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 ปริญญานิพนธ-ฉบับนี้จัดทำขึ้นเพื่อสังเคราะห- curcumin monoglutaric acid (CMG) ซึ่งเปQน 
prodrug ของสาร curcumin ที่สามารถพบไดVในขมิ้นชัน และทดสอบค[าการละลายน้ำที่อุณหภูมิ 25°C  
รวมถึงประเมินฤทธิ์ตVานอักเสบในเซลล- human epithelial colorectal adenocarcinoma (Caco-2) 
เพื่อจำลองสภาวะการอักเสบใหVเหมือนกับโรคลำไสVใหญ[อักเสบชนิดมีแผล (ulcerative colitis) เทียบกับ 
curcumin คณะผูVจัดทำหวังเปQนอย[างยิ่งว[าปริญญานิพนธ-ฉบับนี้จะเปQนประโยชน-แก[ผูVที่ตVองการทราบ
ขVอมูลเกี่ยวกับวิธีการสังเคราะห- ผลการศึกษาค[าการละลายน้ำ และผลการประเมินฤทธิ์ตVานอักเสบของ
prodrug ของ curcumin ชนิดน้ี 
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        เคอร-คิวมิน (curcumin) เปQนสารประกอบโพลีฟuนอลที่พบในขมิ้นชัน (Curcuma longa L.) มีศักยภาพในการ
รักษาโรคไดVหลายชนิด อย[างไรก็ตาม curcumin มีค[าการละลายน้ำต่ำ ประมาณ 0.068 ไมโครกรัมต[อมิลลิตร ทำใหV
เปQนขVอจำกัดในการพัฒนา curcumin เพื่อนำมาใชVทางคลินิก งานวิจัยนี้ มีวัตถุประสงค-เพื่อสังเคราะห-และพิส ูจน-

เอกลักษณ-ของโปรดรักของ curcumin ชนิดใหม[ คือ curcumin monoglutaric acid (CMG) และเปรียบเทียบค[าการ
ละลายน้ำและฤทธิ์ตVานอักเสบของ CMG กับ curcumin ผลการศึกษาพบว[า CMG สามารถสังเคราะห-ผ[านปฏิกิริยา 

glutarylation ที่หมู[ phenolic hydroxyl ของ curcumin ดVวย glutaric anhydride โดยใชV 4-dimethylaminopyridine 
เปQนตัวเร[งปฏิกิริยา ไดVผลผลิตรVอยละ 46.5 โครงสรVางทางเคมีของสารที่สังเคราะห-ขึ้นผ[านการพิสูจน-เอกลักษณ-ดVวย
เทคน ิค  nuclear magnetic resonance spectroscopy และ  liquid chromatography-quadrupole time-of- flight 

mass spectrometry เมื่อประเมินการละลายน้ำของ CMG ตาม OECD guideline ดVวยเทคนิค high-performance 
liquid chromatography ไดVค[าการละลายน้ำที่อุณหภูมิ 25.0±0.1 องศาเซลเซียส เท[ากับ 8.06±0.61 ไมโครกรัมต[อ

มิลลิลิตร ในการทดสอบฤทธ์ิตVานการอักเสบของ CMG และ curcumin ที่ความเขVมขVน 5 ไมโครโมลาร-ในเซลล- human 
epithelial colorectal adenocarcinoma (Caco-2) โดยติดตามการเปลี ่ยนแปลงของโปรตีนที ่เกี ่ยวขVองกับการ

อักเสบ ไดVแก[ interleukin-8 (IL-8), prostaglandin E-2 (PGE-2) และ cyclooxygenase-2 (COX-2) ภายหลังการ
เหนี่ยวนำใหVเกิดการอักเสบดVวย interleukin-1β (IL-1β)  โดยใชVเซลล-ที่ไดVรับ 0.5% dimethyl sulfoxide เปQนกลุ[ม
ควบคุม ผลการวัดปริมาณ IL-8 และ PGE-2 ดVวยเทคนิค ELISA พบว[า CMG ยับยั้งการหล่ัง IL-8 และ PGE-2 ไดVรVอย

ละ 46.87 และ 40.41 ตามลำดับ ขณะที่ curcumin ยับยั้งการหลั่ง IL-8 และ PGE-2 ไดVรVอยละ 25.08 และ 23.71 
ตามลำดับ ผลการวัดการแสดงออกของโปรตีน COX-2 ดVวยเทคนิค western blot พบว[า CMG และ curcumin 

สามารถลดการแสดงออกของโปรตีน COX-2 ไดVรVอยละ 42.37 และ 21.86 ตามลำดับ ผลการทดลองน้ีแสดงใหVเห็นว[า 
CMG เปQนโปรดรักที่มีค[าการละลายน้ำและมีฤทธิ์ตVานอักเสบดีกว[า curcumin และมีศักยภาพสำหรับศึกษาฤทธิ์ตVาน

การอักเสบของลำไสVในสัตว-ทดลองต[อไป 
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Abstract 
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Students’ name          :  Mr. Noppasit Musiwiraphat 5736531033 
                                 :  Miss Mintranee Obromsuk       5736559633   
                   :  Miss Suchaya Promayarat     5736573333  
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        Curcumin, a polyphenolic compound found in turmeric (Curcuma longa L. ) , has been shown 

for its potential in the treatment of human diseases.  However, the development of curcumin for 
clinical applications is hindered from its low water solubility (~0.068 µg/ml). In this study, we aimed 
to synthesize curcumin monoglutaric acid ( CMG)  as a new curcumin prodrug and to compare the 

water solubility and anti-inflammatory activity with curcumin. The synthesis of CMG was achieved by 
glutarylating a phenolic hydroxyl group of curcumin with glutaric anhydride using 4-dimethylaminopyridine as 

a catalyst.  The reaction yield was 46.5% .  The synthesized CMG was then structurally characterized 
by nuclear magnetic resonance spectroscopy and liquid chromatography-quadrupole time-of- flight 
mass spectrometry.  The water solubility of CMG was determined in accordance with the OECD 

guideline using high-performance liquid chromatography. The water solubility of CMG at 25.0±0.1°C 
was 8.06±0.61 µg/ml. Anti- inflammatory effects of CMG and curcumin were evaluated at 5µM using 

interleukin- 1β- induced human epithelial colorectal adenocarcinoma cell lines ( IL- 1β- induced      
Caco- 2 cell lines)  as a cellular model.  Interleukin- 8 ( IL- 8) , prostaglandin E- 2 ( PGE- 2)  and 

cyclooxygenase-2 (COX-2) were used as inflammatory protein markers for the assay. The cells treated 
with 0.5% dimethyl sulfoxide were used as a control.  The reduction of IL- 8 and PGE-2 secreted by 
the IL- 1β- induced Caco-2 cells detected by ELISA was found to be 46.87 and 40.41%, respectively, 

for CMG and 25.08 and 23.71%, respectively, for curcumin. Western blot analysis also demonstrated 
that CMG and curcumin reduced COX- 2 expression in the induced cells by 42. 37 and 21. 86% , 

respectively. Therefore, CMG is a prodrug of curcumin with improved water solubility and enhanced 
anti-inflammatory activity, and has the potential to be further investigated for the anti-inflammatory 
activity in animal models. 
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 ในการศึกษาปริญญานิพนธ-ฉบับนี้ คณะผูVจัดทำขอกราบขอบพระคุณรองศาสตราจารย- เภสัชกร 
ดร.พรชัย โรจน-สิทธิศักดิ ์ อาจารย-ที ่ปรึกษาที ่กรุณาใหVคำปรึกษาแนะนำและช[วยตรวจสอบแกVไข
ขVอบกพร[องของโครงการน้ี ตลอดจนใหVความรูVและคำแนะนำที่เปQนประโยชน-อย[างย่ิงต[อโครงการน้ี 
 ขอขอบคุณนาย ปวีณวัชร- รัตนดิลก ณ ภูเก็ต นายชวัลพัชร เมืองนVอย นายพลศักด์ิ ธีรวงศ-อนันต- 
นางสาวพรสิรี จิตรถเวช นายวุฒินนท- ทวีเศรษฐ และนายป§ยพันธุ- สุวัฒนานุรักษ- ที่ช[วยใหVคำปรึกษา และ
ใหVความช[วยเหลือในเรื่องการเตรียมอุปกรณ-และการใชVเครื่องมือในการทำปริญญานิพนธ-ฉบับนี้ รวมถึง
เจVาหนVาที ่ภาควิชาอาหารและเภสัชเคมี ศูนย-วิจัยทางเภสัชศาสตร- คณะเภสัชศาสตร- จุฬาลงกรณ-
มหาวิทยาลัย สถาบันโภชนาการ มหาวิทยาลัยมหิดล และศูนย-เครื ่องมือกลาง คณะแพทย-ศาสตร- 
จุฬาลงกรณ-มหาวิทยาลัย ที่กรุณาใหVความสะดวกในการทำโครงการน้ี 
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บทที่ 1 

บทนำ 

 
1.1 ความเปNนมาและความสำคัญของปêญหา 

 โรคลำไสVใหญ[อักเสบชนิดมีแผลเปQนหนึ่งในรูปแบบของโรคลำไสVอักเสบเรื้อรัง (Inflammatory 
bowel disease) โดยจะเกิดการอักเสบเรื้อรงัที่บรเิวณลำไสVใหญ[ส[วนปลาย นอกจากน้ียังพบความสัมพันธ-
ว[าโรคน้ีเปQนหน่ึงในป¶จจัยเสี่ยงที่มีความสำคัญในการเกิดโรคมะเร็งลำไสVใหญ[1 ในป¶จจุบันมีการรักษาโรคน้ี
โดยการใชVยาตVานอักเสบ mesalamine แต[มีงานวิจัยพบว[าเมื ่อทำการใชV Curcumin (Cur) ซึ ่งเปQน
สารประกอบโพลีฟuนอลที ่พบในขมิ ้นชัน (Curcuma longa L.) ร[วมกับยา mesalamine จะช[วยเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการรักษามากกว[าการใชV mesalamine เพียงอย[างเดียว2 ผูVวิจัยจึงสนใจที่จะพัฒนา Cur 
เพื่อจะใชVในการตVานการอักเสบในแบบจำลองโรคลำไสVใหญ[อักเสบชนิดมีแผล 

 Cur มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาหลายประการ เช[น ฤทธิ์ตVานอักเสบ (anti-inflammatory activity) 
ฤทธิ ์ตVานอนุมูลอิสระ (antioxidative activity) และฤทธิ ์ตVานเนื ้องอก (antitumor activity) เปQนตVน 
ดังนั้น Cur จึงเปQนสารที่มีศักยภาพในการรักษาโรคไดVหลากหลาย เช[น โรคตับอักเสบ (hepatitis) โรคดี
ซ[าน (jaundice) โรคเบาหวาน (diabetes) และโรคมะเร็งปอด (lung cancer) เปQนตVน3 อย[างไรก็ดีสาร
ชนิดน้ีมีค[าการละลายน้ำที่ค[อนขVางจำกัด (0.068 µg/mL ที่อุณหภูมิ 25°C) ส[งผลใหVถูกดูดซึมเขVาสู[ร[างกาย
ไดVนVอย และมีความเขVมขVนที่บริเวณเปßาหมายต่ำ ทำใหVการพัฒนาสารชนิดน้ีในรูปแบบที่ไม[ทำการปรับปรุง
โครงสรVางจึงเปQนไปไดVค[อนขVางยาก ที่ผ[านมาไดVมีงานวิจัยที่พัฒนา curcumin diglutaric acid (CDG) โดย
นำ glutaric acid มาต[อเขVากับ Cur ผลปรากฎว[าอนุพันธ-ชนิดน้ีมีค[าการละลายน้ำที่สูงขึน4 

 งานวิจัยช้ินน้ีจึงจัดทำข้ึนเพื่อสังเคราะห- curcumin monoglutaric acid (CMG) ซึ่งเปQนอนุพันธ-
ของ Cur ที่มีค[าการละลายน้ำสูงขึ้น โดยอาศัยปฏิกิริยา esterification ระหว[างหมู[ฟuนอลของ Cur กับ 
glutaric anhydride โดยใช V  4-dimethylaminopyridine เป Qนต ัวเร [งปฏิก ิร ิยา หล ังจากท ี ่ทำการ
สังเคราะห-สารแลVว ทำการพิสูจน-เอกลักษณ-โดยอาศัยเทคนิค 1H nuclear magnetic resonance 
spectroscopy แ ล ะ  liquid chromatography-quadrupole time-of-flight mass spectrometry 
จากนั้นจึงนำ CMG มาศึกษาค[าการละลายน้ำที่อุณหภูมิ 25°C  โดยประเมินตาม OECD guideline และ
ศึกษาฤทธ์ิตVานอักเสบของ CMG ในเซลล- Caco-2 ต[อปริมาณตัวบ[งช้ีทางชีวภาพที่เกี่ยวขVองกับการอักเสบ
ได V แ ก[  interleukin-8 (IL-8) แล ะ  prostaglandin E-2 (PGE-2) โ ดยอ าศ ั ย เ ทคน ิ ค  ELISA แล ะ 
cyclooxygenase-2 (COX-2) โดยอาศัยเทคนิค western blot เพ ื ่อจำลองสภาวะการอ ักเสบใหV
เหมือนกับโรคลำไสVใหญ[อักเสบชนิดมีแผล เทียบกับ Cur ที่ความเขVมขVนเดียวกันคือ 5 µM เพื่อที่จะนำ
ขVอมูลที่ไดVไปวิเคราะห-ความเปQนไปไดVในการพัฒนา CMG เพื่อเปQน prodrug ที่มีประสิทธิภาพต[อไป 
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1.2 วัตถุประสงค+ของการวิจัย 

1) เพื่อสังเคราะห-และพิสูจน-เอกลักษณ-ของ CMG 
2) เพื่อศึกษาค[าการละลายน้ำของ CMG ที่อุณหภูมิ 25°C 
3) เพื่อประเมินฤทธ์ิตVานอักเสบของ CMG โดยใชVเซลล- Caco-2 

 

1.3 ประโยชน+ท่ีคาดวOาจะได6รับ 

 1) ไดVทราบถึงวิธีในการสังเคราะห-และพิสูจน-เอกลักษณ-ของ CMG 

 2) ไดV prodrug ของ Cur ที่มีค[าการละลายน้ำดีกว[า Cur 
 3) ไดV prodrug ของ Cur ที่มีฤทธ์ิตVานอักเสบดีกว[า Cur 
 4) ไดVขVอมูลที่เปQนประโยชน-เพื่อนำไปพัฒนา prodrug ของ Cur ที่มีประสิทธิภาพต[อไป 
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 
 
2.1 Curcumin  

2.1.1 คุณสมบัติโดยท่ัวไปของ curcumin 

 Cur เป Qนสารในกลุ [ม curcuminoids ที ่พบมากที่ส ุดในขมิ ้นชัน (Curcuma longa L.) ม ีช่ือ 
IUPAC คือ 1,7-bis-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dione โดยมีโครงสรVางเปQน
หมู[ methoxyphenyl 2 หมู[เช่ือมต[อกันดVวยสาย hydrocarbon ที่มีหมู[ ketone 2 หมู[ ดังแสดงในรูปที่ 1 
Cur มีค[าการละลายน้ำที่นVอย โดยมีค[า log P ประมาณ 3.0 และค[าการละลายน้ำที่อุณหภูมิ 25°C เท[ากับ 
0.068 µg/ml4 แต[สามารถละลายไดVดีในตัวทำละลายที่มีข้ัว เช[น methanol, ethanol, ethyl acetate, 
chloroform และ DMSO เปQนตVน5 

 

 
 

รูปท่ี 1 โครงสรVางทางเคมีของ Cur 
 

 เปßาหมายทางชีวภาพของ Cur น้ันมีค[อนขVางหลากหลาย ดังน้ี 
 - เอนไซม- COX ซ ึ ่ งทำหนVาที ่ เปล ี ่ยน arachidonic acid เป Qน prostaglandin H2 ซ ึ ่งเปQน 

intermediate ที่ถูกเปลี่ยนแปลงเปQนอนุพันธ- ของ prostaglandin ที่ควบคุมความหลากหลายของหนVาที่
ทางสรีรวิทยา (physiological functions) ที่จะนำไปสู[การอักเสบ การปวด หรือเปQนไขV Cur มีฤทธ์ิยับย้ัง
การเกิดลิ ่มเลือด (anti-thrombotic effects) โดยยับยั ้งการรวมกลุ [มกันของเกล็ดเลือด หลังจากทำ 
thrombotic challenge และยังยับย้ังการสังเคราะห- platelet thromboxane การคVนพบน้ีแสดงใหVเห็น
ถึงความสามารถของ Cur ในการยับย้ังฤทธ์ิของ COX ซึ่งทำใหVเกิดการยับย้ัง platelet-activation factor 
และ arachidonic acid-mediated aggregation แบบจำเพาะเจาะจง6 

 - Cur สามารถยับยั ้งเอนไซม-ในกลุ [ม lipoxygenase family ไดVหลายชนิด โดยแต[ละชนิดก็มี
บทบาทในการเร[งปฏิกิริยาแตกต[างกัน เช[น neutrophil-mediated inflammatory diseases ที่เกิดจาก
การเกิด metabolism ของ arachidonic acid ดVวย 5-lipoxygenase (5-LOX) ทำใหVไดVสารสื่อกลางการ
อักเสบซึ่งก็คือ leukotriene B4 (LTB4), Platelet 12- Lipoxygenase (12-LOX) จะแสดงอออกที่เกล็ด
เลือด และจะแสดงออกมากกว[าปกติในเนื้องอกหลายชนิดรวมทั้ง prostate adenocarcinoma ดังน้ัน 
12-LOX จึงเปQน biomarker สาหรับดูความรุนแรง ของโรคไดV 12-LOX จะเปลี่ยน arachidonic acid ใหV
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เปQน12(S)-hydroxyeicosatetraenoic acid [12(S)-HETE] ซึ ่งเกี ่ยวขVองกับการเกิดเนื ้องอก โดยการ
กระตุVน cell proliferation การกระตุVนใหVมีหลอดเลือดมาเลี้ยงเพิ่ม และการกระจายของเน้ืองอก6 

 - เ อนไซม -  epoxygenases หร ื อท ี ่ ร ู V จ ั กก ั น ในช ื ่ อ  cytochrome P450s (CYPs) ซ ึ ่ ง คือ 
monooxygenases ที่มี heme เปQนส[วนประกอบ มีหนVาที่เกี่ยวขVองกับกระบวนการเกิด metabolism 
ต[าง ๆทั้งโมเลกุลภายในและภายนอกร[างกาย CYPs จะทำหนVาที่ metabolize ยาต[าง ๆ และยังเกี่ยวขVอง
กับอันตรกิริยาระหว[างยากับยาอีกดVวย Cur มีฤทธิ ์ยับยั ้ง CYP isoenzyme อย[างแรงเช[น CYP1A1, 
CYP1A2, CYP2B1, CYP2B2, CYP3A4, CYP2C9, CYP2D6 และยับยั้ง CYP2E1 อย[างอ[อน ดังน้ันการ
ยับยั้ง CYP ของ Cur สามารถลดปริมาณสารก[อมะเร็งต[าง ๆ  ที่เกิดจากการ metabolized ผ[าน CYPs 
ไดV6 

 - Cur มีฤทธิ ์ยับยั ้ง Protein Kinase C (PKC) ซึ ่งเปQน serine/threonine protein kinase ที่มี
บทบาทสำคัญเกี ่ยวกับการทำงานของเซลล- เช[น การเจริญเติบโต การพัฒนาของเซลล-และการเกิด 
apoptosis นอกจากนี ้ PKC isozymes ยังเกี ่ยวขVองกับพยาธิ สรีรวิทยาของโรคต[าง ๆ เช[น มะเร็ง 
เบาหวาน อัลไซเมอร- และโรคหัวใจและหลอดเลือด เปQนตVน ดังน้ัน PKC จึงเปQนเปßาหมายในการรักษาโรค
เหล[านี้ PKC สามารถแบ[งประเภทตามโครงสรVางและกลไกไดVเปQน 3 กลุ[ม ไดVแก[ 1) classical PKCs ซึ่ง 
อาศัย Ca2+ และ diacylglycerol (DAG) ในการออกฤทธิ์ 2) novel PKCs อาศัยเพียง DAG ในการออก
ฤทธิ ์ และ 3) atypical PKCs สามารถออกฤทธิ ์ไดVโดยไม[ตVองอาศัย Ca2+ หรือ DAG โดย DAG เปQน 
secondary messenger ที ่เกิดจากการ ไฮโดรไลซิสของ phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 
(PIP2) ดVวย phospholipase C (PLC) และ DAG จะกระตุVน PKC ใหVอยู[ในรูปที่พรVอมออกฤทธิ์โดยจับที่ 
C1 domain ทำใหVเกิด membrane translocation6 

 - เอนไซม-ใน Aldo-Keto reductase (AKR) family ที ่สามารถรีดิวซ- ketone และ aldehyde 
ต[าง ๆ ในร[างกายไดV เอนไซม- aldehyde reductase (ALR1), aldose reductase (ALR2) และ human 
small intestine reductase (HSIR) เป Qน 3 เอนไซม-ท ี ่ม ีโครงสร VางใกลVเคียงกัน มีหนVาที ่ร ีด ิวซ -หมู[ 
carbonyl ใน NADPH-dependent manner เหมือนกัน และยังถูกยับยั้งดVวย Cur ไดVเหมือนกัน โดย 
ALR1 จะกำจัด reactive aldehydes ใหVกลายเปQนเมตาบอไลท-ที่ไม[เปQนพิษต[อร[างกาย ดังนั้นการยับย้ัง 
ALR1 จึงอาจส[งผลเสียต[อร[างกายไดV ส[วน ALR2 เปQนเอนไซม-ชนิดแรกใน polyol pathway สามารถ
รีดิวซ- glucose ใหVเปQน sorbitol แลVวถูกเมตาบอไลท-ต[อดVวย sorbitol dehydrogenase ไดV fructose 
การสะสมของ sorbitol ในเนื ้อเยื่อจะนาไปสู[ oxidative stress และเพิ ่ม membrane permeability 
ดังน้ัน การที่ ALR2 ทำงานมากเกินไปจะกระตุVนใหVเกิดผลต[อพยาธิสรีรวิทยาไดV เช[น การเพิ่มข้ึนของระดับ
น้ำตาลในเลือดเปQนระยะเวลานานในผูVป±วยโรคเบาหวาน จะส[งผลเสียต[อการมองเห็น ระบบหลอดเลือด
และหัวใจ ไต และระบบประสาท นอกจากน้ี ALR2 ยังเกี่ยวขVองกับการอักเสบโดยเพิ่มการทำงานของสาร
สื่อกลาง การยับย้ัง ALR2 จึงน[าจะสามารถใหVผลการรักษาที่ดีสาหรับ โรคเบาหวานที่มีภาวะแทรกซVอนไดV 
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แต[เนื่องจาก ALR1 และ ALR2 มีโครงสรVางใกลVเคียงกัน ดังนั้นการยับยั้ง ALR2 จึงเปQนการ ยั้งยั้ง ALR1 
ดVวยซึ่งทำใหVเกิดผลเสียจากการยับย้ังตามมา6 

 - NF-kB ซึ่งจัดเปQนหน่ึงใน transcription factors family ของ eukaryotic proteins เกี่ยวขVอง
กับความเจ็บป±วยต[าง ๆ รวมถึง HIV, มะเร็ง และโรคที่เกี่ยวกับการอักเสบเรื้อรัง เช[น ขVออักเสบและหอบ
หืด เป QนตVน NF-kB ควบคุมการแสดงออกของยีนส- เช[น TNF, COX-2, MMP-9, IL-8, cell surface 
adhesion molecules, eotaxin และ antiapoptotic proteins นอกจากน้ี NF-kB ยังกระตุVน iNOS ซึ่ง
ทาใหVการตอบสนองต[อการอักเสบรุนแรงมากขึ ้นโดยผ[าน synergistic effect กับ COX-2 สำหรับ
โรคมะเร็ง NF- kB สามารถกระตุVนใหVเซลล-มะเร็งเจริญเติบโตและแพร[กระจาย และยังส[งผลต[อ apoptosis 
แตกต[างกัน ข้ึนอยู[กับประเภทและสภาวะของเซลล- NF-kB ถูกควบคุมโดยโปรตีน IkB ซึ่งเปQน inhibitory 
proteins ที่แยกตัวออกจาก NF-kB ในไซโตพลาสซึม โดยการจับกันของ NF-kB กับ IkB จะยับยั้งการ
เคลื ่อนยVายของ NF-kB ไปยังนิวเคลียส และส[งผลยับยั ้งการจับกันของ NF-kB กับ DNA เมื ่อเกิดการ
เหนี่ยวนำโดย cytokines หรือ phorbol esters แลVว IkB kinase (IKK) จะเกิด phosphorylated IkBα 
ขึ ้นอย[างรวดเร็วที ่ตำแหน[ง Ser-32 และ Ser-36 ส[งผลใหV IkBα เกิด proteolytic degradation ผ[าน 
proteasome pathway นำไปสู[การปลดปล[อย NF-kB และเคลื่อนไปยังนิวเคลียสไดV นอกจากนี้ NF-kB 
ยังถูกควบคุมโดยกระบวนการ phosphorylation ของ p65 เพื่อทำใหVเกิดการกระตุVนอย[างเหมาะสม 
ขVอมูลจากหลายการศึกษาพบว[า Cur ทำใหV NF-kB เกิด downregulation อีกทั ้งยังยับยั ้ง IKK และ 
proteasome 26S จึงกดการทำงานของ NF-kB ซึ ่งนำไปสู [การยับยั ้ง transcription ของ inducible 
mediators จำนวนมาก ผลการกดภูมิคุ Vมกันของ Cur เชื ่อว[าเกิดขึ ้นผ[านการยับยั ้งของ NF-kB ใน 
leukocytes ซึ่ง นำไปสู[การเกิด downregulation ของ IL-2 นอกจากน้ี Cur ยังยับย้ัง phorbol ester ที่
เหน่ียวนาใหV NF-kB จับกับ promoter ของ glutathione-S-transferase P1-1 (GSTP1-1) gene นำไปสู[
การยับย้ังการแสดงออกของ GSTP1-1 ซึ่งเปQน apoptosis inhibitor อีกดVวย6 

 - Tubulin ซึ่งเปQน eukaryotic protein ที่เกี่ยวขVองกับกระบวนการแบ[งเซลล- การส[งสัญญาณ
และการเคลื่อนที่ของเซลล- โดย tubulin มี 2 isoforms ไดVแก[ α และ β ซึ่งเมื่อเกิด heterodimerization 
จะอยู[ในรูปของ cytoskeleton และ microtubules โดยจากการทดลองแบบ in vitro พบว[า tubulin 
อาจเปQนเปßาหมายของ Cur และเปQนสาเหตุของการขัดขวางการรวมกลุ[มกันของ microtubule รวมถึงกด
การทำงานของ GTPase และมีฤทธิ์เปQน partial antagonist ของ colchicine ซึ่งเปQน tubulin binder 
จึงคาดว[า Cur อาจจับกับ tubulin โดยตรง แต[อย[างไรก็ตาม Cur และ colchicine อาจไม[ไดVแย[งจับ 
tubulin ที่ binding site เดียวกัน แต[อาจจับกับบริเวณ allosteric site แลVวทำใหVเกิดการ เปลี่ยนแปลง
รูปร[างของ active site บน tubulin6 

 ฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาของ Cur มีหลากหลาย เช[น 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทคดัยอ่และแฟ้มขอ้มูลฉบบัเตม็ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีใหบ้ริการในคลงัปัญญาจุฬาฯ (CUIR) 

 เป็นแฟ้มขอ้มูลของนิสิตเจา้ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีส่งผา่นทางคณะท่ีสงักดั  

The abstract and full text of Senior Project in Chulalongkorn University Intellectual Repository(CUIR) 

are the Senior Project authors' files submitted through the faculty. 



 

 

6 

 

 - ฤทธ์ิตVานอักเสบ (anti-inflammatory activity): Cur สามารถยับย้ังการทำงานของ NF-kB ซึ่ง
เปQน transcription factor ที่จะถูกแสดงออกเมื่อเกิดการอักเสบ และสามารถลดการแสดงออกของโปรตีน 
COX-2 ของเซลล-ที่เกิดการอักเสบไดVดVวย6 

 - ฤทธ์ิตVานอนุมูลอิสระ (antioxidative activity): เกิดจากการที่โปรตอนที่หมู[ฟuนอลของ Cur ถูก
ใหVแก[ reactive oxygen และ nitrogen species ผ[านทางการถ[ายโอนอิเล็กตรอน ดังนั้นทำใหVสามารถ
ลดปริมาณอนุมูลอิสระในบริเวณเน้ือเย่ือไดV6 

 - ฤทธิ ์ตVานมะเร็ง (anticancer activity): Cur สามารถยับยั ้งการเจริญเติบโตของเซลล-และ
กระตุVนการเกิด apoptosis นอกร[างกายและยับยั้งการเกิดเนื้องอกในร[างกาย Cur สามารถลดอัตราการ
เกิดการเจริญและการแพร[กระจายของเนื้องอกไดV และ Cur ยังสามารถยับยั้งผลของ phorbol ester 
tumor promoter และ downregulate phorbol ester-induced tumor markers หลายชนิด6 

 แต[เน่ืองจาก Cur มีค[าการละลายน้ำที่ต่ำ (0.068 µg/ml ที่อุณหภูมิ 25°C) ส[งผลใหVถูกดูดซึมเขVา
สู[ร[างกายไดVนVอย และมีความเขVมขVนที่บริเวณเปßาหมายต่ำ จึงเปQนอุปสรรคสำคัญในการพัฒนา Cur ใหVเปQน
สารเด่ียวที่มีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาสูง3,4  

 

2.1.2 การใช6 Cur สำหรับการต6านการอักเสบในโรคลำไส6ใหญOอักเสบชนิดมีแผล 

 โรคลำไสVใหญ[อักเสบชนิดมีแผลคือสภาวะที่เซลล-บริเวณลำไสVใหญ[เกิดการอักเสบ ส[งผลใหVเกิด
แผลที่ลำไสVใหญ[ โดยมีอาการคืออุจจาระเปQนเลือด (bloody diarrhea) ปวดเกร็ง (cramps) และปวดทVอง 
(abdominal pain) ในป¶จจุบันการรักษาโรคน้ีจะใชVยาตามระดับความรุนแรงของโรค ในกรณีที่ไม[รุนแรง
จะทำการใชVยาตVานอักเสบเช[น mesalamine หรือ sulfasalazine แต[ถVาความรุนแรงของโรคเพิ่มขึ้นจะ
พิจารณาใชVยาตVานอักเสบกลุ[มสเตียรอยด-ในรูปแบบรับประทานหรือฉีดต[อไป7 

 สาเหตุหนึ่งที่ทำใหVเกิดโรคลำไสVใหญ[อักเสบชนิดมีแผลคือความไม[สมดุลของระบบภูมิคุVมกันใน
ร[างกายร[วมกับเย่ือบุผิวลำไสVใหญ[มีการทำงานที่ผิดปกติ ส[งผลใหVแบคทีเรียบริเวณลำไสVใหญ[สามารถผ[าน
เขVามายังบริเวณที่ปราศจากเช้ือไดV แบคทีเรียที่เขVามาจะทำการกระตุVนระบบภูมิคุVมกันของร[างกายใหVหลั่ง 
cytokines เช[น interleukin-1β (IL-1β) ซึ่งจะทำการกระตุVนใหV T cells ทำงานอย[างผิดปกติโดย T cells 
จะไปกระตุVนเน้ือเย่ือบริเวณลำไสVใหญ[ใหVเกิดการหลั่ง cytokines ที่เกี่ยวขVองกับการอักเสบ เช[น IL-8 และ 
PGE-2 เปQนตVน ส[งผลใหVเกิดกระบวนการอักเสบจนนำไปสู[การอักเสบอย[างเรื้อรังในที่สุด8 (รูปที่ 2) 
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รูปท่ี 2 กลไกการเกิดโรคลำไสVใหญ[อกัเสบชนิดมีแผล8 

 
 ฤทธ์ิตVานอนุมูลอิสระของ Cur สามารถทำใหVเกิดการตVานอักเสบในโรคลำไสVใหญ[อักเสบชนิดมแีผล

ไดV เน่ืองจากสามารถรับอนุมูลอิสระ ส[งผลใหVยับย้ังการแสดงออกของโปรตีนที่เกี่ยวขVองกับการอักเสบเช[น 
COX-1, COX-2, LOX, TNF-α, IFN-γ และ iNOS เปQนตVน โดยตัวอย[างกลไกของ Cur ในการตVานอักเสบ
ในโรคลำไสVใหญ[อักเสบชนิดมีแผลมีดังน้ี 

 - ยับย้ังการทำงานของ TLR-4 receptor ซึ่งโดยปกติจะอยู[ในกระบวนการทีท่ำใหVเกิดการอักเสบ7 
 - เพิ่มปริมาณ PPAR-γ ซึ่งเปQน nuclear receptor super family ชนิดหนึ่ง ซึ่งจะช[วยรวมกลุ[ม

ของเม็ดเลือดขาวใหVเคลื่อนที่มายังบริเวณที่เกิดการอักเสบ และยังมีงานวิจัยที่พบว[าการใชV Cur ร[วมกับยา
ตVานอักเสบ dexamethasone จะช[วยเพิ่มปริมาณของ PPAR-γ และช[วยลดการแสดงออกของโปรตีน 
COX-2 และ PGE-2 ไดV7 

 - ลดการทำงานของ NO และ iNOS โดยมีการศึกษาโดยใชVหนูเปQนโมเดลพบว[า Cur สามารถที่จะ
ลดการแสดงออกของ iNOS ใน colonic mucosa ซึ่งส[งผลใหVลดปริมาณการผลิต nitrite ส[งผลใหVความ
รุนแรงของโรคลำไสVใหญ[อักเสบชนิดมีแผลลดลง7 

 - กระตุVนใหVเกิดการทำงานของ cytokines ที่มีฤทธิ์ตVานอักเสบ เช[น interleukin-4 (IL-4) และ 
interleukin-10 (IL-10) ส[งผลใหVเกิดการลดจำนวนของ cytokines ที่เกี่ยวขVองกับการอักเสบที่บริเวณ
ลำไสVใหญ[ เช[น IL-8 และ PGE-2 เปQนตVน7  
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 นอกจากน้ีการใชV Cur ร[วมกับยาตVานอักเสบ mesalamine ที่ใชVในการรักษาโรคลำไสVใหญ[อักเสบ
ชนิดมีแผลในป¶จจุบัน พบว[ามีประสิทธิภาพสูงกว[าการไดVรับยา mesalamine เพียงอย[างเดียว ซึ่งเปQนการ
บ[งบอกว[า Cur เปQนสารที่มีแนวโนVมในการตVานอักเสบในโรคลำไสVใหญ[อักเสบชนิดมีแผลไดV2 
 

2.1.3 Curcumin prodrugs 

 Prodrug หมายถึงอนุพันธ-ของสารใดสารหน่ึงและไม[ม ีฤทธิ ์ทางเภสัชวิทยา แต[เม ื ่อผ [าน
กระบวนการทางเคมีหรือทำปฏิกิริยากับเอนไซม- จะถูกเปลี่ยนแปลงไปอยู[ในรูปที่มีฤทธ์ิ (active form) ไดV 
การพัฒนา prodrug จะเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติทางเคมีฟ§สิกส- คุณสมบัติทางชีวเภสัชกรรม คุณสมบัติทาง
เภสัชจลนศาสตร- และ/หรือความคงตัวใหVกับสารที่ออกฤทธ์ิ9 ในกรณีการพัฒนา prodrug ของ Cur นิยม
ออกแบบผ[านการเติมหมู [แทนที่ต[อกับหมู [ฟuนอลของ Cur เนื ่องจากหมู [ฟuนอลในโครงสรVางของ Cur 
สามารถทำใหV Cur เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันและไฮโดรไลซิสไดVง[าย อีกทั้งยังมีจุดมุ[งหมายในการลดการเกดิ 
phase II conjugation ที่หมู[งฟ¶งก-ชันน้ี prodrug ของ Cur ที่นิยมถูกพัฒนาคือ ester prodrug เพราะที่
บริเวณเนื้อเยื่อของลำไสVใหญ[มีเอนไซม- esterase ที่สามารถตัดพันธะเอสเทอร-ไดVเปQนจำนวนมาก ทำใหV 
prodrug สามารถเปลี่ยนแปลงเปQนรูปที่มีฤทธ์ิไดVที่บริเวณออกฤทธ์ิไดV10,11 

 กรดไดคาร-บอกซิลิก (dicarboxylic acids) เช[น กรดซักซินิก (succinic acid) และกรดกลูตาริก 
(glutaric acid) เปQนสารที่ไดVรับความนิยมในการนำมาต[อกับหมู[ฟuนอลของ Cur เพื่อเพิ่มความสามารถใน
การละลายน้ำใหVแก[ prodrug เนื่องจากสารกลุ[มนี้มีความปลอดภัยสูง และยังสามารถเกิดรูปเกลือไดVซึ่ง
เปQนประโยชน-ในการนำไปพัฒนาตำรับต[อไป จากงานวิจัยที่ผ[านมา ไดVมีการสังเคราะห-และศึกษาค[าการ
ละลายน้ำของ CDG (รูปที่ 3) ซึ่งเปQน prodrug ชนิดหนึ่งของ Cur พบว[าค[าการละลายน้ำของ prodrug 
ชนิดน้ีสูงกว[า Cur ประมาณ 110 เท[า ซึ่งเมื่อทำ Hot-plate test โดยใชVหนูเปQนโมเดลในการทดลองแลVว
พบว[า CDG ส[งผลใหVมีฤทธ์ิลดอาการปวด (antinociceptive activity) ที่มากกว[า Cur4 

 

 
 

รูปท่ี 3 โครงสรVางทางเคมีของ CDG 
 

2.2 การหาคOาการละลายน้ำของสาร 

 ค[าการละลายน้ำเปQนหน่ึงในป¶จจัยสำคัญที่ส[งผลต[อค[าชีวสมมูล (bioavailability) ของยาและเปQน
หน่ึงในป¶จจัยที่กำหนดฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาของยา ดังน้ันในการพัฒนายาใหม[จึงเปQนเรื่องที่หลีกเลี่ยงไม[ไดVที่
จะตVองหาวิธีหรือกระบวนการในการเพิ่มค[าการละลายน้ำของยาใหVกับสารที่มีค[าการละลายน้ำต่ำ และหา
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วิธีทดสอบที่เหมาะสมเพื่อประเมนิค[าการละลายน้ำของยาน้ัน12 วิธีในการศึกษาค[าการละลายน้ำของสารมี
ระบุไวVใน OECD guideline13 โดยในป¶จจุบันมีระบุไวV 2 วิธีดังน้ี 
       - Column elution method: อาศัยการชะของสารที ่ตVองการศึกษากับน้ำ โดยใชV micro-
column ที่ต[อดVวย inert support material ซึ่งถูกทำใหVอิ่มตัวดVวยสารที่ตVองการศึกษา ค[าการละลายน้ำ
ของสารสามารถหาไดVจาก mass concentration ของสารที่ถูกชะออกมา 
       - Shake flask method: ใชVกับสารที ่อยู [ในรูปของแข็ง โดยทำการนำสารไปละลายในน้ำที่
อุณหภูมิหน่ึงๆพรVอมทำการเขย[าจนสารอยู[ในสภาวะอิ่มตัว จากน้ันจะทำการหาค[า mass concentration 
ดVวยวิธีวิเคราะห-ที่เหมาะสม 
       จากงานวิจัยที่ผ[านมา ซึ่งไดVทำการประเมินค[าการละลายน้ำของ Cur และ CDG พบว[าผูVวิจัยทำ
การประเมินค[าการละลายน้ำโดยใชV shake flask method ตาม OECD guideline เพื ่อศึกษาค[าการ
ละลายน้ำที่เปลี่ยนแปลงภายหลังจากการเติมกรดกลูตาริกเขVาไปในโครงสรVาง4 
 

2.3 การทดสอบฤทธิ์ต6านอักเสบโดยใช6เซลล+มะเร็งลำไส6ใหญO Caco-2 

 เซลล- Human epithelial colorectal adenocarcinoma (Caco-2) เปQนเซลล-ที่ไดVรับความนิยม
ในการเปQนแบบจำลองแทนเซลล-ลำไสVใหญ[ของมนุษย-เนื่องจากมีการศึกษาวิจัยแลVวพบว[าเซลล- Caco-2 
สามารถเลียนแบบชั้นโครงสรVางของลำไสVใหญ[ และสามารถทำหนVาที่หลั่ง cytokines ที่เกี่ยวขVองกับการ
อักเสบไดVเหมือนกับเซลล-ลำไสVใหญ[ของมนุษย- เช[น IL-6, IL-8 และ PGE-2 เปQนตVน และสามารถใชV IL-1β 
เปQนสารในการกระตุVนใหVเกิดการอักเสบของเซลล-ไดV14 และยังเคยมีงานวิจัยที่ทำการทดสอบฤทธิ์ตVาน
อักเสบที่บริเวณลำไสVใหญ[ของสารประกอบโพลีฟuนอลในทับทิม (Punica granatum L.) โดยใชVเซลล- 
Caco-2 ที่ถูกเหนี่ยวนำใหVเกิดการอักเสบเปQนแบบจำลองแทนเซลล-ลำไสVใหญ[ที่เกิดการอักเสบของมนษุย- 
เพื่อทำการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของปริมาณ cytokines ที่เกี่ยวขVองกับการอักเสบ เช[น IL-6, IL-8  โดย
อาศัยเทคนิค ELISA15 หรืองานวิจัยที่ใชV Caco-2 ที่ถูกเหนี่ยวนำใหVเกิดการอักเสบดVวย IL-1β เพื่อเปQน
แบบจำลองแทนเซลล-ลำไสVใหญ[ที่เกิดการอักเสบของมนุษย- เพื่อทดสอบความสามารถของ Cur ในการลด
การแสดงออกของ NF-kB ในเซลล-16 
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บทท่ี 3 

วัสดุและวิธีดำเนินการวิจัย 

 

3.1 สารเคมี อุปกรณ+ และเคร่ืองมือท่ีใช6ในการวิจัย 

3.1.1 สารเคมีท่ีใช6ในการวิจัย 

1) Curcumin (Cur) 95% (KLIFE® Lot No. KL20170828) 
2) Curcumin monoglutaric acid (CMG) 
3) Glutaric acid anhydride (ALDRICH® Lot No. WXBC0744V) 
4) 4-Dimethylaminopyridine (DMAP) (ReagentPlus® ALDRICH > 99% Lot No. 

MKBT6293V) 
5) Dichloromethane (DCM) (Burdick & Jackson®) 
6) 1 M Hydrochloric acid (HCl) (Burdick & Jackson® 36.5 - 38.0% Lot. E41W60) 
7) Ethyl acetate (EtOAc) (Burdick & Jackson® Batch No. 17 08 0424) 
8) Hexane (Burdick & Jackson®) 
9) Acetic acid glacial (AR® Lot No. G09W62) 
10) Sodium sulphate anhydrous (Na2SO4) (MERCK® Lot No. AM1023549 742) 
11) Methanol HPLC grade (Lot No. 18 11 0115) 
12) Acetonitrile HPLC grade (Burdick & Jackson® Matl No. 100197 Lot No. S61A1H) 
13) Formic acid (EMSURE® 98 - 100% Index number : 607-001-00-0) 
14) Silica gel 60 (0.063-0.200 mm) (MERCK® Lot No. TA5035334) 
15) TLC Silica gel 60 F254 (MERCK® Lot No. HX85273054) 
16) Deionized Water 
17) Ultra-Purified Water 
18) อาหารเลี้ยงเซลล-มาตรฐาน (Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)) 

(SigmaAldrich, St. Louis, MO, USA) 
19) Fetal bovine serum (FBS) (Gibco, Grand Island, NY, USA) 
20) L-Glutamine 200 mM (100X) (Gibco, Grand Island, NY, USA) 
21) Nonessential amino acids (Gibco, Grand Island, NY, USA) 
22) Penicilin-Streptomycin (Gibco, Grand Island, NY, USA) 
23) Fungizone (Gibco, Grand Island, NY, USA) 
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24) Sodium bicarbonate (NaHCO3) (MW 84.01) (SigmaAldrich, St. Louis, MO, USA) 
25) 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide (MTT) 

(SigmaAldrich, St. Louis, MO, USA) 
26) TMB substrate (Sigma, St. Louis, MO, USA) 
27) Human IL-8 ELISA MAX™ Capture Antibody (200X) (Biolegend, San Diego, CA, 

USA) 
28)  Human PGE-2 ELISA MAX™ Detection Antibody (200X) (Cayman Chemical, 

Ann Arbor, Michigan, USA) 
29) Primary anti-COX-2 rabbit (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) 
30) Anti-rabbit igG (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) 
31) β-actin (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) 
32) Chemiluminescent substrate (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 
33) Acrylamide (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 
34) N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine (TEMED) (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 
35) Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 
36) Sodium chloride (NaCl) (SigmaAldrich, St. Louis, MO, USA) 
37) Potassium chloride (KCl) (SigmaAldrich, St. Louis, MO, USA) 
38) Disodium phosphate (Na2HPO4) (SigmaAldrich, St. Louis, MO, USA) 
39) Monopotassium phosphate (KH2PO4) (SigmaAldrich, St. Louis, MO, USA) 
40) Tween® 20 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 
41) Bovine serum albumin (SigmaAldrich, St. Louis, MO, USA) 
42) Sodium dodecyl sulfate (SDS) (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 
43) Ammonium persulphate (APS) (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 
44) Glycerine (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 
45) β-mercaptoethanol (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 
46) Trisaminomethane (Tris) (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 
47) Bromophenol blue (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 
48) BCA protein assay reagent (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 
49) 2-Mercaptoethanol (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 
50) Ethanol (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 
51) Protein molecular weight marker (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 
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3.1.2 อุปกรณ+ และเคร่ืองมือท่ีใช6ในการวิจัย 

1) เครื่องช่ัง 5 ตำแหน[ง (Sartorius® Serial No. 20902448) 
2) Hotplate stirrer (Labtech® Serial No. 04039171240153) 
3) แท[งแม[เหลก็กวนสาร (Magnetic bar) ขนาด 20x7 mm 
4) บีกเกอร- Pyrex® ขนาด 10, 50, 100, 250, 500 และ 1000 mL 
5) ขวดรูปชมพู[ (Erlenmayer flask) Pyrex ® ขนาด 250 mL 
6) ขวดกVนกลม (Round bottom flask) Schott Duran® ขนาด 100 mL 
7) Separatory funnel GLASSCO® Borosilicate glass ขนาด 500 mL 
8) หลอดหยด (dropper) และจกุยาง 
9) แท[งแกVวสำหรบัคนสาร 
10) Buchi® Evaporator Rotavapor R-200 type B 465 No. 888071 
11) กระบอกตวง Witeg® ขนาด 10, 25, 100 และ 1000 mL 
12) กรวยแกVวกรองสารขนาดเสVนผ[านศูนย-กลาง 50 mm 
13) กระดาษกรอง Whatman® ขนาด 110 mm Cat No. 1001 110 
14) Paraffin film Parafilm® 4 In. x 125 Ft.roll 
15) สำล ี
16) TLC viewing cabinets (Spectroline® Model CM-10 wavelength 365/254) 
17) ขวดแกVวสีชา (vial) CNW® ขนาด 32 x 11.6 mm 
18) เครื่องป¶πนเหว่ียงตกตะกอน (Centrifuge) (Hettich® zentrifugen D-78532 Tuttlingen 

Serial No. 0008629-08-00) 
19) Volumetric flask Witeg® ขนาด 5.0000, 10.000, 500.00, 1000.0 และ 2000.0 mL 
20) Costar® Microcentrifuge tube Cat No. 3621 ขนาด 1.7 mL  
21) Corning® CentriStarTM Centrifuge tube Medical grade ขนาด 15 mL และ 50 mL 
22) Micropipette RAININ® Pipet-Lite XLS ขนาด 2-20 µL, 20-200 µL และ 100-1000 µL  
23) Micropipette tips Mettler toledo® ขนาด 20 µL, 200 µL และ 1000 µL 
24) Vortex Mixer (VORTEX GENIE 2® Model: G-560E Serial No. 2-99947) 
25) Ultrasonic cleaner set (Model WUC-A02H Serial No. 0083309159M006) 
26) HPLC vial (สีใส)  
27) HPLC vial (สีชา)  
28) Shimadzu® High performance liquid chromatography (HPLC) system model: 

10A Serial No. C21014114160 
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29) Analytical column Kinetex® C8 ขนาด 50x4.6 mm (2.6 µm, 100 Å) Lot No. 
LB18950114 Serial No. 767066-3 

30) Thermo Scientific™ SHKE6000-8CE MaxQ™ 6000 Incubated/Refrigerated 
Stackable Shaker, 240V 50Hz 

31) Bruker® 300 MHz NMR spectrometer  
32) Bruker® IR Spectrometer 
33) Bruker® micrOTOF-QII (MTQ) mass spectrometry Serial No. 10146 
34) Thermo Scientific™ Forma™ Model 371 CO2 Incubators Serial No. 313500-4110 
35) CLARIOstar® BMG Labtech Microplate Reader Serial No. 430-0281 
36) Thermo Scientific™ Orion star A211 pH Meter Serial No. B252665426 
37) Costar® 96 Well Cell Culture Cluster Polystyrene Plate 
38) Costar® 96 Well EIA/RIA Polystyrene Plate 
39) Costar® 6 Well Cell Culture Cluster Polystyrene Plate 
40) Nitrocellulose membrane 
41) ฟองน้ำ 
42) Electrophoresis equipments 
43) ถุงพลาสติกใส 
44) Cassette แปะแผ[นฟ§ล-ม 

 
3.2 วิธีดำเนินการวิจัย 

3.2.1 การสังเคราะห+และการพิสูจน+เอกลักษณ+ของ CMG 

 3.2.1.1 การสังเคราะห+ CMG 

 การสังเคราะห- CMG ทำไดVโดยละลาย Cur ปริมาณ 1.84 g (5 mmol) และ glutaric acid 
anhydride ปริมาณ 100 mg (1 mmol) ใน DCM ปริมาตร 20 mL โดยใชV DMAP 183 mg (1.5 mmol) 
เปQนตัวเร[งปฏิกิริยา (รูปที่ 4) จากน้ันคนสารละลายดVวยเครื่อง magnetic stirrer ที่อุณหภูมิหVองเปQนเวลา 
24 ชั่วโมง แลVวทำการหยุดปฏิกิริยาดVวยการเติม 1 M HCl จำนวน 10 mL จากนั้นเทสารละลายผสมใส[ 
separatory funnel เติมน้ำ แลVวทำการเขย[าเพื่อลVางเอาสารที่อยู[ในช้ันน้ำออกไป ต้ังทิ้งไวVจนสารละลาย
แยกชั้น แลVวเก็บชั้นสารละลายอินทรีย-บรรจุใส[ขวดรูปชมพู[ แลVวเติม anhydrous Na2SO4  เพื่อกำจัดน้ำ
ออกจากระบบ จากน้ันกรองผง anhydrous Na2SO4 ออก แลVวนำช้ันสารละลายอินทรีย-ที่ไดVมาวิเคราะห-
เพื่อติดตามปฏิกิริยาที่เกิดข้ึน โดยใชVวิธีโครมาโทรกราฟuแบบผิวบาง (thin layer chromatography; TLC) 
ที่มี mobile phase เปQน ethyl acetate : DCM : hexane ในสัดส[วน 2 : 4 : 4 และมี acetic acid 

เขVมขVนประมาณ 1% v/v ผสมอยู[ สำหรับ stationary phase ที่ใชVเปQนชนิด silica gel 60 F254 ทำการ
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ส[องแผ[น TLC ภายใตVแสง UV ต[อมานำช้ันสารละลายอินทรีย-ที่ไดVมาสกัดแยกใหVมีความบรสิุทธ์ิมากข้ึนโดย
ใชVวิธีคอลัมน-โครมาโทกราฟu (column chromatography) 
 

       
  
 Cur       CMG 
 

รูปท่ี 4 กระบวนการสังเคราะห- CMG 
 
 3.2.1.2 การพิสูจน+เอกลักษณ+ของ CMG 

 ทำการพิสูจน-เอกลกัษณ-ของ CMG ดVวยเทคนิค 1H-NMR spectroscopy IR spectroscopy และ 
liquid chromatography-quadrupole time-of-flight mass spectrometry โดย 1H-NMR spectrum 
ไดVจากการใชVเครื่อง Bruker® 300 MHz NMR spectrometer แลVววัด spectrum ของ CMG ที่ละลายใน 
CDCl3 ส[วน IR spectrum ไดVจากการใชVเทคนิค FTIR-ATR spectroscopy และสำหรับ mass spectrum 
ไดVจากการวัดดVวยเทคนิค electrospray ionization ของเครื่อง Bruker® micrOTOF-QII (MTQ) mass 
spectrometry ภายใตV positive mode โดยต้ังค[าพารามิเตอร-สำหรับการบันทึก mass spectrum ดังน้ี: 
วิเคราะห-สารที่มีค[าประจุต[อมวล (m/z) ในช[วง (mass range) 50-1000 m/z, end plate offset -500 
V, capillary voltage -4.5 kV, nebulizer pressure 2.5 bar, drying gas flow rate 8.0 L/min และ 
drying gas temperature 220°C ขณะที่การบันทึก MS2 spectrum ตั้งค[าพารามิเตอร-เช[นเดียวกับการ
บันทึก MS spectrum และเพิ ่มการตั ้งค[า collision energy 15 eV และ isolation width 10 m/z 
ระหว[างการบันทึก mass spectrum ใชVสารละลาย sodium formate เปQนสารละลายมาตรฐาน 
โปรแกรมที่ใชVในการควบคุมและวิเคราะห-ผล คือ micrOTOF control และ Bruker HyStar 3.2 

 

3.2.2 การศึกษาคOาการละลายนำ้ของ CMG 

 3.2.2.1 การเตรียม standard stock solution ของ Cur 

 ช่ัง Cur จำนวน 10.0 mg ละลายใน acetonitrile ใหVไดVปริมาตร 10.0 mL ใน 10 mL-
volumetric flask จะไดV primary standard stock solution ความเขVมขVน 1 mg/mL จากน้ันนำไปเจือ
จางดVวย acetonitrile ใหVไดV secondary standard stock solution ความเขVมขVน 100 µg/mL และนำไป
เจือจางดVวย acetonitrile อีกครั้งจนไดV tertiary standard stock solution ความเขVมขVน 50 µg/mL 
 3.2.2.2 การเตรียม standard stock solution ของ CMG 

 ช่ัง CMG จำนวน 10.0 mg ละลายใน acetonitrile ใหVไดVปริมาตร 10.0 mL ใน 10 mL-
volumetric flask จะไดV primary standard stock solution ความเขVมขVน 1 mg/mL จากน้ันนำไปเจือ
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จางดVวย acetonitrile ใหVไดV secondary standard stock solution ความเขVมขVน 100 µg/mL และนำไป
เจือจางดVวย acetonitrile อีกครั้งจนไดV tertiary standard stock solution ความเขVมขVน 50 µg/mL 
 3.2.2.3 HPLC condition สำหรับการศึกษาคOาการละลายน้ำของ CMG 

 ใชVเครื่อง Shimadzu® 10A HPLC system ที่ประกอบดVวย degasser unit, pump และ UV-Vis 
detector โปรแกรมที่ใชVสำหรับควบคุมเครือ่ง HPLC และประมวลผลขVอมลู คือ Class VP ใชVคอลมัน- C8 
ขนาด 50x4.6 mm (2.6 µm, 100 Å) injection volume เท[ากับ 10 µL อุณหภูมิของ column oven 
33°C mobile phase ที่ใชVเปQนแบบ isocratic โดยใชV 2% v/v acetic acid-acetronitrile (60 : 40, v/v) 
ปรับ flow rate เท[ากับ 1.0 mL/min ตรวจวัดค[าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 415 nm และทำการ
วิเคราะห-ครั้งละ 7 นาท ี
 3.2.2.4 การเตรียม standard solution เพ่ือทดสอบความเหมาะสมของ chromatographic 

system ตOอสารท่ีต6องการวิเคราะห+ (system suitability test) 

 นำ Cur tertiary standard stock solution และ CMG tertiary standard stock solution มา
ผสมและเจือจางดVวย acetonitrile ใหVไดVความเขVมขVนสุดทVายของ Cur และ CMG เปQน 3.0 µg/mL จากน้ัน
นำไปวิเคราะห-ดVวยเครื่อง HPLC โดยฉีดซ้ำทั้งหมด 5 ครั้ง แลVวนำค[า retention time และ peak area 
ของ Cur และ CMG ที่ไดVทัง้ 5 ครัง้ มาคำนวณหา %RSD 
 3.2.2.5 การเตรียม calibration curve ของ CMG 

 นำ CMG tertiary standard stock solution มาเจือจางดVวย 50% acetonitrile in water ใหV
ไดVสารละลายทีม่ีความเขVมขVนสุดทVายเปQน 2 µg/mL, 4 µg/mL, 6 µg/mL, 8 µg/mL และ 10 µg/mL 
นำไปวิเคราะห-ดVวยเครื่อง HPLC และนำค[า peak area ที่ไดVมาสรVางเปQน calibration curve ของ CMG 
 3.2.2.6 การศึกษาคOาการละลายน้ำของ CMG ท่ี 25°C 

 การศึกษาค[าการละลายน้ำของ CMG อVางอิงตาม OECD guideline13 ทำไดVโดยละลาย CMG 5 
mg ดVวยน้ำ 1.0 mL ในขวดสีชา แลVวนำไปป¶πนผสมใน incubator shaker ที่อุณหภูมิ 25°C ความเร็วรอบ 
100 rpm เปQนเวลา 24 ช่ัวโมง จากน้ันป§เปตของผสมมาใส[ microcentrifuge tube แลVวนำไป centrifuge 
ที่อุณหภูมิ 25°C ความเร็วรอบ 1000 rpm เปQนเวลา 10 นาที ป§เปตสารละลายจำนวน 500 µL ใส[ 
microcentrifuge tube แลVวเติม 50% acetonitrile in water อีก 500 µL จากน้ันป§เปตสารละลายผสม
ใส[ขวด และนำไปวิเคราะห-ดVวยเครื่อง HPLC คำนวณหาความเขVมขVนของ CMG จากค[า peak area เทียบ
กับสมการที่ไดVจากการทำ calibration curve ของสารละลายมาตรฐาน CMG แลVวคูณดVวยค[า dilution 
factor ทำเช[นน้ีทัง้หมด 3 ครั้ง ในวันที่แตกต[างกัน โดยค[าการละลายน้ำของ CMG จะไดVจากการเฉลี่ยของ
ทั้ง 3 ครัง้ 
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3.2.3 การประเมินฤทธิ์ต6านอักเสบของ Cur และ CMG ตOอเซลล+ Caco-2 

 3.2.3.1 การเตรียมสารท่ีใช6ในการประเมินฤทธิ์ต6านอักเสบ 

 3.2.3.1.1 การเตรียมสารละลาย Cur และ CMG ความเข6มข6น 0.5, 1, 5, 10, 20, 50, 75 

และ 100 μM 

 เตรียม Cur primary stock solution ความเขVมขVน 27000 µM โดยชั ่ง Cur 1 mg ละลายใน 
DMSO 100 µL ใน microcentrifuge tube จากนั ้นเตร ียม Cur secondary stock solution ความ
เขVมขVน 135 µM ใน 0.5% DMSO โดยป§เปต Cur primary stock solution ปริมาตร 30 µL และ DMSO 
5970 µL ลงใน microcentrifuge tube ทำการเตรียม Cur tertiary stock solution ความเขVมขVน 100 
µM ใน 0.5% DMSO โดยป§เปต Cur secondary stock solution ปริมาตร 4.4 mL และ 0.5% DMSO 
1600 µL จากน้ันทำการเจือจาง Cur tertiary stock solution ดVวย 0.5% DMSO ใหVไดVสารละลาย Cur 
ความเขVมขVน 0.5, 1, 5, 10, 20, 50, 75 และ 100 µM  
 เตรียม CMG primary stock solution ความเขVมขVน 20000 µM โดยช่ัง CMG 1 mg ละลายใน 
DMSO 100 µL ใน microcentrifuge tube จากนั ้นเตรียม CMG secondary stock solution ความ
เขVมขVน 100 µM ใน 0.5% DMSO โดยป§เปต CMG primary stock solution ปร ิมาตร 30 µL และ 
DMSO 5970 µL ลงใน microcentrifuge tube จากน ั ้นทำการเจ ือจาง CMG secondary stock 
solution ดVวย 0.5% DMSO ใหVไดVสารละลาย CMG ความเขVมขVน 0.5, 1, 5, 10, 20, 50, 75 และ 100 
µM  
 3.2.3.1.2 การเตรียมสารละลายท่ีใช6ในเทคนิค ELISA 

 1) การเตรียมสารละลาย 10X Phosphate buffered saline (PBS) 

 ช่ัง NaCl 80 g, KCl 2 g, Na2HPO4 6.1 g, KH2PO4  2 g และตวงน้ำกลั่น 800 mL ลงในบีกเกอร- 
จากน้ันเทลงใน 1 L-volumetric flask และปรับปริมาตรดVวยน้ำกลั่น 
 2) การเตรียมสารละลาย Phosphate Buffered Saline with Tween®20 (PBST) 

 ตวง 10X PBS 25 mL และป§เปต Tween® 20 125 µL ลงในบีกเกอร- และปรับปริมาตรดVวยน้ำ
กลั่นจนไดVปริมาตร 250 mL 
 3) การเตรียมสารละลายมาตรฐาน IL-8 ความเข6มข6น 15.6, 31.2, 62.5, 125, 250, 500 

และ 1000 pg/mL 

 เตรียมสารละลายมาตรฐาน IL-8 โดยป§เปต IL-8 ความเขVมขVน 80 ng/mL จำนวน 6.25 µL แลVว
ทำการเจือจางดVวย 1% BSA ใน 0.05% PBST ใหVไดVความเขVมขVน IL-8 เท[ากับ 1000, 500, 250, 125, 
62.5, 31.2 และ 15.6 pg/mL ดังรูป 
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          ความเขVมขVน IL-8 (pg/mL)        1000     500     250      125     62.5   31.2     15.6   

 ปริมาตรสารที่ป§เปต (µL)          250 250 250   250 250      250  250                 

                                                                      
 
 4) การเตรียมสารละลายมาตรฐาน PGE-2 ความเข6มข6น 15.6, 31.2, 62.5, 125, 250, 500 

และ 1000 pg/mL 

 เตรียมสารละลายมาตรฐาน PGE-2 โดยป§เปต PGE-2 ความเขVมขVน 80 ng/mL จำนวน 6.25 µL 
แลVวทำการเจือจางดVวย 1% BSA ใน 0.05% PBST ใหVไดVความเขVมขVน PGE-2 เท[ากับ 1000, 500, 250, 
125, 62.5, 31.2 และ 15.6 pg/mL ดังรูป 
 

                                

          ความเขVมขVน PGE-2 (pg/mL)     1000     500     250      125     62.5   31.2     15.6   

 ปริมาตรสารที่ป§เปต (µL)          250 250 250   250 250      250  250                 

                                                                      
 

 3.2.3.1.3 การเตรียมสารละลายท่ีใช6ในเทคนิค western blot 

 1) การเตรียมสารละลาย 10% sodium dodecyl sulfate (SDS) 

 ช่ัง SDS 50 g ลงในบีกเกอร- ปรับปริมาตรดVวยน้ำกลั่นจนไดVปริมาตร 50 mL 
 2) การเตรียมสารละลาย 10% ammonium persulphate (APS) 

 ช่ัง APS 0.05 g ลงใน microcentrifuge tube ละลายในน้ำกลั่น 500 µL 
 3) การเตรียมสารละลาย Lumi’s lysis buffer 

 ตวงสารละลาย 10% SDS 10 mL, glycerol 10 mL, β-mercaptoethanol 10 mL, 0.25M 
Tris pH 6.8 16 mL และ 0.1% bromophenol blue 1 mL ลงใน 100 mL-volumetric flask และ
ปรับปริมาตรดVวยน้ำกลั่น 
 4) การเตรียมสารละลายมาตรฐาน bovine serum albumin (BSA) ความเข6มข6น 0.03, 

0.06, 0.125, 0.25, 0.5, 1 และ 2 mg/mL 
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 ทำการเตรียมสารละลายมาตรฐาน BSA ที่ความเขVมขVน 2 mg/mL โดยช่ัง BSA 2 mg ละลายใน
น้ำกลั่น 1 mL จากนั้นทำการเจือจางดVวยน้ำ ใหVไดVความเขVมขVน 1, 0.5, 0.25, 1.25, 0.06 และ 0.03  
mg/mL ดังรูป 
 

                       

ความเขVมขVน BSA  (mg/mL)                 1   0.5     0.25    0.125    0.06     0.03       

ปริมาตรสารที่ป§เปต (µL)                    500       500    500      500      500      500                        

                                         

  

 5) การเตรียม BCA protein assay reagent A ใน 4% CuSO4 

 ป§เปต BCA protein assay reagent A และ 4% CuSO4 ในอัตราส[วน 50:1 ตามลำดับ ใส[ลงใน 
microcentrifuge tube 
 6) การเตรียม 5% 2-Mercaptoethanol ใน Dye 5X 

 ป§เปต 2-Mercaptoethanol ปริมาตร 25 mL ใส[ใน microcentrifuge tube ที่มี 5X Dye อยู[ 
475 µL 
 7) การเตรียมสารละลาย resolving gel buffer (3 M Tris-HCl  pH 8.85) 

 ชั่ง Tris 36.33 g และตวงน้ำกลั่น 80 mL ลงในบีกเกอร- จากนั้นปรับ pH ดVวย HCl จนไดV pH 
8.85 เทสารลงใน 100 mL-volumetric flask และปรับปริมาตรใหVไดV 100 mL ดVวยน้ำกลั่น 
 8) การเตรียมสารละลาย stacking gel buffer (0.25 M Tris-HCl pH 6.8) 

 ชั่ง Tris 3.028 g และตวงน้ำกลั่น 80 mL ลงในบีกเกอร- จากนั้นปรับ pH ดVวย HCl จนไดV pH 
6.8 เทสารลงใน 100 mL-volumetric flask และปรับปริมาตรใหVไดV 100 mL ดVวยน้ำกลั่น 

 9) การเตรียมสารละลาย resolving gel  

 เตรียม 10% gel โดยป§เปตน้ำกลั่น 16.68 mL, resolving gel buffer 10 mL, acrylamide  
13.34 mL, 10% SDS 400 µL, 10% APS 400 µL และ TEMED 40 μL ลงใน centrifuge tube (ควร
ใส[ 10% APS และ TEMED ทีหลังสุด เนื่องจาก APS และ TEMED จะทำใหVเกิด polymerisation ของ 
acrylamine แลVวทำใหVสารละลายที่ไดVแข็ง)  
 10) การเตรียมสารละลาย stacking gel 

 เตรียม 4% gel โดยป§เปตน้ำกลั่น 7.4 mL, stacking gel buffer 2.6 mL, acrylamide 2.6 
mL, 10% SDS 200 µL, 10% APS 200 µL และ TEMED 40 µL ลงใน centrifuge tube (ควรใส[ 10% 
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APS และ TEMED ทีหล ังสุด เนื ่องจาก APS และ TEMED จะทำใหVเกิด polymerisation ของ 
acrylamine แลVวทำใหVสารละลายที่ไดVแข็ง)   
 11) การเตรียมสารละลาย 5X running buffer 

 ชั่ง Tris base 15.1 g, glycerine 94 g และตวง 10% SDS 50 mL ลงใน 1 L-volumetric 
flask และปรับปริมาตรใหVไดV 1000 mL ดVวยน้ำกลั่น 
 12) การเตรียมสารละลาย transfer buffer 

 ตวง 100% ethanol 233 mL และ 5X running buffer 100 mL ลงใน 1 L-volumetric flask 
และปรับปริมาตรใหVไดV 1000 mL ดVวยน้ำกลั่น 
 13) การเตรียมสารละลาย 10X TBS (Tris-buffer saline) 

 ช่ัง Tris 24.2 g, NaCl 80 g และตวงน้ำกลั่น 900 mL ลงในบีกเกอร- จากน้ันปรับ pH ดVวย HCl 
จนไดV pH 7.6 เทสารลงใน 1 L-volumetric flask และปรับปริมาตรใหVไดV 1000 mL ดVวยน้ำกลั่น 
 14) การเตรียมสารละลาย wash buffer (TBST) 

  ตวง 10X TBS และ Tween®20  1 mL และตวงน้ำกลั่น 900 mL ลงในบีกเกอร- จากน้ันเทสาร
ลงใน 1 L-volumetric flask และปรับปริมาตรใหVไดV 1000 mL ดVวยน้ำกลั่น 
 15) การเตรียมสารละลาย blocking buffer (5% skim milk in TBST) 

 ช่ัง  non-fat dry milk 5 g ลงใน 100-mL volumetric flask และปรับปริมาตรใหVไดV 100 mL 
ดVวย wash buffer 
 16) การเตรียมสารละลาย 5% BSA in TBST  

 ชั ่ง  BSA 1 g ลงใน 20-mL volumetric flask และปรับปริมาตรใหVไดV 20 mL ดVวย wash 
buffer 
 17) การเตรียมสารละลาย primary COX-2 rabbit 

 ละลาย primary COX-2 rabbit ลงในสารละลาย 5% BSA in TBST ใหVไดVความเขVมขVน 1:1000 
ปริมาตร 10 mL 
 18) การเตรียมสารละลาย anti-rabbit IgG 

ละลาย anti-rabbit IgG ลงในสารละลาย blocking buffer ใหVไดVความเขVมขVน 1:2000 ปริมาตร 10 mL 

 19) การเตรียมสารละลาย β-actin 

ละลาย β-actin ลงในสารละลาย blocking buffer ใหVไดVความเขVมขVน 1:20000 ปริมาตร 10 mL  
 3.2.3.2 การประเมินความเปNนพิษของ Cur และ CMG ตOอเซลล+ Caco-2 ที่ถูกเหนี่ยวนำให6

เกิดการอักเสบด6วย IL-1β 

 เลี้ยงเซลล- Caco-2 ที่ความหนาแน[น 10,000 เซลล-/หลุม ในเพลทขนาด 96 หลุม ดVวยอาหาร
เลี้ยงเซลล- (อาหารเลี้ยงเซลล-มาตรฐานที่ประกอบดVวย 15% FBS, 1% Pen-Strep, 1% NEAA, 1% L-
glutamine และ 0.2% fungizone) บ[มเพลทที่อุณหภูมิ 37°C เปQนเวลา 24 ช่ัวโมง ดูดอาหารเลี้ยงเซลล-
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ออก ลVางเซลล-ดVวยอาหารเลี้ยงเซลล-มาตรฐาน จากนั้นใส[อาหารเลี้ยงเซลล-ที่มี Cur และ CMG ที่ความ
เขVมขVน 0.5, 1, 5, 10, 20, 50, 75 และ 100 µM ลงในหลุม ปริมาตร 200 µL/หลุม โดยใชV 0.5% DMSO 
เปQนกลุ[มควบคุม โดยใส[สารแต[ละความเขVมขVนแบบ quadruplicate นำไปบ[มไวVที่อุณหภูมิ 37°C เปQนเวลา 
24 ชั่วโมง ดูดของเหลวออกจากเซลล- จากนั้นใส[อาหารเลี้ยงเซลล-มาตรฐาน ปริมาตร 200 µL/หลุม 
จากน้ันใส[สารละลาย MTT ความเขVมขVน 5  mg/mL ปริมาตร 20 µL/หลุม จะไดVความเขVมขVนสุดทVายใน
แต[ละหลุมเท[ากับ 0.5 mg/mL นำไปบ[มที่อุณหภูมิ 37°C เปQนเวลา 4 ชั่วโมง ดูดสารละลาย MTT ออก 
จากน้ันใส[ DMSO เพื่อละลายผลึก formazan แลVวนำไปวัดค[าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 nm 
ดVวยเครื่อง microplate reader และคำนวณหารVอยละการมีชีวิตรอดของเซลล- (% cell viability) ดัง
สมการ 
รVอยละการมีชีวิตรอดของเซลล- = ค[าการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร ของเซลล-ที่ไดVรับสารทดสอบx100
     ค[าการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร ของเซลล-ในกลุ[มควบคุม 
 

 3.2.3.3 การประเมินความเปNนพิษของสภาวะท่ีใช6ในการทดลองตOอเซลล+ Caco-2 

 เลี้ยงเซลล- Caco-2 ที่ความหนาแน[น 40,000 เซลล-/หลุม ดVวยอาหารเลี้ยงเซลล- ในเพลทขนาด 6 
หลุม นำไปบ[มที่อุณหภูมิ 37°C เปQนเวลา 5 วัน ดูดอาหารเลี้ยงเซลล-ออก ทำการลVางเซลล-ดVวยอาหารเลี้ยง
เซลล-มาตรฐาน 1 ครั ้ง แลVวใส[อาหารเลี ้ยงเซลล-ที่มี Cur หรือ CMG ที ่ความเขVมขVน 5 µM ลงในหลุม 
ปริมาตร 2 mL/หลุม โดยใชV DMSO 0.5% เปQนกลุ[มควบคุม โดยใส[สารแต[ละความเขVมขVนแบบ duplicate 
นำไปบ[มที่อุณหภูมิ 37°C เปQนเวลา 24 ช่ัวโมง ดูดของเหลวออกจากเซลล- ทำการลVางเซลล-ดVวยอาหารเลีย้ง
เซลล-มาตรฐาน 1 ครั้ง และทำการเติมอาหารเลี้ยงเซลล-มาตรฐานลงในหลุม 2 mL/หลุม จากนั้นทำการ
เหน่ียวนำเซลล-ใหVเกิดการอักเสบดVวยการใส[ IL-1β ความเขVมขVน 100 ng/mL ปริมาตร 20 µL/หลุม จะไดV
ความเขVมขVนสุดทVายในแต[ละหลุมเท[ากับ 10 ng/mL นำไปบ[มที่อุณหภูมิ 37°C เปQนเวลา 24 ชั่วโมง ดูด
ของเหลวออกจากเซลล- จากน้ันใส[อาหารเลี้ยงเซลล-มาตรฐาน ปริมาตร 2 mL/หลุม จากน้ันใส[สารละลาย 
MTT ความเขVมขVน 5 mg/mL ปริมาตร 200 µL/หลุม จะไดVความเขVมขVนสุดทVายในแต[ละหลุมเท[ากับ 0.5 
mg/mL นำไปบ[มที่อุณหภูมิ 37°C เปQนเวลา 4 ชั่วโมง ดูดสารละลาย MTT ออก จากนั้นใส[ DMSO เพื่อ
ละลายผลึก formazan แลVวนำไปวัดค[าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 nm ดVวยเครื่อง microplate 
reader และคำนวณหารVอยละการมีชีวิตของเซลล- (% cell viability) ดังสมการ 
รVอยละการมีชีวิตรอดของเซลล- = ค[าการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร ของเซลล-ที่ไดVรับสารทดสอบx100
             ค[าการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร ของเซลล-ในกลุ[มควบคุม  
 

 3.2.3.4 การประเมินฤทธิ์ต6านอักเสบของ Cur และ CMG ตOอเซลล+ Caco-2 

 เลี้ยงเซลล- Caco-2 ในอาหารเลี้ยงเซลล-ที่ความหนาแน[น 40,000 เซลล-/หลุม ดVวยอาหารเลี้ยง
เซลล- ในเพลทขนาด 6 หลุม นำไปบ[มที่อุณหภูมิ 37°C เปQนเวลา 5 วัน ดูดอาหารเลี้ยงเซลล-ออก ทำการ
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ลVางเซลล-ดVวยอาหารเลี้ยงเซลล-มาตรฐาน 1 ครั้ง แลVวใส[อาหารเลี้ยงเซลล-ที่มี Cur หรือ CMG ที่ความ
เขVมขVน 5 µM ลงในหลุม ปริมาตร 2 mL/หลุม โดยใชV DMSO 0.5% เปQนกลุ[มควบคุม โดยใส[สารแต[ละ
ความเขVมขVนแบบ duplicate นำไปบ[มที่อุณหภูมิ 37°C เปQนเวลา 24 ชั่วโมง ดูดของเหลวออกจากเซลล- 
ทำการลVางเซลล-ดVวยอาหารเลี ้ยงเซลล-มาตรฐาน 1 ครั ้ง และทำการเติมอาหารเลี้ยงเซลล-มาตรฐาน 
ปริมาตร 2 mL/หลุม จากน้ันทำการเหน่ียวนำเซลล-ใหVเกิดการอักเสบดVวยการใส[ IL-1β ความเขVมขVน 100 
ng/mL ปริมาตร 20 µL/หลุม จะไดVความเขVมขVนสุดทVายในแต[ละหลุมเท[ากับ 10 ng/mL นำไปบ[มที่
อุณหภูมิ 37°C เปQนเวลา 24 ชั่วโมง ทำการเก็บอาหารเลี้ยงเซลล-สำหรับนำไปหาปริมาณของ IL-8 และ 
PGE-2 และทำการเก็บเซลล-สำหรับนำไปวิเคราะห-การแสดงออกของโปรตีน COX-2 

 3.2.3.4.1 การวัดปริมาณ IL-8 ด6วยเทคนิค ELISA 

 ละลาย capture Ab 200X ดVวย PBS ที่ pH 7.2-7.4 เเลVวใส[ลงในเพลทขนาด 96 หลุม ปริมาตร 
50 µL/หลุม นำไปบ[มที่อุณหภูมิ 4°C เปQนเวลา 24 ชั่วโมง ลVางเพลทดVวย 0.05% PBST จำนวน 4 ครั้ง 
จากน้ัน block เพลท ดVวย 1% BSA ใน PBS ปริมาตร 100 µL/หลุม นำไปบ[มที่อุณหภูมิหVอง เปQนเวลา 1 
ช่ัวโมงพรVอมทำการเขย[า ลVางเพลทดVวย PBST 0.05% จำนวน 4 ครั้ง จากน้ันใส[สารละลายมาตรฐาน IL-8 
แต[ละความเขVมขVน และอาหารเลี้ยงเซลล-ทีไ่ดVจากการทดสอบ ปริมาตร 50 µL/หลุม โดยใส[แต[ละสารแบบ 
duplicate นำไปบ[มที่อุณหภูมิหVอง เปQนเวลา 2 ชั่วโมงพรVอมทำการเขย[า ลVางเพลทดVวย 0.05% PBST  
จำนวน 4 ครั้ง จากนั้นเจือจาง biotin-labeled detecting Ab 200X ดVวย 1% BSA ใน 0.05% PBST 
แลVวใส[ลงในเพลท ปริมาตร 50 µL/หลุม นำไปบ[มที่อุณหภูมิหVองเปQนเวลา 1 ชั่วโมงพรVอมทำการเขย[า  
ลVางเพลทดVวย 0.05% PBST จำนวน 4 ครั้ง จากน้ันเจือจาง HRP-conjugated Avidin ดVวย 1% BSA ใน 
PBST 0.05% ในอัตราส[วน 1:2000 แลVวใส[ลงในเพลท ปริมาตร 50 µL/หลุม นำไปบ[มที่อุณหภูมิหVอง  
เปQนเวลา 30 นาทีพรVอมทำการเขย[า ลVางเพลทดVวย 0.05% PBST จำนวน 5 ครั้ง จากน้ันเติมสารละลาย 
TMB substrate ปริมาตร 50 µL/หลุม นำไปบ[มที่อุณหภูมิหVอง เปQนเวลา 20 นาที (หลีกเลี่ยงแสงขณะ
ทำ) แลVวหยุดปฏิกิริยาดVวย 2M H2SO4 ปริมาตร 50 µL/หลุม วัดค[าการดูดกลืนแสดงที่ 450 nm เเละ 
540 nm ดVวยเครื่อง microplate reader 
 3.2.3.4.2 การวัดปริมาณ PGE-2 ด6วยเทคนิค ELISA 

 ละลาย capture Ab 200X ดVวย PBS ที่ pH 7.2-7.4 เเลVวใส[ลงในเพลทขนาด 96 หลุม ปริมาตร 
50 µL/หลุม นำไปบ[มที่อุณหภูมิ 4°C เปQนเวลา 24 ชั่วโมง ลVางเพลทดVวย 0.05% PBST จำนวน 4 ครั้ง 
จากน้ัน block เพลท ดVวย 1% BSA ใน PBS ปริมาตร 100 µL/หลุม นำไปบ[มที่อุณหภูมิหVองเปQนเวลา 1 
ชั่วโมงพรVอมทำการเขย[า ลVางเพลทดVวย PBST 0.05% จำนวน 4 ครั้ง จากนั้นใส[สารละลายมาตรฐาน 
PGE-2 แต[ละความเขVมขVน และอาหารเลี้ยงเซลล-ที่ไดVจากการทดสอบ ปริมาตร 50 µL/หลุม โดยใส[แต[ละ
สารแบบ duplicate นำไปบ[มที่อุณหภูมิหVอง เปQนเวลา 2 ช่ัวโมงพรVอมทำการเขย[า ลVางเพลทดVวย 0.05% 
PBST จำนวน 4 ครั้ง จากนั้นเจือจาง biotin-labeled detecting Ab 200X ดVวย 1% BSA ใน 0.05% 
PBST แลVวใส[ลงในเพลท ปริมาตร 50 µL/หลุม นำไปบ[มที่อุณหภูมิหVองเปQนเวลา 1 ชั่วโมงพรVอมทำการ

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทคดัยอ่และแฟ้มขอ้มูลฉบบัเตม็ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีใหบ้ริการในคลงัปัญญาจุฬาฯ (CUIR) 

 เป็นแฟ้มขอ้มูลของนิสิตเจา้ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีส่งผา่นทางคณะท่ีสงักดั  

The abstract and full text of Senior Project in Chulalongkorn University Intellectual Repository(CUIR) 

are the Senior Project authors' files submitted through the faculty. 



 

 

22 

 

เขย[า ลVางเพลทดVวย 0.05% PBST จำนวน 4 ครั้ง จากนั้นเจือจาง HRP-conjugated Avidin ดVวย 1% 
BSA ใน PBST 0.05% ในอัตราส[วน 1:2000 แลVวใส[ลงในเพลท ปริมาตร 50 µL/หลุม นำไปบ[มที่
อุณหภูมิหVองเปQนเวลา 30 นาทีพรVอมทำการเขย[า ลVางเพลทดVวย 0.05% PBST จำนวน 5 ครั้ง จากน้ันเติม
สารละลาย TMB substrate ปริมาตร 50 µL/หลุม นำไปบ[มที่อุณหภูมิหVอง เปQนเวลา 20 นาที (หลีกเลี่ยง
แสงขณะทำ) แลVวหยุดปฏิกิริยาดVวย 2M H2SO4 ปริมาตร 50 µL/หลุม วัดค[าการดูดกลืนแสดงที่ 450 nm 
เเละ 540 nm ดVวยเครื่อง microplate reader 
 3.2.3.4.3 การวัดการแสดงออกของโปรตีน COX-2 ด6วยเทคนิค western blot 

 1) การเก็บตัวอยOางและการเตรียมโปรตีน 

 ลVางเซลล- Caco-2 ดVวย cold PBS จำนวน 2 ครั้ง ดูดของเหลวออกจากเซลล-ที่เพาะเลี้ยงใหVหมด 
แลVวทำการ lyse cells ดVวยการเติม lysis buffer จำนวน 60 µL ต[อหลุม นำไปบ[มที่อุณหภูมิ 4°C พรVอม
ทำการเขย[า เปQนเวลา 30 นาที จากน้ันขูดเซลล-ออกจากเพลท และถ[ายใส[ microcentrifuge tube  นำไป 
centrifuge แลVวเก็บส[วนใสใส[ใน microcentrifuge tube โดยแบ[งเก็บ 2 ชุด เพื่อนำไปวัดปริมาณโปรตีน 
และเตรียมโปรตีนเพื่อทำ sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) 
 1.1) การวัดปริมาณโปรตีน 

 ป§เปตโปรตีนในแต[ละตัวอย[าง จำนวน 3 µL ลงใน microcentrifuge tube แลVวเจือจางดVวยน้ำ
กลั่น จำนวน 27 µL จากน้ันป§เปตน้ำกลั่น (blank), สารละลายมาตรฐาน BSA ความเขVมขVน  และ โปรตีน
ตัวอย[าง จำนวน 10 µL ลงในไมโครเพลท 96 หลุม โดยใส[แต[ละสารแบบ duplicate ทำการป§เปต
สารละลายผสมของ BCA protein assay reagent A และ 4% CuSO4 ลงในเพลท ปริมาตร 200 µL/
หลุม นำไปบ[มที่อุณหภูมิ 37°C เปQนเวลา 30 นาที แลVววัดค[าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 562 nm 
ดVวยเครื่อง microplate reader 
 1.2) การเตรียมโปรตีนเพ่ือทำ SDS-PAGE 

 ผสมโปรตีนที่ไดVจากการเก็บเซลล-กับ loading buffer (5% 2-Mercaptoethanol ใน 5X dye) 
และน้ำกลั่นใหVไดVความเขVมขVนที่ 40 µg ใน microcentrifuge tube ทำการ centrifuge และนำโปรตีน
ตัวอย[างไปแช[ในน้ำรVอน ที ่อุณหภูมิ 100°C เปQนเวลา 5  นาที แลVวนำไป centrifuge และนำโปรตีน
ตัวอย[างไปพักไวVบนน้ำแข็งก[อนโหลดลงเจล  
 2) การทำ SDS-PAGE 

 ทำความสะอาดกระจก electrophoresis plate ดVวย 70% ethanol แลVวประกอบกระจกเขVา
กับที่ต้ัง โดยทำใหVขอบล[างของเพลททั้งสองอยู[ในระนาบเดียวกัน จากน้ันตรวจสอบการรั่วโดยการเติมน้ำ
กลั่นเขVาไประหว[างกระจกทั้งสอง ทิ้งไวVระยะหน่ึง หากไม[มีน้ำกลั่นรั่วออกมาใหVเทน้ำกลั่นทิ้ง แต[หากมีน้ำ
กลั่นรั่วออกมาใหVประกอบกระจกใหม[ จากนั้นเทสารละลาย resolving gel ลงไประหว[างเพลท ใหVไดV
ระดับของเจลประมาณ ¾ ของเพลท และเทน้ำกลั่นลงไป ต้ังทิ้งไวV 15-30 นาที รอจนเจลแข็งแลVวจึงเทน้ำ
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กลั่นออก เทสารละลาย stacking gel ลงไปใหVเต็มดVานบนของเพลท จากนั้นใส[หวี (combs) โดยไม[ใหVมี
ฟองอากาศเหลืออยู[ในกระจกเพื่อใหVเกิดเปQนหลุมที่จะโหลดโปรตีน แลVวต้ังทิ้งไวVประมาณ 15 นาที เพื่อใหV
เจลแข็ง นำเฉพาะกระจกไปต[อกับอุปกรณ- electrophoresis เท 1X running buffer ลงใน chamber 
โดยระดับของ running buffer ตVองอยู[สูงกว[าเครื่องหมายที่ระบุไวVขVางนอก tank ทำการดึงหวีออก 
จากน้ันใชVป§เปตต-ขนาด 1 mL ดูด running buffer แลVวฉีดใส[แต[ละหลุม 2-3 ครั้ง เพื่อลVาง acrylamide 
ที่เกินออกมา ซึ่งอาจไปขวางการโหลดสารไดV จากน้ันโหลด molecular weight marker ปริมาตร 5 µL/
หลุม และสารละลายโปรตีนตัวอย[าง ปริมาตร 20 µL/หลุม แลVวจึงใหVแรงดันไฟฟßาที่ 90 V เปQนเวลา 15 
นาที แลVวต[อดVวย 120 V ทำการหยุดรันเมื่อเห็นแถบของโปรตีนลงมาที่ดVานล[างของกระจก 
 3) การย6ายโปรตีนจากแผOนเจลลง nitrocellulose membrane 
 ตัด nitrocellulose membrane ใหVพอดีกับแถบของโปรตีนที่เราตVองการยVายในแผ[นเจล นำ 
nitrocellulose membrane, ฟองน้ำ และกระดาษ Whatman 3 MM แช[ลงใน transfer buffer 
ประมาณ 10 นาที แลVวทำการยVายโปรตีนลงบน nitrocellulose membrane โดยจัดเรียงวัสดุที่เตรียมไวV
ใน transfer buffer ดังน้ี  
 

 
 
 ใชV centrifuge tube ไล[ฟองอากาศออกใหVหมด จากนั้นเท transfer buffer และใส[ ice pack 
ลงใน chamber แลVวนำแผ[นเจลที่ถูกประกอบไวVแลVวใส[ใน chamber จากนั้นเท transfer buffer ใหV
เกือบถึงขอบบนสุดของ chamber แลVวจึงเริ่มใหVแรงดันไฟฟßาที่ 100 V ประมาณ 1 ช่ัวโมง  
 4) การตรวจสอบปริมาณโปรตีน COX-2 โดยใช6แผOนฟ°ล+ม 

 เเช[ membrane ลงในสารละลาย blocking buffer ที่อุณหภูมิหVองเปQนเวลา 1 ช่ัวโมงพรVอมทำ
การเขย[า จากน้ันเทสารละลาย blocking buffer ออก แลVวลVางดVวย TBST จำนวน 3 รอบ รอบละ 3 นาท ี
ทำการเเช[ membrane ในสารละลาย primary COX-2 rabbit ที่เตรียมไวV ที่อุณหภูมิ 4°C เปQนเวลา
ขVามคืนพรVอมทำการเขย[า เมื่อครบเวลาแลVว นำสารละลาย primary COX-2 rabbit ออก ลVางดVวย TBST 
จำนวน 3 รอบ รอบละ 3 นาที ทำการเเช[ membrane ในสารละลาย anti-rabbit IgG ที่อุณหภูมิหVอง 
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เปQนเวลา 2 ชั่วโมงที่พรVอมทำการเขย[า เมื่อครบเวลาแลVว นำสารละลาย anti-rabbit IgG ออก ลVางดVวย 
TBST จำนวน 3 รอบ รอบละ 3 นาที จากนั ้นนำ membrane มาวางบนแผ[นพลาสติก ทำการเติม 
chemiluminescent substrate จำนวน 200 µL/เเผ[น ต้ังทิ้งไวVที่อุณหภูมิหVอง เปQนเวลา 5 นาที แลVวยVาย 
membrane ลงใน cassette จากน้ันทำการทดลองในหVองลVางฟ§ล-ม (หVองมืด) โดยนำแผ[นฟ§ล-มวางลงบน
แผ[นพลาสติกที่ดVานล[างมี membrane วางอยู[ ทิ้งไวVประมาณ 30-60 วินาที เมื่อครบเวลานำเเผ[นฟ§ล-มเเช[
ในสารละลาย developer จนกระทั่งเริ่มเห็นแถบของโปรตีน นำแผ[นฟ§ล-มแช[ในน้ำ ประมาณ 30 วินาที 
จากน้ันยVายแผ[นฟ§ล-มไปแช[ลงในสารละลาย fixer รอจนกระทั่งแผ[นฟ§ล-มใส แช[แผ[นฟ§ล-มในน้ำอีกครั้งหน่ึง 
ก[อนจะนำแผ[นฟ§ล-มไปผึ่งใหVแหVงที่อุณหภูมิหVอง จากน้ันใชVโปรแกรม ImageJ แปรผลความเขVมของโปรตีน
ที่ปรากฏบนแผ[นฟ§ล-มออกมาเปQนตัวเลข (density) 
 5) การตรวจสอบปริมาณโปรตีนท่ี load ด6วย β-actin 

 นำ membrane ออกจาก cassette เเลVวลVางดVวย TBST จำนวน 3 รอบ รอบละ 3 นาที นำมา
เเช[ต[อดVวย stripping buffer ที่อุณหภูมิหVองเปQนเวลา 30 นาที พรVอมทำการเขย[า จากนั้นเทสารละลาย 
stripping buffer ออก แลVวลVางดVวย TBST จำนวน 3 รอบ รอบละ 3 นาที ทำการบ[ม membrane ดVวย 
β-actin ปริมาตร 5 mL/แผ[น ที่อุณหภูมิหVองเปQนเวลา 1 ชั่วโมง พรVอมทำการเขย[า จากนั้นนำ β-actin 
ออก แลVวลVางดVวย TBST จำนวน 3 รอบ รอบละ 3 นาที นำ membrane วางบนแผ[นพลาสติก จากน้ันทำ
การเติม chemiluminescent substrate จำนวน 200 µL/เเผ[น ต้ังทิ้งไวVที่อุณหภูมิหVอง เปQนเวลา 5 นาที 
แลVวยVาย membrane ลงใน cassette จากน้ันทำการทดลองในหVองลVางฟ§ล-ม (หVองมืด)  โดยนำแผ[นฟ§ล-ม
วางลงบนแผ[นพลาสติกที่ดVานล[างมี membrane วางอยู[ ทิ้งไวVประมาณ 30-60 วินาที เมื่อครบเวลานำ
เเผ[นฟ§ล-มเเช[ในสารละลาย developer จนกระทั่งเริ่มเห็นแถบของโปรตีน นำแผ[นฟ§ล-มแช[ในน้ำ ประมาณ 
30 วินาที จากนั้นยVายแผ[นฟ§ล-มไปแช[ลงในสารละลาย fixer รอจนกระทั่งแผ[นฟ§ล-มใส แช[แผ[นฟ§ล-มในน้ำ
อีกครั้งหน่ึง ก[อนจะนำแผ[นฟ§ล-มไปผึ่งใหVแหVงที่อุณหภูมิหVอง จากน้ันใชVโปรแกรม ImageJ แปรผลความเขVม
ของโปรตีนที่ปรากฏบนแผ[นฟ§ล-มออกมาเปQนตัวเลข (density) 
 
3.2.4 การวิเคราะห+ทางสถิติ 

 การศึกษาน้ีใชVการวิเคราะห-ทางสถิติเพื่อเปรียบเทียบค[าเฉลี่ยระหว[างกลุ[มทดลองกับกลุ[มควบคุม
ในการประเมินฤทธ์ิตVานอักเสบของ Cur และ CMG ต[อเซลล- Caco-2 ซึ่งทำการทดลองซ้ำทั้งหมด 4 ครั้ง 
โดย Post-Hoc ที่นำมาคำนวณ คือ Scheffe, Turkey และ Duncan และใชV analysis of variance 
(ANOVA) ในการวิเคราะห-ความแตกต[างทางสถิติระหว[างหลายกลุ[ม โดยกำหนดความแตกต[างอย[างมี

นัยสำคัญที่ค[า p-value < 0.05 และขVอมูลของงานวิจัยน้ีแสดงอยู[ในรูปค[าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
(mean ± SD) 
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บทท่ี 4 

ผลการวิจัยและอภิปรายผลการวิจัย 

 

4.1 ผลการสังเคราะห+และการพิสูจน+เอกลักษณ+ของ CMG 

4.1.1 ผลการสังเคราะห+ CMG 

 จากการสงัเคราะห- CMG ไดVปริมาณ 0.19658 g คิดเปQน %yield เท[ากับ 46.52% 
 

4.1.2 ผลการพิสูจน+เอกลักษณ+ของ CMG 

 4.1.2.1 1H-NMR spectroscopy 

 เมื่อนำ CMG ไปวิเคราะห- 1H NMR (CDCl3) ไดV NMR spectrum ดังน้ี 
 

 

 

รูปท่ี 5 1H NMR spectrum ของ CMG 
 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) d 7.62 (dd, J = 15.8, 3.1 Hz, 2H, 4, 4′), 7.20 – 6.95 (m, 6H, 6, 10, 
6′, 10′, 9, 9′), 6.54 (t, J = 16.6 Hz, 2H, 3, 3′), 5.84 (s, 1H, 1), 3.96 (s, 3H, OCH3), 3.89 (s, 3H, 
OCH3), 2.72 (t, J = 7.2 Hz, 2H, 2′′), 2.59 (t, J = 7.3 Hz, 2H, 4′′), 2.12 (t, J = 7.2 Hz, 2H, 3′′). 
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 4.1.2.2 IR spectroscopy 

 นำ CMG ไปวิเคราะห-โดยใชVเทคนิค FTIR-ATR spectroscopy ไดV IR spectrum ของ CMG ดัง
รูปที่ 6 ซึ่งพบ peak ที่แสดงถึงหมู[ฟ¶งก-ชันของสาร ดังน้ี peak ที่ 1740 cm-1 แสดงถึง C = O stretching 
จาก carbonyl group ของหมู[ฟ¶งก-ชันเอสเทอร- ส[วน peak ที่ 1626 cm-1 เกิดจากการซVอนทับกันของ C 
= C stretching กบั C = O stretching ของ carbonyl group นอกจากน้ียังพบ peak ที่ 1587 cm-1 
และ 1508 cm-1 ซึ่งเปQนลักษณะของ C = Cring symmetric aromatic ring stretching และ peak ที่ 
1462 cm-1 และ 1372 cm-1 แสดงถึง C – H bending ของ methylene และ methyl group และยัง
พบ peak ของ C – O stretching ที่ 1031 cm-1  

 

 
รูปท่ี 6 IR spectrum ของ CMG 

 

 4.1.2.3 Mass spectrometry 

 เม ื ่ อนำ CMG ไปว ิ เคราะห -ด Vวยเทคน ิค electrospray ionization ของ เคร ื ่ อง  Bruker® 
micrOTOF-QII mass spectrometer ภายใตV positive mode ไดV MS spectrum ดังรูปที่ 7A ซึ่งแสดง
ไอออนของ [M+H]+ สูตรโมเลกุล C26H27O9 ที ่ m/z เท[ากับ 483.1652 โดยมี calculated m/z ของ 
[M+H]+ เท[ากับ 483.1650 และ mass error ระหว[างค[า m/z ที่วัดไดVกับ calculated m/z เท[ากับ -0.5 
ppm จึงสรุปไดVว[าสารดังกล[าวเปQน CMG นอกจากน้ียังแสดงโมเลกุลไอออนของ CMG ที่ไม[มีหมู[ glutaric 
acid [M-C5H7O3]+ ที่ m/z เท[ากับ 369.1329, sodium adduct ion [M+Na]+ ของ CMG ที่ m/z เท[ากบั 
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505.1475 และ potassium adduct ion [M+K]+ ของ CMG ที่ m/z เท[ากับ 521.1197 เมื่อทำการแตก
ไอออน [M+H]+  จะไดV MS2 spectrum ของ CMG ที่แสดงการแตกตัวไดV fragment ต[าง ๆ ดังรูปที่ 7B
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 รูปท่ี 7 (A) MS spectrum ของ CMG (B) MS2 spectrum ของ CMG
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4.2 ผลการศึกษาค.าการละลายนำ้ของ CMG  

4.2.1 การทดสอบความเหมาะสมของ chromatographic system ต.อสารท่ีตSองการวิเคราะหU 

(system suitability test) 

 จากการทดสอบความเหมาะสมของ chromatographic system ตCอสารที ่ตFองการวิเคราะหH 

(system suitability test) โดยการนำ standard solution ที่มี Cur และ CMG ความเขFมขFนอยCางละ 3.0 

µg/mL ไปวิเคราะหHดFวยเครื่อง HPLC ทำการฉีดซ้ำทั้งหมด 5 ครั้ง ไดFผลการวิเคราะหHดังตารางที่ 1 

 

ตารางท่ี 1 การทดสอบความเหมาะสมของ chromatographic system ตCอสารที่ตFองการวิเคราะหH 

(system suitability test) 

 

 

System suitability 

Retention time (min) Peak area 

Cur CMG Cur CMG 

Sys suit1 3.077 4.056 118960 60016 

Sys suit2 3.082 4.067 120598 58189 

Sys suit3 3.081 4.062 122076 60712 

Sys suit4 3.082 4.063 122820 58831 

Sys suit5 3.085 4.07 121954 58895 

Average 3.0814 4.0636 121281.6 59328.6 

SD 0.002881 0.00532 1525.369 1014.965 

%RSD 0.093496 0.130913 1.257709 1.710752 

 

 จากเกณฑHท ี ่ระบ ุไว F ในหัวข Fอ system suitability ของ USP40 สำหร ับการฉ ีด standard 

solution ซ้ำ 5 ครั้ง จะตFองมี %RSD ไมCเกิน 2.0% ซึ่งสอดคลFองกับผลการทดสอบความเหมาะสมของ 

chromatographic system ตCอสารที่ตFองการวิเคราะหH โดยการฉีด standard solution ที่มี Cur และ 

CMG ซ้ำทั้งหมด 5 ครั้ง ผลปรากฏวCา %RSD ทั้ง retention time และ peak area ของ Cur และ CMG 
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นFอยกวCา 2.0% แสดงวCา chromatographic system ที ่เลือกใชF มีความเหมาะสมกับสารที ่ตFองการ

วิเคราะหH 

 

 

รูปท่ี 8 Chromatogram ของ Cur และ CMG จากการทำ system suitability test 

 

4.2.2 การเตรียม calibration curve ของ CMG 

 เมื่อนำ CMG standard solution ความเขFมขFน 2.000 µg/mL, 4.000 µg/mL, 6.000 µg/mL, 

8.000  µg/mL และ 10.000 µg/mL ไปวิเคราะหHดFวยเครื่อง HPLC และนำคCา peak area ของ CMG ที่

ไดFมาสรFางเป}น calibration curve (รูปที่ 10) 

 

 
รูปท่ี 9 Calibration curve ของ CMG 
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4.2.3 การศึกษาการละลายน้ำของ CMG  

 จากการศึกษาคCาการละลายน้ำของ CMG โดยใชF shake flask method อFางอิงตาม OECD 

guideline ที่อุณหภูมิ 25°C โดยใชFเทคนิค HPLC เมื่อนำ peak area ที่ไดFจากการศึกษาทั้ง 3 ครั้ง (ตาราง

ที่ 2) มาเทียบกับสมการที่ไดFจากการทำ calibration curve ของสารละลายมาตรฐาน CMG แลFวคูณดFวย

คCา dilution factor พบวCาไดFคCาการละลายน้ำของ CMG เทCากับ 8.06±0.61 µg/mL   

 

ตารางท่ี 2 แสดงคCาการละลายน้ำของ CMG  

 

คร้ังท่ี ค.าการละลายน้ำ (µg/ml) 

1 8.13 

2 7.42 

3 8.64 

Average 8.06 

SD 0.61 

 

 จากการศึกษาของ Muangnoi C. และคณะ4 ไดFศึกษาการเพิ่มคCาการละลายน้ำของ Cur โดย

นำไปสังเคราะหHเป}นโปรดรักตCอกับหมูC carboxylic acid น่ันคือ glutaric acid ไดFเป}น CDG แลFวทำการวัด

การคCาละลายของ Cur และ CDG โดยใชF shake flask method พบวCาการละลายน้ำของ Cur และ CDG 

มีคCาเทCากับ 0.068 µg/mL และ 7.48 µg/mL ตามลำดับ จะเห็นวCาเมื่อทำการสังเคราะหHโปรดรักของ Cur 

โดยนำ Cur ไปทำการ conjugate กับ glutaric acid ทำใหF Cur มีคCาการละลายน้ำเพิ ่มมากขึ ้น เมื่อ

เปรียบเทียบผลการศึกษาจึงพบวCา CMG มีคCาการละลายมากที่สุด ตามดFวย CMG และ Cur โดยที่ CMG 

มีคCาการละลายน้ำมากกวCา Cur ถึง 120 เทCา 

 ในการทดสอบหาคCาการละลายน้ำของ CMG ไดF chromatogram แสดงดังรูปที่ 10 จะเห็นวCาที่ 

retention time ประมาณ 3 นาที มี peak ปรากฏขึ้น ซึ่งอยูCบริเวณเดียวกับ retention time ของ Cur 

เมื่อพิจารณา retention time เทียบกับ chromatogram ที่ไดFจากการทำ system suitability อยCางไรก็

ตาม ย ั ง ไม Cสามารถระบ ุ ได F ว C า เป }น peak ของ Cur เน ื ่ องจาก CMG สามารถเก ิด keto-enol 

tautomerization ไดFเชCนเดียวกับอนุพันธุHของ Cur อื่น ๆ17 peak ที่ตำแหนCง 3 นาทีจึงอาจจะเป}น peak 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทคดัยอ่และแฟ้มขอ้มูลฉบบัเตม็ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีใหบ้ริการในคลงัปัญญาจุฬาฯ (CUIR) 

 เป็นแฟ้มขอ้มูลของนิสิตเจา้ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีส่งผา่นทางคณะท่ีสงักดั  

The abstract and full text of Senior Project in Chulalongkorn University Intellectual Repository(CUIR) 

are the Senior Project authors' files submitted through the faculty. 



 

 

32 

 

ของ tautomer ของ CMG เชCนกัน ดังนั ้น จึงอาจจำเป}นตFองทำการศึกษาตCอวCา peak ที ่ตำแหนCงดัง

กลCาวคือ Cur หรือ tautomer ของ CMG โดยใชFเทคนิค LC-Q-TOF/MS 

 

 

รูปท่ี 10 ตัวอยCาง chromatogram ของ CMG ในการศึกษาคCาการละลายน้ำ 

 

4.3 ผลการประเมินฤทธิ์ตSานอักเสบของ Cur และ CMG ต.อเซลลU Caco-2 

4.3.1 ผลการประเมินความเปsนพิษของ Cur และ CMG ต.อเซลลU Caco-2  

 การประเมินความเป}นพิษของ Cur และ CMG ตCอเซลลH Caco-2 ดFวยวิธี MTT assay โดยทำการ

เลี้ยงเซลลH Caco-2 ดFวยอาหารเลี้ยงเซลลHมาตรฐาน (DMEM) ที่มี Cur และ CMG ผสมอยูCที่ความเขFมขFน 

0.5, 1, 5, 10, 20, 50, 75 และ 100 µM และนำไปวัดรFอยละของการมีชีวิตรอดของเซลลHโดยเปรยีบเทยีบ

กับกลุCมควบคุม (0.5% DMSO ใน DMEM) จากการศึกษาพบวCา เซลลH Caco-2 ที่ไดFรับตัวทำละลายที่ใชF 

คือ 0.5% DMSO มีรFอยละของการมีชีวิตรอดของเซลลHไมCแตกตCางจากกลุCมควบคุม (DMEM) (รูปที่ 11A) 

แสดงใหFเห็นวCาการใชF 0.5% DMSO เป}นตัวละลายสารตัวอยCาง (Cur และ CMG) นั้นไมCกCอใหFเกิดความ

เป}นพิษตCอเซลลH Caco-2  

 ในสCวนของการทดสอบของเป}นพิษตCอเซลลH Caco-2 ของ Cur และ CMG พบวCา เซลลH Caco-2 

ที่ไดFรับ Cur หรือ CMG ที่ความเขFมขFนมากกวCา 5 µM มีรFอยละของการมีชีวิตรอดนFอยกวCา 80 เมื่อเทียบ

กับกลุCมควบคุม (0.5% DMSO)18 ซึ่งกCอใหFเกิดความเป}นพิษตCอเซลลH Caco-2 และยังพบวCาการเกิดความ

เป}นพิษตCอเซลลH Caco-2 เป}นไปในแบบแปรผันตรงกับความเขFมขFนของ CMG ที่ไดFรับ แตCอยCางไรก็ตาม

พบวCา Cur ที ่ความเขFมขFน 50, 75 และ 100 µM ทำใหFรFอยละของการมีชีวิตรอดของเซลลH Caco-2 

เพิ่มข้ึน ผูFวิจัยคาดวCาสาเหตุอาจเกิดจาก Cur บางสCวนตกตะกอน เน่ืองจาก Cur มีคCาการละลายในน้ำต่ำ 

ความเขFมขFนของ Cur ที่มากกวCา 20 µM อาจมีปริมาณตัวทำละลายไมCเพียงพอ สCงผลใหFรFอยละของการมี

ชีวิตรอดของเซลลH Caco-2 ที่ไดFรับ Cur ที่ความเขFมขFน 50, 75 และ 100 µM มากกวCาความเป}นจริง  (รูป

ที่ 11B) ดังนั้น ในการประเมินฤทธิ์การตFานอักเสบของ Cur และ CMG ตCอไปนั้นจะใชFความเขFมขFนของ 

Cur และ CMG ที่ความเขFมขFน 5 µM  
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รูปที ่ 11 (A) แสดงผลความเป}นพิษของเซลลH Caco-2 ที ่ไดFร ับ 0.5% DMSO เทียบกับ DMEM (B) 

แสดงผลความเป}นพิษของเซลลH Caco-2 ที่ไดFรับ Cur และ CMG ที่ความเขFมขFน 0, 0.5, 1, 5, 10, 20, 50, 

75 และ 100 µM  

 

4.3.2 ผลการประเมินความเปsนพิษของสภาวะท่ีใชSในการทดลองต.อเซลลU Caco-2   

 การประเมินความเป}นพิษของของสภาวะที่ใชFในการทดลองตCอเซลลH Caco-2 ดFวยวิธี MTT assay 

โดยทำการใหF 0.5% DMSO (กลุ Cมควบคุม), Cur ความเขFมขFน 5 µM และ CMG ความเขFมขFน 5 µM  

จากนั้นเหนี่ยวนำเซลลH Caco-2 ใหFเกิดการอับเสบดFวย IL-1β ความเขFมขFน 10 ng/mL แลFวนำไปวัดรFอย

ละการมีชีวิตรอดของเซลลH พบวCาเซลลH Caco-2 ที่ไดFรับ Cur หรือ CMG ที่ความเขFมขFน 5 µM ทั้งที่ถูก

เหนี่ยวนำและไมCถูกเหนี่ยวนำใหFเกิดการอักเสบ ไมCทำใหFเกิดความเป}นพิษตCอเซลลH Caco-2 เมื่อเทยีบกับ

กลุCมควบคุม (รูปที่ 12A) แสดงใหFเห็นวCาปริมาณตัวช้ีวัดที่เกี่ยวขFองกับการอักเสบที่วัดไดFจากการประเมิน

ฤทธิ์ตFานอักเสบของ Cur และ CMG ตCอเซลลH Caco-2 ที่ถูกเหนี่ยวนำใหFเกิดการอักเสบดFวย IL-1β ไมCไดF

เป}นผลมาจากการตายของเซลลH 

 

4.3.3 ผลการประเมินฤทธิ์ตSานอักเสบของ Cur และ CMG ต.อเซลลU Caco-2 ท่ีถูกเหนี่ยวนำใหSเกิดการ

อักเสบดSวย IL-1β 

 4.3.3.1 ผลของ Cur และ CMG ต.อการหลั่งของ IL-8 จากเซลลU Caco-2 ที่ถูกเหนี่ยวนำใหS

เกิดการอักเสบ 
  จากการประเมินฤทธิ์ตFานอักเสบของ Cur และ CMG ตCอเซลลH Caco-2 โดยการวัดปริมาณ IL-8 

ดFวยเทคนิค ELISA พบวCาภายหลังการเหน่ียวนำใหFเซลลH Caco-2 เกิดการอักเสบดFวย IL-1β ปริมาณ IL-8 

เพิ่มขึ้นอยCางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเทียบกับกลุCมควบคุม (0.5% DMSO) สำหรับเซลลH 

Caco-2 ที่ไดFรับ Cur และ CMG กCอนทำการเหนี่ยวนำใหFเซลลHเกิดการอักเสบ พบวCาปริมาณ IL-8 นFอย

กวCากลุCมที่ไดFรับ IL-1β เพียงอยCางเดียวอยCางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.05) โดย Cur และ CMG สามารถ
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ยับยั้งการหลั่ง IL-8 ไดFรFอยละ 25.08 และ 46.87 ตามลำดับ เมื่อเทียบกับกลุCมที่ไดFรับ IL-1β เพียงอยCาง

เดียว และยังพบวCาเซลลH Caco-2 ที ่ไดFร ับ Cur และ CMG เพียงอยCางเดียวนั ้นมีปริมาณของ IL-8 ไมC

แตกตCางจากกลุCมควบคุม (รูปที่ 12B) และเมื่อเปรียบเทียบฤทธ์ิตCอการหลั่ง IL-8 ของ Cur และ CMG ใน

เซลลH Caco-2 ที่ถูกเหน่ียวนำใหFเกิดการอักเสบ พบวCา CMG สามารถลดการหลั่ง IL-8 ในเซลลH Caco-2 ที่

ถูกเหน่ียวนำใหFเกิดการอักเสบดFวย IL-1β ไดFดีกวCา Cur ประมาณ 2 เทCา 

 4.3.3.2 ผลของ Cur และ CMG ต.อการหลั่งของ PGE-2 จากเซลลU Caco-2 ท่ีถูกเหนี่ยวนำใหS

เกิดการอักเสบ 
  จากการประเมินฤทธ์ิตFานอักเสบของ Cur และ CMG ตCอเซลลH Caco-2 โดยการวัดปริมาณ PGE-

2 ดFวยเทคนิค ELISA พบวCาภายหลังการเหนี่ยวนำใหFเซลลH Caco-2 เกิดการอักเสบดFวย IL-1β ปริมาณ 

PGE-2 เพิ่มขึ้นอยCางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเทียบกับกลุCมควบคุม (0.5% DMSO) ในการ

ทดสอบฤทธิ์ของ Cur และ CMG พบวCาเซลลH Caco-2 ที่ไดFรับ Cur และ CMG กCอนทำการเหนี่ยวนำใหF

เซลลHเกิดการอักเสบ มีปริมาณ PGE-2 นFอยกวCากลุCมที่ไดFรับ IL-1β เพียงอยCางเดียวอยCางมีนัยสำคญัทาง

สถิติ (p < 0.05) โดย Cur และ CMG สามารถยับยั ้งการหลั ่ง PGE-2 ไดFร Fอยละ 23.71 และ 40.41 

ตามลำดับ เมื่อเทียบกับกลุCมที่ไดFรับ IL-1β เพียงอยCางเดียว และยังพบวCาเซลลH Caco-2 ที่ไดFรับ Cur และ 

CMG เพียงอยCางเดียวนั ้นมีปริมาณของ PEG-2 ไมCแตกตCางจากกลุ Cมควบคุม (รูปที ่ 12C) และเมื่อ

เปรียบเทียบฤทธิ์ตCอการหลั่ง PGE-2 ของ Cur และ CMG ในเซลลH Caco-2 ที่ถูกเหนี่ยวนำใหFเกิดการ

อักเสบ พบวCา CMG สามารถลดการหลั่ง PGE-2  ในเซลลH Caco-2 ที่ถูกเหนี่ยวนำใหFเกิดการอักเสบดFวย 

IL-1β ไดFดีกวCา Cur ประมาณ 2 เทCา 

 4.3.3.3 ผลของ Cur และ CMG ต.อการแสดงออกของโปรตีน COX-2 จากเซลลU Caco-2 ท่ี

ถูกเหนี่ยวนำใหSเกิดการอักเสบ 

  จากการประเมินฤทธ์ิตFานอักเสบของ Cur และ CMG ตCอเซลลH Caco-2 โดยการวัดการแสดงออก

ของโปรตีน COX-2 เทียบกับ β-actin ดFวยเทคนิค western blot พบวCาภายหลังการเหนี่ยวนำใหFเซลลH 

Caco-2 เกิดการอักเสบดFวย IL-1β เซลลH Caco-2 มีการแสดงออกของโปรตีน COX-2 เพิ่มขึ้นอยCางมี

นัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเทียบกับกลุCมควบคุม ในการทดสอบฤทธิ์ของ Cur และ CMG พบวCา

เซลลH Caco-2 ที่ไดFรับ Cur และ CMG กCอนทำการเหน่ียวนำใหFเซลลHเกิดการอักเสบ มีการแสดงออกของ

โปรตีน COX-2  ลดลงอยCางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเทียบกับกลุCมที่ไดFรับ IL-1β เพียงอยCาง

เดียว โดย Cur และ CMG สามารถยับย้ังการแสดงออกของโปรตีน COX-2 ไดFรFอยละ 21.86 และ 42.37 

ตามลำดับ เมื่อเทียบกับกลุCมที่ไดFรับ IL-1β เพียงอยCางเดียว และยังพบวCาเซลลH Caco-2 ที่ไดFรับ Cur และ 

CMG เพียงอยCางเดียวน้ันมีการแสดงออกของโปรตีน COX-2 ไมCแตกตCางจากกลุCมควบคุม (รูปที่ 12D) และ

เมื่อเปรียบเทียบฤทธิ์ตCอการแสดงออกของโปรตีน COX-2 ของ Cur และ CMG ในเซลลH Caco-2 ที่ถูก

เหน่ียวนำใหFเกิดการอักเสบ พบวCา CMG สามารถลดการแสดงออกของโปรตีน COX-2 ในเซลลH Caco-2 ที่

ถูกเหน่ียวนำใหFเกิดการอักเสบดFวย IL-1β ไดFดีกวCา Cur ประมาณ 2 เทCา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทคดัยอ่และแฟ้มขอ้มูลฉบบัเตม็ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีใหบ้ริการในคลงัปัญญาจุฬาฯ (CUIR) 

 เป็นแฟ้มขอ้มูลของนิสิตเจา้ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีส่งผา่นทางคณะท่ีสงักดั  

The abstract and full text of Senior Project in Chulalongkorn University Intellectual Repository(CUIR) 

are the Senior Project authors' files submitted through the faculty. 



 

 

35 

 

 

 
 

 
 

รูปท่ี 12 (A) แสดงผลความเป}นพิษของเซลลH Caco-2 หลังไดFรับ Cur และ CMG ความเขFมขFน 5 µM และ

ภายหลังการเหน่ียวนำใหFเซลลHเกิดการอักเสบดFวย IL-1β (B) แสดงปริมาณ IL-8 ที่ถูกหลั่งจากเซลลH Caco-

2 หลังไดFรับ Cur และ CMG ความเขFมขFน 5 µM และภายหลังการเหนี่ยวนำใหFเซลลHเกิดการอักเสบดFวย 

IL-1β, * p < 0.05 เปรียบเทียบกับ Ctrl; # p < 0.05 เปรียบเทียบกับเซลลHที่ไดFรับ IL-1β; † p < 0.05 

เปรียบเทียบกับเซลลHที่ไดFรับ Cur และ IL-1β ( n=4 ) (C) แสดงปริมาณ PGE-2 ที่ถูกหลั่งจากเซลลH Caco-

2 หลังไดFรับ Cur และ CMG ความเขFมขFน 5 µM และภายหลังการเหนี่ยวนำใหFเซลลHเกิดการอักเสบดFวย 

IL-1β, * p < 0.05 เปรียบเทียบกับ Ctrl; # p < 0.05 เปรียบเทียบกับเซลลHที่ไดFรับ IL-1β; † p < 0.05 

เปรียบเทียบกับเซลลHที่ไดFรับ Cur และ IL-1β ( n=4 ) (D) แสดงการแสดงออกของโปรตีน COX-2 เทียบ

กับ β-actin ที่ถูกสรFางจากเซลลH Caco-2 หลังไดFรับ Cur และ CMG ความเขFมขFน 5 µM และภายหลังการ

เหน่ียวนำใหFเซลลHเกิดการอกัเสบดFวย  IL-1β, * p < 0.05 เปรียบเทียบกับ Ctrl; # p < 0.05 เปรียบเทียบ

กับเซลลHที่ไดFรับ IL-1β; † p < 0.05 เปรียบเทียบกับเซลลHที่ไดFรับ Cur และ IL-1β ( n=4 ) 
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บทท่ี 5 

สรุปผลการวิจัย และขSอเสนอแนะ  

 

5.1 สรุปผลการวิจัย 

 CMG สามารถสังเคราะหHผCานปฏิกิร ิยา glutarylation ระหวCางหมูC phenolic hydroxyl ของ 

Cur กับ glutaric anhydride โดยใชF DMAP เป}นตัวเรCงปฏิกิริยา ไดFผลผลิต 46.52% จากการศึกษาคCา

การละลายน้ำที่อุณหภูมิ 25°C พบวCามีคCาเทCากับ 8.06 µg/ml ซึ่งมากกวCาคCาการละลายของของ Cur 

ประมาณ 120 เทCา สำหรับการประเมินฤทธ์ิตFานอักเสบของ CMG ในเซลลH Caco-2 ที่ถูกเหน่ียวนำใหFเกิด

ภาวะการอักเสบดFวย IL-1b พบวCา CMG สามารถยับยั้งการหลั่ง IL-8, PGE-2 และการแสดงออกของ

โปรตีน COX-2 ไดFดีกวCา Cur ประมาณ 2 เทCา แสดงใหFเห็นวCาโปรดรักที่สังเคราะหHข้ึนสามารถเพิ่มคCาการ

ละลายน้ำและฤทธิ์ตFานอักเสบของ Cur ไดF และมีศักยภาพสำหรับศึกษาฤทธิ์ตFานการอักเสบของลำไสFใน

สัตวHทดลองตCอไป 

 

5.2 ขSอเสนอแนะ 

 จากผลการวิจัยพบวCา CMG มีฤทธิ ์ในการตFานอักเสบไดFดีกวCา Cur ในแบบจำลองภาวะลำไสF

อักเสบ ดังน้ัน จึงมีแนวโนFมในการนำ CMG ไปพัฒนาเป}นยารักษาภาวะลำไสFอักเสบ อยCางไรก็ดีงานวิจัยน้ี

ไดFทำการศึกษาคุณสมบัติทางเคมีฟ¶สิกสHของ CMG เพียงอยCางเดียว คือ คCาการละลายน้ำ ซึ่งหากจะพัฒนา 

CMG ตCอไปเป}นยา ควรทำการศึกษาคุณสมบัติทางเคมีฟ¶สิกสHอื่น ๆ  และคุณสมบัติทางชีวเภสัชกรรมของ 

CMG เพิ ่มเติม เชCน การศึกษาความคงตัวของ CMG ที ่ pH ตCาง ๆ การปลดปลCอย Cur ในพลาสมา 

การศึกษาการซึมผCานเซลลHลำไสF เป}นตFน เพื่อที่จะนำขFอมูลมาใชFประกอบการเลือกวิธีการบริหารยาและ

พัฒนารูปแบบเภสัชภัณฑHใหFสอดคลFองกนั นอกจากน้ีในการประเมินฤทธ์ิตFานอักเสบของ CMG ควรทำการ

ประเมินฤทธิ์ตFานอักเสบในแบบจำลองเซลลHมะเร็งเยื ่อบุผิวลำไสFใหญCชนิดอื่น ๆ เชCน HT-29 เป}นตFน 

รวมถึงการทดสอบฤทธ์ิดังกลCาวเปรียบเทียบกับ CDG เพื่อเป}นการยืนยันประสิทธิภาพฤทธ์ิตFานอักเสบของ 

CMG กCอนจะนำไปทำการทดสอบในสัตวHทดลองตCอไป   
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รูปท่ี 13 Chromatogram ของ Cur และ CMG (system suitability 1) 

 

รูปท่ี 14 Chromatogram ของ Cur และ CMG (system suitability 2) 

 

 

รูปท่ี 15 Chromatogram ของ Cur และ CMG (system suitability 3) 

 

 

รูปท่ี 16 Chromatogram ของ Cur และ CMG (system suitability 4) 
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รูปท่ี 17 Chromatogram ของ Cur และ CMG (system suitability 5) 

 

 

รูปท่ี 18 Chromatogram ของ CMG 2 µg/mL  

 

 

รูปท่ี 19 Chromatogram ของ CMG 4 µg/mL 

 

 

รูปท่ี 20 Chromatogram ของ CMG 6 µg/mL 
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รูปท่ี 21 Chromatogram ของ CMG 8 µg/mL 

 

 

รูปท่ี 22 Chromatogram ของ CMG 10 µg/mL 

 

 

รูปท่ี 23 Chromatogram ของ CMG ในการศึกษาคCาการละลายน้ำครั้งที่ 1 

 

 

รูปท่ี 24 Chromatogram ของ CMG ในการศึกษาคCาการละลายน้ำครั้งที่ 2 
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รูปท่ี 25 Chromatogram ของ CMG ในการศึกษาคCาการละลายน้ำครั้งที่ 3 
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