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รายงานผลการวิจัยฉบับสมบูรณ์ 

โครงการวิจัย (Project) 

โครงการวิจัยทุนอุดหนุนวิจัย มก. ปีงบประมาณ   2558            

  

ส่วนท่ี 1 สรุปผลการดาํเนินงานโครงการวิจัย (Project) 

1.1 รหสั ว-ท(ด)178.58 ช่ือโครงการ การศึกษาการเป็นตัวยับยัง้เอนไซม์เพปซินโปรตเิอสและพาเพน 

 โปรตเิอสของสารเชิงซ้อนของโลหะทองกับอนุพันธ์ของ 

  สารประกอบไทอะโซอิลเอโซ 

1.2 ลกัษณะโครงการ   เป็นโครงการวิจยัเด่ียว  

 เป็นโครงการยอ่ยในชดุโครงการวิจยั (ระบช่ืุอชดุโครงการวิจยั)   

   

1.3 ช่ือหวัหน้าโครงการ   รศ.ดร. อภสิิฏฐ์ ศงสะเสน  

1.4 หนว่ยงานหลกัรับผิดชอบ  ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์  

1.5 ประเภทโครงการ  โครงการวิจยั 3 สาขา;      เกษตรศาสตร์       วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี       สงัคมศาสตร์ฯ 

 โครงการวิจยัสถาบนัเพ่ือพฒันาคณุภาพ       

 โครงการวิจยัและถ่ายทอดงานวิจยัสูป่ระชาชน 

 โครงการเสริมสร้างความเข้มแข็งด้านการวิจยั 

 โครงการวิจยัเพ่ือพฒันาหนว่ยปฏิบตักิารวิจยัเช่ียวชาญเฉพาะ (SRU) 

 โครงการวิจยัและพฒันาเพ่ือเพิ่มศกัยภาพเชิงบรูณาการเพ่ือการแขง่ขนัฯ 

 โครงการวิจยัพฒันาร่วมภาครัฐและเอกชน 

1.6 ระยะเวลาดําเนินงานวิจยัตลอดโครงการ     1 ปี ตัง้แตปี่งบประมาณ    2558 ถึงปีงบประมาณ  2558  

1.7 สถานท่ีดําเนินงานวิจยั/เก็บข้อมลู  ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์  

1.8 งบประมาณรวมตลอดโครงการ     240,000 บาท  

1.9  วตัถปุระสงค์โครงการวิจยั     เพ่ือทาํการสังเคราะห์สารเชิงซ้อนของโลหะทองกับอนุพันธ์ของ

สารประกอบไทอะโซอิลเอโซ และศึกษาความสามารถของสารเชิงซ้อนของโลหะทองท่ีเตรียมได้ ใน

การเป็นตัวยับยัง้การทาํงานของเอนไซม์เพปซินโปรตเิอสและพาเพนโปรตเิอส  

1.10  เป้าหมายผลงานวิจยัตลอดโครงการ 

ปีท่ี  เดือนท่ี                   ผลงานวิจยัท่ีคาดว่าจะได้ 
1.  1-6  เตรียมสารเชิงซอนระหวาง Au(III) กับสารประกอบไทอะโซอิลเอโซ     ทราบโครงสรางสารเชิงซอน 

       ศึกษาการยับยั้งเพปซินโปรติเอสดวยสารเชิงซอน                          สามารถยับยั้งการทํางานได 
             7-12 ศึกษาการยับยั้งเพปซินโปรติเอสดวยสารเชิงซอน                          สามารถยับยั้งการทํางานได 

            ศึกษาการยับยั้งพาเพนโปรติเอสดวยสารเชิงซอน                          สามารถยับยั้งการทํางานได 

 

 

 

 

 

 

  
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1.11  สรุปการดําเนินงานวิจยัตลอดโครงการ 

วัตถุประสงค์  

(ตามแผน) 

เป้าหมาย / ผลท่ีคาด 

(ตามแผน) 

ผลการดาํเนินงาน 

(ปฏิบัตไิด้จริง) 

1. เตรียมสารเชิงซ้อนระหว่าง Au(III) 

กบัอนพุนัธ์ของสารประกอบไทอะโซอิล

เอโซ 

2. ศึกษาการเกิดอันตรกิริยา ระหว่าง

สารเชิงซ้อนท่ีเตรียมได้กบั เอนไซม์เพป

ซินโปรตเิอส 

3. ศึกษาการเกิดอันตรกิริยา ระหว่าง

สารเชิงซ้อนท่ีเตรียมได้กับ เอนไซม์

พาเพนโปรตเิอส 

1. ทราบโครงสร้างสารเชิงซ้อน 

 

 

2. ทราบวา่สารเชิงซ้อนสามารถยบัยัง้

การทํางานของเอนไซม์เพปซินโปรติ

เอสหรือไม ่

3. ทราบวา่สารเชิงซ้อนสามารถยบัยัง้

การทํางานของเอนไซม์พาเพนโปรติ

เอสหรือไม ่

1. ทราบโครงสร้างของสาร

เชิงซ้อนท่ีต้องการสงัเคราะห์ 

 

2. ทราบวา่สารเชิงซ้อนสามารถ

ยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์

เพปซินโปรตเิอส 

3. ทราบวา่สารเชิงซ้อนสามารถ

ยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์

พาเพนโปรตเิอส 

1.12  สรุปผลการดําเนินงานตามวตัถปุระสงค์ 

 บรรล ุ   

 บรรลบุางสว่น (ร้อยละ………….) เหตผุล   

 ไมบ่รรล ุเหตผุล   

1.13  ผลผลิต/ สิ่งท่ีได้จากการวิจยั (Outputs) (โปรดระบรุายละเอียด) 

        องค์ความรู้/ข้อมลูพืน้ฐาน ทาํให้ทราบข้อมูลพืน้ฐานของรูปร่างโมเลกุลของสารเชิงซ้อนระหว่าง 

         Au(III) กับอนุพันธ์ของสารประกอบไทอะโซอิลเอโซ และความสามารถในการพัฒนาหรือ 

         แนวทางในการนําไปใช้ประโยชน์เป็นตัวยับยัง้การทาํงานของเอนไซม์ในกลุ่มโปรตเิอส 

 สายพนัธุ์พืช/สตัว์/จลุินทรีย์   

 ผลิตภณัฑ์   

 สิ่งประดษิฐ์   

 เทคโนโลยี/นวตักรรม   

 ฐานข้อมลู/ซอฟแวร์   

 คูมื่อ  

 วิดีทศัน์    

การสร้างนกัวิจยั/สนบัสนนุนิสิตปริญญาตรี คน ปริญญาโท  คน ปริญญาเอก     1 คน 

       สนบัสนนุการศกึษาปัญหาพิเศษ            เร่ือง (ระบ)ุ              

          วิทยานิพนธ์    1         เร่ือง (ระบ)ุ Synthesis, characterization, computational studies and  

           biological activity of Au(III) with 3-(2′-thiazolylazo)-2,6- diaminopyridine as effective 

           inhibitors for pepsin and papain 

อ่ืนๆ (ระบ)ุ    

 

 

 
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1.14  ผลลพัธ์/ผลสําเร็จท่ีได้/หรือคาดวา่จะได้จากการนําผลการวิจยัไปใช้ประโยชน์ (Outcomes)  

(1)  เป้าหมายการนําไปใช้ประโยชน์ (ระบกุลุม่เป้าหมายของงานวิจยัเชิงปริมาณ/คณุภาพ) 

ด้านการศกึษา/เสริมการเรียนการสอน    ผลิตบัณทติในระดับปริญญาเอก  

ด้านการเกษตร  

ด้านอตุสาหกรรม  

ด้านทรัพยากรธรรมชาต/ิสิ่งแวดล้อม  

ด้านคณุภาพชีวิต สขุภาพอนามยั  

ด้านเศรษฐกิจ  

ด้านสงัคม  

ด้านการทํานบํุารุงศลิป ศาสนา วฒันธรรม  

ด้านการถ่ายทอดเทคโนโลยี/ฝึกอบรมแก่กลุม่เป้าหมาย  

เสนอภาครัฐ เพ่ือใช้กําหนดแผน/นโยบาย ฯลฯ   

นําความรู้ไปวิจยั/พฒันาขัน้ตอ่ไป   สามารถนําไปพัฒนาเป็นยารักษาโรคได้  

ก่อให้เกิดความร่วมมือระหว่างหนว่ยงาน/การสร้างเครือข่าย  

อ่ืนๆ (ระบ)ุ  

(2)  สรุปผลการนําผลการวิจยัไปเผยแพร่ / ถ่ายทอด ตัง้แต่เร่ิมต้นจนสิน้สุดโครงการ (ระบรุายละเอียด 

อยู่ระหวา่งดําเนินการสง่ตีพิมพ์/ตีพิมพ์แล้วในรูปแบบเอกสารอ้างอิงและแนบสาํเนาเป็น

ภาคผนวกของรายงาน) 

   ตีพิมพ์ในวารสารวิชาการตา่งประเทศ  1  เร่ือง (ระบ)ุSynthesis, characterization, and pepsin  

     inhibition study of Au(III)- 3-(2′-thiazolylazo)-2,6- diaminopyridine complex. ตีพมิพ์ใน 

     Inorganic Chemistry Communication, Volume 59 ปี 2015 หน้า 88-90.   

ตีพิมพ์ในวารสารวิชาการในประเทศ    เร่ือง (ระบ)ุ   

นําเสนอในการประชมุ/สมัมนา ตา่งประเทศ    เร่ือง (ระบ)ุ   

นําเสนอในการประชมุ/สมัมนา ในประเทศ    เร่ือง (ระบ)ุ   

นําเสนอทางวิทย/ุโทรทศัน์/Website                    เร่ือง/ครัง้ (ระบ)ุ   

นําเสนอทางนิทรรศการ                                     เร่ือง/ครัง้ (ระบ)ุ    

บทความ/เอกสารสิ่งพิมพ์/วีดีทศัน์                      เร่ือง/ครัง้ (ระบ)ุ           

ถ่ายทอด/ฝึกอบรมแก่เกษตรกร/ผู้สนใจ               เร่ือง/ครัง้ (ระบ)ุ    

ถ่ายทอดสูภ่าคเอกชน/อตุสาหกรรม/ผู้ประกอบการ (ประโยชน์เชิงพาณิชย์)       เร่ือง/ครัง้ (ระบ)ุ   

ภาครัฐนําไปใช้กําหนดแผน/นโยบาย ฯลฯ (ระบ)ุ    

มีผู้ นําผลงานวิจยัไปอ้างอิง (ระบ)ุ    

 อ่ืนๆ (ระบ)ุ     

 

 

 
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1.15  การย่ืนจด         สิทธิบตัร          อนสุิทธิบตัร      ลิขสิทธ์ิ 

                        มีศกัยภาพท่ีจะย่ืนจด (ระบ)ุ                  ย่ืนจดแล้ว เม่ือ  

1.16  ผลกระทบ (Impact) ท่ีเกิดจากการนําผลการวิจยัไปใช้ (ระบวุา่ก่อให้เกิดผลกระทบอยา่งไร) 

  ด้านความมัน่คง อาทิ การเมืองการปกครอง กฎหมาย การตา่งประเทศ โครงสร้างพืน้ฐาน และ

บริการโทรคมนาคม ฯลฯ (ระบ)ุ   

  ด้านการเศรษฐกิจ อาทิ การพาณิชยกรรม การเกษตรกรรม การอตุสาหกรรม การท่องเท่ียว 

วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี พลงังาน ฯลฯ (ระบ)ุ สามารถพัฒนาเป็นยารักษาโรคได้  

  ด้านคณุภาพชีวิตและสงัคม ศกัยภาพของคนและการศกึษา การแพทย์และสาธารณสขุ หลกัประกนั

ความมัน่คง สวสัดกิารสงัคม วฒันธรรม จริยธรรมและคา่นิยม ฯลฯ (ระบ)ุ   

  ด้านทรัพยากรธรรมชาตแิละสิ่งแวดล้อม การบริการจดัการการใช้ทรัพยากรให้เกิดประโยชน์ การ

ป้องกนัการทําลาย ลดการสญูเสีย การฟืน้ฟทูรัพยากรและสิ่งแวดล้อม ฯลฯ  

  อ่ืนๆ (ระบ)ุ   

1.17  ผลการดําเนินงานวิจยัสอดคล้องกบัยทุธศาสตร์ชาต ิในด้าน   

ยทุธศาสตร์การขจดัความยากจน 

ยทุธศาสตร์การพฒันาคนและสงัคมท่ีมีคณุภาพ 

ยทุธศาสตร์การปรับโครงสร้างเศรษฐกิจให้สมดลุ และแขง่ขนัได้ 

ยทุธศาสตร์การบริหารจดัการทรัพยากรธรรมชาตแิละสิ่งแวดล้อม 

ยทุธศาสตร์การตา่งประเทศและเศรษฐกิจระหวา่งประเทศ 

ยทุธศาสตร์การพฒันากฎหมายและสง่เสริมการบริหารกิจการบ้านเมืองท่ีดี 

ยทุธศาสตร์การสง่เสริมประชาธิปไตยและกระบวนการประชาสงัคม 

ยทุธศาสตร์การรักษาความมัง่คงของรัฐ 

ยทุธศาสตร์การรองรับการเปล่ียนแปลงและพลวตัโลก 

อ่ืนๆ โปรดระบ ุ           

1.18 ปัญหา อปุสรรค ในการดําเนินงานวิจยัและแนวทางแก้ไข ไม่มี     

1.19 งานท่ีจะทําตอ่ไป/คําชีแ้จงเพิ่มเตมิ  -       

1.20 ได้แนบ “รายงานผลการวิจัยฉบับสมบูรณ์ของโครงการ (Project)” ตามหวัข้อ ในส่วนท่ี 2          

(หน้าถดัไป)   มาด้วยแล้ว  

 

ลงช่ือ           หวัหน้าโครงการ 

(       รศ.ดร. อภสิิฏฐ์ ศงสะเสน       ) 

               /            /        วนั/เดือน/ปี ท่ีรายงาน 

 

 
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ส่วนท่ี 2           รายงานผลการวิจัยฉบับสมบูรณ์ 

โครงการวจิยัทุนอุดหนุนวจิยั มก.  ปีงบประมาณ 2558  
 

โครงการวิจัยรหัส ว-ท(ด)178.58 

ช่ือโครงการ   การศึกษาการเป็นตัวยับยัง้เอนไซม์เพปซินโปรตเิอสและพาเพนโปรตเิอสของสาร 

เชิงซ้อนของโลหะทองกับอนุพันธ์ของสารประกอบไทอะโซอิลเอโซ 

  Study on Pepsin Protease and Papain Protease Inhibitor property of gold  

  complex with thiazolyazo derivatives 
 

อภสิิฏฐ์ ศงสะเสน (1) นลวัฒน์ บุญญาลัย (2) 
Apisit Songsasen (1) Nolawat Noonyalai(2) 

 

บทคัดย่อ 

สารเชิงซ้อนของทอง(III) และ 3-(2′-thiazolylazo)-2,6-diaminopyridine (TADAP) ถูกสังเคราะห์ 

วิเคราะห์คณุลกัษณะ และศึกษาความสามารถในการยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์เพปซินและพาเพน เม่ือ

ความเข้มข้นของสารเชิงซ้อนอยู่ในช่วง 0-200 µM  โมเลกลุของสารเชิงซ้อนมีอตัราส่วนระหว่าง ทอง(III) ตอ่ 

TADAP เป็น 1:1 ท่ี pH 3.0, 4.0 และ 5.0 และมีอตัราส่วนเป็น 1:2 ท่ี pH 6.0 จากอินฟราเรดสเปกตรัม ทําให้

ทราบว่าอะตอมไนโตรเจนทัง้สองอะตอมของ TADAP เกิดพนัธะกบัทอง(III) ซึ่งสามารถยืนยนัได้จากผลการ

คํานวณทางคอมพิวเตอร์โดยวิธี Density Functional Theory (DFT) ค่าคงท่ีเสถียรภาพ (Kstab) ของสาร

เชิงซ้อนท่ี pH 6.0 มีคา่ 9.205×109 และ 3.355×109 จากวิธี continuous variation (Job’s method)และวิธี 

Benesi-Hildebrand ตามลําดบั คา่ IC50 ของสารเชิงซ้อนในการยบัยัง้เอนไซม์เพปซินและพาเพนมีคา่เท่ากบั 

10.28 µM และ 11.77 µM ตามลําดบั ซึ่งจากผลจากการทดสอบ Kinetic parameter พบว่าสารเชิงซ้อน

ดงักลา่วจดัเป็นตวัยบัยัง้แบบไมแ่ขง่ขนั 

 

คําสําคญั: เอนไซม์เพปซิน เอนไซม์พาเพน สารเชิงซ้อนของทอง(III) อนพุนัธ์ของสารประกอบไทอะโซอิลเอโซ  
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ABSTRACT 
 

Complex between Au(III) and 3-(2′-thiazolylazo)-2,6-diaminopyridine (TADAP) was 

synthesized, characterized and found to inhibit pepsin and papain activities at the concentrations 

range of 0-200 µM. The stoichiometric ratio between Au(III) and TADAP was 1:1 at pH 3.0, 4.0 and 

5.0 and 1:2 at pH 6.0. The red shifts of the IR spectrum confirmed that both N positions of the 

ligand were the donor atoms which also ensured by the computational calculation using Density 

Functional Theory (DFT). The stability constant (Kstab) of the complex at pH 6.0 was 9.205×109 and 

3.355×109 for Job’s method and Benesi-Hildebrand’s equation, respectively. The IC50 values of the 

complex were 10.28 µM for pepsin and 11.77 µM for papain. Kinetic study suggested that Au(III)-

TADAP complex could act as the uncompetitive inhibitor.  

 

Key words: Pepsin, Papain, Gold(III) complex, Thiazolyazo derivatives 

  

บทนํา 
 
ความสาํคัญ และท่ีมาของปัญหาท่ีทาํการวิจัย 

 

เพปซิน (pepsin) เป็นเอมไซม์ในกลุ่มแอสพาร์ติกโปรทีเอส (Aspartic Protease) 1 ซึ่งเอนไซม์กลุ่มนี ้

เป็นท่ีน่าสนใจเน่ืองจากเอนไซม์ในกลุ่มนีห้ลายชนิดมีความเก่ียวข้องกบัโรคท่ีกําลงัพยายามหายารักษา เช่น 

เอชไอวี-1 โปรทีเอส (HIV-1 protease) ซึ่งเป็นหนึ่งในวงจรชีวิตของเชือ้ไวรัสเอชไอวี (Human 

Immunodeficiency Virus, HIV) ซึ่งเป็นสาเหตท่ีุทําให้เกิดโรคภูมิคุ้มกันบกพร่องหรือโรคเอดส์ (Acquired 

Immune Deficiency Syndrome - AIDS)2, เบต้า-ซีครีเทส (β-secretase) เป็นเอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกนัการเกิด

โรคอลัไซม์เมอร์ (Alzheimer’s disease)3 เป็นต้น  

 

เน่ืองจากเพปซินเป็นสาเหตท่ีุทําให้เกิดโรคกรดไหลย้อน (Gastro-Esophageal Reflux Disease)4 คือ 

ภาวะท่ีมีกรดหรือนํา้ย่อยในกระเพาะอาหาร ไหลย้อนขึน้มาบริเวณหลอดอาหาร ซึ่งหลอดอาหารเป็นอวยัวะท่ี

ไม่ทนตอ่กรด จึงทําให้เกิดการอกัเสบของหลอดอาหาร ซึ่งโดยปกติหลอดอาหารจะมีการบีบตวัไล่อาหารลง

ด้านล่าง และหรููดจะทําหน้าท่ีป้องกนัการไหลย้อนของนํา้ย่อย กรด หรืออาหาร ไม่ให้ไหลย้อนขึน้มาบริเวณ

หลอดอาหาร แตใ่นปัจจบุนั หรููดส่วนนีทํ้างานได้น้อยลงในบางคน ซึ่งจะตรวจพบได้ประมาณ 1 ใน 5 คน โดย

พบในคนทัว่ไป ทกุกลุ่ม ทกุช่วงอาย ุแตจ่ะพบได้มากในคนอ้วน หรือสบูบหุร่ี และการไหลย้อนของกรด ถ้ามี

มาก อาจไหลออกนอกหลอดอาหาร อาจทําให้มีผลตอ่กล่องเสียง ลําคอ หรือปอดได้ ซึ่งหากละเลยไม่ไปพบ

แพทย์เพ่ือทําการรักษา อาจทําให้เรือ้รังกลายเป็นมะเร็งหลอดอาหารได้ 
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พาเพน (papain) เป็นเอนไซม์ในกลุ่มซีสทีอีนโปรทีเอส (Cysteine protease)5  ซึ่งเป็นเอนไซม์อีกชนิด

ท่ีมีผู้ศกึษาเน่ืองจากโครงสร้างของเอนไซม์พาเพนมีลกัษณะใกล้เคียงกบัแคสเปส (Caspases) และคาเทปซิน 

(Cathepsin) ซึ่งมีหน้าท่ีสําคญัเก่ียวกับโรคข้ออกัเสบรูมาตอยด์ (Rheumatoid arthritis) และโรคมาลาเรีย 

(Malaria)6 ดงันัน้พาเพนจึงได้กลายมาเป็นเป้าหมายในการทดสอบการยบัยัง้ เน่ืองจากมีราคาถกูเพ่ือพฒันา

เป็นยาท่ีมีประสิทธิภาพในการรักษาโรคดงักล่าวตอ่ไป  

 

ดงันัน้การศึกษาการยบัยัง้เพปซินและพาเพนนี ้จะได้ข้อมูลท่ีเป็นประโยชน์ทัง้ทางตรงและทางอ้อม 

ประโยชน์ในทางตรงคือ ทําให้สามารถท่ีนําข้อมูลวิจัยมาพัฒนาสารท่ีสนใจให้เป็นยารักษาโรคต่อไป และ

ผลประโยชน์ในทางอ้อมคือ หากสารท่ีนํามาศึกษามีแนวโน้มท่ีจะออกฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ดงักล่าว ก็อาจจะมี

แนวโน้มท่ีจะยบัยัง้สารท่ีอยู่ในกลุ่มเดียวกันได้ ดงันัน้จึงสามารถนําข้อมลูมาใช้พฒันาเป็นยารักษาโรคท่ีเกิด

จากเอนไซม์ในกลุม่เดียวกนัตอ่ไป   

 

สา ร เ ชิ ง ซ้ อน ข อง โ ลห ะ จึ ง เ ป็ น ตัว เ ลื อ กห นึ่ ง ท่ี น่ า ส นใ จ เ น่ื อง จ าก ใน อ ดีต  cis-diammine-

dichloridoplatinum(II) ซึง่เป็นท่ีรู้จกักนัในช่ือว่า cisplatin เป็นยาท่ีสามารถใช้รักษาผู้ ป่วยโรคมะเร็งและถกูใช้

ในสถานพยาบาลไม่ต่ํากว่า 30 ปี ดงันัน้ถือว่ายาชนิดนีเ้ป็นยาท่ีประสบความสําเร็จในการรักษาโรคมะเร็งตวั

หนึง่ โครงสร้างของยาชนิดนีจ้ดัเป็นสารเชิงซ้อนโลหะดงัแสดงในภาพท่ี 1  

 

 
ภาพท่ี 1 โครงสร้างของ cisplatin 

 

เน่ืองจากแพลทินมัเป็นส่วนประกอบหนึ่งใน cisplatin ทําให้สารเชิงซ้อนกลายเป็นหวัข้อท่ีน่าสนใจใน

การวิจยัเพ่ือหายาท่ีสามารถรักษาโรคมะเร็ง ด้วยเหตนีุก้ารพฒันาสารเชิงซ้อนเหล่านีจ้ึงเป็นไปอย่างรวดเร็ว

เพ่ือให้สามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการรักษาและลดผลข้างเคียงตอ่ผู้ ป่วย เน่ืองจากผลข้างเคียงของ cisplatin 

ในการรักษาโรคยงัมีผลกระทบคอ่นข้างมาก7 ดงันัน้จึงมีนกัวิจยัหลายกลุ่มท่ีสนใจในการเปล่ียนชนิดของโลหะ

และชนิดของลิแกนด์โดยมีความคาดหวงัท่ีจะสามารถสร้างยาท่ีมีประสิทธิภาพมากย่ิงขึน้และมีผลข้างเคียงท่ี

น้อยลงได้ และจากการศกึษางานวิจยัท่ีเก่ียวข้องยงัพบว่าสารเชิงซ้อนของทอง(III) สามารถออกฤทธ์ิยบัยัง้เนือ้

งอก ซึง่กําลงัพฒันาเป็นยาท่ีรักษามะเร็งเต้านม10 ดงันัน้ทอง(III) ซึ่งมีคณุสมบตัิใกล้เคียงกบัแพลทินมัจึงได้รับ

ความสนใจท่ีจะนํามาเป็นโลหะในสารเชิงซ้อนเพ่ือท่ีจะนํามาพฒันาเป็นยาตอ่ไป  

 

จากการรายงานผลของงานวิจยัจํานวนมากดงัแสดงในการทบทวนวรรณกรรมท่ีเก่ียวข้อง บ่งบอกว่า

สารเชิงซ้อนของโลหะสามารถออกฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ protease ได้ เน่ืองมาจากสมมติฐานท่ีว่า โลหะสามารถ

เกิดพนัธะโคเวเลนซ์และพนัธะไอออนิกกับบริเวณ Active site ของเอนไซม์ ซึ่งเม่ือรวมกบัคณุสมบตัิของลิ
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แกนด์ท่ีสามารถเกิดพนัธะไฮโดรเจนและแรงแวนเดอร์วาลส์9 จะทําให้สามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการยบัยัง้

เอนไซม์ protease มากย่ิงขึน้  

ดังนัน้ทางคณะผู้ วิจัยจึงมีความสนใจท่ีจะศึกษาความสามารถในการยับยัง้เอนไซม์เพปซินและ

เอนไซม์พาเพนของสารเชิงซ้อนของโลหะทองคํากับสารประกอบ 3-(2’-thiazolylazo)-2,6-diaminopyridine 

(TADAP) โดยคาดหวงัท่ีจะนํามาพฒันาเป็นยาท่ีมีประสิทธิภาพตอ่ไปในอนาคต 

 

วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

1. เพ่ือทําการสงัเคราะห์สารเชิงซ้อนของโลหะทองกบัอนพุนัธ์ของสารประกอบไทอะโซอิลเอโซ 

2. เพ่ือศกึษาความสามารถของสารเชิงซ้อนของโลหะทองท่ีเตรียมได้ ในการเป็นตวัยบัยัง้การทํางานของ

เอนไซม์เพปซินโปรตเิอสและพาเพนโปรตเิอส   

 

ขอบเขตของโครงการวิจัย 

 

 ศกึษาแนวทางในการเตรียมสารเชิงซ้อนของโลหะทอง โดยเน้นท่ี Au(III) กบัอนพุนัธ์ของสารประกอบ

ไทอะโซอิลเอโซ ในงานวิจยันีจ้ะเลือกใช้ 3-(2’-thiazolylazo)-2,6-diaminopyridine (TADAP) เม่ือเตรียมสาร

เชิงซ้อนได้แล้วจะจะศกึษาถึงโครงสร้างของสารเชิงซ้อนท่ีเตรียมได้ และนําสารเชิงซ้อนท่ีเตรียมได้ไปศกึษาการ

เกิดอนัตรกิริยากับเอนไซม์เพปซินโปรติเอสและพาเพนโปรติเอส  เพ่ือทดสอบการยบัยัง้เอนไซม์เพปซินโปรติ

เอส และเอนไซม์พาเพนโปรตเิอส   

 

 
การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (information) ท่ีเก่ียวข้อง 

 

Pascaline และคณะ7 ได้ทําการสังเคราะห์และวิเคราะห์คุณลักษณะของสารเชิงซ้อน [3,5-

Me2bpzaH2][AuCl4]Cl (โดยท่ี Me2bpza คือ bis(3,5-dimethylpyrazolyl)acetic acid) หลงัจากนัน้นําไป

ทดสอบการออกฤทธ์ิยบัยัง้การทํางานของเชือ้ไวรัสเอชไอวี จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าสารเชิงซ้อนนี ้

สามารถออกฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ reverse transcriptase และ protease ซึ่งเป็นเอนไซม์สําคญัในเชือ้ไวรัสเอช

ไอวี และเม่ือนําสารเชิงซ้อนดงักลา่วและ HAuCl4
.H2O มาเปรียบเทียบการออกฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ protease ท่ี

ความเข้มข้น 25 µM และ 100 µM พบว่ามีการยบัยัง้แบบมีนยัสําคญัของสารเชิงซ้อนของทอง(III) [3,5-

Me2bpzaH2][AuCl4]Cl ท่ีความเข้มข้น 100µM โดยมีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้เท่ากบั 63% และท่ีความเข้มข้น 25 

µM ไม่มีการออกฤทธ์ิยบัยัง้ ในขณะท่ี HAuCl4
.H2O แสดงให้เห็นเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้เท่ากบั 47% ท่ีความ

เข้มข้น 100 µM และแสดงเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้ 8% ท่ีความเข้มข้น 25 µM ดงันัน้ความสามารถในการยบัยัง้

เอนไซม์ protease นา่จะมาจากผลรวมการยบัยัง้ระหวา่ง [AuCl4]- และไอออน dipyrazolium 

 

Milacic และคณะ11 ได้ทําการศึกษาการออกฤทธ์ิของอนุพันธ์ของสารประกอบ gold(III) 

dithiocarbamate ในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเต้านมของคน พบว่าสารประกอบดงักล่าวท่ี
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ความเข้มข้น 5 µmol/L สามารถออกฤทธ์ิยบัยัง้การเจริญเติบโตของเซลล์ MDA-MB-231 ได้85% เม่ือเทียบกบั 

cisplatin ท่ีความเข้มข้นเดียวกนัพบว่ามีการยบัยัง้น้อยกว่า 20% และเม่ือเพิ่มความเข้มข้นเป็น 50 µmol/L 

พบว่า cisplatin จะมีการยบัยัง้ประมาณ 40%. นอกจากนีส้ารประกอบดงักล่าวท่ีความเข้มข้น 5 µmol/L ใช้

เวลา 2 ชัว่โมงเพ่ือเหน่ียวนําให้เซลล์ MDA-MB-231 ตาย ในขณะท่ี cisplatin ท่ีความเข้มข้น 50 µmol/L ใช้

เวลา 48 ชัว่โมงก็ไม่สามารถเหน่ียวนําให้เซลล์ตายได้ ซึ่งจากผลการทดลองนีช้่วยยืนยนัความแตกต่างของ

กลไกในการยบัยัง้ระหวา่งสารประกอบของทองและแพลทินมั  
 

Zhao and Zhou12 ได้ศึกษาแรงอันตรกิริยาของ [Au(III)(DMDT)(Cl)(H2O)]+ และ 

[Au(III)(DMDT)(H2O)2]+ (DMDT = N,N-dimethyldithio carbamate) กบับริเวณโคออร์ดิเนชนัของกรดอะมิ

โนซีสเทอีน คือ อะตอมของซลัเฟอร์ เน่ืองจากทฤษฎี Hard-Soft-Acid-Base อะตอมทองสามารถท่ีจะสร้าง

พนัธะกบัอะตอมซลัเฟอร์เน่ืองจากมีลกัษณะเป็น Soft acid และ soft base ตามลําดบั เช่นเดียวกนั หรือ

อาจจะเป็นไปได้ท่ีอะตอมของทองจะสร้างพนัธะกบัอะตอมไนโตรเจน เน่ืองจากในบางปฏิกิริยาไนโตรเจนจะ

ทําหน้าท่ีเป็นตวัให้อิเล็กตรอนท่ีดี นอกจากนีย้งัศกึษาอนัตรกิริยาระหวา่งสารเชิงซ้อนดงักล่าวกบัเบสพิวรีน บน

ดีเอ็นเอ โดยการคํานวณด้วยระเบียบวิธี density functional theory (DFT) และ B3LYP/(LanL2DZ + 6-

31G(d,p)/6-311++G (2d,2p)) จากผลการคํานวณแสดงให้เห็นว่าค่าพลังงานกระตุ้ นของ 

[Au(III)(DMDT)(Cl)(H2O)]+ น้อยกว่า [Au(III)(DMDT)(H2O)2]+ และเม่ือเปรียบเทียบค่าพลงังานอิสระ ใน

ปฏิกิริยาการแทนท่ีของ [Au(III)(DMDT)(Cl)(H2O)]+ พบว่ามีลําดบัดงันี ้ ตําแหน่งซลัเฟอร์และไนโตรเจนของ

ซีสเทอีนมีค่าใกล้เคียงกันซึ่งน้อยกว่ากวานีน, อะดีนีน และ ซีสเทอีนท่ีตําแหน่งออกซิเจน ตามลําดบั แตเ่ม่ือ

เปรียบเทียบคา่พลงังานอิสระ ในปฏิกิริยาการแทนท่ีของ [Au(III)(DMDT)(H2O)2]+ พบว่ากวานีนมีคา่ต่ําท่ีสดุ 

รองลงมาคือตําแหน่งอะตอมไนโตรเจนบนซีสเทอีน, อะดีนีน, ซีสเทอีนท่ีตําแหน่งซัลเฟอร์และท่ีตําแหน่ง

ออกซิเจนตามลําดบั จากผลการคํานวณนีทํ้าให้ทราบว่า Au(III) ชอบท่ีจะสร้างพนัธะกบัไนโตรเจนมากกว่า

ซลัเฟอร์ซึ่งอาจเป็นผลมาจากความสามารถในการให้อิเล็กตรอนของอะตอมไนโตรเจนและความเสถียรของ

โครงสร้างแบบวงท่ีมีโลหะทองเป็นส่วนประกอบ ท่ีน่าสนใจย่ิงกว่านัน้คือกวานีนจะชอบสร้างพันธะกับ 

[Au(III)(DMDT)(Cl)2] มากกว่าอะดีนีนซึ่งเป็นแนวโน้มเดียวกับ cisplatin และค่าพลงังานกระตุ้น ของสาร

เชิงซ้อนดงักล่าวเม่ือเกิดปฏิกิริยาแทนท่ีกบักวานีนและอะดีนีนยงัมีพลงังานต่ํากว่า ค่าพลงังานกระตุ้น ของ

ปฏิกิริยาการแทนท่ีของ cisplatin กับกวานีนและอะดีนีนอีกด้วย จึงทําให้เห็นว่าสารเชิงซ้อนดงักล่าวอาจ

สามารถนําไปพฒันาไปเป็นยาต้านมะเร็งในอนาคตได้  

 

Khanye และคณะ13  ได้ทําการสงัเคราะห์และวิเคราะห์คณุลกัษณะของ gold(I) thiosemicarbazone 

ด้วยเทคนิค NMR, IR และ MS นอกจากนีย้งันําไปทดสอบการออกฤทธ์ิตอ่ต้านเชือ้มาลาเรีย เน่ืองจากสาร 

thiosemicarbazone มีความสามารถการยบัยัง้เอนไซม์ cruzain ซึง่เป็นในหนึง่เอนไซม์ตระกลูซีสเทอีนโปรทีเอ

สซึ่งมีความสําคญัมากในวฏัจกัรชีวิตของ Trypanosoma cruzi โดยในการทดสอบนีจ้ะใช้ falcipain-2 เป็น

ตัวแทนของซีสเทอีนโปรทีเอสท่ีก่อให้เกิดโรคมาลาเรีย จากผลการทดสอบพบว่าสารเชิงซ้อน gold(I) 

thiosemicarbazone สามารถออกฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ falcipain-2 ได้ดีกว่าการใช้ thiosemicarbazone เพียง

อยา่งเดียว 
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Palanichamy และคณะ14 ได้สงัเคราะห์สารเชิงซ้อนทอง(III) ทัง้หมดส่ีชนิดดงันี ้[Au(Phen)Cl2]PF6, 

[Au(DPQ)Cl2]PF6, [Au(DPPZ)Cl2]PF6 และ [Au(DPQC)Cl2]PF6 โดยท่ี Phen = 1,10-phenanthroline, 

DPQ = dipyrido[3,2-d:2′,3′-f]quinoxaline, DPPZ = dipyrido[3,2-a:2′,3′-c] phenazine และ DPQC = 

dipyrido[3,2-d:2′,3′-f] cyclohexylquinoxaline ซึ่งสารเชิงซ้อนทัง้ส่ีนีแ้สดงความสามารถในการยับยัง้

เซลล์มะเร็งได้ดีกว่า cisplatin โดยมีคา่ %growth inhibition ท่ีมากกว่าและมีคา่ IC50 น้อยกว่า และท่ีน่าสนใจ

คือเม่ือทดสอบการยบัยัง้การเจริญเติบโตของเซลล์ A2780-CP70 สารเชิงซ้อนทัง้ส่ีชนิดเทียบกับ cisplatin 

พบว่า cisplatin มีคา่ IC50 เท่ากบั 100 µM ในขณะท่ีสารเชิงซ้อนทัง้ส่ีสารมีคา่ IC50 ท่ีต่ํากว่า โดยสารเชิงซ้อน

ท่ีมีคา่ IC50 สงูสดุ จะมีคา่เพียง 52 µM และเม่ือทดสอบกบัเซลล์ A2780 พบว่าคา่เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้การ

เจริญเติบโตของ[Au(DPQ)Cl2]PF6 มีคา่เท่ากับ 84% ซึ่งเม่ือเทียบกับ cisplatin ท่ีความเข้มข้นเดียวกนัมีค่า

เพียง 47% จากผลการทดสอบชีใ้ห้เห็นว่าสารเชิงซ้อนดงักล่าวอาจสามารถนํามาพฒันาเป็นยาต่อไปใน

อนาคตได้ 

 

Florence และคณะ9 ได้ทําการสงัเคราะห์สารเชิงซ้อนของทองแดง(II) โดยมี N1-(4-methyl-2-

pyridyl)-2,3,6-trimethoxybenzamide เป็นลิแกนด์  โดยมีความคาดหวงัท่ีจะใช้สารเชิงซ้อนดงักล่าวมายบัยัง้

เอนไซม์ protease ท่ีอยูใ่นเชือ้ไวรัสเอชไอวี-1 โดยอาศยัหลกัการท่ีว่าสารเชิงซ้อนระหว่างโลหะและสารอินทรีย์

สามารถเข้าจับกับตําแหน่งบริเวณเร่งของเอนไซม์ protease ได้อย่างแข็งแรง เน่ืองมาจากการรวม

ความสามารถระหว่างโลหะท่ีสามารถเกิดพนัธะโคเวเลนซ์และพนัธะไอออนิก กับคุณสมบตัิของลิแกนด์ท่ี

สามารถเกิดพนัธะไฮโดรเจนและแรงแวนเดอร์วาลส์ ซึ่งงานวิจัยนีต้ัง้อยู่บนสมมติฐานท่ีว่าไอออนของโลหะ

สามารถจับกับบริเวณเร่งของเอนไซม์ protease ผ่านทางโมเลกุลนํา้ซึ่งจะสามารถหยุดยัง้การทํางานของ

เอนไซม์ได้ และนอกจากนีก้ารออกแบบลิแกนด์ให้มีขนาดพอดีกบัช่องในตําแหน่งบริเวณ Active site เป็นอีก

ปัจจยัหนึง่ในการยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์ จากผลการทดลองพบว่าความสามารถในการยบัยัง้การทํางาน

ของเอนไซม์ protease เม่ือเปรียบเทียบระหว่างสารเชิงซ้อนดงักล่าวกับ CuCl2  ชีใ้ห้เห็นว่าสารเชิงซ้อนของ

ทองแดงสามารถออกฤทธ์ิยบัยัง้ได้ดีกวา่ไอออนทองแดงท่ีความเข้มข้นเดียวกนั 

 

ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 

 

1.ทําให้ทราบแนวทางการนําสารเชิงซ้อนของโลหะทองกบัอนพุนัธ์ของสารประกอบไทอะโซอิลเอโซ มา

ใช้ในการยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์เพปซินโปรตเิอสและพาเพนโปรติเอส ซึ่งอาจนําไปสู่การพฒันายารักษา

โรคหรือการนําไปสูก่ารยบัยัง้เอนไซม์ชนิดอ่ืนซึง่จดัอยูใ่นกลุม่เดียวกนั 

2. สามารถผลิตนกัวิจยัคือ นิสิตในระดบับณัฑิตศกึษา 

3. เผยแพร่ผลงานวิจยัในวารสารทัง้ในระดบันานาชาต ิและระดบัชาต ิ
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วิธีวิจัย 
 

อุปกรณ์ 

 

1. UV-Vis spectrophotometer, Perkin Elmer Lambda 35 

2. Fourier transform infrared spectrometer, Perkin Elmer system 2000  

3. NMR spectrometer, INNOVA 400   

4. Fluorescence spectrometer, Perkin Elmer LS 45 

5. Mass spectrometer, Agilent 1100 

P 

สารเคมี 

 

1. 2-aminothiazole  
2. 2,6-diaminopyridine  
3. Acetic acid  
4. Acetone  
5. Benzyl bromide  
6. L-Cystiene 
7. Dichloromethane  
8. Dimethylsulfoxide, d-6 
9. Double distilled water  
10. E-64 
11. Ethyl alcohol  
12. Hydrochloric acid  
13. Methyl alcohol  
14. Nitric acid  
15. Papain 
16. Papstatin A 
17. Pepsin 
18. Perchloric acid  
19. Potassium bromide  
20. Potassium tetrachloroaurate(III)  
21. Sephadex LH-20 
22. Silica gel 600 (063-0.200 mm)  
23. Sodium acetate andydrous  
24. Sodium acetate trihydrate  
25. Sodium chloride 
26. Sodium dihydrogen phosphate  
27. Sodium hydrogen phosphate  
28. Sodium hydroxide  
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29. Sodium nitrite  
30. Sodium phosphate  
31. Tetrahydrofuran 
32. Tris(hydroxymethyl)aminomethane  
33. Yellow Head Virus (YHV) peptide 
34. Z-Phe-Arg-NMec peptide 

 

ขัน้ตอนการเตรียมสารเชิงซ้อนทอง(III) 

 

1. สงัเคราะห์ 3-(2’-thiazolylazo)-2,6-diaminopyridine (TADAP) 

ละลายสาร 2-aminothiazole 1 กรัม ในสารละลาย 6M hydrochloric acid 16 มิลลิลิตร จากนัน้

ละลาย sodium nitrite 0.7 กรัม ในนํา้เล็กน้อย สารละลายทัง้สองจะถกูแช่อยู่ในถาดนํา้แข็งเพ่ือลดอณุหภูมิ 

ค่อยๆเทสารละลาย 2-aminothiazole ลงในสารละลาย sodium nitrite อย่างช้าๆ ละลายสาร 2,6 

diaminopyridine 1 กรัม ในสารละลาย 4M hydrochloric acid 40 มิลลิลิตรซึ่งถกูแช่อยู่ในถาดนํา้แข็ง

เชน่เดียวกนั จากนัน้นําสารละลายท่ีผสมในขัน้ตอนท่ีแล้วเทลงในสารละลาย 2,6 diaminopyridine กรองและ

ล้างตะกอนด้วยนํา้เย็น จากนัน้นําของแข็งท่ีได้ไปตกผลกึในตวัทําละลายผสมระหว่าง Methanol และ Hexane 

นําไปวิเคราะห์ด้วย FT-IR (KBr), 1H NMR และ Mass spectroscopy  
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2. สงัเคราะห์สารเชิงซ้อนทอง(III) ท่ีมี 3-(2’-thiazolylazo)-2,6-diaminopyridine เป็นลิแกนด์ 

  ละลายสาร potassium tetrachloroaurate(III) 0.1814 กรัม ในสารละลาย tetrahydrofuran 2 

มิลลิลิตร หลงัจากนัน้จึงเติมสารละลาย 3-(2’-thiazolylazo)-2,6-diaminopyridine 0.1056 กรัม ท่ีละลายอยู ่

tetrahydrofuran 25 มิลลิลิตร ผสมสารละลายทัง้สองในขวดก้นกลม 50 มิลลิลิตร แล้วจึงเติม sodium 

chloride 0.0058 g ลงในสาละลาย จากนัน้ทําการรีฟลกัซ์นานเป็นเวลา 8 ชม. หลงัจากระเหยสารละลาย

ออกไปจะได้ตะกอนซึ่งนําไปทําให้บริสุทธ์ิโดยการแยกสารด้วยโครมาโทกราฟีโดยมีคอลมัน์เป็น Sephadex 

LH-20 และใน methanol เป็นเฟสเคล่ือนท่ี (mobile phase) วิเคราะห์ด้วย FT-IR (KBr) และ 1H NMR   

 

 

3. ศกึษาโครงสร้างของสารเชิงซ้อนทอง(III) ท่ีมี 3-(2’-thiazolylazo)-2,6-diaminopyridine เป็นลิแกนด์ 

ศกึษาโครงสร้างด้วยวิธี continuous variation  ท่ี pH 3.0 ถึง 6.0 โดยการเตรียม stock solutions 

ของทอง(III) และ TADAP ท่ีมีความเข้มข้นเท่ากนัคือ 4.0×10-3 M หลงัจากนัน้เตรียมสารละลายตวัอย่างโดย

การผสม stock solutions ทัง้สองในปริมาณตา่งกนัซึ่งความเข้มข้นรวมระหว่างทอง(III) และ TADAP มีค่า



สวพ-ว-5(ด)  

 (หน้า 13) 

เทา่กนั นําสารละลายมาวดัการดดูกลืนแสงด้วย UV-Vis spectrophotometer ท่ี 600 นาโนเมตร จากนัน้สร้าง

กราฟระหว่างค่าอตัราส่วนโมลของ TADAP กับคา่การดดูกลืนแสง ท่ีจุดท่ีค่าการดดูกลืนแสงจะทําให้ทราบ

อตัราส่วนของทอง(III) และ TADAP ในสารเชิงซ้อน และหาคา่คงท่ีเสถียรภาพ (stability constant) ด้วยวิธี 

continuous variation และสมการของ Benesi-Hildebrand  

 

4. การวิเคราะห์ทางคอมพิวเตอร์ 

การคํานวณจะใช้โปรแกรม GAUSSIAN ด้วยหลกัการคํานวณแบบ Density functional (DFT) ใช้

พารามิเตอร์ฟังก์ชนัของ B3LYP (Becke, Lee- Yang-Parr correlation functional) และมีเบสิคเซตคือ 6-

31G(d) สําหรับทุกอะตอมยกเว้นทองท่ีจะใช้เบสิคเซตเป็น LANL2DZ เน่ืองจากจะมีความเหมาะสมในการ

คํานวณอะตอมทองมากกว่า จากการคํานวณจะทําให้ทราบถึงพลงังานและพารามิเตอร์ของพนัธะของสาร

เชิงซ้อน และคา่พลงังาน Enthalpy of formation (∆Hf ) จะคํานวณตามสมการด้านลา่ง 

 

∆Hf = [(Hcomplex)] - [(HAu(III))+2(HTADAP)] 

 

โดย Hcomplex คือคา่พลงังานทัง้หมดของสารประกอบเชิงซ้อนส่วน HAu(III) และ HTADAP คือคา่พลงังานของทอง 

(III) และ TADAP 

 

ขัน้ตอนการทดสอบ protease assay 

 

1. การยบัยัง้เอนไซม์เพปซิน 

วิธีการทดสอบจะทําตามวิธีของ Gomes16 โดยจะมีการเปล่ียนแปลงเล็กน้อย โดย Yellow head virus 

(YHV) ทําหน้าท่ีเป็นเพปไทด์ซึ่งเป็นตวัชีว้ัดความสามารถในการตดัของเอนไซม์เพปซิน มีโครงสร้างคือ 

DABCYL-Lys-Ala-Val-His-Tyr-Leu-Glu-His-Asn-Val-Lys-Glu-EDANS16 ในหลอดทดสอบจะบรรจุ

สารละลายทัง้หมด 400 μL ประกอบไปด้วยเพปซิน (2.5 μM) ตวัยบัยัง้ (0-200 µM) ใน บฟัเฟอร์ sodium 

acetate (0.05 M, pH 4.0) หลงัจากนัน้นําไปบม่ (incubate) ท่ีอณุหภูมิ 37 oC เป็นเวลาหนึ่งชัว่โมง จากนัน้

เติมเพปไทด์ YHV (2.5 μM) แล้ววดัคา่ฟลอูอเรสเซนซ์เป็นเวลา 10 นาทีท่ีความยาวคล่ืนกระตุ้น (Excitation 

wavelength) 336 nm และความยาวคล่ืนปลดปล่อย (Emission wavelength) 490 nm ในการทดสอบนี ้

Pepstatin A จะถูกใช้เป็นตวัยบัยัง้อ้างอิง และคา่ IC50 จะคํานวณจากความเข้มข้นของตวัยบัยัง้ท่ีทําให้

ความสามารถในการทํางานของเพปซินลดลงคร่ึงหนึง่ ดงัแสดงในภาพ  
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2. การยบัยัง้เอนไซม์พาเพน 

วิธีการทดสอบจะทําตามวิธีของ Gawlik and Gutowicz 17 โดยจะมีการเปล่ียนแปลงเล็กน้อย Z-Phe-

Arg-NMec ทําหน้าท่ีเป็นเพปไทด์ซึ่งเป็นตวัชีว้ดัความสามารถในการตดัของเอนไซม์พาเพน19  ในหลอด

ทดสอบจะบรรจสุารละลายทัง้หมด 400 μL ประกอบไปด้วยพาเพน (8 nM) ตวัยบัยัง้ (0-200 µM) ซีสเทอีน (4 

mM) ใน บฟัเฟอร์ phosphate (0.1 M, pH 6.8) หลงัจากนัน้นําไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 40 oC เป็นเวลา 5 นาที 

จากนัน้เติม เพปไทด์ Z-Phe-Arg-NMec (5 μM) แล้ววดัคา่ฟลอูอเรสเซนซ์เป็นเวลา 10 นาทีท่ีความยาวคล่ืน

กระตุ้น (Excitation wavelength) 380 nm และความยาวคล่ืนปลดปล่อย (Emission wavelength) 460 nm 

ในการทดสอบนี ้E-64 จะถกูใช้เป็นตวัยบัยัง้อ้างอิง และคา่ IC50 จะคํานวณจากความเข้มข้นของตวัยบัยัง้ท่ีทํา

ให้ความสามารถในการทํางานของพาเพนลดลงคร่ึงหนึง่  

 

3. ขัน้ตอนการทดสอบ Kinetic parameter ของเอนไซม์เพปซิน 

วิธีการทดสอบจะทําตามวิธีของ Gomes15 โดยจะมีการเปล่ียนแปลงเล็กน้อย Yellow head virus 

(YHV) ทําหน้าท่ีเป็นเพปไทด์ซึ่งเป็นตัวชีว้ัดความสามารถในการตัดของเอนไซม์เพปซินมีโครงสร้างคือ 

DABCYL-Lys-Ala-Val-His-Tyr-Leu-Glu-His-Asn-Val-Lys-Glu-EDANS17 ในหลอดทดสอบจะบรรจุ

สารละลายทัง้หมด 500 μl ประกอบไปด้วยเพปซิน (2.5 μM) ตวัยบัยัง้(12.5 และ 24.5 µM) ใน บฟัเฟอร์ 

sodium acetate (0.05 M, pH 4.0) หลงัจากนัน้นําไปบม่ (incubate) ท่ีอณุหภูมิ 37 oC เป็นเวลาหนึ่งชัว่โมง

จากนัน้เติมสบัเสตรทเพปไทด์ (0.625-10 μM) แล้ววดัคา่ฟลอูอเรสเซนซ์เป็นเวลา 10 นาทีท่ีความยาวคล่ืน

กระตุ้น (Excitation wavelength) 336 nm และความยาวคล่ืนปลดปล่อย (Emission wavelength) 490 nm 

ในการทดสอบนี ้Pepstatin A จะถกูใช้เป็นตวัยบัยัง้อ้างอิง และคา่ Km และ Vmax จะเป็นคา่ท่ีได้จากการสร้าง

กราฟให้เข้ากับอตัราเร่ิมต้นเทียบกับความเข้มข้นของซบัสเตทโดยผ่านสมการของ Michaelis-Menten ดงั

แสดงในภาพ 
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4. ขัน้ตอนการทดสอบ Kinetic parameter ของเอนไซม์พาเพน 

วิธีการทดสอบจะทําตามวิธีของ Gawlik and Gutowicz 17 โดยจะมีการเปล่ียนแปลงเล็กน้อย Z-Phe-

Arg-NMec จําทําหน้าท่ีเป็นเพปไทด์เป็นตวัชีว้ดัความสามารถในการตดัของเอนไซม์พาเพน18  ในหลอด

ทดสอบจะบรรจสุารละลายทัง้หมด 400 μl ประกอบไปด้วยพาเพน (8 nM) ตวัยบัยัง้(12.5 และ 25.0 µM) ซีส

เทอีน (4 mM) ใน บฟัเฟอร์ phosphate (0.1 M, pH 6.8) หลงัจากนัน้นําไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 40 oC เป็นเวลา 5 

นาที จากนัน้เติม เพปไทด์ Z-Phe-Arg-NMec (0-7.6 μM) แล้ววดัคา่ฟลอูอเรสเซนซ์เป็นเวลา 10 นาทีท่ีความ

ยาวคล่ืนกระตุ้น (Excitation wavelength) 380 nm และความยาวคล่ืนปลดปล่อย (Emission wavelength) 

460 nm ในการทดสอบนี ้E-64 จะถกูใช้เป็นตวัยบัยัง้อ้างอิง และคา่ Km และ Vmax จะเป็นคา่ท่ีได้จากการสร้าง

กราฟให้เข้ากบัอตัราเร่ิมต้นเทียบกบัความเข้มข้นของซบัสเตทโดยผา่นสมการของ Michaelis-Menten 

 

 

ผลและวิจารณ์ 
 

วิเคราะห์โครงสร้างของสารเชิงซ้อนทอง(III) 

 

1. วิเคราะห์ 3-(2’-thiazolylazo)-2,6-diaminopyridine ด้วย FT-IR (KBr), 1H NMR และ Mass 

spectroscopy 
1H NMR: (DMSO-d6): δ 6.108 (1H, d, HA, J = 9.17 Hz.), 7.415 (1H, d, HB, J = 3.48 Hz.), 

7.570 (1H, d, HC, J = 8.97 Hz.) และ 7.722 (1H, d, HD, J = 3.48 Hz.) ดงัแสดงในภาพท่ี 2  
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IR (KBr cm-1): 3335 cm-1, 3217 cm-1 (w, N-H stretch), 3082 cm-1 (w, C-H stretch aromatic), 

1660 cm-1 (s, C=N stretch), 1631 cm-1 (s, N-H bend aromatic) 1454 cm-1 (m, N=N stretch), 1292 

cm-1 (s, C-N stretch) และ 1159 cm-1 (m, C-S stretch)  

MS: m/z (relative intensity): 221.4 (100), 136.4 (19), 108.4 (52), 81.5 (20). 
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ภาพท่ี 2 1H NMR spectrum ของ 3-(2’-thiazolylazo)-2,6-diaminopyridine (TADAP) 

 

2. วิเคราะห์สารเชิงซ้อนทอง(III) ท่ีมี 3-(2’-thiazolylazo)-2,6-diaminopyridine เป็นลิแกนด์ด้วย FT-IR (KBr )

และ 1H NMR   

1H NMR: (DMSO-d6): δ 6.741 (1H, s, HA), 7.510 (1H, d, HB, J = 3.50 Hz.), 7.767 (1H, s, HC) 

และ 7.794 (1H, d, HD, J = 3.48 Hz.) ดงัแสดงในภาพท่ี 3  

IR (KBr cm-1): 3322 cm-1 (w, N-H stretch), 3187 cm-1 (w, C-H stretch aromatic), 1606 cm-1 (s, 

N-H bend aromatic) 1405 cm-1 (m, N=N stretch), 1210 cm-1 (s, C-N stretch) และ 1122 cm-1 (m, C-S 

stretch). 
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ภาพท่ี 3 แสดงการเปรียบเทียบ1H NMR spectrum ของ a) 3-(2’-thiazolylazo)-2,6-diaminopyridine 

b) สารประกอบเชิงซ้อนทอง(III) ท่ีมี 3-(2’-thiazolylazo)-2,6-diaminopyridine เป็นลิแกนด์ 

 

3. วิเคราะห์โครงสร้างของสารเชิงซ้อนทอง(III) ท่ีมี 3-(2′-thiazolylazo)-2,6-diaminopyridine เป็น    ลิแกนด์ 

อตัราส่วนระหว่างทอง(III) และ TADAP จะเป็น 1:1 ท่ี pH 3.0, 4.0 และ 5.0 และเป็น 1:2 ท่ี pH 6.0 

ซึ่งอาจเป็นผลมาจากปริมาณของไอออนคลอไรด์ในสารละลาย เน่ืองจากท่ี pH 3.0, 4.0 และ 5.0 มีปริมาณ

ไอออนของคลอไรด์มากทําให้ไอออนของทองจะเกิดสารเชิงซ้อนกับไอออนของคลอไรด์ซึ่งทําให้อัตราส่วน

ระหว่างทอง(III) และ TADAP จะเป็น 1:1 แต่ในขณะท่ี pH 6.0 ปริมาณของไอออนคลอไรด์น้อยจึงทําให้

อตัราสว่นระหวา่งทอง(III) และ TADAP จะเป็น 1:2  

คา่คงท่ี stability ของสารประกอบเชิงซ้อนท่ี pH 6.0 มีค่า 9.205×109 และ 3.355×109 จากวิธี 

continuous variation และสมการของ Benesi-Hildebrand ตามลําดบั 
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ภาพท่ี 4 กราฟ continuous variation ระหวา่งทอง(III) และ TADAP ในสาะละลายบฟัเฟอร์ฟอสเฟต pH (ก) 

3.0, (ข) 4.0, (ค) 5.0 และ (ง) 6.0. 

 

 ท่ี pH 6.0 จากคา่เอนทาลปีของการเกิด (Enthalpy of formation) ทําให้ทราบว่าสารประกอบเชิงซ้อน

ทอง(III) กบั TADAP มีอตัราสว่นเป็น 1:2 และมีลกัษณะโครงสร้างเป็นส่ีเหล่ียนแบนราบ ซึง่โครงสร้างท่ีมี

พลงังานต่ําสดุคือ -1445.21 kcal/mol เป็นโครงสร้างท่ีทองเกิดพนัธะกบัไนโตรเจนของลิแกนด์ส่ีอะตอม

(รูปภาพ 5ก)  

 นอกจากนีก้ารเล่ือนของพีค IR สามารถชว่ยยืนยนัการเกิดพนัธะระหวา่งอะตอมท่ีให้อิเล็กตรอนกบัโลหะ

ดงันี ้N-H stretching จาก 3435 cm-1 และ 3217 cm-1 ไป 3322 cm-1, N=N stretching จาก 1454 cm-1 ไป 

1405 cm-1, C-N stretching จาก 1292 cm-1 ไป 1210 cm-1 และ C-S stretching และ 1159 cm-1 ไป 1122 

cm-1. การเกิด red shifts ของสเปกตรัมของ IR เน่ืองจากการลดลงของอนัดบัพนัธะ (bond order) ของอะตอม

ท่ีให้อิเล็กตรอน และเน่ืองจากการเคล่ือนเกิดขึน้ในพนัธะ C- N (∆C-N stretching 82 cm-1) มากกวา่พนัธะ 

C-S (∆C-S stretching 37 cm-1) จงึชว่ยยืนยนัการเกิดพนัธะระหวา่งไนโตรเจนกบัทอง(III) มีความเป็นไปได้

มากกวา่ซลัเฟอร์กบัทอง(III) 
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ตารางท่ี 1 คา่เอนทาลปีของการเกิด (Enthalpy of formation, ∆Hf) ของโครงสร้างท่ีมีความเป็นไปได้และ

ประจขุองอะตอมของสารประกอบเชิงซ้อนของทอง (III) และ TADAP จากการคํานวณโดยโปรแกรม 

Gaussian09 ท่ี B3LYP ท่ีมีเบสิคเซตเป็น 6-31G(d) และ LANL2DZ  

 

Models 

 

Enthalpy of formation 

(kcal/mol) 

Atomic charge distributions 

Au N S 

NN-Au-NN -1445.21 +0.276 -0.525 +0.346 

NN-Au-NS -1416.58 +0.122 -0.381 +0.319 

NS-Au-NS -1410.84 +0.100 -0.391 +0.327 

  

ด้านบน ด้านข้าง 

(ก) 

 
 

ด้านบน ด้านข้าง 

(ข) 

  

ด้านบน ด้านข้าง 

(ค) 

ภาพท่ี 5 โครงสร้างทัง้หมดท่ีเป็นไปได้ของสารเชิงซ้อนระหวา่งทอง(III) และ TADAP (1:2) 

                  (ก) NN-Au-NN,   (ข)NN-Au-NS และ (ค) NS-Au-NS     
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การทดสอบ protease assay 

  

1. การยบัยัง้เอนไซม์เพปซินและพาเพน 

จากการศกึษาความสามารถในการยบัยัง้เอนไซม์เพปซินของสารเชิงซ้อนทอง(III) และ TADAP พบว่า

คา่ IC50 ของสารเชิงซ้อนทอง(III) และ TADAP (ตารางท่ี 2) มีค่าต่ํากว่าค่า IC50 ของทอง(III) และ TADAP 

ประมาณ 2 และ 2.7 เท่าตามลําดบั ชีใ้ห้เห็นว่าการเกิดสารเชิงซ้อนสามารถเพิ่มความสามารถในการยบัยัง้

เอนไซม์เพปซินและ ความสามารถดงักล่าวนีไ้ม่ได้มากจากผลของการรวมความสามารถในการยบัยัง้ของทอง

(III) และ TADAP แต่มาจากความสามารถของสารเชิงซ้อนเอง แต่อย่างไรก็ตามเม่ือนําค่า IC50 ของสาร

เชิงซ้อนทอง(III) และ TADAP ยงัคอ่นข้างสงูเม่ือเปรียบเทียบกบัตวัยบัยัง้ Pepstatin A  

ในการศกึษาความสามารถในการยบัยัง้เอนไซม์พาเพนของสารเชิงซ้อนทอง(III) และ TADAP พบว่า

คา่ IC50 ท่ีได้มีแนวโน้มท่ีสอดคล้องกบัการศกึษาการยบัยัง้เพปซิน ซึ่งคา่ IC50 ของสารเชิงซ้อนทอง(III) และ 

TADAP (ตารางท่ี 2) มีคา่ต่ํากว่าคา่ IC50 ของทอง(III) และ TADAP ประมาณ 6.5 และ 2.3 เท่าตามลําดบั แต่

ยงัไม่ดีมากพอเม่ือเปรียบเทียบกับตวัยับยัง้ E-64 จากผลการศึกษานีทํ้าให้ทราบว่าสารเชิงซ้อนดงักล่าว

สามารถยบัยัง้เอนไซม์โปรทิเอสทัง้สองชนิดได้แตย่งัต้องได้รับการพฒันาตอ่ไป 

 

ตารางท่ี 2 คา่ IC50 และคา่ความคลาดเคล่ือนของตวัยบัยัง้เพปซินและพาเพน 
 

ตวัยบัยัง้ 
IC50(µM) 

เพปซิน พาเพน 

ทอง(III) 19.63 ± 1.12 76.68 ± 12.39 

TADAP 27.78 ± 4.40 27.65 ± 6.99 

สารเชิงซ้อนทอง(III) และ TADAP 10.28 ± 1.35 11.77 ± 0.59 

Pepstatin A 0.08 ± 0.01 - 

E-64 - 3.37 ± 0.75 nM 

 

2. การทดสอบ Kinetic parameter ของเอนไซม์เพปซินและพาเพน 

 ในการทดสอบ Kinetic parameter ของเอนไซม์เพปซิน (ภาพท่ี 6 และตารางท่ี 3) พบว่าเม่ือไม่มีตวั

ยบัยัง้ Km และ Vmax จะมีคา่เท่ากบักบั 3.4 µM และ 54 nmol/minute ตามลําดบั ซึ่งคา่ Km ท่ีได้นีมี้ความ

คล้ายคลึงกบัคา่ท่ีได้จากงานวิจยัของ Yonezawa และคณะ19 ซึ่งศกึษาเอนไซม์เพปซินกบัเพปไทด์ Dns-Ala-

Phe-Trp-Val-Leu-OCH2Py ได้ค่า Km  เท่ากับ 80 µM ซึ่งความแตกตา่งของค่า Km นีน้่าจะมาจากความ

แตกตา่งของสิ่งแวดล้อมในการทดสอบและชนิดของเพปไทด์ท่ีแตกตา่งกนั และจากการศกึษาสารเชิงซ้อนท่ีทํา

หน้าท่ีเป็นตวัยบัยัง้ท่ีความเข้มข้น12.5 µM และ 25 µM พบว่าเม่ือคา่ความเข้มข้นของสารเชิงซ้อนสงูขึน้จะทํา

ให้คา่ Km และ Vmax มีคา่ต่ําลง จากข้อมลูนีชี้ใ้ห้เห็นว่าสารเชิงซ้อนทอง(III) และ TADAP จดัเป็นตวัยบัยัง้แบบ

ไมแ่ขง่ขนั (uncompetitive inhibitor) 
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จากการทดสอบ Kinetic parameter ของเอนไซม์พาเพน (ตารางท่ี 3) พบว่าเม่ือไม่มีตวัยบัยัง้ Km และ 

Vmax จะมีคา่เท่ากบักบั 142.6 µM และ 398.9 nmol/minute ตามลําดบั ซึ่งคา่ Km ท่ีได้นีมี้ความคล้ายคลึงกบั

ค่าท่ีได้จากงานวิจยัของ Ménard และคณะ20 ซึ่งศึกษาเอนไซม์เพปซินกับเพปไทด์ชนิดเดียวกัน ได้ค่า Km  

เทา่กบั 420 µM ซึง่ความแตกตา่งของคา่ Km นีน้่าจะมาจากความแตกตา่งของสิ่งแวดล้อมในการทดสอบและ

วิธีทดสอบท่ีแตกตา่งกนั และจากการศกึษาสารเชิงซ้อนท่ีทําหน้าท่ีเป็นตวัยบัยัง้ท่ีความเข้มข้น12.5 µM และ 

25 µM พบว่าเม่ือคา่ความเข้มข้นของสารเชิงซ้อนสูงขึน้จะทําให้คา่ Km และ Vmax มีค่าต่ําลง จากข้อมลูนี ้

ชีใ้ห้เห็นวา่สารเชิงซ้อนทอง(III) และ TADAP จดัเป็นตวัยบัยัง้แบบไมแ่ขง่ขนั (uncompetitive inhibitor) 

 
ภาพท่ี 6 กราฟ Michaelis-Menten ของสารเชิงซ้อนทอง(III) และ TADAP ในการยบัยัง้เพปซิน  

 

ตารางท่ี 3 คา่ Km และ Vmax ของสารเชิงซ้อนทอง(III) และ TADAP ในการยบัยัง้เพปซินและพาเพน 

 

ตวัยบัยัง้ 

เพปซิน* พาเพน* 

Km  

(µM) 

Vmax  

(nmol/minute) 

Km  

(µM) 

Vmax 

(nmol/minute) 

ไมมี่ตวัยบัยัง้ 3.4 ± 1.6 54.0 ± 10.5 142.6 ± 53.6 398.9 ± 131.9 

12.5 µM สารเชิงซ้อนทอง(III) 

และ TADAP 

2.6 ± 1.4 32.4 ± 6.5 5.2 ± 1.2 1.5 ± 0.2 

25 µM สารเชิงซ้อนทอง(III) 

และ TADAP 

2.4 ± 1.2 15.6 ± 1.2 1.8 ± 0.4 0.4 ± 0.0 

*** ไมส่ามารถเปรียบเทียบคา่ Km และ Vmax ระหวา่งเอนไซม์ได้เน่ืองจากใช้เพปไทด์คนละชนิดกนั 
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สรุปและเสนอแนะ 

 

สารเชิงซ้อนของทอง(III) และ 3-(2′-thiazolylazo)-2,6-diaminopyridine (TADAP) มีอตัราส่วนเป็น 

1:1 ท่ี pH 3.0, 4.0 และ 5.0 และท่ี pH 6.0 เป็น 1:2 จากผลของสเปกตรัมของ IR ทําให้ทราบว่าอะตอม

ไนโตรเจนทัง้สองอะตอมของ TADAP เกิดพนัธะกับทอง(III) ซึ่งสามารถยืนยนัได้จากผลการคํานวณทาง

คอมพิวเตอร์ด้วยการคํานวณด้วยหลกัการคํานวณแบบ Density functional (DFT) ใช้พารามิเตอร์ฟังก์ชนัของ 

B3LYP มีเบสิคเซตคือ 6-31G(d) สําหรับทกุอะตอมยกเว้นทองท่ีจะใช้เบสิคเซตเป็น LANL2DZ และคา่คงท่ี 

stability ของสารประกอบเชิงซ้อนท่ี pH 6.0 มีคา่ 9.205×109 และ 3.355×109 จากวิธี continuous variation 

และสมการของ Benesi-Hildebrand ตามลําดบั สารเชิงซ้อนดงักล่างยงัมีความสามารถในการยบัยัง้เอนไซม์

เพปซินและพาเพนโดยมีคา่ IC50 เท่ากับ 10.28 µM และ 11.77 µM ตามลําดบั ซึ่งจากผลจากการทดสอบ 

Kinetic parameter พบวา่สารเชิงซ้อนดงักลา่วจดัเป็นตวัยบัยัง้แบบไมแ่ขง่ขนั 
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