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การศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากตนระยอม 
Investigation on Bioactive Compounds from Rauvolfia serpentina 

 
 
 

ธิติมา รุกขไชยศิริกุล11 สุวดี โชคชัยสิริ2 ณัฐพล อภิรติกุล3  
เสาวลักษณ พงษไพจิตร4 และรชต จันธนะตระกูล2 

 
 

บทคัดยอ 
 
การศึกษาองคประกอบทางเคมีจากสวนเหนือดินของตนระยอม (Rauvolfia serpentina) สามารถแยกสารได 

6 ชนิด คือ สารผสมของ -sitosterol (1) และ stigmasterol (2), picrinine (3), yohimbine (4) และสารผสมของ  
E/Z-vallesiachotamine (5 และ 6) โครงสรางของสารทั้งหมดวิเคราะหดวยเทคนิคทางสเปกโทรสโกป สารผสม 5 และ 6 
สามารถแยกไดเปนครั้งแรกจากพืชในสกุล Rauvolfia สวนสาร 3 สามารถแยกไดเปนครั้งแรกจากพืชชนิดนี้ ไดนําสาร
ที่แยกไดจากสวนเหนือดินและรากของตนระยอมมาทดสอบฤทธิ์ตานเซลลมะเร็ง ฤทธิ์ตานจุลินทรีย และฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ 
ในการทดสอบฤทธิ์ตานเซลลมะเร็งพบวา rescidine (19) แสดงความเปนพิษสูงสุดตอเซลลมะเร็งปากมดลูก (HeLa) 
(IC50 35.96 g/ml) เซลลมะเร็งลําไสใหญ (HT29) (IC50 43.66 g/ml) และเซลลมะเร็งเพาะเลี้ยงจากไตตัวออนมนุษย 
(HEK293) (IC50 43.66 g/ml) สําหรับการทดสอบฤทธิ์ตานจุลินทรียพบวา suaveoline (20) แสดงฤทธิ์สูงสุดใน 
การตานเช้ือแบคทีเรีย methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) SK-1 (MIC 200 g/ml) และเช้ือยีสต 
Cryptococcus neoformans ATCC90113 flucytosine-resistant (CN90113) (MIC 64 g/ml) และพบวา sarpagine (23) 
แสดงฤทธิ์สูงสุดในการตานอนุมูลอิสระ (IC50 29.25 M)  

 
คําสําคัญ : ตนระยอม ฤทธิ์ทางชีวภาพ Apocynaceae Rauvolfia serpentina  

 
ABSTRACT 

 
 Investigation of chemical constituents from the aerial part of Rauvolfia serpentina has led to the 

isolation of six compounds, a mixture of -sitosterol (1) and stigmasterol (2), picrinine (3), yohimbine (4) and 
a mixture of E/Z-vallesiachotamine (5 and 6). The structures of all compounds were elucidated by spectroscopic 
techniques. A mixture of 5 and 6 was identified for the first time from the genus Rauvolfia, whereas 
compound 3 was identified for the first time from this species. The isolated compounds from the the aerial 
part and the root of R. serpentina were evaluated for their cytotoxic, antimicrobial and antioxidant activities. 

                                                        
1 รองศาสตราจารย ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยรามคําแหง  
2 นักศึกษาปริญญาโท ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยรามคําแหง  
3 อาจารย ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ 
4 รองศาสตราจารย ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร  
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For cytotoxicity, rescidine (19) exhibited the highest activity against human cervical epithelial adenocarcinoma 
(HeLa) (IC50 35.96 g/ml), human colon adenocarcinoma (HT29) cell lines (IC50 43.66 g/ml) and human 
embryonic kidney (HEK293) cell (IC50 43.66 g/ml). Suaveoline (20) showed the highest antibacterial activity 
against methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) SK-1 (MIC 200 g/ml) and the highest antiyeast 
activity against Cryptococcus neoformans (CN90113) (MIC 64 g/ml) whereas sarpagine (23) showed the 
highest antioxidant activity (IC50 29.25 M). 
 
Keywords : Apocynaceae, Bioactivities, Rauvolfia serpentina, Rayom 
 
บทนํา 

ระยอมมีช่ือวิทยาศาสตรวา Rauvolfia serpentine 
Benth. อยูในวงศ Apocynaceae เปนไมพุมขนาดเล็ก 
ลําตนมีความสูงไมเกิน 60 เซนติเมตร เปลือกเปนสีขาว 
และมีน้ํายางสีขาว ดอกเปนชอสีขาว ชมพู หรือสีแดง 
ลักษณะดอกคลายดอกเข็ม ใบออกเปนคูตรงขามกัน 
ลักษณะใบเปนรูปรีแกมรูปหอกตรงปลายใบแหลม  
ผลออนเปนสีเขียว สวนผลสุกเปนสีดํา สรรพคุณทางยา
ของระยอม รากเปนยาลดความดันและชวยระงับอาการ
ปวด โดยมี reserpine ซึ่งเปนสารหลักเปนตัวที่ออก
ฤทธิ์มากที่สุด เปนยากลอมประสาท รักษาอาการไข 
ขับระดู รักษาอาการทองเดิน โรคบิด ยาตมจากราก
ชวยขับปสสาวะ เพิ่มการบีบตัวของกระเพาะปสสาวะ 
และขับพยาธิ น้ําจากใบใชเปนยารักษาโรคแกวตามัว 
(วิทย, 2548) 

พืชในสกุล Rauvolfia พบกระจายอยูทั่วไปในปา
ดิบช้ืน มีอยูประมาณ 85 ชนิดในโลก ในประเทศไทยมี
เพียง 5 ชนิดไดแก ระยอมหลวง (Rauvolfia cambodiana) 
ระยอมใบบาง (R. micrantha) ระยอม (R. serpentina) 
ระยอมตีนเปด (R. sumatrana) และระยอมใหญ  
(R. verticillata) (Smitinand, 2001) แตที่ใชเปนพืช
สมุนไพรมีเพียง 3 ชนิด คือ ระยอม ระยอมหลวง และ
ระยอมใหญ สมุนไพรทั้งสามชนิดมีสรรพคุณคลายๆ กัน 
เปนที่ทราบกันวาพืชในสกุลนี้หลายชนิดถูกนํามาใชเปน
ยารักษาโรคตางๆ โดยเฉพาะโรคความดันโลหิตสูง และ
โรคเก่ียวกับระบบสวนกลาง จึงทําใหพืชในสกุล Rauvolfia 
ไดรับความสนใจศึกษากันเพิ่มมากขึ้น จากการศึกษา
วรรณกรรมทางเคมีของพืชในสกุล Rauvolfia พบวา

องคประกอบหลักคือสารกลุมอินโดลอัลคาลอยดที่มี
โครงสรางที่หลากหลาย สารกลุมนี้มีฤทธิ์ทางชีวภาพ
และสรรพคุณทางยาที่นาสนใจ เชนฤทธิ์ตานมะเร็ง 
(anticancer activity) (Bemis et al., 2006) ฤทธิ์ตาน
มาลาเรีย (antimalaria activity) (Wright et al., 1996) 
ลดความดัน (antihypertensive property) (Abele et al., 
2003) ระงับประสาท (sedative property) (Neuss, 1980) 

มีรายงานการศึกษาองคประกอบทางเคมีของ 
รากระยอม พบอินโดลอัลคาลอยดหลายกลุมไดแก  
กลุม yohimbine, กลุม heteroyohimbine, กลุม ajmaline 
และ กลุม sarpagine แตมีการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพ
ของสารที่แยกไดคอนขางนอย (Siddiqui et al., 1985a,b, 
1987 a-e; Hanhinen and Lounasmaa, 2001; Wachsmuth 
and Matusch, 2002; Itoh et al., 2005) และเมื่อเร็วๆ นี้ 
Rukachaisirikul et al. (2017) ไดรายงานการแยกสาร
ใหมในกลุม ajmaline 1 ชนิดคือ 21-O-methylisoajmaline 
และสารที่เคยพบมาแลวอีก 21 ชนิด คือ 6'-O-(3,4,5-
tr imethoxybenzoyl)  glomeratose A, ajmaline,  
isoajmaline, (+)-tetraphyllicine, yohimbine, reserpine, 
reserpinine, loganic acid, 7-deoxyloganic acid,  
สารผสมของ  -sitosterol และ  stigmasterol, 
tetrahydroalstonine, venoterpine, 3-epi--yohimbine, 
methyl 3,4,5-trimethoxy-trans-cinnamate, สารผสมของ 
-sitosterol 3-O--D-glucopyranoside และ stigmasterol 
3-O--D-glucopyranoside, rescidine, suaveoline,  
3-hydroxysarpagine และ sarpagine จากรากระยอม 
และไดรายงานวา reserpine แสดงฤทธิ์ขยายหลอด
เลือดสูงสุด (vasorelaxant activity) (EC50 0.05 µM) 
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คือมีฤทธิ์มากกวาสารมาตรฐานอะซีติลโคลีนประมาณ 
1.6 เทา และ suaveoline แสดงฤทธิ์สูงสุดในการยับยั้ง
การทํางานของเอนไซมโคลีนเอสเทอเรส (anticholinesterase 
activity) (IC50 15.58 µM) สําหรับบทความนี้จะรายงาน
การสกัดแยกสารจากสวนเหนือดินของระยอมซึ่งมี 
ผูทําการศึกษานอย และทําการทดสอบฤทธิ์ความเปน
พิษตอเซลลมะเร็ง (cytotoxic activity) ฤทธิ์ตานเช้ือ-
จุลินทรีย (antimicrobial activity) และฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ 
(Antioxidant activity) ของสารบริสุทธิ์ที่สกัดไดจาก 
สวนเหนือดินและรากของระยอม  
 
วิธีดําเนินการวิจัย 

1. การสกัดสารและการแยกสาร 
 นําสวนเหนือดินที่แหงและบดจนละเอียดแลว 

(404.4 ก.) มาแชในเฮกเซน เอทิลอะซีเตต และเมทานอล 
ตามลําดับที่อุณหภูมิหอง จากนั้นกรองตัวทําละลายและ
นําไประเหยภายใตความดัน ไดสารสกัดช้ันเฮกเซน 
สารสกัดช้ันเอทิลอะซีเตต และสารสกัดช้ันเมทานอล
ตามลําดับ 

 นําสารสกัดช้ันเฮกเซน (21.3 ก.) มาแยก
ดวยคอลัมนโครมาโตกราฟ (ใชซิลิกาเจล และใชระบบ
ชะเฮกเซน-เอทิลอะซีเตต โดยเพิ่มปริมาณของตัวทํา
ละลายที่มีขั้วมากกวาขึ้นเรื่อยๆ) รวมกลุมได 8 กลุม 
(H1-H8) นํากลุม H4 (2.27 ก.) มาแยกตอดวยคอลัมน
โครมาโตกราฟ (ใชซิลิกาเจล และใชระบบชะเฮกเซน-
เอทิลอะซีเตต 80:20) ไดสารผสมระหวาง -sitosterol 
(1) และ stigmasterol (2) (45.1 มก.) 

 นําสารสกัดช้ันเอทิลอะซีเตต (7.2 ก.) มา
แยกดวยคอลัมนโครมาโตกราฟ (ใชซิลิกาเจลและใช
ระบบชะเฮกเซน เฮกเซน-เอทิลอะซีเตต เอทิลอะซีเตต-
เมทานอล และเมทานอล โดยเพิ่มปริมาณของตัวทํา
ละลายที่มีขั้วมากกวาขึ้นเรื่อยๆ) รวมกลุมได 7 กลุม 
(E1-E7) นํากลุม E4-E6 มาแยกตอดวยคอลัมนโครมา
โตกราฟหลายครั้ง แตไมสามารถแยกสารบริสุทธิ์ได  

 นําสารสกัดช้ันเมทานอล (37.7 ก.) มาแยก
ดวยคอลัมนโครมาโตกราฟ (ใช Sephadex LH-20 และ
ใชระบบชะเมทานอล-ไดคลอโรมีเทน 60:40) รวมกลุม

ได 4 กลุมยอย (M1-M4) กลุม M2 (8.8 ก.) ถูกนํามา
แยกดวยคอลัมนโคร-มาโตกราฟ (ใชซิลิกาเจล และใช
ระบบชะไดคลอโรมีเทน-เมทานอล 97:3) รวมกลุมได  
8 กลุมยอย (M2.1-M2.8) นํากลุม M2.3 (1.8 ก.) มาทํา
ใหบริสุทธิ์ดวยคอลัมนโครมาโตกราฟ (ใช Sephadex 
LH-20 และใชระบบชะเมทานอล-ได-คลอโรมี เทน 
70:30) รวมกลุมได 3 กลุมยอย (M2.3.1-M2.3.3) นํา
กลุม M2.3.1 (40 มก.) มาแยกดวยคอลัมนโครมา- 
โตกราฟ 2 ครั้ง (ใชซิลิกาเจล ใชระบบชะไดคลอโร
มีเทน-เมทานอล ครั้งแรกใชอัตราสวน 99.5:0.5 สวน
ครั้งที่สองใชอัตราสวน 97:3) ได picrinine (3) (3.6 มก.) 
กลุม M2.3.2 (1.45 ก.) ถูกนํามาแยกดวยคอลัมนโครมา
โตกราฟเหมือนกลุม M2.3.1 ได yohimbine (4) (9.6 มก.) 
นํากลุม M2.5 (1.19 ก.) มาทําใหบริสุทธิ์ดวยคอลัมน
โครมาโตกราฟ 3 ครั้ง (ใชซิลิกาเจล และใชระบบชะได
คลอโรมีเทน-เมทานอล 90:10) ไดสารผสม E/Z-
vallesiachotamine (5 และ 6) (4.5 มก.) 

 สารผสม 1 และ 2 เปนผงสีขาว จากการ
เปรียบเทียบ 1H NMR สเปกตรัมกับขอมูลที่มีผูรายงาน
ไว (Chaturvedula & Prakash, 2012) และเปรียบเทียบ 
TLC กับ สาร authentic สรุปไดวาสาร 1 และ 2 คือ 
สารผสมระหวาง -sitosterol และ stigmasterol;  
1H-NMR (CDCl3, 400 MHz):  0.65, 0.67, 0.78, 
0.82, 0.98 และ 1.22 (สัญญาณละ 3H, s, 6 x CH3), 
3.50 (1H, m, H-3), 4.99 (1H, dd, J = 15.0, 8.6 Hz, 
H-23 ของ stigmasterol), 5.12 (1H, dd, J = 15.0, 8.6 
Hz, H-22 ของ stigmasterol), 5.33 (1H, br s, H-6).  

 สาร 3 เปนผงสีเหลืองออน 27
D][  -16.8°  

(c 0.34, CHCl3) (lit. D][  -42°, CHCl3) (Chatterjee 
et al., 1965); จากการวิเคราะหขอมูล 1D และ 2D NMR 
และการเปรียบเทียบกับขอมูล NMR ที่มีผูรายงานไว 
(Batista et al., 1996) สรุปไดวาสาร 3 คือ picrinine; 
1H NMR (CDCl3, 400 MHz):  1.46 (3H, d, J = 5.8 
Hz, H-18), 1.84 (1H, br d, J = 11.4 Hz, Ha-14), 
2.13 (1H, dt, J = 11.4, 3.6 Hz, Hb-14), 2.25 (1H, 
dd, J = 13.6, 2.0 Hz, Ha-6), 2.42 (1H, d, J = 3.2 
Hz, H-16), 3.10 (1H, d, J = 17.6 Hz, Ha-21), 3.27 
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(1H, br s, H-15), 3.40 (1H, d, J = 13.6 Hz, Hb-6), 
3.63 (3H, s, COOCH3), 3.76 (1H, br d, J = 17.6 Hz, 
Hb-21), 3.88 (1H, d, J = 4.8 Hz, H-3), 4.84 (1H, br 
s, H-5), 5.27 (1H, s, -NH), 5.40 (1H, br q, J = 5.8 
Hz-19), 6.74 (1H, d, J = 7.6 Hz, H-12), 6.77 (1H, t, 
J = 7.6 Hz, H-10), 7.06 (1H, d, J = 7.6 Hz, H-11), 
7.11 (1H, d, J = 7.6 Hz, H-12); 13C NMR (CDCl3, 
100 MHz): 12.7 (C-18), 25.8 (C-14), 30.9 (C-15), 
40.2 (C-6), 46.2 (C-21), 51.1 (C-7), 51.4 
(COOCH3), 51.7 (C-16), 52.0 (C-3), 87.3 (C-5), 
106.2 (C-2), 110.6 (C-12), 120.8 (C-10, 19), 125.0 
(C-9), 128.8 (C-11), 135.0 (C-8), 135.4 (C-20), 
147.4 (C-13), 172.3 (C-17); ESMS (+ve): m/z (% 
rel. Intensity) 339.8 [M+H]+ (100). 

 สาร 4 เปนผงสีเหลืองออน 29
D][  +57.2° 

(c 1.34, MeOH) (lit. 25
D][  +57.8o, MeOH) (Torres 

et al., 2013); จากการวิเคราะหขอมูล 1D และ 2D 
NMR และการเปรียบเทียบกับขอมูล NMR ที่มี
ผูรายงานไว (Clivio et al., 1991; Torres et al., 2013) 
สรุปไดวาสาร 4 คือ yohimbine; 1H NMR (CDCl3 + 3 
หยดของ CD3OD, 400 MHz):  1.24 (1H, q, J = 
11.8 Hz, Ha-14), 1.35 (1H, m, Ha-19), 1.50 (2H, 
Ha-19, H-20)a, 1.51 (1H, Ha-18)a, 1.91 (1H, Hb-
18)b, 1.95 (1H, H-15)b, 2.04 (1H, br d, Hb-14), 2.15 
(1H, t, J = 10.4 Hz, Ha-21), 2.28 (1H, dd, J = 11.6, 
1.6 Hz, H-16), 2.55 (1H, td, J = 10.8, 4.2 Hz, Ha-
5), 2.69 (1H, br d, J = 16.0 Hz, Ha-6), 2.86 (1H, br 
d, J = 10.4 Hz, Hb-21), 2.92 (1H, m, Hb-6), 3.01 
(1H, m, Hb-5), 3.26 (1H, d, J = 11.2 Hz, H-3), 3.73 
(3H, s, OCH3), 7.01 (1H, t, J = 7.5 Hz, H-10), 7.06 
(1H, t, J = 7.5 Hz, H-11), 7.25 (1H, d, J = 7.5 Hz, 
H-12), 7.40 (1H, d, J = 7.5 Hz, H-9), 8.66 (1H, br 
s, -NH), a,b สัญญาณซอนทับกัน; 13C NMR (CDCl3 + 
3 หยดของ CD3OD, 100 MHz): 21.4 (C-6), 23.1 (C-
19), 31.3 (C-18), 33.6 (C-14), 36.4 (C-15), 40.1 (C-
20), 51.7 (-OCH3), 52.0 (C-16), 52.8 (C-5), 60.0 
(C-3), 61.1 (C-21), 66.8 (C-17), 107.4 (C-7), 110.7 

(C-12), 117.9 (C-9), 119.0 (C-10), 121.0 (C-11), 
127.0 (C-8), 134.1 (C-2), 135.9 (C-13), 175.5 (CO); 
ESMS (+ve): m/z (% rel. Intensity) 355.5 [M+H]+ 
(100). 

 สารผสม 5 และ 6 เปนผงสีเหลืองออน 27
D][

+32.9° (c 0.35, CHCl3) (lit. 25
D][  -54°, c 0.06, 

CHCl3 ของ E-vallesiachotamine และ 25
D][  +204o, 

c 0.1, CHCl3 ของ Z-vallesiachotamine) (Waterman 
and Zhong, 1982); จากการวิเคราะหขอมูล 1D และ 
2D NMR และการเปรียบเทียบกับขอมูล NMR ที่มี
ผูรายงานไว (Sauerwein and Shimomura, 1990; 
Waterman and Zhong, 1982) สรุปไดวาสารผสม 5 
และ 6 คือ E/Z-vallesiachotamine; 1H NMR (CDCl3, 
400 MHz):  1.89 (1H, m, Ha-14), 2.06 (3H, d, J = 
7.2 Hz, H-18 ของ E-isomer), 2.15 (3H, d, J = 7.5 
Hz, H-18 ของ Z-isomer)a, 2.15 (1H, Hb-14)a, 2.78 
(1H, m, Ha-6), 2.89 (1H, m, Hb-6), 3.60 (3H, s, H-
22), 3.71 (2H, m, H-5), 3.97 (1H, br s,  
H-15), 4.20 (1H, br d, J = 11.2 Hz, H-3 ของ  
Z-isomer), 4.43 (1H, br d, J = 10.0 Hz, H-3 ของ  
E-isomer), 6.51 (1H, q, J = 7.5 Hz, H-17 ของ  
Z-isomer), 6.65 (1H, q, J = 7.2 Hz, H-17 ของ  
E-isomer), 7.08 (1H, m, H-10), 7.12 (1H, t, J = 7.3 
Hz, H-11), 7.27 (1H, d, J = 7.3 Hz, H-12), 7.45 
(1H, d, J = 7.3 Hz, H-9), 7.65 (1H, s, H-21), 8.14 
(1H, br s, -NH), 9.33 (1H, s, H-23 ของ E-isomer), 
10.25 (1H, s, H-23 ของ Z-isomer), a สัญญาณ
ซอนทับกัน; 13C NMR (CDCl3, 100 MHz): 14.9  
(C-18), 22.0 (C-6), 28.2 (C-15), 33.8 (C-14), 49.3 
(C-3), 50.6 (C-22), 51.0 (C-5), 90.4 (C-20), 108.5 
(C-7), 110.9 (C-12), 118.5 (C-9), 119.9 (C-10), 
122.9 (C-11), 128.0 (C-8), 133.0 (C-2), 137.0  
(C-13), 146.3 (C-16), 147.1 (C-21), 152.9 (C-17), 
168.5 (C-19), 196.0 (C-23); ESMS (-ve): m/z  
(% rel. Intensity) 349.7 [M-H]- (100). 
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2. การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ (Bioactivity 
Assay) 

 สารบริสุทธิ์ที่แยกไดในปริมาณมากพอจาก
สวนเหนือดินและรากของตนระยอมซึ่งนํามาทดสอบ
ฤทธิ์ทางชีวภาพ ไดแก yohimbine (4), 6'-O-(3,4,5-
trimethoxybenzoyl)glomeratose A (7), ajmaline (8), 
isoajmaline (9), (+)-tetraphyllicine (10), reserpine (11), 
reserpinine (12), loganic acid (13), 7-deoxyloganic 
acid (14), tetrahydroalstonine (15), venoterpine (16), 
3-epi--yohimbine (17), methyl 3,4,5-trimethoxy-
trans-cinnamate (18), rescidine (19), suaveoline (20), 
21-O-methylisoajmaline (21), 3-hydroxysarpagine (22) 
และ sarpagine (23) 

 2.1  การทดสอบฤทธ์ิความเปนพิษตอ
เซลลมะเร็ง (Cytotoxic activity)  

  การทดสอบฤทธิ์ความเปนพิษตอ
เซลลมะเร็งใชวิธี resazurin microplate assay (Brien 
et al., 2000) และ 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay ซึ่งถูก
ดัดแปลงสําหรับ mammalian cell cytotoxicity (Freimoser 
et al., 1999) สวนการทดสอบฤทธิ์ความเปนพิษตอ Vero 
cells (African green monkey kidney) ใชวิธี green 
fluorescent protein (GFP)-based assay สําหรับเซลล- 
มะเร็งที่ใชทดสอบ 4 ชนิด ไดแก เซลลมะเร็งปากมดลูก 
(HeLa) เซลลมะเร็งลําไสใหญ (HT29) เซลลมะเร็งเตานม 
(MCF-7) และเซลลมะเร็งเพาะเลี้ยงจากไตตัวออน
มนุษย (HEK293) เซลลมะเร็งเหลานี้ไดรับการเพาะเลีย้ง 
ในอาหารเลี้ยงเซลลที่แตกตางกัน กลาวคือ เซลล HeLa, 
HT29 และ HEK293 เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล ซึ่ง
ประกอบดวย Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
(DMEM), fetal bovine serum (FBS) 10 เปอรเซ็นต, 
penicillin 100 ยูนิต/มล., streptomycin 100 ไมโครกรัม/มล. 
และ l-glutamine (4 มิลลิโมลาร) โดยเซลลทุกชนิดถูก
เลี้ยงในตูเพาะเลี้ยงเซลลที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
และมีความเขมขนของคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต 
สําหรับเซลล MCF-7 ถูกเพาะเลี้ยงเหมือนวิธีที่กลาว

ขางตนยกเวนอาหารเลี้ยงเซลลประกอบดวย insulin  
1 เปอรเซ็นต 

  วิธีทดสอบ นําเซลลมาเพาะเลี้ยงใน
ถาดหลุมเลี้ยงเซลลชนิด 96 หลุม ใหมีความหนาแนน 
10,000 เซลลตอหลุม และบมในตู เพาะเลี้ยงเซลล  
24 ช่ัวโมง ละลายสารตัวอยางในตัวทําละลายไดเมทิล
ซัลฟอกไซด (DMSO) ที่มีความเขมขนระดับตางๆ เติม
ลงในเซลลที่เปน monolayer ของเซลลมะเร็ง แลวเลี้ยง
ในตูเพาะเลี้ยงเซลลเปนเวลา 48 ช่ัวโมง การกําหนด
เซลลรอดชีวิต (cell viability) ใชวิธี MTT assay โดยนํา
เซลลไปบมกับสารละลาย 0.5% MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] 
ในตูเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และมี
ความเขมขนของคารบอนไดออกไซดที่ 5 เปอรเซ็นต 
เปนเวลา 4 ช่ัวโมง ตอจากนั้นกําจัดอาหารเลี้ยงเซลลที่
มี MTT ออก เติม DMSO 100 ไมโครลิตร นําไปวัดคา
การวัดแถบดูดกลืนที่ 550 นาโนเมตรดวยเครื่องอานไม
โครเพลท (microplate reader) หาคาความเขมขนที่
ยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งได 50 เปอรเซ็นต 
(IC50) โดยใชการวิเคราะหการถดถอย (regression analysis) 
ในการทดสอบนี้ใช doxorubicin เปน positive control 
ทําการทดสอบทั้งหมด 3 ซ้ํา 

 2.2 การทดสอบฤทธ์ิตานเชื้อจุลินทรีย 
(Antimicrobial activity) 

  เ ช้ื อ แบคที เ รี ยที่ ใ ชท ดสอบได แ ก 
Staphylococcus aureus ATCC25923 (SA), methicillin- 
resistant Staphylococcus aureus (MRSA) SK-1, 
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 (PA), 
Escherichia coli ATCC25922 (EC), Acinetobacter 
baumannii NPRC005 (AB005) เช้ือยีสตที่ใชทดสอบ
ไดแก Candida albicans NCPF3153 (CA3153), 
Cryptococcus neoformans ATCC90113 flucytosine-
resistant (CN90113) เ ชื้อราที ่ใชทดสอบไดแก 
Microsporum gypseum clinical isolate (Mg) และ 
Penicillium marnefeii clinical isolate (PM) 
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  การทดสอบฤทธิ์ตานเช้ือแบคทีเรียใช
วิธีที่ ดัดแปลงมาจากวิธีของ broth microdilution 
method ของ Clinical and Laboratory Standards 
Institute (CLSI) (Clinical and Laboratory Standards 
Institute (CLSI), 2012)  

  วิธีทดสอบ นําสารทดสอบมาละลาย
ดวย DMSO ใหไดความเขมขน 100 มก./มล. สําหรับ
เก็บเปน stock solution แลวเจือจางดวย DMSO ใน
อัตราสวน 1:10 จากนั้นเจือจางดวยอาหาร Mueller 
Hinton broth (MHB) ในอัตราสวน 1:25 เพื่อใหได
ความเขมขน 400 ไมโครกรัม/มล. ดูดสารทดสอบ
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ใสในถาดหลุมเลี้ยงเซลลชนิด 
96 หลุม สารทดสอบละ 3 หลุม นําเช้ือแบคทีเรียที่ปรับ
ความขุนเทากับ 0.5 McFarland standard และเจือจาง
ดวย MHB ในอัตราสวน 1:200 ดูดเช้ือมา 50 ไมโครลิตร 
ใสลงในหลุมที่มีสารทดสอบ ทําใหไดความเขมขน
สุดทายของสารทดสอบในการทดสอบฤทธิ์เ บ้ืองตน
เทากับ 200 ไมโครกรัม/มล. นําไปบมที่อุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 ช่ัวโมง หยอดสี resazurin 
(0.18%) 10 ไมโครลิตร ใสในแตละหลุม แลวนําไปบม
ตอ 2-3 ช่ัวโมง เพื่อใหเกิดปฏิกิริยาอยางสมบูรณ  

  ทดสอบฤทธิ์ตานแบคทีเรียของยาตาน
แบคที เรียควบคู กับสารทดสอบทุกครั้ ง โดยใชยา 
vancomycin สําหรับเช้ือ S. aureus และ MRSA  
และใชยา gentamicin สําหรับเช้ือ E. coli และ  
P. aeruginosa ที่ความเขมขน 10 ไมโครกรัม/มล. 

  การทดสอบฤทธิ์ตานเช้ือยีสต ใชวิธีที่
ดัดแปลงมาจากวิธีของ microdilution method CLSI 
MA38-A2 (Clinical and Laboratory Standards 
Institute (CLSI), 2008a)  

  วิธีทดสอบ ทําการทดสอบในทํานอง
เดียวกันกับการทดสอบความสามารถในการยับยั้งเช้ือ
แบคทีเรีย แตใชอาหาร SDB ในการทดสอบ และใชเช้ือ
ยีสตที่เตรียมขึ้น แลวบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 15 ช่ัวโมง สําหรับเช้ือ C. albicans และบมที่
อุณหภูมิ ห อง  เปน เวลา 24 ช่ัวโมง  สํ าห รับ เ ช้ื อ  
C. neoformans จากนั้นทําการหยอดสี resazurin (0.18%) 

10 ไมโครลิตร ใสในแตละหลุม บมตอ 2-3 ช่ัวโมง
สําหรับ C.albicans และ 24 ช่ัวโมงสําหรับ C.neoformans 

  ทดสอบฤทธิ์ตานยีสตของยาตานยีสต
ควบคูกับสารสกัดทุกครั้งโดยใชยา amphotericin B 
ทดสอบ กับยี สต ทั้ ง  2 ชนิ ด  ที่ ค ว าม เข มข น  10 
ไมโครกรัม/มล. 

  การทดสอบฤทธิ์ตานเช้ือรา ใชวิธีที่
ดัดแปลงมาจากวิธีของ microdilution method CLSI 
MA27-A2 (Clinical and Laboratory Standards 
Institute (CLSI), 2008b)  

  วิธีทดสอบ ทําการทดสอบเชนเดียวกับ 
การทดสอบความสามารถในการยับยั้งยีสต แตใชเช้ือรา
ที่เตรียมขึ้น แลวบมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 7 วัน โดยสังเกตการเจริญของเช้ือราทุกวันภายใต
กลอง stereo zoom และจะทําการหยอดสี resazurin 
(0.18%) 10 ไมโครลิตร ใสในแตละหลุมเมื่อทําการบม
ได 3 วัน 

  การหาคา  Minimum Inhib i tory  
Concentration (MIC) ใหทําการทดสอบในถาดหลุม
เลี้ยงเซลลชนิด 96 หลุม โดยใชสารทดสอบที่ความ
เขมขน 0.25-128 ไมโครกรัม/มล. ความเขมขนละ 3 ซ้ํา 
โดยทดสอบกับเช้ือแบคทีเรีย ยีสต และ รา ตามวิธีที่
กลาวขางตน การอานคา MIC จะอานที่ความเขมขน
ต่ําสุดของสารทดสอบที่สามารถยับยั้งเช้ือไดโดยที่
อาหารเลี้ยงเช้ือในหลุมนั้นยังคงเปนสีน้ําเงิน  

 2.3 การทดสอบฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ 
(Antioxidant activity)  

  การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระใชวิธี 
DPPH radical scavenging activity (Blois, 1958;  
Mokbel and Hashinaga, 1996)  

  วิ ธีท ดส อบ  เติ มสารล ะลาย  2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) free radical (ในเม
ทานอลที่มีความเขมขน 0.004% (น้ําหนักตอปริมาตร) 
2 มล. ลงในสารละลายของสารตัวอยางในเมทานอล  
(1 มล.) ซึ่งมีความเขมขนตางๆ กัน 6 ความเขมขน  
ตั้งสารผสมในที่มืดที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที 
ตอจากนั้นนําสารผสมไปวัดคา absorbance โดยใช
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เครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่น 517 นาโน
เมตร การคํานวณคา % inhibition ของ DPPH free 
radical (I%) มีสูตรดังนี้ 

  I% = (Ablank - Asample/Ablank) X 1000 
  เมื่อ Ablank คือ absorbance ของ 

control reaction และ Asample คือ absorbance ของสาร
ตัวอย าง สวนความเขมขนของสารที่แสดง 50% 
inhibition (IC50) คํานวณจากกราฟที่พลอตระหวาง % 
inhibition กับความเขมขนของสารละลาย การทดสอบ
ทํา 3 ซ้ํา ใช gallic acid เปน positive control 
 
ผลการวิจัย 

จากการนําสวนเหนือดินของตนระยอมมาแชใน
เฮกเซน เอทิลอะซีเตต และเมทานอลตามลําดับที่
อุณหภูมิหองแลวนําสารสกัดที่ไดมาทําใหบริสุทธิ์ดวย
เทคนิคโครมาโตกราฟ พบวาสามารถแยกสารบริสุทธิ์
จากสารสกัดช้ันเฮกเซน 2 ชนิด คือ สารผสมระหวาง 
-sitosterol (1) และ stigmasterol (2) (Chaturvedula 
and Prakash, 2012) และจากสารสกัดช้ันเมทานอล
แยกได 3 ชนิด คือ picrinine (3) (Batista et al., 

1996), yohimbine (4) (Clivio et al., 1991; Torres et 
al., 2013) และ สารผสมของ E/Z-vallesiachotamine 
(5 และ 6) (Sauerwein and Shimomura, 1990; 
Waterman and Zhong,  1982)  สําหรับการหา
เอกลักษณของสารบริสุทธิ์ที่แยกได 1-6 (รูปที่ 1) อาศัย
ขอมูลทางกายภาพและทางสเปกโทรสโกปโดยใช
เทคนิค NMR เปนสวนใหญและทําการเปรียบเทียบกับ
ขอมูลที่มีรายงานไวแลว สารผสม 1 และ 2 และสาร 4 
เคยแยกไดจากรากของตนระยอม (Rukachaisirikul et 
al., 2017) สาร 3 เคยแยกไดจากพืชในสกุล Rauvolfia 
หลายชนิด เชนจากใบของ Rauwolfia sellowii (Batista 
et al., 1996) สวนสารผสม 5 และ 6 เคยแยกไดจากพืช
หลายชนิด เชนเมล็ดของ Strychnos tricalysioides 
(Waterman and Zhong, 1982) รากของ Amsonia 
elliptica (Sauerwein and Shimomura, 1990) และ
สวนเหนือดินของ Psychotria bahiensis (Paul et al., 
2003) อยางไรก็ตามสารผสม 5 และ 6 สามารถแยกได
เปนครั้งแรกจากพืชสกุล Rauvolfia สวนสาร 3 สามารถ
แยกไดเปนครั้งแรกจากพืชชนิดนี้ 
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รปูที 1  โครงสรางของสาร 1-6 ซึ่งแยกไดจากสวนเหนือดินของตนระยอม 

นําสารบริสุทธิ์ที่แยกไดในปริมาณมากพอจาก
สวนเหนือดินและรากของตนระยอมมาทดสอบฤทธิ์ทาง
ชีวภาพ 3 ชนิด คือ ฤทธิ์ความเปนพิษตอเซลลมะเร็ง 
ฤทธิ์ตานจุลินทรีย และฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ ผลการ
ทดสอบดังแสดงในตารางที่ 1-3 สําหรับสารบริสุทธิ์ที่
แยกไดจากสวนเหนือดินและรากของตนระยอมที่นํามา
ทดสอบฤทธิ์ ทางชีวภาพไดแก  yohimbine (4) ,  
6'-O-(3,4,5-trimethoxybenzoyl)glomeratose A (7), 
ajmaline (8), isoajmaline (9), (+)-tetraphyllicine (10), 
reserpine (11), reserpinine (12), loganic acid (13), 
7-deoxyloganic acid (14), tetrahydroalstonine (15), 
venoterpine (16), 3-epi--yohimbine (17), methyl 

3,4,5-trimethoxy-trans-cinnamate (18), rescidine (19), 
suaveoline (20), 21-O-methylisoajmaline (21),  
3-hydroxysarpagine (22) และ sarpagine (23) (รูปที่ 2) 

จากผลการทดสอบฤทธิ์ความเปนพิษตอ
เซลลมะเร็งในตารางที่ 1 พบวาสาร 4, 7-10, 13, 14, 
16-18 และ 21-23 ไมแสดงความเปนพิษตอเซลลมะเร็ง
เพาะเลี้ยงจากไตตัวออนมนุษย (HEK293) สวนสาร 11, 
15 และ 19 แสดงความเปนพิษปานกลางตอเซลลมะเร็ง 
HEK293 (IC50 31.88-49.43 g/ml) จากสารที่นํามา
ทดสอบทั้งหมด 16 ชนิดมีเพียงสาร 19 เทานั้นที่แสดง
ความเปนพิษปานกลางตอเซลลมะเร็งปากมดลูก 
(HeLa) (IC50 35.96 g/ml) และเซลลมะเร็งลําไสใหญ 
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(HT29) (IC50 43.66 g/ml) นอกจากนี้พบวาสาร
ทั้งหมดไมแสดงความเปนพิษตอเซลลมะเร็งเตานม 
(MCF-7) 

จากผลการทดสอบฤทธิ์ตานจุลินทรียในตาราง
ที่ 2 พบวาสารทั้งหมด 14 ชนิดที่ทดสอบไมแสดงฤทธิ์
ตานเช้ือแบคทีเรีย Staphylococcus aureus ATCC25923 
(SA), Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 (PA), 
Escherichia coli ATCC25922 (EC), Acinetobacter 
baumannii NPRC005 (AB005) เช้ือยีสต Candida 
albicans NCPF3153 (CA3153) และเช้ือรา Microsporum 
gypseum clinical isolate (Mg) และ Penicillium 
marnefeii clinical isolate (PM) มีเพียงสาร (20) ที่
แสดงฤทธิ์ต่ําในการตานเช้ือแบคทีเรีย methicillin-

resistant Staphylococcus aureus (MRSA) SK-1 
(MIC 200 g/ml) สวนฤทธิ์ตานเช้ือยีสต Cryptococcus 
neoformans ATCC90113 f lucytosine-resistant 
(CN90113) พบวามีเพียงสาร 4 ชนิดที่แสดงฤทธิ์ตาน
เช้ือยีสตชนิดนี้  ไดแกสาร 20 แสดงฤทธิ์ปานกลาง 
(MIC 64 g/ml) สวนสาร 11, 12 และ 15 แสดงฤทธิ์
ต่ํา (MIC 128-200 g/ml)  

จากผลการทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระใน
ตารางที่ 3 พบวาจากสารที่นํามาทดสอบ 9 ชนิดมีเพียง
สาร 2 ชนิดที่แสดงฤทธิ์นี้ ไดแกสาร 23 แสดงฤทธิ์ปาน
กลาง (IC50 29.25 M) และสาร 12 แสดงฤทธิ์ต่ํา (IC50 
174.44 M) 
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รปูที 2 โครงสรางของสาร 4 และสาร 7-23 ซึ่งนํามาทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ 
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ตารางท่ี 1 ฤทธิ์ความเปนพิษตอเซลลมะเร็งของสารที่แยกไดจากตนระยอม 
 

 NA = Inactive 
 
 

 

 

 

 

 

 

สารประกอบ 
ฤทธิ์ตานเซลลมะเร็ง (IC50, g/ml) 

HEK293 HeLa  MCF-7 HT29 

Yohimbine (4) NA NA NA NA 
6'-O-(3,4,5-Trimethoxybenzoyl) glomeratose A (7) NA NA NA NA 
Ajmaline (8) NA NA NA NA 
Isoajmaline (9) NA NA NA NA 

(+)-Tetraphyllicine (10) NA NA NA NA 

Reserpine (11) 37.61 NA NA NA 
Loganic acid (13) NA NA NA NA 
7-Deoxyloganic acid (14) NA NA NA NA 
Tetrahydroalstonine (15) 49.43 NA NA NA 
Venoterpine (16) NA NA NA NA 
3-epi--Yohimbine (17) NA NA NA NA 
Methyl 3,4,5-trimethoxy-trans-cinnamate (18) NA NA NA NA 
Recidine (19) 31.88 35.96 NA 43.66 

21-O-Methylisoajmaline (21) NA NA NA NA 

3-Hydroxysarpagine (22) NA NA NA NA 

Sarpagine (23) NA NA NA NA 
Doxorubicin 0.198 0.42 0.68 3.14 



 
วารสารวิจัยรามคําแหง (วิทยาศาสตรและเทคโนโลยี) ปที่ 20  ฉบับที่ 2  กรกฎาคม - ธันวาคม  2560 

 

 50

ตารางท่ี 2 ฤทธิ์ตานจุลินทรียของสารที่แยกไดจากตนระยอม 

NA= Inactive at  200 g/ml 
 
ตารางท่ี 3 ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารที่แยกไดจากตนระยอม  
 

สารประกอบ IC50 (M) 

6'-O-(3,4,5-Trimethoxybenzoyl)glomeratose A (7) - 
Yohimbine (4) - 
Reserpine (11) - 
Reserpinine (12) 174.44 
Loganic acid (13) - 
Venoterpine (16) - 
3-epi--Yohimbine (17) - 
Suaveoline (20) - 
Sarpagine (23) 29.25 
Gallic acid 6.21 

 
 

สารประกอบ 

Bacteria 
MIC (g/ml) 

Yeast 
MIC (g/ml) 

Filamentous 
MIC (g/ml) 

SA MRSA 
SK1 

PA EC AB005 CA3153 CN90113 MG PM 

Yohimbine (4) NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

6'-O-(3,4,5-Trimethoxybenzoyl) glomeratose A (7) NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Ajmaline (8) NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Reserpine (11) NA NA NA NA NA NA 128 NA NA 

Reserpinine (12) NA NA NA NA NA NA 200 NA NA 

Loganic acid (13) NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

7-Deoxyloganic acid (14) NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Tetrahydroalstonine (15) NA NA NA NA NA NA 200 NA NA 

Venoterpine (16) NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

3-epi--Yohimbine (17) NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Methyl 3,4,5-trimethoxy-trans-cinnamate (18) NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Suaveoline (20) NA 200 NA NA NA NA 64 NA NA 

3-Hydroxysarpagine (22) NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Sarpagine (23) NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Vancomycin 1 0.5        

Gentamicin   NA NA      

Colistin     NA     

Amphotericin B      NA 0.25  NA 

Miconazole        NA  
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สรุปและวิจารณผล 
งานวิจัยนี้เปนรายงานครั้งแรกของการแยกสาร

ผสม E/Z-vallesiachotamine (5 และ 6) จากพืชในสกุล 
Rauvolfia และ picrinine (3) จากตนระยอม (Rauvolfia 
serpentina) สําหรับการทดสอบฤทธิ์ตานเซลลมะเร็ง 
ฤทธิ์ตานจุลินทรีย และฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ ของสารที่
แยกไดจากสวนเหนือดินและรากของตนระยอมรวม  
16 ชนิด พบวามีสารเพียง 6 ชนิดไดแก reserpine (11), 
reserpinine (12), tetrahydroalstonine (15), rescidine 
(19), suaveoline (20) และ sarpagine (23) เทานั้นที่
แสดงฤทธิ์ทางชีวภาพดังกลาว เนื่องจากมีการศึกษา
ฤทธิ์ทางชีวภาพของสารที่แยกไดจากตนระยอม
คอนขางนอยมาก ผลการทดสอบจากงานวิจัยนี้อาจ
นําไปใชเปนแนวทางในการเลือกใชตนระยอมเปน
สมุนไพรในการรักษาโรคตอไป  
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