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บทท่ี 1 
 

บทนํา 
 

 มะเร็งเป็นปัญหาสาธารณสุขท่ีสําคัญของท่ัวโลกและประเทศไทย ในปี พ.ศ. 2550 มีผู้ป่วยมะเร็งราย
ใหม่ท่ัวโลกมากกว่า 12 ล้านคน โดย 6.7 ล้านคนพบในกลุ่มประเทศกําลังพัฒนา และในปี 2550 นั้น มะเร็ง
เป็นสาเหตุการตายของประชากรโลก จํานวน 7.6 ล้านคน หรือประมาณ 20,000 คนต่อวัน โดยจํานวน 4.7 
ล้านคนนั้นเป็นผู้ป่วยในประเทศกําลังพัฒนา (American Cancer Society, 2007) สําหรับประเทศไทย มะเร็ง
เป็นสาเหตุการตายอันดับหนึ่งของประเทศ โดยมีแนวโน้มการตายของผู้ป่วยมะเร็งสูงข้ึนอย่างต่อเนื่อง (พินิจ, 
2549) ซ่ึงคาดว่าในปี พ.ศ. 2551 จะมีรายงานผู้ป่วยมะเร็งรายใหม่ถึง 120.000 คน (National  Cancer 
Institute of Thailand, 2007) การรักษามะเร็งในปัจจุบันมีค่าใช้จ่ายท่ีสูงมาก แต่ยังได้ผลไม่ดีนัก โดยเฉพาะ
ในประเทศกําลังพัฒนาท่ีมักตรวจพบมะเร็งในระยะท้ายๆ โอกาสการรอดชีวิตจึงมีน้อย ในขณะท่ีอาการ
ข้างเคียงจากการรักษา โดยเฉพาะจากเคมีบําบัดซ่ึงมีความเป็นพิษสูงนั้น ทําให้เกิดอาการข้างเคียงต่ออวัยวะ
อ่ืนๆตามมา ซ่ึงนอกจากจะมีผลโดยตรงต่อคุณภาพชีวิตของผู้ป่วยแล้ว ในกรณีท่ีอาการข้างเคียงรุนแรง จนทํา
ให้ผู้ป่วยไม่สามารถรับการรักษาต่อได้ จะทําให้ประสิทธิภาพของการรักษาลดลงด้วย ซ่ึงในปัจจุบันยาป้องกัน
อาการพิษจากเคมีบําบัดยังมีน้อย ไม่ครอบคลุมอาการพิษท้ังร่างกาย และมีราคาแพงมาก ตัวอย่างเช่น  การใช้ 
Amifostine ลดอาการพิษท่ีไตจากเคมีบําบัด มีค่าใช้จ่ายประมาณ 151,620 บาทต่อคอร์สการรักษา ดังนั้นจึง
ยังมีความจําเป็นในการพัฒนายาท่ีสามารถใช้ร่วมกับเคมีบําบัด เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการรักษามะเร็งในขณะท่ี
ลดอาการข้างเคียงของเคมีบําบัด และมีราคาไม่แพง 

 เมลาโทนินเป็นฮอร์โมนระบบประสาทท่ีมีในร่างกายตามธรรมชาติ สร้างและหลั่งจากต่อมไพเนียลใน
สมอง ซ่ึงถูกกระตุ้นโดยความมืด และยับยั้งโดยแสงสว่าง เมลาโทนินจึงมีบทบาทสําคัญในการควบคุม และ
ปรับเปลี่ยนวัฎจักรประจําวันของร่างกาย ในปี ค.ศ. 1996 US FDA ได้อนุมัติให้เมลาโทนินเป็นกลุ่ม “orphan 
drug” สําหรับใช้ในการรักษาความผิดปกติของวัฏจักรการนอนในคนตาบอดท่ีไม่มีการรับรู้เก่ียวกับแสงสว่าง 
(MICROMEDEX® Healthcare Series) ในขณะท่ีประเทศสหรัฐอเมริกา และอีกหลายประเทศ เมลาโทนินยัง
จัดเป็นผลิตภัณฑ์ท่ีสามารถซ้ือได้โดยไม่ต้องมีใบสั่งยาจากแพทย์ สําหรับช่วยให้นอนหลับ และลดอาการเมา
เวลาจากการบิน (jet lag) โดยมีข้อมูลยืนยันจากการศึกษาแบบ meta analysis เก่ียวกับฤทธิ์ของเมลาโทนิน
ในเพ่ิมประสิทธิภาพในการนอนหลับ (Brzezinski et al., 2005) และ ช่วยลดอาการ jet lag  (Herxheimer 
and Petrie., 2002) การควบคุมวัฎจักรและระบบการทํางานของร่างกายของเมลาโทนิน ทําให้เมลาโทนิน
เก่ียวข้องกับการนอน ระบบสืบพันธุ์ ระบบประสาท ระบบต่อมไร้ท่อ ระบบภูมิคุ้มกัน และระบบการต้าน
ออกซิเดชันของร่างกาย โดยมีรายงานท้ังในหลอดทดลอง และสัตว์ทดลองว่าเมลาโทนินสามารถกําจัดอนุมูล
อิสระ มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน และลดการถูกทําลายของเซลล์ได้ (Reiter et al., 1996, 1997; 2000; 2001) 
ซ่ึงคุณสมบัติดังกล่าว ทําให้มีการศึกษาการใช้เมลาโทนินในโรคต่างๆ อย่างกว้างขวาง โดยเฉพาะโรคมะเร็ง ซ่ึง
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ข้อมูลการศึกษาทางคลินิกพบว่าผู้ป่วยมะเร็งท่ีใช้เมลาโทนินร่วมกับการรักษามาตรฐานอ่ืนๆ  มีความเสี่ยงใน
การเสียชีวิตภายใน 1 ปี น้อยกว่ากลุ่มท่ีไม่ได้รับเมลาโทนิน ร้อยละ 34 (relative risk: 0.66, 95% 
confidence interval: 0.59 – 0.73) (Mills et al, 2005) ข้อมูลดังกล่าวได้กระตุ้นให้มีการศึกษาการใช้เมลา
โทนินในผู้ป่วยมะเร็งเพ่ิมมากข้ึน 

 เนื่องจากมีรายงานว่าเมลาโทนินมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและต้านออกซิเดชัน จึงได้มีการศึกษาผลของ
เมลาโทนินในการลดอาการข้างเคียงจากเคมีบําบัด ซ่ึงนอกจากจะพบการลดพิษต่ออวัยวะต่างๆในสัตว์ทดลอง
แล้ว (Hara et al., 2001; Xu et al., 2001; Dziegiel et al., 2002 ) ยังพบผลดังกล่าวในคน โดยพบว่า 
ผู้ป่วยมะเร็งท่ีใช้เมลาโทนินร่วมด้วยมีรายงาน ของน้ําหนักตัวท่ีลดลงมากกว่า 10% ภายในระยะเวลา 3 เดือน 
น้อยกว่า และพบระดับ Tumor necrosis factor ลดน้อยลงอย่างมีนัยสําคัญ (Lissoni et al., 1994; 1996) 
นอกจากนี้ การวิจัยทางคลินิกในผู้ป่วยมะเร็งระยะแพร่กระจายชนิดต่างๆ มากกว่า 500 คน พบว่ากลุ่มท่ีให้เม
ลาโทนินร่วมกับการรักษาด้วยเคมีบําบัด รังสีรักษา หรือ supportive care มีรายงานอาการข้างเคียงน้อยกว่า
ในเรื่อง การกดไขกระดูก โดยเฉพาะภาวะเกล็ดเลือดตํ่า ภาวะผอมแห้ง ภาวะเหนื่อยล้า  ภาวะปากอักเสบ พิษ
ต่อระบบประสาทรับความรู้สึก พิษต่อหัวใจ และพิษต่อไต (Lissoni et al., 1997; 1999; 2002)  

กลไกของเมลาโทนินในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งนั้นยังไม่ทราบแน่ชัด โดยเชื่อว่า
เก่ียวข้องกับการจับท่ีรีเซฟเตอร์ MT1 and MT2 ท่ีมีผลยับยั้ง adenyl cyclase ทําให้ลด linoelic acid 
uptake และยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์ ท้ังนี้ยังมีหลักฐานแสดงการเพ่ิมการสลายตัวของ calmodulin และ
การจับกับ nuclear receptor ท่ีมีผลเปลี่ยนแปลงยีน และนําไปสู่การแบ่งตัวลดลงด้วย ในขณะเดียวกัน ฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระและต้านออกซิเดชันนั้น นอกจากจะไปลดพิษของอนุมูลอิสระในการทําลายเซลล์ ซ่ึงมีผลลด
อาการข้างเคียงจากการรักษาได้แล้ว ยังลดโอกาสของการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ไปเป็นเซลล์มะเร็งได้ 
นอกจากนี้ เมลาโทนินยังกระตุ้นการสร้างแกมมาอินเตอฟีรอน (gamma interferon) อินเตอร์ลูคินส์ 
(interleukins) และเพ่ิมการทํางานของไขกระดูกในการสร้างเม็ดเลือดขาว ซ่ึงช่วยเสริมภูมิคุ้มกันได้อีกด้วย 
(Brzezinski et al., 1997)  

ในส่วนของโครงสร้างเมลาโทนินต่อการแสดงฤทธิ์ต้านมะเร็ง ยังไม่เป็นท่ีทราบแน่ชัดเช่นกัน แต่มี
รายงานการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างโครงสร้างของ melatonin ต่อฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระพบว่าการ แทนท่ี
หมู่  OCH3  (เดิมพบในเมลาโทนิน) ท่ีอยู่บน aromatic ring ด้วยหมู่อ่ืนๆ รวมถึงการเพ่ิมหรือลดจํานวน
คาร์บอนระหว่างหมู่อินโด และ side chain amine ส่งผลให้ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเปลี่ยนแปลงไปท้ัง
เพ่ิมข้ึนและลดลง (Reiter et al., 2003; 2007) ประกอบกับข้อมูลการศึกษาความสัมพันธ์ของโครงสร้างต่อ
การจับกับ melatonin receptor   โดยอาศัยเทคนิค CoMFA  (Morishima et al., 1998) ซ่ึงให้ผล
สอดคล้องกับข้อมูลข้างต้น อีกท้ังโครงสร้างหลักของเมลาโทนินเป็นสารกลุ่ม tryptamine ซ่ึงใกล้เคียงกับ
ยาท่ีใช้อยู่ในปัจจุบันหลายตัวได้แก่ serotonin, sumatriptan และ sertindole แสดงดังในรูปท่ี 1 เป็น
ต้น  
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รูปท่ี 1  แสดงโครงสร้างของ melatonin และสารท่ีมีโครงสร้างใกล้เคียง 

จากโครงสร้างในรูปท่ี 1 จะเห็นถึงความแตกต่างกันท่ีหมู่แทนท่ี ท่ี aromatic ring หมู่ indole และ 
side chain ammine ซ่ึงสอดคล้องกับข้อมูลของ Reiter, Mor และคณะ ดังท่ีกล่าวไว้แล้วในข้างต้น  ซ่ึงชี้
ให้เป็นว่าการดัดแปลงโครงสร้างทางเคมีของสารเมลาโทนิน มีความเป็นไปได้สูงท่ีจะได้อนุพันธ์ใหม่ท่ีมีฤทธิ์
ดีกว่าสารเมลาโทนินต้นแบบ อีกท้ังการดัดแปลงโครงสร้างทางเคมียังมีการศึกษาน้อยมาก และอนุพันธ์ที่
สังเคราะห์ได้ในข้างต้นยังไม่มีข้อมูลการศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็ง ส่งผลให้คณะผู้วิจัยสนใจท่ีจะทํางานวิจัยใน
ครั้งนี้โดยการทําวิจัยครั้งนี้สนใจท่ีจะดัดแปลงโครงสร้างท่ีตําแหน่งหมู่แทนท่ีท่ี aromatic ring, หมู่แทนท่ีท่ี 
indole N-atom และ ท่ี side chain amine ดังแสดงในรูปท่ี 2  เพ่ือศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็งในเบ้ืองต้นของ
อนุพันธ์ท่ีสังเคราะห์ได้ท้ังหมด เทียบกับเมลาโทนินต้นแบบ ซ่ึงเป็นไปตามหลักฐานท่ีแสดงว่ากลุ่ม methoxy 
และ amino มีความสําคัญต่อการจับกับตัวรับของเมลาโทนิน และการแทนท่ีท่ีตําแหน่งท่ี 2 ของ indole ring 
สามารถเสริมฤทธิ์การจับกับตัวรับของเมลาโทนินได้ดีข้ึน (Suzen, 2007) 

           

N

H
NR1

R2

R3

         

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

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

R3  =  H, COCH3, COCH2CH3, COC6H5, etc.  

รูปท่ี 2 แสดงตําแหน่งท่ีจะทําการดัดแปลงโครงสร้าง เพ่ือศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็งในเบ้ืองต้น 

ดังนั้น อนุพันธ์เมลาโทนินท่ีพัฒนาข้ึน จึงคาดว่าจะมีคุณสมบัติท่ีมีประโยชน์ในการต้านอนุมูลอิสระและ
ต้านมะเร็ง ในขณะท่ีมีคุณสมบัติทางเภสัชจลนศาสตร์ท่ีดีข้ึน ซ่ึงจะเป็นประโยชน์ในการพัฒนายาเพ่ือใช้เสริม
ฤทธิ์การต้านมะเร็ง และลดอาการข้างเคียงของเคมีบําบัดในผู้ป่วยมะเร็งต่อไป 
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บทท่ี 2  
 

ทบทวนวรรณกรรม 
 

ความสัมพันธ์ของระดับเมลาโทนินกับการเกิดมะเร็งเริ่มมีการศึกษาครั้งแรกในช่วงปี ค.ศ. 1970 
พบว่าสารท่ีสกัดจากต่อมไพเนียลสามารถลดการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งได้ และมีรายงานว่าในสัตว์ทดลอง
ท่ีตัดต่อมไพเนียลออก หรือกลุ่มท่ีสัมผัสกับแสงไฟในเวลากลางคืนซ่ึงมีผลทําให้เมลาโทนินหลั่งลดลงนั้น มีการ
เติบโตของเซลล์มะเร็งเพ่ิมมากข้ึน (Blask, 1984)  ซ่ึงสอดคล้องกับข้อมูลท่ีพบในคน โดยพบว่าผู้ป่วยมะเร็งมี
ระดับเมลาโทนินในเวลากลางคืนตํ่ากว่าคนปกติท่ีมีอายุเท่ากัน  (Kos-Kudla et al., 2002; Karasek et al., 
2005) และผู้ป่วยท่ีมีมะเร็งชนิดท่ีมีความรุนแรง หรือ ขนาดของก้อนมะเร็งท่ีใหญ่ มีระดับเมลาโทนินใน
พลาสมาตํ่ากว่ากลุ่มท่ีมีความรุนแรงของโรคน้อยกว่าอย่างมีนัยสําคัญ (Vijayalaxmi et al., 2002)  

 ข้อมูลระบาดวิทยายังพบความเสี่ยงการเกิดมะเร็งเพ่ิมข้ึนในคนท่ีทํางานผลัดกลางคืน โดยเชื่อว่าการ
สัมผัสแสงในเวลากลางคืนทําให้เมลาโทนินหลั่งลดลง รายงาน meta-analysis จาก 13 การศึกษาพบว่าผู้หญิง
ท่ีทํางานผลัดกลางคืนมีความเสี่ยงในการเกิดมะเร็งเต้านมเพ่ิมข้ึนร้อยละ 48 โดยพบความเสี่ยงใกล้เคียงกันท้ัง
ในผู้หญิงท่ีทํางานเป็นพนักงานต้อนรับบนเครื่องบิน (standardized incidence ratio 1.44; 95% CI 1.26 – 
1.65) และท่ีทํางานผลัดกลางคืน (relative risk 1.51; 95% CI 1.36 – 1.68) (Megdal et al., 2005) 
การศึกษาของ Schernhammer และคณะยังพบว่าความเสี่ยงเพ่ิมสูงถึงร้อยละ 79 ในผู้หญิงท่ีทํางานผลัด
กลางคืนมากกว่า 20 ปี (Schernhammer et al., 2006) ในขณะท่ีการศึกษาในเอเชียและในเพศชาย พบ
ข้อมูลท่ีสอดคล้องกัน โดยผู้ชายท่ีทํางานผลัดกลางคืนมีความเสี่ยงของการเป็นมะเร็งต่อมลูกหมากเพ่ิมมากข้ึน
ถึง 3 เท่า (Kubo et al., 2006) 

ข้อมูลการใช้เมลาโทนินในการรักษาผู้ป่วยมะเร็งเริ่มมีในช่วงปี 1990s รายงาน meta-analysis จาก 10 
การศึกษาทางคลินิกแบบสุ่มและควบคุม (randomized, controlled trial) ท่ีใช้เมลาโทนินร่วมกับการรักษา
มาตรฐานอ่ืนๆ ในผู้ป่วยมะเร็ง พบว่ากลุ่มท่ีได้รับประทานเมลาโทนินขนาด 10 ถึง 40 มิลลิกรัม ตอนกลางคืน 
มีความเสี่ยงในการเสียชีวิตภายใน 1 ปี น้อยกว่ากลุ่มท่ีไม่ได้รับเมลาโทนิน ร้อยละ 34 (relative risk: 0.66, 
95% confidence interval: 0.59 – 0.73) และไม่พบรายงานอาการข้างเคียงท่ีรุนแรง (Mills et al, 2005) 
ท้ังนี้ยังมีข้อจํากัดท่ี 10 การศึกษาดังกล่าวไม่ได้ใช้รูปแบบวิจัยแบบปกปิดสองทาง (double-blind trial) 
อย่างไรก็ตาม การรายงานของ Mills และคณะ ได้กระตุ้นให้มีการศึกษาการใช้เมลาโทนินในผู้ป่วยมะเร็งเพ่ิม
มากข้ึน จากการตรวจสอบฐานข้อมูลการศึกษาทางคลินิก พบการวิจัยเมลาโทนินในผู้ป่วยมะเร็งท่ีลงทะเบียน
ไว้แล้วถึง 6 การศึกษา และส่วนใหญ่อยู่ในระหว่างเปิดรับอาสาสมัคร  (Clinical Trial.gov)  

เมลาโทนินซ่ึงเป็นฮอร์โมนในร่างกายท่ีมีรายงานความปลอดภัยสูง  (Vijayalaxmi et al., 2002) และ
มีราคาถูก เนื่องจากการใช้ร่วมกับเคมีบําบัด 6 เดือน จะเพ่ิมค่าใช้จ่ายเพียง 100 – 200 บาท ซ่ึงเม่ือพิจารณา
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ร่วมกับรายงานการศึกษาอ่ืนๆ จะเห็นว่าการใช้เมลาโทนินร่วมกับการรักษาอ่ืนๆในผู้ป่วยมะเร็ง น่าจะช่วยเพ่ิม
ประสิทธิภาพการรักษามะเร็ง ลดอาการข้างเคียงจากเคมีบําบัด และเพ่ิมคุณภาพชีวิตของผู้ป่วยได้  

กระบวนการสร้าง melatonin ในร่างกาย 

 ในร่ายกายมนุษย์ Melatonin ถูกสังเคราะห์และคัดหลั่งจาก pineal gland ซ่ึงอยู่ภายส่วนของสมอง  
โดยการสังเคราะห์และคัดหลั่งนี้จะถูกควบคุมโดยระบบช่วงเวลาและช่วงอายุ (รูปท่ี 3-4) ซ่ึงพบว่าในสัตว์เลี้ยง
ลูกด้วยนมจะมีการสร้าง melatonin สูงในช่วงเวลากลางคืน โดยมีส่วนท่ีควบคุมการหลั่ง melatonin คือ 
ระบบควบคุมเวลาของร่างกายใน suprachiasmatic nucleus (SCN) ของ hypothalamus โดยพบว่า
กระบวนการสังเคราะห์ของ melatonin มีสารต้ังต้นคือ L-Tryptophan ซ่ึงจะถูกทําให้เปลี่ยนเป็น 
serotonin (5-Hydroxytryptamine, 5-HT) และจะผ่านปฏิกิริยา arylalkylamine N-
acetyltransferase(AANAT) เกิดเป็น N-acetylserotonin และผ่านปฏิกิริยา hydroxyindole-
omethyltransferase ซ่ึงจะเปลี่ยน N-acetylserotonin เป็น melatonin (รูปท่ี 5) 

                 
รูปท่ี 3 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างระดับของเมลาโทนินกับเวลาในช่วงวันของมนุษย์ 
 
 

                   
       รูปท่ี 4 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างการสร้างเมลาโทนินในแต่ละช่วงอายุของมนุษย์         
                        (http://www.scoliosisjournal.com/content/2/1/6/figure/F4?highres=y) 
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รูปท่ี 5 แสดงกระบวนการสร้าง melatonin จาก Tryptophan 
(http://www.ch.ic.ac.uk/local/projects/s_thipayang/intro.html) 

 
นอกจากนี้ยังพบความสัมพันธ์ของเมลาโทนินกับการเกิดโรคมะเร็ง (Megdal et al., 2005) ซ่ึง

เก่ียวข้องกับกระบวนการออกซิเดชัน มีผลทําให้เกิดอันตราย และเป็นจุดเริ่มแรกของการเกิดมะเร็ง (นุจรี 
2549, โอภา 2549, Ortega-Gutierrez et al., 2003, Reiter et al., 2003, Li et al., 2005,) โดยสารต้าน
อนุมูลอิสระเป็นสารท่ีทําหน้าท่ีชะลอ หรือป้องกันการเกิดขบวนการ oxidation ได้  ในวงการแพทย์ยอมรับว่า
พยาธิสภาพของการเกิดโรคหลายชนิด เช่น โรคในระบบหัวใจและหลอดเลือด หรือโรคมะเร็ง มีความเก่ียวข้อง
สัมพันธ์กับการเกิดอนุมูลอิสระในร่างกาย ดังนั้นการทําลายหรือควบคุมปริมาณอนุมูลอิสระดังกล่าว จะช่วยใน
การป้องกัน หรือรักษาโรคต่างๆ ท่ีเกิดข้ึน จากการศึกษาทางระบาดวิทยาจํานวนมากยืนยันถึงการชะลออัตรา
การเสี่ยงและเพ่ิมอัตราการป้องกันการเกิดโรคมะเร็ง ท่ีมีความสัมพันธ์กับอนุมูลอิสระ 

 
ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระของ Melatonin 
กลไกในการต้านอนุมูลอิสระของ melatonin สามารถแบ่งใหญ่ๆได้เป็น 2 กลไกดังนี้ 

 1. Direct Antioxidant Function 
 จากการศึกษาทดลองในห้องทดลองจํานวนมากได้สรุปว่า melatonin มีความสามารถในการจับและ
ยับยั้งอนุมูลอิสระ โดยมีความสามารถในการจับกับอนุมูลอิสระจําพวก hydroxyl radical ท่ีสูงกว่า 
glutathione และ mannitol นอกจากนี้การศึกษาโดยใช้สัตว์ทดลองก็ได้ให้ข้อมูลว่า melatonin มีความเป็น



 7  

พิษท่ีค่อนข้างตํ่าเม่ือเทียบกับประสิทธิภาพท่ีได้ในการต้านอนุมูลอิสระ ซ่ึง Direct Antioxidant Functionนี้ 
สามารถจับกับอนุมูลอิสระได้ท้ัง reactive oxygen species (ROS) และ reactive nitrogen species(RNS) 
ซ่ึงมีการคาดการไว้หลายกลไก (รูปท่ี 6) จากนั้นจะถูกทําให้เปลี่ยนไปอยูใ่นรูปของ metabolites คือ N-
formyl-5-methoxykynuramine (AFMK) และ N-acetyl-methoxykynuramine (AMK) (รูปท่ี 7) 

 
รูปท่ี 6  แสดงกลไกการออกฤทธิ์ antioxidant ของ melatonin (Bülent, 2008) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
รูปท่ี 7  แสดงกลไกการออกฤทธิ์ของ melatonin แบบ direct mechanism 

N

H
N

O

O

N
H

H
N

O

O

N

H
N

O

O

OH

N
H

H
N

O

O

H

O

N
H

H
N

O

O

H

O

OH

OH

H2O

H2O + O2

+ OH-

+ OH

H2O + O2

AFMK

AFMK



 8  

 2.2 Indirect Antioxidant Function 
 ในหลายๆการศึกษาได้พบว่า การใช้ melatonin ส่งผลให้มีการเพ่ิมการทํางานหรือเพ่ิมปริมาณของ 
enzymes ต้านอนุมูลอิสระในร่างกายเช่น superoxide dismutase (SODs), catalase (CAT), glutathione 
peroxidase (GPx) และ glutathione reductase (GRd) ซ่ึงส่งผลในการป้องกัน oxidative stress จาก
สารพิษหลายๆชนิดเช่น safrole, paraquat หรือ alloxan ในทางอ้อม 
 
 จากรายงานพบว่าหมู่ท่ีจําเป็นต่อการออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระบนโครงสร้างของเมลาโทนิน (Gilbeto 
et al., 2006, Gozzo et al., 2001) สามารถสรุปได้ดังนี้คือ  
 1. หมู่ amide บนโครงสร้างพบว่าเม่ือมีการแทนท่ีด้วยหมู่ tert-butanoyl หรือ benzoyl  ฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระจะไม่เปลี่ยนแปลง หรืออาจเพ่ิมข้ึนเพียงเล็กน้อยเท่านั้น  แต่หากเปลี่ยนจาก amide เป็น ketone 
จะทําให้ฤทธิ์ลดลง 
 2. หมู่ methoxy ตําแหน่งท่ี 5 ของวงแหวนอินโด พบว่ามีความสําคัญต่อการออกฤทธิ์ แต่หาก
เปลี่ยนเป็นหมู่ hydroxy ฤทธิ์จะเพ่ิมข้ึน แต่มีบางรายงานท่ีทําการทดสอบในสัตว์ ทดลองกลับได้ผลตรงกัน
ข้ามคือฤทธิ์ลดลง ซ่ึงข้อมูลดังกล่าวยังไม่สามารถสรุปได้แน่ชัด แต่สามารถสรุปได้เพียงว่า การท่ีมีหมู่ 
methoxy ท่ีตําแหน่งท่ี 5 จะทําให้เมลาโทนินมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระท่ีดี 
 3. indole ring เม่ือเปลี่ยนชนิดวงแหน เป็น benzofurane หรื naphthalene จะทําให้ฤทธิ์ลดลง 
แสดงให้เห็นว่า heterocyclic จําเป็นต่อการแสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 

 
 4.  สาย acetyl aminoethyl  เม่ือมีการย้ายจากตําแหน่ง C-3 เป็น C-2 พบว่าฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
สูงข้ึนอย่างมีนัยสําคัญ แต่ความสามารถในการจับกับตัวรับเมลาโทนิน (melatonin receptor, MT1) ลดลง 
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 จากรายงานข้างต้นจะเห็นว่าสาร เมลาโทนินมศักยภาพในการต้านฤทธิ์อนุมูลอิสระ ดังนั้นการ
ดัดแปลงโครงสร้างท่ี N-atom บนวงแหวน indole น่าจะมีความเป็นไปได้สูงท่ีจะได้สารท่ีมีฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระท่ีดีได้ และในการวิจัยครั้งนี้สนใจศึกษาความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารเมลาโทนินและ
อนุพันธ์ท่ีสังเคราะห์ข้ึนมาโดยสนใจศึกษาด้วยวิธี DPPPH assay, TBAR assay  และ Nitric oxide assay 
ดังนี้ 
 

การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
1. การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay 
DPPH assay เป็นวิธีการวิเคราะห์ความสามารถในการต้านออกซิเดชัน ซ่ึงใช้ 2,2-Diphenyl-1-

picrylhydrazyl  (DPPH) เป็น stable radical ในตัวทําละลาย methanol ซ่ึงสารละลายนี้มีสีม่วง ดูดกลืน
แสงได้ดีท่ีความยาวคลื่น 550 nm โดย DPPH• จะเกิดปฏิกิริยากับ antioxidant (AH) หรือกับ radical 
species (R•) ได้ดังสมการ 
                    DPPH• + AH                                                        DPPH-H + A• 

                    DPPH•+ R•                                                           DPPH-R  

 ถ้าตัวอย่างมีความสามารถในการต้านออกซิเดชันไสูง ความเข้มของสารละลายสีม่วงก็จะลดลง ซ่ึงจะ
รายงานผลการทดลองเป็นค่า 50% effective concentration (EC50) ซ่ึงหมายถึงปริมาณสารต้านออกซิเดชัน
ท่ีทําให้ความเข้มข้นของ  DPPH•  เหลืออยู่ 50%  การศึกษาความสามารถในการต้านออกซิเดชัน ในสาร
ตัวอย่างนิยมรายงานเป็นค่า EC50 ทําโดยสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่าง % Remaining DPPH•  กับความ
เข้มข้นของสารมาตรฐาน / ตัวอย่าง เพ่ือหาค่า EC50 โดยคํานวณ % Remaining DPPH• และนอกจากนี้แล้วก็
ยังมีการรายงานในรูปของค่า IC50 ด้วย ซ่ึงทําโดยการสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่าง % Inhibition DPPH• 
กับความเข้มข้นของสารตัวอย่าง เพ่ือหาค่า IC50 โดย   คํานวณ % Inhibition DPPH• ดังสมการ  :  

                         Abs control                  

                                             Abs control   –   Abs sample 

DPPH assay เป็นวิธีท่ีมีข้อดีคือ เป็นวิธีท่ีสะดวก รวดเร็ว ง่ายต่อการวิเคราะห์ ให้ความถูกต้อง และมี 
reproducibility สูง แต่มีข้อเสียคือ ไม่สามารถใช้วิธีนี้วิเคราะห์ antioxidant activity ของเลือดได้เพราะต้อง
วัดในปฏิกิริยาท่ีเป็น alcohol ซ่ึงทําให้โปรตีนตกตะกอนได้ 

2. การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี lipid peroxidation (TBAR assay)  
 Lipid peroxidation เป็นขบวนการทําลาย polyunsaturated fatty acids (PUFA) โดยปฏิกิริยา 
oxidation อย่างต่อเนื่อง ทําให้เกิดการผลิตสารประกอบต่างๆ ตามลําดับคือ lipid hydroperoxide, cyclic 
peroxides, cyclic endoperoxides และผลิตผลท้ายคือ สารประกอบ ketones และ aldehydes รวมถึง 
malondialdehyde (MDA) ผลิตผลจากกระบวนการ lipid peroxidation เหล่านี้ (รวมท้ัง MDA) สามารถ

×100 

% Inhibition 
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ทําปฏิกิริยากับ thiobarbituric acid (TBA) ในรูปของการรวมตัวเป็น adduct จึงนิยมเรียกการตรวจวัดภาวะ 
lipid peroxidation โดยวิธนีี้ว่า TBA test และเรียกกลุ่มของสารประกอบท่ีสามารถเข้าทําปฏิกิริยานี้รวมกัน
ว่า TBA reactive substance (TBARS) โดยหากตรวจพบ TBARS มากก็เป็นตัวบ่งชี้ว่ามีกระบวนการ lipid 
peroxidation เกิดข้ึนมากได้ 
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TBA MDA TBARS  

     สําหรับการประเมินภาวะ lipid peroxidation ท่ีเกิดข้ึนในตัวอย่างชีววัตถุ โดยนําตัวอย่างมาทําปฏิกิริยา
กับ TBA ภายใต้สภาวะท่ีมีความเป็นกรดแก่ (pH3) ท่ีอุณหภูมิสูง โดยสาร MDA 1 โมเลกุลสามารถทําปฏิกิริยา
กับ TBA ได้จํานวน 2 โมเลกุล ได้สารประกอบเชิงซ้อนเป็น TBARs (TBA reactive substance) ท่ีมีสีชมพู
และดูดกลืนแสงได้สูงสุดในช่วงความยาวคลื่น 528-551 nm  สามารถนําไปวิเคราะห์เชิงปริมาณได้  

3. การทดสอบ Nitric oxide  
Nitric oxide (NO) เป็น radical ท่ีมีความ reactive ตํ่า ซ่ึงเม่ือถูก oxidized จะทําให้อยู่ในรูปของ 

Nitrite (NO2
-) เป็นส่วนใหญ่ โดย Sodium nitroprusside สามารถสร้าง NO ข้ึนมาได้ และเราสามารถวัด

ปริมาณ NO ท่ีเกิดข้ึนได้ทางอ้อมโดยการเติม Griess reagent [sulfanilic acid + N-(1-naphthyl) 
ethylenediamine] เพ่ือทําปฏิกิริยากับ NO2

 – ทําให้เกิดสารประกอบจําพวก Azo-compound ท่ีมีสี และ
วัดการดูดกลืนแสง UV ได้ ดังนี้ 

  

SO2NH2

NH2

SO2NH2

N2
+

HN
NH2

H2O2NS N
N

N
H

NH2

2HCl

sulfanilic acid N-(1-naphthyl) ethylenediamine

Azo derivative

diazonium ion

NO2
-

H+ +
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กลไกการออกฤทธิ์ต้านมะเร็งของ Melatonin 
การออกฤทธิ์ของเมลาโทนินจะทํางานโดยจับกับตัวรับท่ีอยู่บน membrane ของเซลล์ซ่ึงตัวรับเมลา

โทนินมี 3 ชนิด คือ MT1, MT2 และ MT3 โดย ตัวรับชนิดท่ี 1 และ 2 พบในมนุษย์ โดยมีแตกต่างกันดังแสดง
รายละเอียดในตารางท่ี 1 ส่วนตัวรับชนิดท่ี 3 มีรายงานว่าพบในสัตว์ ดังนั้นในการพัฒนายาต่างๆ ในปัจจุบันจึง
สนใจเฉพาะตัวรับเมลาโทนินชนิดท่ี 1 (MT1) และชนิดท่ี 2 (MT2)  ซ่ึงตัวรับท้ังสองแบบมีลักษณะของโมเลกุล
ดังแสดงในรูปท่ี 8 

 

  
 

 

  
 
    รูปท่ี 8 แสดงลักษณะโครงสร้างของตัวรับเมลาโทนินชนิดท่ี  1 (MT1) และชนิดท่ี 2 (MT2)   
 
 
 
 
 
 
 

B 

A 
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ตารางท่ี 1  แสดงตําแหน่งและหน้าท่ีของตัวรับเมลาโทนินชนิดท่ี 1 และ 2 

Location MT1 MT2 Function 
adipocytes � � Lowering of GLUT4 mRNA levels and glucose uptake 
aorta � � Vasodilatation? 
breast cencer cell �  Inhibition of proliferation in ERα-positive cells 

central dopaminergic system �  

• Modulation of dopamine synthesis and release 
• Activation of dopamine receptors 
• Modulation of Cocaine-induced behaviors 

cerebellum � �  Interactions with glutamatergic synapses? 
choriocarcinoma �  Antiproliferative effects 

coronary arteries � � 

• Vasodilatation via MT2 ? 
• Vasoconstriction via MT1 ? 

duodenal enterocyte  � Stimulation of HCO3
– secretion via neural stimulation 

gollbladder epithelial �  

• Gallbladder contraction? 
• Modulation of absorptive and/or secretory processes? 

granulosa cell � � 

• Increase in LH receptor mRNA levels 
• Increase in hCG stimulated progesteron levels 
• Decrease in GnRH-(receptor) levels 

hippocampus � � 

• Memory, excitation and inhibition of neuronal activity 
• Variations in Alzheimer Disease 
• Enhancement of seizure threshold via depression of 

GABAA-receptor function? 
immune system �  Different immunostimulatory effects 
kidney �   ? 
myometrium � � Modulation of uterine contraction 
prostate cancer cell � � Antiproliferative effects 

retina cell � � 

• Inhibition of stimulation evoked release of dopamine 
• Modulation of rod phototransduction 

pathways/photoreceptor functions 
• Adaptation to low light intensities 

SCN �  Modulation (entrainment) of circadian rhythms 

skin � � 

Antiproliferative effects on cutaneous melanoma 
cells and normal cell 

spermatozoa � � Inhibition of sperm motility? 
Hypothalamus,pituitary � � Inhibition of LH-secretion and ovulation 
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พบว่าเมลาโทนินออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งผ่านตัวรับ MT1  (Yuan et al., 2002) 
ส่วนตัวรับ MT2  จะมีผลต่อระบบหัวใจและหลอดเลือดซ่ึงมีฤทธิ์ทําให้หลอดเลือดมีการคลายตัวและขยายตัว 
(Ekmekcioglu et al., 2003)  สําหรับข้อมูลความสัมพันธ์ระหว่างโครงสร้างสารกับการออกฤทธิ์ของเมลาโท
นิน (Structure Activity Relationship : SAR) ซ่ึงจากรายงานการศึกษาพบว่าส่วนท่ีจําเป็นในการจับกับ
ตัวรับเมลาโทนิน (melatonin receptor) คือ N-acetyl และ 5-methoxy group (Morot et al.,1998) (รูป
ท่ี 9) 

                     
รูปท่ี 9  แสดงส่วนท่ีจําเป็นในการจับกับตัวรับเมลาโทนิน (melatonin receptor) 

 
 ดังท่ีกล่าวมาแล้วข้างต้นว่า MT1 receptor เป็นกลไกหนึ่งท่ีสําคัญในการออกฤทธิ์ต้านมะเร็งของเมลา
โทนิน ดังนั้นการศึกษา SAR ต่อฤทธิ์ต้านมะเร็งของเมลาโทนิน จึงมุ่งประเด็นไปท่ีความสามารถในการจับกับ
ตัวรับ MT1 โดยพยายามดัดแปลงโครงสร้างสารให้มีความสามารถในการจับกับ MT1 สูงข้ึน ซ่ึงถ้ามี
ความสามารถในการจับกับ MT1 สูงแสดงว่ามีฤทธิ์ในการต้านมะเร็งเพ่ิมข้ึนด้วย โดยได้พยายามสร้างสาร
เลียนแบบโครงสร้างเมลาโทนิน และศึกษาการจับกับ MT1 (Fukatsu et al. 2002) พบว่า lone pair 
electron ของ oxygen atom ของ หมู่ methoxy จะเป็นตัวจับกับ MT1 ดังนั้นการเติมหมู่แทนท่ีบนวงแหวน
เบนชินท่ีเป็นหมู่เกะกะจะทําให้การจับกับตัวรับลดลง ซ่ึงพบว่าหากมีหมู่ methyl ท่ีตําแหน่ง 4 จะทําให้ 
oxygen atom ไม่สามารถจับกับตัวรับได้ แต่หากหมู่ methyl เกาะท่ีตําแหน่ง 6 แทนจะทําให้ oxygen 
atom สามารถจับกับ MT1 ได้ (รูปท่ี 10, 11)  นั่นแสดงให้เห็นว่า การจัดเรียงตัว (conformation) ของ 
methoxy จําเป็นต่อการจับกับ MT1 (รูปท่ี 12) 

           
รูปท่ี 10  แสดงการเกาะของหมู่ methyl ท่ีตําแหน่งท่ี 6 ต่อการจับกับ MT1 
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รูปท่ี 11  แสดงการเกาะของหมู่ methyl ท่ีตําแหน่งท่ี 4 ต่อการจับกับ MT1 

 

               
รูปท่ี 12  แสดงการจัดวางตัวของหมู่ methyl ท่ีมีผลต่อการจับกับ MT1 

  
 ยังมีรายงานวิจัยพบว่าการเปลี่ยนหมู่ hetero atom บนวงแหวน indole จาก N-atom เป็น O-
atom พบว่าสารยังสามารถจับกับ MT1 ได้  และจับได้แน่นมากข้ันด้วย ต่อมาได้มีการเติมหมู่แทนท่ี ท่ี
ตําแหน่ง ท่ี 2 ด้วยหมู่ phenyl พบว่าได้สารท่ีสามารถจับกับ MT1 ได้แน่นมากข้ึน  โดยสารดังกล่าวคือ N-(2-
phenylbenzofuran-3-yl) ethyl amide และจากท่ีกล่าวมาท้ังหมดสามารถสรุปหมู่ท่ีจําเป็นต่อการจับกับ 
MT1 ดังแสดงในรูปท่ี 13 

               
 

รูปท่ี 13  แสดงหมู่ท่ีจําเป็นบนโครงสร้างหลักของเมลาโทนินท่ีมีผลต่อการจับกับ MT1 
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บทท่ี 3 
 

การทดลอง  
 

สารเคมี 
- Melatonin  
- Phosphate buffer pH 7.4 (PBS) 
- Potassium chrolide 
- Ethanol 
- Thiobarbituric acid 
- สมองหมู 
- N-(1-Naphthyl) ethylenediamine 
- Hydrochloric acid 
- Sodium nitroprusside 
- Methanol 
- Sulfanilamide 
- Ethyl acetate 
- น้ํากลั่น 
- ผลึก KBr 
- Chloroform 

 
อุปกรณ์ / เครื่องมือ 
 - auto-pipette 
 - beaker 
 - volumetric flask 
 - 96-well plate 
 - Erlenmeyer flask 
 - ช้อนเขา 
 - hot bath 
 - ice bath 
 - centrifuge tube 
 - glass tube 
 - เครื่อง Spectrofluorometer 
 - เครื่อง UV spectrophotometer 
 - TLC plate 
 - เครื่อง Infrared spectrophotometer 
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การสังเคราะห์สารอนุพันธ์ 
มีวิธีการดังนี้ : ชั่งเมลาโทนินใส่ใน round bottom flask และปิดด้วย guard column ท่ีบรรจุด้วย 

CaCl2  เพ่ือป้องกันความชื้น หลังจากนั้นจะปล่อยให้เกิดปฏิกิริยาภายในระบบปิด โดยใช้ ก๊าซไนโตรเจนบรรจุ
ในลูกโป่งครอบไว้เหนือ guard colum อีกชั้นหนึ่ง จากนั้น นําสารละลาย Pyridine หรือ CH2Cl2 1 mL 
ละลายเมลาโทนินในขวด และนําสารละลายแช่บนอ่างน้ําแข็ง จึงค่อยๆเติม Acid chloride ชนิดต่างๆ เป็น
เวลามากกว่า 15 นาที จึงต้ังปฏิกิริยาต่อไปท่ีอุณหภูมิห้อง และทําการตรวจสอบติดตามการเกิดปฏิกิริยาด้วย
วิธีการ Thin layer chromatography  

เม่ือปฏิกิริยาเกิดข้ึนสมบูรณ์จะทําการ หยุดปฏิกิริยาด้วยวิธีการ liquid-liquid extraction ระหว่าง
น้ํากลั่น 50 mL และ 10% methanol in dichloromethane 50 mL ทําการสกัด 3 ครั้ง เก็บชั้น
สารอินทรีย์ไว้ นําไปเติม NaSO4 anhydrous เพ่ือดูดน้ําส่วนเกิน และกําจัด NaSO4 โดยการกรองด้วย
กระดาษกรอง สารจากการกรองจะนําไปทําให้เข้มข้นด้วยเครื่อง rotary evaporator และคํานวณหาน้ําหนัก
ของสารหยาบ หลังจากนั้นจึงนําสารหยาบดังกล่าวมาทําให้บริสุทธิ์ ด้วยวิธีการ open column 
chromatography (CC) ด้วยตัวชะความเข้มข้นต่างๆ โดยจะเริ่มจากสารชะท่ีมีความมีข้ัวตํ่าเช่น 100% 
hexane สารผสมระหว่าง hexane: ethyl acetate ในอัตราส่วนต่างๆ ,100% ethyl acetate ไปจนถึง 
methanol ได้สารผลิตภัณฑ์คิดเป็นเปอร์เซ็นต์ดังแสดงในตารางท่ี 2  

บางอนุพันธ์อาจมีการเติม 4-dimethylaminopyridine (DMAP) เพ่ือเร่งปฏิกิริยา โดยกระบวนการ
สังเคราะห์ต่างๆ ทําเช่นเดียวกับวิธีการข้างต้น โดยมีรายละเอียดการสังเคราะห์แต่ละอนุพันธ์ดังนี้ 

1. Acetyl melatonin 

N

H
N CH3

O

H

N

H
N CH3

O

O

Melatonin (232)

O O

(274)

Acetic anhydride

 
 
 
แสดงสารและปริมาณท่ีใช้ในการสังเคราะห์อนุพันธ์ 
Compound MW mmole Amount/volume 
Melatonin 232 0.86 mmole  116 mg 
Acetic anhydride  4.3 mmole 410 µL 
DMAP  0.43 mmole 52.54 mg 
Pyridine   1 mL 

Column Chromatography : Diameter = 2.5 cm, Pack with Silica gel ( Fine ) 10 g, Load by 
Hexane 100% 
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Eluents : 
Hexane : Ethylacetate (8:2)   : 1-19 
100%   Ethylacetate  : 20-32 
5% Methanol in Ethylacetate : 33-37 
100% Methanol   : 38 
Fractions : 
9-21  : 175.4 mg 
22-27*  : 61mg  (product) 
34-37  : 136.4 mg 
38  : 40.9mg 
 

2. Benzoyl melatonin 

N

H
N CH3

O

H

N

H
N CH3

O

O
4-Benzoyl chloride

Melatonin (232) (336)

O

O

 
ตารางแสดงสารและปริมาณท่ีใช้ในการสังเคราะห์อนุพันธ์ 
Compound MW mmole Amount/volume 
Melatonin 232 0.5  116 mg 
Benzoyl chloride 140.57 

D = 1.211 g/mL 
1 mmole 
(2 equivalent) 

116 µL 

DMAP 122 0.25 mmole 30.5 mg 
Pyridine   1 mL 

Column Chromatography : Diameter = 2 cm, Pack with Silica gel ( Fine ) 10 g , Load by 
Hexane 100% 
Eluents : 

Hexane 100%    :  1-5 
Hexane : Ethylacetate (9:1)   : 6-35 
Hexane : Ethylacetate (8:2)   : 36-55 
Hexane : Ethylacetate (7:3)   : 56-60 
Ethylacetate 100%    : 61 
Start to detect the sample at flask 40 
Flask weight 
7-9   : 113.6 mg 
10-16   : 26.3 mg 
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*17- 21  : 49.8 mg (product) 
22-36   : 27.6 mg 
37-41   : 12.9 mg 
42-45   : 4.7 mg 
46-56   : 9.2 mg 
57-61   : 58 mg 
 

3. Napthoyl melatonin 

N

H
N CH3

O

H

N

H
N CH3

O

O
Napthoyl chloride

Melatonin (232)

O

O

 
ตารางแสดงสารและปริมาณท่ีใช้ในการสังเคราะห์อนุพันธ์ 
Compound MW mmole Amount/volume 
Melatonin 232 1.0  mmole  232 mg 
2-Naphthoyl 
chloride 

191.63 1.5 mmole 287 mg 

DMAP  0.5 mmol 61 mg 
Pyridine   1 mL 

Column Chromatography : Diameter = 2.5 cm, Pack with Silica gel ( Fine ) 15 g, Load by 
Hexane 100% 
Eluents 

Hexane 100%    :  1-9 
Hexane : Ethylacetate (9:1)   : 10-29 
Hexane : Ethylacetate (7:3)   : 30-34 
Hexane : Ethylacetate (1:1)   : 35-40 
Ethylacetate 100%    : 41-43 
Ethylacetate : MeOH (1:1)  : 44-49 
Fractions :  

  1-11 : 61.9 mg 
  12-16 : 30.5 mg 
*28-34 : 117.8 mg (product) 
35-49 : 73.4 mg 
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4.  4-Methoxy benzoyl melatonin 

N

H
N CH3

O

H

N

H
N CH3

O

O

OCH3

4-Methoxy benzoyl chloride

Melatonin (232) (366)

O

O

 
ตารางแสดงสารและปริมาณท่ีใช้ในการสังเคราะห์อนุพันธ์ 
Compound MW mmole Amount/volume 
Melatonin 232 0.5  116 mg 
4-Methoxy benzoyl 
chloride 

170.6 
D = 1.26 g/mL 

1 mmole 
(2 equivalent) 

135 mcL 

DMAP  0.25 mmole 
(o.5 equivalent) 

30.5 mg 

Dichloromethane   2 mL 
Column Chromatography: Diameter = 2.5 cm, Pack with Silica gel 20 g, Load by Hexane 
100% 
 
Eluent :  

Hexane 100%     : 1-4 
Hexane : Ethylacetate (9:1)    : 5-23 
Hexane : Ethylacetate (8:2)    : 24-56 
Hexane : Ethylacetate (1:1)    : 57-71 
Ethylacetate 100%    :  72-95 
10% MeOH in Dichloromethane  : 96 
Fractions : 
1-11   : 16.2 mg 
12   : 1.5 mg 
13-14   : 2.4 mg 
15-31   : 25.6 mg 
32-37   : 39.6 mg 
38-59   : 53.6 mg 
60-72  : 38.6 mg 
73-78   : 4.2 mg 
79-96   : 70 mg (Melatonin) 
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5. 3-Methoxy benzoyl melatonin 

N

H
N CH3

O

H

N

H
N CH3

O

O3-Methoxy benzoyl chloride OCH3

Melatonin (232) (366)

O

O

 
 

ตารางแสดงสารและปริมาณท่ีใช้ในการสังเคราะห์อนุพันธ์ 
Compound MW mmole Amount/volume 
Melatonin 232 0.5  116 mg 
3-Methoxy benzoyl 
chloride 

170.6 
D = 1.214 g/mL 

1 mmole 
(2 equivalent) 

140 µL 

Pyridine   1 mL 
Column Chromatography :Diameter = 2.5 cm, Pack with Silica gel ( Fine ) 20 g, Load by 
Hexane 100% 
Eluents  

Hexane 100%     : 1-14 
Hexane : Ethylacetate (9:1)    : 15-30 
Hexane : Ethylacetate (8:2)    : 31-49 
Hexane : Ethylacetate (1:1)    : 50-76 

Fractions : 
40-49   : 88.8 mg 
50  : 32.8 
51-55   : 75.1 mg 
56-59   : 79.6 mg 
60-69   : 115.8 mg 
70  : 25.6 mg 
71-74   : 75.4 mg 
 

6. 2-Methoxy benzoyl melatonin 

N

H
N CH3

O

H

N

H
N CH3

O

O2-Methoxy benzoyl chloride
OCH3

Melatonin (232)
(366)

O
O
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ตารางแสดงสารและปริมาณท่ีใช้ในการสังเคราะห์อนุพันธ์ 
Compound MW mmole Amount/volume 
Melatonin 232 0.5  116 mg 
2-Methoxy benzoyl 
chloride 

170.6 
D = 1.57 g/mL 

1 mmole 
(2 equivalent) 

108 µL 

Pyridine   1 mL 
Column Chromatography :Diameter = 2 cm,Pack with Silica gel 10 g, Load by Hexane 100% 
 
Eluents : 

Hexane 100%    :  1-16 
Hexane : Ethylacetate (9:1)   : 17-35 
Hexane : Ethylacetate (8:2)   : 36-42 
Hexane : Ethylacetate (1:1)   : 43-53 
Ethylacetate 100%   : 54-55 
Fractions : 
1-14   :  4.5 mg 
15-17   : 1.2 mg 
18-26   : 10.8 mg 
27-31   : 61.7 mg 
32-34  : 75.3 mg 
35-49   : 42.6 mg 
50-55   : 90.2 mg 
 

7. 4-Bromo benzoyl melatonin 

N

H
N CH3

O

H

N

H
N CH3

O

O

Br

4-Bromo benzoyl chloride

Melatonin (232) (415)

O

O

 
ารางแสดงสารและปริมาณท่ีใช้ในการสังเคราะห์อนุพันธ์ 
Compound MW mmole Amount/volume 
Melatonin 232 0.5  116 mg 
4-Bromo benzoyl 
chloride 

415 1 mmole 
(2 equivalent) 

219.46 mg 

DMAP 122 0.25 mmole 30.5 mg 
Dichloromethaene   2 mL 
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Column Chromatography: Diameter =  1.5 cm,Pack with Silica gel ( Fine )  10 g, Load by 
Hexane 100% 
 
Eluents 

Hexane 100%    :  1-16 
Hexane : Ethylacetate (9:1)   : 17-26 
Hexane : Ethylacetate (8:2)   : 27-36 
Hexane : Ethylacetate (1:1)   : 37-38 
Fractions: 
1-16   : 3.3 mg 
17-22   : 0.9 mg 
3-4   :16.8 mg 
23-26   : 11.8 mg 
* 27-36  : 79.9 mg 
37-38   :1.8 mg 
37-68   :91.6 mg 
69 – 73  : 19.6 mg 
 

8. 4-Nitro benzoyl melatonin 

N

H
N CH3

O

H

N

H
N CH3

O

O

NO2

4-Nitro benzoyl chloride

Melatonin (232) (381)

O

O

 
 

ตารางแสดงสารและปริมาณท่ีใช้ในการสังเคราะห์อนุพันธ์ 
Compound MW  (g) mmole Amount/volume 
Melatonin 232 0.5  116 mg 
4-Nitro benzoyl 
chloride 

185.56 1 mmole 
(2 equivalent) 

185.56 mg 

Pyridine   1 mL 
Column Chromatography: Diameter = 2  cm,Pack with Silica gel ( Fine ) 10 g, Load by 
Hexane 100% 
Eluents: 

Hexane 100%    :  1-50 
Hexane : Ethylacetate (9:1)   : 51-63 
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Hexane : Ethylacetate (8:2)   : 64-81 
Hexane : Ethylacetate (7:3)  : 82 
Fractions: 
1-5  : 3.5 mg 
6-26  : 2 mg 
27-36  : 27.9 mg * 
37-72  : 75.3 mg 
73-83  : 4.9 mg 
84-89  : 39.6 mg 
 

การทดสอบฤทธิต์้านอนุมลูอิสระ 
1. DPPH assay 
วิธีการทดลอง 

1.1 เตรียม stock สาร DPPH radical ความเข้มข้น 10 mM โดยชั่งสาร 3.94 mg ละลายด้วย 
methanol 1mL จากนั้นเจือจางให้มีความเข้มข้น 200 µM โดยปิเปตสารจาก stock 10 mM 100 µL ปรับ
ปริมาตรด้วย methanol จนครบ 5 mL 

1.2 เตรียมสารท่ีต้องการทดสอบท่ีความเข้มข้นต่างๆ 
1.3 ปิเปตสารแต่ละความเข้มข้น 100 µL ลงใน 96 wells-plate โดยแต่ละความเข้มข้นจะทํา 5 ซํ้า, 

Controlใช้ ethanol 100 µL, Blank ใช้ ethanol 200 µL 
1.4 ปิเปต 200 µM DPPH ปริมาตร 100 µL ลงในแต่ละ wells-plate ยกเว้น blank 
1.5 เก็บให้พ้นแสง 30 นาที 
1.6 นําไปวัด UV-spectrometer ท่ีความยาวคลื่น 550 nm 

 
2. TBAR assay 
วิธีการทดลอง 

2.1 เตรียม stock ของ melatonin และอนุพันธ์เอไมด์ทุกชนิดของเมลาโทนิน ให้มีความเข้มข้น 40 
mM โดยทําการละลายด้วย ethanol (หากไม่ละลายอาจใช้ 10% DMSO ใน ethanol แทน) 

2.2 เตรียม ice bath (ทุกข้ันตอนต่อจากนี้ยกเว้น 2.8, 2.13 และ 2.14 ให้ทําใน ice bath) 
2.3  เตรียม tube เท่ากับจํานวนของความเข้มข้นอนุพันธ์เมลาโทนินท่ีจะทดสอบท่ีเตรียมไว้ โดยจะ

ทําความเข้มข้นละ 4 tube และเตรียมสําหรับ blank และ negative control อีกอย่างละ 4 tube  
2.4 เติม PBS 1150 µL ลงในแต่ละ tube  
2.5 เติม KCL 600 µL ลงในแต่ละ tube 
2.6 เติมอนุพันธ์เมลาโทนินท่ีจะทดสอบปริมาณ 50 µL ความเข้มข้นละ 4 tube (blank และ 

negative control ใช้ 50 µL แทน) และผสมให้เข้ากัน 



 24  

2.7 เติมสมองหมูท่ีเติมไว้ในทุกๆ tube tube ละ 200 µL และผสมให้เข้ากัน (เขย่าสมองทุกครั้งก่อน
ดูด) 

2.8 นํา tube ทุก tube ไป incubate พร้อมกับเขย่าท่ี 37 ๐C เป็นเวลา 30 นาที(ยกเว้น blank ให้
แช่ ice bath ไว้) 

2.9 นํา tube ออกมาจาก water bath และเติม HClO4 500 µL ลงในทุกๆ tube เพ่ือตกตะกอน
โปรตีน 

2.10 นําไปป้ันเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 4๐C 3000 rpm นาน 5 นาที 
2.11 ดูดส่วนใสท่ีได้ของทุก tube เก็บไว้ tube ละ 1.5 mL  
2.12 เติม 0.1% Thiobarbituric acid ปริมาณ 500 µL ลงในทุก tube 
2.13 นําไป incubate ใน Hot bath (100 ๐C) เป็นเวลา 15 นาที พร้อมกับเขย่า 
2.14 นําไปวัด fluorescent intensity ท่ีความยาวคลื่นในการดูดกลืนแสง 528 nm และคายแสง 

551 nm 
การเตรียม stock KCl 467 mM 

เตรียมโดย ชั่ง Potaasium chloride 3.48 g ละลายและปรับปริมาตรด้วยน้ํากลั่นจนครบ 100 mL 
การเตรียม stock PBS 4 mM pH 7.4 

เตรียมโดย ชั่ง Potassium dihydrogen phosphate 0.54 g ละลายและปรับปริมาตรด้วยน้ํากลั่น
จนครบ 1000 mL ปรับ pH ด้วย NaCl จนได้ pH = 7.4 
การเตรียมสมองหมู 

สมองหมู บดใน Phosphate buffer pH 7.4 ด้วยอัตราส่วน  2g : 19 mL ภายใน ice-bath 
 
3. Nitric oxide assay 
วิธีการทดลอง 

3.1 เตรียม stock ของ melatonin และอนุพันธ์เอไมด์ทุกชนิดของเมลาโทนิน ให้มีความเข้มข้น 10 
mM โดยทําการละลายด้วย methanol  

3.2 เตรียมความเข้นข้นของ melatonin และอนุพันธ์เอไมด์ทุกชนิดของเมลาโทนินจาก stock ให้ได้
ความเข้มข้นท่ีต้องการโดยทําการเจือจางด้วย methanol ให้ได้ปริมาณอย่างละ 500 µL 

3.3 เติม 20 µM sodium nitroprusside ปริมาณ 500 µL ลงในสารท่ีจะทดสอบท่ีเตรียมไว้ใน 3.2 
(blank และ control ใช้ methanol 500 µL + sodium nitroprusside 500 µL) 

3.4 Incubate ไว้ท่ีอุณหภูมิห้องและป้องกันแสงเป็นเวลา 3 ชั่วโมง 
3.5 นําสารท่ี incubate แล้ว เติมใส่ micro-plate ความเข้มข้นละ 6 หลุม หลุมละ 100 µL (blank 

เติมหลุมละ 200 µL) 
3.6 ผสม griess reagent 1 และ 2 ผสมให้เข้าด้วย (อัตราส่วน 1 : 1) จากนั้นเติมใส่สารตัวอย่างใน 

microplate ความเข้มข้นละ 5 หลุม หลุมละ 100 µL(ยกเว้น blank ไม่ต้องเติม) 
3.7 เติม PBS 100 µL ในหลุมของสารท่ีจะทดสอบทุกความเข้มข้น ในหลุมท่ีไม่ได้เติม griess 

reagent 
3.8 Incubate ในท่ีป้องกันแสงเป็นเวลา 5 นาที 
3.9 วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 550 nM 
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การทดสอบฤทธิ์ต้านมะเร็ง 
ในการทดสอบฤทธิ์ต้านมะเร็ง ผู้วิจัยนําสารท่ีสังเคราะห์ท่ีได้ท้ังหมดส่งทดสอบฤทธิ์ต้านมะเร็ง โดย 

รศ. ดร. นาถธิดา วีระปรียากูล  คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น และ รศ.ดร.สหพัฒน์  บรัศว์รักษ์ 
คณะเทคนิคการแพทย์ เป็นผู้ทดสอบฤทธิ์ดังกล่าว โดยทําการทดสอบกับเซลล์ leukemia, hepatoma, 
MOLT4, Jurkat, U937, HepG2 และ Vero cell ด้วยวิธ ีNeutral red assay   โดยดู % ความเป็นพิษต่อ
เชลล์ดังสัมการ 
 

 
                   Cytotoxicity (%)     =       (ODuntreated cells - ODtreated cells) x 100 
                                ODuntreated cells  

 
 

และดูผลของเมลาโทนินต่อการตายแบบ apoptosis ของเชลล์ชนิดต่าง  โดยใช้สมการ 
 % Apoptotic cell = (Number of cell of apoptotic nuclei/ Total number of cells) ×100 
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บทท่ี 4 
 

ผลการทดลอง 
 

1. การสังเคราะห์สารอนุพันธ์เมลาโทนิน 
การเตรียมอนุพันธ์เมลาโทนินจะทําการดัดแปลงโครงสร้างเมลาโทนินท่ีหมู่ N – atom บนวงแหวน 

indole ซ่ึงจะใช้เมลาโทนินเป็นสารต้ังต้นในการสังเคราะห์ โดยทําปฏิกิริยากับ acid chloride ชนิดต่างๆ ใน
ตัวทําละลาย pyridine หรือ CH2Cl2 โดยมี DMAP เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา ซ่ึงการทดลองครั้งนี้ได้ทําปฏิกิริยาท่ี
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ได้สารผลิตภัณฑ์ท้ังสิ้น 8 อนุพันธ์ ดังแสดงในรูปท่ี 14 และตารางท่ี 2 
พบว่าสารผลิตภัณฑ์ท่ีต้องการ สามารถสังเคราะห์ได้ค่อนข้างมีปริมาณน้อย ท้ังนี้อาจเนื่องมาจาก ขบวนการ
แยกบริสุทธ์ ด้วย open column chromatography ยังมีข้อจํากัด เนื่องจากตัวทําลาลายท่ีสามารถแยกได้ดี
คือ CHCl3 แต่มีข้อจํากัดในการสั่งชื้อ เพราะเป็นตัวทําละลายชนิดควบคุมควบคุม และราคาค่อนข้างสูง ดังนั้น
การวิจัยครั้งนี้จึงได้เปลี่ยนมาใช้ EtOAc แทน แต่พบว่าความสามารถในการแยกสารไม่ดีเท่าท่ีควร ซ่ึงจะได้หา
สภาวะตัวชะท่ีเหมาะสมในการแยกบริสุทธิ์สารต่อไป 

ตารางท่ี 2 แสดงสภาวะทางเคมีและปริมาณผลิตภัณฑ์ท่ีได้ 

Conditions  

Melatonin 
derivatives 

Acid Cl 
(equivalents) 

Reaction 
time (h) 

CH2Cl2 Pyridine 
(ml) 

DMAP 
(equivalents) 

 

% yield 

AcO-MLT 5 24 - 1 0.5 25 

Bn-MLT 2 24 - 1 0.5 29 

Nap-MLT 1.5 24 - 1 0.5 30 

2-OMe-benzoyl-MLT 2 24 - 1 - 33 

3-OMe-benzoyl-MLT 2 24 - 1 - 48 

4-OMe-benzoyl-MLT 2 24 2 - 0.5 29 

4-NO2-benzoyl-MLT 2 24 - 1 0.5 14 

4-Br-benzoyl-MLT 2 24 2 - 0.5 38 
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Melatonin

Chemical modification N

O
H3C

H
N CH3

O

R
O

R      =       -CH3

R1=

R1  =  2-OCH3, 3-OCH3, 4-OCH3
   
      =  4-NO2, 4-Br  

รูปท่ี 14 แสดงโครงสร้างของสารอนุพันธ์ ท่ีสังเคราะห์ได้ 

 

2. การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ  
จากการทดสอบฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระของ melatonin และอนุพันธ์ท่ีอยู่ในรูป amide ด้วยวธิ ี

DPPH assay TBA assay และ Nitric oxide assay  เม่ือใช้ Vitamin E และ Trolox เป็นสารมาตรฐานใน 
DPPH assay และ TBA assay และ ใช้ Quercetin เป็นสารมาตรฐานใน Nitric oxide assay พบว่าได้ผลดัง
ตารางท่ี 3  และในการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ในครั้งนี้ไม่สามารถทําได้ทุกสารเนื่องจากปริมาณท่ีมีจํากัด   

ผลการทดสอบด้วยวิธี DPPH assay พบว่าท้ังเมลาโทนิน และอนุพันธ์ทุกตัวมีฤทธิ์น้อยกว่า Vit E  
และ trolox แต่เม่ือเปรียบเทียบท่ีความเข้มข้นเดียวกันคือ 1000 µM พบว่าหากวงแหวนเบนซินมีหมู่แทนท่ีท่ี
ตําแหน่งท่ี 2 หรือ 3 ด้วย –OCH3 พบว่าฤทธิ์ต้านสารอนุมูลอิสระดีกว่าเมลาโทนิน แต่เม่ือทดสอบด้วยวิธี 
TBAR assay พบว่าสารท่ีมีขนาดของวงแหวนใหญ่ข้ึน จะมีฤทธิ์สูงข้ึนและสูงกว่าเมลาโทนิน และ Vit E ซ่ึงเป็น
สารมาตรฐานท่ีมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ  เช่นเดียวกับผลการทดสอบด้วย Nitric oxide assay  ท่ีอนุพันธ์ของ 
Napthoyl melatonin ให้ผลดีท่ีสุด แต่จากการทดลองครั้งนี้พบว่าสารเมลาโทนินเองมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
ตํ่าอยู่แล้ว ดังนั้นการดัดแปลงโครงสร้างในครั้งนี้จึงทําให้ได้สารท่ีมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระไม่ดี เม่ือเทียบกับ Vit E 
แต่หากจะเปรียบเทียบอนุพันธ์ท่ีสังเคราะห์ได้ กับสารต้ังต้นคือเมลาโทนิน จะเห็นว่าสารอนุพันธ์ท่ีอยู่ในรูปเอ
ไมด์ชนิดต่างๆมีฤทธิ์ดีกว่าสารต้ังต้น ดังตารางท่ี 3 
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       ตารางท่ี 3 แสดง % inhibition ของ melatoninและสารอนุพันธ์ด้วยวิธี  

 ND = Not detected 

 
 
3. การทดสอบฤทธิ์ต้านมะเร็ง 
 นําเมลาโทนินและสารอนุพันธ์มาทําการทดสอบฤทธิ์ต้านมะเร็ง โดยทําการทดสอบกับเชลล์ 
leukemia, hepatoma, MOLT4, Jurkat, U937, HepG2 และ Vero cell ด้วยวิธ ี Neutral red assay  
โดยได้ทําการศึกษาความเป็นพิษของสารต้นแบบเมลาโทนินกับเชลล์ชนิดต่างท่ีความเข้มข้น 10 – 500 µg/ml 
ในการทดสาอบครั้งนี้ไช้สาร melphalan เป็นสารมาตรฐานเปรียบเทียบ ดังรูปท่ี 15-21 และตารางท่ี 4-5  
จากการทดลองพบว่า เมลาโทนินท่ีความเข้มข้น 2 mM แสดงความเป็นพิษต่อเชลล์มะเร็งในระดับปานกลาง 
(cytotoxicity = 20-33%) เม่ือเปรียบเทียบผลของอนุพันธ์พบว่าอนุพันธ์ท่ีเป็นหมู่แทนท่ีชนิด withdrawing 
group (>70%) มีฤทธิ์ดีกว่า bulky group และ donating group ทีความเข้มข้น 1 mM  อนุพันธ์ napthoyl 
melatonin ให้ผลสูงสุด (100% antiproliferation) ในเชลล์ Jurkat ท่ีความเข้มข้น 1 mM  และจากผลการ
ทดลองในตารางท่ี 4 จะเห็นว่าผลของหมู่แทนท่ีชนิด withdrawing group และ bulky group แสดงความ
เป็นพิษต่อเชลล์ Jurkat และ HepG2 สูงสุด  

Acid Chloride DPPH assay 
Inhibition at 1000 

µM (%) 

TBAR assay 
(IC50;  µM) 

Nitric oxide assay 
(IC50;  µM) 

Melatonin 36.19 >1000 >1000 

AcO-MLT 14.74 610 >1000 

Bn-MLT 8.82 230 597 

Nap-MLT ND 26 66 

2-OMe-benzoyl-MLT 46.15 ND ND 

3-OMe-benzoyl-MLT 34.43 ND ND 

4-OMe-benzoyl-MLT 8  ND ND 

4-NO2-benzoyl-MLT 7  ND ND 

4-Br- benzoyl -MLT ND ND ND 

Trolox IC50 = 9.01 ND ND 

Vitamin E IC50 = 17.90 75.95 ND 

Quercetin ND ND 77 
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รูปท่ี 15 แสดง % cytotoxicity ของเมลาโทนินต่อเชลล์ชนิดต่างๆท่ีความเข้มข้น ต้ังแต่ 10-500 
µg/ml 

 

ตารางท่ี 4 แสดง % cytotoxicity และ % apoptosis ของเมลาโทนิน และ Melphalan ในเชลล์ชนิดต่างๆ 

Melatonin at 500 µg/ml  
 

U937 MOLT4 Jurkat Lymphocyte HepG2 Vero 

% cytotoxicity 
 (based on Neutral red 
assay) 

33 20 28 23 32 24 

% Apoptosis induction 
(based on DAPI staining) 

47 29 <10 <10 <10 <10 

 
Melphalan U937 MOLT4 Jurkat Lymphocyte HepG2 Vero 
% cytotoxicity 
 (based on Neutral red 
assay) 

17.6 
(0.06 
mM) 

103.8 
(0.34 
mM) 

149.8 
(0.501 
mM) 

207.1 36.6 
(0.12 
mM) 

271.8 

% Apoptosis induction 
(based on DAPI staining) 

>70 >70 >70 23 >70 53 
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ตารางท่ี 5 แสดง % cytotoxicity (เทียบกับ Melphalan) ของเมลาโทนินและอนุพันธ์ และ ในเชลล์ชนิด
ต่างๆ 

% cytotoxicity 
 

Propertiy compound 

U937 MOLT-4 Jurkat Lymphocyte HepG2 Vero 
 

 Melatonin 
(2 mM) 

33 20 28 23 32 24 

 Acetate-
melatonin  
(1.8 mM) 

31.9 14 20 21 54 24 

Benzoyl-
melatonin  
(1.4 mM) 

23 26 81 34 70 52 Bulky group 

Napthoyl-
melatonin  
(1.3 mM) 

38 42 100 40 60 79 

2-Methoxy 
benzoyl-
melatonin  
(1.2 mM) 

10 8 4 25 36 10 

3-Methoxy 
benzoyl-
melatonin 
(1.2 mM) 

9 20 14 32 52 48 

Electron 
donating  
group 

4-Methoxy 
benzoyl-
melatonin  
(1.2 mM) 

4 12 10 52 11 21 

4-Bromo 
benzoyl-
melatonin  
(1.2 mM) 

36 13 73 31 63 46 Electron 
withdrawing 
group 

4-Nitro 
benzoyl-
melatonin  
(1.3 mM) 

31 12 80 39 57 68 
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รูปท่ี 16  แสดง % cytotoxicity ของเมลาโทนินและอนุพันธ์ ต่อเชลล์ U937 ท่ีความเข้มข้น ต้ังแต่ 
10-500 µg/ml 

 
 

             
รูปท่ี 17  แสดง % cytotoxicity ของเมลาโทนินและอนุพันธ์ ต่อเชลล์ MOLT-4 ท่ีความเข้มข้น 

ต้ังแต่ 10-500 µg/ml  
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รูปท่ี 18  แสดง % cytotoxicity ของเมลาโทนินและอนุพันธ์ ต่อเชลล์ Jurkat ท่ีความเข้มข้น ต้ังแต่ 
10-500 µg/ml  

          
 

รูปท่ี 19  แสดง % cytotoxicity ของเมลาโทนินและอนุพันธ์ ต่อเชลล์ Lymphocyte ท่ีความเข้มข้น 
ต้ังแต่ 10-500 µg/ml  
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รูปท่ี 20  แสดง % cytotoxicity ของเมลาโทนินและอนุพันธ์ ต่อเชลล์ HepG2 ท่ีความเข้มข้น ต้ังแต่ 
10-500 µg/ml  

 
 

รูปท่ี 21  แสดง % cytotoxicity ของเมลาโทนินและอนุพันธ์ ต่อเชลล์ Vero ท่ีความเข้มข้น ต้ังแต่ 
10-500 µg/ml  
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บทท่ี 5 

สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 
จากผลการทดลองท่ีได้พบว่า การทดสอบฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ ด้วยวิธี nitric oxide assay นั้น 

สารท่ีให้ฤทธิ์ดีท่ีสุดคือ Naphthoyl melatonin (IC50 = 66 µM) และ Benzoyl melatonin (IC50 = 597 
µM) เม่ือใช้ Quercetin (IC50 = 77 µM) เป็นสารมาตรฐาน ซ่ึงวิธี nitric oxide assay นั้น แสดงให้เห็นว่า
สารมีความไวต่อ Nitric oxide ซ่ึงเป็นอนุมูลอิสระจําพวก RNS โดย nitric oxide นั้น จะมีบทบาทมากใน
ร่างกายมนุษย์หลายอย่าง ซ่ึงจะเห็นได้ชัดในระบบภูมิคุ้มกัน และการส่งกระแสประสาท ดังนั้น Naphthoyl 
melatonin ท่ีแสดงฤทธิ์ดีในการทดลองด้วยวิธี nitric oxide assay อาจจะนํามาพัฒนาเป็นยาท่ีเก่ียวข้องกับ
ระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายและระบบการส่งกระแสประสาทต่อไปได้ 

TBAR assay นั้นพบว่าสารท่ีให้ฤทธิ์ดีคือ Naphthoyl melatonin (IC50 = 26 µM) และ Benzoyl 
melatonin (IC50 = 237 µM) และ Melatonin acetate (IC50 = 615 µM) โดยใช้ Vitamin E เป็นสาร
มาตรฐาน (IC50 = 53) ซ่ึงกระบวนการเกิด Lipid peroxidation นั้นส่วนใหญ่จะเกิดข้ึนจากการท่ี 
polyunsaturated fatty acids ถูกทําลายโดยอนุมูลอิสระจําพวก ROS โดย ROS นี้จะเกิดข้ึนมากใน
กระบวนการหายใจ และอวัยวะท่ีมีการใช้ O2 ปริมาณสูง เช่น สมอง ปอด ตับ เป็นต้น ดังนั้น Naphthoyl 
melatonin ท่ีแสดงฤทธิ์ดีในการทดลองด้วยวิธี TBA assay  จึงอาจจะนํามาพัฒนาเป็นยาท่ีมีฤทธิ์ 
Neuroprotective เพ่ือป้องกันโรคทางระบบประสาท หรือ เป็นยาท่ีป้องกันการเกิดมะเร็งในอวัยวะท่ีมีการใช้ 
oxygen สูงได้ 

จากผลการทดลองการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี TBA assay และ Nitric oxide assay แสดงให้เห็น
ความสัมพันธ์ว่า การเติมหมู่แทนท่ีเข้าไปในตําแหน่งท่ี Nitrogen ของวง indole ส่งผลต่อฤทธิ์ในการต้าน
อนุมูลอิสระของอนุพันธ์นั้นๆ โดยหมู่แทนท่ีท่ีมีขนาดใหญ่จะส่งผลให้มีฤทธิ์ท่ีดี จากการทดลองพบว่า 
Naphthoyl melatonin มีฤทธิ์ท่ีดีกว่า Benzoyl melatonin และ Melatonin acetate ตามลําดับ ดังนั้น
หากต้องการท่ีจะพัฒนาอนุพันธ์ของ melatonin ท่ีอยู่ในรูปของ amide ต่อ ควรจะเติมหมู่แทนท่ีท่ีเป็นวง 
aromatic ขนาดใหญ่ไปยังตําแหน่ง Nitrogen ท่ีวง indole ซ่ึงมีแนวโน้มในการก่อให้เกิดฤทธิ์ท่ีดีในการต้าน
อนุมูลอิสระ 
 ผลของเมลาโทนินและอนุพันธ์ในการต้านเชลล์มะเร็งพบว่า อนุพันธ์ท่ีสังเคราะห์ข้ึนมาเม่ือเตรียมให้
อยู่ในรูปของอนุพันธ์ amide และเม่ือหมู่แทนท่ีมีขนาดใหญ่ข้ึนโดยการเตรียมให้อยู่ในรูป benzene ring และ 
naphthalene พบว่าสารสามารถแสดงความเป็นพิษต่อเชลล์มะเร็งได้สูงจึ้น โดยเฉพาะต่อเชลล์ Jurkat และ 
HepG2 และพบว่าการแทนท่ี ท่ีวงแหวน benzene ด้วย withdrawing group จะให้ฤทธิ์ดีข้ึนเช่นกัน ดังนั้น
จึงสามารถสรุปได้ในเบ้ืองต้นว่า การเตรียมสารให้อยู่ในรูป amide และมีหมู่แทนท่ีท่ีเป็น bulky group และ 
หากเป็นวงแหวน benzene ควรจะมีหมู่แทนท่ีท่ีเป็น withdrawing group  
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จากการศึกษาผลของเมลาโทนินและอนุพันธ์ต่อฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และฤทธิ์ต้านเชลล์มะเร็ง ให้ผล
เป็นไปในแนวทางเดียวกันคือ หมู่ท่ีมีขนาดใหญ่ข้ึนจะมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และฤทธิ์ต้านเชลล์มะเร็งเพ่ิมข้ึน 
ดังนั้นเพ่ือยืนยันผลการทดลองดังกล่าวควรจะสังเคราะห์สารอนุพันธ์เพ่ิมเติม อีกท้ังควรจะมีการเปลี่ยนชนิด
ของวงแหวนด้วยหมู่ heterocyclic ชนิดต่างๆ เพราะมีรายงานว่าหมู่ heterocyclic ต่างชนิดสามารถจับกับ 
MT1 ได้แตกต่างกันออกไป  แต่อย่างไรก็ตามจากผลการทดลองในครั้งนี้ยังไม่สามารถสรุปได้ว่าสารอนุพันธ์ท่ี
สังเคราะห์ได้นี้จับกับ MT1 ได้หรือไม่ และจับได้ดีกว่าสารต้นแบบคือเมลาโทนินหรือไม่เช่นกัน ดังนั้นเพ่ือเป็น
ประโยชน์ในการพัฒนาเมลาโทนินต่อฤทธิ์การต้านมะเร็ง จึงจําเป็นต้องทําการศึกษาเพ่ิมเติมในเรื่องกลไกการ
ออกฤทธิ์ของสารอนุพันธ์ต่างๆ ต่อ MT1 ต่อไป  

 
ผลลัพธ์ของโครงการวิจัย 
 ในการทําวิจัยครั้งนี้ผู้วิจัยสามารถสังเคราะห์สารอนุพันธ์เมลาโทนินได้ 8 อนุพันธ์ ซ่ึงอนุพันธ์ต่างๆ ท่ี
สังเคราะห์ได้ ได้มีการนําไปศึกษาฤทธิ์ต่างๆ มากมาย เช่น ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ฤทธิ์ต้านมะเร็งในเชิงลึก ฤทธิ์
ต้านอักเสบท้ังในเชลล์ และสัตว์ทดลอง ผลต่อระบบประสาท ท่ีเก่ียวข้องกับระบบความจําและการเรียนรู้ ผล
ต่อการเพ่ิมแขนงประสาทและการปกป้องเชลล์ประสาท  โดยมีผลลัพธ์ของโครงการดังนี้ 
 1. ผลิตนักศึกษาบัณฑิตศึกษา  ดังนี้ 

1.1 สามารถผลิตนักศึกษาระดับบัณฑิตศึกษา จบการศึกษาแล้ว 1 คน คือ นางสาว กาญจนา 
แซ่อึง  ภายใต้วิทยานิพนธ์เรือง ผลของสารอนุพันธ์เมลาโทนินต่อความเป็นพิษต่อเซลล์ การเกิด apoptosis  ะ
การสร้าง TNF-alpha ในเซลล์เพาะเลี้ยงชนิด HepG2 และ Chang liver โดยผู้วิจัยได้เป็นอาจารย์ท่ีปรึกษา
ร่วม 

1.2 กําลังศึกษาระดับ ปริญญาโทชั้นปีท่ี 2 หนึ่งคน โดยศึกษาผลของอนุพันธ์เมลาโทนินต่อ
ฤทธิ์ต้านอักเสบท้ังในเชลล์ และสัตว์ทดลอง 

 
  2. ผลงานท่ีมีการเผยแพร่ระดับนานาชาติ บางส่วน (ภาคผนวกท่ี 2) 

  2.1 Yothawathorn Pariyawongsakul  and Ploenthip Puthongking. Melatonin 
and its derivatives as an antioxidative agents. Asian Federation for Pharmaceutical Sciences 
2009, 15-18 Oct., Fukuoka, Japan.   

  2.2 Weerapreeyakul N, Puthongking P, Machana S, Barusrux S Structure and 
antiproliferation relationship of melatonin and its analogs. 21st Meeting of the European 
Association dor Cancer Research, 2010 26-29 June, 725. Norway : EORTC, ECCO, EACR, 
EUSOMA, ESO, 2010 

  2.3 Karnjana Sae-Ung, Acharawan Topark-Ngarm, Ploenthip Puthongking and 
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proceeding)  
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ผลการทดลอง Nitric oxide assay 

 

 
รูปท่ี 22 กราฟความสัมพันธ์ระหว่าง %inhibition กับความเข้มข้นของ melatonin จาก nitric oxide assay 

 
รูปท่ี 23 กราฟความสัมพันธ์ระหว่าง %inhibition กับความเข้มข้นของ melatonin acetate จาก nitric 
oxide assay 
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รูปท่ี 24 กราฟความสัมพันธ์ระหว่าง %inhibition กับความเข้มข้นของ benzoyl melatonin จาก nitric oxide 

assay 
 

 

 
รูปท่ี 25 กราฟความสัมพันธ์ระหว่าง %inhibition กับความเข้มข้นของ naphthoyl melatonin จาก nitric oxide 

assay 
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รูปท่ี 26  กราฟความสัมพันธ์ระหว่าง %inhibition กับความเข้มข้นของ Quercetin จาก nitric oxide assay 
 
 
 
กราฟผลการทดลอง TBAR assay  
 

 
รูปท่ี 27 กราฟความสัมพันธ์ระหว่าง %inhibition กับความเข้มข้นของ melatonin จาก TBAR assay 
 
 



 49  

 
รูปท่ี  28 กราฟความสัมพันธ์ระหว่าง %inhibition กับความเข้มข้นของ melatonin acetate จาก TBAR 

assay 
 
 
 

 
รูปท่ี 29  กราฟความสัมพันธ์ระหว่าง %inhibition กับความเข้มข้นของ benzoyl melatonin จาก TBAR 

assay 
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รูปท่ี 30 กราฟความสัมพันธ์ระหว่าง %inhibition กับความเข้มข้นของ naphthoyl melatonin จาก TBAR 

assay 
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ภาคผนวก 2 
 

 


