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บทคดัย่อ 

 

สารสกดัหยาบและสารไอโซฟลาโวนอยด์บรสิุทธิจ์ํานวน 27 ชนิด ที่สกดัแยกได้จาก

แก่นของต้นครี ้(Dalbergia parviflora) ไดถู้กนํามาวเิคราะหเ์พื่อประเมนิฤทธิท์างชวีภาพที่

เกี่ยวขอ้งกบัการสงัเคราะหเ์มลานินในเซลล์มะเรง็เมด็สผีวิชนิด B16F10 murine melanoma 
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(20 ชนิด) และชนิดทีม่ฤีทธิก์ารยบัยัง้การสงัเคราะหเ์มลานิน (7 ชนิด) ในขณะสารสกดัหยาบที่

ความเขม้ขน้ 2.5 μg/ml มฤีทธิก์ระตุน้การสงัเคราะหเ์มลานินในเซลลท์ีเ่พาะเลีย้งไดส้งูกว่าใน

สภาวะปกต ิ3 เท่า ผลการวจิยัน้ีทาํใหพ้บแนวโน้มความเป็นไปไดใ้นใชส้ารสกดัจากแก่นครีเ้พื่อ

พฒันาเป็นผลิตภณัฑ์บํารุงเส้นผมให้ดกดําหรอืผลิตภณัฑ์สมุนไพรการแพทย์ทางเลือกเพื่อ

บรรเทาโรคดา่งขาว 

 

คาํสาํคญั : ไอโซฟลาโวนอยด,์ แก่นครี,้ เมลานิน 

  



(iii) 
 

ABSTRACT 
 

Crude extract and twenty seven flavonoids isolated from heartwood of Dalbergia 

parviflora were determined the biological activity involved in melanogenesis in B16F10 

murine melanoma cell line. The results, based on the melanogenesis activities can be 

classified the isoflavonoids into 2 groups: melanogenesis-stimulating compounds (20 

isoflavonoids) and melanogenesis inhibitors (7 isoflavonoids). While the crude extract at 

concentration of 2.5 μg/ml showed 3-fold higher melanogenesis than untreated control. 

These results suggest that the crude extract and isoflavonoids from Dalbergia parviflora 

have the potential to applied as an agent in hair cosmetics to reduce gray-hair and 

treatment of vitiligo. 
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บทท่ี 1 

บทนํา 

ความสาํคญัและท่ีมาของปัญหาท่ีทาํการวิจยั 

ในวถิีภูมปิญัญาไทยได้มกีารนําพชืสมุนไพรมาใช้เพื่อการบําบดัรกัษาโรคมาช้านาน  

และปจัจุบนัไดร้บัความนิยมและสนใจมากขึน้จงึส่งผลใหก้ารแพทยแ์ผนไทยมบีทบาททีส่ําคญั

มากขึ้น โดยที่การบรกิารทางสุขภาพแผนไทยนัน้เป็นระบบการดูแลสุขภาพของท้องถิ่นที่มี

ความผูกพนักบัวิถีชีวิตของชาวบ้านสอดคล้องกบัความเชื่อและวฒันธรรมท้องถิ่นมาตัง้แต่

โบราณ ดงันัน้ในการรกัษาในระบบแพทย์แผนไทยน้ีจงึมกีารนําเอาภูมปิญัญาท้องถิ่นที่มกีาร

ถ่ายทอดกนัมาตัง้แต่บรรพบุรุษในเรื่องการใชส้มุนไพรต่าง ๆ เขา้มามสี่วนเกี่ยวขอ้งในการใช้

รกัษาโรคทีเ่กดิขึน้กบัคนในชุมชนมากขึน้ดว้ยเช่นกนั การวจิยัทางวทิยาศาสตรเ์พื่อเป็นการต่อ

ยอดภูมปิญัญาและเพื่อพสิูจน์ยนืยนัประสทิธภิาพของสมุนไพรเป็นสิง่ที่จําเป็นอย่างยิง่ในยุค

ปจัจุบนั 

ครีห้รอืสกัขเีป็นพชืสมุนไพรทีนิ่ยมนํามาเป็นส่วนผสมของยาบํารุงของสตร ีการศกึษา

ทางพฤกษเคมขีองแก่นครีพ้บว่ามสีารกลุ่มฟลาโวนอยดม์ากกว่า 60 ชนิด ซึง่สารฟลาโวนอยด์

บางชนิดพบวา่มกีารออกฤทธิค์ลา้ยฮอรโ์มนเพศหญงิ (De-Eknamkul et al., 2011; Songsiang, 

Hahnvajanawong, & Yenjai, 2011; Songsiang et al., 2009; Umehara et al., 2008; 

Umehara et al., 2009) และนอกจากน้ีจากการศกึษาวจิยัของคณะวจิยัพบว่าสารเหล่าน้ีมฤีทธิ ์

ต้านอนุมูลอิสระสูง (Ref) และได้มกีารรายงานถึงฤทธิต์้านอนุมูลอิสระและความสมัพนัธ์กบั

โครงสรา้งทางเคมขีองสารไอโซฟลาโวนอยด ์ในการศกึษาเบือ้งตน้คณะผูว้จิยัยงัพบว่าสารสกดั

จากแก่นครีม้ฤีทธิใ์นการกระตุ้นการสงัเคราะหเ์มลานินซึ่งเป็นรงควตัถุทีท่ําใหเ้กดิสผีวิ  ดงันัน้
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แนวทางหน่ึงในการพฒันางานวจิยัเดมิใหเ้กดิเป็นโครงการวจิยัทีข่ยายผลต่อไป คณะผูว้จิยัจงึ

เหน็สมควรใหม้กีารศกึษาฤทธิใ์นการกระตุ้นหรอืยบัยัง้การสงัเคราะหเ์มลานินจากสารกลุ่มไอ

โซฟลาโวนอยดท์ีส่กดัไดจ้ากแก่นครีอ้ยา่งละเอยีด ทัง้น้ีหากพบฤทธิก์ารกระตุน้การสงัเคราะหเ์ม

ลานินในระดบัที่สูงและไม่เป็นพษิต่อเซลล์ผวิหนัง จะสามารถต่อยอดงานวจิยัไปสู่การพฒันา

ผลติภณัฑบ์ํารุงเสน้ผมใหม้สีดีําหรอืชะลอการหงอกของเสน้ผมได ้ซึ่งเป็นการเพิม่มูลค่าใหก้บั

ผลติภณัฑจ์ากภูมปิญัญาทอ้งถิน่ดา้นสมุนไพรไทย รวมทัง้ไดผ้ลติภณัฑท์ีม่คีวามน่าเชื่อถอืตาม

หลกัวทิยาศาสตร ์

วตัถปุระสงคข์องโครงการวิจยั 

1. ศกึษาฤทธิก์ารกระตุน้การสงัเคราะหเ์มด็สเีมลานินของเซลลม์ะเรง็ผวิหนงัของสาร

สกดัไอโซฟลาโวนอยดแ์ละสารสกดัหยาบทีส่กดัไดจ้ากแก่นครี ้

2. ศกึษาระดบัความเขม้ขน้ทีเ่ป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็ผวิหนงัของไอโซฟลาโวนอยดแ์ละ

สารสกดัหยาบทีส่กดัไดจ้ากแก่นครี ้

3. เพือ่ประเมนิแนวโน้มในการพฒันาเป็นผลติภณัฑบ์าํรงุเสน้ผมใหม้สีดีาํหรอืการชะลอ

การหงอกของเสน้ผม 

 

ขอบเขตของโครงการวิจยั 

1. การทดลองน้ีใชส้ารสกดัหยาบและสารบรสิทุธิก์ลุ่มไอโซฟลาโวนอยดท์ีส่กดัไดจ้าก 

แก่นครี ้

 2. ศกึษาในระดบัหลอดทดลอง (in vitro) โดยวเิคราะหฤ์ทธิย์บัยัง้เอนไซมไ์ทโรซเินสซึง่ 

เกีย่วขอ้งกบัการสงัเคราะหส์ผีวิในหลอดทดลอง 

  3. ศกึษาในระดบัหลอดทดลอง (in vitro) โดยวเิคราะหผ์ลกระทบต่อการสงัเคราะหเ์มด็ส ี

จากการเพาะเลีย้งเซลลม์ะเรง็เมด็สผีวิ (cell based assay)  
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  4. ในการศกึษาวจิยัครัง้น้ียงัไมพ่ฒันาไปสูก่ารทดลองในสตัวท์ดลอง (in vivo) 

และยงัไมพ่ฒันาไปสูก่ารทดลองในมนุษย ์(clinical trials) 

 

กรอบแนวความคิดของโครงการวิจยั  

 โดยปกตพิชืสมนุไพรไทยมกีารนํามาใชเ้ป็นยาพืน้บา้นในการรกัษาโรคต่างๆ ซึง่มคีวาม

ปลอดภยัในระดบัหน่ึง ดงันัน้การตรวจสอบฤทธิต์้านอนุมูลอสิระและฤทธิท์างชวีภาพอื่นๆ ใน

เบือ้งตน้จะช่วยใหเ้กดิองคค์วามรูเ้พิม่เตมิเกีย่วกบัสมุนไพรนัน้ๆ (Chen, Chan, Ho, Fung, & 

Wang, 1996; Fernandez-Panchon, Villano, Troncoso, & Garcia-Parrilla, 2008; Sies, 

1997; Silva et al., 2002) การนําภูมปิญัญาทอ้งถิน่มาตรวจสอบในระดบัหอ้งปฏบิตักิารเพื่อ

เพิม่ขอ้มลูทางวทิยาศาสตร ์จะทาํใหส้ามารถพฒันาขึน้เป็นผลติภณัฑท์อ้งถิน่ทีซ่ึง่เป็นทีย่อมรบั

ไดใ้นอนาคต โดยเฉพาะอย่างยิง่ดา้นผลติภณัฑเ์สรมิอาหารและเครื่องสําอาง (Grotewold, 

2006; Yao et al., 2004)  

แก่นครีเ้ป็นสมุนไพรทีม่าจากภูมปิญัญาทอ้งถิน่ของไทย โดยพบว่ามกีารใชเ้ป็นยาบํารุง

รา่งกายและยาสาํหรบัสตร ี(Songsiang, Hahnvajanawong, & Yenjai, 2011; Songsiang et 

al., 2009; Umehara et al., 2008; Umehara et al., 2009) และคณะผูว้จิยัไดศ้กึษาวจิยัทาง

วทิยาศาสตร์เกี่ยวกบัฤทธิต์้านอนุมูลอสิระและพบว่ามฤีทธิต์้านอนุมูลอสิระสูง จงึเหน็สมควร

ศกึษาฤทธิท์างชวีภาพอื่นๆ ใหร้อบดา้น โครงการวจิยัน้ีจงึไดพ้ฒันางานวจิยัเดมิใหม้กีารแตก

แขนงการวจิยัออกไปในเชงิลกึ โดยมุง่ประเดน็หลกัไปทีก่ารศกึษาฤทธิก์ารกระตุน้การสงัเคราะห์

เมลานินในเซลล์เพาะเลี้ยง เพื่อยนืยนัผลการออกฤทธิท์างชวีภาพในระดบัหลอดทดลองก่อน

การประเมนิแนวทางพฒันาไปสู่ผลติภณัฑ ์ทัง้น้ีการนําภูมปิญัญาทอ้งถิน่มาตรวจสอบในระดบั

หอ้งปฏบิตักิารเพือ่เพิม่ขอ้มลูทางวทิยาศาสตร ์จะทาํใหส้ามารถพฒันาขึน้เป็นผลติภณัฑท์อ้งถิน่

ทีซ่ึง่เป็นทีย่อมรบัไดใ้นอนาคต โดยเฉพาะอย่างยิง่ดา้นผลติภณัฑเ์สรมิอาหารและเครื่องสาํอาง 
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และเป็นการสรา้งโอกาสในการพฒันาเทคโนโลยแีละนวตักรรมทีม่าจากภูมปิญัญาทอ้งถิน่เพื่อ

กลบัคนืสูท่อ้งถิน่ อนัจะนํามาซึง่โอกาสในการสรา้งรายไดแ้ละความยัง่ยนื 

สมมตฐิานของงานวจิยัน้ีจงึเสนอไวว้่าสารสกดัจากแก่นครีซ้ึง่มสีารพฤกษเคมสี่วนใหญ่

เป็นไอโซฟลาโวนอยด ์และหากพบว่าสารเหล่าน้ีมฤีทธิก์ระตุน้หรอืยบัยัง้การสงัเคราะหเ์มลานิน 

ของเซลล์ในระดับหลอดทดลองได้ สารเหล่าน้ีย่อมอาจจะสามารถกระตุ้นหรือยับยัง้การ

สงัเคราะห์เมลานินในเซลล์ผิวหนังของจริงได้ นอกจากน้ีสารไอโซฟลาโวนอยด์มีฤทธิท์าง

ชวีภาพหลายประการเช่น ฤทธิค์ลา้ยฮอรโ์มนเพศหญงิ ฤทธิต์้านอนุมลูอสิระ และฤทธิต์า้นการ

อกัเสบ เป็นตน้ เมือ่ผสานกบัฤทธิก์ารกระตุน้การสงัเคราะหเ์มลานินอาจจะสง่ผลดต่ีอการพฒันา

เป็นผลติภณัฑเ์ครื่องสําอางเพื่อเพิม่ความดําใหส้ผีมหรอืชะลอผมหงอก หรอืหากมฤีทธิย์บัยัง้

การสงัเคราะหเ์มลานินกอ็าจจะสง่ผลดต่ีอการพฒันาเป็นผลติภณัฑเ์ครือ่งสาํอางเพือ่ผวิขาวได ้
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บทท่ี 2 

ทฤษฎีและการทบทวนวรรณกรรมท่ีเก่ียวข้อง 

 

ครี ้หรอื สกัขี (Dalbergia parviflora) 

Dalbergia เป็นจนีสั (genus) ของพรรณไมข้นาดเลก็ถงึขนาดกลาง อยูใ่นวงศ ์(family)  

Fabaceae  และวงศย์่อย (subfamily) Faboideae  พรรณไมใ้นจนีสัน้ีมกีารกระจายตวัอยา่ง

กวา้งขวางในเขตรอ้นไดแ้ก่ ตอนกลางของอเมริกาใต ้แอฟรกิา มาดากสักา เอเชยีใต ้และเอเชยี

ตะวนัออกเฉียงใต ้มพีรรณไมห้ลายสปีชสีข์อง Dalbergia ทีม่คีวามสาํคญัในเชงิการใชเ้ป็นไมซุ้ง 

ไมเ้ครื่องเรอืน และไมเ้น้ือหอมซึง่มน้ํีามนัหอมระเหยมาก ไมใ้นวงศน้ี์ทีม่ชีื่อเสยีงคอื rosewood 

ซึง่เป็นไมท้ีม่เีน้ือไมส้แีดงมกีลิน่หอมคลา้ยกุหลาบและมมีูลค่าทางเศรษฐกจิ สาํหรบัในประเทศ

ไทยทีรู่จ้กัแพรห่ลายไดแ้ก่ Dalbergia cochinchinensis (Siamese rosewood หรอืไมพ้ะยุง) 

และ Dalbergia oliveri (ไมช้งิชนั) ในทางโลกตะวนัตกไมท้ี่มชีื่อเสยีงในวงศ์น้ีคอื Dalbergia 

nigra (Brazilian rosewood) และ Dalbergia atifolia (Indian rosewood) อยา่งไรกต็ามพรรณไม้

หลายสปีชสีใ์นจนีสั Dalbergia มเีพยีงไมก่ีส่ปีชสีเ์ทา่นัน้ทีเ่ป็น rosewood 

Dalbergia parviflora Roxb. เป็นพรรณไมท้ีจ่ดัอยูว่งศ ์Fabaceae วงศย์อ่ย Faboideae  

พบมากในแถบเอเชยีตะวนัออกเฉียงใต ้ตัง้แต่พมา่ ไทย มาเลเซยี หมูเ่กาะสุมาตรา มชีื่อสามญั

คอื Blackwood และชื่อไทยไดแ้ก่ ครี ้กระซกิ ซกิ  สรี ้และ สกัข ีเป็นตน้ มลีกัษณะเป็นตน้ไม ้            

มเีถาขนาดใหญ่และพฒันาเป็นแก่นไมส้ดีําแดง เมื่อทําการเผาไหมจ้ะมกีลิ่นหอม ซึ่งในแถบ

ประเทศจนี อนิเดยี มาเลเซยี มกีารใชแ้ก่นของ D. parviflora ทีบ่ดละเอยีดมาเป็นสว่นประกอบ

ของธูป การใชป้ระโยชน์ในทางการแพทยแ์ผนโบราณพบว่าน้ํามนัทีส่กดัจากแก่นไมด้ว้ยวธิกีาร

กลัน่ซึง่มลีกัษณะเป็นสแีดงเหนียวขน้ถูกใชร้กัษาแผลเป่ือยพุพอง การตม้แก่นไมใ้นน้ําเดอืดเพื่อ
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ภาพท่ี 2.2 Dalbergia parviflora Roxb. แสดงลกัษณะของใบและผล  

ท่ีมาของภาพ : US National Herbarium. Barcode 01188456 (©Smithsonian Institution, National Museum of Natural 

History, Department of Botany) 



          8 

          

ภาพท่ี 2.3 Dalbergia parviflora Roxb. แสดงลกัษณะของใบ 

ท่ีมาของภาพ : US National Herbarium. Barcode 01188457 (©Smithsonian Institution, National Museum of Natural 

History, Department of Botany) 
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ภาพท่ี 2.4 Dalbergia parviflora Roxb. แสดงลกัษณะของใบและผล  

ท่ีมาของภาพ : US National Herbarium. Barcode 01188458 (©Smithsonian Institution, National Museum of Natural 

History, Department of Botany)  
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ฟลาโวนอยด ์(Flavonoids) 

ฟลาโวนอยด ์ (flavonoids) มาจากภาษาละตนิคําว่า flavus หมายถงึสเีหลอืงซึง่เป็น          

สทีี่พบในพชืตามธรรมชาต ิฟลาโวนอยด์เป็นสารทุตยิภูมขิองพชื (secondary metabolite) 

นอกจากน้ีในช่วงราวๆ ปี ค.ศ. 1930 – 1950 ไดม้กีารศกึษาวจิยัเกีย่วกบัฟลาโวนอยดม์ากขึน้

และมกีารจดัใหฟ้ลาโวนอยดเ์ป็นวติามนิ P (Bentgsath, Rusznyak, & Szent-Gyorgyl, 1937) 

จนกระทัง่ในปจัจุบันฟลาโวนอยด์ยงัคงมีความน่าสนใจและมีการศึกษาอย่างแพร่หลายใน

หลายๆ ดา้นมากขึน้ เช่นดา้นโภชนาการ ดา้นสุขภาพ และดา้นความงาม พบว่าฟลาโวนอยดท์ี่

รบัประทานจากอาหารมคีวามสมัพนัธ์กบัระบบการต้านอนุมูลอสิระในมนุษย์ จงึเป็นที่มาของ

การศกึษาปรมิาณและชนิดของฟลาโวนอยดใ์นแหล่งอาหา ทัง้น้ีพบว่าในผกัและผลไมเ้ป็นแหล่ง

ของฟลาโวนอยดท์ีส่าํคญั นอกจากน้ียงัพบว่ามฟีลาโวนอยดใ์น ชอ้กโกแลต ชา และไวน์อกีดว้ย 

(Yao et al., 2004) 

ในเชงิโครงสร้างทางเคมขีองฟลาโวนอยด์ซึ่งเป็นสารพฤกษเคมใีนธรรมชาติพบว่ามี

โครงสรา้งหลกัเป็น C6-C3-C6 ประกอบกบัการมหีมู่แทนที ่(substitution group) ในตําแหน่ง

ต่างๆ   ตามระบบการเรยีกชื่อ IUPAC สามารถจดัจาํแนกฟลาโวนอยดไ์ดด้ง้น้ี 

1) ฟลาโวนอยด ์(flavonoid) หรอื ไบโอฟลาโวนอยด ์(bioflavonoid) 

2) ไอโซฟลาโวนอยด ์(isoflavonoid) เกดิจากโครงสรา้งของ 3-phenylchromen-4-one  

3) นีโอฟลาโวนอยด ์(neoflavonoid) เกดิจากโครงสรา้งของ4-phenylcoumarine  

 ฟลาโวนอยดท์ัง้ 3 ชนิด เป็นสารประกอบทีม่หีมูค่โีทนและมโีครงสรา้งวงแหวน 3 วง 

เป็นโครงหลกั (flavonoid backbone) โดยทัว่ไปวงแหวนแต่ละวงจะมชีื่อคอื A B และ C 

 



ไ

โ

ภาพท่ี 2.5 โ

benzopyran

แทนทีบ่นวง

 

ไอโซฟลาโ

ไอโซ

phenylchrom

โซฟลาโวนอ

หลากหลายข

แบ่งเป็นกลุ่ม

1. ไ

2. ไ

3. ไ

 

โครงสรา้งทา

n) และ นีโอฟ

แหวน A B แ

โวนอยด ์(Is

ซฟลาโวนอย

man เป็นสาร

อยดข์ึน้อยูก่บั

ของระดบัออก

มยอ่ยไดด้งัน้ี 

อโซฟลาแวน

อโซฟลาโวน

อโซฟลาวาโน

งเคมขีองฟล

ฟลาโวนอยด ์

และ C 

soflavono

ยด์เป็นสารป

รประกอบทีพ่

บจํานวนและต

กซเิดชัน่บนว

 

น (isoflavan)

น (isoflavone

นน (isoflava

         

ลาโวนอยด ์ (

 ์(4-benzopy

oids) 

ประกอบในกล

พบอยูใ่นสิง่มชี

ตําแหน่งของ

วงแหวน (Gr

)  

e) 

anone) 

 11 

2-phenylben

yran) แสดงก

ลุ่มฟลาโวนอ

ชวีติอาณาจกั

งหมู่แทนทีบ่น

rotewold, 20

nzopyran) ไ

การระบุหมาย

อยด์ มโีครงส

กรพชื ความห

นวงแหวน แ

006) ไอโซฟล

ไอโซฟลาโวน

ยเลขตําแหน่

สรา้งหลกัมาจ

หลากของชนิ

ละยงัมคีวาม

ลาโวนอยดจ์งึ

นอยด ์ (3-

น่งของหมู่

จาก 3-  

นิดของไอ

มแตกต่าง

งสามารถ

 



ภาพท่ี 2.6 โ

และไอโซฟล

 

ฤทธ์ิทางชี

ในอ

disease) ซึ่ง

ต้น ซึ่งในปจั

สมุนไพรเหล

เทอรปี์นอนด

เคมเีหล่าน้ีส

ของมนุษยแ์ล

อนุมูลอสิระ 

Prochazkov

like activity)

Wungsintaw

โครงสรา้งทา

ลาวาโนน  แส

ชวภาพของ

ดตีมกีารใชย้

งเกี่ยวเน่ืองกั

จจุบนัพบว่าม

ล่านัน้ ซึง่ไดแ้

ด ์(terpenoid

สามารถออกฤ

ละสตัว ์(Ferr

(Fernandez

va, Bousova

) (De-Eknam

weekul, Ume

างเคมขีองไอ

สดงการระบุห

ฟลาโวนอ

าสมนุไพรพืน้

กบัความชรา

มสีารพฤกษ

แก่ สารประก

d) อลัคาลอย

ฤทธิท์างชวีภ

raz et al., 19

z-Panchon, 

a, & Wilhelm

mkul et al., 

ehara, Miyas

         

อโซฟลาโวนอ

หมายเลขตําแ

ยด ์

น้บา้นเพือ่รกั

ภาพรวมถงึโ

ษเคม ี(phytoc

กอบฟีนอล (p

ยด ์(alkaloid)

าพได ้เช่น e

999), สารปร

Villano, 

mova, 2011)

 2011; Ume

se, & Noguc

 12 

อยด ์3 ชนิด 

แหน่งของหมู่

กษาความเจบ็

โรคมะเรง็ เบ

chemical) ห

phenolic com

) เป็นตน้ จ

example, อลั

ระกอบฟีนอล

Troncoso, 

), ออกฤทธิค์

ehara et al.

chi, 2011) แ

คอื ไอโซฟล

แทนทีบ่นวง

บปว่ยและโรค

บาหวาน โรค

ลายชนิดเป็น

mpound) ไก

ากการศกึษา

ลคาลอยดม์ผี

ซึง่รวมถงึฟล

 & Garc

ลา้ยฮอรโ์มน

, 2008; Um

และยงัสามาร

ลาแวน  ไอโซ

แหวน A B แ

คเสือ่ม (dege

คหวัใจ ความ

นองค์ประกอ

กลโคไซด ์(gl

าวจิยัพบว่าส

ผลต่อระบบสรี

ลาโวนอยดม์ี

rcia-Parrilla, 

นเพศหญงิ (e

mehara et a

รถยบัยัง้เอนไ

 

ซฟลาโวน 

และ C 

enerative 

มดนั เป็น

อบในพชื

ycoside) 

สารพฤกา

รรีะวทิยา

ฤทธิต์า้น

 2008; 

estrogen-

l., 2009; 

ไซมนิ์วรา



          13 

มนิิเดส (neuraminidase) ของ avian influenza virus ได ้ (Kongkamnerd et al., 2012; 

Kongkamnerd et al., 2011) 

ในปจัจุบนัน้ีฟลาโวนอยดก์ําลงัเป็นทีส่นใจในวงการทีศ่กึษาเกีย่วกบัสารตา้นอนุมลูอสิระ 

ซึง่ฟลาโวนอยดเ์ป็นสารทีม่ศีกัยภาพในการตา้นอนุมลูอสิระทีส่งูมาก (Devasagayam et al., 

2004; Nijveldt et al., 2001) สมบตัใินการตา้นอนุมลูอสิระของสารฟลาโวนอยดพ์บว่ามคีวาม

เกีย่วขอ้งกบัฤทธิท์างชวีภาพอื่นๆ เช่น การตา้นการอกัเสบ (anti-inflammatory) (Kim, Son, 

Chang, & Kang, 2004) ยบัยัง้เอนไซมบ์างกลุ่ม เช่น hydrolytic enzyme และ oxidative 

enzyme (Robinson, Robinson, & Martin, 1984; Yang et al.) นอกจากน้ียงัพบว่า           

ฟลาโวนอยดส์ามารถป้องกนัโรคหวัใจและหลอดเลอืด ยบัยัง้เซลลม์ะเรง็ และฟลาโวนอยดบ์าง

ชนิดอาจมศีกัยภาพทีส่ามารถยบัยัง้ไวรสั HIV ได ้(Yao et al., 2004) 

 

ไอโซฟลาโวนอยดท่ี์สกดัแยกได้จากแก่นครี ้

พรรณไมส้ปีชสี ์ Dalbergia spp. พบวา่แก่นไม ้ (heartwood) อุดมไปดว้ยสารประกอบ 

ฟลาโวนอยดซ์ึง่จดัอยูใ่นกลุ่มสารประกอบฟีนอลธรรมชาต ิ (natural phenolic compound)                

(An, Jeong, & Kim, 2008; Czako & Marton, 2001; Ito et al., 2003; Narayanan, Rao, 

Shanmugam, Gopalakrishnan, & Devi, 2007; Songsiang et al., 2009).  ในการแพทยแ์ผน

ไทยมกีารใชแ้ก่นครี ้ (Dalbergia parviflora) เป็นยาบาํรงุสตรแีละเพือ่ปรบัสมดุลภาวะการมรีอบ

เดอืนใหเ้ป็นปกต ิ ในการศกึษาวจิยัก่อนหน้าน้ีสามารถสกดัแยกสารประกอบฟลาโวนอยดจ์าก

แก่นครีไ้ดม้ากกวา่ 60 ชนิด ซึง่จาํแนกกลุ่มไดเ้ป็น ไอโซฟลาโวน (isoflavone) ไอโซฟลาวาโนน 

(isoflavanone) ไอโซฟลาแวน (isoflavan) ฟลาโวโนน (flavonone) ฟลาวาโนนอล (flavanonol) 

พเีทอโรคาแพน (pterocarpan) และชารโ์คน (Chalcone) แสดงดงัตารางที ่ 2.1 (Umehara et 

al., 2008; Umehara et al., 2009) 
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ตารางท่ี 2.1 โครงสรา้งทางเคมขีองสารฟลาโวนอยดท์ีส่กดัแยกไดจ้ากแก่นครี ้(Dalbergia parviflora) 
(Umehara et al., 2008; Umehara et al., 2009)  
 

 
 

Isoflavones 

Isoflavones R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 

Formononetin OH H H H H OMe H 

Calycosin OH H H H OH OMe H 

Biochanin A OH H OH H H OMe H 

Genistein OH H OH H H OH H 

Khrinone B OH H OH OH H OMe OH 

3'-O-methylorobol OH H OH H OMe OH H 

Khrinone C OH H OH OMe OH OMe H 

Tectorigenin OH OMe OH H H OH H 

Cajanin OMe H OH OH H OH H 

 
 

Isoflavanones 

Isoflavanones R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 

(3R)-7,3'-dihydroxy-4'-
methoxy-isoflavanone 

H OH H H OH OMe H 

Onogenin H OH H OMe H OCH2O H 

Dalparvin H OH H OMe H OMe OH 

Dalparvin B H OH H OH OMe OMe H 

(3S)-sativanone H OH H OMe H OMe H 

(3RS)-violanone H OH H OMe OH OMe H 

(3RS)-3'-O-methylviolanone H OH H OMe OMe OMe H 

(3RS)-kenusanone G H OH OH H OH OMe H 

(3S)-secundiflorol H H OH OH OMe OH OMe H 

Dalparvin A H OH OH OMe H OH OH 

 

Isoflavans 

Isoflavans R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 

(3R)-vestitol H OH H OH H OMe H 

Sativan H OH H OMe H OMe H 

(3R)(+)-mucronulatol H OH H OMe OH OMe H 
(3RS)-3'-hydroxy-8-methyoxy 
vestitol 

OH OH H OMe OH OMe H 

Duartin OMe OH H OMe OH OMe H 

(3S)-8-demethylduartin OMe OH H OH OH OMe H 

 
 

Flavanones 

Flavanones R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 

(2S)-liquiritigenin OH H H H OH H H 

Dalparvinol A OH H H OH OH OMe H 

(2S)-pinocembrin OH H OH H H H H 

(2S)-naringenin OH H OH H 0H H H 

(2R,3R)-pinobanksin OH H OH OH H H H 

Alpinetin OH H OMe H H H H 
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เมลานินและสีผิว 

 เมลานิน (melanin) เป็นรงควตัถุทีท่าํใหป้รากฏลกัษณะของสผีวิ สเีสน้ผม และสนียัน์ตา 

เมลานินที่ถูกสรา้งขึน้ในเซลล์เมลาโนไซท์ (melanocyte) ของมนุษย์ จะถูกส่งไปเก็บยงัเซลล์

เคราติโนไซต์ (keratinocyte) ที่กระจายอยู่ทัว่ไปตามผิวหนัง มีหน้าที่ดูดกลืนแสงซึ่งเป็น

กระบวนการตอบสนองของร่างกายเมื่อไดร้บัแสงหรอืสิง่เรา้บางอย่างทีม่ากเกนิไป เมลานินยงั

จําแนกออกเป็น 2 ชนิด คอื ยูเมลานิน (eumelanin) และฟีโอเมลานิน (pheomelanin) ซึ่ง             

เมลานินทัง้ 2 ชนิดจะผสมกนัอยูใ่นปรมิาณทีแ่ตกต่างกนัไปตามแต่ละสว่นของอวยัวะต่างๆ ซึง่

เกี่ยวข้องกบัพนัธุกรรมหรอืเชื้อชาติของแต่ละบุคคล ยูเมลานินจะแสดงบทบาทของสผีวิที่มี

ลกัษณะสน้ํีาตาล-ดํา ในขณะทีฟี่โอเมลานินทีจ่ะแสดงบทบาทของสผีวิออกมาในลกัษณะของสี

ชมพ-ูแดง ดว้ยเหตุน้ีในอวยัวะต่างๆ เช่น ผวิหนงัซึง่มสีน้ํีาตาล-เหลอืงเน่ืองจากบรเิวณผวิหนงัมี

ปรมิาณของยูเมลานินมากกว่าฟีโอเมลานิน จงึทําใหล้กัษณะสขีองผวิหนังมสีน้ํีาตาล แตกต่าง

ตารางท่ี 2.1 (ต่อ) โครงสรา้งทางเคมขีองสารฟลาโวนอยดท์ีส่กดัแยกไดจ้ากแก่นครี ้(Dalbergia parviflora) 
(Umehara et al., 2008; Umehara et al., 2009)  
 

 

 
Pterocarpan 

Pterocarpan R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 

Medicarpin H OH H H H OMe H 

(6aR,11aR)-3,8-dihydroxy-9-
methoxy pterocarpan 

H OH H H OH OMe H 

I-maackiain H OH H H OCH2O H H 

Meliltocarpan D OH OMe H H H OMe OH 
 

 
Chalcones 

Chalcones R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 

Obustyrene H OH H OMe H2 H H 

Isoliquiritigenin H OH H OH O OH H 
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จากบรเิวณรมิฝีปากที่จะมสีชีมพู-แดง เน่ืองมาจากที่บรเิวณรมิฝีปากมปีรมิาณฟีโอเมลานิน

มากกวา่ยเูมลานิน (Prota, 1980) 

ชีวสงัเคราะหข์องเมลานิน (Biosynthesis pathway of Melanin) 

เอนไซมไ์ทโรสเินสเป็นเอนไซมท์ีพ่บในเซลล์เมลาโนไซต์ ซึ่งเป็นเซลล์ทีม่อียู่ประมาณ 

2-5% ของปรมิาณเซลลผ์วิทัง้หมด โดยเซลลด์งักล่าวมคีวามจําเป็นต่อการกระบวนการสรา้งเม

ลานินเพื่อส่งใหแ้ก่เซลลเ์คราตโินไซต์ กระบวนการสงัเคาะหเ์มลานินมปีฏกิริยิาทีใ่ชเ้อนไซมไ์ท

โรสเินสเป็นขัน้กาํหนดอตัรา (rate-determining step)  

 

 

ภาพท่ี 2.7 แผนผงัชวีสงัเคราะหข์องเมลานิน (Biosynthesis pathway of Melanin) 
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จากแผนผงัชวีสงัเคราะหข์องเมลานินของเรเปอร-์เมสนั (Raper-Mason) (Raper,1926; 

Raper, 1927; Mason, 1948) จะพบว่าขัน้ตอนการใชเ้อนไซมไ์ทโรสเินสจะเป็นจุดเริม่ตน้ของ

กระบวนการสงัเคราะหเ์มลานิน โดยมแีอล-ไทโรซนี (L-tyrosine) และแอล-โดปา (L-Dopa) เป็น

สารตัง้ตน้ ทีจ่ะถูกเปลีย่นโดยปฏกิริยิาทีใ่ชเ้อนไซม ์(enzymatic reaction) เป็นโดปาควโินน 

(dopaquinone) ปฏกิริยิาการเปลีย่นแปลงดว้ยเอนไซมข์องแอล-ไทโรซนีเป็นแอล-โดปาและโด

ปาควโินน เรยีกวา่โมโนฟีนอลเลส (monophenolase) และออโธ-ไดฟีนอลเลส (o-diphenolase ) 

ตามลําดบั หลงัจากนัน้จะเขา้สู่ช่วงปฏกิริยาทีไ่ม่ใชเ้อนไซม ์(non-enzymatic reaction) ซึ่ง

สามารถเกดิปฏกิริยิาต่อเน่ืองดว้ยตนเอง ในวถิหีน่ึงนัน้โดปาควโินนจะเกดิปฏกิริยิาออโต-ออกซิ

เดชัน่ (auto-oxidation) ไดเ้ป็นสารประกอบโดปาโครม (dopachrome) ซึง่เป็นสารทีม่สีน้ํีาตาล-

ดํา หลงัจากนัน้โดปาโครมจะเขา้สู่กระบวนการเปลี่ยนแปลงขัน้ต่อไปจนกระทัง่ไดส้ารเมลานิน

ชนิดยูเมลานินทีม่สีน้ํีาตาล-ดํา นอกจากน้ีในอกีวถิหีน่ึงสารโดปาควโินนยงัสามารถทําปฏกิริยิา

กบัสารกลูตาไธโอน (glutathione) หรอืซสิเตอนี (cysteine) ไดผ้ลติภณัฑป์ลายทางคอื

สารประกอบเมลานินชนิดฟีโอเมลานินซึง่มสีชีมพ-ูแดง(Prota, 1980; Prota, 1993; Prota, 

2000) 
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บทท่ี 3 

วิธีการดาํเนินการวิจยั 

 

อปุกรณ์และสารเคมี 

1. อปุกรณ์และเครื่องมือทางวิทยาศาสตร ์

- เครือ่งชัง่ทศนิยม 4 ตําแหน่ง 

- สเปกโตรโฟโตมเิตอรแ์บบ microplate reader (Visible)  

- สเปกโตรโฟโตมเิตอรแ์บบ microplate reader (Fluorescence) 

- ปิเปต และ มลัตชิลัเนลปิเปตขนาดต่างๆ 

- จานหลุมขนาด 96 ชอ่ง (96 well plate) 

- ตูค้วบคุมอุณหภมู ิ37 ˚C และ CO2 สาํหรบัเพาะเลีย้งเซลล ์

- เครือ่งน่ึงฆา่เชือ้ดว้ยไอน้ําและความดนั 

- กลอ้งจุลทรรศน์ชนิด inverted microscope 

- ตูป้ลอดเชือ้ 

 

   2.  สารเคมีและเอนไซม ์  

 - Dimethyl sulfoxide (DMSO) 

- PrestoBlue® reagent (Gibco®) 

- DMEM medium (Gibco®) 

- Fetal bovine serum (Gibco®)  

- Penicillin / Steptomycin (Gibco®) 
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- Trypsin-EDTA (Gibco®) 

- Soybean Trypsin Inhibitor (Gibco®) 

- 10X Phosphate buffer (Gibco®) 

- Isoflavonoids of D. parviflora (Umehara et al., 2008; Umehara et al.,  

2009)  

- D. parviflora crude extract 

 

   3.  เซลล ์

- B16-F10 Mus musculus skin melanoma (ATCC® CRL-6475™) 

 

การวิเคราะหฤ์ทธท่ี์เก่ียวข้องกบัระบบการสงัเคราะหเ์มด็สีผิว 

 การเพาะเลี้ยงเซลลม์ะเรง็เมด็สีผิวและเซลลป์กติจากผิวหนังของมนุษย ์

เซลลม์ะเรง็เมด็สผีวิของหนู (Mus musculus, melanoma cell line, B16-F10, ATCC® 

Number: CRL-6475™) เพาะเลีย้งในอาหาร Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM, 

Gibco®) ทีป่ระกอบดว้ย 10% fetal bovine serum  25 mM glucose 4 mM L-glutamine 1 

mM sodium pyruvate 10 μg/mL penicillin และ 10 μg/mL streptomycin  บ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 

ºC ภายใตบ้รรยากาศทีม่ ี 5% CO2 และควบคุมความชืน้  

 

การเตรียมเอนไซมไ์ทโรซิเนสจากเซลลม์ะเรง็เมด็สีผิว 

 เพาะเลีย้งเซลล ์ B16-F10 ในจานเพาะเชือ้ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางขนาด 10 cm ดว้ย

อาหาร DMEM จนกระทัง่เจรญิเตบิโต 100% confluence จากนัน้ทําการ  trypsinized ดว้ย

สารละลาย trypsin และลา้งเซลลด์ว้ยสารละลายบฟัเฟอรเ์ยน็ 20 mM phosphate buffer pH 

6.8  จากนัน้ทาํใหเ้ซลลแ์ตกโดยการเตมิสารละลายบฟัเฟอรเ์ยน็ ทีผ่สม 1% Triton X-100 เขยา่
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อยา่งแรงดว้ย vortex แลว้นําไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ 4 °C เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แลว้จงึทาํการแยกเอา

เศษเซลลอ์อกดว้ยเทคนิคเซนตรฟิิเกชัน่ที ่1300g เวลา 15 นาท ีอุณหภูม ิ4 °C สว่นสารละลาย

ใสจะมเีอนไซมไ์ทโรซเินสอยู่ ใหนํ้าส่วนใสมาทําการไดอะไลซสิในสารละลายบฟัเฟอรเ์ยน็ 20 

mM phosphate buffer pH 6.8 เป็นเวลาขา้มคนืทีอุ่ณหภูม ิ4 °C เพื่อกําจดั Triton X-100 ออก

จะไดเ้ป็นสารละลายเอนไซมไ์ทโรซเินส นํามาวเิคราะหห์าปรมิาณโปรตนีดว้ยวธิขีอง Bradford 

โดยใชชุ้ดวดัปรมิาณโปรตนีสาํเรจ็รปู Bio-Rad Protein assay  

 

 การทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมไ์ทโรซิเนสท่ีสกดัได้จากเซลลม์ะเรง็เมด็สีผิว 

การทดสอบฤทธิย์บัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสที่สกดัได้จากเซลล์มะเร็งเม็ดสีผิวใช้วิธีที่

ดดัแปลงจากการทดสอบฤทธิย์บัยัง้เอนไซมไ์ทโรซเินสของเหด็ (mushroom tyrosinase) ของ 

กติตศิกัดิ ์ลขิติวทิยาวุฒแิละ บุญช ูศรตุีลารกัษ์ โดยปฏกิริยิาทาํในจานหลุมไมโครเพลทชนิด 96 

หลุม ประกอบดว้ย 20 mM phosphate buffer pH 6.8 ปรมิาตร 140 μL เตมิสารสกดัทีต่อ้งการ

ทดสอบฤทธิท์ีค่วามเขม้ขน้ต่างๆ (ทําละลายใน 50% DMSO) ปรมิาตร 20 μL และเตมิ

สารละลายเอนไซม์ไทโรซเิสนจากเซลล์มะเรง็เมด็ส ีปรมิาตร 20 μL และนําไปบ่ม  (pre-

incubated) ที ่37 °C เป็นเวลา10 นาท ีหลงัจากนัน้จงึเริม่ตน้ปฏกิริยิาโดยการเตมิ 2.5 mM L-

DOPA ปรมิาตร 20 μL และนําไปบ่ม ที ่37 °C เป็นเวลา 2 ชัว่โมง วดัการเปลีย่นแปลงของ

ปฏกิริยิาการเปลีย่น L-dopa เป็น  Dopachrome ซึง่จะมสีสีม้ถงึน้ําตาลเขม้ดว้ยเทคนิคสเปก

โตโฟโตเมตรทีีค่วามยามคลื่น 475 นาโนเมตร และใช ้50% DMSO แทนสารสกดัเพื่อเป็นการ

ทดลองกลุ่มควบคุม และใชป้ฏกิริยิาทีไ่มเ่ตมิเอนไซมเ์ป็น Blank การวเิคราะหผ์ลการยบัยัง้เป็น

รอ้ยละของการยบัยัง้ จากสตูรต่อไปน้ี 

รอ้ยละการยบัยัง้ (%)  =   [(A0 – A1) / A0 ]  

เมือ่     A0  คอื คา่การดดูกลนืแสงของ Blank 

 A1  คอื คา่การดดูกลนืแสงของการทดลองกลุ่มทดสอบ 
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การทดสอบผลของสารสกดัจากแก่นครีต่้อการสงัเคราะหเ์มด็สีเมลานินใน

เซลลม์ะเรง็ผิวหนัง  

 เพาะเลี้ยงเซลล์มะเรง็เมด็ส ีB16-F10 ในจานหลุมขนาด 24 หลุม ดว้ยอาหารเหลว

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM, Gibco®) ชนิดไมม่ ีphenol red  โดยใสเ่ซลล์

เริม่ต้นจํานวน 50,000 เซลล์/0.5 mL/หลุม บ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 ºC ภายใต้บรรยากาศทีม่ ี 5% 

CO2 และควบคุมความชืน้ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้จงึเตมิสารสกดัทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆ (15 

μM และ 30μM) หรอืเตมิ DMSO ใหค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 0.5% เป็นชุดควบคุม และทาํการ

บ่มต่ออกี 72 ชัว่โมง จากนัน้จงึทาํการวเิคราะหป์รมิาณเมลานินทีเ่ซลลผลติขึน้ทัง้ในเซลลแ์ละที่

หลัง่ออกมานอกเซลล ์โดยการเตมิสารละลาย 2 N NaOH ทีม่ ี20% DMSO ปรมิาตร 0.5 mL 

ลงไปในจาดหลุมที่เลี้ยงเซลล์ไว้โดยตรง ใช้ปิเปตผสมโดยการดูดขึ้นลงช้าๆ และนําไปบ่มที่

อุณหภมูหิอ้งเป็นเวลา 1 ชัว่โมง หลงัจากนัน้ถ่ายของเหลวในจานหลุมลงหลอดทดลองและนําไป

ป ัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็ 13000g เป็นเวลา 5 นาท ีเพื่อกําจดัเศษเซลล์ นําส่วนใสไปวดัค่าการ

ดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 405 นาโนเมตร รายงานปรมิาณเมลานินเป็นค่าสมัพทัธก์บัค่าการ

ดดูกลนืแสงของการทดลองกลุ่มควบคุม (ชุดทีเ่ตมิ 0.5% DMSO แทนสารสกดั) ทาํการทดลอง

ชุดละ 3 ซํ้า และทาํการทดลองซํ้าอกี 3 ครัง้ทีเ่ป็นอสิระต่อกนั 

 

การทดสอบผลของสารสกดัจากแก่นครีต่้อการมีชีวิตรอดของเซลลม์ะเรง็ผิวหนัง  

การศกึษาการมชีวีติรอดของเซลล ์(cell viability) ใชห้ลกัการพืน้ฐานของเซลลท์ีม่ชีวีติ

จะมคีุณสมบตัทิีส่ามารถรดีวิซส์ารละลาย resazurin (PrestoBlueTM, Invitrogen) ใหก้ลายเป็น

สาร resorufin ซึง่มคีุณสมบตัทิีเ่รอืงแสงฟลูออเรสเซนต ์ในการทดลองน้ีเพาะเลีย้งเซลลใ์นจาด

หลุมขนาด 96 หลุม เตมิเซลลม์ะเรง็เมด็สผีวิ B16F10 ลงไปจาํนวน 10,000 เซลล/์0.1 mL/หลุม 

บ่มทีอุ่ณหภมู ิ37 ºC ภายใตบ้รรยากาศทีม่ ี 5% CO2 และควบคุมความชืน้ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

จากนัน้จงึเตมิสารสกดัทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆ (15 μM และ 30μM) หรอืเตมิ DMSO ใหค้วาม

เขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 0.5% เป็นชุดควบคุม และทําการบ่มต่ออกี 72 ชัว่โมง หลงัจากนัน้จงึลา้ง

เซลลท์ีเ่กาะอยูก่น้จานหลุมดว้ยบฟัเฟอรฟ์อสเฟต 10 mM ปรมิาตร 200 μL แลว้ทําการเตมิ

สารละลาย PrestoBlueTM ทีเ่จอืจางในอาหาร RMPI 1640 ทีป่ราศจาก serum และ phenol red 

(อตัราส่วน 1:10) ลงไปหลุมละ 100 μL นําบ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 ºC ภายใตบ้รรยากาศทีม่ ี 5% 

CO2 และควบคุมความชืน้ เป็นเวลา 1 ชัว่โมง และนําไปวดัค่าฟลูออเรสเซนตท์ี ่excitation 535 
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nm และ emission 610 nm รายงานรอ้ยละค่าการมชีวีติรอดของเซลลเ์ป็นค่าสมัพทัธก์บัค่า

ฟลูออเรสเซนต์ของการทดลองกลุ่มควบคุม (ชุดทีเ่ตมิ 0.5% DMSO แทนสารสกดั) ทําการ

ทดลองชุดละ 4 ซํ้า และทาํการทดลองซํ้าอกี 3 ครัง้ทีเ่ป็นอสิระต่อกนั 
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บทท่ี 4 

ผลการวิจยัและอภิปรายผลการวิจยั 
 

ผลการศึกษาฤทธ์ิของสารสกดัจาก  D. parviflora ต่อการยบัยัง้เอนไซม ์               

ไทโรซิเนสของเซลลม์ะเรง็เมด็สีผิว 

ในการทดลองน้ีใชส้ารฟลาโวนอยดบ์รสิุทธิจ์ํานวน 27 ชนิดทีแ่ยกไดจ้ากแก่นครี ้(D. 

parviflora) โดยแสดงโครงสรา้งและชื่อของฟลาโวนอยดด์งัตารางที่ 4.1 ในการศกึษาฤทธิข์อง

สารฟลาโวนอยดแ์ละสารสกดัหยาบต่อการยบัยัง้การการทาํงานของเอนไซมไ์ทโรซเินสทีส่กดัได้

จากเซลลม์ะเรง็ผวิหนงัเพาะเลีย้ง (B16F10 murine melanoma cell line)  ผลการทดลองแสดง

ดงัตารางที ่4.2 ซึง่พบว่าสารสกดัหยาบของแก่นครีไ้มม่ฤีทธิก์ารยบัยัง้เอนไซมไ์ทโรซเินสจาก

เซลลม์ะเรง็ผวิหนงัไดอ้ยา่งมนียัสาํคญั (ค่ารอ้ยละการยบัยัง้มคี่าเป็น รอ้ยละ 0.95 ทีร่ะดบัความ

เขม้ขน้สารสกดั 100 μg/mL) นอกจากน้ีสารฟลาโวนอยดจ์ากแก่นครีส้ว่นใหญ่พบว่าไม่มฤีทธิ ์

ยบัยัง้เอนไซมไ์ทโรซเินสของเซลล์มะเรง็เมด็สผีวิโดยการทดสอบทีร่ะดบัความเขม้ขน้ 200 μM 

ซึง่เป็นความเขม้ขน้สงูสดุทีส่ามารถเตรยีมไดใ้นการทดลอง อยา่งไรกต็ามพบฤทธิย์บัยัง้ในระดบั

อ่อนโดยมคี่ารอ้ยละการยบัยัง้ประมาณรอ้ยละ 10 ในสารกลุ่มไอโซฟลาโวน (isoflavone) ไดแ้ก่ 

Genistein, Khrinone B, Tectorigenin และ Cajanin กลุ่มไอโซฟลาวาโนน (isoflavanone) 

ไดแ้ก่ Dalparvin B และ (3S)-sativanone กลุ่มไอโซฟลาแวน ไดแ้ก่ (isoflavan)  (3R)-vestitol, 

(3R)(+)-mucronulatol และ (3RS)-3'-hydroxy-8-methyoxy vestitol และกลุ่มฟลาวาโนน 

(flavanone) ไดแ้ก่ (2S)-liquiritigenin และสารฟลาโวนอยดท์ีม่ฤีทธิย์บัยัง้เอนไซมไ์ทโรซเินส 

จากเซลลม์ะเรง็เมด็สผีวิในระดบัปานกลางพบเพยีงชนิดเดยีวซึ่งเป็นสารประเภท pterocarpan 

คอื (6aR,11aR)-3,8-dihydroxy-9-methoxy pterocarpan ซึง่มฤีทธิย์บัยัง้ทีร่อ้ยละ 29 ทีค่วาม

เขม้ขน้ 200 μM  ในการทดลองน้ีไดท้าํการทดลองชุดควบคุมผลบวกโดยใช ้kojic acid และ 

oxyresveratrol ซึง่พบวา่ทีร่ะดบัความเขม้ขน้ 200 μM  kojic acid และ oxyresveratrol มคีา่การ

ยบัยัง้เป็น 73.8 ± 1.0% (IC50 = 39.9 μM) และ 99.4 ± 0.9 % (IC50 = 0.88 ± 0.16 μM) 

ตามลาํดบั 
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ผลการศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัจาก  D. parviflora ต่อการ

สงัเคราะหเ์มลานินและการมีชีวิตรอดในเซลลม์ะเรง็เมด็สีผิว 

ผลการศกึษาสารฟลาโวนอยดแ์ละสารสกดัหยาบทีแ่ยกไดจ้ากแก่นครี ้(D. parviflora) 

ต่อการกระตุ้นหรอืการยบัยัง้การสงัเคราะหร์งควตัถุเมลานินของเซลล์มะเรง็ผวิหนังเพาะเลี้ยง 

(B16F10 murine melanoma cell line) โครงสรา้งและชื่อของสารฟลาโวนอยดจ์าํนวน 27 ชนิด

ทีใ่ชท้ดสอบแสดงดงัตารางที ่4.1 ความเขม้ขน้ของสารฟลาโวนอยดท์ีเ่ตมิในอาหารเพาะเลีย้ง

เซลลก์ําหนดไว ้2 ค่าความเขม้ขน้คอื 15 μg/mL และ 30 μg/mL โดยปรมิาณเมลานินทีผ่ลติขึน้

ถูกเปรยีบเทยีบและรายงานเป็นค่าสมัพทัธ์กบัชุดการทดลองควบคุมดงัแสดงในตารางที่ 4.1 

พบว่ามไีอโซฟลาโวนอยด์บางชนิดมฤีทธิก์ระตุ้นการสงัเคราะหเ์มลานินไดร้ะดบัสูงถงึ เช่น ที่

ความเขน้ขน้ 15 μg/mL สาร Duartin มฤีทธิก์ระตุน้การสงัเคราะหเ์มลานินไดถ้งึ 300% เทยีบ

จากสภาวะทีไ่ดเ้ตมิสารสกดัใดๆ สารทีม่ฤีทธิก์ระตุ้นการสงัเคราะหเ์มลานินในช่วง 150-180% 

BiochaninA, Genistein, 3’-O-methylorobol และ (3R)-vestitol  สารทีม่ฤีทธิก์ระตุน้การ

สงัเคราะหเ์มลานินในช่วง 120-140% ไดแ้ก่ Formononetin A, Calycosin, Tectorigenin, 

Onogenin, Dalparvin, (3S)-sativanone, Dalparvin A และ (2S)-naringenin เป็นตน้ โดยทีส่าร

เหล่าน้ีพบว่าไมม่พีษิต่อเซลลม์ะเรง็เมด็สผีวิทีค่วาวมเขม้ขน้ 15 μg/mL และเมื่อเพิม่ความเขน้

ขน้เป็น 30 μg/mLพบว่าสามารถเพิม่การกระตุน้การสงัเคราะหเ์มลานินใหส้งูขึน้ไดอ้กีโดยทีย่งั

ไม่พบความเป็นพษิต่อเซลล์เช่นเดยีวกนั สารสกดัหยาบของแก่นครี้ถูกนํามาทดสอบฤทธิใ์น

ลกัษณะเดยีวกนัพบว่าทีค่วามเขม้ขน้ 5 μg/mL 10 μg/mL และ 20 μg/mL สามารถกระตุน้การ

สงัเคราะหเ์มลานินไดท้ี ่112%, 123% และ 144% ตามลาํดบั โดยทีไ่มพ่บความเป็นพษิต่อเซลล ์

แต่เมื่อเพิม่ความเขน้ขน้เป็น 30 μg/mL และ 40 μg/mL พบว่าการมชีวีติอยูร่อดของเซลลล์ดลง

เหลอื 88% และ 80% ตามลาํดบั   

นอกจากน้ียงัพบว่ามไีอโซฟลาโวนอยด์บางชนิดมฤีทธิย์บัยัง้การสงัเคราะห์เมลานิน 

เช่น ทีค่วามเขม้ขน้ 15 μg/mL พบว่าเซลลท์ีเ่ตมิสาร Krinone B มกีารผลติเมลานิน 84% 

(ยบัยัง้การสงัเคราะหเ์มลานิน 16%) เซลลท์ีเ่ตมิสาร Cajanin มกีารผลติเมลานิน 65% (ยบัยัง้

การสงัเคราะหเ์มลานิน 35%) และเซลล์ที่เติมสาร (6aR,11aR)-3,8-dihydroxy-9-methoxy 

pterocarpan มกีารผลติเมลานิน 42% (ยบัยัง้การสงัเคราะหเ์มลานิน 68%) โดยทีส่ารเหล่าน้ี

พบว่าไม่มพีษิต่อเซลลม์ะเรง็เมด็สผีวิทีค่วาวมเขม้ขน้ 15 μg/mL แต่เมื่อเพื่อความเขม้ขน้เป็น 
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30 μg/mL พบว่าในกรณีของ Krinone B และ (6aR,11aR)-3,8-dihydroxy-9-methoxy 

pterocarpan ทาํใหเ้ซลลม์กีารรอดชวีติลดลงเหลอื 63% และ 14.5% ตามลาํดบั 

 

 



ตารางท่ี 4.1

 

 

1 โครงสรา้งเคคมขีองสารส

 

         

สกดัจากแก่นค

 26 

ครี ้(Dalbergia parviflora) ทีใ่ชใ้นการทดลองน้ี  
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ตารางท่ี 4.2 ฤทธิท์างยงัยัง้เอนไซมไ์ทโรซเินสและฤทธิท์ีเ่กีย่วขอ้งกบัการสงัเคราะหเ์มลานินใน

เซลลม์ะเรง็เมด็สผีวิจากสารสกดัจากแก่นครี ้(Dalbergia parviflora)  

 

 

 

 

No. Isoflavones 

Mouse 
Tyrosinase 
Inhibition , 

% (at 200 µM) 

15 µM 30 µM 

% Melanin 
content 

% Cell 
viability 

% Melanin 
content 

% Cell 
viability 

1 Formononetin - 133.8 ± 2.7 96.0 ± 3.3 155.3 ± 15.4 92.8 ± 9.4 
2 Calycosin - 142.8 ± 8.2 99.1 ± 9.2 196.6 ± 6.4 101.3 ± 1.9 
3 Biochanin A - 165.2 ± 5.9 103.4 ± 4.5 168.0 ± 5.1 102.2 ± 4.8 
4 Genistein 9.9 ± 3.1 165.1 ± 1.6 128.2 ± 3.5 191.7 ± 13.9 93.8 ± 5.7 
5 Khrinone B 10.1 ± 3.0 84.1 ± 5.3 95.1 ± 5.4 34.7 ± 12.3 62.3 ± 15.1 
6 3'-O-methylorobol - 170.1 ± 10.5 106.6 ± 6.2 215.7 ± 15.7 101.5 ± 2.7 
7 Khrinone C - 107.6 ± 0.8 93.3 ± 2.0 154.0 ±  9.9 93.4 ± 2.0 
8 Tectorigenin 10.2 ± 2.9 127.6 ± 2.8 129.7 ± 3.4 152.1 ± 4.7 119.3 ± 1.3 
9 Cajanin 9.2 ± 1.5 65.8 ± 7.5 101.5 ± 6.6 61.6 ± 8.9 107.2 ± 3.3 

 Isoflavanones      

10 (3R)-7,3'-dihydroxy-4'-
methoxy-isoflavanone - 95.1 ± 3.0 94.9 ± 3.9 95.2 ± 2.7 96.5 ± 3.9 

11 Onogenin - 133.5 ± 4.6 100.0 ± 5.0 169.8 ± 15.4 92.0 ± 2.0 
12 Dalparvin - 133.8 ± 9.7 117.1 ± 8.9 199.6 ± 12.1 99.7 ± 6.7 

13 Dalparvin B 9.8 ± 2.8 102.0 ± 2.7 82.3 ± 5.4 99.1 ± 2.3 74.1 ± 6.4 
14 (3S)-sativanone 9.5 ± 1.6 124.2 ± 4.3 106.7 ± 10.6 127.6 ± 6.0 64.3  ± 23.7 

15 (3RS)-3'-O-
methylviolanone - 143.3 ± 8.4 74.2 ± 7.8 157.2 ± 11.5 72.9 ± 6.2 

16 (3RS)-kenusanone G - 132.6 ± 5.1 124.0 ± 1.7 158.5 ± 13.5 102.2 ± 2.8 

17 (3S)-secundiflorol H - 117.6 ± 17.7 109.4 ± 6.6 146.4 ± 6.1 102.7 ± 4.1 
18 Dalparvin A  132.0 ± 4.4 105.4 ± 4.8 184.2 ± 10.6 100.4 ± 7.1 

 Isoflavans      
19 (3R)-vestitol 12.4 ± 3.3 186.1 ± 1.6 142.1 ± 3.0 232.0 ± 9.3 119.7 ± 4.1 
20 (3R)(+)-mucronulatol 12.8 ± 2.1 178.6 ± 15.9 103.6 ± 6.9 263.7± 8.2 102.5 ± 2.7 

21 (3RS)-3'-hydroxy-8-
methyoxy vestitol 11.4 ± 2.5 97.0 ± 6.3 102.9 ± 1.0 36.3 ± 0.1 62.4 ± 3.2 

22 Duartin - 301.1 ± 2.3 139.9 ± 7.5 326.8 ± 2.1 94.4 ± 2.8 
23 (3S)-8-demethylduartin - 87.8 ± 2.0 93.5 ± 3.0 72.7 ± 4.3 98.3 ± 5.4 

 Flavanones      
24 (2S)-liquiritigenin 13.2 ± 2.7 102.9 ± 5.5 98.9 ± 10.7 124.5 ± 2.0 100.0 ± 3.5 
25 (2S)-naringenin - 132.5± 14.5 94.3 ± 2.0 152.1 ± 3.8 98.1 ± 0.5 
26 Alpinetin - 89.7± 0.4 77.0 ± 12.7 92.3 ± 1.6 77.1 ± 10.2 
 Pterocarpan      

27 
(6aR,11aR)-3,8-
dihydroxy-9-methoxy 
pterocarpan 

29.2 ± 2.9 41.9 ± 0.4 105.7 ± 4.9 53.5 ± 0.4 14.5 ± 0.9 

 others      

28 Kojic acid 73.8 ± 1.0 68.9 ± 5.2 98.9 ± 4.7 74.2 ± 5.8 99.6 ± 2.3 
29 Oxyresveratrol 99.4 ± 1.0 24.3 ± 1.1 117.2 ± 2.2 28.4 ± 1.7 118.1 ± 5.1 
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บทท่ี 5 

สรปุผลการวิจยั 

สารประกอบไอโซฟลาโวนอยด ์(isoflavonoid) บรสิุทธิจ์ํานวน 27 ชนิด ทีส่กดัไดจ้าก

แก่นของต้นครี ้(Dalbergia parviflora) ไดถู้กนํามาวเิคราะหเ์พื่อประเมนิฤทธิท์างชวีภาพที่

เกีย่วขอ้งกบัการสงัเคราะหเ์มลานินในเซลลม์ะเรง็เมด็สผีวิชนิด (B16F10 murine melanoma 

cell line) ซึง่เป็นเซลลข์องหนูทีใ่ชเ้ป็นตวัแทนของ melanocyte ของสตัวเ์ลีย้งลูกดว้ยนมโดย

คาดว่าจะใหผ้ลไดเ้ทยีบเคยีงกบัเซลลข์องมนุษย ์ งานวจิยัน้ีพบว่าสารไอโซฟลาโวนอยดท์ีส่กดั

แยกไดจ้ากแก่นครีม้ฤีทธิท์างชวีภาพเกีย่วขอ้งกบัการสงัเคราะหเ์มลานินจาํแนกไดเ้ป็น 2 กลุ่ม 

คอื กลุ่มไอโซฟลาโวนอยด ์20 ชนิดทีม่ฤีทธิก์ารกระตุ้นการสงัเคราะหเ์มลานินและกลุ่มไอโซ 

ฟลาโวนอยด ์7 ชนิดทีม่ฤีทธิก์ารยบัยัง้การสงัเคราะหเ์มลานิน 

 ผลการศกึษาฤทธิข์องสารสกดัจากแก่นครีต่้อสงัเคราะหเ์มลานินในเซลลเ์มด็สผีวิพบว่า

สารสกดัหยาบที่ความเขม้ขน้ 2.5 μg/ml มฤีทธิก์ระตุ้นการสงัเคราะหเ์มลานินในเซลล์ที่

เพาะเลีย้งไดส้งูกวา่ในสภาวะปกต ิ3 เทา่ สารประกอบไอโซฟลาโวนอยดบ์างชนิด เช่น Duartin, 

Genistein และ Naringenin มฤีทธิก์ระตุน้การสงัเคราะห ์เมลานินสงูกวา่สภาวะปกต ิ3, 1.6 และ 

1.2 เท่า ตามลําดบั ทัง้น้ีเคยมรีายงานเกีย่วขอ้งกบัการฤทธิก์ารกระตุน้การสงัเคราะหเ์มลานิน 

ของสารฟลาโวนอยดต่์อเซลล ์murine B16-F10 melanoma เช่น Quercetin ซึง่สามารถกระตุน้

การสงัเคราะหเ์มลานินโดยอาจเป็นสว่นหน่ึงของกลไก melanocytotoxicity (Kubo, Nitoda, & 

Nihei, 2007) ในขณะที ่ Naringenin มรีายนงานว่าสามารถกระตุน้การสงัเคราะหเ์มลานินโดย

เพิม่การแสดงออกของยนีทีก่ําหนดรหสัใหเ้อนไซมท์ี่เกี่ยวขอ้งกบัการผลติเมลานิน (Ohguchi, 

Akao, & Nozawa, 2006) นอกจากน้ีมกีารศกึษาในเซลลเ์มลาโนไซตป์กตขิองมนุษย ์(normal 

human melanocytes, R6-NHEM-2) โดยใชส้ารสกดัจากผลของตน้เชสตเ์บอรร์ี ่(chaste tree 
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berry, Vitex agnus-castus) ทีซ่ึง่มสีารฟลาโวนอยด ์Casticin เป็นองคป์ระกอบหลกั พบว่า

สามารถกระตุน้การสงัเคราะหเ์มลานินได ้(Schmid, Belser, & Zülli, 2007)  

ผลการวจิยัน้ีทําใหพ้บแนวโน้มความเป็นไปไดใ้นใชส้ารสกดัจากแก่นครีเ้พื่อพฒันาเป็น

ผลติภณัฑใ์น 2 แนวทาง ไดแ้ก่ 1) ฤทธิต์้านอนุมูลอสิระของแก่นครีส้ามารถพฒันาเป็น

ผลติภณัฑเ์สรมิอาหารสาํหรบัสขุภาพเพือ่ชะลอบรรเทาโรคเสือ่มหรอืผลติภณัฑเ์ครือ่งสาํอางเพือ่

ชะลอความชรา  2) ฤทธิก์ระตุน้การสงัเคราะหเ์มลานินของแก่นครีส้ามารถพฒันาเป็นผลติภณัฑ์

บํารุงเส้นผมให้ดกดําหรือผลิตภัณฑ์สมุนไพรการแพทย์ทางเลือกเพื่อบรรเทาโรคด่างขาว 

อย่างไรกต็ามมคีวามจําป็นจะต้องศกึษาสารสกดัจากแก่นครีใ้นเชงิลกึใหม้ากขึน้ทัง้ในดา้นการ

ออกฤทธิท์างชวีภาพ ด้านความเป็นพษิ ความปลอดภยัและผลขา้งเคยีงของสารสกดั ซึ่งจะ

นํามาสูก่ารประยกุตใ์ชส้มุนไพรไทยทีผ่า่นกระบวนการวจิยัทางวทิยาศาสตรอ์ยา่งมคีุณภาพและ

สร้างเป็นนวตักรรมด้านสุขภาพและความงามที่เป็นส่วนหน่ึงของการพฒันาในเชิงพาณิชย์

รว่มกบัการใชท้รพัยากรธรรมชาตขิองประเทศไทยใหเ้กดิประโยชน์สงูสดุ 
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รายงานสรปุการเงิน ประจาํปีงบประมาณ 2558 
เลขท่ีโครงการ (NRPM 13 หลกั 3311100069820) 

โครงการส่งเสริมการวิจยัในอดุมศึกษาและพฒันามหาวิทยาลยัวิจยัแห่งชาติ 
สาํนักงานคณะกรรมการการอดุมศึกษา 

มหาวิทยาลยัราชภฏับรีุรมัย ์

โครงการประเมินฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระและผลต่อการสงัเคราะหเ์มลานิน 
ของสารพฤกษเคมีจากแก่นครีเ้พ่ือพฒันาเป็นผลิตภณัฑจ์ากภมิูปัญญาท้องถ่ิน 

 

ช่ือหวัหน้าโครงการ  อาจารย ์ดร. วรวฒัน์ พรหมเด่น 

รายงานการเงนิระหวาง วันที่ 1 ตุลาคม 2557 ถงึวนัที ่ 30 กันยายน 2558 

หมวด* งบประมาณ คาใชจาย
งวดที่ 1 

คาใชจาย
งวดที่ 2 

คาใชจายรวม
งวดที่ 1+2 

คงเหลือ 
 (หรือ เกิน) 

1. คา่ตอบแทน 30,000 15,000 15,000 30,000 0
2. คา่จา้ง 72,000 36,000 36,000 72,000 0
3. คา่วสัดุ 80,000 30,000 50,000 80,000 0
4. คา่ใชส้อย 38,000 12,000 26,000 38,000 0
5. คา่สาธารณูปโภค 30,000 13,000 17,000 30,000 0

รวม 250,000 106,000 144,000 250,000  
*รายละเอียดการใชงบประมาณแสดงในหนาถัดไป 

จํานวนเงินทีไ่ดรับและจาํนวนเงนิคงเหลือ 
จํานวนเงินทีไ่ดรับ 
งวดที ่1 บาท  150,000 บาท   เมื่อ  2 กุมภาพนัธ 2558 
งวดที ่2 บาท  100,000 บาท    เมื่อ  1 กันยายน 2558 

    รวม  250,000 บาท 
 

_________________________                                 _______________________      
(อาจารย ์ดร. วรวฒัน์ พรหมเดน่)                                 (                                    )                     
         หวัหน้าโครงการ                                           เจา้หน้าทีก่ารเงนิโครงการ 
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รายละเอียดการใช้งบประมาณ 
 
งวดท่ี 1 
1. งบประมาณทีไ่ดร้บัการจดัสรรตลอดโครงการ 250,000 บาท  (สองแสนหา้หมืน่บาทถว้น) 
2. จาํนวนเงนิทีไ่ดร้บั ในงวดที ่1  (A)             150,000  บาท 
3. คา่ใชจ้า่ย  
     3.1 คา่ตอบแทน 

3.1.1 คา่ตอบแทนหวัหน้าโครงการและผูร้ว่มโครงการ 15,000 บาท 
      3.2 คา่จา้ง 

    3.2.1 คา่วตัถุดบิสมนุไพรแหง้     2,000  บาท 
    3.2.2 คา่จา้งบรกิารการวเิคราะหท์างเคม ี        24,000  บาท 

          3.2.3 คา่จา้งเตรยีมสมนุไพรบดแหง้และสกดั    2,000  บาท 
          3.2.4 คา่จา้งนกัศกึษาชว่ยปฏบิตังิาน                            8,000  บาท 
       3.3 คา่วสัดุ 
           3.3.1 คา่สารเคม ี                   25,000  บาท 
           3.3.2 คา่วสัดุสาํนกังาน                  5,000  บาท 
       3.4 คา่ใชส้อย 

 3.4.1 คา่เดนิทางเพือ่ใชห้อ้งปฏบิตักิารนอกสถานที ่      12,000 บาท 
       3.5 คา่สาธารณูปโภค 
            3.5.1 คา่จดัสง่พสัดุ-จดหมาย ตราไปรษณยีากร               3,000 บาท 
            3.5.2 คา่โทรศพัท ์                                                  4,000 บาท 
            3.5.3 คา่ใชจ้า่ยจดัประชุม                          6,000 บาท 

  3.6 รวมคา่ใชจ้า่ยทัง้สิน้ (B)                     106,000 บาท 
4.  จาํนวนเงนิทีค่งเหลอืจากงวดที ่1 (A-B) เป็นจาํนวน                44,000 บาท  (C) 
 
งวดท่ี 2 
1. จาํนวนเงนิทีไ่ดร้บั ในงวดที ่2  (D)                100,000  บาท 
2. ยอดเงนิคงเหลอืรวม 2 งวด (C+D)               144,000  บาท   
3. คา่ใชจ้า่ย  

3.1 คา่ตอบแทน 
     3.1.1 คา่ตอบแทนหวัหน้าโครงการและผูร้ว่มโครงการ 15,000 บาท 
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3.2 คา่จา้ง 
      3.2.1 คา่จา้งนกัศกึษาชว่ยปฏบิตังิาน                           36,000  บาท 
3.3 คา่วสัดุ 
           3.3.1 คา่สารเคม ี                      25,000  บาท 
           3.3.2 คา่วสัดุสาํนกังาน         25,000  บาท 
 3.4 คา่ใชส้อย 
       3.4.1 คา่เดนิทางเพือ่ใชห้อ้งปฏบิตักิารนอกสถานที ่         26,000 บาท 
 3.5 คา่สาธารณูปโภค 
            3.5.1 คา่จดัสง่พสัดุ-จดหมาย ตราไปรษณยีากร               3,000 บาท 
            3.5.2 คา่โทรศพัท ์                                                  4,000 บาท 
            3.5.3 คา่ใชจ้า่ยจดัประชุม                              10,000 บาท 
  3.6 รวมคา่ใชจ้า่ยทัง้สิน้                                  144,000 บาท (E) 

4.  จาํนวนเงนิทีค่งเหลอืตลอดโครงการ (C+D) – (E)                              0 บาท  
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