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บทคัดย่อ 

ผู้วิจยัสงัเคราะห์โมเลกุลเซ็นเซอร์ histamine blue ผ่านปฏิกิริยาเมโซไอออนิกจาก    

ไอโซควิโนลีน, ไตรฟลูออโรแอซิดแอนไฮไดรด์ และเมทิลไอโซไซยาโนอะซีเตต  มีร้อยละ

ผลิตภณัฑ์เป็น 23 เพ่ือใช้ในการวิเคราะห์สารประกอบเอมีนทางชีวภาพสองชนิดคือ ฮิสทามีน

และฮิสทิดีนด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์สเปกโตรโฟโตเมตรี พบว่า histamine blue ให้

สญัญาณฟลูออเรสเซนต์ท่ี 400 นาโนเมตร เม่ือในระบบมีฮิสทามีนหรือฮิสทิดีน สญัญาณ

ฟลอูอเรสเซนต์จะเคล่ือนไปยงัต าแหน่ง 410 นาโนเมตร โดยผลจากสเปกตรัมของสารประกอบ

ทัง้สองชนิดเหมือนกัน histamine blue จึงไม่สามารถใช้ในการวิเคราะห์หาเอมีนทางชีวภาพ

ชนิดใดชนิดหนึ่งได้อย่างจ าเพาะเจาะจง ดงันัน้ ผู้ วิจัยได้ออกแบบโมเลกุล NapIm2 และ 

NapIm3 โดยฮิสทิดีนซึ่งมีหมู่คาร์บอกซิเลตจะสามารถจบักบั  NapIm3 เม่ือให้พลงังานกระตุ้น

ท่ี 340 นาโนเมตร จะพบสญัญาณฟลอูอเรสเซนต์ของ NapIm3 ท่ี 525 นาโนเมตร ในขณะท่ีฮิส

ทามีนซึ่งไม่มีหมู่คาร์บอกซิเลตจะไม่พบการเปล่ียนแปลง ดงันัน้ histamine blue  สามารถใช้

ในการจ าแนกฮิสทามีนและฮิสทิดีนจากเอมีนทางชีวภาพชนิดอ่ืน จากนัน้ใช้ NapIm3 แยกจบั

กับฮิสทิดีน ดงันัน้การใช้เซ็นเซอร์ทัง้สองชนิดจะช่วยท าให้สามารถแยกการตรวจวัดฮิสทิดีน

และฮิสทามีนได้อยา่งมีประสิทธิภาพ 
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Abstract 

Histamine blue was synthesized via mesoionic reaction from isoquinoline, 

TFAA, and methyl isocyanoacetate with 23% yield. The binding affinities with 

biogenic amines including histamine and histidine, were investigated by fluorescence 

spectrophotometry. Histamine blue shows the fluorescence signal at 400 nm. Upon 

the interaction with histamine and histidine, Histamine blue adduct performed the 

bathochromic shift with the emission band at 410 nm. A similar fluorescence change 

cannot differentiate Hist and His regarding to non-specificity of histamine blue for 

sensing purpose. Therefore, NapIm2 and NapIm3 were designed as sensors to 

discriminate Histamine and Histidine. The carboxylic acid in histidine is expected to 

preferentially bind with NapIm3 resulting in fluorescence-on aspect at 525 nm with 

excitation wavelength at 340 nm while histamine cannot perform this phenomena. 

Notably, histamine blue can discriminate histamine and histidine from other biogenic 

amines and NapIm3 shows fluorescence-on with only histidine. Therefore, the multi-

sensors offer a promising discrimination between histamine and histidine.     

 

Keywords: histamine, histidine, histamine blue 
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บทที่ 1 

บทน า 

 

1.1 ความส าคัญและมูลเหตุจูงใจในการน าเสนอโครงการ 

ฮิสทามีน (histamine) เป็นสารประกอบเอมีนทางชีวภาพชนิดหนึ่งท่ีมีบทบาทในระบบ

ภูมิคุ้มกัน ถูกผลิตจากเบโซฟิลล์ (basophil) และเซลล์มาสต์ (mast cell) ท่ีบริเวณเนือ้เย่ือ

เก่ียวพนั โครงสร้างโมเลกุลประกอบด้วยวงอิมิดาโซลและสายโซ่เอมีน สามารถส่งผลให้เกิด

อาการแพ้อยา่งรุนแรงในผู้ ป่วยบางกลุม่  

ฮิสทิดีน (histidine)เป็นเอมีนทางชีวภาพอีกชนิดซึ่งเป็นกรดอะมิโนท่ีจ าเป็นตอ่ร่างกาย 

ไม่มีอนัตรายต่อร่างกายของผู้บริโภค โครงสร้างโมเลกุลมีความคล้ายคลึงกับฮิสทามีนอย่าง

มาก โดยถ้าฮิสทิดีนเกิดปฏิกิริยาดีคาร์บอกซิเลทจะให้ผลิตภัณฑ์เป็นฮิสทามีน ดงัรูปท่ี 1.1 

ดงันัน้ปริมาณของฮิสทามีนท่ีสูงในอาหาร เช่น เนือ้ปลา ซึ่งเกิดจากฮิสทิดีนท่ีเป็นกรดอะมิโน

จ าเป็นเกิดการสลายตวัไป จึงสามารถบ่งบอกถึงความเน่าเสียของอาหารได้ ด้วยเหตุนีก้าร

พฒันาเทคนิคการวิเคราะห์ปริมาณฮิสทามีนจึงจ าเป็นต้องได้รับการพฒันา แต่ด้วยโครงสร้าง

ของฮิสทามีนและฮิสทิดีนท่ีคล้ายคลึงกนั การตรวจวดัเอมีนเพียงชนิดใดชนิดหนึ่งจึงเป็นเร่ืองท่ี

ยุง่ยาก เทคนิคการตดิตามสญัญาณแสงฟลอูอเรสเซนต์เป็นหนึ่งในวิธีท่ีได้รับความสนใจน ามา

แก้ปัญหาดงักลา่ว 

 

รูปท่ี 1.1 การเกิดปฏิกิริยาดีคาร์บอกซิเลทของฮิสทิดีน 

เทคนิคฟลูออเรสเซนต์ (fluorescence) เป็นเทคนิคในการตรวจวดัการคายพลงังาน

แสงของโมเลกลุเซ็นเซอร์หลงัให้พลงังานกระตุ้น มีข้อดีคือมีความจ าเพาะเจาะจง  วิเคราะห์ได้
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ง่าย รวดเร็ว มีคา่ใช้จา่ยในการวิเคราะห์ต ่าสามารถตรวจวดัสารในปริมาณน้อยได้ดีกว่าการวดั

การดดูกลืนพลงังานแสง 1000 – 500000 เท่า นอกจากนีส้ารท่ีให้ผลกบัเทคนิคฟลอูอเรสเซนต์

ยงัสามารถน าไปประยกุต์ให้เกิดกระบวนการถ่ายโอนพลังงานฟลอูอเรสเซนต์ (Fluorescence 

Resonance Energy Transfer - FRET) ซึ่งก่อให้เกิดความไวในการวิเคราะห์สารปริมาณต ่าได้

มากขึน้ ดงันัน้งานวิจยันีไ้ด้ออกแบบและพฒันาตวัตรวจวดัท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงตอการ

ตรวจจบัสารประกอบเอมีนทางชีวภาพทัง้สองชนิดแตกตา่งกนั โดยอาศยักระบวนการถ่ายโอน

พลงังานฟลอูอเรสเซนต์ 

 

1.2 การออกแบบโมเลกุลเซ็นเซอร์และงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง  

ท่ีผ่านมา ได้มีงานวิจัยหลากหลายงานท่ีค้นคว้าเทคนิคส าหรับวัดปริมาณฮิสทีดีน

และฮิสทามีนอย่างจ าเพาะเจาะจงทัง้ด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์และเทคนิคอ่ืนๆ ในปี 1998 

Frattini และคณะ1 เปรียบเทียบวิธีการหาปริมาณฮิสทามีนและฮิสทิดีนในปลาทูน่าด้วยสอง

เทคนิค เทคนิคแรกคือสกดัด้วยเปอร์คลอริก แล้วตรวจหาปริมาณฮีสทามีนด้วยเทคนิคไฮเพอร์

ฟอร์มานซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี(high performance liquid chromatography) เปรียบเทียบ

ประสิทธิภาพกบัเทคนิคการสกัดด้วยกรดไทรคลอโรแอซีติก  สงัเคราะห์ให้เป็นอนพุนัธ์ของ o-

phthalaldehyde (OPA) โครงสร้างดงัแสดงในรูปท่ี 1.2 และตรวจวดัสญัญาณแสงฟลอูอเรส

เซนต์ ซึ่งพบว่า เทคนิคแรกมีขัน้ตอนการวิเคราะห์ท่ีง่ายและใช้เวลาน้อยกว่า แต่มีข้อเสียคือมี

ขีดจ ากัดการตรวจวัดสูง เทคนิคท่ีสอง มีขัน้ตอนซับซ้อน แต่ได้ประสิทธิภาพท่ีดี มีการแยก

สญัญาณฟลอูอเรสเซนต์ของอนพุนัธ์ OPA กบัฮิสทามีนและฮิสทิดีนชดัเจน แตอ่นพุนัธ์ของสาร

ดงักลา่วมีความเสถียรต ่า 

 

รูปท่ี 1.2 โครงสร้างโมเลกลุ o-phthalaldehyde 
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 ตอ่มา Li และคณะ2 สงัเคราะห์โมเลกลุเซ็นเซอร์ 3-epoxypropoxy fluorescein (EPF) 

มีโครงสร้างท่ีสามารถจบัอย่างจ าเพาะเจาะจงกบัฮิสทิดีนดงัแสดงในรูปท่ี 1.3  โดยจบัได้ดีกว่า

กรดอะมิโนชนิดอ่ืนๆ ส่งผลให้ความเข้มแสงฟลูออเรสเซนต์ของ EPF เพิ่มสูงขึน้ และมี

ความสมัพนัธ์กบัความเข้มข้นของฮิสทิดีนท่ีใช้ แตอ่ย่างไรก็ตาม การตรวจวดัด้วยเซ็นเซอร์ชนิด

นีย้งัไมส่ามารถก าจดัปัญหาการรบกวนของฮิสทามีนและอนพุนัธุ์ของฮิสทามีนได้  

 

รูปท่ี 1.3 โครงสร้างโมเลกลุ EPF ก่อนและหลงัเกิดสารประกอบเชิงซ้อนกบัฮิสทิดีน 

ในปี 2003 Yoshida และคณะ3 ศกึษาการจบักนัของอนพุนัธ์ของเอมีนทัง้สองชนิดกบั 

4-(1-Pyrene)butyric acid N-hydroxysuccinimide ester (PSE) ดงัแสดงในรูปท่ี 1.4 โดยใช้

เทคนิคฟลูออเรสเซนต์ พบว่าอนพุนัธ์ของเอมีนทัง้สองชนิดท าให้มีการเปล่ียนแปลงความยาว

คล่ืนท่ีคา่สญัญาณสงูสดุตา่งกนัท่ีต าแหน่ง 513 นาโนเมตร จึงสามารถหาความสมัพนัธ์ของคา่

สญัญาณกบัความเข้มข้นของเอมีนแตล่ะชนิดได้ แตต้่องอาศยัการแยกสารอนพุนัธุ์ทัง้สองชนิด

จากเทคนิคไฮเพอร์ฟอ์มานซ์ลิควิดโครมาโตรกราฟีเข้าช่วยก่อน จึงถือว่ายงัมีความซบัซ้อนและ

ยุง่ยากในขัน้ตอนอยู ่

 



4 
 

 

 

รูปท่ี 1.4 ปฏิกิริยาการเกิดสารประกอบระหวา่งโมเลกลุ PSE และอนพุนัธุ์ของเอมีน 

ในปี 2012 Kielland และคณะ4 สงัเคราะห์โมเลกุลเซ็นเซอร์ histamine blue ซึ่ง

สามารถจบักบัหมู่เอมีนของฮิสทามีนดงัรูปท่ี 1.5 โดยเม่ือกระตุ้นด้วยความยาวคล่ืนแสงท่ี 340 

นาโนเมตร พบว่าสัญญาณฟลูออเรสเซนต์เกิด bathochromic shift จากสัญญาณของ 

histamine blue ปกติท่ี 410 นาโนเมตรเปล่ียนเป็นต าแหน่ง 450 นาโนเมตร ดงัแสดงในรูปท่ี 

1.6 และเม่ือทดสอบกับสารส่ือประสาทอ่ืน พบว่า histamine blue มีความจ าเพาะเจาะจง

กบัฮิสทามีนมากกวา่อยา่งเห็นได้ชดั 

ถึงแม้ว่างานวิจยัของ Kielland จะระบวุ่าโมเลกลุ histamine blue มีความจ าเพาะ

เจาะจงต่อฮิสทามีนเท่านัน้ แต่ทว่าไม่พบข้อมูลทางเทคนิคฟลูออเรสเซนต์ของโมเลกุล  

histamine blue กับฮิสทิดีน ซึ่งมีความเป็นไปได้สูงว่าน่าจะเกิดการเปล่ียนแปลงสญัญาณ

สญัญาณฟลอูอเรสเซนต์คล้ายกบัฮิสทามีน เน่ืองจากกลไกของปฏิกิริยาเร่ิมจากการแทนท่ีด้วย

นิวคลีโอไฟล์ ณ หมู่แอซิดฟลอูอไรด์ โดยมีอะตอมไนโตรเจนของอิมิดาโซลท าหน้าท่ีเป็นนิวคลี

โอไฟล์ ดงัแสดงในรูปท่ี 1.7 ซึง่อิมิดาโซลนัน้เป็นส่วนหนึ่งในโครงสร้างของเอมีนทัง้สองชนิด จึง

ไม่สามารถสรุปว่าโมเลกลุ histamine blue นัน้มีความจ าเพาะเจาะจงตอ่ฮิสทามีนเพียงอย่าง

เดียว  
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รูปท่ี 1.5 ปฏิกิริยาระหวา่ง histamine blue และฮิสทามีน 

 

รูปท่ี 1.6 สญัญาณฟลอูอเรสเซนต์ของโมเลกลุ histamine blue ก่อน (สีด า) และหลงั 

(สีน า้เงิน) เตมิฮิสทามีน (พลงังานกระตุ้น 340 นาโนเมตร) 

 

รูปท่ี 1.7 กลไกการเกิดสารประกอบระหว่าง histamine blue และฮิสทามีน 
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1.3 ขอบเขตงานวิจัยการสังเคราะห์โมเลกุลเซ็นเซอร์ส าหรับตรวจวัดสารประกอบเอ

มีนทางชีวภาพ 

จากงานวิจัยท่ีกล่าวมาข้างต้น ยงัไม่มีงานวิจยัใดท่ีสามารถออกแบบและสงัเคราะห์

โมเลกุลท่ีสามารถแยกจ าแนกการตรวจวดัปริมาณฮิสทามีนและฮิสทิดีนได้ด้วยเทคนิคฟลูออ

เรสเซนต์เพียงอย่างเดียว ผู้วิจยัจึงออกแบบโมเลกลุเซ็นเซอร์ท่ีฐานเป็นเกลืออิมิดาโซเลียมและ

มีหมู่ฟลอูอโรฟอร์คือแนพทาลิไมด์ของ NapIm2 และ NapIm3 โดยต าแหน่งส าคญัท่ีท าให้เกิด

ความจ าเพาะเจาะจงคือบริเวณหมู่อิมิดาโซเลียมซึ่งติดประจบุวกและอะตอมไฮโดรเจนของหมู่

เอไมด์ท่ีมีความเป็นกรดสูง จะสามารถจบักบัหมู่คาร์บอกซิเลตของฮิสทิดีนได้ ในขณะท่ีฮิสทา

มีนไม่สามารถเกิดอนัตรกิริยาดงักล่าวได้ ดงันัน้ เม่ือสารละลายท่ีมีโมเลกลุเซ็นเซอร์ NapIm3 

และฮิสทิดีนอยู่ด้วย จะเกิดการเข้าจบักันด้วยแรงดึงดดูทางไฟฟ้า (electrostatic force) ดงั

แสดงในรูปท่ี 1.8 และส าหรับโมเลกุลเซ็นเซอร์ NapIm2 ได้ออกแบบให้มีกรดโบโรนิกอยู่ใน

โครงสร้างเพ่ือใช้จบักบัวงอิมิดาโซลของฮิสทิดีน จะท าให้อนัตรกิริยาระหว่าง NapIm2 และฮิส

ทิดีนแข็งแรงยิ่งขึน้ ดงัแสดงในรูปท่ี 1.9  

 

รูปท่ี 1.8 โครงสร้างสารประกอบระหวา่ง NapIm3 และฮิสทิดีน 
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รูปท่ี 1.9 โครงสร้างสารประกอบระหวา่ง NapIm2 และฮิสทิดีน 

จากอนัตรกิริยานีส้่งผลให้โครงสร้างของโมเลกุลเซ็นเซอร์ในระบบท่ีมีฮิสทามีนและฮิส

ทิดีนมีความแตกต่างกนั ผู้ วิจยัตัง้สมมุติฐานว่าในระบบของโมเลกุลเซ็นเซอร์ NapIm  และฮิส

ทิดีน โครงสร้างสารประกอบเชิงซ้อนใหม่จะให้สัญญาณแสงฟลูออเรสเซนต์ท่ีแตกต่างกับ

โมเลกลุเซ็นเซอร์ในสารละลายฮิสทามีนท่ีไม่เกิดอนัตรกิริยาและการเปล่ียนแปลงของโมเลกุล 

NapIm ทัง้สองชนิด น าไปสู่การตรวจวัดท่ีจ าเพาะเจาะจงกับฮิสทิดีน ซึ่งเม่ือใช้งานร่วมกับ 

histamine blue จะสามารถแยกตรวจวดัฮิสทิดีนได้อยา่งจ าเพาะเจาะจง 
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บทที่ 2 

ทฤษฎี 

 

2.1 เคมีซุปราโมเลกุลาร์ (supramolecular chemistry) 

 เคมีซุปราโมเลกุลาร์ (supramolecular chemistry) เป็นวิทยาศาสตร์แขนงหนึ่งซึ่ง

ก าลังเป็นท่ีสนใจและมีการศึกษากันอย่างแพร่หลายในหลายๆสาขา เช่น สาขาเคมี สาขา

ชีวเคมี5 สาขาฟิสิกส์6 สาขาการแพทย์7 สาขาวิศวกรรมศาสตร์8,9 โดยมีพืน้ฐานพฒันามาจาก

โมเลกุลพืน้ฐานอย่างง่ายท่ีเลียนแบบธรรมชาติจนเป็นโมเลกุลท่ีมีความซบัซ้อนมากขึน้ และ

สามารถน ามาใช้ประโยชน์ทางเคมีได้หลากหลาย เชน่ การศกึษากระบวนการทางชีววิทยา การ

พฒันายารักษาโรคและการพฒันาตวัเร่งปฏิกิริยา10 โดยเฉพาะเคร่ืองมือทางด้านเคมีเซ็นเซอร์11 

 หลกัการพืน้ฐานของเคมีซุปราโมเลกุลาร์เป็นการศกึษาแรงระหว่างโมเลกลุแบบนอน-

โควาเลนต์ (non-covalent) เช่น พันธะไฮโดรเจน (hydrogen bond) แรงผลักทางไฟฟ้า 

(electrostatic interaction) อนัตรกิริยาแคตไอออน-ไพ (cation- )และอนัตรกิริยาไพ-ไพ (  -

  interaction)  ซึ่งถึงแม้จะเป็นอนัตรกิริยาอย่างอ่อน แตมี่ความจ าเพาะเจาะจงในการเลือก

จบั ดงันัน้ ความรู้ทางเคมีซุปราโมเลกลุาร์จงึสามารถน ามาพฒันาเป็นโมเลกลุท่ีใช้เลือกจบัทาง

เคมี และตวัให้สญัญาณทางเคมีได้  

 

2.2 เซ็นเซอร์ทางเคมี (Chemical sensor) 

 เซ็นเซอร์ทางเคมีเป็นเคร่ืองมือท่ีใช้ตรวจวัดไอออนหรือสารประกอบอินทรีย์ โดย

สัญญาณท่ีแสดงผลสามารถอ่านค่าได้โดยเคร่ืองมือทางวิทยาศาสตร์ การตรวจวัดอาจจะ

เป็นไปได้ทัง้เชิงปริมาณ (quantitative) และเชิงคุณภาพวิเคราะห์ (qualitative) โดย

สว่นประกอบพืน้ฐานของเซ็นเซอร์ทางเคมีประกอบด้วย 2 สว่นคือ 

1. ตวัจบัโมเลกลุ (receptor) หรือโมเลกลุโฮสต์ มีความจ าเพาะเจาะจงตอ่สารท่ีตรวจวดั 
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2. ตวัให้สญัญาณ (sensory unit) แปลงสญัญาณทางเคมีเม่ือเกิดการจบักนัของโมเลกลุ

โฮสต์กบัสารท่ีต้องการตรวจวดั (analyze) ให้เป็นสญัญาณท่ีสามารถตรวจวดัได้ด้วย

เคร่ืองมือทางวิทยาศาสตร์ 

3. ส่วนเช่ือมต่อ (spacer) เป็นโครงสร้างส่วนท่ีเช่ือมระหว่างตวัจบัโมเลกุล (receptor) 

และตวัให้สญัญาณ (sensory unit) อาจมีหรือไมมี่ก็ได้ 

โดยคณุสมบตัขิองเซ็นเซอร์ทางเคมีท่ีดีประกอบด้วย 

1. ความเสถียร 

2. ประสิทธิภาพในการแปลงสญัญาณทางเคมีเป็นสญัญาณท่ีตรวจวดัได้ 

3. ความจ าเพาะเจาะจง 

4. ความวอ่งไวในการตรวจวดั 

 

2.3 ฟลูออเรสเซนต์สเปกโตรโฟโตเมตรี (Fluorescence Spectrophotometer) 

ฟลอูอเรสเซนต์สเปกโตรโฟโตเมตรี (Fluorescence Spectrophotometry) เป็นเทคนิค

ท่ีใช้วิเคราะห์คุณสมบัติของสารโดยอาศัยการดูดกลืนแสงส่งผลให้โมเลกุลถูกกระตุ้นจาก

ระดบัชัน้พลงังานสถานะพืน้ (ground state) ไปสู่ระดบัชัน้พลงังานกระตุ้น (excited state) 

โมเลกุลท่ีถูกกระตุ้นไปอยู่ในระดบัพลงังานท่ีสูงจะไม่มีความเสถียรจึงต้องมีการคายพลังงาน

ออกมา ถ้าพลงังานท่ีคายออกมานัน้อยู่ในรูปของพลงังานแสงจะเรียกว่าฟลอูอเรสเซนต์ ดงัรูป

ท่ี 2.1 
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รูปท่ี 2.1 กระบวนการเกิดฟลอูอเรสเซนต์ 

 

 

2.3.1 กระบวนการถ่ายโอนพลังงานฟลูออเรสเซนต์ (fluorescence resonance 

energy transfer - FRET) 

กระบวนการถ่ายโอนพลงังานฟลูออเรสเซนต์ (fluorescence resonance energy 

transfer - FRET) เป็นการถ่ายโอนพลงังานระหว่างหมู่ฟลอูอโรฟอร์สองหมู่ ซึ่งประกอบด้วยหมู่

ให้พลงังาน (donor group) และหมู่รับพลงังาน (acceptor group) เม่ือหมู่ให้พลงังานถูก

กระตุ้นและคายพลงังานออกมา พลงังานดงักลา่วจะถกูดดูกลืนด้วยหมู่รับพลงังานและเกิดการ

คายแสงฟลูออเรสเซนต์ท่ีความยาวคล่ืนอีกค่าหนึ่ง ดังแสดงในรูปท่ี 2.2 โดยการถ่ายโอน

พลงังานนัน้มีปัจจยัส าคญัคือ 

1. ความยาวคล่ืนของพลงังานท่ีหมูใ่ห้พลงังานคายออกมาต้องอยูใ่นช่วงเดียวกบั

ความยาวคล่ืนท่ีหมูรั่บพลงังานดดูกลืนได้ 

2. ระยะหา่งระหวา่งหมูฟ่ลอูอโรฟอร์ทัง้สองหมูต้่องอยู่ในชว่ง 10-50 องัสตรอม 
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รูปท่ี 2.2 แผนภาพแสดงการเกิดกระบวนการถ่ายโอนพลงังานฟลอูอเรสเซนต์ 

 

2.4 การออกแบบโครงสร้างโมเลกุลเซ็นเซอร์ 

ในงานวิจยันี ้ได้มีการออกแบบโมเลกลุเซ็นเซอร์ส าหรับการตรวจวดัสารประกอบเอมีน

ทางชีวภาพทัง้หมด 4 โครงสร้าง ได้แก่ AnIm1, NapIm1, NapIm2 และ NapIm3 ดงัแสดงใน

รูปภาพท่ี 2.3 โดยแตล่ะโครงสร้างนัน้ถกูออกแบบขึน้มาภายใต้สมมตุฐิานท่ีตัง้ไว้ตา่งกนั ดงันี  ้

 

รูปท่ี 2.3 ภาพแสดงโมเลกลุเซ็นเซอร์ AnIm1, NapIm1, NapIm2 และ NapIm3 
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2.4.1 การออกแบบโครงสร้าง AnIm1 และ NapIm1 

 

รูปท่ี 2.4 ภาพแสดงโมเลกลุเซ็นเซอร์ (ซ้าย) AnIm1 (ขวา) NapIm1  

1) หมู่อิมิดาโซเลียม (imidazolium) โครงสร้างดงัแสดงในรูปท่ี 2.5 ท าหน้าท่ีเป็น

ตวัจบัเกสต์โมเลกุล (guest molecule) มีประจุเป็นบวกซึ่งสามารถเกิดแรงดึงดดูทางไฟฟ้า 

(electrostatic interaction) กบัโมเลกุลท่ีมีประจเุป็นลบ และนอกจากนีไ้ฮโดรเจนในต าแหน่ง 

2H เป็นไฮโดรเจนท่ีมีความเป็นกรดสงู สามารถเกิดพนัธะไฮโดรเจน (hydrogen bond) ได้ดี
12,13 จึงสามารถจบักบัหมู่คาร์บอกซิเลตของฮิสทิดีนได้ด้วยอนัตรกิริยา 2 ชนิดคือแรงดงึดดูทาง

ไฟฟ้า (electrostatic interaction) และพนัธะไฮโดรเจน (hydrogen bond) 

 

 
รูปท่ี 2.5 ภาพแสดงโครงสร้างวงอิมิดาโซเลียม 

 

2) หมู่เอไมด์ (amide) ท าหน้าท่ีเป็นตวัจบัเกสต์โมเลกุล (guest molucule) 

เน่ืองจากสารประกอบเอไมด์ สามารถเกิดพนัธะไฮโดรเจน (hydrogen bond) กบัหมู่คาร์บอกซิ

เลตได้เชน่กนั 
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3) กรดโบโรนิก (boronic acid)14 ท าหน้าท่ีเป็นตวัจบักับอะตอมไนโตรเจนบน

วงอิมิดาโซลของสารประกอบเอมีนได้ 

4) หมู่แอนทราควิโนน (anthraquinone) สามารถให้สญัญาณฟลูออเรสเซนต์ท่ี 

555 นาโนเมตร โดยถกูกระตุ้นท่ีความยาวคล่ืน 420 นาโนเมตร15 ซึ่งใกล้เคียงกบัคา่ความยาว

คล่ืนท่ีสารประกอบของ histamine blue กับฮิสทามีนหรือฮิสทิดีนคายออกมา ดังนัน้ 

กระบวนการถ่ายโอนพลงังานฟลอูอเรสเซนต์ (FRET)  

ด้วยการท างานของตวัจบัโมเลกุลทัง้สาม ท าให้โครงสร้างของสารประกอบระหว่าง

โมเลกลุเซ็นเซอร์ , histamine blue และสารประกอบเอมีนทัง้สองมีความแตกตา่งกนัในด้าน

ความแข็งแรง ดงัแสดงในรูปท่ี 2.6 โดยสารประกอบเชิงซ้อนของฮิสทิดีนถกูจบัด้วยอนัตรกิริยา

ท่ีมากกว่า ท าให้หมู่ฟลอูอโรฟอร์ของ histamine blue เข้าใกล้กบัหมู่ฟลอูอโรฟอร์ของ AnIm1 

และ NapIm1 คือหมูแ่อนทราควิโนน (anthraquinone) และหมู่แนพทาลิไมด์ (naphthalimide) 

ตามล าดบั ดงันัน้ จึงท าให้เกิดการถ่ายโอนพลังงานฟลูออเรสเซนต์ (FRET) ขึน้ได้ ซึ่งจาก

ปรากฎการณ์คาดวา่นา่จะใช้ในการแยกจ าแนกการตรวจวดัฮิสทิดีนออกจากฮิสทามีนได้ 
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รูปท่ี 2.6 โครงสร้างสารประกอบระหวา่ง histamine blue, (บน)AnIm1              

(ลา่ง) NapIm1 และ(ซ้าย) ฮิสทามีน (ขวา) ฮิสทิดีน   
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2.4.2 การออกแบบโครงสร้าง NapIm2 และ NapIm3 

 

a)  

 

 

b)  

รูปท่ี 2.7 ภาพแสดงโมเลกลุเซ็นเซอร์ a) NapIm2 b) NapIm3  

การออกแบบโมเลกุลในกลุ่ม NapIm2 และ NapIm3 มีจุดประสงค์เพ่ือใช้ในการ

ตรวจวดัในลกัษณะท่ีแตกตา่งไปจากโมเลกลุเซ็นเซอร์กลุ่มแรก โดยออกแบบให้เกิดอนัตรกิริยา

กบัฮิสทิดีนอิสระ ไม่ใช่ในรูปสารประกอบของ histamine blue ดงัแสดงในรูปท่ี 2.8 ผู้วิจยัตัง้

สมมุติฐานว่าการเข้าจับของฮิสทิดีนจะท าให้สัญญาณฟลูออเรสเซนต์ของ NapIm2 และ 

NapIm3 เปล่ียนแปลง ซึ่งจะมีความจ าเพาะเจาะจงต่อฮิสทิดีนเท่านัน้ เม่ือน าผลการตรวจวดั

มาใช้ร่วมกบัผลท่ีได้จากการตรวจวดัด้วย histamine blue โดยใช้ histamine blue ในการ

จ าแนกฮิสทามีนและฮิสทิดีนออกจากสารประกอบเอมีนทางชีวภาพชนิดอ่ืนๆ ก่อนใช้โมเลกุล 

NapIm2 หรือ NapIm3 จ าแนกเฉพาะปริมาณฮิสทิดีน โดยโครงสร้างของโมเลกลุประกอบด้วย 
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1) หมู่อิมิดาโซเลียม (imidazolium) ท าหน้าท่ีเป็นตัวจับเกสต์โมเลกุล (guest 

molecule) กับหมู่คาร์บอกซิเลตของฮิสทิดีนได้ด้วยสองอันตรกิริยาคือแรงดึงดูดทางไฟฟ้า 

(electrostatic interaction) และพนัธะไฮโดรเจน (hydrogen bond) 

2) หมู่เอไมด์ (amide) ท าหน้าท่ีเป็นตวัจบัเกสต์โมเลกลุ (guest molecule) เกิด

พนัธะไฮโดรเจน (hydrogen bond) กบัหมูค่าร์บอกซิเลต 

3) กรดโบโรนิก (boronic acid) ท าหน้าท่ีเป็นตวัจบัอะตอมไนโตรเจนบนวงอิมิดา

โซลของสารประกอบเอมีนได้  

4) หมู่แนพทาลิไมด์ (naphthalimide) สามารถให้สัญญาณฟลูออเรสเซนต์ท่ี

ประมาณ 380 นาโนเมตร โดยถกูกระตุ้นท่ีความยาวคล่ืนประมาณ 320 นาโนเมตร16 

a)  b)  

รูปท่ี 2.8 ภาพแสดงสารประกอบระหวา่งฮิสทิดีนและ a) NapIm2 b) NapIm3  
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บทที่ 3 

วิธีการทดลองและผลการทดลอง 

 

3.1 อุปกรณ์และสารเคมี 

 อุปกรณ์ 

1. Magnetic bar 

2. Hot plate 

3. Rotary vacuum evaporator 

4. Column chromatography 

5. pH meter 

6. Nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) 

7. Infrared spectroscopy (IR) 

8. Fluorescence spectrometer 

 

สารเคมี 

1. 3-formylphenylboronic acid 

2. 2,2-dimethylpropadiol 

3. Toluene 

4. Sodium borohydride 

5. Methanol 

6. Sodium hydrogen carbonate 

7. Phosphorus tribromide 

8. Dichloromethane  

9. Sodium sulfate 
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10. Imidazole 

11. Ethyl acetate 

12. Aniline 

13. 2-chloroacetyl chloride 

14. Triethylamine 

15. Phosphoryl chloride 

16. Dimethylformamide 

17. 4-bromo-1,8-naphthalic anhydride 

18. Ethylenediamine 

19. 3-bromopropanoic acid 

20. Potassium hydroxide 

21. Potassium carbonate 

22. Tetrabutylammonium bromide 

23. Tetrabutylammonium iodide 

24. Hydrochloric acid 

25. 3-bromopropanoic acid 

26. Thionyl chloride 

27. Ethyl 3-bromopropionate 

28. 1,8-naphthalic anhydride 

29. Acetonitrile 

30. Isoquinoline 

31. Methylisocyanoacetate 

32. Trifluoroacetic anhydride 

33. Celite  

34. Sodium carbonate 

35. Sodium hydrogenphosephate 
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36. Sodium dihydrogenphosphate 

37. Sodium chloride 

38. Dimethylsulfoxide 

39. Histidine 

40. Histamine  

41. 1-bromohexane 
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3.2 การสังเคราะห์โมเลกุลเซ็นเซอร์ histamine blue17 

 

 บรรจสุารไอโซควิโนลีน (isoquinoline) 1.08 กรัม (8.34 มิลลิโมล) ในตวัท าละลายได

คลอโรมีเทน  15 มิลลิลิตรลงในขวดก้นกลมสองคอขนาด 25 มิลลิลิตร คนสารละลายภายใต้

บรรยากาศไนโตรเจนท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส เติมไตรฟลูออโรอะซิติกแอนไฮไดรด์ 

(trifluoroacetic anhydride) 1.416 มิลลิลิตร (10.00 มิลลิโมล) และเมทิลไอโซไซยาโนอะซิเตต 

(methylisocyanoacetate) 0.759 มิลลิลิตร (8.34 มิลลิโมล) ลงในสารละลายตามล าดบั คน

สารละลายผสมท่ีอณุหภูมิ 0 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3 นาที จากนัน้ปล่อยให้ปฏิกิริยาด าเนิน

ตอ่ไป ณ อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 14 ชัว่โมง เติมสารละลายอ่ิมตวัของโซเดียมคาร์บอเนต 30 

มิลลิลิตร คนสารละลายตอ่ประมาณ 10 นาที แล้วน าสารทัง้หมดมาสกัดด้วยไดคลอโรมีเทน

และน า้ 3 ครัง้ เก็บชัน้ตวัท าละลายอินทรีย์ในขวดก้นกลม เติมซิลิกาเจลและโซเดียมซลัเฟตลง

ไป คนสารทัง้หมดเป็นเวลา 1 ชัว่โมง แล้วจงึกรองผา่นซีไลต์ น าของเหลวมาระเหยตวัท าละลาย

ออกด้วยเคร่ืองกลัน่ลดความดนัแบบหมนุ (rotary evaporator) เติมไดเอทิลอีเทอร์ลงไปจนเกิด

การตกตะกอน กรองเพ่ือเก็บตะกอน พบวา่ได้ผลิตภณัฑ์ histamine blue เป็นของแข็งสีม่วงอม

เทาหนกั 0.580 กรัม คดิเป็นร้อยละผลิตภณัฑ์ 23 

 

การพสูิจน์เอกลักษณ์ของสาร histamine blue 

1H-NMR spectrum (รูปท่ี 4.4) (CDCl3, 400 MHz) :   (ppm) 

  = 9.32 (d, -ArH, 1H), 8.05 (d, -ArH, 1H), 7.95 (d, -ArH-, 1H), 7.83 (t, -ArH, 1H), 7.76 

(t, -ArH, 1H), 7.56 (d, -ArH, 1H), 5.35 (s, -CH2-, 2H), 3.80 (s, -CH3, 3H) 
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3.3 การสังเคราะห์โมเลกุลเซ็นเซอร์ที่มีฐานเป็นเกลืออิมิดาโซเลียมและกรดโบโรนิก

ส าหรับการตรวจวัดสารประกอบเอมีนทางชีวภาพ 

 

รูปท่ี 3.1 ภาพแสดงโมเลกลุเซ็นเซอร์ AnIm1, NapIm1, NapIm2 และ NapIm3 
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3.3.1 การสังเคราะห์โมเลกุลเซ็นเซอร์ AnIm1 

 

แผนภาพที่ 3.1 แสดงการสงัเคราะห์โมเลกลุเซ็นเซอร์ AnIm1 
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3.3.1.1 การสังเคราะห์ 3-(5,5-dimethyl-1,3,2-dioxaborinan-2-yl)benzaldehyde (A1) 

 

 เติมสาร 3-ฟอร์มิลฟีนิลโบโรนิก แอซิด (3-formylphenylboronic acid) 0.600 กรัม 

(4.00 มิลลิโมล) ลงในขวดก้นกลมสองคอขนาด 250 มิลลิลิตรท่ีมีโมเลกลุาร์ซีฟบรรจอุยู่ เติมตวั

ท าละลายโทลูอีนปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากนัน้เติมสาร 2,2-ไดเมทิลโพรพาไดออล (2,2-

dimethylpropadiol) 0.416 กรัม (4.00 มิลลิโมล) ลงไปในสารละลายผสม รีฟลกัซ์ปฏิกิริยา

แบบดีน สตาร์กท่ีอณุหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 ชัว่โมง กรองสารละลายผสมด้วย

กระดาษกรองเพ่ือแยกโมเลกุลาร์ซีฟออก น าของเหลวท่ีได้มาระเหยตวัท าละลายออกด้วย

เคร่ืองกลั่นลดความดนัแบบหมุน (rotary evaporation) พบสาร 3-(5,5-dimethyl-1,3,2-

dioxaborinan-2-yl)benzaldehyde (A1) เป็นของเหลวหนืดสีเหลืองหนกั 0.690 กรัม คิดเป็น

ร้อยละผลิตภณัฑ์ 79 

 

การพสูิจน์เอกลักษณ์ของสาร A1 

1H-NMR spectrum (รูปท่ี 4.5) (CDCl3, 400 MHz) :   (ppm) 

  = 10.04 (s, -COH, 1H), 8.30 (s, -ArH, 1H), 8.05 (d, -ArH, 1H), 7.95 (d, -ArH, 1H), 

7.52 (t, -ArH, 1H), 3.79 (s, -CH2-, 4H), 1.00 (s, -CH3, 6H) 
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3.3.1.2 การสังเคราะห์ (3-(5,5-dimethyl-1,3,2-dioxaborinan-2-yl)phenyl)methanol (A2) 

 

 บรรจุสาร 3-(5,5-dimethyl-1,3,2-dioxaborinan-2-yl)benzaldehyde (A1) 0.690 

กรัม (3.16 มิลลิโมล) ลงในขวดก้นกลมสองคอขนาด 250 มิลลิลิตร คนให้ละลายด้วยเมทา

นอลปริมาตร 25 มิลลิลิตรท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส เติมโซเดียมโบโรไฮไดรด์ (sodium 

borohydride) 2.391 กรัม (63.2 มิลลิโมล) ลงไปในขวดก้นกลม หลงัจากปฏิกิริยาด าเนินไป

เป็นเวลา 4 ชัว่โมง คอ่ยๆเติมสารละลายกรดไฮโดรคลอริก (hydrochloric acid) 3 โมลาร์เพ่ือ

ปรับสารละลายผสมให้ pH เทา่กบั 7 จากนัน้น ามาระเหยเมทานอลด้วยเคร่ืองกลัน่ลดความดนั

แบบหมนุ (rotary evaporator) จากนัน้สกดัของเหลวท่ีเหลือด้วยน า้และไดคลอโรมีเทน 3 ครัง้ 

เก็บชัน้ตวัท าละลายอินทรีย์ทัง้หมดรวมกนั เติมโซเดียมซลัเฟต (sodium sulfate) เพ่ือก าจดัน า้ 

จากนัน้กรองโซเดียมซลัเฟตทิง้ แล้วน าของเหลวท่ีเหลือมาระเหยตวัท าละลายด้วยเคร่ืองกลัน่

ความดนัแบบหมุน พบผลิตภณัฑ์สาร A2 เป็นของแข็งสีชมพหูนกั 0.466 กรัม คิดเป็นร้อยละ

ผลิตภณัฑ์ 67 

 

การพสูิจน์เอกลักษณ์ของสาร A2 

1H-NMR spectrum (รูปท่ี 4.6) (CDCl3, 400 MHz) :   (ppm) 

  = 7.79 (s, -ArH, 1H), 7.73 (d, -ArH, 1H), 7.45 (d, -ArH, 1H), 7.37 (t, -ArH, 1H), 4.70 

(s, -CH2-, 2H), 3.77 (s, -CH2-, 4H), 1.02 (s, -CH3, 6H) 
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3.3.1.3 การสังเคราะห์ 2-(3-(bromomethyl)phenyl)-5,5-dimethyl-1,3,2-dioxaborinane 

(A3) 

 

 บรรจสุาร (3-(5,5-dimethyl-1,3,2-dioxaborinan-2-yl)phenyl)methanol (A2) 0.466 

กรัม (2.12 มิลลิโมล) ในตวัท าละลายไดคลอโรมีเทน 20 มิลลิลิตรลงในขวดก้นกลมสองคอ

ขนาด 250 มิลลิลิตร คนสารละลายภายใต้สภาวะไนโตรเจนท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส 

ละลายฟอสฟอรัสไตรโบรไมด์ (phosphorus tribromide) 0.1 มิลลิลิตร (1.06 มิลลิโมล) ในตวั

ท าละลายไดคลอโรมีเทน 20 มิลลิลิตร เติมลงในสารละลายผสม แล้วคนสารละลายท่ี

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 12 ชั่วโมง เติมสารละลายโซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต (sodium 

hydrogencarbonate) ทีละหยดเพ่ือปรับสารละลายผสมให้มี pH เท่ากบั 7 น ามาสกดัด้วยน า้

และไดคลอโรมีเทน 3 ครัง้ น าชัน้ตวัท าละลายอินทรีย์ท่ีได้มาเติมโซเดียมซลัเฟต (sodium 

sulfate) เพ่ือก าจดัน า้ แล้วกรองออก ระเหยตวัท าละลายด้วยเคร่ืองกลัน่ลดความดนัแบบหมนุ 

(rotary evaporation) พบผลิตภณัฑ์สาร A3 เป็นของแข็งสีชมพเูข้มหนัก 0.413 กรัม คิดเป็น

ร้อยละผลิตภณัฑ์ 69 

 

การพสูิจน์เอกลักษณ์ของสาร A3 

1H-NMR spectrum (รูปท่ี 4.7) (CDCl3, 400 MHz) :   (ppm) 

  = 7.79 (s, -ArH, 1H), 7.73 (d, -ArH, 1H), 7.45 (d, -ArH, 1H), 7.37 (t, -ArH, 1H), 4.51 

(s, -CH2-, 2H), 3.78 (s, -CH2-, 4H), 1.02 (s, -CH3, 6H) 
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3.3.1.4 การสังเคราะห์ 2-chloro-N-phenylacetamide (B1) 

 

 บรรจุแอนนิลีน (aniline) 0.466 กรัม (5.00 มิลลิโมล) และไตรเอทิลเอมีน 0.705 

มิลลิลิตร (5.00 มิลลิโมล) ในตวัท าละลายไดคลอโรมีเทนปริมาตร 20 มิลลิลิตร ในขวดก้นกลม

สองคอขนาด 250 มิลลิลิตร คนสารละลายผสมท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส ค่อยๆเติม

สารละลาย 2-คลอโรอะซีติลคลอไรด์ (2-chloroacethyl chloride) 0.565 กรัม (5 มิลลิโมล) ใน

ตัวท าละลายไดคลอโรมีเทน 20 มิลลิลิตร ลงในสารละลายผสม คนสารละลายผสมท่ี

อุณหภูมิห้องภายใต้บรรยากาศไนโตรเจนเป็นเวลา 6 ชั่วโมง ระเหยตวัท าละลายด้วยเคร่ือง

กลัน่ลดความดนัแบบหมนุ ท าให้ผลิตภณัฑ์บริสุทธ์ิด้วยเทคนิคคอลมัน์โครมาโตกราฟี โดยใช้

เฟสเคล่ือนท่ีเป็น 20% เฮกเซนในเอทิลอะซีเตต พบสาร B1 เป็นของเหลวสีน า้ตาลหนกั 0.433 

กรัม คดิเป็นร้อยละผลผลิต 51 

 

การพสูิจน์เอกลักษณ์ของสาร B1 

1H-NMR spectrum (รูปท่ี 4.8) (CDCl3, 400 MHz) :   (ppm) 

  = 8.24 (s, -NH-, 1H), 7.56 (d, -ArH-, 2H), 7.36 (t, -ArH-, 2H), 7.19 (, -ArH-, 1H), 4.19 

(s, -CH2-, 2H) 
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3.3.1.5 การสังเคราะห์ 2-chloro-N-(4-formylphenyl)acetamide (B2) 

 

 ละลายสาร B1 ปริมาณ 0.178 กรัม (1.049 มิลลิโมล) ด้วยไดเมทิลฟอร์มาไมด์ 

(dimethylformamide, DMF) 0.3 มิลลิลิตร คนสารละลายภายใต้บรรยากาศไนโตรเจนท่ี 

อณุหภมูิห้อง คอ่ยๆเติมสารฟอสฟอริลคลอไรด์ (phosphoryl chloride) 0.209 กรัม (1.36 มิลลิ

โมล) ตัง้ปฏิกิริยารีฟลกัซ์ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง สกดัสารละลาย

ผสมด้วยน า้และเอทิลอะซีเตต เติมโซเดียมซลัเฟต (sodium sulfate) ลงในชัน้ตวัท าละลาย

อินทรีย์เพ่ือก าจดัน า้ ระเหยตวัท าละลายอินทรีย์ด้วยเคร่ืองกลัน่ลดความดนัแบบหมนุ (rotary 

evaporator) พบวา่ปฏิกิริยานีไ้มส่ามารถแยก B2 ให้บริสทุธ์ิได้ 
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3.3.2 การสังเคราะห์โมเลกุล NapIm1 

 เน่ืองจากการสงัเคราะห์โมเลกุล AnIm1 ไม่ประสบผลส าเร็จ จึงออกแบบโครงสร้าง

โมเลกลุเซ็นเซอร์ตวัใหมคื่อ NapIm1 ซึง่มีแผนการสงัเคราะห์ดงัแสดงในแผนภาพท่ี 3.2 
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แผนภาพที่ 3.2 แสดงการสงัเคราะห์โมเลกลุเซ็นเซอร์ NapIm1 
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3.3.2.1 การสังเคราะห์ 2-(2-aminoethyl)-6-bromo-1H-benzo[de]isoquinoline-1,3(2H)-

dione (C1) 

 

 บรรจุส า ร  4-โบร โม -1,8-แนพทาลิ ก  แอนไ ฮ ไดร ด์  (4-bromo-1,8-naphthalic 

anhydride) 0.554 กรัม (2  มิลลิโมล) ในตวัท าละลายเมทานอล 20 มิลลิลิตร ลงในขวดก้น

กลมสองคอขนาด 250 มิลลิลิตร เติมเอทิลีนไดเอมีน (ethylenediamine) 0.601 กรัม (10 มิลลิ

โมล) คนสารละลายผสมท่ีอณุหภูมิห้องภายใต้บรรยากาศไนโตรเจนเป็นเวลา 12 ชัว่โมง พบ

ตะกอนสีเหลืองในปฏิกิริยา กรองสารละลายผสมได้ตะกอนหลกัของผลิตภัณฑ์ C1 และน า 

filtrate ท่ีได้มาสกดัด้วยน า้และไดคลอโรมีเทน 2 ครัง้ น าชัน้ตวัท าละลายอินทรีย์มาเติมโซเดียม

ซลัเฟต (sodium sulfate) เพ่ือก าจดัน า้แล้วกรองออก ระเหยตวัท าละลายด้วยเคร่ืองกลัน่ลด

ความดนัแบบหมุน (rotary evaporation) ได้ผลิตภัณฑ์ C1 อีกส่วนหนึ่ง เม่ือน ามารวมกัน

พบวา่ผลิตภณัฑ์ C1 เป็นของแข็งสีเหลืองหนกั 0.544 กรัม คดิเป็นร้อยละผลิตภณัฑ์ 85 

 

การพสูิจน์เอกลักษณ์ของสาร C1 

1H-NMR spectrum (รูปท่ี 4.9) (DMSO, 400 MHz) :   (ppm) 

  = 8.54 (d, -ArH, 1H), 8.30 (d, -ArH, 1H), 8.19 (d, -ArH, 2H), 7.98 (t, -ArH, 1H), 4.03 

(t, -CH2-, 2H), 2.77 (t, -CH2-, 2H) 
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3.3.2.2 การสังเคราะห์ 3-(1H-imidazol-1-yl)propanoic acid (D1) 

 

 ละลายอิมิดาโซล (imidazole) 0.143 กรัม (2.1 มิลลิโมล) และโซเดียมไฮดรอกไซด์ 

(sodium hydroxide) 0.084 กรัม (2.1 มิลลิโมล) ในตวัท าละลายเป็นไดเมทิลฟอร์มาไมด์ 

(dimethylformamide, DMF)  3 มิลลิลิตร ในขวดก้นกลมสองคอขนาด 250 มิลลิลิตร คน

สารละลายเป็นเวลา 30 นาที ค่อยๆเติมสารละลาย 3-โบรโมโพรพาโนอิก แอซิด (3-

bromopropanoic acid) 0.176 กรัม (1.15 มิลลิโมล) ลงในปฏิกิริยา ตัง้รีฟลกัซ์ท่ีอณุหภูมิ 150 

องศาเซลเซียส ภายใต้บรรยากาศไนโตรเจนเป็นเวลา 24 ชัว่โมง สกัดสารละลายผสมทัง้หมด

ด้วยน า้และเอทิลอะซีเตต แต่พบว่าผลิตภัณฑ์ไม่สามารถถูกแยกมาอยู่ในชัน้ตัวท าละลาย

อินทรีย์ได้ จงึไมส่ามารถสงัเคราะห์ D1 ด้วยวิธีนี ้

 ดงันัน้ จงึได้วางแผนการสงัเคราะห์ D1 ขึน้มาใหมซ่ึง่เป็นไปดงัแผนภาพท่ี 3.3 

 

แผนภาพที่ 3.3 แสดงการสงัเคราะห์โมเลกลุ D1 
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3.3.2.3 การสังเคราะห์ 3-(1H-imidazol-1-yl)propanoate (F1) 

 

 บรรจุอิมิดาโซล (imidazole) 0.340 กรัม (5 มิลลิโมล) โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ 

(potassium hydroxide) 0.421 กรัม (7.5 มิลลิโมล) โพแทสเซีมคาร์บอเนต 0.577 กรัม (4.175 

มิลลิโมล) และ n-เตตระบิวทิลแอมโมเนียม โบรไมด์ (n-tetrabutylammonium bromide) 

0.032 กรัม (0.1 มิลลิโมล) ในตวัท าละลายไดคลอโรมีเทน 20 มิลลิลิตร ลงในขวดก้นกลมสอง

คอขนาด 250 มิลลิลิตร คนสารละลายเป็นเวลา 30 นาที เติมสารละลายเอทิล 3-โบรโมโพรพา

โนเอต (ethyl 3-bromopropanoate) 0.905 กรัม (5 มิลลิโมล) ในไดคลอโรมีเทนอย่างช้าๆ ตัง้

ปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิห้อง ภายใต้บรรยากาศไนโตรเจนเป็นเวลา 24 ชั่วโมง กรองแยกเกลือ      

อนินทรีย์ท่ีเหลือออก น าของเหลวท่ีได้มาสกัดด้วยน า้และไดคลอโรมีเทน 3 ครัง้ เติมโซเดียม

ซลัเฟต (sodium sulfate) เพ่ือก าจัดน า้ออกจากตวัท าละลายอินทรีย์ น าชัน้ตวัท าละลาย

อินทรีย์ไประเหยแห้งด้วยเคร่ืองกลัน่ลดความดนัแบบหมนุ (rotary evaporator) พบผลิตภณัฑ์ 

F1 เป็นของเหลวหนืดสีเหลืองหนกั 0.649 กรัม คดิเป็นร้อยละผลิตภณัฑ์ 77 

 

การพสูิจน์เอกลักษณ์ของสาร F1 

1H-NMR spectrum (รูปท่ี 4.10) (CDCl3, 400 MHz) :   (ppm) 

  = 7.60 (s, -ArH, 1H), 7.03 (d, -ArH, 1H), 6.94 (d, -ArH, 1H), 4.26 (q, -CH2-, 2H), 

4.12 (t, -CH2-, 2H), 2.76 (t, -CH2-, 2H), 1.22 (t, -CH3, 3H) 
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3.3.2.4 การสังเคราะห์ 3-(1H-imidazol-1-yl)propanoic acid (D1) 

 

 ละลายสาร F1 0.649 กรัม (3.859 มิลลิโมล) ในน า้ 15 มิลลิลิตรซึ่งมีกรดไฮโดรคลอริก 

(hydrochloric acid) 46.3 มิลลิโมล คนให้เข้ากัน ตัง้รีฟลกัซ์ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 

ภายใต้บรรยากาศไนโตรเจนเป็นเวลา 8 ชัว่โมง ตกผลึกด้วยไอโซโพรพานอล (isopropanol) 

พบวา่ปฏิกิริยาไมเ่กิดสาร D1 

 ด้วยเหตนีุ ้จงึปรับแผนการสงัเคราะห์อีกครัง้ โดยเปล่ียนวิธีการสงัเคราะห์ E1 ดงัแสดง

ในแผนภาพท่ี 3.4 

 

แผนภาพที่ 3.4 แสดงการสงัเคราะห์โมเลกลุ E1 
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3.3.2.5 การสังเคราะห์ 3-bromo-N-(2-(6-bromo-1,3-dioxo-1H-benzo[de]isoquinolin-

2(3H)-yl)ethyl)propanamide (C2) 

 

 บรรจ ุ3-โบรโมโพรพาโนอิก แอซิด (3-bromopropanoic acid) 0.153 กรัมลงในขวด

ก้นกลมสองคอขนาด 250 มิลลิลิตรตอ่เข้ากบัชดุอปุกรณ์ schlenk line เติมไดคลอโรมีเทน 5 

มิลลิลิตร จากนัน้เติมไทโอนิลคลอไรด์ (thionylchloride) 2.03 มิลลิลิตร (28 มิลลิโมล) ตามลง

ไป คนสารจนสารละลายใสเป็นเนือ้เดียวกัน แสดงว่าเกิดสาร  G1 สมบรูณ์แล้ว ล้างไทโอนิล

คลอไรด์ด้วยไดคลอโรมีเทนภายใต้ป๊ัมดดูอากาศ 3 ครัง้ แล้วเติมสารละลาย C1 0.319 กรัม (1 

มิลลิโมล) ในไดเมทิลฟอร์มาไมด์ (dimethylformamide, DMF) 6 มิลลิลิตร ผ่านแคนนลูาร์ 

(cannular) คนสารละลายท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 12 ชัว่โมง จากนัน้กลัน่ตวัท าละลายออกจน

แห้ง เม่ือน าไปพิสจูน์เอกลกัษณ์ พบวา่ไมเ่กิดสาร C2 

 

3.3.3 การสังเคราะห์โมเลกุล NapIm2 และ NapIm3 

 เน่ืองจากการสงัเคราะห์โมเลกุล AnIm1 ไม่ประสบผลส าเร็จ จึงออกแบบโครงสร้าง

โมเลกุลเซ็นเซอร์ตวัใหม่คือ NapIm2 และ NapIm3 ซึ่งมีแผนการสังเคราะห์ดงัแสดงใน

แผนภาพท่ี 3.5 



35 
 

 

 

แผนภาพที่ 3.5 แสดงการสงัเคราะห์โมเลกลุเซ็นเซอร์ NapIm2 และ NapIm3 
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3.3.3.1 การสังเคราะห์ N-(2-aminoethyl)-3-(1H-imidazol-1-yl)propanamide (F2) 

 

 ละลายเอทิลีนไดเอมีน (ethylenediamine) 0.681 กรัม (11.33 มิลลิโมล) ด้วยเมทา

นอล 20 มิลลิลิตรในขวดก้นกลมสองคอขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีอณุหภูมิห้อง ภายใต้บรรยากาศ

ไนโตรเจน คอ่ยๆเตมิสารละลาย F1 0.635 กรัม (3.78 มิลลิโมล) ในเมทานอล 25 มิลลิลิตร ลง

ในปฏิกิริยา คนสารละลายให้เข้ากนัเป็นเวลา 36 ชัว่โมง ระเหยตวัท าละลายออกด้วยเคร่ือง

กลัน่ลดความดนัแบบหมนุ (rotary evaporator) พบผลิตภณัฑ์ F2 เป็นของเหลวหนืดสีเหลือง

หนกั 0.678 กรัม คดิเป็นร้อยละผลิตภณัฑ์ 98  

 

การพสูิจน์เอกลักษณ์ของสาร F2 

1H-NMR spectrum (รูปท่ี 4.13) (CDCl3, 400 MHz) :   (ppm) 

  = 7.47 (s, -ArH, 1H), 6.99 (d, -ArH, 1H), 6.93 (d, -ArH, 1H), 6.59 (s, -NH-, 1H), 4.30 

(t, -CH2-, 2H), 3.25 (t, -CH2-, 2H), 2.75 (t, -CH2-, 2H), 2.61 (t, -CH2-, 2H) 
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3.3.3.2 การสังเคราะห์ N-(2-(1,3-dioxo-1H-benzo[de]isoquinolin-2(3H)-yl)ethyl)-3-(1H-

imidazol-1-yl)propanamide (F3) 

 

 บรรจสุาร 1,8-แนพทาลิก แอนไฮไดรด์ (1,8-napthalic anhydride) 0.369 กรัม (1.86 

มิลลิโมล) และตวัท าละลายเมทานอล 15 มิลลิลิตร ในขวดก้นกลมสองคอขนาด 250 มิลลิลิตร 

เติมสารละลาย F2 0.339 กรัม (1.86 มิลลิโมล) ลงไป ตัง้ปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิห้อง ภายใต้

บรรยากาศไนโตรเจนเป็นเวลา 12 ชัว่โมง จากนัน้แยกสารผลิตภัณฑ์ให้บริสุทธ์ิด้วยเทคนิค

คอลัมน์โครมาโตกราฟีโดยใช้เฟสเคล่ือนท่ีเป็น 10% เมทานอลในเอทิลอะซีเตต พบว่าได้

ผลิตภณัฑ์ F3 เป็นของเหลวสีเหลืองหนกั 0.146 กรัม คดิเป็นร้อยละผลิตภณัฑ์ 22 

  

การพสูิจน์เอกลักษณ์ของสาร F3 

1H-NMR spectrum (รูปท่ี 4.14) (MeOD, 400 MHz) :   (ppm) 

  = 8.27 (t, -ArH, 2H), 8.09 (t, -ArH, 2H), 7.58 (m, -ArH, 3H), 6.94 (d, -ArH, 1H), 6.76 

(d, -ArH, 1H), 4.10 (t, -CH2-, 2H), 4.08 (t, -CH2-, 2H), 3.38 (t, -CH2-, 2H), 2.46 (t, -CH2-, 

2H) 
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3.3.3.3 การสังเคราะห์โมเลกุล F4 

 

 บรรจสุาร F3 0.146 กรัม (0.403 มิลลิโมล) และสาร A3 0.114 กรัม (0.403 มิลลิโมล) 

และตวัท าละลายอะซีโตไนไตรล์ 5 มิลลิลิตร ในขวดก้นกลมสองคอขนาด 50 มิลลิลิตร ตัง้

ปฏิกิริยารีฟลกัซ์ท่ีอณุหภมูิ 90 องศาเซลเซียส ภายใต้บรรยากาศไนโตรเจนเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

กรองสารละลายได้ตะกอนผลิตภัณฑ์ F4 ซึ่งมีร้อยละผลิตภัณฑ์ต ่ามาก ไม่สามารถพิสูจน์

เอกลกัษณ์ได้  
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3.3.3.4 การสังเคราะห์โมเลกุล NapIm3 

 

บรรจสุาร F3 0.612 กรัม (1.69 มิลลิโมล) และ 1- โบรโมเฮกเซน 0.279 กรัม (1.69 

มิลลิโมล) และตวัท าละลายอะซีโตไนไตรล์ 5 มิลลิลิตร ในขวดก้นกลมสองคอขนาด 50 

มิลลิลิตร ตัง้ปฏิกิริยารีฟลกัซ์ท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส ภายใต้บรรยากาศไนโตรเจนเป็น

เวลา 24 ชัว่โมง ระเหยตวัท าละลายด้วยเคร่ืองกลัน่ลดความดนัแบบหมนุ (rotary evaporator) 

เตมิเมทานอลลงไปจนเกิดตะกอน กรองแยกตะกอน น าของเหลวท่ีกรองได้ระเหยตวัท าละลาย

ด้วยเคร่ืองกลั่นลดความดนัแบบหมุน (rotary evaporator) พบผลิตภัณฑ์ NapIm3 เป็น

ของเหลวหนืดสีน า้ตาลหนกั 0.590 กรัม คดิเป็นร้อยละผลิตภณัฑ์ 78 

 

การพสูิจน์เอกลักษณ์ของสาร NapIm3 

1H-NMR spectrum (รูปท่ี 4.15) (CD3CN, 400 MHz) :   (ppm) 

  = 8.58 (s, -ArH, 1H), 8.43 (d, -ArH, 2H), 8.28 (d, -ArH, 2H), 7.75 (t, -ArH, 2H), 7.30 

(d, -ArH, 1H), 7.23 (d, -ArH, 1H), 6.87 (s, -NH, 1H), 4.25 (t, -CH2-, 2H), 4.12 (t, -CH2-, 

2H), 4.00 (t, -CH2-, 2H), 3.40 (t, -CH2-, 2H), 2.54 (t, -CH2-, 2H), 1.19 (m, -CH2-, 8H), 

0.77 (t, -CH3-, 3H) 
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3.4 การศึกษาการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนของ histamine blue และ NapIm3 กับฮิสทา

มีนและฮิสทิดีนในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาลีน pH 7.4 (Phosphate buffer 

saline) 

 

3.4.1 เตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาลีน pH 7.4 

 ชัง่โซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 1.150 กรัม และโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 

0.5844 กรัม ในบีกเกอร์ขนาด 100 มิลลิลิตร ละลายด้วยน า้ Milli Q เติมสารละลายโซเดียมได

ไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2PO4) 0.26 กรัม ในน า้ Milli Q 25 มิลลิลิตร ลงไปในสารละลาย

โซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตและโซเดียมคลอไรด์ คนสารละลายจากนัน้ปรับ pH ด้วยสารละลาย

โซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตให้มี pH เป็น 7.4 ปรับปริมาตรสารละลายในขวดก าหนดปริมาตร

ขนาด 100 มิลลิลิตร ด้วยน า้ Milli Q จะได้สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาลีน pH 7.4 

3.4.2 เตรียม stock solution ของ histamine blue ความเข้มข้น 1.0×10-3 โมลาร์ 

 ชัง่สาร histamine blue 0.240 มิลลิกรัม (7.94×10-4 มิลลิโมล) ในไวแอล (vial) 

ละลายด้วยไดเมทิลซลัฟอกไซด์ (DMSO)ปริมาตร 0.794 มิลลิลิตร จะได้สารละลาย histamine 

blue ความเข้มข้น 1.0×10-3 โมลาร์ 

3.4.3 เตรียม stock solution ของ NapIm3 ความเข้มข้น 0.1000 โมลาร์ 

 ชัง่สาร NapIm3 48.99 มิลลิกรัม (0.1095 มิลลิโมล) ในไวแอล (vial) ละลายด้วยได

เมทิลซลัฟอกไซด์ (DMSO) ปริมาตร 1.095 มิลลิลิตร จะได้สารละลาย NapIm3 ความเข้มข้น 

0.1000   โมลาร์ 

3.4.4 เตรียม stock solution ของฮสิทดิีน (histidine) ความเข้มข้น 0.1000 โมลาร์ 

 ชัง่ฮิสทิดีน 7.72 มิลลิกรัม (0.0498 มิลลิโมล) ในไวแอล (vial) ละลายด้วยสารละลาย

ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาลีน (phosephate buffer saline) pH 7.4 ปริมาตร 0.498 มิลลิลิตร จะได้

สารละลายฮิสทิดีนความเข้มข้น 0.1000 โมลาร์ 
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3.4.5 เตรียม stock solution ของฮสิทามีน (histamine) ความเข้มข้น 0.1000 โมลาร์ 

 ชัง่ฮิสทามีน 6.25 มิลลิกรัม (0.0562 มิลลิโมล) ในไวแอล (vial) ละลายด้วยสารละลาย

ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาลีน (phosephate buffer saline) pH 7.4 ปริมาตร 0.562 มิลลิลิตร จะได้

สารละลายฮิสทิดีนความเข้มข้น 0.1000 โมลาร์ 

 

3.4.6 ศึกษาการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนของ histamine blue กับฮสิทามีนและฮสิทดิีน 

 ปิเปต stock solution ของ histamine blue 0.020 มิลลิลิตร ลงในคิวเวต ปรับปริมาตร

เป็น 2.000 มิลลิลิตรโดยไดเมทิลซลัฟอกไซด์ (DMSO) และสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาลีน 

(phosephate buffer saline) pH 7.4  โดยมีอตัราส่วนรวมเป็น 10% ไดเมทิลซลัฟอกไซด์ใน

สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาลีน คนสารละลายเป็นเวลา 1 ชัว่โมง น าไปวดัคา่การคายแสง

ด้วยเทคนิคฟลอูอเรสเซนต์สเปกโตรโฟโตเมทรี (fluorescence spectrophotometry) โดยให้

พลังงานกระตุ้นท่ีความยาวคล่ืน 340 นาโนเมตร แล้วท าซ า้อีก 2 ตวัอย่าง โดยก่อนปรับ

ปริมาตร เติม stock solution ของฮิสทามีน 0.002 มิลลิลิตร และ stock solution ของฮิสทิดีน 

0.002 มิลลิลิตร ตามล าดบั 

 3.4.7 ศึกษาการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนของ NapIm3 กับฮสิทามีนและฮสิทดิีน 

ปิเปต stock solution ของ NapIm3 0.002 มิลลิลิตร ลงในคิวเวต ปรับปริมาตรเป็น 2 

มิลลิลิตรโดยไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO) และสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาลีน 

(phosephate buffer saline) pH 7.4  โดยมีอตัราส่วนรวมเป็น 10% ไดเมทิลซลัฟอกไซด์ใน

สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาลีน คนสารละลายเป็นเวลา 5 นาที น าไปวดัค่าการคายแสง

ด้วยเทคนิคฟลอูอเรสเซนต์สเปกโตรโฟโตเมทรี (fluorescence spectrophotometry) โดยให้

พลังงานกระตุ้นท่ีความยาวคล่ืน 340 นาโนเมตร แล้วท าซ า้อีก 2 ตวัอย่าง โดยก่อนปรับ

ปริมาตร เติม stock solution ของฮิสทามีน 0.002 มิลลิลิตร และ stock solution ของฮิสทิดีน 

0.002 มิลลิลิตร ตามล าดบั 
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บทที่ 4 

วิจารณ์ผลและสรุปผลการทดลอง 

 

4.1 การสังเคราะห์โมเลกุลเซ็นเซอร์ histamine blue 

 Histamine blue  เป็นเซ็นเซอร์ท่ีถูกออกแบบส าหรับตรวจวดัปริมาณฮิสทามีน มี

โครงสร้างดงัแสดงในรูปท่ี 4.1 ประกอบด้วยหมู่แอซิดฟลอูอไรด์ (acid fluoride) ท่ีท าหน้าท่ีจบั

กบัฮิสทามีน ณ ต าแหนง่วงอิมิดาโซล (imidazole) ดงัแสดงในรูปท่ี 4.2  

 

รูปท่ี 4.1 โมเลกลุ histamine blue 

 

รูปท่ี 4.2 กลไกการเกิดปฏิกิริยาระหวา่ง histamine blue และฮิสทามีน 

โดยขัน้ตอนการสงัเคราะห์ผ่านปฏิกิริยาเมโซไอออนิกจากไอโซควิโนลีน เมทิลไอโซไซ

ยาโนอะซีเตต  เป็นไปดงัแสดงในรูปท่ี 4.3 ผลิตภัณฑ์มีลกัษณะเป็นของแข็งสีม่วงอมเทา คิด

เป็นร้อยละผลิตภณัฑ์ 23 น าไปพิสจูน์เอกลกัษณ์ด้วยเทคนิคโปรตอนเอ็มเอ็นอาร์สเปกโตรสโก

ปี (1H-NMR spectroscopy) ผลสเปกตรัมแสดงในรูปท่ี 4.4  
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รูปท่ี 4.3 การสงัเคราะห์โมเลกลุ histamine blue 

 

รูปท่ี 4.4 1H-NMR spectrum ของสาร histamine blue ใน CDCl3 

 จาก 1H-NMR สเปกตรัม (รูปท่ี 4.4) พบสญัญาณของหมู่อะโรมาติกท่ีต าแหน่ง 7.55-

9.30 ppm  จ านวน 6 โปรตอน ส าหรับสญัญาณของอะลิฟาติกโปรตอน Ha และ Hb พบท่ี

ต าแหน่ง 3.80 ppm และ 5.35 ppm จ านวน 2 และ 3 โปรตอนตามล าดบั สามารถสรุปได้ว่า

สารผลิตภณัฑ์เกิดขึน้จริงเพราะสญัญาณ 1H-NMR สอดคล้องกบัโครงสร้างของสาร histamine 

blue 
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4.2 การสังเคราะห์โมเลกุลเซ็นเซอร์ส าหรับตรวจวัดสารประกอบเอมีนทางชีวภาพ 

 โมเลกลุเซ็นเซอร์ท่ีออกแบบและสงัเคราะห์ ได้แก่ AnIm1, NapIm1, NapIm2 และ 

NapIm3 โดยทัง้นีมี้ส่วนประกอบเป็นเกลืออิมิดาโซเลียมซึ่งเป็นประจุบวกและมีอะตอม

ไฮโดรเจนท่ีมีความเป็นกรดสงู จึงสามารถเข้าจบักับหมู่คาร์บอกซิลของฮิสทิดีนได้ดี และมีหมู่

แนพทาลิไมด์เป็นฟลอูอโรฟอร์ในการให้สญัญาณฟลูออเรสเซนต์ โดยหลกัการออกแบบนีค้าด

ว่าจะเกิดอนัตรกิริยากบัฮิสทิดีนท่ีหมู่คาร์บอกซิเลต ท าให้สามารถแยกจ าแนกการตรวจวดัฮิส

ทิดีนได้อยา่งจ าเพาะเจาะจง  

4.2.1 การสังเคราะห์โมเลกุล AnIm1 

โมเลกลุ AnIm1 มีส่วนประกอบพืน้ฐานเป็นอิมิดาโซเลียม เอไมด์ และกรดโบโรนิกซึ่ง

ท าหน้าท่ีจับกับฮิสทิดีน และหมู่แอนทราควิโนนท่ีท าหน้าท่ีหน่วยตรวจวัด ขัน้ตอนการ

สงัเคราะห์ AnIm1 เป็นไปตามแผนภาพท่ี 4.1 
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แผนภาพท่ี 4.1 แผนภาพแสดงการสงัเคราะห์โมเลกลุเซ็นเซอร์ AnIm1 
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4.2.1.1 การสังเคราะห์ 3-(5,5-dimethyl-1,3,2-dioxaborinan-2-yl)benzaldehyde 

(A1) 

 

สาร  A1 สงัเคราะห์จากปฏิกิริยาการควบแน่น (condensation) ระหว่าง 3-ฟอร์มิล

ฟีนิลโบโรนิก แอซิด (3-formylphenylboronic acid) และ 2,2-ไดเมทิล-1,3-โพรพาไดออล 

(2,2-dimethyl-1,3-propadiol) ในตัวท าละลายโทลูอีน โดยในระบบจะมีโมเลคิวลาร์ซีฟ 

(molecular sieve) และใช้การรีฟลกัซ์แบบดีน สตาร์ก (dean stark reflux) เพ่ือก าจดัน า้ท่ี

เกิดขึน้ในปฏิกิริยา ผลิตภัณฑ์ท่ีได้มีลักษณะเป็นของเหลวหนืดสีเหลือง คิดเป็นร้อยละ

ผลิตภัณฑ์ 79 พิสูจน์เอกลกัษณ์ด้วยเทคนิคโปรตอนเอ็นเอ็มอาร์สเปกโตรสโกปี (1H-NMR 

spectroscopy) ผลสเปกตรัมแสดงในรูปท่ี 4.5 
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รูปที่ 4.5 1H-NMR spectrum ของสาร A1 ใน CDCl3 

จาก 1H-NMR สเปกตรัม (รูปท่ี 4.5) พบสญัญาณโปรตอนของหมู่อะโรมาติก –ArH ท่ี

ต าแหน่ง 7.59, 7.95, 8.05 และ 8.30 ppm  จ านวน 4 โปรตอน และสญัญาณโปรตอนของ –

CHO- (Hc) ของหมู่อลัดีไฮด์ท่ีต าแหน่ง 10.04 ppm นอกจากนีย้งัพบสญัญาณโปรตอนของ   

อะลิฟาติกโปรตอน –OCH2- (Hb) และ –CH3 (Hc) ท่ีต าแหน่ง 3.79 ppm และ 1.00 ppm 

ตามล าดบั สามารถสรุปได้วา่สารผลิตภณัฑ์เกิดขึน้จริงเพราะสญัญาณ 1H-NMR สอดคล้องกบั

โครงสร้างของสาร A1 
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4.2.1.2 การสังเคราะห์ (3-(5,5-dimethyl-1,3,2-dioxaborinan-2-yl)phenyl) 

methanol (A2) 

 

สาร A2 สงัเคราะห์จากปฏิกิริยารีดกัชนั (reduction) ของสาร A1 ด้วยโซเดียมโบโรไฮ

ไดรด์ (sodium borohydirde) ในตวัท าละลายเมทานอล ผลิตภณัฑ์ท่ีได้มีลกัษณะเป็นของแข็ง

สีชมพู คิดเป็นร้อยละผลิตภัณฑ์ 67 พิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยเทคนิคโปรตอนเอ็นเอ็มอาร์       

สเปกโตรสโกปี (1H-NMR spectroscopy) ผลสเปกตรัมแสดงในรูปท่ี 4.6 

 

รูปท่ี 4.6 1H-NMR spectrum ของสาร A2 ใน CDCl3 
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จาก 1H-NMR สเปกตรัม (รูปท่ี 4.6) พบสญัญาณโปรตอนของหมู่อะโรมาติก –ArH ท่ี

ต าแหนง่ 7.35-7.79 ppm จ านวน 4 โปรตอน และพบสญัญาณโปรตอนของอะลิฟาติกโปรตอน 

–OCH2- (Ha)  –OCH2- (Hb) และ –CH3 (Hc) ท่ีต าแหน่ง 4.70 ppm, 3.77 ppm และ 1.02 ppm 

ตามล าดบั นอกจากนีไ้ม่พบสญัญาณ –CHO- ของหมู่อลัดีไฮด์ท่ีต าแหน่ง 10.04 ppm ใน

สเปกตรัม จึงสามารถสรุปได้ว่าสารผลิตภณัฑ์เกิดขึน้จริงเพราะสญัญาณ 1H-NMR สอดคล้อง

กบัโครงสร้างของสาร A2 

 

4.2.1.3 การสังเคราะห์ 2-(3-(bromomethyl)phenyl)-5,5-dimethyl-1,3,2-

dioxaborinane (A3) 

 

สาร A3 สงัเคราะห์จากปฏิกิริยาแทนท่ีด้วยนิวคลิโอไฟล์ (nucleophilic substitution) 

ระหว่างสาร A2 และฟอสฟอรัสไตรโบรไมด์ (phosphorus tribromide) ในตัวท าละลาย        

ไดคลอโรมีเทน ผลิตภัณฑ์ท่ีได้มีลกัษณะเป็นของแข็งสีชมพูเข้ม คิดเป็นร้อยละผลิตภัณฑ์ 69 

พิสจูน์เอกลกัษณ์ด้วยเทคนิคโปรตอนเอ็นเอ็มอาร์สเปกโตรสโกปี (1H-NMR spectroscopy) ผล

สเปกตรัมแสดงในรูปท่ี 4.7 
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รูปท่ี 4.7 1H-NMR spectrum ของสาร A3 ใน CDCl3 

จาก 1H-NMR สเปกตรัม (รูปท่ี 4.7) พบสญัญาณโปรตอนของหมู่อะโรมาติก –ArH ท่ี

ต าแหน่ง 7.34-7.82 ppm  จ านวน 4 โปรตอน และพบสญัญาณของอะลิฟาติกโปรตอน          

–OCH2- (Ha)  –OCH2- (Hb) และ –CH3 (Hc) ท่ีต าแหน่ง 4.51 ppm, 3.77 ppm และ 1.02 ppm 

ตามล าดบั โดย Ha นัน้ มีการเคล่ือนของคา่ chemical shift ไปทาง upfield จาก 4.70 ppm ไป

ยงั 4.51 ppm แสดงว่ามีหมู่แทนท่ีท่ีเปล่ียนไป นัน่คือหมู่ไฮดรอกซิลถกูแทนท่ีด้วยหมู่โบรโม จึง

สามารถสรุปได้ว่าสารผลิตภัณฑ์เกิดขึน้จริงเพราะสญัญาณ 1H-NMR สอดคล้องกบัโครงสร้าง

ของสาร A3 
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4.2.1.4 การสังเคราะห์ 2-chloro-N-phenylacetamide (B1) 

 

สาร B1 สงัเคราะห์จากปฏิกิริยาแทนท่ีด้วยนิวคลิโอไฟล์ (nucleophilic substitution) 

ระหว่างสารแอนนิลีน (aniline) และ 2-คลอโรอะซีติลคลอไรด์ (2-chloroacethyl chloride) ใน

ตวัท าละลายไดคลอโรมีเทน ผลิตภัณฑ์ท่ีได้มีลักษณะเป็นของเหลวสีน า้ตาล คิดเป็นร้อยละ

ผลิตภัณฑ์ 51 พิสูจน์เอกลกัษณ์ด้วยเทคนิคโปรตอนเอ็นเอ็มอาร์สเปกโตรสโกปี (1H-NMR 

spectroscopy) ผลสเปกตรัมแสดงในรูปท่ี 4.8 

 

รูปท่ี 4.8 1H-NMR spectrum ของสาร B1 ใน CDCl3 

จาก 1H-NMR สเปกตรัม (รูปท่ี 4.8) พบสญัญาณโปรตอนของหมู่อะโรมาติก –ArH ท่ี

ต าแหน่ง 7.19, 7.36 และ 7.56 ppm  ซึ่งเป็นสญัญาณของ He, Hd และ Hcตามล าดบั และ
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สญัญาณของหมูเ่มทิล –COCH2- (Ha) ท่ีต าแหนง่ 4.19 ppm และสดุท้าย พบสญัญาณของหมู่

เอไมด์ –CONH- (Hb) ท่ีต าแหน่ง 8.24 ppm จึงสามารถสรุปได้ว่าสารผลิตภัณฑ์เกิดขึน้จริง

เพราะสญัญาณ 1H-NMR สอดคล้องกบัโครงสร้างของสาร B1 

 

4.2.1.5 การสังเคราะห์ 2-chloro-N-(4-formylphenyl)acetamide (B2) 

 

สาร B2 สงัเคราะห์จากปฏิกิริยา Vilsmeier-Haack ระหว่าง B1 และฟอสฟอริล    

คลอไรด์ (phosphorylchloride) ในตวัท าละลายไดเมทิลฟอร์มาไมด์ ในการก าจดั DMF นัน้

ต้องใช้อณุหภูมิสงูซึ่งท าให้เกิดการสลายตวัของ B2 ได้ ขัน้ตอนนีจ้ึงไม่สามารถแยกผลิตภณัฑ์

ออกมาได้ 

เน่ืองจากสารประกอบแอนทราควิโนนละลายได้ยากมากทัง้ในตวัท าละลายอินทรีย์ท่ีมี

ขัว้และไม่มีขัว้ และให้สญัญาณฟลูออเรสเซนต์ท่ีมีความเข้มแสงต ่ามาก จึงได้มีการออกแบบ

โมเลกลุใหมท่ี่ใช้แนพทาลิไมด์เป็นฟลอูอโรฟอร์ 

 

4.2.2 การสังเคราะห์โมเลกุล NapIm1 

โมเลกลุ NapIm1 มีส่วนประกอบพืน้ฐานเป็นอิมิดาโซเลียม เอไมด์และกรดโบโรนิกซึ่ง

ท าหน้าท่ีจับกับฮิสทิดีน และหมู่แนพทาลิไมด์ท่ีท าหน้าท่ีเป็นหน่วยตรวจวัด ขัน้ตอนการ

สงัเคราะห์ NapIm1 เป็นไปตามแผนภาพท่ี 4.2 
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แผนภาพท่ี 4.2 แสดงการสงัเคราะห์โมเลกลุเซ็นเซอร์ NapIm1 
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4.2.2.1 การสังเคราะห์ 2-(2-aminoethyl)-6-bromo-1H-benzo[de]isoquinoline-

1,3(2H)-dione (C1) 

 

สาร C1 สงัเคราะห์จากปฏิกิริยาแทนท่ีด้วยนิวคลิโอไฟล์ (nucleophilic substitution) 

ระหว่าง4-โบรโม-1,8-แนพทาลิก แอนไฮไดรด์ (4-bromo-1,8-naphthalic anhydride) และ    

เอทิลีนไดเอมีน (ethylenediamine) ในตวัท าละลายเมทานอล ผลิตภัณฑ์ท่ีได้มีลกัษณะเป็น

ของแข็งสีเหลือง คดิเป็นร้อยละผลิตภณัฑ์ 85 พิสจูน์เอกลกัษณ์ด้วยเทคนิคโปรตอนเอ็นเอ็มอาร์

สเปกโตรสโกปี (1H-NMR spectroscopy) ผลสเปกตรัมแสดงในรูปท่ี 4.9 

 

รูปท่ี 4.9 1H-NMR spectrum ของสาร C1 ใน DMSO 
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จาก 1H-NMR สเปกตรัม (รูปท่ี 4.9) พบสญัญาณโปรตอนของหมู่อะโรมาติก –ArH ท่ี

ต าแหน่ง 7.98-8.54  ppm  และสญัญาณโปรตอนของหมู่อะลิฟาติก –CONCH2- (Ha) และ     

-H2NCH2- (Hb) ท่ีต าแหน่ง 4.03 ppm และ 2.77 ppm ตามล าดบั จึงสามารถสรุปได้ว่าสาร

ผลิตภณัฑ์เกิดขึน้จริงเพราะสญัญาณ 1H-NMR สอดคล้องกบัโครงสร้างของสาร C1 

 

4.2.2.2 การสังเคราะห์ 3-(1H-imidazol-1-yl)propanoic acid (D1) 

 

สาร D1 สงัเคราะห์จากปฏิกิริยาแทนท่ีด้วยนิวคลิโอไฟล์ (nucleophilic substitution) 

ระหว่างอิมิดาโซล (imidazole) และ 3-โบรโมโพรพาโนอิก แอซิด (3-bromopropanoic acid) 

ในตวัท าละลายไดเมทิลฟอร์มาไมด์ พบว่าผลิตภัณฑ์ท่ีได้ไม่สามารถถูกแยกออกจากตวัท า

ละลายได้ เน่ืองจากสภาพความเป็นประจขุองโมเลกลุท่ีท าให้ไม่ละลายในตวัท าละลายอินทรีย์ 

ดงันัน้ ขัน้ตอนนีไ้มส่ามารถสงัเคราะห์ D1 ได้ 

ดงันัน้ จงึได้วางแผนการสงัเคราะห์ D1 ขึน้มาใหมซ่ึง่เป็นไปดงัแผนภาพท่ี 4.3 

 

แผนภาพท่ี 4.3 แสดงการสงัเคราะห์โมเลกลุ D1 

 

4.2.2.3 การสังเคราะห์ 3-(1H-imidazol-1-yl)propanoate (F1) 

สาร F1 สงัเคราะห์จากปฏิกิริยาแทนท่ีด้วยนิวคลิโอไฟล์ (nucleophilic substitution) 

ระหว่างอิมิดาโซล (imidazole) และเอทิล 3-โบรโมโพรพาโนเอต (ethyl 3-bromopropanoate) 
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ในตวัท าละลายไดคลอโรมีเทน ผลิตภณัฑ์ท่ีได้มีลกัษณะเป็นของเหลวหนืดสีเหลือง คิดเป็นร้อย

ละผลิตภัณฑ์ 77 พิสูจน์เอกลกัษณ์ด้วยเทคนิคโปรตอนเอ็นเอ็มอาร์สเปกโตรสโกปี (1H-NMR 

spectroscopy) ได้สเปกตรัมแสดงในรูปท่ี 4.10 

 

รูปท่ี 4.10 1H-NMR spectrum ของสาร F1 ใน CDCl3 

จาก 1H-NMR สเปกตรัม (รูปท่ี 4.10) พบสญัญาณโปรตอนของหมู่อะโรมาติก –ArH ท่ี

ต าแหน่ง 6.94, 7.03 และ 7.60  ppm คือ Hf ,He และHg ตามล าดบั ซึ่งมีจ านวน 3 โปรตอน 

แสดงให้เห็นว่าโปรตอนของอิมิดาโซลถูกแทนท่ีไปหนึ่งต าแหน่ง และสัญญาณของหมู่            

อะลิฟาติก –CH3 (Ha), -OCH2- (Hb), -COCH2- (Hc) และ –NCH2- (Hd) ท่ีต าแหน่ง 1.22, 

4.26, 2.76 และ 4.12 ppm ตามล าดบั จึงสามารถสรุปได้ว่าสารผลิตภณัฑ์เกิดขึน้จริงเพราะ

สญัญาณ 1H-NMR สอดคล้องกบัโครงสร้างของสาร F1 
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4.2.2.4 การสังเคราะห์ 3-(1H-imidazol-1-yl)propanoic acid (D1) 

 

สาร D1 สังเคราะห์จากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (hydrolysis) ของสาร F1  ด้วย

สารละลายกรดไฮโดรคลอริกในน า้ พบว่าไม่สามารถสงัเคราะห์ D1 ได้ เพราะไม่พบสญัญาณ

คาร์บอกซิลิกโปรตอน เน่ืองจากสาร D1 สามารถเกิดปฏิกิริยาการปิดวงภายในโมเลกลุระหว่าง

หมูค่าร์บอกซิลและวงอิมิดาโซล18 ดงัแสดงในรูปท่ี 4.11 

 

รูปท่ี 4.11 กลไกการปิดวงของโมเลกลุ D1 

ด้วยเหตนีุ ้จึงปรับแผนการสงัเคราะห์อีกครัง้ โดยเปล่ียนวิธีการสงัเคราะห์ E1 เป็นดงั

แผนภาพท่ี 4.4 

 

แผนภาพท่ี 4.4 แสดงการสงัเคราะห์โมเลกลุ E1 
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4.2.2.5 การสังเคราะห์ 3-bromo-N-(2-(6-bromo-1,3-dioxo-1H-benzo[de] iso- 

quinolin-2(3H)-yl)ethyl)propanamide (C2) 

 

การสงัเคราะห์สาร C2 เร่ิมต้นจากการสงัเคราะห์สาร G1 จากปฏิกิริยาแทนท่ีด้วย      

นิวคลีโอไฟล์ (nucleophilic substitution) ของ3-โบรโมโพรพาโนอิก แอซิด (3-

bromopropanoic acid) ด้วยไทโอนิลคลอไรด์ (thionylchloride) จากนัน้ท าปฏิกิริยาแทนท่ี

ด้วยนิวคลีโอไฟล์ (nucleophilic substitution) ตอ่ทนัทีกับสาร C1 ในตวัท าละลายไดเมทิล

ฟอร์มาไมด์ พบวา่ไมส่ามารถสงัเคราะห์ C2 ได้ เน่ืองจากไมพ่บอะตอมไฮโดรเจนของหมู่เอไมด์

ของสาร C2 ในสเปกตรัมโปรตอนเอ็นเอ็มอาร์ ซึ่งอาจจะมีน า้ในปฏิกิริยาจากตวัท าละลาย     

ไดคลอโรมีเทนเข้าไปรบกวนการเปล่ียนจากหมู่ไฮดรอกซีเป็นหมู่คลอโร จึงไม่เกิดการคปัปลิง

กบัเอมีน 
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รูปท่ี 4.12 1H-NMR spectrum ของผลิตภณัฑ์จากปฏิกิริยาระหวา่ง C1 และ G1 ใน DMSO 

 

4.2.3 การสังเคราะห์โมเลกุล NapIm2 และ NapIm3 

โมเลกุล NapIm2 มีส่วนประกอบพืน้ฐานเป็นเกลืออิมิดาโซเลียมท่ีท าหน้าท่ีจับกับ    

ฮิสทิดีน และหมู่แนพทาลิไมด์ท่ีท าหน้าท่ีเป็นฟลอูอโรฟอร์ โดยโมเลกุล NapIm3 ได้เพิ่มส่วน

ของกรดโบโรนิกเพ่ือเพิ่มความแข็งแรงของอนัตรกิริยาการจบัฮิสทิดีน ขัน้ตอนการสงัเคราะห์ 

NapIm2 และ NapIm3 เป็นไปตามแผนภาพท่ี 4.5 
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แผนภาพท่ี 4.5 แสดงการสงัเคราะห์โมเลกลุเซ็นเซอร์ NapIm2 และ NapIm3 
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4.2.3.1 การสังเคราะห์  N-(2-aminoethyl)-3-(1H-imidazol-1-yl)propanamide 

(F2) 

 

สาร F2 สงัเคราะห์จากปฏิกิริยาแทนท่ีด้วยนิวคลิโอไฟล์ (nucleophilic substitution) 

ระหว่างสาร F1 และเอทิลีนไดเอมีน (ethylenediamine) ในตวัท าละลายเมทานอล ผลิตภณัฑ์

ท่ีได้มีลกัษณะเป็นของเหลวหนืดสีเหลือง คิดเป็นร้อยละผลิตภัณฑ์ 98 พิสจูน์เอกลกัษณ์ด้วย

เทคนิคโปรตอนเอ็นเอ็มอาร์สเปกโตรสโกปี (1H-NMR spectroscopy) ผลสเปกตรัมแสดงในรูป

ท่ี 4.13 

 

รูปท่ี 4.13 1H-NMR spectrum ของสาร F2 ใน CDCl3 
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จาก 1H-NMR สเปกตรัม (รูปท่ี 4.13) พบสญัญาณของหมูอ่ะโรมาติก –ArH ท่ีต าแหน่ง 

6.93, 6.99 และ 7.47  ppm คือ Hg ,Hf และHh ตามล าดบั และสญัญาณของหมู่อะลิฟาติก     

–NCH2- (Ha), -NCH2- (Hb),–COCH2- (Hd) และ –NCH2- (He) ท่ีต าแหน่ง 2.61, 3.25, 2.75 

และ 4.30 ppm ตามล าดบั นอกจากนัน้ยงัพบสญัญาณของหมู่เอไมด์ -CONH- (Hc) ท่ี

ต าแหน่ง 6.59 ppm จึงสามารถสรุปได้ว่าสารผลิตภณัฑ์เกิดขึน้จริงเพราะสญัญาณ 1H-NMR 

สอดคล้องกบัโครงสร้างของสาร F2 

 

4.2.3.2 การสังเคราะห์ N-(2-(1,3-dioxo-1H-benzo[de]isoquinolin-2(3H)-yl)ethyl) 

-3-(1H-imidazol-1-yl)propanamide (F3) 

 

สาร F3 สงัเคราะห์จากปฏิกิริยาแทนท่ีด้วยนิวคลิโอไฟล์ (nucleophilic substitution) 

ระหว่างสาร F2 และ1,8-แนพทาลิก แอนไฮไดรด์ (1,8-napthalic anhydride) ในตวัท าละลาย

เมทานอล ผลิตภัณฑ์ท่ีได้มีลกัษณะเป็นของเหลวหนืดสีเหลือง คิดเป็นร้อยละผลิตภัณฑ์ 98 

พิสจูน์เอกลกัษณ์ด้วยเทคนิคโปรตอนเอ็นเอ็มอาร์สเปกโตรสโกปี (1H-NMR spectroscopy) ได้

สเปกตรัมแสดงในรูปท่ี 4.14 
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รูปท่ี 4.14 1H-NMR spectrum ของสาร F3 ใน MeOD 

จาก 1H-NMR สเปกตรัม (รูปท่ี 4.14) พบสญัญาณของหมูอ่ะโรมาติก –ArH ท่ีต าแหน่ง 

6.76-8.27  ppm ซึ่งเป็นสญัญาณจากทัง้วงอิมิดาโซลและหมู่แนพทาลิไมด์ และพบสญัญาณ

ของหมู่อะลิฟาติก –NCH2- (Ha), -NCH2- (Hb),–COCH2- (Hc) และ –NCH2- (Hd) ท่ีต าแหน่ง 

4.10, 3.38, 2.46 และ 4.08 ppm ตามล าดบั จึงสามารถสรุปได้ว่าสารผลิตภณัฑ์เกิดขึน้จริง

เพราะสญัญาณ 1H-NMR สอดคล้องกบัโครงสร้างของสาร F3 

 

4.2.3.4 การสังเคราะห์ F4 
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สาร F4 สงัเคราะห์จากปฏิกิริยาแทนท่ีด้วยนิวคลิโอไฟล์ (nucleophilic substitution) 

ระหวา่งสาร F3 และ A3 ในตวัท าละลายอะซีโตไนไตรล์ ผลิตภณัฑ์ท่ีได้มีลกัษณะเป็นของแข็งสี

น า้ตาล คิดเป็นร้อยละผลิตภัณฑ์ 5 ไม่สามารถพิสจูน์เอกลกัษณ์ด้วยเทคนิคโปรตอนเอ็นเอ็ม

อาร์สเปกโตรสโกปี (1H-NMR spectroscopy) ได้ เน่ืองจากมีปริมาณน้อยเกินไป 

 

4.2.3.3 การสังเคราะห์ NapIm3 

 

สาร NapIm3 สังเคราะห์จากปฏิกิริยาแทนท่ีด้วยนิวคลิโอไฟล์  (nucleophilic 

substitution) ระหว่างสาร F3 และ1-โบรโมเฮกเซน (1-bromohexane) ในตวัท าละลาย         

อะซีโตไนไตรล์ ผลิตภณัฑ์ท่ีได้มีลกัษณะเป็นของเหลวหนืดสีน า้ตาล คิดเป็นร้อยละผลิตภณัฑ์ 

78 พิสจูน์เอกลกัษณ์ด้วยเทคนิคโปรตอนเอ็นเอ็มอาร์สเปกโตรสโกปี (1H-NMR spectroscopy) 

ได้สเปกตรัมแสดงในรูปท่ี 4.15 
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รูปท่ี 4.15 1H-NMR spectrum ของสาร NapIm3 ใน CD3CN 

จาก 1H-NMR สเปกตรัม (รูปท่ี 4.15) พบสญัญาณโปรตอนของหมู่แนพทาลิไมด์ –ArH 

(Ha, Hb, Hc) ท่ีต าแหน่ง 8.43, 7.75 และ 8.28  ppm ตามล าดบั พบสญัญาณโปรตอนของหมู่ 

อิมิดาโซลเลียม (Hi, Hj) ท่ีต าแหน่ง 7.30 และ 7.23 ppm ตามล าดบั และเกิดการ upfield ของ

โปรตอนต าแหนง่ 2H (Hk) ไปท่ี 8.58 ppm และพบสญัญาณของหมู่อะลิฟาติก –NCH2- (Hd), -

NCH2- (He), -CONH- (Hf), –COCH2- (Hg), –NCH2- (Hh), -NCH2- (Hl), -CH2- (Hm, Hn, Ho, 

Hp) และ –CH3 (Hq) ท่ีต าแหน่ง 4.00, 4.12, 6.87, 3.40, 4.25, 2.54, 1.19  และ 0.77 ppm 

ตามล าดบั จงึสามารถสรุปได้ว่าสารผลิตภณัฑ์เกิดขึน้จริงเพราะสญัญาณ 1H-NMR สอดคล้อง

กบัโครงสร้างของสาร NapIm3 
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4.3 การศึกษาการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนของ histamine blue กับฮิสทามีนและ     

ฮสิทดิีน 

จากผลการทดลองท่ีแสดงในรูปท่ี 4.16 พบว่าเม่ือโมเลกลุ histamine blue ถกูกระตุ้น

ด้วยพลงังานแสงท่ีความยาวคล่ืน 340 นาโนเมตร จะคายสญัญาณแสงฟลูออเรสเซนต์ท่ีมี

ความยาวคล่ืนสงูสดุ 400 นาโนเมตร และเม่ือในระบบมีฮิสทามีนจะเกิดการเล่ือน (shift) ของ

สญัญาณไปท่ี 410 นาโนเมตร ซึง่ไมแ่ตกตา่งจากผลการทดลองกบัฮิสทิดีน แสดงว่า histamine 

blue ไม่มีความจ าเพาะเจาะจงในการตรวจวดัฮิสทามีน เน่ืองจาก histamine blue สามารถ

เกิดสารประกอบกบัฮิสทิดีนได้ 
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สาเหตท่ีุ histamine blue ไม่มีความจ าเพาะเจาะจงในการตรวจวดัปริมาณฮิสทามีน 

สามารถวิเคราะห์ว่าเน่ืองจากการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนของ histamine blue และฮิสทามีน 

เกิดผ่านการเข้าชนหมู่แอซิดฟลอูอไรด์โดยไนโตรเจนท่ีมีความเป็นนิวคลีโอไฟล์สงูบนวงอิมิดา

โซล ฮิสทิดีนซึ่งมีหมู่อิมิดาโซลจึงสามารถเกิดสารประกอบเชิงซ้อนดงักล่าวได้เช่นกัน กลไก

ปฏิกิริยาดงักลา่ว แสดงในรูปท่ี 4.17 

 

รูปท่ี 4.17 กลไกการเกิดปฏิกิริยาระหวา่ง histamine blue และฮิสทามีน 

 

4.4 การศึกษาการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนของ NapIm3 กับฮสิทามีนและฮสิทดิีน 

จากผลการทดลองท่ีแสดงในรูปท่ี 4.18 พบว่าเม่ือให้พลงังานกระตุ้นท่ี 340 นาโนเมตร 

โมเลกุล NapIm3 จะให้สัญญาณฟลูออเรสเซนต์ท่ีมีความเข้มต ่ามากท่ีประมาณ 525 นาโน

เมตร เน่ืองจากมีการรวมตวักนั (aggregation) ระหว่างโมเลกลุเซ็นเซอร์ ด้วยอนัตรกิริยา  -  

stacking ท่ีหมู่แนพทาลิไมด์ ท าให้เกิดการยบัยัง้สญัญาณฟลูออเรสเซนต์ และเม่ือเติมฮิสทา

มีนเข้าไปในระบบ ไม่พบการเปล่ียนแปลงของสญัญาณฟลูออเรสเซนต์ ในขณะท่ีการเติมฮิส

ทิดีนท าให้เกิดการเพิ่มสงูขึน้ของสญัญาณฟลอูอเรสเซนต์อย่างเห็นได้ชดั แสดงให้เห็นว่ามีการ

จบักันของหมู่คาร์บอกซิเลตของฮิสทิดีนกับหมู่อิมิดาโซเลียมของ NapIm3 ซึ่งฮิสทิดีนท่ีเข้าไป

ท าอนัตรกิริยาได้ท าลายอนัตรกิริยา  -  stacking ของหมู่แนพทาลิไมด์ จึงไม่เกิดการรวมตวั

กัน (aggregation) ของโมเลกุลเซ็นเซอร์ เป็นผลให้สญัญาณฟลูออเรสเซนต์สูงขึน้ จากการ
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เปล่ียนแปลงนีจ้ึงสามารถสรุปได้ว่า โมเลกุล NapIm3 นัน้มีความจ าเพาะเจาะจงในการ

ตรวจวดัฮิสทิดีน 

 

รูปท่ี 4.18 แสดงฟลอูอเรสเซนต์สเปกตรัมของ NapIm3 ก่อน (ด า) และหลงัเตมิฮิสทามีน (น า้

เงิน) กบัฮิสทิดีน (แดง)  
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลอง 

 

5.1 สรุปผลการทดลอง 

การสงัเคราะห์โมเลกลุเซ็นเซอร์ส าหรับตรวจวดัสารประกอบเอมีนทางชีวภาพ ผู้วิจยัได้

ออกแบบและสงัเคราะห์โมเลกลุเซ็นเซอร์ histamine blue, F4 และ NapIm3  โดยโมเลกุล 

histamine blue สังเคราะห์จากปฏิกิริยาเมโซไอออนิกระหว่างไอโซควิโนลีน, เมทิลไอโซ        

ไซยาโนอะซีเตต และไตรฟลูออโรอะซีติกแอนไฮไดรด์ ได้เป็นของแข็งสีม่วงอมเทา คิดเป็น

ผลิตภณัฑ์ร้อยละ 23 ส าหรับการสงัเคราะห์โมเลกลุ F4 จากปฏิกิริยาแทนท่ีด้วยนิวคลิโอไฟล์

ของสาร F3 และ A3 ได้เป็นของแข็งสีขาว คดิเป็นผลิตภณัฑ์ร้อยละ 5 มีความไวตอ่ความชืน้ใน

อากาศ ส่งผลให้มีเพียงบางส่วนของ A3 ท่ีเข้าไปท าปฏิกิริยา ดงันัน้ ผลิตภัณฑ์จึงมีปริมาณ

น้อย ไมส่ามารถน าไปสงัเคราะห์ในขัน้ตอนตอ่ไปได้ และการสงัเคราะห์ NapIm3 จากปฏิกิริยา

แทนท่ีด้วยนิวคลิโอไฟล์ (nucleophilic substitution) ของ 1-โบรโมเฮกเซน (1-bromohexane) 

และสาร F3 ได้เป็นของเหลวหนืดสีน า้ตาล คดิเป็นผลิตภณัฑ์ร้อยละ 78  

จากการทดลองศกึษาการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนกบัเอมีนทางชีวภาพของ histamine 

blue และ NapIm3 ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาลีน (phosphate buffer saline) pH 7.4 

ด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์สเปกโตรโฟโตเมทรี (fluorescence spectrophotometry) พบว่า 

histamine blue สามารถเกิดสารประกอบเชิงซ้อนได้กับทัง้ฮิสทามีนและฮิสทิดีน โดยจะเกิด

การเล่ือน (shift) ของสัญญาณจาก 400 นาโนเมตร เป็น 410 นาโนเมตร เน่ืองจาก

สารประกอบเอมีนทางชีวภาพทัง้สองชนิดนีมี้วงอิมิดาโซลอยู่ในโครงสร้างเหมือนกัน  จึงไม่

สามารถตรวจวัดปริมาณ ฮิสทามีนได้อย่างจ าเพาะเจาะจง และสารประกอบ NapIm3 ให้

สญัญาณฟลอูอเรสเซนต์ท่ี 525 นาโนเมตร เม่ือเติมฮิสทิดีนในระบบ พบว่าสญัญาณฟลอูอเรส

เซนต์ท่ี 525 นาโนเมตร มีความเข้มสงูขึน้ แสดงให้เห็นถึงความจ าเพาะเจาะจงตอ่หมู่คาร์บอกซิ

เลตของฮิสทิดีน 
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5.2 งานวิจัยท่ีคาดว่าจะท าต่อไปในอนาคต 

5.2.1 สงัเคราะห์โมเลกลุเซ็นเซอร์ NapIm2 ในสภาวะท่ีเหมาะสม 

5.2.2 ศึกษาการตรวจวัดปริมาณเอมีนทางชีวภาพชนิดอ่ืนๆด้วย NapIm2 และ 

NapIm3 ด้วยเทคนิคฟลอูอเรสเซนต์สเปกโตรโฟโตเมตรี 

5.2.3 พัฒนาโมเลกุลเซ็นเซอร์ท่ีมีฐานเป็นอิมิดาโซเลียมเพ่ือตรวจวัดฮิสทิดีนอย่าง

จ าเพาะเจาะจง โดยประยกุต์ใช้กบักระบวนการถ่ายโอนพลงังานฟลอูอเรสเซนต์ (FRET) 
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