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(ii) 
 

บทคดัย่อ 

สารประกอบไอโซฟลาโวนอยด ์(isoflavonoid) บรสิุทธิจ์ํานวน 24 ชนิด ทีส่กดัไดจ้าก

แก่นของตน้ครี ้(Dalbergia parviflora) ไดถู้กนํามาวเิคราะหเ์พื่อประเมนิฤทธิต์า้นออกซเิดชนัใน

ระดบัหลอดทดลอง (in vitro) ดว้ยวธิทีีแ่ตกต่างกนั 3 วธิ ีคอื วธิ ีxanthine/xanthine oxidase 

(X/XO) วธิ ีORAC และวธิ ีDPPH ในการทดลองน้ีสามารถจําแนกสารประกอบประเภท            

ไอโซฟลาโวนอยด์ทีม่อียู่ออกเป็น 3 กลุ่ม คอื ไอโซฟลาโวน (isoflavone) ไอโซฟลาวาโนน 

(isoflavanone) และไอโซฟลาแวน (isoflavan) ซึง่มคีวามหลากหลายของหมูแ่ทนทีใ่นตําแหน่ง

ต่างๆ บนโครงสรา้ง ทาํใหเ้กดิแนวคดิในการศกึษาความสมัพนัธข์องโครงสรา้งทางเคมแีละฤทธิ ์

ทีศ่กึษา (structure activity relationship หรอื SAR) การวเิคราะห ์SAR ของฤทธิต์า้น

ออกซิเดชันโดยใช้ผลการวัดค่าฤทธิต์้านอนุมูลอิสระ  โดยพิจารณาจากทัง้หมู่แทนที่ของ           

ไอโซฟลาโวนอยด์ระหว่างกลุ่มที่มีรูปแบบหมู่แทนที่แบบเดียวกัน และระหว่างกลุ่มของ                  

ไอโซฟลาโวนอยดท์ีม่หีมูแ่ทนทีร่ปูแบบทีแ่ตกต่างกนั ผลการเปรยีบเทยีบวเิคราะหร์ะหว่างกลุ่ม

ของไอโซฟลาโวนอยด์ แสดงใหเ้หน็ว่าไอโซฟลาโวนมฤีทธิต์้านออกซเิดชนัสูงสุดในทัง้ 3 วธิี

วเิคราะห์ ในการวเิคราะหร์ะหว่างกลุ่มไอโซฟลาโวนอยด์ พบว่าจากโครงสรา้งพืน้ฐานที่มหีมู ่

R7-OH ของวงแหวน A และ R4′-OH (หรอื -OMe) ของวงแหวน B หากมกีารเพิม่ขึน้ของหมู ่

ไฮดรอกซลิ (-OH) ของวงแหวน B ทีต่ําแหน่ง R3′ หรอื R5′ จะสามารถเพิม่ฤทธิก์ารตา้น

ออกซเิดชนัของไอโซฟลาโวนอยดใ์นทุกกลุ่ม ในขณะทีต่ําแหน่งของหมู่แทนทีไ่ฮดรอกซลิและ

หมูแ่ทนทีเ่มทลิ (-OMe) ในตําแหน่งอื่นๆ จะพบวา่มผีลต่อฤทธิก์ารตา้นออกซเิดชนัขึน้กบัวธิกีาร

วเิคราะหท์ีแ่ตกต่างกนั ดงันัน้จากความหลากหลายของโครงสรา้งของไอโซฟลาโวนอยด ์จาก 

D. parviflora ในการทดลองน้ีจงึเป็นรายงานแรกที่มกีารชี้ชดัใหเ้หน็ถึงรายละเอยีดของ

ความสมัพนัธข์องโครงสรา้งทางเคมกีบัฤทธิต์า้นออกซเิดชนัของสารประกอบไอโซฟลาโวนอยด ์

สาํหรบัการศกึษาผลต่อการสงัเคราะหเ์มลานินของสารพฤกษเคมจีากแก่นครี ้เบือ้งต้นพบว่ามี

สารประกอบไอโซฟลาโวนอยดบ์างชนิดทีม่ฤีทธิก์ระตุน้การสงัเคราะหเ์มลานินในเซลล ์ทัง้น้ีจะ

ทาํการศกึษาเพือ่ยนืยนัและขยายผลต่อไปในอนาคต  

คาํสาํคญั : ไอโซฟลาโวนอยด,์ สารตา้นอนุมลูอสิระ, แก่นครี,้ เมลานิน 

  



(iii) 
 

ABSTRACT 
 

The antioxidant activities of 24 isoflavonoids that were previously isolated as 

pure compounds from Dalbergia parviflora were evaluated using three different in vitro 

antioxidant-based assay systems: xanthine/xanthine oxidase (X/XO), ORAC, and DPPH. 

The isolates consisted of three subgroups, namely isoflavones, isoflavanones, and 

isoflavans, each of which appeared to have diversified substituents, and were thus ideal 

for the study of their structure-activity relationships (SARs). The SAR analysis was 

performed using the results obtained from both the inter-subgroup isoflavonoids with the 

same substitution pattern and the intra-subgroup compounds with different substitution 

patterns. The inter-subgroup comparison showed that the isoflavones exhibited the 

highest antioxidant activities based on all three assays. The intra-subgroup analysis 

showed that the additional presence of an OH group in Ring B at either R3′ or R5′ from 

the basic common structure of the R7-OH of Ring A and the R4′-OH (or -OMe) of Ring 

B greatly increased the antioxidant activities of all of the isoflavonoid subgroups and 

that other positions of OH and OMe substitutions exerted different effects on the 

activities depending on the subgroup and assay type. Therefore, based on the structural 

diversity of the isoflavonoids in D. parviflora, the present study provides the first 

clarification of the detailed antioxidant SARs of isoflavonoids. Preliminary studies 

indicate that some isoflavonoids may effect on melanogenesis stimulation in cell culture 

and need to be confirmed in further studies. 

 

Keywords : Isoflavonoid, Antioxidant, DPPH, ORAC, Melanin 
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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

บางชนิดพบว่ามกีารออกฤทธิค์ล้ายฮอรโ์มนเพศหญงิ (De-Eknamkul et al., 2011b; 

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

2008; Umehara et al., 2009) อกีทัง้มแีนวโน้มเป็นสารตา้นอนุมลอสิระ และบางชนิดมผีลต่อ

การกระตุ้นและการยบัยัง้การสงัเคราะหเ์มลานินของเซลล์ผวิ ดงันัน้หากมกีารวจิยัเชงิลกึของ

การออกฤทธิท์างชวีภาพของสารพฤกษเคมเีหล่าน้ี จะทําใหไ้ดข้อ้มูลทีจ่ะสามารถนํามาพฒันา
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เป็นผลิตภณัฑ์เสรมิสุขภาพและความงามได้ และเป็นการเพิม่มูลค่าให้กบัผลิตภณัฑ์จากภูมิ

ปญัญาทอ้งถิน่รวมทัง้มคีวามน่าเชื่อถอืตามหลกัวทิยาศาสตร ์

 

วตัถปุระสงคข์องโครงการวิจยั 

1. เพือ่ศกึษาฤทธิก์ารตา้นอนุมลูอสิระทางเคมขีองสารสกดักลุ่มไอโซฟลาโวนอยดจ์ากแก่นครี ้

2. เพือ่ศกึษาความสมัพนัธข์องโครงสรา้งทางเคมขีองสารไอโซฟลาโวนอยดก์บัฤทธิต์า้นอนุมลู

อสิระ 

3. เพือ่ศกึษาเบือ้งตน้เกีย่วกบัผลของสารสกดัจากแก่นครีต่้อการสงัเคราะหเ์มด็สเีมลานิน 

4. เพือ่ประเมนิความเป็นไปไดใ้นการพฒันาเป็นผลติภณัฑภ์มูปิญัญาทอ้งถิน่ 

 

ขอบเขตของโครงการวิจยั 

1. กาํหนดขอบเขตการทดลองในระดบัหลอดทดลอง (in vitro) โดยใชส้ารสกดัหยาบแก่นครีแ้ละ

สารบรสิทุธิก์ลุ่มไอโซฟลาโวนอยดท์ีแ่ยกไดจ้ากแก่นครี ้เพื่อทาํการทดลองในหอ้งปฏบิตักิารโดย

วเิคราะหฤ์ทธิก์ารตา้นอนุมลูอริะดว้ยวธิทีางเคม ี3 วธิ ีคอื DPPH assay ORAC assay และ 

X/XO assay โดยทีเ่ทคนิค DPPH assay และ X/XO assay จะรายงานค่า SC50 (50% 

scavenging concentration) และเทคนิค ORAC assay จะรายงานค่า Trolox equivalent 

antioxidant capacity (TEAC) 

2. กาํหนดขอบเขตการทดลองในระดบัหลอดทดลอง (in vitro) เพือ่ศกึษาในระดบัหอ้งปฏบิตักิาร

โดยวิเคราะห์เบื้องต้นเกี่ยวกับผลของสารสกัดจากแก่นครี้ต่อการสงัเคราะห์เม็ดสีจากการ

เพาะเลีย้งเซลลม์ะเรง็เมด็ส ีซึง่เป็นเทคนิค cell based assay 
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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) แก่นครีเ้ป็นสมุนไพรทีม่าจากภูมปิญัญาทอ้งถิน่ของไทย โดยพบว่ามี

การใชเ้ป็นยาบํารุงร่างกายและยาสาํหรบัสตร ี(Songsiang, Hahnvajanawong, & Yenjai, 

2011; Songsiang et al., 2009; Umehara et al., 2008; Umehara et al., 2009)   

การนําภูมิปญัญาท้องถิ่นมาตรวจสอบในระดับห้องปฏิบัติการเพื่อเพิ่มข้อมูลทาง

วทิยาศาสตร ์จะทําใหส้ามารถพฒันาขึน้เป็นผลติภณัฑท์อ้งถิน่ทีซ่ึ่งเป็นทีย่อมรบัไดใ้นอนาคต 

โดยเฉพาะอยา่งยิง่ดา้นผลติภณัฑเ์สรมิอาหารและเครื่องสาํอาง (Grotewold, 2006; Yao et al., 

2004) และเป็นการสร้างโอกาสในการพฒันาเทคโนโลยีและนวัตกรรมที่มาจากภูมิปญัญา

ทอ้งถิน่เพือ่กลบัคนืสูท่อ้งถิน่ อนัจะนํามาซึง่โอกาสในการสรา้งรายไดแ้ละความยัง่ยนื 
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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) 
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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
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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) 

 10 

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
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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)

2011a; Um

se, & Noguc
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อยด ์3 ชนิด 

แหน่งของหมู่

กษาความเจบ็

โรคมะเรง็ เบ

chemical) ห

phenolic com

) เป็นตน้ จ

example, อลั

ระกอบฟีนอล

Troncoso, 

), ออกฤทธิค์

mehara 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-

al., 2009; 

ไซมนิ์วรา
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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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อนุมลูอิสระ (free radicals) 

อนุมลูอสิระ (free radicals) เป็นอะตอม หรอื ไออน หรอื โมเลกุล ทีม่อีเิลก็ตรอนทีไ่มม่ี

คู่ (unpaired electron) จํานวนหน่ึงหรอืมากกว่าหน่ึง มคีวามไม่เสถยีร (unstable) และว่องไว

ต่อการเกดิปฏกิริยิาเคม ี(reactive) โมเลกุลหรอืไอออนชนิดน้ีเป็นตวัก่อใหเ้กดิปฏกิริยิาลูกโซ่

ต่อเน่ือง ในระบบสิง่มชีวีติมอีนุมูลอสิระที่ร่างกายผลติขึน้จากกระบวนการเมแทบอลซิึมซึ่งมี

บทบาททัง้เป็นประโยชน์และเป็นโทษต่อร่างกาย ซึ่งกลุ่มอนุมลูอสิระจากสิง่มชีวีติไดแ้ก่ อนุมูล

อสิระกลุ่มออกซเิจน (reactive oxygen species, ROS) อนุมลูอสิระกลุ่มไนโตรเจน (reactive 

nitrogen species, RNS) ตวัอยา่งของ ROS ไดแ้ก่ hydroxyl radical (HO•)  superoxide anion 

(•O2
−) hydroperoxyl radical (HO2

•) peroxyl racical (ROO•) และ alkoxy radical (RO•) 

ในขณะที ่ROS บางชนิดมอีงคป์ระกอบทางเคมไีมเ่ป็นอนุมลู เช่น hydrogen peroxide (H2O2), 

ozone (O3) และ singlet oxygen  แต่พบว่าสามารถทําใหเ้กดิปฏกิริยิาออกซเิดชัน่และเกดิ

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 



อนุมูลอสิระไ

(Schöneicha

หน้า

กลไกของร่า

ระหว่างเซลล

อนุมูลอสิระเ

เซลลซ์ึง่มกีา

UV ควนัพษิ

เซลลม์ผีลติห

ทาํลาย DNA

ความเสือ่ม ค

ตน้ (Benzi &

Yamada, 20

   

ภาพท่ี 2.7 
มคีวามไมเ่ส
 

ได ้ในขณะที่

a, 1999) 

าทีข่องอนุมลู

างกาย เช่น ก

ลส์มอง และก

เหล่าน้ีสามาร

ารใชอ้อกซเิจน

ษจากบุหรี ่ไอ

หรอืไดร้บัสาร

A  โปรตนี เ

ความแก่ชรา

& Moretti, 1

006; Schöne

 แสดงลกัษณ
ถยีรและวอ่งไ

ตวัอย่างของ

อสิระทีม่ผีลใ

การหลัง่ของ

กระตุ้นภูมคิุม้

รถเกดิขึน้ได้

นในการสนัด

อเสยีรถยนต ์

ร ROS มา

เยื่อหุม้เซลล ์

 และมโีอกาส

1995; Levy,

eicha, 1999)

ณะทัว่ไปของ
ไวในการเกดิ

         

งอนุมูลอสิระ

ในทางบวกใน

ฮอรโ์มนและ

มกนัจากพยา

ดต้ลอดเวลาโ

ดาป นอกจาก

ยาและสารเค

ากขึน้ เซลลจ์

 และรบกวนป

สเกดิโรคมะเ

, 2006; Nis

) 

งอนุมลูอสิระซ
ดปฏกิริยิา 
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กลุ่มไนโตรเ

นสิง่มชีวีติจะ

ะสารคดัหลัง่

าธ ิแบคทเีรยี

โดยมสีาเหตุม

กน้ียงัไดร้บั R

คม ีเป็นตน้ (

จะมโีอกาสได้

ปฏกิริยิาต่าง

รง็ โรคหวัใจ

hikawa, 200

 

ซึง่มอีเิลก็ตรอ

จน ไดแ้ก่ ni

เกีย่วขอ้งกบั

 การหมุนเวี

ย ไวรสัหรอืเ

มาจากระบบ

ROS มาจากสิ

Schöneicha

ดร้บัผลกระทบ

ๆ ในเซลล ์มี

 โรคเกีย่วกบั

08; Ono, H

อนทีไ่มม่คีู ่

itric oxide

การกระตุน้ห

ยีนโลหติ กา

เซลลม์ะเรง็ แ

บเมแทบอลซิึ

สิง่แวดลอ้มไ

a, 1999)  ใน

บในทางลบ 

มผีลทาํใหร้า่ง

บระบบภูมคิุม้

Hamaguchi, 

 

(unpaired e

e (NO) 

หรอืยบัยัง้

ารสื่อสาร

แมว้่าสาร

ซมึภายใน

ดแ้ก่ รงัส ี

นสภาวะที่

เช่น การ

งกายเกดิ

มกนั เป็น

Naiki, & 

electron)                



โ

ภาพท่ี 2.8 โ

จุดสแีดง 

 

สารต้านอนุ

สาร

ออกซเิดชนั 

เป็นเอนไซม์

หรอืสารที่ว่อ

ระบบชีวภา

โครงสรา้งขอ

2006; Ono,

เอนไซมไ์ดแ้

(GPX) เ

ธรรมชาตไิด้

acid)  แคโร

โครงสรา้งของ

นุมลูอิสระ  

รต้านอนุมูลอิ

สามารถจําแ

ม์ ลกัษณะสํา

องไวต่อการเ

าพคือทําหน้

องเซลล ์เช่น

, Hamaguch

แก่ superoxid

เป็นต้น และ

แ้ก่ กลูตาไธโ

รทนี (caroten

งสารอนุมลูอิ

อิสระ (antiox

แนกออกเป็น 

าคญัของสาร

เกดิปฏกิริยิา

น้าที่ป้องกันส

น เยื่อหุม้เซลล

hi, Naiki, &

de dismutas

ตวัอย่างสาร

โอน (glutath

ne) กรดไดไฮ

         

สระกลุ่มออก

xidants) คือ

 2 ประเภท

รต้านอนุมูลอิ

ากบัออกซเิจ

สารชีวโมเล

ล ์และ ออรแ์

& Yamada, 

se (SOD)  c

รชวีโมเลกุลท

hione) อลับูล

ฮรโดรลโิปอกิ
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กซเิจน (ROS

สารที่ทําลาย

ทคอื สารตา้น

อสิระคอืสามา

นนัน้ ความส

กุล เช่น โป

แกเนลล ์มใิห้

2006) ตวัอ

catalase (CA

ที่เป็นสารต้า

ลมนิ (albumi

ก (dihyrolipo

S) แสดง unp

ยอนุมูลอิสระ

นอนุมลูอสิระที

ารถใหอ้เิล็ก

สําคญัของสา

ปรตีน ไขมนั

ถู้กทําลายจา

ยา่งของสารต

AT) และ glu

านอนุมูลอสิร

n) ทอรนี (ta

oic acid) พอ

 
paired electr

ะหรือยบัยัง้ป

ทีเ่ป็นเอนไซ

ตรอนกบัอนุ

ารต้านอนุมูล
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รถในการกําจั

 หลกัการวเิ

มจลนศาสตรแ์

gen) เป็นต้
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ทีส่ารพฤกษเ
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ว่างสารต้าน
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ออกซเิดชนัหรอืสารต้านอนุมูลอสิระลงไป สารเหล่านัน้จะทําปฏกิริยิากําจดัอนุมูลเปอรอ์อกซลิ 

ทาํให ้ Fluorescent probe มคีวามคงตวันานขึน้ (Prior et al., 2003) การเรอืงแสงฟลูออเรส-

เซนต์จะคงอยู่ไดน้านเมื่อเทยีบกบัการทดลองที่ไม่มกีารเตมิสารต้านออกซเิดชนัหรอืสารต้าน

อนุมลูอสิระ สมการโดยทัว่ไปเขยีนไดด้งัน้ี 

 

1. การสรา้งอนุมลูเปอรอ์อกซลิ   

R-N=N-R       N2 + 2ROO• 

 

2. การทาํปฏกิริยิาของอนุมลูเปอรอ์อกซลิกบั Fluorescent probe (ไมม่สีารตา้นอนุมลู

อสิระ) 

ROO•  +  Fluorescent probe                 ROO  +  Oxidized probe (non-fluorescent) 

 

3. ในสภาวะทีเ่ตมิสารตา้นออกซเิดชนัหรอืสารตา้นอนุมลูอสิระ 

ROO• +  AH                            ROOH  + A• 

  ROO•  + A•                          ROOA 

 

ในยคุแรกเริม่เทคนิค ORAC ไดพ้ฒันาโดย Ghiselli และคณะ (Ghiselli, Serafini, 

Maiani, Azzini, & Ferro-Luzzi, 1995) และมกีารปรบัปรงุโดย Cao และคณะ. (Cao, Alessio, & 

Cutler, 1993) ในการทดลองมกีารใช ้AAPH เพือ่เป็นสารตัง้ตน้ในการสรา้งอนุมลูอสิระ โดย 

การใหส้ลายตวัภายใตอุ้ณหภมู ิ37 ºC และใช ้Fluorescein sodium salt เป็น Fluorescent 

probe  สามารถเขยีนสมการไดด้งัน้ี 

 

 



1. การสรา้งอ

 

2. การทาํปฏิ

 

 

ของพืน้ทีใ่ตก้

ฟลูออเรสเซ

ออกซิเดชนั

ออกซเิดชนัจ

คํานวณพืน้ที
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เชน่ μmol of

 

 

 

อนุมลูเปอรอ์

 

ฏกิริยิาของอน

การวเิคร

กราฟ (area 

นต์สมัพทัธ ์(
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ที่ใต้กราฟเมื่
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f TE/L หรอื 

อกซลิ จาก A

นุมลูเปอรอ์อก

ราะหค์วามสา

 under cur

(relative flu

นอนุมูลอิสระ

นรปูของค่าสม

อใชส้ารมาต

ของ Trolox e

μmol of TE/

         

AAPH 

กซลิกบั Fluo

ามารถตา้นอ

rve, AUC) ข

uorescent i

ะ  ค่า ORAC

มมลูยข์อง T

ตรฐาน Trolox

equivalent (

/mg sample 
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orescent pro

อกซเิดชนัทาํ

ของความสมั

intensity) ขอ

C ที่ซึ่ง

rolox (Trol

x ที่ความ
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องการทดลอง
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นกั หรอืปรมิ

คาํนวณความ

งเวลากบัค่าร

งทีม่แีละไมม่ี

บัความสาม

lent)  ทีไ่ด

ๆ โดยมหีน่ว

มาตรของสาร

 

 

มแตกต่าง 

ระดบัแสง

มสีารตา้น

ารถต้าน

ดจ้ากการ

วยของค่า 

รตวัอยา่ง 



 

 

ภาพท่ี 2.10 

ฟลอูอเรสเซน

(net area un

 

 

 

ภาพท่ี 2.11 

carboxylic a

เปรยีบเทยีบ

 

  การวเิคราะ

นตก์บัเวลาข

nder curve) 

  โครงสรา้งท

acid) ซึง่เป็น 

บคา่ความสาม

 

 

 

หฤ์ทธต็า้นอ

องการทดลอ

 

ทางเคมขีอง T

 water-solub

มารถในการต้

         

นุมลูอสิระโด

องกลุ่ม samp

Trolox (6-hy

ble analog ข

ตา้นอนุมลูอสิ
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ยวธิ ี ORAC

ple และ blan

ydroxy-2,5,7,

ของวติามนิ E

ระดว้ยวธิ ีOR

C แสดงผลดว้

nk ทาํใหเ้กดิค

 

,8-tetrameth

E และใชเ้ป็นส

RAC   

วยคา่ความเข้

คา่พืน้ทีใ่ตก้ร
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สารมาตรฐาน

 

ขม้แสง

ราฟสทุธ ิ
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โ

ถ่ายทอดอเิล็

reaction) แก

เปลี่ยนแปลง

วเิคราะหแ์บ

capacity (T

(Apak et al.

โปรตรอน (d

ขึน้อยู่กบัค่า

ionization p

อตัราการเกดิ

สามารถเขยีน

 

 

 

หลกักา

การวเิคร

ลก็ตรอน ซึ่งว
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เลก็ตรอนจะเ
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on transfer (
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 Prior, Wu, &
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พฤกษเคมีและการสงัเคราะหเ์มลานิน 

การศกึษาผลของสารพฤกษเคมต่ีอการสงัเคราะหเ์มด็สเีมลานินของเซลล์ผวิหนัง โดย

สว่นมากพบว่ามกีารศกึษาฤทธิย์บัยัง้เอนไซมไ์ทโรซเินส (tyrosinase) ในหลอดทดลอง โดยวดั

ปฏกิริยิาการเปลีย่นแปลง L-dopa ใหก้ลายเป็น dopachrome ซึง่เป็นสารทีม่สี ี (Chang, 2009; 

Shimizu, Kondo, & Sakai, 2000) และศกึษาฤทธิย์บัยัง้การสงัเคราะห์เมลานิน 

(melanogensis) ในเซลล์ทีเ่พาะเลี้ยง (Matsuda, Nakashima, Oda, Nakamura, & 

Yoshikawa, 2009) โดยใชเ้ซลลม์ะเรง็เมด็สขีองหนู (B16F10 murine melanoma) เพื่อพฒันา

เป็นผลติภณัฑ์เครื่องสําอางสําหรบัทําใหผ้วิขาวขึน้ อย่างไรกต็ามอาจมพีฤกษเคมบีางชนิดที่

สามารถกระตุ้นการสงัเคราะหเ์มลานินได ้ซึ่งสามารถนําไปประยุกต์และพฒันาเป็นผลติภณัฑ์

ป้องกนัผมหงอกได ้มรีายงานถงึฤทธิข์องฟลาโวนอยดบ์างชนิดทีย่บัยัง้การสรา้งเมลานิน (Fujii 

& Saito, 2009; Matsuda, Nakashima, Oda, Nakamura, & Yoshikawa, 2009) และบางชนิด

กระตุน้การสรา้งเมลานิน (Kubo, Nitoda, & Nihei, 2007; Ohguchi, Akao, & Nozawa, 2006) 

ซึง่หากมกีารศกึษาคุณสมบตัเิหล่าน้ีจากสารสกดัแก่นครีแ้ละผนวกกบัฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระจะทาํ

ใหส้ามารถพฒันาเป็นผลติภณัฑจ์ากภูมปิญัญาทอ้งถิน่เพื่อใชเ้สรมิสุขภาพหรอืเป็นเครื่องสาํอาง

ได ้
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บทท่ี 3 

วิธีการดาํเนินการวิจยั 

 

อปุกรณ์และสารเคมี 

อปุกรณ์และเครื่องมือทางวิทยาศาสตร ์

1. เครือ่งชัง่ทศนิยม 4 ตําแหน่ง 

2. Microplate Reader Spectrophotometer UV/VIS  

3. Microplate Reader Spectrophotometer Fluorescent  

4. 96-wells plate 

5. Pipette 2, 10,20, 100, 200, 1000  μl 

6. Multi-Chanel pipette 20 μl  

 

สารเคมี 

1. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (Sigma-Aldrich, USA) 

2. 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid (Trolox™)  

(Sigma-Aldrich, USA) 

3. Sodium fluorescein (Sigma-Aldrich, USA) 

4. 2,2’-Azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride (AAPH)  

(Sigma-Aldrich, USA) 

5. (2,3-bis[2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl]-2H-tetrazolium-5- 

carboxanilide (XTT) (Sigma-Aldrich, USA) 

6. Xanthine oxidase (EC 1.1.3.22, Grade IV) (Sigma-Aldrich, USA) 
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7. Ascorbic acid (Sigma-Aldrich, USA) 

8. Methanol 

9. Dimethyl sulfoxide (DMSO) 

10. Monosodium phosphate - Disodium hydrogen phosphate 

11. PrestoBlue® reagent (Gibco®) 

12. DMEM medium (Gibco®) 

13. Fetal bovine serum (Gibco®)  

14. Penicillin / Steptomycin (Gibco®) 

15. Trypsin-EDTA (Gibco®) 

16. Soybean Trypsin Inhibitor (Gibco®) 

17. 10X Phosphate buffer (Gibco®) 

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

2009). 
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การวิเคราะหฤ์ทธ์ิต้านอนุมลูอิสระ 

การวิเคราะห์การยบัยัง้การเกิดอนุมูลซุปเปอรอ์อกไซดโ์ดยวิธีแซนทีน/แซนทีน 

ออกซิเดส (Xanthine/Xanthine Oxidase, X/XO Assay) 

อนุมลูอสิระชนิดออกซเิจน (Reactive oxygen specie) ถูกสงัเคราะหข์ึน้โดยใชร้ะบบ 

แซนทนี/แซนทนี ออกซเิดส ตามทีอ่ธบิายโดย McCord และ Fridovich (McCord & Fridovich, 

1968)  เอนไซมแ์ซนทนีออกซเิดสทาํหน้าทีเ่รง่ปฏกิริยิา 2 ขัน้ตอนคอืการเปลีย่นไฮโปแซนทนี

ใหเ้ป็นแซนทนี และเปลีย่นแซนทนีใหเ้ป็นกรดยรูกิ โดยมกีารใชอ้อกซเิจนเป็นสบัสเตรทรว่มและ

เกดิผลติภณัฑเ์ป็นอนุมลูอสิระซุปเปอรอ์อกไซด ์ (•O2
−) และไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์(H2O2) 

การเกิดอนุมูลอิสระสามารถตรวจวดัได้ทางอ้อมโดยการวดัอตัราปฏิกิรยิารดีกัชัน่ของ XTT               

(2, 3-bis [2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl]-2H-tetrazolium-5-carboxanilide ไปเป็นสารละลาย

สสีม้ของฟอรม์าซาน (orange formazan dye)  ในปฏกิริยิาประกอบดว้ยบฟัเฟอร ์ 50 mM 

NaHCO3  (pH 9.4) ทีม่ ี1 mM EDTA  จาํนวน 120 μL  สารละลาย 0.5 mM hypoxanthine 

จาํนวน20 μL และ สารละลาย 0.25 mM XTT จาํนวน  20 μL สารสกดัตวัอยา่งจาํนวน 20 μL 

ทาํละลายใน 50% DMSO (ความเขม้ขน้สุดทา้ยของ DMSO ในปฏกิริยิาคอื 5.0%) ในกรณีชุด

การทดลองควบคุม ใช ้50% DMSO จํานวน 20 μL แทนสารสกดัตวัอย่าง ในการเริม่ตน้

ปฏกิริยิาใหเ้ตมิสารละลายเอนไซมแ์ซนทนีออกซเิดสความเขม้ขน้ 100 mU/mL จาํนวน 20 μL 

ทาํการวดัอตัราการเกดิ XTT ในรปูรดีวิซด์ว้ยเทคนิคสเปกโตรโฟโตมติร ีทีค่วามยาวคลื่น 475 

นาโนเมตร  (Beckman Coulter AD 200 UV/VIS Plate Reader) ทีเ่วลาเริม่ตน้และทีเ่วลา 10 

นาท ี รอ้ยละการกาํจดัอนุมลูซุปเปอรอ์อกไซดส์ามารถคาํนวณไดด้งัน้ี 
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Scavenging effect (%) =  [(ΔAC - ΔAS) / ΔAC] × 100 

เมือ่ ΔAC  = ผลต่างของคา่การดดูกลนืแสงที ่475 นาโนเมตร ทีเ่วลา 10 นาท ีและ 0 

นาท ีของการทดลองกลุ่มควบคุม  

      ΔAS  = ผลต่างของค่าการดูดกลนืแสงที ่ 475นาโนเมตร ทีเ่วลา 10 นาท ีและ 0 

ของการทดลองกลุ่มทีใ่ชส้ารสกดั 

คา่ SC50 (concentration providing 50% scavenging) สามารถคาํนวณไดจ้ากการวาด

กราฟของรอ้ยละการกาํจดัอนุมลูซุปเปอรอ์อกไซด ์(% Scavenging effect) กบัคา่ความเขม้ขน้

ของสารสกดัแลว้สรา้งสมการความสมัพนัธเ์ชงิเสน้เพือ่เทยีบกลบัเป็นคา่ความเขม้ขน้ของสาร

สกดัทีท่าํใหม้กีารกาํจดัอนุมลูซุปเปอรอ์อกไซด ์รอ้ยละ 50 

 

 

การวิเคราะห์การยบัยัง้อนุมูลเปอรอ์อกซิลโดยวิธีออกซิเจน แรดิคอล แอบซอร์

แบนซ ์คาพาซิตี  (Oxygen Radical Absorbance Capacity, ORAC) 

การวเิคราะหก์ารยบัยัง้อนุมูลเปอรอ์อกซลิโดยวธิอีอกซเิจน แรดคิอล แอบซอร์แบนซ ์

คาพาซติ ีหรอื ORAC ดดัแปลงจากวธิขีอง Huang และคณะ  (Huang, Ou, Hampsch-Woodill, 

Flanagan, & Prior, 2002; Prior et al., 2003) ในการวเิคราะหจ์ะใหจ้านหลุมสดีาํทบึขนาด 96 

ช่อง ปรมิาตรรวมของปฏกิริยิาเป็น 200 μL ประกอบดว้ยสารละลาย 10 nM fluorescein ใน 10 

mM ฟอสเฟตบฟัเฟอร ์pH 7.4 จาํนวน 160 μL สารสกดัตวัอยา่งทาํละลายใน 50% DMSO 

จาํนวน 20 μL (ในกรณีการทดลองชุดควบคุมใช ้50% DMSO จํานวน 20 μL แทนสารสกดั

ตวัอยา่ง) นําไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 °C เป็นเวลา 10 นาท ีจากนัน้เริม่ตน้ปฏกิริยิาดว้ยสารละลาย 

240 mM AAPH จาํนวน 20 μL เป็นการเริม่ตน้การเกดิปฏกิริยิาการผลติอนุมลูเปอรอ์อกซลิโดย

การสลายตวัของ AAPH ใหเ้ริม่ทาํการวดัคา่ความเขม้แสงฟลอูอเรสเซนตภ์ายใตส้ภาวะอุณหภูม ิ

37 °C ทุกๆ 90 วนิาท ีเป็นเวลา 60 นาท ีโดยใชเ้ทคนิคฟลูออโรสเปกโตรโฟโตมติร ี(Beckman 
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Coulter DTX880 Multimode Detector) ทีค่วามยาวคลื่นภาวะกระตุน้ (excitation wavelength) 

485 นาโนเมตร และความยาวคลื่นภาวะปลดปล่อย (emission wavelength) 530 นาโนเมตร  

สาํหรบัการสรา้งกราฟมาตรฐานใหป้ฏบิตัใินทาํนองเดยีวกนัโดยใชส้ารละลาย Trolox™ ใน 50% 

DMSO ทีค่วามเขม้ขน้ 50  25 12.5 และ 6.25 μM  ค่าความเขม้ของแสงฟลูออเรสเซนตท์ีล่ดลง

เมื่อเวลาผา่นไปจะทาํใหเ้กดิพืน้ทีใ่ตก้ราฟ (area under curve, AUC) ซึง่สามารถคาํนวณหา

พืน้ที่ใต้กราฟไดโ้ดยใชโ้ปรแกรม GraphPad Prism พืน้ทีใ่ต้กราฟของสารตวัอย่างใหนํ้ามา             

หกัออกจากพืน้ทีใ่ตก้ราฟของกลุ่มควบคุมจะไดพ้ืน้ทีใ่ตก้ราฟสุทธ ิ(net AUC) ในขณะเดยีวกนั

สรา้งกราฟมาตรฐานของพืน้ทีใ่ตก้ราฟของ Trolox™ ทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆ แลว้นําพืน้ทีใ่ตก้ราฟ

สุทธิของสารสกัดทดสอบมาเปรียบเทียบเพื่อรายงานค่าการยับยัง้อนุมูลเปอร์ออกซิล           

(ค่า ORAC) โดยรายงานในหน่วยสมมูลย์กบัจํานวนโมลของ Trolox™ (μmole Trolox 

equivalent, TE) 

 

การวิเคราะหก์ารกาํจดัอนุมลู DPPH
•  (DPPH assay) 

การวเิคราะหก์ารกําจดัอนุมลู DPPH• ใชเ้ทคนิคทีด่ดัแปลงจาก Blois (Blois, 1958) 

โดยใชส้ารสกดัตวัอยา่งทีท่าํละลายใน 50% DMSO ทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆ จาํนวน 5 μL เตมิลง

ในจานชนิด 96 หลุม (96-well micorplate) (กรณีกลุ่มควบคุมใช ้50% DMSO จาํนวน 5 μL 

และกรณกีลุ่มควบคุมผลบวกใชส้ารละลายวติามนิ ซ ีทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆ จาํนวน 5 μL) จากนัน้

เตมิสารละลาย 100 μM DPPH ในเมทานอล จาํนวน 195 μL ปิดฝาจานหลุมแลว้นําไปบ่ม                

ในทีม่ดื อุณหภูม ิ37 °C เป็นเวลา 30 นาท ีจากนัน้นําไปวดัค่าการดูดกลนืแสงดว้ยเทคนิค 

สเปกโตรโฟโตมติรทีีค่วามยาวคลื่น 515 นาโนเมตร ค่าการรดีวิซอ์นุมลู DPPH• จากการทํา

ปฏกิริยิาของสารตวัอยา่งทีม่ฤีทธิก์าํจดัอนุมลูอสิระจะสามารถคาํนวณไดด้งัน้ี 
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Scavenging effect (%) =  [(AC – AS) / AC] × 100 

เมือ่ AC  = คา่การดดูกลนืแสงที ่515 นาโนเมตร ของการทดลองกลุม่ควบคุม 

      AS  = คา่การดดูกลนืแสงที ่515 นาโนเมตร ของการทดลองกลุ่มทีใ่ชส้ารสกดั

ทดสอบทีค่วามเขม้ขน้ใดๆ 

คา่ SC50 (concentration providing 50% scavenging) สามารถคาํนวณไดจ้ากการวาด

กราฟของรอ้ยละการกาํจดัอนุมลู DPPH• (% Scavenging effect) กบัคา่ความเขม้ขน้ของสาร

สกดัแลว้สรา้งสมการความสมัพนัธเ์ชงิเสน้เพือ่เทยีบกลบัเป็นคา่ความเขม้ขน้ของสารสกดัทีท่าํ

ใหม้กีารกาํจดัอนุมลู DPPH• รอ้ยละ 50 

 

การวิเคราะหก์ารสงัเคราะหเ์มลานินของเซลลเ์พาะเลีย้ง 

 ทาํการเพาะเลีย้งเซลลม์ะเรว็ผวิหนงัของหนูชนิด Mus musculus (mouse) melanoma 

cell line, B16-F10 (ATCC® Number: CRL-6475™) โดยใชอ้าหารเหลวเลีย้งเซลลช์นิด 

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM, phenol red-free medium)  และผสม 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 เป็นะระยะเวลา 48 ชัว่โมง เมื่อเซลลเ์จรญิขึน้เตม็จานเพาะเชือ้ จงึทาํการ ลา้งเซลลด์ว้ย

ฟอสเฟตบฟัเฟอร ์ และทําใหเ้ซลล์หลุดออกจากพน้ผวิดว้ยสารละลาย Trypsin และทําการ

กระจายเซลลด์ว้ยอาหารเหลวใหมใ่หม้คีวามเขม้ขน้เซลล ์10,000 เซลลต่์อมลิลลิติร แบ่งออกใส่

จานหลุม (24-well plate) หลุมละ 0.5 mL (จะไดห้ลุมละ 50,000 เซลล)์ บ่มเซลลภ์ายใตส้ภาวะ

เดมิเป็นเวลา 24 ชัว่โมง จนกระทัง่เซลลย์ดึเกาะกบัพืน้ผวิสมํ่าเสมอด ีจากนัน้จงึเตมิอาหารใหม่

เพิม่อกี 0.5 mL โดยมกีารผสมสารสกดัไอโซฟลาโวนอยดท์ีต่อ้งการทดสอบทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆ  

และในกลุ่มควบคุมใหเ้ตมิตวัทาํละลาย DMSO ทีค่วามเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 0.5% บ่มเซลลต่์อไป
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อกีเป็นเวลา 48 ชัว่โมง ซึง่จะสามารถสงัเกตเหน็เซลลก์ลุ่มควบคุมมกีารผลติรงควตัถุออกมาใน

สารละลายอาหารเพาะเลี้ยงเซลล์เป็นสน้ํีาตาล ในการวเิคราะหป์รมิาณเมลานินทัง้หมด (total 

melanin content) จะทําการวเิคราะหจ์ากเมลานินในอยู่ในเซลล์และเมลานินทีห่ลัง่ออกมาใน

อาหารเหลว โดยการเตมิสารละลาย 2N NaOH ใน 20% DMSO จาํนวน  0.5 mL ลงไปในหลุม

เพาะเซลลโ์ดยตรง ใชปิ้เปตดดูขึน้ลงจนสารละลายผสมเป็นเน้ือเดยีวกนั นําไปบ่มทีอุ่ณหภมูหิอ้ง

เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้ดดูสารละลายเซลลท์ีส่กดัแลว้มาแยกเอาเศษเซลลอ์อกโดยการหมุน

เหวีย่งที ่13,000 g เป็นเวลา 10 นาท ีนําส่วนใสไปวดัค่าการดูดกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น                

405 นาโนเมตร เปรยีบเทยีบค่าการดดูกลนืแสงเป็นปรมิาณเมลานินสมัพทัธก์บัการทดลองชุด

ควบคุม  

 

 

 

 

 

 

  



          34 

 

บทท่ี 4 

ผลการวิจยัและอภิปรายผลการวิจยั 
  

ฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระของไอโซฟลาโวนอยดท่ี์สกดัจาก D. parviflora ด้วยวิธี 

แซนทีน/แซนทีน ออกซิเดส (xanthine/xanthine oxidase, X/XO assay) 

ในการศึกษาน้ีได้สัง เคราะห์อนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ (•O2
-) โดยใช้ระบบของ

xanthine/xanthine oxidase ซึง่เร่งปฏกิริยิาการเปลีย่นแปลงอยา่งต่อเน่ืองโดยการออกซเิดชัน่

ไฮโปแซนทนี (hypoxanthine) ใหเ้ป็นแซนทนี (xanthine) และเปลีย่นจากแซนทนีเป็นกรดยรูกิ  

(uric acid) และไฮโดนเจนเปอรอ์อกไซด ์(hydrogen peroxide) (Mc Cord & Fridovich, 1968). 

ฤทธิก์ารกําจดัอนุมลูซุปเปอรอ์อกไซด ์ (scavenging activity) ของไอโซฟลาโวนอยดท์ีส่กดัจาก 

D. parviflora แสดงดงัตารางที ่4.1 ซึง่สามารถสงัเกตไดว้า่สารไอโซฟลาโวนอยดส์ว่นใหญ่มฤีทธ์

ต้านอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์สูง ในกลุ่มไอโซฟลาโวน (isoflavone) โดยเฉพาะอย่างยิ่ง 

calycosin (5), khrinone B (4) และ khrinone C (8) แสดงฤทธิต์า้นอนุมลูซุปเปอรอ์อกไซดไ์ดส้งู

ทีสุ่ดโดยมคี่าความเขม้ขน้ของสารสกดัทีส่ามารถกําจดัอนุมลูอสิระไดร้อ้ยละ 50 (SC50)  เป็น 

0.25  0.60 และ 0.67 μM ตามลําดบั ตามดว้ยกลุ่มไอโซฟลาแวน (isoflavan) ไดแ้ก่                      

(3RS)-3'-hydroxy-8-methoxy vestitol (24) และ (3R)-vestitol (21) มคี่า SC50 เป็น 2.8 และ 

6.4 μM ตามลําดบั ในขณะทีก่ลุ่มไอโซฟลาวาโนน (isoflavanone) มเีพยีง (3RS)-kenusanone 

G (15) เท่านัน้ทีม่แีสดงความสามารถในการกําจดัอนุมลูอสิระซึง่มคี่า SC50 เป็น 8.6 μM จุดน้ี

ชีใ้หเ้หน็ว่าในสารไอโซฟลาโวนอยดท์ัง้ 3 กลุ่ม มศีกัยภาพในการตา้นอนุมลูอสิระแตกต่างกนั 

และเมื่อเปรยีบเทยีบระหว่างกลุ่มทัง้ 3 โดยเลอืกพจิารณาสารประกอบชนิดทีม่หีมู่แทนทีใ่น
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รปูแบบเดยีวกนั (substitution pattern) ซึง่แสดงในตารางที ่4.4  พบว่า khrinone (8) มี

ประสทิธภิาพการตา้นอนุมลูซุปเปอรอ์อกไซดส์งูกว่า (3S)-8-demethylduartin (22) และสงูกว่า

(3S)-secundiflorol H (17) จงึสามารถเรยีงลําดบัประสทิธภิาพการตา้นอนุมลูซุปเปอรอ์อกไซด์

ไดค้อืไอโซฟลาโวน > ไอโซฟลาแวน > ไอโซฟลาวาโนน 

การวเิคราะหค์วามสมัพนัธ์ของโครงสรา้งทางเคมกีบัความสามารถในการกําจดัอนุมูล

อสิระของไอโซฟลาโวนอยดท์ัง้ 3 กลุ่มยอ่ย โดยพจิารณาจากรปูแบบของหมูแ่ทนทีพ่บว่าสิง่ทีม่ ี

เหมอืนกนัของไอโซฟลาโวนอยดท์ัง้หมดคอืการมหีมู ่–OH ทีต่ําแหน่ง R7 บนวงแหวน A และ

หมู ่–OMe ทีต่ําแหน่ง R4' และการมหีมู ่–OH ทีต่ําแหน่ง R3' หรอื R5' (ตารางที ่4.1) อยา่งไร 

กต็ามแมว้่าจะมหีมู ่–OH ทีต่ําแหน่ง R7 และมหีมู ่–OMe ทีต่ําแหน่ง R4' แต่หากในตําแหน่ง

อื่นๆ ไม่มหีมู่แทนที่ใดๆ จะพบว่ามฤีทธิใ์นการกําจดัอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ค่อนขา้งตํ่ามาก               

ดงัตวัอยา่งของ formononetin (1) ซึง่มคี่า SC50 เป็น 117 μM ซึง่บ่งชีว้่าหมูแ่ทนที ่–OH ใน

ตําแหน่ง R7 และหมูแ่ทนที ่–OMe ในตําแหน่ง R4' นัน้ไมม่คีวามสาํคญั  

ในการวเิคราะหต์ําแหน่ง R2' ของวงแหวน B พบว่าการมหีมูแ่ทนที ่–OMe ทีต่ําแหน่ง 

R2' สามารถลดระดบัผลบวกทีเ่กดิจากการมหีมู ่–OH ทีต่ําแหน่ง R3' และ R5' ได ้โดยเฉพาะ

อย่างยิง่ในกลุ่มไอโซฟลาวาโนน ซึ่งแสดงในตารางที่ 4.1 โดยสงัเกตไดจ้ากโครงสรา้งของ 

(3RS)-kenusanone G (15) และ (3S)-secundiflorol H (17) ทีม่คีวามแตกต่างกนัเพยีง

ตําแหน่ง R2' โดยเปลีย่นจาก –H เป็นหมูแ่ทนที ่–OMe  แต่มผีลทาํใหค้่า SC50 แตกต่างกนั

อยา่งมาก (8.6 และ 247 μM ตามลาํดบั) 

จากผลการทดลองน้ีสามารถสรุปไดว้่าหมู่แทนที ่–OH ทีต่ําแหน่ง R3' และ R5' ใน

สารประกอบไอโซฟลาโวนอยดส์ามารถสง่เสรมิฤทธิก์ารกาํจดัอนุมลูซุปเปอรอ์อกไซดท์ีว่เิคราะห์

ดว้ยวธิ ีX/XO ในขณะทีห่มู่แทนที ่–OMe ทีต่ําแหน่ง R2' กลบัทําหน้าทีล่ดความแรงในการ

กําจดัอนุมูลซุปเปอรอ์อกไซด ์ จากรายงานวจิยัที่ผ่านมามกีารกล่าวถงึการศกึษาวจิยัเกี่ยวกบั
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ความสมัพนัธ์เชงิโครงสรา้งทางเคมขีองไอโซฟลาโวนอยดด์า้นฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระทีว่เิคราะห์

ดว้ยวธิ ีX/XO คอ่นขา้งน้อย ซึง่เคยมรีายงานวา่ genistein มฤีทธิก์าํจดัอนุมลูซุปเปอรอ์อกไซดท์ี่

ความเขม้ขน้ในช่วง 0.1 ถงึ 4.0 μM  ในขณะทีม่รีายงานว่า calycosin  ทีค่วามเขม้ขน้ 35 μM 

สามารถยบัยัง้การทํางานของเอนไซมแ์ซนทนีออกซเิดส (xanthine oxidase) ไดร้อ้ยละ 52% 

ในขณะที่ formononetin มรีายงานว่าไม่มฤีทธิย์บัยัง้เอนไซมไ์ด้ที่ความเขม้ขน้เดยีวกนั                 

(Yu, Bao, An, & Yang, 2009) อยา่งไรกต็ามในการทดลองน้ีพบว่า calycosin (5) ฤทธิก์ําจดั

อนุมลูซุปเปอรอ์อกไซดท์ีส่งูกวา่ genistein (3)  เคยมกีารเสนอว่าหมูแ่ทนทีต่ําแหน่ง R4' ทีเ่ป็น 

–OH และตอ้งไมเ่ป็น –OMe จะมคีวามสาํคญัต่อผลการกําจดัอนุมลูอสิระมาก โดยมรีายงานที่

สนับสนุนแนวคิดน้ีคือการศึกษาไอโซฟลาโวนอยด์จากถัว่เหลือง ซึ่งมีข้อสรุปว่า genistein               

มฤีทธิส์งู daidzein มฤีทธิป์านกลาง และ biochanin A ไมม่ฤีทธิ ์ (Wei, Bowen, Cai, Barnes, 

& Wang, 1995)  ในทางตรงกนัขา้มการศกึษาวจิยัครัง้น้ีกลบัพบว่าหมูแ่ทนทีใ่นตําแหน่ง R'4 

ไมว่า่จะเป็น -OH หรอื -OMe  ลว้นแต่ไมม่คีวามสาํคญัในเชงิการเพิม่ฤทธิก์ารตา้นอนุมลูอสิระ  

 

 

ฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระของไอโซฟลาโวนอยดท่ี์สกดัจาก D. parviflora ด้วยวิธี 

ออกซิเจน แรดิคอล แอบซอรแ์บนซ ์คาพาซิตี  (Oxygen Radical Absorbance 

Capacity, ORAC) 

เทคนิค ORAC เป็นวธิกีารวดัฤทธิต์า้นอนุมลูเปอรอ์อกซลิ (ROO•) (Cao, Alessio, & 

Cutler, 1993). โดยอาศยัหลกัการยบัยัง้อนุมลูเปอรอ์อกซลิทีส่งัเคราะหจ์ากการสลายตวัของ

สารประกอบเอโซ (azo compound) คอื 2,2'-azobis(2-amidino-propane) dihydrochloride 

(AAPH) ในการวเิคราะหจ์ะทาํการวดัอตัรการลดลงของแสงฟลอูอเรสเซนตต่์อเวลาซึง่เป็นผลมา

จากปรมิาณของอนุมลูเปอรอ์อกซลิทีเ่กดิขึน้ การเตมิสารสกดัทดสอบลงในปฏกิริยิาจะทาํให้



          37 

ความเขม้แสงฟลอูอเรสเซนตม์คีวามคงตวันาน ทัง้น้ีขึน้อยูก่บัความสามารถในการตา้นอนุมลู

อสิระของสารนัน้ๆ   

สารมาตรฐานทีใ่ชเ้ป็นตวัเปรยีบเทยีบฤทธิก์ารตา้นอนุมลูอสิระของสารสกดัในการ

ทดลองน้ีคอื Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-chroman-2-carboxylicacid) ซึง่เป็นสารที่

โครงสรา้งเลยีบแบบวติามนิอทีีอ่ยูใ่นรปูทีส่ามารถละลายน้ําได ้ เมือ่รายงานคา่ฤทธิต์า้นอนุมลู

อสิระจงึรายงานในคา่สมมลูของ Trolox ตวัอยา่งเชน่ในการทดลองนี้พบวา่วติามนิซมีคีา่ ORAC 

เป็น 5 μM Trolox equivalents /10 μM ascorbic acid ซึง่หมายความวา่ Trolox มฤีทธิต์า้น

อนุมลูอสิระสงูกวา่วติามนิ ซ ี 2 เทา่ ในกรณผีลการวเิคราะหส์ารไอโซฟลาโวนอยด ์ 24 ชนิด               

ทีแ่ยกไดจ้าก D. parviflora คา่ ORAC จะแสดงในหน่วย μM Trolox equivalents / 10 μM 

isoflavonoid (μM TE/10 μM) ดงัทีแ่สดงในตารางที ่4.2 พบวา่สารไอโซฟลาโวนอยดห์ลายชนิด 

มฤีทธิต์า้นอนุมลูเปอรอ์อกซลิสงูกวา่ Trolox (มคีา่มากกวา่ 20 μM TE) โดยทีไ่อโซฟลาโวนมี

ฤทธิส์งูกวา่ไอโซฟลาวาโนน และสงูกวา่ไอโซฟลาแวน (ตารางที ่ 4.4) สารทีม่ฤีทธิต์า้นอนุมลู

เปอรอ์อกซลิสงูสดุคอื (3R)-dalparvin A (18) ซึง่เป็นสารกลุ่มไอโซฟลาวาโนนทีม่หีมูแ่ทนทีเ่ป็น 

R7-OH  R5-OH  R2'-OMe  R4'-OH และ R5'-OH โดยมคีา่ ORAC เป็น 120 μM TE การ

เปลีย่นหมูแ่ทนทีต่ําแหน่ง R4' จาก –OH ใหก้ลายเป็น –OMe เชน่ (3RS)-dalparvin (13) ทาํให้

ฤทธิต์า้นอนุมลูเปอรอ์อกซลิลดลง โดยมคีา่ ORAC เป็น 22 μM TE  และในกรณทีีว่งแหวน B 

ของไอโซฟลาวาโนนปราศจากหมู ่–OH จะพบวา่ไมม่ฤีทธิต์า้นอนุมลูเปอรอ์อกซลิเลย ไดแ้ก่ 

(3RS)-onogenin (11) (3S)-sativanone (10) และ (3RS)-3'-O-methylviolanone (9) ทัง้น้ียงั

กล่าวไดว้า่หมูแ่ทนที ่ –OH ของตําแหน่ง R5' และ R3' ของวงแหวน B เป็นตําแหน่งทีส่าํคญั

สาํหรบัการแสดงฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระ และการมหีมูแ่ทนที ่ –OMe ทีต่ําแหน่ง R2' แมว้า่จะมผีล

ในเชงิลบอยา่งมากต่อการแสดงฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระในวธิ ีX/XO assay แต่กลบัไมพ่บผลเชงิลบ

น้ีอยา่งมนียัสาํคญัเมือ่วเิคราะหด์ว้ยวธิ ีORAC assay 
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  ในทาํนองเดยีวกนัสาํหรบักลุ่มไอโซฟลาโวนพบวา่การมหีมูแ่ทนที ่–OH ในตําแหน่ง R3' 

เช่น khrinone C (8) (44 μM TE) และ calycosin (5) (38 μM TE) กม็คีวามสาํคญัต่อฤทธิต์า้น

อนุมลูอสิระ นอกจากน้ีหมูแ่ทนที ่–OH ทีต่ําแหน่ง R5 ของวงแหวน A กม็คีวามสาํคญัต่อฤทธิ ์

ตา้นอนุมลูอสิระโดยสงัเกตไดจ้าก biochanin A (2) มคี่า ORAC เป็น 27 μM TE ในขณะที ่

formononetin (1) มคี่า ORAC เป็น 2.8 μM TE โดยทีท่ ัง้สองโมเลกุลมคีวามแตกต่างกนั

เฉพาะที่หมู่แทนที่ –OH ที่ตําแหน่ง R5 เท่านัน้  การวเิคราะห์โครงสร้างโมเลกุลของ                     

ไอโซฟลาแวนพบวา่ทุกชนิดทีส่กดัแยกไดเ้ป็นไอโซฟลาแวนทีม่หีมูแ่ทนที ่-OMe ทีต่ําแหน่ง R4' 

และบางชนิดมหีมู่แทนที ่-OH ทีต่ําแหน่ง R3' เพิม่อกีดว้ยแต่มไิดแ้สดงความแตกต่างของค่า 

ORAC ไดอ้ยา่งมนียัสาํคญั (ค่า ORAC อยูใ่นช่วง 30-40 μM TE) จากผลการทดลองน้ีจงึสรุปได้

ว่าการมหีมูแ่ทนที ่–OH ทีต่ําแหน่ง R4' รว่มกบัการมหีมูแ่ทนที ่–OH ทีต่ําแหน่ง R3' หรอื R5' 

อยา่งใดอยา่งหน่ึง และการมหีมูแ่ทนที ่–OH ทีต่ําแหน่ง R5 ในโมเลกุลสารไอโซฟลาโวนอยดจ์ะ

เป็นการสง่เสรมิใหม้ฤีทธิต์า้นอนุมลูเปอรอ์อกซลิ และการมหีมูแ่ทนที ่OH ทีต่ําแหน่ง R4' จะทาํ

ใหฤ้ทธิต์า้นอนุมลูเปอรอ์อกซลิลดลง 

ค่า ORAC ทีส่งูผดิปกตขิอง (3R)-dalparvin A (18) (120 μM TE/10 μM) ซึง่เมื่อ

เปรยีบเทยีบเทยีบกบัไอโซฟลาโวนอยดอ์ื่นๆ โดยส่วนใหญ่จะมคี่า ORAC อยู่ประมาณ 20-40 

μM TE/10 μM ซึง่สณันิษฐานว่าผลการทดลองของ (3R)-dalparvin A (18) อาจเป็นผลบวกเทจ็ 

โดยเมื่อพจิารณากราฟการลดลงของความเขม้แสงฟลูออเรสเซนตข์องสารทดสอบ 4 ชนิด คอื 

(3R)-dalparvin A (18)  khrinone C (8)   Trolox และ ascorbic acid ทีค่วามเขม้ขน้เดยีวกนัคอื 

12.5 μM (3R)-dalparvin A (18) มรีปูแบบของกราฟการลดลงของความเขม้แสงฟลอูอเรสเซนต์

แตกต่างจากสารทดสอบอื่นๆ เป็นเหตุใหไ้ด้ค่าพื้นที่ใต้กราฟสูงกว่าปกติ (ภาพที่ 4.2) โดย

หลกัการวเิคราะหน้ี์มกีารสลาย AAPH ใหเ้ป็นอนุมลูเปอรอ์อกซลิจะมผีลทําใหส้ามารถสงัเกต

การลดลงของความเข้มแสงฟลูออเรสเซนต์โดยการเข้าทําลายโมเลกุลฟลูออเรสซีนให้ไม่
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สามารถเรอืงแสงฟลูออเรสเซนต์ได ้แต่การทดลองน้ีกลบัพบว่าค่าความเขม้แสงกลบัเพิม่สงูขึน้

ในระยะแรกแล้วจึงค่อยลดลงในเวลาต่อมา จึงตัง้สมมติฐานว่าอนุมูลเปอร์ออกซิลที่เกิดขึ้น

สามารถออกซไิดส ์ (3R)-dalparvin A (18) ใหก้ลายเป็นผลติภณัฑท์ีส่ามารถเรอืงแสงฟลูออเรส

เซนต์ได ้จงึทําใหไ้ดล้กัษณะของกราฟที่สูงชนัขึน้และเมื่อเวลาผ่านไปอนุมูลเปอร์ออกซลิเกดิ

มากขึ้นจึงเข้าทําปฏิกิริยากบัโมเลกุลฟลูออเรสซีนเป็นผลให้ความเข้มแสงฟลูออเรสเซนต ์               

ลดตํ่าลงในเวลาต่อมา เพื่อหลีกเลี่ยงผลกระทบน้ีจึงได้ตัง้สมมติฐานว่าหากลากเส้นกราฟใน

รปูแบบปกตติามแนวโน้มทีค่วรจะเป็นดงัภาพที ่4.2 จะไดค้่า ORAC โดยประมาณของ (3R)-

dalparvin A (18) เป็น 50 μM TE/10 μM ซึง่ยงัคงเป็นค่าทีส่งูสุดในบรรดากลุ่มสารประกอบ                     

ไอโซฟลาโวนอยดท์ีนํ่ามาทดสอบและผลการวเิคราะหค์วามสมัพนัธ์ของโครงสรา้งเคมกีบัฤทธิ ์

ตา้นอนุมลูอสิระของไอโซฟลาโวนอยดย์งัคงเป็นไปในแนวทางเดมิทีไ่ดอ้ธบิายไว ้

 

ฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระของไอโซฟลาโวนอยดท่ี์สกดัจาก D. parviflora ด้วยวิธี 

DPPH 

เทคนิคการวดัการฟอกจางสอีนุมลู DPPH•  เป็นหน่ึงในวธิที ัว่ไปทีเ่ป็นทีนิ่ยมใชป้ระเมนิ

ฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระของสารสกดัสมุนไพร การวเิคราะหว์ธิน้ีีจะตรวจวดัค่าการดูดกลนืแสงของ 

อนุมูล DPPH• ที่ลดลงที่ความยาวคลื่น 515 นาโนเมตร ภายหลงัการเกดิปฏกิริยิากบัสาร

ทดสอบดว้ยหลกัการการถ่ายทอดอเิลก็ตรอน (Electron transfer) (Prior, Wu, & Schaich, 

2005) ผลการวเิคราะหฤ์ทธิก์ารกําจดัอนุมลู DPPH• ของไอโซฟลาโวนอยดจ์าก D. parviflora 

แสดงดงัตารางที่ 4.3 พบว่ามีสารไอโซฟลาโวนอยด์หลายชนิดที่แสดงฤทธิก์ารกําจดัอนุมูล 

DPPH• ไดส้งู โดยเฉพาะอยา่งยิง่ (3RS)-3'-hydroxy-8-methoxy vestitol (24) (3R)-dalparvin 

A (18) และ khrinone C (8) ซึง่แสดงค่า SC50 เป็น 38.7 μM  41.9 μM และ 61.7 μM 
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ตามลําดบั ในขณะทีก่ารทดลองน้ีไดค้่า SC50 ของวติามนิซ ี(ascorbic acid) เป็น 39.6 μM ซึง่

เป็นทีท่ราบดวีา่วติามนิซมีฤีทธิต์า้นอนุมลูอสิระสงู  

ในการวเิคราะหผ์ลของไอโซฟลาโวนอยดใ์นแต่ละกลุ่มทีม่รีปูแบบของตําแหน่งหมู่

แทนทีท่ีเ่หมอืนกนั พบวา่สารกลุ่มไอโซฟลาโวน คอื khrinone C (8) มฤีทธิส์งูกวา่สารกลุ่ม                     

ไอโซฟลาโวโนน คอื (3S)-secundiflorol H (17) และสงูกวา่สารกลุ่มไอโซฟลาแวน คอื                     

(3S)-8-demethylduartin (22) (ตารางที ่ 4.4) ในบรบิทของการวเิคราะหค์วามสมัพนัธข์อง

โครงสรา้งทางเคมแีละฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระพบวา่ สารกลุ่มไอโซฟลาโวน คอื khrinone C (8)  

ซึง่มหีมูแ่ทนที ่–OH ทีต่ําแหน่ง R7  R5  และ R3' มหีมูแ่ทนที ่–OMe ทีต่ําแหน่ง R2' และ R4' 

แสดงฤทธิก์ารกาํจดัอนุมลู DPPH ไดส้งูทีส่ดุ (SC50, 61.7 μM) (ตารางที ่ 4.3) การมหีมู ่ –OH 

หรอื –OMe ทีต่ําแหน่ง R3'- หรอืมหีมู ่–OH ทีต่ําแหน่ง R5’ จะใหผ้ลคลา้ยคลงึกบัการวเิคราะห์

ดว้ยวธิ ี X/XO และ ORAC และยงัสาํคญัสาํหรบัการกาํจดัอนุมลู DPPH• การปราศจากโมเลกุล

ออกซเิจนในตําแหน่งใดตําแหน่งหน่ึงอาจทาํใหฤ้ทธิต์า้นอนุมลูอสิระสญูเสยีไปอยา่งสมบรูณ์ดงั

ตวัอยา่งทีพ่บใน genistein (3) biochanin A (2) และ formononetin (1) (ตารางที ่ 4.3)                  

การวเิคราะหโ์ครงสรา้งของไอโซฟลาวาโนนยงัพบวา่หมูแ่ทนทีท่ีส่าํคญัคอืหมู ่ –OH ทีต่ําแหน่ง 

R3' หรอื R5' และยงัพบวา่มทีัง้หมูแ่ทนที ่–OH ทีต่ําแหน่ง R5 และ หมูแ่ทนที ่–OMe หรอื -OH 

ทีต่ําแหน่ง R2' ทีส่าํคญัสาํหรบักลุ่มไอโซฟลาวาโนนอกีดว้ย ในทาํนองเดยีวกนัการวเิคราะห์

โครงสรา้งเคมขีองไอโซฟลาแวนแสดงใหเ้หน็วา่หมูแ่ทนที ่ -OH ทีต่ําแหน่ง R3' และ R5' มสีว่น

ชว่ยในการเสรมิฤทธิต์า้นอนุมลู DPPH• ทัง้น้ีในการศกึษาวจิยัก่อนหน้าน้ีเกีย่วกบัความสมัพนัธ์

ของโครงสรา้งทางเคมขีองสารฟลาโวนอยดก์บัฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระดว้ยวธิ ี DPPH ระบุวา่

ตําแหน่งของหมูแ่ทนทีท่ีส่าํคญัต่อฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระคอืการมหีมูแ่ทนทีม่โีครงสรา้งแบบ 

dihydroxy เชน่ ortho-dihydroxy (catechol structure) บนวงแหวน B ซึง่มคีุณสมบตัใินการ

อเิลก็ตรอนแกอ่นุมลูอสิระ (Chen, Chan, Ho, Fung, & Wang, 1996; Lien, Ren, Bui, & 
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Wang, 1999; Sekher Pannala, Chan, O'Brien, & Rice-Evans, 2001; Silva et al., 2002; 

Yokozawa et al., 1998) สาํหรบัในผลการทดลองน้ีแสดงใหเ้หน็วา่ (3RS)-3'-hydroxy-8-

methoxy vestitol (24) และ (3R)-dalparvin A (18) มหีมูแ่ทนทีใ่นโครงสรา้งแบบ ortho-

catechol บนวงแหวน B ซึง่มผีลทาํใหม้ฤีทธิใ์นการกาํจดัอนุมลู DPPH• ไดส้งูทีส่ดุ ในทาง

ตรงกนัขา้มหากมกีารแทนทีโ่ครงสรา้งแบบ ortho-catechol ดว้ยหมู ่ O-methylation จะมี

ผลกระทบต่อฤทธิต์า้นอนุมลู DPPH• อยา่งมนียัสาํคญั ตวัอยา่งเชน่ (3RS)-3'-hydroxy-8-

methoxy vestitol (24) ทีเ่ปลีย่นเป็น (3RS)-duartin (20) โดยการเตมิ 2'-O-methylation มผีล

ทาํใหฤ้ทธิก์าํจดัอนุมลูอสิระลดลงอยา่งชดัเจน (ตารางที ่ 4.3) นอกจากน้ียงัพบผลกระทบใน

ลกัษณะเดยีวกนัน้ีไดใ้น formononetin (1)  biochanin A (2) (3RS)-3'-O-methylviolanone (9) 

และ (3RS)-sativan (19)  ในกรณขีอง genistein (3) ตรวจไมพ่บฤทธิต์า้นอนุมลู DPPH• ซึง่

เหมอืนกบัทีร่ายงานทีม่ผีูศ้กึษาวจิยัมาก่อนหน้าน้ี (Han et al.; Johnson & Loo, 2000; 

Matsuda, Wang, Managi, & Yoshikawa, 2003) ซึง่สนบัสนุนวา่หมูแ่ทนที ่–OH ตําแหน่ง R4' 

ของวงแหวน B นัน้ไมม่คีวามสาํคญัต่อฤทธิต์า้นอนุมลู DPPH•   

 

 

(a)                                                                   (b) 

ภาพท่ี 4.1 โครงสรา้งทางเคมขีองฟลาโวนอยด ์(a)  และไอโซฟลาโวนอยด ์(b)  

 



 

ตารางท่ี 4.1
จาก D. parv

 

Isoflavones

Isoflavanon

Isoflavans

“-” ตรวจไมพ่

1 ความสมัพนั
viflora ดว้ยวธิี

 

s 

 

es 

 

s 

พบฤทธิต์า้นอ

นธข์องโครงส
ธวีเิคราะหแ์บ

No. Is

5 Calycosin

4 Khrinone

8 Khrinone

3 Genistein

6 3′-O-Met

7 Cajanin 

1 Formono

2 Biochanin

No. Is

15 3(R,S)-K

12 
3(R)-7,3′-

methoxyis

14 Dalparvin

16 3(R,S)-V

13 3(R,S)-D

11 3(R,S)-O

10 3(S)-Sati

18 3(R)-Dalp

17 3(S)-Sec

9 
3(R,S)-3′

violanone

No. Is

24 
3(R,S)-3′

methoxy 

21 (3R)-Ves

23 (3R)(+)-M

22 (3S)-8-De

20 3(R,S)-D

19 3(R,S)-S

อนุมลูอสิระ 
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′-O-Methyl-

e 
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′-Hydroxy-8-

 vestitol 

stitol 
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ฤทธิต์า้นอนุม
/xanthine ox

R7 R5 

OH H 

OH OH 

OH OH 

OH OH 

OH OH 

OMe OH 

OH H 

OH OH 

R7 R5 

OH OH 

OH H 

OH H 

OH H 

OH H 

OH H 

OH H 

OH OH 

OH OH 

OH H 

R7 R8 

OH OMe 

OH H 

OH H 

OH OH 

OH OMe 

OH H 

มลูอสิระของไ
xidase assay

R2′ R3′ 
H OH 

OH H 

OMe OH 

H H 

H OMe

OH H 

H H 

H H 

R2′ R3′ 
H OH 

H OH 

OH OMe

OMe OH 

OMe H 

OMe H 

OMe H 

OMe H 

OMe OH 

OMe OMe

R2′ R3′ 

OH OH 

OH H 

OMe OH 

OMe OH 

OMe OH 

OMe H 

 

ไอโซฟลาโวน
y 

 R4′ R5

 OMe H 

OMe OH

 OMe H 

OH H 

e OH H 

OH H 

OMe H 

OMe H 

 R4′ R5

 OMe H 

 OMe H 

e OMe H 
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OCH2O 
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e OMe H 

 R4′ R5

 OMe H 

OMe H 

 OMe H 

 OMe H 

 OMe H 

OMe H 

นอยด์

′ SC50 (μM) 

0.25 ± 0.05 

H 0.60 ± 0.1 

0.64 ± 0.03 

9.0 ± 2.2 

36.7 ± 7.2 

54.3 ± 10.7 

116.92 ± 15.6

203.3 ± 57.6

′ SC50 (μM) 

8.6 ± 1.2 

27.9 ± 5.4 

30.5 ± 3.8 

43.7 ± 9.7 

H 48.2 ± 15.0 

56.9 ± 0.18 

59.3 ± 21.7 

H 160.3 ± 54.4

247.2 ± 82.2

- 

′ SC50 (μM) 

2.8 ± 0.7 

6.4 ± 0.1 

10.0 ± 3.6 

13.4 ± 3.6 

12.2 ± 4.2 

12.8 ± 1.2 

 

 

 

6 
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ตารางท่ี 4.2
จาก D. parv

Isoflavone

Isoflavanon

Isoflavans

† หน่วยคอื T
“-” ตรวจไมพ่

2 ความสมัพนั
viflora ดว้ยวธิี

 

es 

 

nes 

 

s 

Trolox equiv
พบฤทธิต์า้นอ

นธข์องโครงส
ธวีเิคราะหแ์บ

 

No. Isoflav

8 Khrinon

5 Calyco

3 Geniste

6 3′-O-M

7 Cajanin

4 Khrinon

2 Biocha

1 Formon

 

No. Isoflav

18 3(R)-D

15 3(R,S)-

14 Dalparv

16 3(R,S)-

12 
3(R)-7,

methox

17 3(S)-Se

13 3(R,S)-

11 3(R,S)-

10 3(S)-Sa

  9 
3(R,S)-

violano

No. Isoflav

21 3(R)-Ve

23 3(R)(+)

20 3(R,S)-

24 
3(R,S)-

methox

22 3(S)-8-

19 3(R,S)-

valents (TE, 
อนุมลูอสิระ 

         

สรา้งเคมแีละ
บบ ORAC a

 

vones 

ne C 

osin 

ein 

Methylorobol 

n 

ne B 

anin A 

nonetin 

vanones 

Dalparvin A 

-Kenusanone G 

rvin B 

-Violanone 

,3′-Dihydroxy-4′-

xyisoflavanone 

ecundiflorol H 

-Dalparvin 

-Onogenin 

ativanone 

-3′-O-Methyl-

one 

vans 

estitol 

)-Mucronulatol 

-Duartin 

-3′-Hydroxy-8-

xyvestitol 

-Demethyl-duartin 

-Sativan 

 μM Trolox)/
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ฤทธิต์า้นอนุม
ssay 

R7 R

OH O

OH H

OH O

OH O

OMe O

OH O

OH O

OH H

R7 R

OH O

OH O

OH H

OH H

OH H

OH O

OH H

OH H

OH H

OH H

R7 R

OH H

OH H

OH OM

OH OM

OH O

OH H

/10 μM isofl

มลูอสิระของไ

R5 R2′ R

H OMe O

H H O

H H 

H H O

H OH 

H OH 

H H 

H H 

R5 R2′ R

H OMe 

H H O

H OH O

H OMe O

H H O

H OMe O

H OMe 

H OMe 

H OMe 

H OMe O

8 R2′ R

H OH 

H OMe O

Me OMe O

Me OH O

H OMe O

H OMe 

avonoid 
 

ไอโซฟลาโวน

R3′ R4′ 
OH OMe 

OH OMe 

H OH 

OMe OH 

H OH 

H OMe 

H OMe 

H OMe 

R3′ R4′ 
H OH 

OH OMe 

OMe OMe 

OH OMe 

OH OMe 

OH OMe 

H OMe 

H OCH2O

H OMe 

OMe OMe 

R3′ R4′ 
H OMe 

OH OMe 

OH OMe 

OH OMe 

OH OMe 

H OMe 

นอยด์

R5′ (μM TE) 

H 43.5 ± 3.

H 37.8 ± 1.

H 37.8 ± 4.

H 35.7 ± 5.

H 34.7 ± 2.

OH 34.2 ± 2.

H 26.6 ± 1.

H 2.8 ± 0.5

R5′ (μM TE)

OH 120.3 ± 15

H 42.1 ± 0.

H 33.4 ± 4.

H 31.1 ± 2.

H 28.4 ± 7.

H 27.4 ± 7.

OH 21.8 ± 1.

O - 

H - 

H - 

R5′ (μM TE

H 40.1 ± 1

H 39.8 ± 0

H 34.2 ± 0

H 31.4 ± 2

H 27.0 ± 1

H 24.8 ± 3

 † 

.2 

.2 

.5 

.5 

.2 

.9 

.3 

5 

) 

5.1 

.5 

.9 

.5 

.5 

.7 

.5 

) 

.0 

.5 

.7 

.7 

.9 

.1 



ตารางท่ี 4.3

จาก D. parv

Isoflavones

Isoflavanone

Isoflavans

 

“-” ตรวจไมพ่
 

3 ความสมัพนั

viflora ดว้ยวธิี

 
s 

 
es 

 
s 

พบฤทธิต์า้นอ

นธข์องโครงส

ธวีเิคราะหแ์บ

No. Isoflavon

8 Khrinone 

7 Cajanin 

6 3′-O-Meth

5 Calycosin

4 Khrinone 

3 Genistein

2 Biochanin

1 Formonon

No. Isoflavan

18 3(R)-Dalp

17 3(3)-Secu

12 
3(R)-7,3′-
methoxyis

13 3(R,S)-Da

16 3(R,S)-Vi

15 3(R,S)-Ke

14 Dalparvin

11 3(RS)-On

10 3(S)-Sativ

9 3(R,S)-3′

No. Isoflavan

24 
3(RS)-3′-
methoxyv

23 3(R)(+)-M

22 3(3)-8-De

21 3(3)-Vest

19 3(R,S)-Sa

20 3(R,S)-Du

อนุมลูอสิระ 

         

สรา้งเคมแีละ

บบ DPPH 

nes 

 C 

hylorobol 

n 

 B 

n 

n A 

netin 

nones 

parvin A 

undiflorol H 

-Dihydroxy-4′-
soflavanone 

alparvin 

iolanone 

enusanone G 

n B 

nogenin 

vanone 

′-O-Methyl-violanone 

ns 

-Hydroxy-8-

vestitol 

Mucronulatol 

emethyl-duartin 

titol 

ativan 

uartin 
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ฤทธิต์า้นอนุม

R7 R

OH O

OMe O

OH O

OH 

OH O

OH O

OH O

OH 

R7 R

OH O

OH O

OH 

OH 

OH 

OH O

OH 

OH 

OH 

 OH 

R7 R

OH O

OH 

OH O

OH 

OH 

OH O

มลูอสิระของไ

R5 R2′ 
OH OMe 

OH OH 

OH H 

H H 

OH OH 

OH H 

OH H 

H H 

R5 R2′ 
OH OMe 

OH OMe 

H H 

H OMe 

H OMe 

OH H 

H OH 

H OMe 

H OMe 

H OMe 

R8 R2′ 

Me OH 

H OMe 

OH OMe 

H OH 

H OMe 

Me OMe 

ไอโซฟลาโวน

R3′ R4′ 
OH OMe 

H OH 

OMe OH 

OH OMe 

H OMe 

H OH 

H OMe 

H OMe 

R3′ R4′ 
H OH 

OH OMe 

OH OMe 

H OMe 

OH OMe 

OH OMe 

OMe OMe 

H OCH2

H OMe 

OMe OMe 

R3′ R4′ 

OH OMe 

OH OMe 

OH OMe 

H OMe 

H OMe 

OH OMe 

นอยด์

R5′ SC50 (μM

H 61.7 ± 4

H 70.8 ± 1

H 81.2 ± 14

H 96.2 ± 2

OH 133.6 ± 7

H - 

H - 

H - 

R5′ SC50 (μM

OH 41.9 ± 4

H 74.3 ± 4

H 78.9 ± 1

OH 80.4 ± 1

H 89.7 ± 1

H 111.9 ± 4

H 236.3± 9

O - 

H - 

H - 

R5′ SC50 (μM

H 38.7 ± 3

H 75.41 ± 3

H 115.4 ± 4

H 204.1 ± 8

H - 

H - 

M) 

.5 

.1 

4.1 

.8 

7.0 

M) 

.8 

.2 

.1 

.3 

.7 

4.7 

9.8 

M) 

.0 

3.2 

4.3 

8.0 



 

ภาพท่ี 4.2 

ลกัษณะรูปแ

รปูแบบสญัญ

เพื่อเปรยีบเท

สนันิษฐานวา่

 

 

 การลดลงข

แบบของสญัญ

ญาณของกลุ่ม

ทยีบกบัสญัญ

าควรจะเป็นส

ของความเข้

ญาณของตวั

มควบคุม (Bl

ญาณของ Da

สญัญาณทีแ่ท

 

         

 

ม้แสงฟลูออ

อย่างสารทด

lank) หรอืสา

alpavin A 

ทจ้รงิของ Da

 45 

เรสเซนต์โด

ดสอบบางชนิ

ารมาตรฐาน 

(18)  ที่

alpavin A (18

ยการเกดิขึน้

นด เช่น Khrin

เช่น Trolox 

มลีกัษณะผดิ

8) แสดงดว้ย

 

นของ AAPH 

none C 

และ Ascor

ดปกต ิเสน้แ

ยเสน้ประ (---

 แสดง

(8) และ

bic acid 

นวโน้มที่

-) 
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ตารางท่ี 4.4 การเปรยีบเทยีบไอโซฟลาโวนอยด ์3 ชนิด ทีม่ตีําแหน่งของหมู่แทนทีท่ีม่ ี

รปูแบบเดยีวกนัแต่อยูใ่นกลุ่มต่างๆ กนั คอื ไอโซฟลาโวน (khrinone C) ไอโซฟลาวาโนน 

(3(S)-secundiflorol H) และไอโซฟลาแวน (3(S)-8-demethylduartin) 

 

Chemical Structures 
X/XO assay, 

SC50 (μM) 

ORAC assay, 
Trolox Equivalents 

(μM TE/10 μM 
isoflavonoid) 

DPPH assay, 
SC50 (μM) 

 
 

Khrinone C (8) 
 

0.64 ± 0.03 43.5 ± 3.2 61.7 ± 4.5 

 
 

3(S)-Secundiflorol H (17) 
 

247.2 ± 82.2 27.4 ± 7.7 74.3 ± 4.2 

 
 

3(S)-8-Demethylduartin (22) 
 

13.4 ± 3.6 27.0 ± 1.9 115.4 ± 4.3 
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ผลการศึกษาเบือ้งต้นของฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัจาก  D. parviflora ต่อ

การสงัเคราะหเ์มลานินในเซลลเ์พาะเล้ียง 

ผลการศึกษาเบื้องต้นของสารไอโซฟลาโวนอยด์ต่อการกระตุ้นหรือการยบัยัง้การ

สงัเคราะหร์งควตัถุเมลานินของเซลลม์ะเรง็ผวิหนงัเพาะเลีย้ง (B16F10 murine melanoma cell 

line) พบว่ามไีอโซฟลาโวนอยด์บางชนิดมีฤทธิก์ระตุ้นการสงัเคราะห์เมลานิน เช่น Duartin  

(2S)-naringenin และ Genistein เป็นตน้ ไอโซฟลาโวนอยดบ์างชนิดมฤีทธิย์บัยัง้การสงัเคราะห์

เมลานิน เช่น Cajanin  และ (6aR,11aR)-3,8-dihydroxy-9-methoxy pterocarpan โดยปรมิาณ

เมลานินทีผ่ลติขึน้ถูกเปรยีบเทยีบและรายงานเป็นค่าสมัพทัธก์บัชุดการทดลองควบคุมดงัแสดง

ในตารางที ่4.5 ทัง้น้ียงัจาํเป็นตอ้งทาํการศกึษาเพิม่เตมิอยา่งละเอยีด มกีารปรบัปรุงสภาวะการ

ทดลองและมกีารทําซํ้า พรอ้มทัง้วเิคราะหค์วามเป็นพษิต่อเซลลท์ีค่วามเขม้ขน้ระดบัต่างๆ ของ

สารสกดั  

 

ตารางท่ี 4.5 ปรมิาณเมลานินสมัพทัธ์ที่ผลติจากเซลล์มะเรง็เมด็สผีวิชนิด B16F10 murine 

melanoma cell line ภายใตก้ารเพาะเลีย้งทีม่กีารเตมิสารไอโซฟลาโวนอยดบ์างชนิดทีร่ะดบั

ความเขม้ขน้ 15 μM 

Isoflavonoids ปริมาณเมลานินสมัพทัธ ์(%) 
ชุดควบคุม  (5% DMSO) 100.00 
Duartin 314.6 ± 4.8 
(2S)-naringenin  127.8 ±  5.3 
Genistein 161.3 ± 2.5 
Cajanin   68.2 ± 1.2 
(6aR,11aR)-3,8-dihydroxy-9-methoxy pterocarpan 44.3 ± 0.8 
Kojic acid (ชุดควบคุมผลการยบัยัง้การสงัเคราะห ์
เมลานิน) 

61.2 ± 3.1 
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บทท่ี 5 

สรปุผลการวิจยั 

สารประกอบไอโซฟลาโวนอยด ์(isoflavonoid) บรสิุทธิจ์ํานวน 24 ชนิด ทีส่กดัไดจ้าก

แก่นของตน้ครี ้(Dalbergia parviflora) ไดถู้กนํามาวเิคราะหเ์พื่อประเมนิฤทธิต์า้นออกซเิดชนัใน

ระดบัหลอดทดลอง (in vitro) ดว้ยวธิทีีแ่ตกต่างกนั 3 วธิ ีคอื วธิ ีxanthine/xanthine oxidase 

(X/XO) วธิี ORAC และวธิี DPPH ในการทดลองน้ีสามารถจําแนกสารประกอบ                     

ไอโซฟลาโวนอยด์ที่มอียู่ได้เป็น 3 กลุ่ม คอื ไอโซฟลาโวน (isoflavone) ไอโซฟลาวาโนน 

(isoflavanone) และไอโซฟลาแวน (isoflavan) ซึง่มคีวามหลากหลายของหมูแ่ทนทีใ่นตําแหน่ง

ต่างๆ บนโครงสรา้ง ทาํใหเ้กดิแนวคดิในการศกึษาความสมัพนัธข์องโครงสรา้งทางเคมแีละฤทธิ ์

ทีศ่กึษา (structure activity relationship หรอื SAR) การวเิคราะห ์SAR ของฤทธิต์า้น

ออกซิเดชันโดยใช้ผลการวัดค่าฤทธิต์้านอนุมูลอิสระ โดยพิจารณาจากทัง้หมู่แทนที่ของ                     

ไอโซฟลาโวนอยด์ระหว่างกลุ่มที่มีรูปแบบหมู่แทนที่แบบเดียวกัน และระหว่างกลุ่มของ                     

ไอโซฟลาโวนอยดท์ีม่หีมูแ่ทนทีร่ปูแบบทีแ่ตกต่างกนั ผลการเปรยีบเทยีบวเิคราะหร์ะหว่างกลุ่ม

ของไอโซฟลาโวนอยด์ แสดงใหเ้หน็ว่าไอโซฟลาโวนมฤีทธิต์้านออกซเิดชนัสูงสุดในทัง้ 3 วธิี

วิเคราะห์  ในการวิเคราะห์ระหว่างกลุ่มไอโซฟลาโวนอยด์ พบว่าจากโครงสร้างพื้นฐานที่ม ี               

R7-OH ของวงแหวน A และ R4′-OH (หรอื -OMe) ของวงแหวน B  หากมกีารเพิม่ขึน้ของ

หมูไ่ฮดรอกซลิ (-OH) ของวงแหวน B ทีต่ําแหน่ง R3′ หรอื R5′ จะสามารถเพิม่ฤทธิก์ารตา้น

ออกซเิดชนัของไอโซฟลาโวนอยดใ์นทุกกลุ่ม ในขณะทีต่ําแหน่งของหมู่แทนทีไ่ฮดรอกซลิ และ

หมูแ่ทนทีเ่มทลิ (-OMe) ในตําแหน่งอื่นๆ จะพบวา่มผีลต่อฤทธิก์ารตา้นออกซเิดชนัขึน้กบัวธิกีาร

วเิคราะหท์ีแ่ตกต่างกนั  ดงันัน้จากความหลากหลายของโครงสรา้งของไอโซฟลาโวนอยด ์จาก 

D. parviflora ในการทดลองน้ีจงึเป็นรายงานแรกที่มกีารชี้ชดัใหเ้หน็ถึงรายละเอยีดของ
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ความสมัพนัธข์องโครงสรา้งทางเคมกีบัฤทธิต์า้นออกซเิดชนัของสารประกอบไอโซฟลาโวนอยด ์

สาํหรบัการศกึษาผลต่อการสงัเคราะหเ์มลานินของสารพฤกษเคมจีากแก่นครี ้เบือ้งต้นพบว่ามี

สารประกอบไอโซฟลาโวนอยดบ์างชนิดทีม่ฤีทธิก์ระตุน้การสงัเคราะหเ์มลานินในเซลล ์ทัง้น้ีจะ

ทาํการศกึษาเพื่อยนืยนัและขยายผลต่อไปในอนาคต ซึง่คาดว่าจะสามารถนําองคค์วามรูเ้หล่าน้ี

มาพฒันาสารสกดัจาก D. parviflora จนกระทัง่เป็นผลติภณัฑท์ีส่ามารถวางจาํหน่ายได ้
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รายงานสรปุการเงิน ประจาํปีงบประมาณ 2557 
เลขท่ีโครงการ (NRPM 13 หลกั 3311100069820) 

โครงการส่งเสริมการวิจยัในอดุมศึกษาและพฒันามหาวิทยาลยัวิจยัแห่งชาติ 
สาํนักงานคณะกรรมการการอดุมศึกษา 

มหาวิทยาลยัราชภฏับรีุรมัย ์

โครงการประเมินฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระและผลต่อการสงัเคราะหเ์มลานิน 
ของสารพฤกษเคมีจากแก่นครีเ้พ่ือพฒันาเป็นผลิตภณัฑจ์ากภมิูปัญญาท้องถ่ิน 

 

ช่ือหวัหน้าโครงการ  อาจารย ์ดร. วรวฒัน์ พรหมเด่น 

รายงานการเงนิระหวาง วันที่ 1 ตุลาคม 2556 ถึงวนัที ่ 30 พฤศจิกายน  2557 

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. คาตอบแทน 20,000 22,000 - 22,000 (-2,000)
2. คาจาง 120,000 32,960 87,040 120,000 0
3. คาวัสดุ 60,000 5,190 52,810 58,000 2,000
4. คาใชสอย 30,000 2,000 28,000 30,000 0
  

รวม 230,000 62,150 167,850 230,000 0 
*รายละเอียดการใชงบประมาณแสดงในหนาถัดไป 

จํานวนเงินทีไ่ดรับและจาํนวนเงนิคงเหลือ 
จํานวนเงินทีไ่ดรับ 
งวดที ่1 บาท  138,000 บาท   เมื่อ  8 สิงหาคม 2557 
งวดที ่2 บาท    92,000 บาท    เมื่อ 30 พฤศจิกายน 2557 

    รวม  230,000 บาท 
 

_________________________                                 _______________________      
(อาจารย ์ดร. วรวฒัน์ พรหมเดน่)                                 (                                    )                     
         หวัหน้าโครงการ                                           เจา้หน้าทีก่ารเงนิโครงการ 
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รายละเอียดการใช้งบประมาณ 
 
งวดท่ี 1 
1. งบประมาณทีไ่ดร้บัการจดัสรรตลอดโครงการ 230,000 บาท  (สองแสนสามหมืน่บาทถว้น) 
2. จาํนวนเงนิทีไ่ดร้บั ในงวดที ่1  (A)            138,000  บาท 
3. คา่ใชจ้า่ย  
3.1 คา่ตอบแทน 
3.1.1 คา่ตอบแทนหวัหน้าโครงการและผูร้ว่มโครงการ 10,000 บาท 
3.1.2 คา่ตอบแทนนกัศกึษาผูช้ว่ยวจิยั   12,000 บาท 

3. 2 คา่จา้งและคา่วสัดุ 
    3.2.1 คา่วตัถุดบิสมนุไพรแหง้     3,000  บาท 
    3.2.2 คา่จา้งบรกิารการวเิคราะหท์างเคม ี        12,960 บาท 
3.2.3 คา่สารเคม ี                    2,190 บาท 
3.2.4 คา่จา้งเตรยีมสมนุไพรบดแหง้และสกดั  20,000 บาท 

3.4 คา่ใชส้อย 
 3.4.1 คา่เดนิทางเพือ่ใชห้อ้งปฏบิตักิารนอกสถานที ่    2,000 บาท 

3.5 รวมคา่ใชจ้า่ยทัง้สิน้ (B)                                62,150 บาท 
4.  จาํนวนเงนิทีค่งเหลอืจากงวดที ่1 (A-B) เป็นจาํนวน                75,850 บาท  (C) 
 
งวดท่ี 2 
1. จาํนวนเงนิทีไ่ดร้บั ในงวดที ่2  (D)                92,000  บาท 
2. ยอดเงนิคงเหลอืรวม 2 งวด (C+D)              167,850 บาท 
3. คา่ใชจ้า่ย  

3.1 คา่ตอบแทน             - 
3.2 คา่จา้งและคา่วสัดุ 
    3.2.1 คา่วตัถุดบิสมนุไพรแหง้     4,000  บาท 
    3.2.2 คา่จา้งบรกิารการวเิคราะหท์างเคม ี        83,040 บาท 

3.2.3 คา่จา้งเตรยีมสมนุไพรบดแหง้และสกดั  52,810 บาท 
3.3 คา่ใชส้อย 

3.3.1 คา่เดนิทางเพือ่ใชห้อ้งปฏบิตักิารนอกสถานที ่    28,000 บาท 
      3.4 รวมคา่ใชจ้า่ยทัง้สิน้ (E)                               167,850 บาท 
4.  จาํนวนเงนิทีค่งเหลอืตลอดโครงการ (C+D) – (E)                              0 บาท  
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