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บทที่  3 
วิธีการด าเนินงานวิจัย 

 

3.1 การทดลองทั่วไป 
 

ตัวท ำละลำยอินทรีย์ได้แก่ hexane, dichloromethane (DCM), ethyl acetate และ 
methanol (เกรดกำรค้ำ, Zen point) ที่ใช้ส ำหรับกำรท ำคลอลัมน์โครมำโทกรำฟีถูกน ำมำผ่ำน
กระบวนกำรกลั่นก่อนน ำไปใช้ทุกครั้ง ส่วนสำรเคมีที่ได้จำกกำรซื้อจะน ำมำใช้โดยปรำศจำกกำรท ำสำร
ให้บริสุทธิ์ 
 ตัวท ำละลำยพิริดีน (เกรดวิเครำะห,์ Lab scan) ที่ใช้ในกำรทดลอง ถูกน ำมำผ่ำนกระบวนกำร
กลั่นที่อุณหภูมิ 115 – 116 องศำเซลเซียส และเติมโซเดียมไฮดรอกไซด์เพ่ือดูดน้ ำ ระยะเวลำในกำรใช้ 
30 วัน 
 สำรเคมีที่ใช้เป็รสำรตั้งต้นและรีเอเจนต์ในกำรสังเครำะห์เป็นเกรดวิเครำะห์ของบริษัท Fluka 
และ Aldrich ไม่ได้ผ่ำนกำรท ำให้บริสุทธิ์ด้วยกำรกลั่น 
 กำรวิเครำะห์ด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมำโทกรำฟีท ำให้ปรำกฏบนแผ่น aluminium sheet 
silica  gel  F254  Merck ตรวจสอบจุดของสำรผลิตภัณฑ์ด้วยกำรดูดกลืนแสงอัลตรำไวโอเลตที่ควำม
ยำวคลื่น 254 และ 366 นำโนเมตร และ/หรือโดยกำรย้อมด้วย anisaldehyde reagent แล้วให้ควำม
ร้อนแผ่น TLC บนแผ่นให้ควำมร้อนที่อุณหภูมิ 110 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 5 นำท ี
 กำรแยกสำรสังเครำะห์ให้บริสุทธิ์ท ำโดยใช้เทคนิคคอลัมน์โครมำโทกรำฟี ใช้เฟสคงที่คือ Silica 
gel 60 0.04-0.06 mm (Scharlau GE0048) ใช้เฟสเคลื่อนที่คือ ตัวท ำละลำยผสมระหว่ำง hexane : 
ethyl acetate  
 สเปกตรัม 1H NMR และ 13C NMR บันทึกโดยเครื่องฟูเรียทรำนส์ฟอร์มนิวเคลียร์แมกเนติกเร
โซแนนซ์ BRUKER รุ่น Avance DPX 300 ควำมถี่ 300 เมกกะเฮิร์ท กำรเตรียมสำรตัวอย่ำงจะท ำกำร
ละลำยโดยใช้ตัวท ำละลำย CDCl3 และ CD3OD จะปรำกฏต ำแหน่งสัญญำณของ CHCl3ที ่  7.25 
ppm ส ำหรับสเปกตรัม 1H NMR และท่ี  77.5 ppm ส ำหรับสเปกตรัม 13C NMR และ CD3OH ที่  
4.80 ppm ส ำหรับสเปกตรัม 1H NMR และท่ี  49.0 ppm ส ำหรับสเปกตรัม 13C NMR  
 จุดหลอมเหลวบันทึกโดยเครื่องหำจุดหลอมเหลว GALLEKAMP SANYO 
 อินฟรำเรดสเปกตรัมบันทึกโดยเครื่องฟูเรียทรำนส์ฟอร์มอินฟรำเรด Perkin Elmer รุ่น 
Spectrum GX 60237 โดยใช้ KBr เป็นวัสดุในกำรท ำหน้ำต่ำงเซลล์ และท ำกำรบันทึกในช่วงควำมถี่ 
4,000-400 cm-1  
 แมสสเปกตรัมบันทึกโดยเครื่องแมสสเปกโทรมิเตอร์ Finnigan LC–Q MS detector ด้วย
เทคนิค Electrospray จำกมหำวิทยำลัยรำมค ำแหง 
 

3.2 วิธีการทดลอง 
 

 3.2.1 กำรสังเครำะห์อะมิโนสเตียรอยด์จะใช้ Pregnenolone 1 เป็นสำรตั้งต้น แนวทำงกำร
สังเครำะห์อะมิโนสเตียรอยด์ แบ่งออกเป็น 2 ขั้นตอนดังนี้ 
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 ขั้นตอนที่ 1 กำรเปลี่ยนหมู่ไฮดรอกซิลของ Pregnenolone 1 ที่คำร์บอนต ำแหน่ง C-3 เป็น
หมู่หลุดออกโดยใช้รีเอเจนต์คือ p-nitrophenyl chloroformate 
 

แผนภาพที่ 3.1 
 

 
 
 

      1                     57 
 
 1. ชั่ง Pregnenolone 1 300 มิลลิกรัม (0.95 มิลลิโมล) ใส่ในขวดก้นกลมซึ่งภำยในมีแท่ง
แม่เหล็กอยู่ ซึ่งวำงอยู่บนเครื่องปั่นกวน จำกนั้นเติม DCM 15 มิลลิลิตร ท ำกำรปั่นกวน จนกระทั่ง 
Pregnenolone 1 ละลำยหมด 

2. ชั่ง p-nitrophenyl chloroformate 248.9 มิลลิกรัม (1.235 มิลลิโมล) แล้วใส่ลงไปใน
ขวดก้นกลมในข้อ 1 ท ำกำรปั่นกวน จำกนั้นเติม pyridine 1.5 มิลลิลิตร และท ำกำรปั่นกวนที่
อุณหภูมิห้อง 
 3. ตรวจสอบกำรเกิดปฏิกิริยำด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมำโทกรำฟีโดยใช้ตัวท ำละลำยผสม
ระหว่ำง hexane : ethyl acetate  อัตรำส่วนเท่ำกับ 6 : 4 โดยปริมำตร เปรียบเทียบกับ  
Pregnenolone 1 สังเกตกำรเกิดปฏิกิริยำโดยพิจำรณำจุดของสำรตั้งต้นเจือจำงมำกที่สุดแล้วไม่มีกำร
เปลี่ยนแปลง 
 4. หยุดกำรปั่นกวน และน ำสำรที่ได้ไประเหยเอำตัวท ำละลำยออกด้วยเครื่องระเหยสุญญำกำศ
จะได้ของผสมเป็นของแข็งสีเหลืองอ่อน 

5. ท ำกำรแยกสำรผสมให้มีควำมบริสุทธิ์ด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมำโทกรำฟี  โดยใช้ตัวท ำ
ละลำยผสมระหว่ำง  hexane : ethyl acetate โดยที่ผลรวมของอัตรำส่วนโดยปริมำตรเป็น 100 
มิลลิลิตร  เริ่มต้นจำกสำรละลำยไม่มีขั้วคือ  hexane : ethyl  acetate  เป็น  100  :  0 แล้วค่อยๆ
เพ่ิมควำมมีขั้วของตัวท ำละลำย  โดยกำรเพ่ิมปริมำตรของ  ethyl  acetate  จำก  0  เป็น  2, 5, 10, 
12, 15, …และลดปริมำตรของ  hexane  จำก  100  เป็น  98, 95, 90, 85 , …  ตำมล ำดับ 
 6. ตรวจสอบสำรที่ออกมำจำกคอลัมน์ด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมำโทกรำฟี โดยใช้ตัวท ำ
ละลำยผสมระหว่ำง hexane : ethyl acetate  เป็น 6 : 4 โดยปริมำตร เปรียบเทียบกับสำรตั้ง
พิจำรณำจำกจุดของสำรที่เกิดขึ้นจำกหลอดของสำรละลำยที่เก็บได้ที่ค่ ำ  Rf เดียวกัน กำรดูดกลืนรังสี
อัลตรำไวโอเลตที่ควำมยำวคลื่น 254 และ 366 นำโนเมตร และกำรให้สีกับ anisaldehyde reagent สี
เดียวกันให้เก็บรวมไว้ด้วยกันในขวดก้นกลม 
 7. น ำสำรละลำยที่เก็บรวมไว้ในขวดก้นกลมมำท ำกำรระเหยตัวท ำละลำยออกด้วยเครื่องระเหย
สุญญำกำศ 

8. น ำสำรผลิตภัณฑ์มำตรวจสอบโครงสร้ำงด้วยเทคนิคทำงสเปกโทรสโกป ี
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 ขั้นตอนที่ 2 สังเครำะห์อะมิโนสเตียรอยด์โดยกำรท ำปฏิกิริยำระหว่ำง  4-nitrophenyl-
pregnenolone-carbonate 57 และอะมิโนรีเอเจนต์ 
 

แผนภาพที่ 3.2 
 

O

Amino reagents

   DCM,rt.,3 hrs.

O

OO2N

O

O

R

   57           
58 R = -NH(CH2)3NH2 
59 R = -NH(CH2)4NH2 
60 R = -NH(CH2)6NH2 
61 R = -NH(CH2)7NH2 
62 R = -NH(CH2)8NH2 
63 R = -NH(CH2)9NH2 
64 R = -NHCH2CH(OH)CH2NH2 

N OR =65
 

N O

H
NR =66

 
67 R =

N NH

H
N

 
     

1. ละลำย 4-nitrophenyl-pregnenolone-carbonate 57 ใน DCM 15 มิลลิลิตร ท ำกำร
ปั่นกวนที่อุณหภูมิห้องจนกระทั่งละลำยหมด 

2. เติม 1,3-diaminopropane 103.3  ไมโครลิตร  (1.235  มิลลิโมล) ที่อุณหภูมิห้อง และท ำ
กำรปั่นกวนต่อที่อุณหภูมิห้อง 

3. ตรวจสอบกำรเกิดปฏิกิริยำด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมำโทกรำฟี ทุก 1 ชั่วโมง โดยใช้ตัวท ำ
ละลำยผสมระหว่ำง hexane :  ethyl acetate  เป็น 6 : 4  โดยปริมำตร เปรียบเทียบกับ 4-
nitrophenyl-pregnenolone-carbonate 57  จนกระทั่งจุดของ 4-nitrophenyl-pregnenolone-
carbonate 57 จำงมำกที่สุด พร้อมกับมีกำรเกิดจุดของสำรผลิตภัณฑ์หรือสำรข้ำงเคียงเกิดขึ้น 

4. หยุดกำรปั่นกวน และน ำของผสมไประเหยตัวท ำละลำยออกด้วยเครื่องระเหยสุญญำกำศ 
5. ท ำกำรแยกสำรที่สังเครำะห์ได้ให้มีควำมบริสุทธิ์ด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมำโทกรำฟี  โดยที่

สำรละลำยที่ใช้เป็นสำรละลำยผสมระหว่ำง hexane : ethyl  acetate โดยที่ผลรวมของอัตรำส่วนโดย
ปริมำตรเป็น  100  เริ่มต้นจำกสำรละลำยไม่มีขั้วคือ hexane :  ethyl  acetate  เป็น  100  :  0  



24 

 

แล้วค่อยๆเพ่ิมขั้วของสำรละลำย  โดยเพ่ิมปริมำตรของ  ethyl  acetate  จำก  0  เป็น 2, 5, 7, 10, 
12, 15, …  และลดปริมำตรของ  hexane  จำก  100  เป็น  98, 95, 93, 90, 88, 85, …  ตำมล ำดับ 
 6. ตรวจสอบสำรที่ออกมำจำกคอลัมน์ด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมำโทกรำฟี โดยใช้ตัวท ำ
ละลำยผสมระหว่ำง  hexane  :  ethyl  acetate  เป็น  6  :  4  โดยปริมำตร เปรียบเทียบกับสำรตั้ง
พิจำรณำจำกจุดของสำรที่เกิดขึ้นจำกหลอดของสำรละลำยที่เก็บได้ที่ค่ำ  Rf เดียวกัน กำรดูดกลืนรังสี
อัลตรำไวโอเลตที่ควำมยำวคลื่น 254 และ 366 นำโนเมตร และกำรให้สีกับ anisaldehyde reagent สี
เดียวกันให้เก็บรวมไว้ด้วยกันในขวดก้นกลม 
 7. น ำสำรละลำยที่เก็บรวมไว้ในขวดก้นกลมมำท ำกำรระเหยตัวท ำละลำยออกด้วยเครื่องระเหย
สุญญำกำศ 

8. น ำของแข็งที่ได้จำกระเหยด้วยเครื่องระเหยสุญญำกำศมำตรวจสอบโครงสร้ำงด้วยเทคนิค
ทำงสเปกโทรสโกปี  
 9. น ำสำรผลิตภัณฑ์ทดสอบฤทธิ์ทำงชีวภำพ 
 10. เริ่มท ำกำรสังเครำะห์ใหม่ตั้งแต่ข้อ 1 ถึง 9 โดยเปลี่ยนอะมิโนรีเอเจนต์ในข้อ 2 จำก 1,3- 
diaminopropane เป็นอะมิโนรีเอเจนต์ดังต่อไปนี้ 
 

 -  1,4-diaminobutane  ปริมำตร  123.6  ไมโครลิตร  (1.235  มิลลิโมล) 
 -  1,6-diaminohexane  ปริมำณ  143.5 มิลลิลิตร  (1.235  มิลลิโมล) 
 -  1,7-diaminoheptane  ปริมำณ  160.8  มิลลิกรัม  (1.235  มิลลิโมล) 
 -  1,8-diaminooctane  ปริมำณ  178.2 มิลลิกรัม  (1.235  มิลลิโมล) 
 -  1,9-diaminononane  ปริมำณ  195.5 มิลลิกรัม  (1.235  มิลลิโมล) 
          -  1,3-diamino-2-propanol ปริมำณ  111.3  มิลลิกรัม  (1.235 มิลลิโมล) 

-  morpholine ปริมำตร 107.6  ไมโครลิตร  (1.235 มิลลิโมล)  
 -  4-(2-aminoethyl) morpholine ปริมำตร 160.8 ไมโครลิตร (1.235 มิลลิโมล) 

-  1-(2-Aminoethyl) piperazine ปริมำตร 162.0 ไมโครลิตร (1.235 มิลลิโมล) 
     
 3.2.2 กำรสังเครำะห์อะมิโนสเตียรอยด์จะใช้ Chenodeoxycholic acid 7 เป็นสำรตั้งต้น 
แนวทำงกำรสังเครำะห์อะมิโนสเตียรอยด์ แบ่งออกเป็น 4 ขั้นตอน[23] ดังนี้ 
 

 1. ปฏิกิริยาการกระตุ้น Wang resin โดยการเปลี่ยนเป็นหมู่คาร์บอเนต 
  

 แผนภาพที่ 3.3 
 

OH

OW

p-nitrophenyl chloroformate

pyridine, DCM, overnight

O

OW

O

O
NO2

  68            69 
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 1. ชั่ง Wang resin 68 จ ำนวน 100.0 มิลลิกรัม (0.10 มิลลิโมล) ใส่ลงใน column cap แล้ว
เติม DCM 10 มิลลิลิตร แช่ไว้ประมำณ 10 นำที จนกระทั่งเรซินบวมตัว 
 2. ไข DCM ออกจำก column cap เติมสำรละลำยของ p-nitrophenyl chloroformate 
80.6 มิลลิกรัม (0.40 มิลลิโมล) ในไดคลอโรมีเทน ลงใน column cap 
 3. เติมพิริดีนลงไปประมำณ 5 หยด แล้วเติมไดคลอโรมีเทนจนได้ปริมำตร 2/3 ของ column 
cap จำกนั้นปิดฝำ column cap ให้เรียบร้อย และระบำยควำมดันภำยใน column cap น ำ column 
cap ไปตั้งหมุน เปิดเครื่องตั้งหมุนทิ้งไว้ 24 ชั่วโมง เพ่ือให้เกิดปฏิกิริยำ 
 4. เมื่อปฏิกิริยำสิ้นสุดไขสำรละลำยที่เหลือจำกกำรท ำปฏิกิริยำทิ้ง   จำกนั้นล้ำงเรซินด้วย 
DCM หลำยๆ ครั้ง จะได้ p-nitrophenyl carbonate wang resin 69 
 

 2. ปฏิกิริยาการใส่ไดเอมีนเข้าไปท าปฏิกิริยากับ Wang resin 68 
  

 แผนภาพที่ 3.4 
 

O

OW

O

O
NO2

O

OW

NHRNH2

O

Diamine

DCM, overnight

 
   69     

70 R = -(CH2)3- 
71 R = -(CH2)4- 
72 R = -(CH2)6- 
73 R = -(CH2)7- 
74 R = -(CH2)8- 
75 R = -(CH2)9- 
76 R = -CH2CH(OH)CH2- 

 

 1. ชั่งไดเอมีนจ ำนวน 4 equivalent ของ Wang resin 68 ละลำยในไดคลอโรมีเทน จำกนั้น
เติมลงใน column cap ที่ได้จำกปฏิกิริยำตอนที่ 1  
 2. จำกนั้นเติมไดคลอโรมีเทนลงใน column cap จนได้ปริมำตร 2/3 ของหลอด น ำ column 
cap ไปตั้งหมุน เปิดเครื่องตั้งหมุนทิ้งไว้ 24 ชั่วโมง เพ่ือให้เกิดปฏิกิริยำ 
 3. เมื่อปฏิกิริยำสิ้นสุดไขสำรละลำยที่เหลือจำกกำรท ำปฏิกิริยำทิ้ง   จำกนั้นล้ำงเรซินด้วย 
DCM สลับกับเมทำนอลหลำยๆ ครั้งน ำเม็ดเรซิน 2-3 เม็ด ใส่หลอดทดลองขนำดเล็กไปทดสอบโดยใส่ 
รีเอเจนต์ A 3 หยด และรีเอเจนต์ B 1 หยด จำกนั้นน ำหลอดทดลองนี้ไปให้ควำมร้อนประมำณ 1 นำที 
ถ้ำเม็ดเรซินเปลี่ยนเป็นสีม่วงแสดงว่ำไดเอมีนได้ท ำปฏิกิริยำกับ Wang resin สมบูรณ์แล้ว 
 

หมำยเหตุ รีเอเจนต์ A : สำรละลำย (1) ชั่งฟีนอล 40 กรัม ละลำยในเอทำนอลบริสุทธิ์ 10 
มิลลิลิตร สำรละลำย (2) ชั่งโพแทสเซียมไซยำไนด์ 65 มิลลิกัม ละลำยในน้ ำกลั่น 100 มิลลิลิตร จำกนั้น
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แบ่งมำ 2 มิลลิลิตร เจือจำงด้วย pyridine 100 มิลลิลิตร จำกนั้นผสมสำรละลำย (1) และ (2) ท ำกำร
ปั่นกวนให้สำรละลำยผสมเข้ำกัน 
  รีเอเจนต์ B : ชั่ง Ninhydrin 2.5 กรัม ละลำยในเอทำนอลบริสุทธิ์ 50 มิลลิลิตร 
 

 3. ปฏิกิริยาการใส่ Chenodeoxycholic acid 7 เข้าไปท าปฏิกิริยาทีห่มู่อะมิโน 
  

 แผนภาพที่ 3.5 
 

7, DIC, DCM, DMF

          overnight

O

N
H

R
N
H

O

O

OWHO OH

71-76

 
77 R = -(CH2)3- 
78 R = -(CH2)4- 
79 R = -(CH2)6- 
80 R = -(CH2)7- 
81 R = -(CH2)8- 
82 R = -(CH2)9- 
83 R = -CH2CH(OH)CH2- 

 

 1. ชั่ง Chenodeoxycholic acid 7 จ ำนวน 4 equivalent ของ Wang resin 68 ใส่ลงใน 
vial แล้วละลำยด้วย DCM และ DMF ท ำกำรปั่นกวนจนกระท่ัง Chenodeoxycholic acid 7 ละลำย
หมด จำกนั้นใส่ DIC ลงใน Chenodeoxycholic acid 7 ปั่นกวนต่อเป็นเวลำ 10 นำที 
 2. น ำไบล์แอซิดที่ได้จำกตอนที ่ 1 ใส่ลงใน column cap ที่มีเรซินที่ได้จำกปฏิกิริยำ 2 เติม 
DCM ลงใน column cap จนมีปริมำณเป็น 2/3 ของหลอด 

 3. น ำ column cap ไปตั้งหมุน เปิดเครื่องตั้งหมุนทิ้งไว้ 24 ชั่วโมง เพ่ือให้เกิดปฏิกิริยำ 
 4. เมื่อปฏิกิริยำสิ้นสุดไขสำรละลำยที่เหลือจำกกำรท ำปฏิกิริยำทิ้ง และล้ำงเรซินด้วย DCM  
สลับกับ methanol จำกนั้นแช่เรซินใน DCM เป็นเวลำ 30 นำที สลับกับแช่ใน methanol เป็นเวลำ 
30 นำทีเช่นกัน ประมำณ 5-6 ครั้ง 
 5. น ำเม็ดเรซิน 2-3 เม็ด ใส่หลอดทดลองขนำดเล็กไปทดสอบ โดยใส่รีเอเจนต์ A 3 หยด และ 
รีเอเจนต์ B 1 หยด จำกนั้นน ำหลอดทดลองนี้ไปให้ควำมร้อนประมำณ 1 นำที ถ้ำเม็ดเรซินไม่
เปลี่ยนเป็นสีม่วงแสดงว่ำไบล์แอซิดได้ท ำปฏิกิริยำกับหมู่อะมิโนสมบูรณ์แล้ว 
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4. ปฏิกิริยาการตัดสารผลิตภัณฑ์ออกจาก Wang resin 68 
 

 แผนภาพที่ 3.6 
 

TFA, H2O

DCM, 2 h.

O

N
H

R
NH2

HO OH

77-83

 
 

84 R = -(CH2)3- 
85 R = -(CH2)4- 
86 R = -(CH2)6- 
87 R = -(CH2)7- 
88 R = -(CH2)8- 
89 R = -(CH2)9- 
90 R = -CH2CH(OH)CH2- 

             
 1. น ำ column cap ที่มีเรซินที่ได้จำกปฏิกิริยำ 3  มำเติม trifluoroacetic acid ลงไป
ประมำณ 1/3 โดยปริมำตรของหลอด จำกนั้นเติมน้ ำกลั่นลงไปประมำณ 2-3 หยด 
 2. เติม DCM ลงใน column cap จนมีปริมำตรเป็น 2/3 ของหลอด น ำ column cap ไปตั้ง
หมุน เปิดเครื่องตั้งหมุนทิ้งไว้ประมำณ 2 ชั่วโมง เพ่ือให้เกิดปฏิกิริยำ 
 3. ไขสำรละลำยจำก column cap ใส่ลงใน vial ที่ทรำบน้ ำหนัก จำกนั้นน ำไปพ่นด้วยแก๊ส
ไนโตรเจนเพ่ือระเหยตัวท ำละลำยออกจำกสำรผลิตภัณฑ์จนหมด 

 4. น ำขวดแก้วเล็กท่ีมีสำรผลิตภัณฑ์ไปชั่งน้ ำหนักเพ่ือค ำนวณหำปริมำณสำรผลิตภัณฑ์ที่ได้ 
 5. น ำสำรผลิตภัณฑ์ไปตรวจวิเครำะห์โครงสร้ำงด้วยเทคนิคทำงสเปกโทรสโกปี 

 

3.3 การทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อจุลินทรีย์โดยวิธี Disc diffusion method 
 

 กำรทดสอบอนุพันธ์ของ Pregnenolone 1 จะท ำกำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนเชื้อจุลินทรีย์โดยวิธี 
Disc diffusion method จำกหน่วยบริหำรจัดกำรทรัพยำกรจุลินทรีย์ ศูนย์เครื่องมือวิทยำศำสตร์ 
คณะวิทยำศำสตร์ สถำบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้ำเจ้ำคุณทหำรลำดกระบัง และสำขำโอษฐวิทยำ คณะ
ทันตแพทยศำสตร์ มหำวิทยำลัยศรีนคริทรวิโรฒดัดแปลงมำจำกวิธีของ Bauer และคณะ[36] ซึ่งวิธีกำร
ทดสอบจะคล้ำยคลึงกันสรุปได้ดังนี้ 
 1. น ำเชื้อจุลินทรีย์ชนิดต่ำงๆ ที่เก็บไว้บน Tryticase Soy Agar (TSA) เพำะลงในอำหำรเลี้ยง
เชื้อชนิด Meuller  Hinton  Agar (MHA) บ่มเพำะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 18-24 
ชั่วโมง ส ำหรับเชื้อรำใช้อำหำรเลี้ยงเชื้อชนิด Sabouraud Dextrose  Agar (SDA) บ่มเพำะเชื้อที่
อุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 18-24  ชั่วโมง 
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 2. หลังจำกนั้นท ำกำรเขี่ยเชื้อจุลินทรีย์ที่ถูก activated แล้วลงมำใน 0.85  % โซเดียมคลอไรด์  
ปรับให้ได้ควำมขุ่นเท่ำกับ 0.5 Mcfarland  
 3. น ำเชื้อจุลินทรีย์ที่เตรียมได้มำเพำะลงบนจำนเพำะเชื้อที่มีอำหำรเลี้ยงเชื้อชนิด Mueller 
Hinton Ager อยู่ โดยกำรขีดลงบนหน้ำวุ้นให้ทั่วจ ำนวน 3 ครั้ง ท ำให้ได้จำนอำหำรเลี้ยงเชื้อมี
เชื้อจุลินทรีย์ชนิดต่ำงๆ อยู่บนหน้ำวุ้น 
 4. หลังจำกนั้นน ำแผ่นดิสก์ขนำด 0.6 มิลลิเมตร ที่มีสำรตัวอย่ำงที่ควำมเข้มข้นต่ำง ๆ ซึ่ง
ละลำยด้วย DCM วำงบนผิววุ้นที่มีเชื้อจุลินทรีย์ชนิดต่ำงๆ จำกนั้นท ำกำรบ่มทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศำ
เซลเซียส เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง  
 5. อำหำรส ำหรับเชื้อจุลินทรีย์ใช้เป็นชนิด Sabouraud Agar และท ำกำรบ่มทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 
37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง ซึ่งอุณหภูมิและเวลำขึ้นอยู่กับเชื้อจุลินทรีย์แต่ละชนิด 
 6. ท ำกำรวัดเส้นผ่ำนศูนย์กลำงของ Clear zone ที่เกิดขึ้น  
 

 กรณีทดสอบกับเชื้อแบคทีเรียใช้ Vancomycin เป็นตัวยำเปรียบเทียบ และกรณีทดสอบกับ
ยีสต์ใช้ Amphotericin B เป็นตัวยำเปรียบเทียบ ในแต่ละชุดกำรทดลองจะใช้ DMSO เป็นชุดควบคุม 
จะใช้ทดสอบกับอะมิโนสเตียรอยด์ 58 ถึง 67 และ 84 ถึง 90  
 ส่วนกรณีทดสอบกับเชื้อแบคทีเรียใช้ Penicillin Ampicillin Gentamicin Caftazidime และ 
Clavulanic acid เป็นตัวยำเปรียบเทียบ และกรณีทดสอบกับยีสต์ใช้ Nystatin เป็นตัวยำเปรียบเทียบ 
ในแต่ละชุดกำรทดลองจะใช้ DMSO เป็นชุดควบคุม จะใช้ทดสอบกับอะมิโนสเตียรอยด์ 58 ถึง 67 
 

 กำรอ่ำนผลกำรทดลองพิจำรณำดังนี้: ถ้ำพบวงใส (clear zone) รอบแผ่นดิสก์มีค่ำมำกกว่ำ
หรือเท่ำกับ 2 มิลลิเมตร แต่น้อยกว่ำ 5 มิลลิเมตร แสดงว่ำสำรทดสอบมีผลต่อเชื้อจุลินทรีย์ชนิดที่
ทดสอบในระดับอ่อน (weak) ถ้ำพบวงใส (clear zone) รอบแผ่นดิสก์มีค่ำมำกกว่ำหรือเท่ำกับ 5 
มิลลิเมตร แต่น้อยกว่ำ 8 มิลลิเมตร แสดงว่ำสำรทดสอบมีผลต่อเชื้อจุลินทรีย์ชนิดที่ทดสอบในระดับ
ปำนกลำง (moderate) และถ้ำพบวงใส (clear zone) รอบแผ่นดิสก์มีค่ำมำกกว่ำหรือเท่ำกับ 8 
มิลลิเมตร แสดงว่ำสำรทดสอบมีผลต่อเชื้อจุลินทรีย์ชนิดที่ทดสอบในระดับดี (good) 
 

3.4 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์สัตว์  
 

 อะมิโนสเตียรอยด์ 58 ถึง 67 ถูกส่งไปทดสอบที่หน่วยบริหำรจัดกำรทรัพยำกรจุลินทรีย์ ศูนย์
เครื่องมือวิทยำศำสตร์ คณะวิทยำศำสตร์ สถำบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้ำเจ้ำคุณทหำรลำดกระบัง ท ำ
กำรทดสอบควำมเป็นพิษต่อเซลล์สัตว์โดยวิธี  MTT assay [37] มีวิธีกำรทดสอบดังนี้ 
 

 1. เตรียมเซลล์ไลน์ในอำหำร Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium (DMEM) 
เสริมด้วย 10 เปอร์เซ็นต์ FBS โดยเพำะเลี้ยงในขวดเพำะเลี้ยงขนำด 25 ตำรำงเซนติเมตร 
   2. เตรียม Stock สำรตัวอย่ำงที่ใช้ทดสอบ โดยใช้ DMSO เป็นตัวท ำละลำยปริมำตร 5-10 
มิลลิลิตร ท ำกำรกรองด้วยแผ่นกรองที่มีช่องผ่ำนขนำด 0.2 ไมโครเมตร และใส่ขวดแก้วที่ปลอดเชื้อหุ้ม
ขวดแก้วด้วยแผ่นอลูมิเนียมฟอยด์เพ่ือป้องกันแสง และเก็บไว้ในตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -20 องศำเซลเซียส 



29 

 

 3. เตรียมสำรตัวอย่ำงควำมเข้มข้นต่ำงๆที่ต้องกำรทดสอบควำมเป็นพิษต่อเซลล์ไลน์   MCF-7 
โดยเจือจำงเป็นสองเท่ำ (two-fold dilution) ได้แก่ควำมเข้มข้น 1,000, 500, 250 และ 125 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตำมล ำดับ 
 4. ปลูกเซลล์ไลน์  MCF-7  จ ำนวน  1 × 105  เซลล์ต่อมิลลิลิตร  ลงในจำนเพำะเลี้ยงชนิด  98  
หลุม  (96-well  plate) ปริมำตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม ทดสอบ 3 ซ้ ำ น ำจำนเพำะเลี้ยงที่ปลูกเซลล์
แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง 
 5. น ำจำนเพำะเลี้ยงเซลล์ออกจำกตู้บ่ม และดูดอำหำรออกจำกหลุมให้หมด จำกนั้นเติมสำร
ตัวอย่ำงควำมเข้มข้นที่ก ำหนด (กลุ่มควบคุมเป็น 2 กลุ่ม คือ แถวที ่1 คือควำมเข้มข้นของ DMSO เจือ
จำงกับอำหำร DMEM และแถวที ่ 2 คือเซลล์ปกติซึ่งเพำะเลี้ยงในอำหำร DMEM) ปริมำตร 100  
ไมโครลิตรต่อหลุม  จำกนั้นน ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง 
 6. เมื่อบ่มเซลล์ในสำรตัวอย่ำงครบ 24 ชั่วโมง ดูดสำรละลำย MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide ) ควำมเข้มข้น  5  มิลลิลิตร  ใส่ลงไป
ในแต่ละหลุมที่ทดสอบปริมำตร  10  ไมโครลิตรต่อหลุม น ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็น
เวลำ 4 ชั่วโมง 
 7. จำกนั้นดูดสำรละลำย  MTT  ทิ้ง  แล้วเติมสำรละลำย  DMSO : 10 % SDS  อัตรำส่วน     
9 : 1  ปริมำตร  150  ไมโครลิตรต่อหลุม  เพ่ือละลำยผลึกฟอร์มำซำนจะได้สำรละลำยสีม่วง 
 8. น ำไปวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงด้วยเครื่องไมโครไตเตอร์ เพลทรีดเดอร์ ที่ควำมยำวคลื่นของแผ่น
กรองแสงเท่ำกับ 570 นำโนเมตร 
 9. กำรทดสอบควำมเป็นพิษต่อเซลล์ของอะมิโนสเตียรอยด์ 58-67 เปรียบเทียบกับตัวยำ  
Vinblastine sulfate salt 
         10. ค ำนวณหำค่ำ % Cytotoxicity ของแต่ละควำมเข้มข้นดังนี้ คือ 
  % Cytotoxicity  =  [(A-B)/A] × 100 
  A = ค่ำกำรดูดกลืนแสงของหลุมควบคุม (หลุมที่มีเซลล์ในอำหำรเพำะเลี้ยง) 
  B = ค่ำกำรดูดกลืนแสงของหลุมที่มีเซลล์ไลน์ในสำรตัวอย่ำงแต่ละควำมเข้มข้น 
 

หมายเหตุ   
      กำรทดสอบควำมเป็นพิษต่อเซลล์ปกติ  (African green monkey kidney fibroblast, Vero) 
ปลูกเซลล์ปริมำตร 5 × 105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ในอำหำร DMEM 
 

 Chenodeoxycholic acid 7 และอนุพันธ์ของ Chenodeoxycholic acid 85 ถูกส่งไป
ทดสอบฤทธิ์กำรต้ำนควำมเป็นพิษของเซลล์ ณ ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภำพแห่งชำติ 
(BIOTEC) ส ำนักงำนพัฒนำวิทยำศำสตร์และเทคโนโลยีแห่งชำติ กำรทดลองแบ่งออกได้ดังต่อไปนี้ 
 

 3.4.1 ทดสอบฤทธิ์ต้านความเป็นพิษของเซลล์  
 

  กำรทดสอบใช้วิธี Sulforhodamine B (SRB) assay เซลล์ที่ใช้ทดสอบคือ เซลล์ปกติ 
(Vero, African green monkey kidney fibroblast) โดยมีชุดควบคุมคือ 0.5% dimethyl 
sulfoxide (DMSO) และเปรียบเทียบกับตัวยำ Ellipticine กำรบันทึกผลกำรทดลองพิจำรณำจำก
เปอร์เซ็นต์กำรเจริญเติบโตของเซลล์ ถ้ำเซลล์มีกำรเจริญเติบโตมำกกว่ำ 50 เปอร์เซ็นต์ แสดงว่ำสำร
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ตัวอย่ำงไม่มีผลต่อกำรต้ำนควำมเป็นพิษของเซลล์ (non cytotoxic) และถ้ำเซลล์มีกำรเจริญเติบโตน้อย
กว่ำหรือเท่ำกับ 50 เปอร์เซ็นต์ แสดงว่ำสำรตัวอย่ำงมีผลต่อกำรต้ำนควำมเป็นพิษของเซลล์ 
(cytotoxic) ซึ่งจะรำยงำนผลเป็นค่ำ IC50 (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 
 

3.4.2 ทดสอบฤทธิ์การต้านเซลล์มะเร็งช่องปาก (Anti-cancer KB-Oral cavity cancer)  
 

 กำรทดสอบใช้วิธี Resazurin Microplate assay (REMA)[38] ใช้เซลล์ KB (Human 
epidermoid carcinoma of carcinoma) โดยมีชุดควบคุมคือ 0.5 % dimethyl sulfoxide (DMSO) 
และเปรียบเทียบกับตัวยำ Ellipticine และ Doxorubicine กำรบันทึกผลกำรทดลองพิจำรณำจำก
เปอร์เซ็นต์กำรยับยั้งกำรเจริญเติบโตของเซลล์ ถ้ำเซลล์มีกำรยับยั้งกำรเจริญเติบโตน้อยกว่ำ 50 
เปอร์เซ็นต์ แสดงว่ำสำรตัวอย่ำงไม่มีผลต่อกำรยับยั้งเซลล์มะเร็ง (inactive) และถ้ำเซลล์มีกำรยับยั้งกำร
เจริญเติบโตมำกกว่ำหรือเท่ำกับ 50 เปอร์เซ็นต์ แสดงว่ำสำรตัวอย่ำงมีผลต่อกำรยับยั้งเซลล์มะเร็ง 
(active) ซึ่งจะรำยงำนผลเป็นค่ำ IC50 (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 
 

 3.4.3 ทดสอบฤทธิ์การต้านเซลล์มะเร็งเต้านม (Anti-cancer BC-Breast cancer)  
 

  กำรทดสอบด้วยวิธี Resazurin Microplate assay (REMA)[38] ใช้เซลล์ MCF7 
(Human breast adenocarcinoma)โดยมีชุดควบคุมคือ 0.5 % dimethyl sulfoxide (DMSO) และ
เปรียบเทียบกับตัวยำ Ellipticine และ Doxorubicine กำรบันทึกผลกำรทดลองพิจำรณำจำก
เปอร์เซ็นต์กำรยับยั้งกำรเจริญเติบโตของเซลล์ ถ้ำเซลล์มีกำรยับยั้งกำรเจริญเติบโตน้อยกว่ำ 50 
เปอร์เซ็นต์ แสดงว่ำสำรตัวอย่ำงไม่มีผลต่อกำรยับยั้งเซลล์มะเร็ง (inactive) และถ้ำเซลล์มีกำรยับยั้งกำร
เจริญเติบโตมำกกว่ำหรือเท่ำกับ 50 เปอร์เซ็นต์ แสดงว่ำสำรตัวอย่ำงมีผลต่อกำรยับยั้งเซลล์มะเร็ง 
(active) ซึ่งจะรำยงำนผลเป็นค่ำ IC50 (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)  
 
  
 
 


