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บทที่ 1 
บทน า 

 
ความส าคัญ และที่มาของปัญหา  

 เมลาโทนินเป็นฮอร์โมนร่างกายท่ีสร้างและหลั่งจากต่อมไพเนียลในสมองเป็นหลัก มีหน้าที่
ควบคุมวัฎจักรของร่างกาย เกี่ยวข้องกับการนอน ระบบสืบพันธุ์  ระบบประสาท ระบบต่อมไร้ท่อ และ
ระบบภูมิคุ้มกัน (Brzezinski, 1997) มีความปลอดภัยสูงไม่พบรายงานการเกิดพิษท่ีรุนแรงแม้ในขนาด
ที่สูงถึง 800 mg/kg (Vijayalaxmi et al., 2002) ข้อมูลการศึกษาท้ังในหลอดทดลอง และ
สัตว์ทดลองพบว่าเมลาโทนินสามารถก าจัดอนุมูลอิสระ มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน และลดการถูกท าลาย
ของเซลล์ได้ (Reiter et al., 1996, 1997; 2000; 2001) มีการศึกษาการใช้เมลาโทนินในโรคต่างๆ 
โดยเฉพาะโรคมะเร็ง ซึ่งพบผลยับยั้งการแบ่งตัวของ เซลล์ไลน์มะเร็งหลายชนิด (Vijayalaxmi et al., 
2002) และการศึกษาทางคลินิกในผู้ป่วยมะเร็ง พบว่าสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการรักษามะเร็ง โดย
การใช้เมลาโทนินร่วมกับการรักษามาตรฐาน จะลดความเสี่ยงในการเสียชีวิตลงได้ร้อยละ 34 (Mills 
et al., 2005) เนื่องจาก ภายใต้ภาวะ inflammatory จะมีอนุมูลอิสระทั้งแบบ Reactive oxygen 
species (ROS) และ Reactive nitrogen species (RNS) เกิดข้ึนมากมายเช่นเดียวกับช่วงการรักษา
มะเร็งด้วยเคมีบ าบัด ซึ่งจะชักน าให้เกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชันในเซลล์ (oxidative  stress) ฤทธิ์
ต้านออกซิเดชันของเมลาโทนินจะสามารถลดภาวะเครียดจากออกซิเดชันในเซลล์ (oxidative  
stress) จึงลดอาการข้างเคียงจากการรักษา  ปัจจุบันกลุ่มวิจัยเมลาโทนิน มหาวิทยาลัยขอนแก่น  
ก าลังศึกษาวิจัยทางคลินิก 2 เรื่อง เก่ียวกับการใช้เมลาโทนินร่วมกับการรักษามาตรฐานในผู้ป่วย
มะเร็งระยะแพร่กระจาย 4 ชนิด ( MRG5080037) และในผู้ป่วยมะเร็งท่อน้ าดี (MRG-
OSMEO505S083) เนื่องจากมีรายงานว่าเมลาโทนินสามารถเสริมฤทธิ์ของการรักษามะเร็ง ในเรื่อง
การลดอาการไม่พึงประสงค์จากเคมีบ าบัด ผลยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็ง (Lissoni et al., 
1996; 1997; 1999; 2002) แต่เมลาโทนินยังมีปัญหาในเรื่องเภสัชจลนศาสตร์คือมีชีวประสิทธิผล 
(bioavailability) ต่ าเนื่องจากหลังการให้แบบรับประทานประมาณจะมีปริมาณเมลาโทนินในกระแส
เลือดเพียง 20 % และก่อนที่ยาเข้ากระแสเลือดจะมีอัตราเมตาโบลิซึมของยาในแต่ละบุคคลผ่าน  
cytochrome P450 1A2 (CYP1A2) ในแต่ละบุคคลต่างกันถึง 25 เท่า (Waldhauser et al., 1984; 
Semak 2008; Suzen, 2007) การตอบสนองต่อเมลาโทนินจึงไม่เป็นไปตามขนาดยาที่เหมาะสม 
กลุ่มวิจัยมีโครงการศึกษาดัดแปลงโครงสร้างทางเคมีของสารเมลาโทนิน เพื่อสังเคราะห์อนุพันธ์เมลา
โทนินใหม่ที่มีฤทธิ์ดีกว่าสารเมลาโทนินต้นแบบ   แต่อนุพันธ์ที่ที่พัฒนาขึ้นได้ยังไม่ข้อมูลศึกษาฤทธิ์ต้าน
มะเร็งในเบื้องต้นผ่านทางกลไกภูมิคุ้มกัน ดังนั้นโครงการนี้มีจุดประสงค์เพ่ือศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็งใน
เบื้องต้นผ่านทางกลไกภูมิคุ้มกันของอนุพันธ์เมลาโทนินเทียบกับเมลาโทนินต้นแบบ  จึงมีความส าคัญ
อย่างยิ่ง ซึ่งปัจจุบันยังไม่มีอนุพันธ์เมลาโทนินในข้อบ่งใช้เพื่อเสริมฤทธิ์การต้านมะเร็ง และลดอาการ
ข้างเคียงของเคมีบ าบัด โดยท าการศึกษาในเซลล์ไลน์มะเร็งชนิด solid tumor  และ liquid tumor 
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คือ เซลล์ไลน์มะเร็งล าไส้ ซึ่งเป็นมะเร็งที่พบมากที่สุดเป็นอันดับ 1 ในผู้ป่วยมะเร็งเพศชาย ในประเทศ
ไทย (NCI, Thailand, 2011) และเซลล์ไลน์มะเร็งเม็ดเลือดขาว  หากพบอนุพันธ์เมลาโทนินที่มี
คุณสมบัติที่มีประโยชน์ในการต้านอนุมูลอิสระและต้านมะเร็ง และมีคุณสมบัติทางเภสัชจลนศาสตร์ที่
ดีขึ้น สามารถก าหนดขนาดยาที่ออกฤทธิ์  จะเกิดประโยชน์ในการพัฒนายาเพ่ือใช้เสริมฤทธิ์การต้าน
มะเร็ง และลดอาการข้างเคียงของเคมีบ าบัดในผู้ป่วยมะเร็ง  และข้อมูลการศึกษานี้เป็นส่วนส าคัญใน
การใช้ประกอบเพื่อยื่นขอจดลิขสิทธิ์  

 
สมมุติฐานของการศึกษา 

สมมุติฐานของการศึกษาในโครงการวิจัยนี้คือ อนุพันธ์เมลาโทนินที่มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันดี  
น่าจะมีผลต่อการกระตุ้น เซลล์ภูมิคุ้มกันที่ได้จากกระแสเลือดคน ( Human Peripheral blood 
mononuclear cells : hPBMCs)  ซึ่งเป็นเซลล์ที่ท าหน้าที่ของระบบภูมิคุ้มกัน  และการท าให้
เซลล์มะเร็งถูกชักน าให้เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสได้ดียิ่งข้ึน 

 
วัตถุประสงค์ของการศึกษา  
- ศึกษาฤทธิ์เสริมการท างานของระบบภูมิคุ้มกันของอนุพันธ์เมลาโทนิน โดยศึกษาการเพิ่ม

จ านวนเซลล์ภูมิคุ้มกันที่ได้จากกระแสเลือดคน ( Peripheral blood mononuclear 
cells : hPBMCs) 

- ศึกษาฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งและการชักน าขบวนการอะพอพโทซิสของ
เซลล์มะเร็งของอนุพันธ์เมลาโทนิน  

ขอบเขตของการศึกษา 
เป็นการวิจัยในห้องปฏิบัติการ โดยศึกษาการตอบสนองของเซลล์ภูมิคุ้มกันและเซลล์ไลน์

มะเร็งเพาะเลี้ยงของคนต่ออนุพันธ์เมลาโทนิน โดยการตรวจวัด 

 การเพ่ิมจ านวนของเซลล์ hPBMCs (Proliferation assay) 

 การยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง (Anti-proliferation of cancer cells) 

 การชักน าให้เกิดขบวนการอะพอพโทซิส (Apoptosis induction) 
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บทที่ 2 
การทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวข้อง 

 
เมื่อเซลล์ถูกกระตุ้นด้วยการลดลงของ growth factor หรือ เมื่อเกิดความเสียหายต่อ DNA 

(DNA damage) และภาวะเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress) แล้วมีผลต่อโปรตีน Bcl-2 ที่
ควบคุมการหลั่ง cytochrome c หลังจากนั้น cytochrome c จะถูกปลดปล่อยจากไมโตคอนเดรียสู่
ไซโตพลาสม โปรตีน Bcl-2 เป็น B-cell leukemia/lymphoma-2 family proteins ที่ประกอบด้วย
โปรตีนที่ท าหน้าที่ทั้งต้านการเกิดอะพอพโทซิส ( anti- apoptotic members) และท าให้เกิดอะพอพ
โทซิส (pro-apoptotic members) ผ่าน intrinsic pathway  โดยเริ่มจากโปรตีนที่หยุดการเกิดอะ
พอพโทซิสเรียกว่า  Anti-apoptotic member (Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1) เข้าจับกับ pro-apoptotic 
Bcl-2 family members ได้แก่ BAX และ BAK หรือ BH3-only proteins (BIM, BID, PUMA, 
NOXA และ BAD) ส่วน pro-apoptotic members จะเสริมการเกิดอะพอพโทซิสโดยกระตุ้นการ
หลั่ง cytochrome c โดยโปรตีนชนิด BH3-family proteins ไปจับและกระตุ้นให้เกิดการรวมตัว  
(oligomerization) ของโปรตีน BAX และ BAK ที่ไมโตครอนเดรียท าให้ไมโตครอนเดรียเกิดรูที่เมม
เบรนชั้นนอก และหลั่ง cytochrome c (Bruin and Medema, 2008) หลังจากนั้น cytochrome c 
ไปจับกับ Apaf-1 และ pro-caspase-9 ได้เป็นโมเลกุลเชิงซ้อนเรียกว่า  apoptosome ที่ไปกระตุ้น 
caspase-9, caspase-3 สามารถชักน าให้เกิดการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส  ในลักษณะที่เกิด
การแตกของนิวเคลียส  (Sun et al., 2004)   

กลไกการเกิดอะพอพโทซิสผ่าน extrinsic pathway เกิดจากการกระตุ้นผ่าน  death 
receptor เช่น TNF (tumor necrosis factor) family, Fas, TNF-R1, TRAIL-R (Özören and 
Deiry, 2003) TRAIL death receptor (TRAIL-R) จะถูกจับจาก TRAIL ลิแกนด์ที่อยู่นอกเซลล์ ท าให้
เกิด การรวมตัว (oligomerization) ของโปรตีนชักน าสัญญาณการตาย ( death-inducing signaling 
complex; DISC) กับ FADD (Fas-associated death domain) และ pro-caspase-8 หลังจากนั้น 
pro-caspase-8 จะถูกกระตุ้นเป็น caspase-8 และชักน าให้เกิดการกระตุ้น caspase-3 ต่อไป และ
เกิดการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิสในที่สุด นอกจากนี้การกระตุ้น caspase-8 จะไปกระตุ้น Bid 
ซึ่งเป็นโปรตีนที่ท าให้เกิดอะพอพโทซิส ( proapoptotic member of Bcl-2 family protein) ใน 
intrinsic หรือ mitochondrial apoptotic pathway ตัว truncated Bid (tBid) จะเคลื่อนย้ายไปที่
ไมโตคอนเดรียท าให้เกิดการหลั่ง  cytochrome c โดยเกิดปฏิกิริยากับ  Bax และ Bak ที่สามารถ
ขยายสัญญานการเกิดอะพอพโทซิสผ่านวิถีของ death receptor 

ดังนั้นการเกิดการชักน าการตายแบบอะพอพโทซิสผ่าน  death receptor (TRAIL-R) จะมี
การเชื่อมระหว่าง  death receptor (ซึ่งเป็น extrinsic) pathway และ mitochondrial (intrinsic) 
pathway (Kelley and Ashkenazi, 2004; Mahalingam et al., 2008)  
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นอกจากนี้เชื่อว่าระบบภูมิคุ้มกันสามารถก าจัดมะเร็งโดยอาศัย T-cells และ NK cells 
ภายใต้การควบคุมของเซลล์ T-helper cells (Th) โดยการหลั่งซัยโตคัยน์ที่จ าเพาะต่อเซลล์เป้าหมาย 
การเพ่ิมและปรับสมดุลการท างานของระบบภูมิคุ้มกัน โดยเพิ่มจ านวนเซลล์ลิมโฟซัยต์ การหลั่งสารซัย
โตคัยส์และเคโมคัยส์ รวมทั้งการเข้าท าลายเซลล์ที่ผิดปกติโดยตรง แม้ว่า กลไกฤทธิ์ต้านมะเร็งของสาร
เมลาโทนินยังไม่เป็นที่สรุปแน่ชัด แต่จากการศึกษาฤทธิ์เมลาโทนินในการกระตุ้น apoptosis ของ
เซลล์มะเร็งในหนูแสดงให้เห็นกลไกการออกฤทธิ์น่าจะเกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกัน ( Blask et al., 
2005)  เมลาโทนินมีผลยับยั้งการสร้าง proinflamatory cytokines หลายตัวผ่านทาง NF-kB ในหนู
ทดลองที่ถูกชักน าให้เกิดการเสียหายของดีเอ็นเอด้วยภาวะเครียดอ็อกซิเดชั่น ( Oxidative and 
nitrosative DNA damage) (Laothong et al., 2010) ในภาวะปกติระบบภูมิคุ้มกันจะสมดุลโดย
การสั่งการ( Immune regulation) ของกลุ่มเซลล์ T regulatory cells (Tr) ประกอบด้วย CD4+ 
CD25++ FoxP3+ Tr (natural Tr), CD4+ CD25+ Tr (Tr1), CD4+ CD25+ helper T cell (Th3) 
และ  CD8+ CD25+ cytotxic T cell (Tc) มีหน้าที่หลั่งซัยโตคัยส์กลุ่ม suppressive cytokines IL-

10 และ TGF-α เพ่ือลดบทบาท (immunosuppression) การท างานของเซลล์  CD4+ T helper 1 
(Th1), CD4+ T helper 2 (Th2), M2 Macrophage (M2) และ natural killer T cell (NKT) ให้
น้อยลง  

หนูทดลองที่ถูกชักน าให้เกิดดีเอ็นเอเสียหายด้วยภาวะเครียดออกซิเดชั่น ( Oxidative and 
nitrosative DNA damage) เมื่อได้รับเมลานินจะมีผลยับยั้งการสร้าง proinflamatory cytokines 
หลายตัวผ่านทาง NF-kB (Laothong et al., 2010)  ซึ่งสอดคล้องกับผลที่ระบุว่าหนูที่ถูกชักน าให้
เกิดมะเร็งตับ (hepatocellular tumor-promoting)  เมื่อมีการให้เมลาโทนินเสริมจะช่วยลดภาวะ
เครียดออกซิเดชั่น ลงได้ (Nishimura, et al. 2010) เมลาโทนินมีผลโดยการจับที่ตัวรับเมลาโทนิน
ชนิดที่ 1 (MT1) และ ตัวรับเมลาโทนินชนิดที่  2 (MT2) (Witt-Enderby, et al 2006) มีผลยับยั้ง 
adenylyl cyclase ท าให้ linoleic acid uptake ลดลง และเพ่ิมการสลายตัวของ calmodulin 
และการจับกับ nuclear orphan receptor (RZR/ROR) มีผลท าให้เซลล์มีการแบ่งตัวลดลง มี

รายงานเกี่ยวกับเมลาโทนินที่ระบุว่าสามารถกระตุ้นการสร้างซัยโตคัยน์ เช่น แกมมาอินเตอฟีรอน  (γ-
IFN) และอินเตอร์ลูคินส์ ( IL) ชนิดต่างๆ ซึ่งมีผลต่อระบบภูมิคุ้มกัน (Brzezinski et al., 1997; 
Gianoulia-Karantana et al., 2006)   เมลาโทนิมีผลท าให้ PBMC มีการเปลี่ยนแปลงการแสดงออก
ของยีนไม่น้อยกว่า 69  ยีน โดย 46 ยีนมีการแสดงออกมากข้ึน (up regulation) เช่น transcription 
factor genes, homeo box A4 (HOXA4), forkhead box O1A (FOXO1A), transcription 
elongation factor B (SIII), polypeptide 3 (TCEB3), and peroxisome proliferative 
activated receptor delta (PPARD) ส่วนอีก 23 ยีนมีการแสดงออกน้อยลง (down regulation) 
เช่น PHD finger protein 15 (PHF15) and zinc finger protein 33a (ZNF33A) (Ha, et al. 
2006)  เมื่อ PBMC ถูกกระตุ้นด้วยสาร  lipopolysaccharide (LPS stimulated PBMC)  เมลา
โทนินมีผลช่วยบรรเทาการอักเสบได้  โดยลดการแสดงออกของยีนซึ่งเกี่ยวข้องกับการอักเสบ  ในกลุ่ม 

http://www.springerlink.com/content/?Author=Jihei+Nishimura
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chemokine subfamily genes เช่น ยีน  CCL2/MCP1, CCL3/MIP1α CCL4/MIP1β, 

CCL5/RANTES, CCL8/MCP2, CCL20/MDC และ CCL22/MIP3α  ท าให้ระดับ CCL2 and CCL5 
มีการลดลงอย่างมีนัยส าคัญ (Park, et al.  2007) มีการศึกษาท่ีระบุว่าเซลล์มะเร็งหลายชนิดมีการ
ตอบสนองต่อเมลาโทนิน เช่นในมะเร็งต่อมลูกหมากการได้รับเมลาโทนินมีผลให้การแสดงออกของยีน
ที่เก่ียวกับรอบเวลา (oscillatory circadian rhythm genes) เช่น ยีน Dbp, Per2   กลับสู่สภาพ
เหมาะสม (resynchronization) (Hynes, et al. 2010) 

เมลาโทนินเป็นสารกลุ่ม tryptamine ซึ่งใกล้เคียงกับยาที่ใช้อยู่ในปัจจุบันหลายตัวได้แก่ 
serotonin, sumatriptan และ sertindole แสดงดังในรูปที่ 1  
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รูปที่ 1 แสดงโครงสร้างของ  melatonin และสารที่มีโครงสร้างใกล้เคียง  
 

การ แทนที่หมู่  OCH3  ตรง aromatic ring ในเมลาโทนินด้วยหมู่อื่นๆ รวมถึงการเพิ่ม
หรือลดจ านวนคาร์บอนระหว่าง indole group และ side chain amine ส่งผลให้ฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระเปลี่ยนแปลงไปทั้งเพ่ิมข้ึนและลดลง (Reiter et al., 2003; 2007) การจับกับ  melatonin 
receptor เปลี่ยนไป   (Morishima et al., 1998) มีหลักฐานที่แสดงว่ากลุ่ม methoxy และ amino 
มีความส าคัญต่อการจับกับรีเซฟเตอร์ของเมลาโทนิน และการแทนที่ที่ต าแหน่งที่ 2 ของ indole ring 
สามารถเสริมฤทธิ์การจับกับรีเซฟเตอร์ของเมลาโทนินได้ดีข้ึน ( Suzen, 2007) จากข้อมูลดังกล่าว
ชี้ให้เห็นว่าการดัดแปลงโครงสร้างทางเคมีของสารเมลาโทนิน มีโอกาสได้อนุพันธ์ใหม่ที่มีฤทธิ์ดีกว่า
สารเมลาโทนินต้นแบบ  แต่การศึกษาเก่ียวกับการ ดัดแปลงโครงสร้างทางเคมียังมีการศึกษาน้อย   
กลุ่มผู้วิจัยจึงมีโครงการศึกษาดัดแปลงโครงสร้างตรงต าแหน่งหมู่แทนที่ตรงต าแหน่ง  aromatic 
ring, หมู่ indole N-atom และตรง  side chain amine ดังแสดงในรูปที่ 2    
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N

H
NR1

R2

R3

         

R1  =  OCH3, OH, OAc, OBz, etc.

R2  =  H, CH3, CH2C6H5, C6H5, etc.

R3  =  H, COCH3, COCH2CH3, COC6H5, etc.  
 
รูปที่ 2 แสดงต าแหน่งที่จะท าการดัดแปลงโครงสร้าง เพ่ือศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็งในเบื้องต้น  

 
จากข้อมูลดังกล่าวชี้ให้เห็นว่าการดัดแปลงโครงสร้างทางเคมีของสารเมลาโทนิน มีโอกาส

ได้อนุพันธ์ใหม่ที่มีฤทธิ์ดีกว่าสารเมลาโทนินต้นแบบ  แต่การศึกษาเก่ียวกับการ ดัดแปลงโครงสร้าง
ทางเคมียังมีการศึกษาน้อย   อนุพันธ์ที่ ที่พัฒนาขึ้นได้ยังไม่ข้อมูลศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็งในเบื้องต้น
ผ่านทางกลไกภูมิคุ้มกันเทียบกับเมลาโทนินต้นแบบ  ดังนั้นโครงนี้มีจุดประสงค์เพ่ือศึกษาฤทธิ์ต้าน
มะเร็งในเบื้องต้นผ่านทางกลไกภูมิคุ้มกันของอนุพันธ์เมลาโทนินเทียบกับเมลาโทนินต้นแบบ  จึงมี
ความจ าเป็นอย่างยิ่ง ซึ่งคาดว่าหากพบอนุพันธ์เมลาโทนินที่มีคุณสมบัติที่มีประโยชน์ในการต้านอนุมูล
อิสระและต้านมะเร็ง และมีคุณสมบัติทางเภสัชจลนศาสตร์ที่ดีขึ้น จะเกิดประโยชน์ในการพัฒนายา
เพ่ือใช้เสริมฤทธิ์การต้านมะเร็ง และลดอาการข้างเคียงของเคมีบ าบัดในผู้ป่วยมะเร็งต่อไป  
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บทที่ 3 
วิธีการด าเนินงานวิจัย 

 
โครงการวิจัยได้ผ่านการพิจารณาคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยท าวิจัยในมนุษย์ 

มหาวิทยาลัยขอนแก่น เลขที่ HE532109  
1. สารเคมี วัสดุอุปกรณ์ และสถานที่ท าการวิจัย 

1.1 สารเคมีที่ใช้ในการเตรียมเซลล์ทดสอบ ได้แก่ RPMI medium 1640; RPMI-1640 
(GIBCO, Invitrogen Corporation, USA), DMEM medium (GIBCO, Invitrogen Corporation, 

USA), Sodium bicarbonate (NaHCO3) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Germany), 
Penicillin-streptomycin (GIBCO, Invitrogen Corporation, USA), Fetal Bovine Serum 
(GIBCO, Invitrogen Corporation, USA), Fetal calf serum (J R Scientific, USA), 0.25% 

Trypsin-EDTA (1X) (GIBCO, Invitrogen Corporation, USA), Ficoll-PaqueTM PLUS (GE 
Healthcare, Sweden), Trypan blue (JR Scientific, Inc., USA), DMSO, MTT (3-(4,5-
dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide) (Amresco LLC, Ohio, 
USA).   
 1.2 วัสดุอุปกรณ์ และเครื่องมือ 

วัสดุอุปกรณ์ในการศึกษาพิษต่อ เซลล์ ได้แก่ Sterile 25 cm2 canted neck tissue 

culture (430168, Corning Inc., USA), ตู้บ่ม CO2 incubator (Procell, Jencons-PLS, USA), 
เครื่องปั่นเหวี่ยง (5220, KUBOTA, Japan) และเครื่องปั่นเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (5922, KUBOTA, 
Japan), LAF cabinet (ESCO, class II BSC, USA), Sterile flat bottom 96-well plate 
(NUNCLON D SI, Nunc, USA), Microplate reader (Anthos 2010, Germany), 
Hemocytometer (Brightline Improved Neubauer 0.1 mm deep, BOECO, Germany), 

กล้องจุลทรรศน์ชนิดหัวกลับ  (Eclipse TS 100, Nikon, Japan), Sterile flat bottom 24-well 
plate (Costar 3524, Corning Inc., USA), Microscope slide (Sail Brand, ประเทศไทย), Cover 
slip ขนาด 18×18 mm2 (Menzel-Glaser, Germany), กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนซ์ชนิดหัวกลับ 
(CKX41, Olympus, Japan), เครื่องปั่นเหวี่ยงชนิดความเร็วรอบสูง  (MiniSpin, eppendorf, USA), 

เครื่อง UV-Vis spectrophotometer (UV-1700 PharmaSpec, SHIMADZU, Japan), อ่างบ่ม
ความร้อน (Dry bath incubator, Major Science, Taiwan), เครื่องก าเนิดไฟฟ้า (Power supply 

รุ่น MP-300N, Major Science, Taiwan)  
 1.3  สถานที่ท าการวิจัย  
  คณะเทคนิคการแพทย์ และ คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น  
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2. การเตรียมสารอนุพันธ์ที่ใช้ในการศึกษา 
สารอนุพันธ์เมลาโทนิน มีวิธีการเตรียม ดังนี้ ชั่งเมลาโทนินใส่ใน round bottom flask และ

ปิดด้วย guard column ที่บรรจุด้วย CaCl2  เพ่ือป้องกันความชื้น หลังจากนั้นจะ ปล่อยให้
เกิดปฏิกิริยาภายในระบบปิด โดยใช้ ก๊าซไนโตรเจนบรรจุในลูกโป่งครอบไว้เหนือ guard colum อีก
ชั้นหนึ่ง จากนั้น น าสารละลาย Pyridine หรือ CH2Cl2 1 mL ละลายเมลาโทนินในขวด และน า
สารละลายแช่บนอ่างน้ าแข็ง จึงค่อยๆเติม Acid chloride ชนิดต่างๆ เป็นเวลามากกว่า 15 นาที จึง
ตั้งปฏิกิริยาต่อไปที่อุณหภูมิห้อง และท าการตรวจสอบติดตามการเกิดปฏิกิริยาด้วยวิธีการ Thin 
layer chromatography  

เมื่อปฏิกิริยาเกิดขึ้นสมบูรณ์จะท าการ หยุดปฏิกิริยาด้วยวิธีการ liquid-liquid extraction 
ระหว่างน้ ากลั่น 50 mL และ 10% methanol in dichloromethane 50 mL ท าการสกัด 3 ครั้ง 
เก็บชั้นสารอินทรีย์ไว้ น าไปเติม NaSO4 anhydrous เพ่ือดูดน้ าส่วนเกิน และก าจัด NaSO4 โดยการ
กรองด้วยกระดาษกรอง สารจากการกรองจะน าไปท าให้เข้มข้นด้วยเครื่อง rotary evaporator และ
ค านวณหาน้ าหนักของสารหยาบ หลังจากนั้นจึงน าสารหยาบดังกล่าวมาท าให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีการ 
open column chromatography (CC) ด้วยตัวชะความเข้มข้นต่างๆ โดยจะเริ่มจากสารชะที่มี
ความมีข้ัวต่ าเช่น  100% hexane สารผสมระหว่าง  hexane: ethyl acetate ในอัตราส่วนต่างๆ  
,100%  ethyl acetate ไปจนถึง  methanol บางอนุพันธ์อาจมีการเติม 4-
dimethylaminopyridine (DMAP) เพ่ือเร่งปฏิกิริยา โดยกระบวนการสังเคราะห์ต่างๆ  ท า
เช่นเดียวกับวิธีการข้างต้น โดยมีรายละเอียดการสังเคราะห์แต่ละอนุพันธ์ดังนี้  
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2. N-Methyl melatonin 
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4. Napthoyl melatonin 
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5. 4-Nitro benzoyl melatonin 
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3. การตรวจกรองความเป็นพิษหรือการรอดชีวิตต่อเซลล์ทดสอบ  
  ตรวจความเป็นพิษ หรือการรอดชีวิตของเซลล์ ด้วยวิธี MTT  โดย MTT จะถูกเปลี่ยนเป็น
ผลึกสีม่วงของ formazan โดยกิจกรรมภายในเซลล์ของเซลล์ที่มีชีวิต และสามารถวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงได้หลังจากละลายผลึกด้วย DMSO เซลล์ที่ใช้ศึกษาครั้งนี้เป็นเซลล์ภูมิคุ้มกันที่ได้จาก
กระแสเลือดคน ( Human Peripheral blood mononuclear cells : hPBMCs) และ
เซลล์มะเร็งล าไส้ (HCT-116) และมะเร็งเม็ดเลือดเขาว (U937) ก่อนถูกทดสอบเซลล์จะถูก บ่มใน 

5% CO2 incubator อุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นเมลาโทนินและอนุพันธ์แต่
ละชนิดจะถูกปิเปต ลงในแต่ละหลุม และทดสอบเป็นเวลา 21 ชั่วโมง แล้วเติมสารละลาย MTT (20 
µl = 5 mg/ml) หลังจากนั้น 3 ชั่วโมง สารละลาย MTT จะถูกดูดออกและเหลือผลึก formazan 
ที่สามารถละลายได้ใน DMSO แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 555 nm เทียบกับ 
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background ที่ 650 nm ทั้งนี้ท าการ ทดลองซ้ า 3 ครั้ง และค านวณร้อยละการเกิดพิษต่อเซลล์หรือ
การรอดของเซลล์ (% cytotoxicity และ % viability) จากสมการ 
 
 
 
 
 
 

 
4. การวัดการตายแบบอะพอพโทซิส ด้วย Flow cytometry analysis  

วิธีย้อมสีฟลูออเรสเซนส์ได้แก่ annexin V-FITC และ propidium iodide (Annexin V 
Apoptosis Detection Kit FITC, eBiosciencce) ซึ่งมีคุณสมบัติพิเศษในการย้อมติดโครงสร้างของ
เซลล์ที่แตกต่างต าแหน่งกัน โดยสี annexin V-FITC จะไปติดฟอสฟาทิดิลเซอร์รีน (phosphatidyl 
serine; PS) ของเซลล์ตายแบบอะพอพโทซิส ทั้งระยะแรก (early stage of apoptosis) และระยะ
ท้าย (late stage of apoptosis) ส่วนเซลล์ที่ตายในอะพอพโทซิสระยะท้าย หรือ ตายผ่านกลไกเนโค
รซิส เซลล์เมมเบรนจะสูญเสียสภาพ (loose of membrane permeation) ท าให้สี propidium 
iodide สามารถผ่านเข้าเซลล์เพื่อไปย้อม DNA ของเซลล์ตายได้ รูปแบบการตายของเซลล์สามารถ
ตรวจสอบได้โดยใช้เครื่องมือ Flow cytometer หลังจากเซลล์ถูกกระตุ้นโดยสารเมลาโทนินและ
อนุพันธ์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เซลล์จะถูกล้าง  แล้วย้อมตามข้ันตอนของชุดน้ ายา ด้วยสี annexin V 
และ propidium iodide สีละ 15 นาทีที่อุณหภูมิห้องและป้องกันแสง เมื่อครบก าหนดเวลาน าเซลล์
ไปวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือ Flow cytometer (BD FACSCanto II, USA) 

 
5. การวิเคราะห์ทางสถิติ ( Statistical analysis)  

ผลการศึกษาถูกรายงานเป็นค่าเฉลี่ย และส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน ( ±SD) วิเคราะห์ความแตกต่าง
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติของข้อมูล โดยใช้ One-way ANOVA (Single factor) 

cytotoxicity = [Acontrol - Atest]×100 /[(Acontrol] 
viability = [Atest / Acontrol]×100] 

 
Atest  คือ ค่าการดูดกลืนแสงของ NR ในเซลล์ที่ทดสอบด้วยสารสกัดหยาบของข่าคม  
Acontrol  คือ ค่าการดูดกลืนแสงของ NR ในเซลล์ที่ไม่ได้ทดสอบด้วยสารสกัด และมีปริมาณของ DMSO ใน
สัดส่วนเท่ากับกลุ่มทดสอบ 
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บทที่ 4 
ผลการศึกษาและการอภิปรายผลการวิจัย 

 
4.1 คุณสมบัติการละลายของสารอนุพันธ์เมลาโทนิน 

อนุพันธ์เมลาโทนินที่สังเคราะห์ได้มีทั้งหมด 5 ตัว คือ Melatonin acetate (ACT-MLT), N-
methyl melatonin (N-MET-MLT), Benzoyl melatonin (BENZ-MLT), Naphthoyl 
melatonin (NAP-MLT) และ 4-nitro benzoyl melatonin (4-NITRO-MLT) ดังแสดงในตารางที่  
1 ซึ่งอนุพันธ์แต่ละตัวมีค่าการละลายใน culture media with 1% DMSO ที่แตกต่างกัน โดยพบว่า 
MLT, ACT-MLT และ N-MET-MLT มีค่าการละลาย >1mM ในขณะที่อนุพันธ์อื่นมีค่าการละลายที่
ต่ ากว่า คือ <200 µM เนื่องจากหมู่แทนที่ที่เป็น bulky group ท าให้ค่าการละลายของอนุพันธ์ลดลง 

 
ตารางที่ 1  สารอนุพันธ์เมลาโทนินที่สังเคราะห์ได้ 
Names Structure Solubility 

Melatonin  
(MLT) 

 
 

> 1 mM 

Melatonin acetate  
(ACT-MLT) 

 

 
 
 
 

> 1 mM 

N-methyl melatonin 
(N-MET-MLT) 

 

 
 
 
 

> 200 µM 

Benzoyl melatonin 
(BENZ-MLT) 

 
 
 
 
 

> 200 µM 

Naphthoyl melatonin 
(NAP-MLT) 

 

 
 
 
 

> 200 µM 
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4-nitro benzoyl melatonin 
(4-NITRO-MLT) 

 

 
 
 
 
 

> 200 µM 
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4.2 คุณสมบัติของเซลล์ไลน์ที่ใช้ในการศึกษา 

อนุพันธ์เมลาโทนินถูกน ามาทดสอบถึงผลความเป็นพิษและการ เพ่ิมจ านวนของเซลล์
ภูมิคุ้มกัน  รวมทั้ง การยับยั้งการเจริญเติบโต และการชัก น าให้เกิดขบวนการอะพอพโทซิสของ
เซลล์มะเร็ง  ซึ่งเซลล์ ภูมิคุ้มกัน ที่น ามาศึกษา คือ เซลล์ภูมิคุ้มกันที่ได้จากกระแสเลือดคน 
(Peripheral blood mononuclear cells : hPBMCs) ที่สกัดมาจากเลือดของอาสาสมัครสุขภาพ
ดี และเซลล์ไลน์มะเร็งที่น ามาศึกษา คือ เซลล์ไลน์มะเร็งล าไส้ Human colorectal carcinoma 
(HCT-116) และมะเร็งเม็ดเลือดขาว  Human Human myelomonocytic lymphoma cell line 
(U937) โดยมีสภาวะการเพาะเลี้ยง ดังแสดงในตารางที่ 2 

 
ตารางที่ 2 ชนิดของเซลล์ทดสอบ และสภาวะในการเลี้ยง 

Cell types Culture condition 
Human Peripheral Blood 
Mononuclear Cells  
(hPBMCs) 

Cultured in RPMI medium  

Incubated at 37 C in a humidified 5% CO2 
atmosphere 

Human colorectal carcinoma  
(HCT-116) 

Cultured in DMEM medium  

Incubated at 37 C in a humidified 5% CO2 
atmosphere 

Human Human myelomonocytic 
lymphoma cell line (U937) 

Cultured in RPMI medium  

Incubated at 37 C in a humidified 5% CO2 
atmosphere 
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4.3 ความเป็นพิษของอนุพันธ์เมลาโทนินต่อ เซลล์ภูมิคุ้มกัน (Immunotoxicity assay) 

เนื่องจากการให้ยาจะต้องผ่านเข้าสู่กระแสเลือดก่อนจะไปสู่อวัยวะเป้าหมาย การศึกษาความ
เป็นพิษต่อระบบภูมิคุ้มกัน โดยดูพิษต่อเซลล์ภูมิคุ้มกันที่ได้จากกระแสเลือดคน ( Peripheral blood 
mononuclear cells : hPBMCs)  เป็นการจ าลองสภาพให้ใกล้เคียงกับร่างกาย เนื่องจากเป็นเซลล์
ระบบภูมิคุ้มกันมีหน้าที่ส าคัญต่อการท างานของระบบภูมิคุ้มกัน และเป็นเซลล์ส าคัญที่สามารถใช้เป็น
แบบจ าลองเพ่ือศึกษาความเป็นพิษของสาร ดังนั้นการศึกษาความเป็นพิษต่อระบบภูมิคุ้มกันของ เมลา
โทนินและอนุพันธ์ จะสามารถระบุถึงความเป็นพิษของสารเมื่อให้ต่อร่างกาย และเป็นข้อมูลประกอบ
ในการพิจารณาการพัฒนาสารเพ่ือใช้ในทางยาต่อไป 

เพ่ือศึกษา ความเป็นพิษของอนุพันธ์ เมลาโทนิน ต่อเซลล์ภูมิคุ้มกัน  จึงศึกษาการ ยับยั้งการ
เจริญเติบโตต่อเซลล์ภูมิคุ้มกันของอนุพันธ์เมลาโทนิน  ผลการศึกษาพบว่า เมลาโทนินไม่มีความเป็น
พิษต่อเซลล์ภูมิคุ้มกัน ทั้งความเข้มข้น 1 µM และ 1 mM แต่ส าหรับอนุพันธ์เมลาโทนิ น พบว่ามี
ความเป็นพิษต่อเซลล์ภูมิคุ้มกันมากกว่าเมลาโทนิน โดย NAP-MLT ที่ความเข้มข้น 1 µM มีความ
เป็นพิษต่อเซลล์ภูมิคุ้มกันมากที่สุด โดยท าให้จ านวนของเซลล์ภูมิคุ้มกัน ตายประมา ณ 44% เมื่อ
เทียบกับกลุ่มควบคุม (รูปที่ 3a)  แต่เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นจนถึง 1 mM พบว่าความเป็นพิษของ
อนุพันธ์ทุกตัว <15% (รูปที่ 3b)  ซึ่งสามารถสรุปได้ว่า อนุพันธ์เมลาโทนินมีความเป็นพิษต่อ เซลล์
ภูมิคุ้มกันต่ า  โดยระดับความเป็นพิษ จะสัมพันธ์กับปริมาณและชนิดของอนุพันธ์ ความเป็นพิษของ
อนุพันธ์ที่มี bulky group จะสูงกว่า  
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(a)  

 
(b) 

 
รูปที่ 3 ผลการทดสอบการตาย (%Cytotoxicity) ด้วยวิธี MTT assay ที่ 24 ชั่วโมง ของ
เซลล์ภูมิคุ้มกัน เมื่อได้รับเมลาโทนินและอนุพันธ์ความเข้มข้น (a) 1 µM (b) 1 mM *แสดงถึง
ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติระหว่างกลุ่มที่ได้รับสารเมลาโทนินหรืออนุพันธ์ 
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (p-value < 0.05) 
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4.4 การชักน าการเพิ่มจ านวนของเซลล์ภูมิคุ้มกัน ( Immune cell proliferation induction 
assay) 

เพ่ือศึกษาฤทธิ์เสริมการท างานของระบบภูมิคุ้มกันของอนุพันธ์เมลาโทนิน จึงศึกษาการเพิ่ม
จ านวนเซลล์ภูมิคุ้มกันที่ได้จากกระแสเลือดคน ( Peripheral blood mononuclear cells : 
hPBMCs) ผลการศึกษาพบว่า เมลาโทนิ นสามารถเพ่ิมจ านวน  hPBMCs ได้ที่ความเข้มข้น 1 µM 
(113.2% เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ 100%)  ส าหรับอนุพันธ์เมลาโทนิน ที่ความเข้มข้นเดียวกัน 
พบว่า ACT-MLT อนุพันธ์เดียวเท่านั้น ที่สามารถเพ่ิมจ านวนเซลล์ hPBMCs ได้ (105.4%) (รูปที่ 
4a) และเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของอนุพันธ์ถึง 1 mM พบว่าเมลาโทนินและอนุพันธ์ทั้งหมดไม่เพ่ิม
จ านวนเซลล์  hPBMCs ยกเว้น NAP-MLT ที่เพ่ิมจ านวนได้ 106.1% (รูปที่ 4b)   

ซึ่งสามารถสรุปได้ว่า การชักน าการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ hPBMCs กับปริมาณที่ให้และชนิด
ของอนุพันธ์ และผลการเพิ่มจ านวนของเซลล์  hPBMCs ของเมลาโทนิน สัมพันธ์กับผลการศึกษาท่ี
พบว่าเมลาโทนินขนาด 1 pM – 1 µM เพ่ิมจ านวน PBMC ได้ (Kuhlwein & Irwin, 2001) 
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(a)  

 
(b) 

 
รูปที่ 4 ผลการทดสอบการรอด (%Viability) ด้วยวิธี MTT assay ที่ 24 ชั่วโมง ของเซลล์
ภูมิคุ้มกัน เมื่อได้รับเมลาโทนินและอนุพันธ์ความเข้มข้น (a) 1 µM (b) 1 mM  *แสดงถึง
ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติระหว่างกลุ่มที่ได้รับสารเมลาโทนินหรืออนุพันธ์ 
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เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (p-value < 0.05)เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (p-value < 
0.05) 

4.5 อนุพันธ์เมลาโทนิน ยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ไลน์มะเร็งล าไส้คน HCT-116 (Anti-
proliferation of HCT-116 cancer cells)  

 เมลาโทนินมีผลในการฆ่าเซลล์ ไลน์มะเร็ง ล าไส้คน HCT-116 ได้น้อย  (≤3.24±3.7%) ซึ่ง
ผลที่ได้แตกต่างจากการศึกษาของ Garcia-Navarro ปี 2007 และคณะ ซึ่งท าการศึกษาผลของเม
ลาโทนินในเซลล์ล าไส้ ชนิด HT-29 โดยพบว่าเมลาโทนินให้ผลในการยับยั้งการโตของเซลล์มะเร็งที่ 
IC50 = 1.3±0.1 mM (Garcia-Navarro, et al. 2007)  นอกจากนี้การศึกษานี้ พบการฆ่ามะเร็ง
ล าไส้เพิ่มมากขึ้นโดยอนุพันธ์เมลาโทนิน โดยพบว่า NAP-MLT มีฤทธิ์ในการฆ่าเซลล์มะเร็งมาก
ที่สุด ( 24.3±6.8 และ 40.3±0.8%) และรองลงมา คือ N-MET-MLT, 4-NITRO-MLT และ 
BENZ-MLT ตามล าดับ  แต่พบการตายของเซลล์มะเร็งล าไส้น้อย ที่สุดโดย  ACT-MLT (<5.9±2.8) 
(รูปที่ 5)   

 ผลการศึกษา ครั้งนี้สามารถสรุปได้ว่าอนุพันธ์เมลาโทนิน ยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เซลล์มะเร็งล าไส้ได้มากกว่าเมลาโทนินต้นแบบ และการยับยั้งการเติบโตนั้น สัมพันธ์กับระดับปริมาณ
ของอนุพันธ์  โดยอนุพันธ์ที่มี หมู่แทนที่เป็น bulky group จะมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเติบโตของ
เซลล์มะเร็งล าไส้มากกว่า ซึ่งอาจเกิดจากความสามารถในการละลายในไขมัน ( lipophilicity) มากขึ้น 
จึงท าให้ผ่านเข้าเซลล์ได้มากกว่าเมลาโทนินต้นแบบ 

 
รูปที่ 5 ผลการทดสอบการตาย (%Cytotoxicity) ด้วยวิธี MTT assay ที่ 24 ชั่วโมง ของ
เซลล์มะเร็งล าไส้ HCT-116 เมื่อได้รับเมลาโทนินและอนุพันธ์ความเข้มข้น 1 µM และ  1 mM  
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*แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติระหว่างกลุ่มที่ได้รับสารเมลาโทนินหรือ
อนุพันธ์ เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (p-value < 0.05) 

4.6 อนุพันธ์เมลาโทนิน ยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ไลน์มะเร็งเม็ดเลือดขาวคน U937 (Anti-
proliferation of U937 cancer cells) 

จากผลการศึกษาพบว่า เมลาโทนินมีผลในการ ยับยั้งการเจริญเติบโต เซลล์มะเร็งเม็ดเลือด
ขาวประมาณ 18% ที่ความเข้มข้น  1 mM โดยผลการศึกษาสนับสนุนการศึกษาของ Buyukavci 
ปี 2006 และคณะ ที่พบว่าเมลาโทนินความเข้มข้น 1 mM มีผลในการฆ่าเซลล์ไลน์มะเร็งเม็ดเลือด
ขาว (CMK, Jurkat และ  MOLT-4) จากฤทธิ์ในการเป็น pro-oxidant ของเมลาโทนิน 
(Buyukavci et al., 2006)   การศึกษานี้ยัง พบการตายของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวมากขึ้น  
(34.6±2.4 – 58.1±2.0) หลังจาก ได้รับ  ACT-MLT, N-MET-MLT, NAP-MLT, 4-NITRO-MLT 
และ BENZ-MLT ตามล าดับ ที่ความเข้มข้น 1 mM  ส่วนที่ความเข้มข้นต่ ากว่า คือ 1 µM) พบการ
ฆ่าเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว ≤5.4% (รูปที่ 6)  ซึ่งสามารถสรุปได้ว่าการ ยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เซลล์มะเร็ง เม็ดเลือดขาวสัมพันธ์กับปริมาณของอนุพันธ์  

 

 
รูปที่ 6 ผลการทดสอบเปอร์เซ็นต์การตาย (%Cytotoxicity) ด้วยวิธี MTT assay ที่ 24 
ชั่วโมง ของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว U937 เมื่อได้รับเมลาโทนินและอนุพันธ์ที่ความเข้มข้น 1 
µM และ  1 mM  *แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติระหว่างกลุ่มที่ได้รับสารเม
ลาโทนินหรืออนุพันธ์ เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (p-value < 0.05) 
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 4.7 อนุพันธ์เมลาโทนิน ชักน าให้เกิดอะพอพโทซิส ของเซลล์ไลน์มะเร็งล าไส้คน HCT-116 
(HCT-116 Apoptosis induction) 

 จากผลการศึกษาการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งล าไส้   ที่ได้ผลว่าอนุพันธ์กลุ่มที่มี
การแทนที่เมลาโทนินด้วยหมู่ bulky group (NAP-MLT และ BENZ-MLT) มีค่า cytotoxicity สูง 
เทียบกับเมลาโทนินต้นแบบ    ดังนั้นจึงน ามาศึกษาหา การชักน าให้เกิดขบวนการอะพอพโทซิส ของ
อนุพันธ์  พบว่าเมลาโทนิน (1 µM) มีผลฆ่าเซลล์มะเร็ง ล าไส้โดยการเหนี่ยวน าให้เกิดการตายแบบอะ
พอพโทซิส 5.9% เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม  แต่การตายแบบอะพอพโทซิสของเซลล์มะเร็งล าไส้เพิ่ม
มากขึ้นถึง 30.1% และ  40.6% เมื่อได้รับอนุพันธ์เมลาโทนิน  NAP-MLT และ BENZ-MLT 
ตามล าดับ  (รูปที่ 7)  การศึกษานี้จึงสรุปได้ว่า  การแทนที่เมลาโทนินด้วยหมู่ bulky group มีผลใน
การเพ่ิมฤทธิ์การชักน า เกิดขบวนการอะพอพโทซิสในมะเร็งส าไส้ ได้ 

 

 
รูปที่ 7 ผลการทดสอบเปอร์เซ็นต์การตายแบบอะพอพโทซิส (%Apoptosis) ด้วยวิธี Flow 
cytometry ที่ 24 ชั่วโมง ของเซลล์มะเร็งส าไส้ HCT-116 เมื่อได้รับเมลาโทนินและอนุพันธ์ที่
ความเข้มข้น 1 µM  *แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติระหว่างกลุ่มที่ได้รับสาร
เมลาโทนินหรืออนุพันธ์ เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (p-value < 0.05) 
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4.8 อนุพันธ์เมลาโทนิน ชักน าให้เกิดอะพอพโทซิส ของเซลล์ไลน์มะเร็ง เม็ดเลือดขาวคน U937 
(U937 Apoptosis induction) 

จากผลการศึกษาการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว การศึกษานี้จึงเลือก
อนุพันธ์ที่มีค่า cytotoxicity สูง คือ ACT-MLT มาศึกษาหากลไกการชักน าให้เกิดขบวนการอะพอพ
โทซิสต่อ เพื่อเทียบกับเมลาโทนินต้นแบบ  ผลการศึกษาพบว่า เมลาโทนิน ( 1 mM) มีฤทธิ์ฆ่า
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว  โดยการเหนี่ยวน าให้เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสเพิ่มขึ้น 127.8% เมื่อ
เทียบกับกลุ่มควบคุม โดยพบ การเหนี่ยวน าให้เกิดการตายแบบอะพอพโทซิส เช่นเดียวกันใน
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว  CMK ที่ความเข้มข้น 0.01 mM (~50%) โดยกลไกในการเพิ่ม การตาย
แบบอะพอพโทซิส นั้นอาจเกิดจากฤทธิ์ pro-oxidant (Buyukavci et al., 2006) และ/หรือการ
เพ่ิม activity ของ caspase-3 และ caspase-9 (Bejarano et al., 2009)  นอกจากนี้ ยังพบว่า
ผลการชักน าการตายแบบอะพอพโทซิส ของอนุพันธ์เมลาโทนินความเข้มข้น 1 mM ของ ACT-MLT 
ไม่แตกต่างจากเมลาโทนิน โดยมีผลชักน าการตายแบบอะพอพโทซิสเพิ่มขึ้น 119.6% (รูปที่ 8)  

 
 

 
รูปที่ 8 ผลการทดสอบการตายแบบอะพอพโทซิส (%Apoptosis) ด้วยวิธี Flow cytometry 
ที่ 24 ชั่วโมง ของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว U937 เมื่อได้รับเมลาโทนินและอนุพันธ์ความ
เข้มข้น 1 mM  *แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติระหว่างกลุ่มที่ได้รับสารเมลา
โทนินหรืออนุพันธ์ เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (p-value < 0.05) 
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 
กลุ่มวิจัยมีโครงการศึกษาดัดแปลงโครงสร้างทางเคมีของสารเมลาโทนิน เพื่อสังเคราะห์

อนุพันธ์เมลาโทนินใหม่ที่มีฤทธิ์ดีกว่าสารเมลาโทนินต้นแบบ   แต่อนุพันธ์ที่ที่พัฒนาขึ้นได้ยังไม่ข้อมูล
ศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็งในเบื้องต้นผ่านทางกลไกภูมิคุ้มกัน ดังนั้นโครงการนี้มีจุดประสงค์เพ่ือศึกษาฤทธิ์
ต้านมะเร็งในเบื้องต้นผ่านทางกลไกภูมิคุ้มกันของอนุพันธ์เมลาโทนินเทียบกับเมลาโทนินต้นแบบ  โดย
อนุพันธ์ที่สังเคราะห์ได้มี 5 ชนิด คือ Melatonin acetate (ACT-MLT), N-methyl melatonin (N-
MET-MLT), Benzoyl melatonin (BENZ-MLT), Naphthoyl melatonin (NAP-MLT) และ 4-
nitro benzoyl melatonin (4-NITRO-MLT) ที่มีค่าการละลายที่ต่างกัน โดยอนุพันธ์ที่มีการแทนที่
ด้วย bulky group จะให้ค่าการละลายที่ต่ า   อนุพันธ์ทั้ง 5 ชนิด ได้ถูกน ามาศึกษาถึงฤทธิ์ต่อความ
เป็นพิษต่อเซลล์ภูมิคุ้มกัน การชักน าการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ภูมิคุ้มกัน การยับยั้งการเจริญเติบโตและ
การชักน าให้เกิดขบวนการอะพอพโทซิส ต่อเซลล์มะเร็ง ล าไส้และเม็ดเลือดขาว ซึ่งผลการศึกษา
สามารถสรุปได้ ดังนี้ 

1. ความเป็นพิษของอนุพันธ์ต่อ เซลล์ภูมิคุ้มกัน สัมพันธ์กับปริมาณและชนิดของอนุพันธ์ 
โดยอนุพันธ์ที่มีความเป็น bulky group จะมีความเป็นพิษมากกว่า โดยเฉพาะ NAP-
MLT (1 µM) ที่มีความเป็นพิษสูงที่สุด  

2. การชักน าการ เพ่ิมจ านวน ของเซลล์ภูมิคุ้มกัน สัมพันธ์กับปริมาณและชนิดของอนุพันธ์ 
โดยพบว่า ACT-MLT (1 µM) และ NAP-MLT (1 mM) สามารถเพ่ิมจ านวนของเซลล์
ภูมิคุ้มกันได้  ซึ่งการเพ่ิมจ านวน ของเซลล์ภูมิคุ้มกันน่าจะมีประโยชน์ในการต้านมะเร็ง
ต่อไป 

3. อนุพันธ์เมลาโทนินทั้ง 5 ชนิด ยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง ล าไส้ได้มากกว่าเม
ลาโทนินต้นแบบ และการยับยั้งการเติบโตนั้น สัมพันธ์กับปริมาณของอนุพันธ์ที่ให้  โดย
อนุพันธ์ที่มี หมู่แทนที่เป็น bulky group มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเติบโตของเซลล์มะเร็ง
ล าไส้มากกว่าอนุพันธ์อื่น และการแทนที่เมลาโทนินด้วยหมู่ bulky group นี้มีผลในการ
ด้านการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งล าไส้โดยการชักน า เกิดขบวนการอะพอพโทซิส 

4. อนุพันธ์เมลาโทนินทั้ง 5 ชนิด ยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง เม็ดเลือดขาวได้
มากกว่าเมลาโทนินต้นแบบ และการยับยั้งการเติบโตนั้นสัมพันธ์กับปริมาณของอนุพันธ์
ที่ให้  โดยพบว่า ACT-MLT มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเติบโตของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว
มากที่สุด โดยผ่านการชักน า เกิดขบวนการอะพอพโทซิส 

จากผลต่อระบบภูมิคุ้มกัน ทั้งในแง่ความเป็นพิษต่อเซลล์ภูมิคุ้มกันและการกระตุ้นระบบ
ภูมิคุ้มกัน รวมถึงผลในการต้านมะเร็งล าไส้และมะเร็งเม็ดเลือดขาว พบว่าสารอนุพันธ์เมลาโทนินที่
น่าจะน าไปท าการศึกษาต่อถึงกลไกในการควบคุมการท างานของระบบภูมิคุ้มกันและเสริมฤทธิ์ในการ
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ต้านมะเร็ง คือ ACT-MLT และ NAP-MLT เพ่ือพัฒนาเป็นยา เพ่ือใช้เสริมฤทธิ์การต้านมะเร็ง และลด
อาการข้างเคียงของเคมีบ าบัดในผู้ป่วยมะเร็ง  แต่อย่างไรก็ตามข้อจ ากัดด้านปัจจัยความสามารถการ
ละลายยังมีความส าคัญ 
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Abstract 

Anti-cancer activity of melatonin has been previously reported in many cancers. 

However, low bioavailability of melatonin and large differences in metabolism among 

individuals have given clinically uncontrollable pharmacological concentrations. 

Therefore, this study has synthesized melatonin derivatives aiming to investigate their 

effect for improving of anti-cancer property of melatonin in colon cancer cell line, the 

highest incidence in Thailand.  Five N-substitution melatonin analogs were 

synthesized with various acid chlorides. Human colon cancer cell line, HCT-116 was 

used for screening of cytotoxicity effect using MTT assay and apoptosis induction by 

flow analysis. Five melatonin derivatives were synthesized including melatonin 

acetate (ACT-MLT), N-methyl melatonin (N-MET-MLT), benzoyl melatonin 

(BENZ-MLT), naphthoyl melatonin (NAP-MLT) and 4-nitro benzoyl melatonin (4-

NITRO-MLT). All derivatives at 1 μM and 1 mM showed higher cytotoxicity (5.9 ± 

2.8  − 40.3±0.8%)  than melatonin (≤3.24±3.7%). NAP-MLT at 1 mM had the 

highest effect against colon cancer cells and followed by N-MET-MLT, 4-NITRO-

MLT, BENZ-MLT and ACT-MLT respectively. The apoptosis was increased to 

30.1% and 40.6% after treated with NAP-MLT and BENZ-MLT, respectively. While, 

melatonin (1 μM) increased apoptotic cells death only 5.9% as compared to untreated 

group. Melatonin derivatives exert an anti-cancer activity over melatonin parent form 

on HCT-116 colon cancer cells by their cytotoxic activity and apoptosis induction. 

The mechanism of anti-cancer action by melatonin derivatives requires further 

investigation before application in combination with standard treatment in cancer 

patients.  
 


