําคัญชื่อวา Plaunotol มีคุณสมบัติรักษาโรคกระเพาะ (Cytoprotective antiulcer
agent) โดยออกฤทธิ์ในการฆาเชื้อที่กอใหเกิดโรคกระเพาะในทางเดินอาหาร ที่มีชื่อวา Helicobacter pyroli
(Koga et al, 1996) ในปจจุบันมีการผลิตยาเพื่อทางการคาภายใตชื่อ Kelnac® (Sankyo) ออกสูทองตลาด

Plaunotol เปนสารพวก acyclic diterpene alcohol ประกอบดวยคารบอนรวม 20 อะตอม (4 หนวยของ
isoprene unit) เปน 18-hydroxy derivative ของ geranylgeraniol (GGOH) plaunotol นี้สรางมาจากการเกิด
ปฏิกิริยา hydroxylation ของ geranylgeraniol (GGOH) โดยเอนไซม geranylgeraniol-18-hydroxylase
(Tansakul and De-Eknamkul, 1998)(รูปที่ 3) และ plaunotol จะถูกเก็บในรูปของ oil globule สะสมใน
chloroplast (De-Eknamkul and Potduang, 2000)

ตนเปลานอย (Croton stellatopilo
5

sus Ohba., Euphorbiaceae)
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CH2OH

CH2OH

OH

Geranylgeraniol

geranylgeraniol
18-hydroxylase

Plaunotol

รูปที่ 3การสราง plaunotol จาก geranylgeraniol โดย geranylgeraniol-18-hydroxylase

ในปจจุบันไดมีการศึกษาวิถีชีวสังเคราะหแบบ non-mevalonate pathway ในพืชชั้นสูง และมีรายงานใน
Arabidopsis thaliana, Mentha piperita, Lycopersicon esculentum, และเซลลเพาะเลี้ยงของ Taxus
chinensis (Schwender et al. 1999, Eisenreich et al. 1996, 1997, Lois et al. 2000) สรางสารเทอรปนผานวิถี
ชีวสังเคราะหแบบ non-mevalonate pathway ซึ่งผลจากการเขาใจในวิถีชีวสังเคราะหของสารเทอรปนในพืชไดถูก
นํามาประยุกตใชเพื่อเพิ่มผลผลิตสารทุติยภูมิในพืช ใชเปนแบบจําลองเพื่อการศึกษาคนหาสารที่มีศักยภาพไปเปน
ยาฆาแมลงในอนาคต (Lichtenthaler et al. 2000)

เนื่องจากยังไมมีการศึกษาถึงวิถีชีวสังเคราะหของ isoprene unit ในตนเปลานอย วาไดถูกสรางขึ้นผานวิถี
ชีวสังเคราะหแบบ mevalonate pathway หรือ non-mevalonate pathway ดังนั้นในการศึกษาวิจัยครั้งนี้จึงไดมุง
เนนถึงการศึกษาวิถีชีวสังเคราะหของสารเทอรปนในตนเปลานอย โดยการติดตามสารเทอรปนที่ถูกสะสมอยูในตน
เปลานอย เมื่อทําการใหสารตั้งตนที่มีสวนเกี่ยวของกับวิถีชีวสังเคราะหทั้งสองแบบดังกลาวขางตน โดยรูปแบบการ
ทดลองใชเทคนิคการปอนสารติดฉลากไอโซโทปเสถียรแกยอดเปลานอย บมในระยะเวลาที่เหมาะสม แยกสาร 2
ชนิด คือ plaunotol และ phytosterols ซึ่งสารทั้งสองมีรายงานการสะสมสารใน chloroplast และ cytoplasm ตาม
ลําดับ ดังนั้นการติดตามรูปแบบการติดฉลากของสารทั้ง 2 ชนิด สะทอนใหเห็นวิถีชีวสังเคราะหของสารที่ตาง
compartment วัตถุประสงคของการศึกษาในครั้งนี้คือ เพื่อศึกษาวิถีชีวสังเคราะหของสารกลุมเทอรปน ซึ่งไดแก
plaunotol และ phytosterols ภายในตนเปลานอยวาใชกระบวนการชีวสังเคราะหแบบ Classical mevalonate
pathway และ/หรือ แบบ Non-mevalonate pathway (Deoxyxylulose phosphate pathway) โดยใชเทคนิคดาน
Feeding Experiments และ Spectroscopy โดยผลจากการศึกษาในครั้งนี้จะเปนองคความรูใหมเพื่อความเขาใจ
ในกระบวนการสรางสารเทอรปนในเปลานอย ซึ่งสามารถนําความรูที่ไดจากการศึกษาในครั้งนี้ไปประยุกตใชในงาน
ดานเอนไซมและงานดานพันธุวิศวกรรม เพื่อการปรับปรุงพันธุและผลผลิตของ plaunotol จากตนเปลานอยใน
อนาคต
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วิธีการทดลอง
(Materials and Methods)

1. ตนเปลานอยที่ใชในการทดลอง
ตนกลาเปลานอย จากศูนยพัฒนาเขาหินซอน จังหวัดฉะเชิงเทรา นํามาปลูกในแปลงทดลอง สวน

สมุนไพรคณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร (สิงหาคม 2545) ตนเปลานอยถูกเก็บในรูปตัวอยางพืช
(herbarium) ณ ภาควิชาเภสัชเวทและเภสัชพฤกษศาสตร คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ตน
เปลานอยไดพิสูจนลักษณะภายนอก และภายใตกลองจุลทรรศน ตามที่มีรายงานของ Esser and Chayamarit
(2001) และตรวจเอกลักษณ ดวยเทคนิค Thin layer chromatography (TLC pattern) ตามรายงานของ
Vongchareonsathit and De-Eknamkul (1998)

2  สารมาตรฐาน plaunotol
สารมาตรฐาน plaunotol มีจําหนายในรูปแบบยาแผนปจจุบันที่ชื่อวา Kelnac® (Sankyo Ltd.) สารมาตร

ฐาน plaunotol ไดจากการสกัดสาร plaunotol ออกจากสารอื่นๆ ในแคปซูล ในหนึ่งแคปซูล Kelnac® ขนาด 230
mg ประกอบดวย 80 mg plaunotol และ 150 mg corn oil การแยกสารมาตรฐาน plaunotol ใชเทคนิค column
chromatography บนคอลัมภ Silica gel G 60 ขนาด 5x13 cm (0.040-0.06 mm, 230-400 mesh, ASTM,
Scharlau Chemie S.A., Barcelona, Spain) สําหรับการแยก 1.5 g Kelnac® ใชตัวทําละลาย CHCl3:n-
propanol; 24:1 เก็บ fraction ที่มี plaunotol โดยใช Thin layer chromatography ตรวจดวยการอังไอ-ไอโอดีน ผล
การแยกจะไดสารที่มีลักษณะเปนของเหลวหนืดสีเหลืองออนคลายน้ํามัน ได %recovery ของสาร plaunotol
ประมาณ 86% สาร plaunotol ที่แยกไดนําไปพิสูจนเอกลักษณโดยเทคนิค GC/MS, 1H-NMR และ 13C-NMR

3  การวิเคราะหหาปริมาณ plaunotol ในใบเปลานอย
3.1 การเตรียมตัวอยาง

ใชใบจากตนเปลานอยอายุ 6 เดือน (จํานวน 3 ตน) เก็บใบเรียงลําดับจากยอดลงไปหาโคนกิ่ง จํานวน 10
ใบ บันทึกขนาดและรูปรางของใบ หลังจากนั้นนําไปอบแหงที่อุณหภูมิ 50oC เปนเวลา 1 คืน บดใหละเอียด และนํา
มาผานแรงเบอร 60 ชั่งน้ําหนักผงใบ 200 mg สกัดสารดวย absolute ethanol 10 ml ดวยวิธี reflux ที่อุณหภูมิ
80oC นาน 1.5 ชั่วโมง กรองผานสําลี ปเปตสารสกัดมา 2 ml นําไประเหยแหงโดยใช Speed vacuum ละลายสาร
ดวย 50% ethanol 2 ml และ 10% NaOH 0.4 ml เขยาใหเขากันและใหความรอนที่ 70oC นาน 30 นาที จากนั้น
นําสารละลายมาสกัดดวย n-hexane 3 ml จํานวน 3 ครั้ง เก็บช้ัน n-hexane มาระเหยแหงภายใตความดันต่ํา นํา
dry residue มาละลายดวย n-hexane 500 µl, centrifuge ใชสารละลายใสเปนตัวอยางวิเคราะหดวยวิธี Gas
chromatography
3.2 การวิเคราะหหาปริมาณ plaunotol ดวยวิธี Gas chromatography
วิเคราะหหาปริมาณ Plaunotol ดวย GC ภายใตสภาวะตอไปนี้

Instrument model Hewlett Packard HP6850 Series GC System
Detector FID



8

Column HP1 Methylsiloxane size 30 m, 0.32 mm x 0.25 µm Fused silica
capillary

Column temperature
Gradient initial temp. = 235oC hold 1 min.

Gradient 235-270 oC, 15 oC/min
Final temp. = 270 oC hold 2.5 min
Total time = 5.83 min.

Injector temperature 300 oC
Oven temperature 300 oC
Helium carrier gas flow rate 20.0 ml/min
Hydrogen supply flow rate 30.0 ml/min
Air flow flow rate 400 ml/min
Sample size 1 µl
วิเคราะหหาปริมาณ plaunotol โดยเปรียบเทียบกราฟมาตรฐานของสาร Plaunotol ที่เตรียมจากสาร

มาตรฐาน plaunotol (ขอ 2) ในตัวทําละลาย n-hexane ความเขมขนระหวาง 0.1-1.0 µg/µl สรางเปนกราฟมาตร
ฐานใหคา linear regression (R2) = 0.9941

4. การแยกสาร plaunotol
ยอดเปลานอยที่ผานการปอนดวยกลูโคสชนิด unlabeled, [U-13C]- และ [1-13C]- มาอบแหงที่ 50oC

นานประมาณ 12 ชั่วโมง สกัดสารดวยวิธี reflux ใน methanol ที่มี 1% NaOH นาน  1 ชั่วโมง ภายหลังจากทํา
ใหสารละลายเย็นลง จากนั้น partition ดวยตัวทําละลาย n-hexane นําชั้น n-hexane มาระเหยแหงภายใตความ
ดันต่ํา นําชั้น n-hexane มาแยกสาร plaunotol ใหบริสุทธิ์โดยใชเทคนิค column chromatography บนตัวอยูกับ
ที่คือ Silica gel G 60 column และตัวเคล่ือนที่เปน CHCl3:n-propanol อัตราสวน 24:1 รวม fraction ที่เปน
plaunotol สารที่แยกได มีลักษณะเปนน้ํามันสีเหลืองออน นําไปพิสูจนเอกลักษณวิเคราะหโครงสราง และรูป
แบบของสารที่ติดฉลาก ดวยเทคนิค NMR Spectroscopy เปรียบเทียบกับสารที่แยกไดจากยอดเปลานอยที่
ปอนดวยสารละลาย 1% (w/v) unlabeled glucose ภายใตสภาวะเดียวกัน

5. การแยกสาร Phytosterols
ขั้นตอนการแยกสาร phytosterols ทําบน Silica gel Column chromatography ซึ่งเปนการแยกสารตอ

เนื่องจากการแยกสาร plaunotol โดยรวม fractions ที่เปน Phytosterols ภายหลังจากเปรียบเทียบกับสารมาตร
ฐาน นํามาแยกตอบนคอลัมนของ Silica gel และใหตัวเคล่ือนที่เปน CHCl3: Ethyl acetate อัตราสวน 9:1 ภาย
หลังจากสารถูกชะออกจากคอลัมนแลว รวม fraction ที่เปน phytosterols โดยเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน β-
sitosterol โดยเทคนิค TLC Silica gel 60 F254 จากนั้นนํามาระเหยแหงภายใตความดันต่ํา นํามาตกผลึก
phytosterols ดวยสารละลายผสมระหวาง CHCl3: Methanol อัตราสวน 7:3 ลางผลึกที่ไดดวย Methanol อีกครั้ง
หนึ่ง ผลที่ไดเปนสารที่มีผลึกรูปเข็มสีขาว จากนั้นนําสารที่แยกมาไดไปวิเคราะหโครงสราง และรูปแบบของสาร
ที่ติดฉลาก ดวยเทคนิค NMR Spectroscopy เปรียบเทียบกับสารที่แยกไดจากยอดเปลานอยที่ปอนดวยสาร
ละลาย 1% (w/v) unlabeled glucose ภายใตสภาวะเดียวกัน
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6. Feeding Experiment
6.1 ศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมสําหรับ Feeding experiment

เลือกยอดเปลานอยที่ประกอบดวยใบเปลานอย 3-4 ใบ เปนชิ้นสวนสําหรับ Feeding experiment โดย
เริ่มตนปอน 0.05% (w/v) [U-13C]-glucose ใน 0.95% (w/v) unlabeled glucose โดยปอนเปนเวลา 0, 10 และ
15 วัน บมที่อุณหภูมิ 25±2 oC ภายใตแสงฟลูออเรสเซนต 16 ชั่วโมงตอวัน เก็บตัวอยางมาเตรียมและสกัดสาร
plaunotol จนบริสุทธิ์ (ขอ 4) นําสารไปตรวจเอกลักษณดวย 13C-NMR ตรวจดูความเขมสัญญานของคารบอน เมื่อ
บันทึกขอมูลที่ 13C-NMR parameter เหมือนกันทุกประการ
6.2  ปอนสารติดฉลากไอโซโทปเสถียร ชนิด unlabeled, [U-13C]- และ [1-13C]- glucoses

ตัดยอดเปลานอยที่ประกอบดวยใบเปลานอย 3-4 ใบ (ความยาวกิ่งประมาณ 10 cm) และจุมในสาร
ละลายตอไปนี้
Solution I 1%(w/v) unlabeled glucose
Solution II 0.95% (w/v) unlabeled glucose + 0.05% (w/v) [U-13C] glucose (99% 13C-enrichment)
Solution III 0.50% (w/v) unlabeled glucose + 0.50% (w/v) [1-13C] glucose (99% 13C-enrichment)

บมที่อุณหภูมิ 25±2 oC ภายใตแสงฟลูออเรสเซนต 16 ชั่วโมงตอวัน โดยเฉือนปลายกิ่งทุกวันเปนเวลา 10
วัน เก็บตัวอยางมาเตรียมและสกัดสาร plaunotol จนบริสุทธิ์ (ขอ 4) นําสารที่แยกไดมาวิเคราะหรูปแบบการติด
ฉลากดวย 13C NMR spectroscopy

7. การวิเคราะหรูปแบบการติดฉลาก 13C- (Determination of 13C labeling pattern)
1H และ13C-NMR spectra ชนิด one-dimensional และชนิด two-dimensional (HMBC, HMQC)

วิเคราะหที่ 500 MHz และ 125 MHz ตามลําดับ โดยเครื่อง Varian INOVA-500 spectrometer
วิเคราะหรูปแบบการติดฉลาก (13C labeling pattern)(Goese et al. 1999, Fellermeier et al. 2001)

ของสารที่ทดลองปอน [1-13C]- glucose เปรียบเทียบกับสารที่มีอยูในธรรมชาติ (Natural abundance material,
1.1%) ที่บันทึกภายใตสภาวะการทดลองเดียวกัน บันทึกสัญญาณ 13C-signals และ integrate สัญญาณ ของแต
ละ carbon atom โดยเปรียบเทียบกับสัญญาณที่ไดจากสารที่มีอยูในธรรมชาติ คาที่ไดคํานวณเปนคา Relative
13C abundance ของแตละตําแหนงของโมเลกุลที่มีสารติดฉลากอยู สําหรับตัวอยางที่ปอนดวย [U-13C] glucose
แสดงในรูป 13C13C couplings integrate แตละสัญญาณ satellite คํานวณคูสัญญาณของ satellite signal เทียบ
กับ total signal integral ของแตละคารบอน

Relative13C abundance =    CIS
   cIn

CIS = 13C-intensities of expected isotopomer in 13C-spectrum
CIn = 13C-intensities of natural abundance material in 13C-spectrum



ผลการทดลอง
(Results)

1. ตนเปลานอยที่ใชในการทดลอง

ตนกลาเปลานอยที่ใชในการทดลอง ไดจากศูนยพัฒนาเขาหินซอน จังหวัดฉะเชิงเทรา และนํามาปลูกใน
แปลงทดลอง สวนสมุนไพรคณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร (สิงหาคม 2545) ลักษณะภายนอกของ
ตนเปลานอยแสดงดังรูปที่ 5A ลักษณะของใบเปนรูปไข (obovate) และมีขนบนผิวใบ สวนผลการตรวจลักษณะ
ของใบเปลานอยภายใตกลองจุลทรรศนพบวามีลักษณะเดนคือ พบ stellate-dendritic hairs จํานวนมาก (รูปที่
5B) ซึ่งเปนไปตามรายงานของ Esser and Chayamarit (2001) ที่ไดรายงานลักษณะทางพฤกษศาสตร ของตน
เปลานอย และไดเปล่ียนชื่อของ Croton sublyratus Kurz. เปน Croton stellatopilosus Ohba.

ผลการตรวจทางเคมีเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน plaunotol (Kelnac®) ดวยเทคนิค Thin layer
chromatography โดยเตรียมสารสกัดจากใบเปลานอยดวย 95% ethanol ดวยวิธี reflux ที่อุณหภูมิ 60oC เปน
เวลา 1 ชั่วโมง กรอง และระเหยแหงภายใตความดันต่ํา นําสารสกัดหยาบที่ไดไปละลายดวย ethanol ปริมาณเล็ก
นอย นําไป spot บนแผน Silica gel 60 F254 (Merck) เปรียบเทียบกับยา Kelnac® นําไป run ใน mobile phase:
chloroform: n-propanol อัตราสวน 24:1 ตรวจแผน TLC ที่ไดภายใต UV254, iodine vapor และสเปรยดวยสาร
ละลาย anisaldehyde/H2SO4 ลักษณะ spot ของสาร plaunotol มีคุณสมบัติไมเรืองแสงที่ UV254, แตใหผลบวกตอ
iodine vapor ได spot สีน้ําตาล และใหผลบวกตอ สารละลาย anisaldehyde/H2SO4 ได spot สีมวง คา Rf –value
ของสาร plaunotol มีคาเทากับ 0.38 (Vongchareonsathit and De-Eknamkul, 1998) ผลจากการเปรียบเทียบ
ดวยวิธี TLC สรุปไดวาตนเปลานอยจากศูนยพัฒนาเขาหินซอนที่นํามาปลูกที่คณะเภสัชศาสตร มีสาร plaunotol
สะสมอยู ซึ่งตนเปลานอยนี้จะถูกนํามาใชศึกษาตลอดการทดลอง (รูปที่ 4)
origin

Rf value= 0.38

รูปที่ 4
TLC-pattern ของสารสกัดชั้น n-hexane จากใบ
เปลานอย (B, C) เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน
plaunotol (A) ตรวจดวย anisaldehyde/H2SO4

บนแผน Silica gel 60 F254
 A        B
10



รูปที่ 5 ภาพแสดงตนเปลานอย A, ลักษณะภายนอก; B
(B.1, stomata; B.2-B.3, stellate-dendritic tri

2. Plaunotol ในตนเปลานอย
Ogiso และคณะ ไดรายงานสาร plaunotol แยกไดจากส

1978) โดยไดรายงานฤทธิ์ในการตานโรคกระเพาะไวดวย ในบรรด
stellapilosus Ohba. (หรือ Croton sublyratus Kurz.) เพียงสกุลเ
งานวามีการสะสมในใบเปลานอยประมาณ 0.5-0.6 %(w/w dry 
เปลานอยที่ปลูกที่จังหวัดประจวบคีรีขันธ จะมีปริมาณ plaunoto
สะสมในใบที่อยูในตําแหนงที่แตกตางกัน

เมื่อศึกษารูปแบบการสะสมสาร plaunotol ในใบเปลาน
จากแปลงทดลองในสวนสมุนไพร คณะเภสัชศาสตร โดยทดลองเ
10 ใบ บันทึกขนาดและรูปรางของใบ จากนั้นนําไปผานวิธีการเตร
สารสกัดที่ไดมาวิเคราะหหาปริมาณโดยวิธี Gas chromatog
Methylsiloxane size 30 m, 0.32 mm x 0.25 µm Fused si
Detector (FID) ใชรูปแบบการชะตามกําหนดในวิธีการทดลอง ว

BA
  
B.1
11

, ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศน
chome)

วนลําตนและใบจากตนเปลานอย (Ogiso et al.
าพืชสกุล Croton sp. มีรายงานวามีเพียง C.
ดียวเทานั้นที่มีการสะสมสาร planotol โดยมีราย
weight) (Vongchareonsathit, 1998) โดยตน
l สูงสุด อยางไรก็ดียังไมมีรายงานเกี่ยวกับการ

อยที่มีอายุตนประมาณ 6 เดือน จํานวน 3 ตน
ก็บใบเรียงลําดับจากยอดลงไปหาโคนกิ่งจํานวน
ียมสารตัวอยาง (วิธีการทดลอง ขอ 3) และนํา
raphy ในการทดลองใชคอลัมภชนิด HP1
lica capillary ตรวจวัดดวย Flame Ionization
ิเคราะหหาปริมาณ plaunotol โดยเปรียบเทียบ

B.3

B.2



กราฟมาตรฐานของสาร Plaunotol ที่เตรียมจากสารมาตรฐาน plaunotol (ขอ 2) ในตัวทําละลาย n-hexane ความ
เขมขนระหวาง 0.1-1.0 µg/µl สรางเปนกราฟมาตรฐานใหคา linear regression (R2) = 0.9941 (รูปที่ 6)
12

รูปที่ 6 Calibration curve of standard plaunotol
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 min

รูปที่ 7 GC-Chromatogram A. standard plaunotol, B. sample จากใบเปลานอยตําแหนงที่ 4

วิเคราะหตัวอยางดวย Gas chromatography โดยเลือกตนเปลานอยจํานวน 3 ตน (ที่มีอายุประมาณ 6
เดือน) และในแตละตัวอยางวิเคราะหจํานวน 3 ครั้ง ลักษณะ GC-Chromatogram ที่ไดแสดงในรูปที่ 7 และผลการ
วิเคราะหหาปริมาณ plaunotol ในใบเปลานอยสามารถแสดงผลไดในตารางที่ 2

ตารางที่ 3 แสดงปริมาณ plaunotol ที่พบในใบเปลานอยตําแหนงตางๆ
ปริมาณ plaunotol, % (w/w) dry weightตําแหนงใบที่

ตนที่ 1 ตนที่ 2 ตนที่ 3
1 0.93 0.81 0.85
2 1.48 1.13 0.69
3 1.69 1.08 0.93
4 1.69 1.22 0.67
5 1.34 1.47 0.57
6 1.15 0.98 0.31
7 1.37 1.01 nd.
8 1.13 1.22 nd.
9 1.11 1.26 nd.
10 0.82 0.88 nd

nd. = not determined

จากผลการทดลองจะเห็นไดวาแนวโนมการสะสมสาร plaunotol จะขึ้นอยูกับตําแหนงของใบ กลาวคือ
plaunotol จะสะสมมาก ณ ตําแหนงใบที่ 3-4 และมีแนวโนมลดลงเมื่อตําแนงของใบมากขึ้น อยางไรก็ตามยังไมมี
รายงานเกี่ยวกับตําแหนงการสรางสาร plaunotol การพิจารณาวาควรจะเลือกชิ้นสวนใดของตนเปลานอยมาศึกษา
feeding experiment ก็ตองคํานึงถึงชิ้นสวนที่มีการสรางสาร และมีความสามารถในการเจริญเติบโต ผลวิเคราะห
สาร plaunotol ทําใหพิจารณาไดวาควรเลือกชิ้นสวนใดในการปอนสารติดฉลากไอโซโทปเสถียร โดยการทดลองนี้

B



จะเลือกสวนยอดของเปลานอยที่มีใบเปลานอยอยูประมาณ 3-4 ใบ ใชเปนชิ้นสวนของการทํา feeding
experiment เพื่อหารูปแบบการติดฉลากของสารที่ติดตามตอไป

การแยกสาร plaunotol ที่สะสมในใบเปลานอย ทําไดโดยการแยกสารผานเทคนิค column
chromatography ตรวจเบื้องตนดวยเทคนิค TLC โดยเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน นําสารมาตรฐาน plaunotol
ที่แยกไดนําไปพิสูจนเอกลักษณโดยเทคนิค GC/MS, 1H-NMR และ 13C-NMR

จาก 1H-NMR spectroscopy (CDCl3) แสดงสัญญานตอไปนี้ (รูปที่ 8)
- ที่ δ = 1.60 ppm (6H, singlet) และที่ δ =1.68 (6H, singlet) แสดงลักษณะของ vinyl methyl groups

จํานวน 4 หมู
- ที่ δ = 2.06 ppm (12H, multiplet) แสดงลักษณะของ allyl methylene groups จํานวน 6 หมู
- ที่ δ = 4.09 ppm (2H, singlet) และ 4.11 (2H, doublet) แสดงลักษณะของ hydroxymethyl groups

จํานวน 2 หมู
- ที่ δ = 5.1-5.4 ppm (4H, multiplet) แสดงลักษณะของ olefinic protons จํานวน 4 protons
- ที่ δ = 7.3 ppm (2H, singlet) แสดงลักษณะของ 2 hydroxy protons (รูปที่ 9)
14

รูปที่ 8 1H-NMR spectroscopy ของ plaunotol จาก Kelnac® (NMR 500 MHz model, Varian)
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ตารางที่ 3 แสดงขอมูล 13C-NMR และ 1H-NMR ของสาร plaunotol (18-hydroxygeranylgeraniol) ที่
แยกจาก Kelnac® เปรียบเทียบกับขอมูลที่มีรายงานใน Ogiso et al. 1978.

ตารางที่ 3  13C-NMR และ 1H-NMR data ของสาร plaunotol (18-hydroxygeranylgeraniol) (HMBC,
Heteronuclear multiple quantum multible bond correlation spectroscopy)

Chemical shift,
CDCl3, ppm

Observed NMR
connectivity

1H-NMR, CCL4
Ogiso et al., 1978

ppm

Position

13C- 1H- HMBC
1 58.9 4.11, d

(JHH = 7.1 Hz)
       2, 3 3.97

2 124.2 5.38, m        4 5.30
3 138.9
4 39.2 2.06, m        2, 3, 5, 6

       6, 7
5 25.8 2.20, m

2.3-1.9

6 127.5 5.27, m        8, 9 5.14
7 138.8
8 34.6        6, 7, 9

       10
9 26.8

2.15, m 2.01

10 123.9 5.11, m        9, 12 5.05
11 131.3
12 39.6 2.06, m        11, 20

       13, 15, 20
13 26.6 1.95, m

1.95

14 124.0 5.11, m        12, 13 5.05
15 135.3
16 25.6 1.68, s        14, 15 1.66
17 16.4 1.68, s        2, 3 1.67
18 59.8 4.09, s        6, 8 3.94
19 17.6 1.60, s        10, 11, 12 1.58
20 15.8 1.60, s        14, 15 1.58
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รูปที่ 9 โครงสรางของ plaunotol (18-Hydroxygeranylgeraniol)

รูป

12

เหล
ma
A

ที่ 10 Mass spectral data of plaunotol isolated from A; Kelnac

ผลวิเคราะหดวย GC/MS รูปที่ 9A แสดงคา mass fragmenta
1, 227 ตามลําดับ ซึ่งสอดคลองกับ mass spectrum ของสาร plaun

แยกสาร plaunotol จากสวนของใบเปลานอย (วิธีการทดลอ
วหนืดสีเหลือง น้ําหนัก 32 mg (คิดเปน 0.32% (w/w) yield) เมื่อ
ss fragmentation เหมือนกับสารมาตรฐาน plaunotol (รูปที่ 9B
B

16

® and B; plaunoi leaf

tion ที่ m/z 41 (base peak), 69, 81, 93,
otol ที่มีรายงานใน Ogiso et al., 1978

ง ขอ 4) ลักษณะของสารที่แยกไดเปนของ
นําไปพิสูจนเอกลักษณดวยวิธี GC/MS ให
) ผลการเปรียบเทียบขอมูลจาก 1H-NMR



spectroscopy ใหผลเชนเดียวกับสารมาตรฐาน plaunotol (ขอ 2)(รูปที่ 8) ดังนั้นวิธีการแยกสาร plaunotol นี้ใช
เปนวิธีมาตรฐานในการแยกสาร plaunotol ที่ไดจากสารที่จะทําการปอนสารติดฉลากตอไป

3. Phytos
P

membran
ใน fractio
chloroform
TLC ดวยส
17

รูปที่ 11 1H-NMR spectroscopy ของสารที่แยกไดจากใบเปลานอย (A)
เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน Plaunotol (B)

terols ในตนเปลานอย
hytosterols เปนสารทุติยภูมิที่พบไดทั่วไปในพืชชั้นสูง โดยเปนสวนประกอบในชั้นผนังเซลล และ cell
e ในพืช การแยกสาร phytosterols จากตนเปลานอย โดยนําชั้นที่ผานคอลัมภเพื่อแยกสาร plaunotol
n no. 7-13 (56.4 mg) นํามาตรวจดวยเทคนิค TLC บนแผน silica gel 60 F254 run ใน mobile phase:

: ethyl acetate อัตราสวน 9:1 เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน β-sitosterol ภายหลังจากการตรวจแผน
ารละลาย anisaldehyde/H2SO4 สารกลุม phytosterols ใหผลบวกเปน spot สีมวง คา Rf-value 0.42



ดังนั้นจึงนํา fraction no 7-13 มาแยกตอดวยวิธี column chromatography ใชคอลัมภขนาด 2.5 x 23
cm., Stationary phase คือ silica gel 60 (0.04-0.06 mm, Scharlau Chemie, Spain) Mobile phase คือ
chloroform: ethyl acetate; 9:1, flow rate 2 ml/min ตรวจ fraction ที่ไดดวย TLC เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน
β-sitosterol รวม fraction ที่มี β-sitosterol (fraction no. 12-16) ระเหยแหงภายใตความดันต่ํา ทําการตกผลึกอีก
ครั้งดวยสารผสมระหวาง chloroform และ methanol อัตราสวน 7:3 ตั้งทิ้งไว ใหตกผลึก ลางผลึกดวย methanol
ผลึกที่ไดมีลักษณะเปนผลึกรูปเข็มสีขาว น้ําหนักของสาร 3 mg (คิดเปน 0.03% (w/w) yield) นําผลึกที่ไดพิสูจน
เอกลักษณโดย GC/MS, 1H-NMR

sitost
ตามล
สาร ไ

28
18

รูปที่ 12 Mass spectral data of phytosterols isolated from plaunoi leaf

จาก GC chromatogram พบวาผลึกรูปเข็มสีขาวประกอบดวยสารกลุม steroid 3 ชนิด ไดแก β-
erol, stigmasterol และ ergosterol เมื่อคํานวณ %abundance พบวาเปนอัตราสวน 64%, 23% และ 14%
ําดับ จาก Mass spectral data คา molecular mass เปน 414, 412 และ 400 ซึ่งตรงกับสูตรโมเลกุลของ
ดแก β-sitosterol, stigmasterol และ ergosterol ตามลําดับ (รูปที่ 12)

HO

23

22

ergosterol
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ูปที่ 13  1H-NMR data of phytosterols isolated from plaunoi leaf (NMR 500 MHz model, Varian)

พิจารณา 1H-NMR (รูปที่ 13)
ที่ δ = 0.7-2.3 ppm เปนตําแหนงของ methylene protons ซึ่งมีจํานวนมากในโครงสราง
ที่ δ = 3.48-3.55 ppm สัญญาณมีลักษณะเปน multiplet ซึ่งเปนตําแหนงของ proton ตําแหนงที่ 3 ของ

ราง ซึ่ง coupling กับ proton ขางเคียง 6 proton
ที่ δ = 5.00-5.03 ppm และที่ δ = 5.12-5.17 ppm สัญญานมีลักษณะเปน douplet of douplet ซึ่ง

ตําแหนง olefinic proton ตําแหนงที่ 22-23 ของ stigmasterol ตามลําดับ
ที่ δ = 5.34-5.35 ppm สัญญานมีลักษณะเปน broad doublet ซึ่งแสดงตําแหนงของ olefinic proton

นงที่ 6 ของโครงสรางทั้งสอง จาก 1H-NMR สรุปไดวาสาร steroid ที่แยกไดเปนสารผสมระหวาง β-sitosterol
tigmasterol ตารางที่ 4 แสดง 1H- และ 13C-NMR data ของ β-sitosterol และ stigmasterol

HO

1
2
3

4 6
5 7

8
910

11
12

13

14 15

16
17

18

19

20
21 22

23 24 25 26

27

β-sitosterol
HO

22

23

stigmasterol
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ตารางที่ 4  13C-NMR และ 1H-NMR data ของสาร sitosterol และ stigmasterol
Chemical shift, sitosterol

CDCl3, ppm
Chemical shift, stigmasterol

CDCl3, ppm
Position

13C- 1H- 13C- 1H-
1 37.22 1a 1.05, m

1b 1.82, m
37.22 1a 1.05, m

1b 1.82, m
2 31.63 1.94, m 31.63 1.94, m
3 71.80 3.52, m 71.80 3.52, m
4 42.19 2.23, m 42.26 2.23, m
5 140.72 - 140.72 -
6 121.71 5.36, d (5.4 Hz) 121.71 5.32, d (5.4 Hz)
7 31.87 1.50, m 31.87 1.50, m
8 31.87 31.87 1.82, m

0.90, m
9 50.10

1.82, m
0.90, m

50.10
10 36.48 - 36.48 -
11 21.07 1.46, m 21.07 1.46, m
12 39.74 12a 1.11, m

12b 1.96, m
39.66 12a 1.12, m

12b 1.96, m
13 42.26 - 42.26 -
14 56.73 0.96, m 56.85 0.96, m
15 24.29 15a 1.00, m

15b 1.54, m
24.34 15a 1.00, m

15b 1.54, m
16 28.22 16a 1.21, m

16b 1.83, m
28.91 16a 1.21, m

16b 1.82, m
17 56.02 1.08, m 55.93 1.08, m
18 11.84 0.66, s 12.03 0.66, s
19 19.39 0.98, s 19.39 0.98, s
20 36.12 1.33, s 40.48 1.33, s
21 18.76 0.90 d (6.6 Hz) 21.07 0.90 d (6.6 Hz)
22 33.91 22a 0.98, m

22b 1.31, m
138.31 5.17 dd (14.9, 8.5 Hz)

23 26.02 1.12, m 129.25 5.04 dd (15.2, 8.8 Hz)
24 45.81 0.91, m 51.22 0.91, m
25 29.11 1.62, m 31.87 1.62, m
26 19.80 0.81, d (6.8 Hz) 21.02 0.81, d (6.8 Hz)
27 19.01 0.79, d (6.8 Hz) 18.96 0.79, d (6.8 Hz)
28 23.04 1.21, m 25.39 1.21, m
29 11.97 0.81, t (6.6 Hz) 12.23 0.81, t (6.6 Hz)
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4. ศึกษาระยะบมที่เหมาะสมในการทํา Feeding experiment
วิธีการทดลอง feeding experiment ไดดัดแปลงจากวิธีการทดลองของ Goese et al., 1999
สารละลายที่ใชในการทดลองมี 3 ชนิด คือ
สารละลายที่ 1 1 % (w/v) unlabeled glucose in distilled water
สารละลายที่ 2 0.05% (w/v) [U-13C]-glucose (99% 13C-enrichment, Cambridge Isotope) และ

0.95% (w/v) unlabeled glucose in distilled water
สารละลายที่ 3 0.5% (w/v) [1-13C]-glucose (99% 13C-enrichment, Cambridge Isotope) และ

0.5% (w/v) unlabeled glucose in distilled water
สภาวะที่ใชในการทดลอง ควบคุมอุณหภูมิที่ 25oC ภายใตแสงฟลูออเรสเซนต ความเขมประมาณ 1000

LUX ใหแสงนาน 16 ชั่วโมง และมืด 8 ชั่วโมง

เลือกชิ้นสวนเปนยอดเปลานอยที่ประกอบดวยใบเปลานอย 3-4 ใบ ที่มีสวนของกานยาวประมาณ 10 cm
จุมลงในสารละลายที่ 1 และสารละลายที่ 2 อยางละ 10 ตัวอยาง โดยบมในสภาวะทดลอง เปนเวลานาน 10 วัน
และ 15 วัน (โดยทําการเฉือนปลายกิ่งทุกวัน) เก็บตัวอยางมาเตรียมเปนสารสกัดหยาบ (ทําเชนเดียวกับขอ 3.1)
และแยกสาร plaunotol (ทําเชนเดียวกับขอ 3.2) นําสาร plaunotol ไปวิเคราะหดวย 13C-NMR spectroscopy
ตรวจดูความเขมสัญญานของคารบอน (เมื่อบันทึกขอมูล 13C-NMR parameter เหมือนกันทุกประการ) ดังแสดงใน
รูปที่ 14

รูปที่ 14 13C-NMR spectroscopy เปรียบเทียบความเขมของสัญญานของคารบอนระหวาง non-feeding,
10 days feeding และ 15 days feeding (NMR 500 MHz model, Varian)
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ตารางที่ 5 วิเคราะหความเขมของสัญญาณของคารบอนใน 13C-NMR spectrum ของสาร plaunotol ที่แยกได
จากยอดเปลานอยที่ปอนดวย 0.05% (w/w) [U-13C]-glucose เปนเวลา 10 วัน และ 15 วัน เปรียบเทียบกับที่ปอน
ดวย 1% (w/w) unlabeled glucose (โดยวัดความเขมของสัญญาณคารบอนเปน mm (เมื่อบันทึกขอมูล 13C-NMR
parameter เหมือนกันทุกประการ)

13C-Signal intensities
(mm)

Ratio
Labeled : unlabeled glucose

position Chemical
shift

δ, ppm. Unlabeled
glucose

10-days
[U-13C]-
glucose

15-days
[U-13C]-
glucose

10-days
feeding

15-days
feeding

1 58.9 17 29 26 2.4 2.2
2 124.2 13 28 19 2.1 1.5
3 138.9 7 10 12 1.4 1.7
4 39.2 13 22 22 1.7 1.7
5 25.8 11 25 21 2.3 1.9
6 127.5 10 24 23 2.4 2.3
7 138.8 7 13 13 1.9 1.9
8 34.6 12 24 20 2.0 1.7
9 26.8 12 24 20 2.0 1.7
10 123.9 14 27 24 1.9 1.7
11 131.3 7 12 12 2.0 1.3
12 39.6 14 28 21 2.0 1.5
13 26.6 12 27 24 2.2 2.0
14 124.0 10 25 20 2.5 2.0
15 135.3 6 12 8 1.7 1.7
16 25.6 16 24 24 1.5 1.5
17 16.4 10 16 17 1.6 1.7
18 59.8 12 24 21 2.0 1.7
19 17.6 9 19 17 2.1 1.9
20 15.8 8 17 17 2.1 2.1

ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 5 พบวาความเขมสัญญานของคารบอนของยอดเปลานอยที่ปอนดวย
0.05% (w/w) [U-13C]-glucose 10 วัน และ 15 วัน เปน 2.0±0.30 และ 1.8±0.23 เทา ตามลําดับ เมื่อเทียบกับ
ยอดเปลานอยที่ปอนดวย 1% (w/w) unlabeled glucose จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาที่เวลา 10 วัน จึงเปน
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ระยะบมที่เหมาะสม สําหรับการทํา Feeding experiment เพื่อใหไดขอมูลที่จะวิเคราะหรูปแบบการติดฉลากใน
โมเลกุลของ plaunotol ตอไป

6. รูปแบบการติดฉลากในโมเลกุล Plaunotol (Labeling pattern of plaunotol)

Uniformly labeled glucose
ยอดเปลานอย ผานการปอนในสารละลายที่ 1-3 กลุมละ 10 ตัวอยาง บมในสภาวะทดลองเปนเวลา 10

วัน นํายอดเปลานอยที่ผานการปอนสารติดฉลาก มาแยกตามวิธีการแยกสาร plaunotol จากนั้นนําสารมา
วิเคราะหดวย 13C-NMR spectroscopy ผลการทดลอง ตัวอยางสาร plaunotol ที่แยกไดจากการปอนดวย [U-
13C]-glucose เปนเวลา 10 วัน นําไปวิเคราะหดวย quantitative 13C-NMR spectroscopy

กลูโคสติดฉลากจะผานกระบวนการ glycolysis ไดเปนสารปฐมภูมิ เปนสารตั้งตนในกระบวนการสราง
โมเลกุล plaunotol สารละลายที่ปอนในการทดลองเปนสารละลายระหวาง unlabeled glucose และ [U-13C]
glucose อัตราสวน 1:20 โมเลกุลปฐมภูมิจึงเปนสารผสมระหวาง unlabeled- และ [U-13C]- ดังนั้นในโมเลกุล
plaunotol ที่ประกอบดวยสารผสมระหวาง unlabeled- และ [U-13C]- เมื่อวิเคราะหสัญญาณ 13C สัญญาณที่แสดง
เปนลักษณะ “13C-satellite signal” กลาวคือเกิดการ coupling ระหวาง 13C-13C ที่อยูติดกัน คา Coupling
constant ระหวาง 13C-13C มีคาระหวาง 40-50 Hz ผลการทดลองพบวามีสัญญาณที่แสดงเปน 13C satellite
signal จํานวน 8 ชุด สัญญาณ  (รูปที่ 15 และรูปที่ 16) และมีคา coupling constant ดังแสดงในตารางที่ 6 และ
เมื่อคํานวณ incorporation rate ของ [U-13C] glucose พบวามีคาระหวาง 7-14% (รูปที่ 14)

จากผลการทดลองปอน [U-13C]-glucose ในยอดเปลานอย แสดงใหเห็นวาโมเลกุลของ [U-13C]
glucose ไดถูกนําไปใชในวิถีชีวสังเคราะหของ plaunotol พบ satellite signals ที่ตําแหนง 1, 2, 3, 5, 6, 7, 9, 10,
11, 13, 14, 15, 17, 18, 19 และ 20 ในโครงสรางของ plaunotol (รูปที่ 15) ดังนั้นโมเลกุลของ plaunotol ประกอบ
ดวย isoprene unit จํานวน 4 หนวย โดยแตละหนวยยอย มาตอกันชนิด “head-to-tail” ดังนั้นอาจกลาวไดวา ใน
แตละหนวย isoprene มีการติดฉลาก ณ ตําแหนง 1, 2 3, และ 5 นอกจากนี้ใน NMR spectra ยังพบวาสัญญาณ
13C ของคารบอนตําแหนงที่ 1 ยังแสดงการ coupling กับคารบอนตําแหนง 17 ผาน space ดังเห็นเปน doublet
signal (รูปที่ 16) ในลักษณะนี้ยังพบในคารบอน ณ ตําแหนง 5, 9 และ 13 ที่ coupling กับคารบอนตําแหนง 18,
19 และ 20 ตามลําดับ ดังแสดงในภาพขยาย (รูปที่ 16)
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รูปที่ 15 แสดง Labeling pattern ของสาร plaunotol เมื่อปอนดวย 0.05% (w/w)[U-13C]-glucose (เสนทึบแสดง
ตําแหนงที่ 13C-13C ที่อยูติดกัน, ตัวเลขแสดงคา % สัญญาณ NMR signal ของ 13C-coupled satellite เทียบกับ
total signal)
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Single labeled glucose
ในการทดลองปอนดวย [1-13C]-glucose ที่อยูในรูปสารละลายกับ unlabeled glucose ในอัตราสวน

1:1 ในระยะเวลาและสภาวะดังอธิบายในวิธีการทดลอง สาร plaunotol ที่แยกไดนํามาพิสูจนเอกลักษณ
วิเคราะหโครงสราง และรูปแบบการติดฉลากในโมเลกุล ดวย quantitative 13C-NMR spectroscopy โดยการ
เปรียบเทียบกับสาร plaunotol ที่แยกไดจากยอดเปลานอยที่ผานการปอนดวย unlabeled glucose และนํามา
วิเคราะหภายใตสภาวะเดียวกัน  ผลการนําคา integral ของสัญญาณ 13C- ของแตละคารบอนมาคํานวณ
Relative 13C-abundance เปรียบเทียบแตละสัญญาณ ณ คารบอนอะตอมตําแหนงเดียวกัน และเทียบกับ
natural abundance of 13C (1.1%) ผลการทดลองวิเคราะหสัญญาณ 13C ใหผลดังแสดงในตาราง 7

Table 7 Comparison of 13C-signals of Plaunotol from feeding experiments
with unlabeled glucose [S] and [1-13C]glucose [C]

13C-Signal intensity (from integration C-11 = 1.00)Chemical shift,
CHCl3, ppm Unlabeled

glucose
[1-13C]glucose Relative

13C-abundance

Carbon
atom

13C-
1 58.9 2.50 3.2 1.40
2 124.2 2.50 2.46 1.07
3 138.9 1.11 1.15 1.14
4 39.2 2.45 2.65 1.18
5 25.8 2.60 3.43 1.45
6 127.5 2.27 2.31 1.12
7 138.8 1.24 1.33 1.17
8 34.6 2.48 2.46 0.99
9 26.8 2.19 2.73 1.35
10 123.9 2.68 2.61 1.07
11 131.3 1.00 1.00 1.10
12 39.6 2.81 2.85 1.10
13 26.6 2.71 3.33 1.35
14 124.0 2.39 2.45 1.12
15 135.3 1.26 1.27 1.10
16 25.6 4.17 3.08 0.81
17 16.4 1.65 1.97 1.31
18 59.8 1.51 3.27 2.38
19 17.6 1.72 2.11 1.35
20 15.8 1.93 2.50 1.42
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จากผลการทดลองเปรียบเทียบ Relative 13C-abundance ระหวางสาร plaunotol ที่ไดจากการปอน
[1-13C] glucose และ unlabeled glucose พบวาโมเลกุล plaunotol ณ ตําแหนงที่ 1, 5, 9, 13, 17, 18, 19 และ
20 โดยคา Relative 13C-abundance เฉล่ียอยูระหวาง 1.49±0.36 โดยขณะที่ตําแหนงที่เหลือมีคา Relative 13C-
abundance เฉล่ียอยูระหวาง 1.08±0.09 (ตารางที่ 7, รูปที่ 17) พิจารณาตําแหนงการติดฉลากในแตละ
isoprene unit ปรากฏการติดฉลาก ณ ตําแหนง 1 และ 5 ในโมเลกุลของ isoprene unit ของ plaunotol
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รูปที่ 17 รูปแบบการติดฉลากของ 13C- บนโครงสรางของ plaunotol

7. รูปแบบการติดฉลากในโมเลกุล Phytosterols (Labeling pattern of phytosterols)

Uniformly labeled glucose
การติดตามสารติดฉลากในโมเลกุล phytosterols ทําเชนเดียวกับการศึกษารูปแบบการติดฉลากใน

โมเลกุลของ plaunotol แยกสารและตกผลึกจนไดสาร phytosterols ที่บริสุทธิ์ นําผลึกที่ไดวิเคราะหโครงสราง
ดวย 1H- และ 13C-NMR spectroscopy สารที่แยกไดมีคา 1H- และ 13C-NMR data ตรงกับ phytosterols ที่แยก
จากใบเปลานอย และเปรียบเทียบกับรายงาน ของ De-Eknamkul and Potduang (2003)

พิจารณา 1H-NMR ลักษณะของ spectrum แสดงใหเห็นเปนสารผสมระหวาง sitosterol และ
stigmasterol โดยพิจารณา δ 5.04 (0.22 H, dd 15.2, 8.8 Hz) และ δ 5.16 (0.22 H, dd 15.2, 8.8 Hz) แสดง
ถึงสัญญาณ H-22 และ H-23 ของ stigmasterol และพิจารณา δ 5.36 (1.01 H, d, 5.4 Hz) แสดงถึงสัญญาณ
H-6 ของ sitosterol และ stigmasterol เมื่อคํานวณอัตราสวนของ H-6:H-22:H-23 เปน 1.0:0.41:0.41 แสดงถึง
สารผสมระหวาง sitosterol:stigmasterol มีอัตราสวน 1.4:1.0 อยางไรก็ดี อาศัยขอมูล GC/MS ของ
phytosterols ที่แยกไดจากใบเปลานอยพบวามี ergosterol อยูดวย

พิจารณา 13C-NMR spectroscopy ผลการทดลองพบวา สาร phytosterols ที่แยกไดเปนสารผสม
ระหวาง sitosterol/ergosterol และ Stigmasterol ในอัตราสวนประมาณ 75:25 โดยสามารถแยกไดจากสัญญาน
ของ 13C- ที่ปรากฏใน spectrum จากนั้นนําสารที่แยกมาไดไปวิเคราะหรูปแบบของสารที่ติดฉลาก ดวยเทคนิค
13C-NMR Spectroscopy เปรียบเทียบกับสารที่แยกไดจากยอดเปลานอยที่ปอนดวยสารละลาย 1% (w/v)
unlabeled glucose ภายใตสภาวะเดียวกัน

สาร phytosterols ที่แยกไดจากการปอนดวย 0.05% (w/v) [U-13C]glucose เจือจางดวย unlabeled
glucose อัตราสวน 1:20 เมื่อนําไปวิเคราะหดวย 13C-NMR spectroscopy ผลการทดลองไมพบสัญญาณที่เปน
“carbon satellite signals” พิจารณาโมเลกุล unlabeled- และ [U-13C] glucose ที่เขาสูกระบวนการ glycolysis
ยอยเปนโมเลกุลปฐมภูมิ สูการสรางโมเลกุลของ phytosterols โมเลกุล [U-13C] glucose นอกจากถูกเจือจางดวย
unlabeled glucose แลว ยังถูกเจือจางดวยสารปฐมภูมิในพืชอีกดวย สงผลให “incorporation rate” ของสารติด
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ฉลากมีคาต่ํา นั้นหมายถึงโมเลกุลที่จะพบการตอกันระหวางโมเลกุลที่เปน 13C-13C จะมีอัตราที่ต่ํา ซึ่งทําใหไมพบ
สัญญาณ carbon satellite signals

Single labeled glucose
การติดตามสารติดฉลากในโมเลกุลของ phytosterols ทําไดโดยการวิเคราะหโครงสรางของสาร

phytosterols ที่แยกไดจากการปอนสารติดฉลากชนิด [1-13C]-glucose ใหกับยอดเปลานอย วิเคราะหโครงสราง
และรูปแบบการติดฉลากในโมเลกุล ดวย 13C-NMR spectroscopy โดยการเปรียบเทียบกับสาร phytosterols ที่
แยกไดจากยอดเปลานอยที่ผานการปอนดวย unlabeled glucose และนํามาวิเคราะหภายใตสภาวะเดียวกัน
โดยคํานวณอยูในรูปของ Relative 13C-abundance ณ คารบอนอะตอมตําแหนงเดียวกันเปรียบเทียบระหวาง
การปอนดวย [1-13C]-glucose และ unlabeled glucose ผลการวิเคราะห Relative 13C-abundance ไมพบความ
แตกตางระหวางคา 13C-abundance ระหวาง phytosterols ที่แยกไดจากการปอนกลูโคสทั้งสองชนิด ซึ่งอาจ
เปนผลจากโมเลกุลกลูโคสไมผานวิถีชีวสังเคราะหของ phytosterol ณ เวลา และชวงอายุของพืช ที่นํามาปอน
สารติดฉลาก หรือกลาวอีกนัยหนึ่งก็คือ ในระยะที่ปอนสารติดฉลาก ไมมีการแสดงออกถึงการสรางผานวิถีชีว
สังเคราะหของ phytosterols
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วิจารณผลการทดลอง
(Discussion)

การศึกษาวิถีชีวสังเคราะหของสารทุติยภูมิในพืช โดยการปอนสารติดฉลากไอโซโทปเสถียร ณ ตําแหนง
ตางๆ กันในโมเลกุล จากนั้นติดตามรูปแบบการติดฉลากที่เขาสูโครงสรางของสาร intermediate ดวยเทคนิค NMR
spectroscopy เปนวิธีที่มีการศึกษากันอยางแพรหลาย ดังที่มีรายงานสรุปโดย Bacher et al. 1999 โดยวิเคราะห
โครงสรางของสารที่ปอนสูพืชที่ตองการศึกษา พิจารณาผานกระบวนการเมตาบอลิซึมพื้นฐาน ไดแก glycoslysis,
citric acid cycle, amino acid metabolism เปนตน จากนั้นพิสูจนเอกลักษณของสารวามีรูปแบบของเชนเดียวกับ
ที่ทํานายไวหรือไม การคนพบวิถีชีวสังเคราะหของหนวยยอย isoprene แบบ deoxyxylulose phosphate ใน
eubacteria, green algae, higher plants (Eisenreich et al. 1998, 2001) นอกเหนือไปจากวิถีชีวสังเคราะหเดิม
แบบ mevalonate pathway ทําใหนักวิจัยมุงความสนใจกับการศึกษาวิถีชีวสังเคราะหแบบใหมในพืชชั้นสูงเปน
อยางมาก

การศึกษาวิถีชีวสังเคราะหของสารเทอรปนจากตนเปลานอย ในครั้งนี้ มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาวิถีชีว
สังเคราะหของสารเทอรปนที่พบในตนเปลานอยใชวิถีชีวสังเคราะหเปนแบบใดในการสรางหนวยยอยของ isoprene
แบบ deoxyxylulose phosphate pathway หรือ mevalonate pathway

ในการทดลองทําการปอนสารติดฉลาก unlabeled glucose, [1-13C] glucose และ [U-13C] glucose ให
กับยอดเปลานอย (ที่ไดจากตนเปลานอยอายุ 6 เดือน) แยกสาร plaunotol และ phytosterols โดยใชเทคนิค
column chromatography และวิเคราะหรูปแบบการติดฉลากบนโมเลกุลทั้งสองดวย 13C-NMR spectroscopy
สาร plaunotol ที่แยกไดจากการปอนสารติดฉลากชนิด [U-13C] glucose พบวากลูโคสที่ปอนเขาสูวิถีชีวสังเคราะห
ของเปลานอย โดยสังเกตจากสัญญานที่เปน satellite signals จํานวน 8 คู โดยตรงกับตําแหนงของ IPP ตําแหนง
1, 2, 3 และ 5 แสดงใหเห็นวาสารตั้งตนกลูโคสไดมีการนําเขาสูเซลลผานไปยังกระบวนการ glycolysis ไดเปน
โมเลกุลปฐมภูมิสําหรับการสรางสารเทอรปน จากการทํานายดังแสดงในรูปที่ 18 [U-13C] glucose เมื่อผาน
กระบวนการ glycolysis สารปฐมภูมิจะมีลักษณะการติดฉลากดังแสดงเปนเสนทึบสีแดง และเมื่อสารปฐมภูมิดัง
กลาวผานวิถีชีวสังเคราะหแบบ deoxyxylulose phosphate และ แบบ mevalonate ลักษณะรูปแบบจะมีลักษณะ
ที่เหมือนกันคือ มีการติดฉลากที่ตําแหนง 1, 2, 3 และ 5 เปนที่สังเกตไดวาสัญญาณของ Satellite 13C- signals มี
คาต่ํา ทั้งนี้อาจเนื่องจากในการทดลองไดเจือจาง [U-13C] glucose ดวย unlabeled glucose ในอัตราสวน 1:20
ประกอบกับถูกเจือจางดวยสารในธรรมชาติ (metabolic pool) ในผลการทดลองเมื่อปอนดวย [1-13C] glucose
สาร plaunotol ที่แยกไดนํามาวิเคราะห quantitative 13C-NMR spectroscopy เปรียบเทียบกับ plaunotol ที่แยก
ไดจาการปอนดวย unlabeled glucose พบวา ณ คารบอนตําแหนงที่ 1, 5, 9, 13, 17, 18, 19 และ 20 แสดงคา
อัตราสวน integral signal ระหวาง [1-13C] glucose และ unlabeled glucose ณ คารบอนตําแหนงเดียวกัน มีคา
เฉล่ีย 1.49±0.36 เมื่อดูความสัมพันธของรูปแบบการติดฉลากในหนวยยอย isoprene พบวาตําแหนงที่ 1 และ
ตําแหนงที่ 5 มีการติดฉลากดวย 13C- ผลการทดลองสอดคลองกับรูปแบบการติดฉลากที่ทํานายผานวิถีชีว
สังเคราะหแบบ deoxyxylulose phosphate  ในขณะที่รูปแบบการติดฉลากที่ทํานายผานวิถีชีวสังเคราะหแบบ
mevalonate รูปแบบเปนตําแหนงที่ 2, 4 และ 5 ของหนวยยอย isoprene (รูปที่ 18, ตารางที่ 8)
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ตารางที่ 8 ตารางแสดงการกระจายของสารไอโซโทปในโมเลกุลของ IPP ใน plaunotol
Relative 13C-abundanceUnit

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5
IPP 1 1.40 1.07 1.14 1.18 1.32
IPP 2 1.45 1.12 1.17 0.99 2.38
IPP 3 1.35 1.07 1.10 1.10 1.31
IPP 4 1.31 1.12 1.10 0.81 1.42

การศึกษารูปแบบการติดฉลากในโมเลกุลของ phytosterols เมื่อปอนดวย unlabeled glucose, [1-13C]
glucose และ [U-13C] glucose ผลการทดลองตรวจไมพบสัญญาณที่มีความแตกตางระหวางสารตั้งตนที่ติดฉลาก
แตกตางกัน ทั้งนี้อาจอธิบายดวยเหตุผลเชนเดียวกันกับปรากฏการณที่พบใน plaunotol และเหตุผลอีกประการ
หนึ่งอาจเปนเพราะในพืชที่นํามาทดลอง เอนไซม pyruvate dehydrogenase ที่ทําหนาที่เปล่ียน pyruvate เปน
acetyl CoA อาจไม active เพียงพอ (รูปที่ 19) และดวยเหตุผลที่พืชอาจกระตุนวิถีชีวสังเคราะหใหสรางโมเลกุล
phytosterols กอนระยะปอนสารติดฉลาก หรืออาจกลาวอีกนัยหนึ่งคือ ระยะเวลาและชวงอายุของพืชที่นํามาปอน
ติดฉลาก อาจไมใชระยะของการสรางโมเลกุล phytosterols นั่นเอง อยางไรก็ดี การศึกษาในเนื้อเยื่อเพาะเลี้ยง
เปลานอย เมื่อปอนดวย [1-13C] glucose มีรายงานวาโมเลกุล phytosterols ถูกสรางผานวิถีชีวสังเคราะหทั้งสอง
แบบ โดยอัตราสวนระหวาง deoxyxylulose phosphate pathway และ mevalonate pathway เทากับ 1:1 (De-
Eknamkul and Potduang, 2003)

วิถีชีวสังเคราะหของ plaunotol จากการศึกษาครั้งนี้ สรุปไดวา โมเลกุล plaunotol ในตนเปลานอยได
สรางผานวิถีชีวสังเคราะหแบบ deoxyxylulose phosphate (รูปที่ 19) ในพืชชั้นสูงการสรางสารผานวิถีชีว
สังเคราะหแบบนี้จะเกิดขึ้นใน plastid ซึ่งสอดคลองกับแหลงเก็บสะสม plaunotol ที่เก็บในรูปของ oil globule ใน
plastid ของใบเปลานอย (De-Eknamkul and Potduang 2003) และ การตรวจพบเอนไซม geranylgeraniol 18-
hydroxylase ที่ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาการเปลี่ยน geranylgeraniolไปเปน plaunotol ที่อยูใน membrane fraction
ของสารสกัดจากใบเปลานอย ซึ่งแสดงใหเห็นวาวิถีชีวสังเคราะหของ plaunotol ในตนเปลานอย เกิดขึ้นใน plastid
และเกิดผานวิถีชีวสังเคราะหแบบ deoxyxylulose phosphate pathway
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DXP     = deoxy-D-xylulose 5-phosphate        MEP     = methyl-D-erythritol 4-phosphate
G-3-P   = glyceraldehyde 3-phosphate           IPP      = isopentenyl pyrophosphate
PD       = pyruvate dehydrogenase

รูปที่ 19 แสดงภาพการกระจายของสารปฐมภูมิในเซลลพืช
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Abstract
Plaunotol is an acyclic diterpene alcohol, which is accumulated in Plaunoi,

Croton stellatopilosus Ohba.(Euphorbiaceae). Feeding of [U-13C] glucose and [1-13C]
glucose into cut shoots showed that the labels from glucose were incorporated into
skeleton of plaunotol. The incorporation of [U-13C]glucose and [1-13C]glucose into
plaunotol were analyzed by NMR spectroscopy. Data from NMR analysis indicated that
the four-isoprenoid moieties of the diterpene showed identical labeling patterns. The
labeling patterns were observed as predicted according to the deoxyxylulose phosphate
pathway. From this in vivo feeding experiments with  [U-13C] glucose and [1-13C]
glucose indicated that the novel mevalonate-independent or deoxyxylulose phosphate
pathway is the dominant metabolic route for plaunotol biosynthesis in Croton
stellatopilosus Ohba.

Keywords: Croton stellatopilosus, Euphorbiaceae, terpenoid biosynthesis, feeding
experiment, plaunotol
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More than decade ago, the diterpenoids in the higher plants have been proposed
that their isoprene biosynthetic origins proceed via two distinct biosynthetic pathways,
which are mevaloate pathway and deoxyxylulose phosphate pathway or
methylerythritol phosphate pathway. Two pathways locate in different compartment
where sterol biosynthesis appears in cytoplasm and monoterpenes, diterpenes and
tetraterpenes biosynthesis appears in the plastids1. It, however, is more complexed in
higher plants due to the inter-change of intermediates, isopentenyl diphosphate and
farnesyl diphosphate, between compartments that occurs as described by “Cross-Talk
Theory”2. This discovery was the starting point for re-investigating of isoprenoid
biosynthesis in higher plants.

Various labeled precursors such as acetate and glucose were studied in
Scenedesmus obliquus, Lemna gibba, Hordeum vulgare, Daucus carota and cell
cultures of Taxus chinensis and Mentha x piperita3. These results showed that green
algae and plants possess two biosynthetic routes. Evidence for this hypothesis was the
incorporation of 1-deoxy-D-xylulose into isoprenoid side chain into Ginkgo biloba and
into ferruginol of Salvia milthiorrhiza2. Subsequent studies in different research groups
confirmed the incorporation of isotope-labeled 1-deoxy-D-xylulose into terpenoids in
green cell culture of Catharanthus roseus, in the plants Populus nigra, Chelidonium
majus, Salix viminalis, Lemna gibba, Liriodendron tulipifera 4.
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Plaunotol, an antiulcer agent, is a diterpenoid compound that is accumulated in
Croton stellatopilosus Ohba. (Euphorbiaceae). It is formed from the hydroxylation at
position 18 of geranylgeraniol catalyzed by geranylgeraniol 18-hydroxylase5. Recently,
the biosynthesis of phytosterols in green callus culture of C. stellatopilosus has been
reported. The IPP building block of phytosterols (β-sitosterol and stigmasterol)
proceeds via mixed origin of both pathways6. However, the artificial culture could not
determine the real biosynthetic in the plants. In addition, the biosynthesis of the
pharmacologically compound, plaunotol has not been reported. Therefore, the [U-13C]
glucose and [1-13C]glucose were fed into cut shoot of C. stellatopilosus to reveal the
origin of the isoprene unit of diterpenoid. In this paper, we describe the origin of the
carbon skeleton of plaunotol by feeding experiments with 13C-labeled glucoses and
analyzed by NMR spectroscopy.

The biosynthetic study on feeding experiment into cut shoot of Croton
stellatopilosus with [U-13C] glucose and [1-13C] glucose was investigated following
previously established method7, 10. Plaunotol (1, Fig. 1A) was then isolated by silica gel
column chromatography8. The structures of unlabeled and labeled products were
analyzed by 1H and 13C NMR spectroscopy9. 1H and 13C NMR spectra of isolated
compound was identical as described previously11.

In the experiment with [U-13C] glucose, the labeled precursor was diluted 20-
fold with natural abundance glucose. 13C-NMR spectra showed that the [U-13C] glucose
was metabolized into the plaunotol biosynthesis. The carbon blocks from the proffered
glucose could be detected via 13C13C coupling satellites accounting for approximately 7-
14% of the central signal intensity of some carbon atoms with the coupling constants
between 40-50 Hz of their adjacent carbons (Fig. 1B). In addition, 13C-NMR signals at
C-1, C-5, C-9 and C-13 coupled through space to C-17, C-18, C-19 and C-20,
respectively were observed (Fig. 2). The data indicated that a molecule of plaunotol
comprised of 4 isoprene units, which were attached together with head-to-tail
connection. In the plaunotol sample from the experiment with the proffered [1-13C]
glucose comparison to unlabeled glucose. 13C NMR spectra of the labeled plaunotol and
of the unlabeled plaunotol were recorded under identical condition. Absolute 13C-
enrichment of each position of labeled species was calculated as described previously12.
The results showed that 8 carbon atoms of plaunotol acquired 13C-enrichment with an
average 13C-abundance of 1.49±0.36% 13C, whereas the others position had 13C-
enrichment with an average 13C-abundance of 1.08±0.09% 13C (Fig. 1C). Those 8
carbon atoms were 1, 5, 9, 13, 17, 18, 19, 20 which correspond to the carbon atoms 1
and 5 of IPP (Table 1).

On the basis of glycolysis metabolism, labeling patterns of intermediates can be
predicted for IPP and DMAPP formed via the deoxyxylulose phosphate (DXP) and the
mevalonate (MVA) pathways as shown in Fig. 3. The incorporation rate of isotopically
labeled glucoses can be assumed by the experiment of [U-13C]glucose. However, the
resulted isotopomers could not distinguish between two pathways. With [1-13C]glucose
as a carbon source, enrichments at C-1 and C-5 of IPP are expected from the
deoxyxylulose phosphate pathway whereas the enrichments at C-2, C-4 and C-5 of IPP
from the mevalonate pathway (Fig. 3). From our data, the labeling patterns of plaunotol
is in agreement with the deoxyxylulose phosphate pathway prediction and is clearly
distinct from the labeling pattern predicted via mevalonate. From this study, concluded
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that the deoxyxylulose phosphate pathway is the dominant metabolic route for plaunotol
biosynthesis in C. stellatopilosus Ohba.

It has been reported that in C. stellatopilosus, plaunotol was biosynthesized from
the molecule of geranylgeraniol by hydroxylation at position 18 and storage in the leaf
chloroplast as oil globule5,13. The geranylgeraniol diphosphate was derived from three
molecules of IPP with one molecule of DMAPP to give a C20 compound, a precursor
of diterpenes. IPP and DMAPP, however, can be derived from 2 distinct biosynthetic
pathways, DXP and MVA, which are compartmentalized in plastid and cytoplasm,
respectively. The evidence of C. stellatopilosus geranylgeraniol diphosphate synthase
contains the putative chloroplast targeting sequence confirmed that enzymes involved in
plaunotol biosynthesis located in the plastids13. To confirm the plaunotol biosynthesis
metabolized via the deoxyxylulose phosphate pathway, the feeding of intermediates
such as deoxyxylulose into plant can be suggested. Genes and enzymes involved this
pathway should be studied in detail in order to understanding of regulation of plaunotol
biosynthesis in this plant.
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Figure 1
(A) the structure of plaunotol; (B) 13C-labeling patterns of plaunotol obtained from [U-
13C]glucose feeding experiment, bold lines indicate 13C-labeled with adjacent 13C
atoms; (B) 13C-labeling patterns of plaunotol obtained from [1-13C]glucose feeding
experiment, filled circles indicate 13C-enrichment (>1.30% 13C).
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รู ป ที่  1 6   Expanded view of 13C NMR signals of C-1, C-5, C-9 and C-13 of
plaunotol

Figure 2
Expanded view of 13C NMR signals of C-1, C-5, C-9 and C-13 of plaunotol
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Table 1 Absolute 13C-enrichment of labeled plaunotol

Absolute 13C-enrichment
(%)

Unit

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5
IPP 1 1.40 1.07 1.14 1.18 1.32
IPP 2 1.45 1.12 1.17 0.99 2.38
IPP 3 1.35 1.07 1.10 1.10 1.31
IPP 4 1.31 1.12 1.10 0.81 1.42
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