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        ทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟาเป็นไซโตไคน์ที่ถูกหลั่งออกมาจากแมโครฟาจ ซ่ึงเก่ียวข้องกับกระบวนการอักเสบและ
การเกิดโรคที่เก่ียวข้องกับการอักเสบ ในปัจจุบันการวิจัยเพื่อหาตัวยับยั้งการท างานของทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์ -อัลฟาเป็น
ที่สนใจอย่างมากและแอนติบอดี้ซ่ึงออกฤทธ์ิยับยั้งการท างานของทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟา เช่น อินฟลิซิแมบ, เอทา
เนอร์เซปท์ และอดาลิมูแมบ ได้ถูกใช้เป็นยาต้านการอักเสบเพื่อรักษาโรคภูมิต้านทานต่อตนเอง (autoimmune diseases) 
เคอร์คิวมินเป็นสารโมเลกุลเล็กจากธรรมชาติที่มีฤทธ์ิทางชีวภาพที่หลากหลาย ที่ผ่านมาได้มีการศึกษาการเกิดอันตรกิริยา
ระหว่างเคอร์คิวมินและ ทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟา โดยอาศัยโปรแกรมจ าลองทางคอมพิวเตอร์ ซ่ึงแสดงให้เห็นถึง
ความเป็นไปได้ในการพัฒนา  เคอร์คิวมินเป็นสารยับยั้งทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟา อย่างไรก็ตาม ยังไม่มีหลักฐานจาก
การทดลองที่แสดงการจับกันระหว่างเคอร์คิวมินและทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟา ในงานวิจัยน้ีจึงมีความสนใจที่จะศึกษา
การเกิดอันตรกิริยาระหว่าง   เคอร์คิวมินและทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟาด้วยเทคนิคสเปคโตรฟลูออโรเมทตรี โดย
ก าหนด excitation wavelength ที่ 280 นาโนเมตร และวัด emission spectra ความยาวคลื่นตั้งแต่ 300 ถึง 400 นาโน
เมตร ของทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟาที่ความเข้มข้น 1 ไมโครโมลาร์ ในสภาวะที่มีเคอร์คิวมินความเข้มข้นตั้งแต่ 0.4-
8.0 ไมโครโมลาร์ ผลการทดลองพบว่าเคอร์คิวมิน ลดการปลดปล่อยแสงฟลูออเรสเซนซ์ของทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟา
ที่ 315 นาโนเมตร ด้วย static process ค่าคงที่ในการเกิดอันตรกิริยาระหว่างเคอร์คิวมินและ   ทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-
อัลฟา เม่ือค านวณด้วยสมการ modified Stern-Volmer เท่ากับ 1.02, 1.13 และ 1.38 x 105 M-1 ส่วนจ านวนของ binding 
sites ที่ค านวณได้จากสมการ Stern-Volmer เท่ากับ 0.80, 0.89 และ 0.84 ที่อุณหภูมิ 293, 299 และ 305 เคลวิน 
ตามล าดับ ส าหรับค่าพารามิเตอร์ทางอุณหพลศาสตร์ได้แก่ enthalpy (H), entropy (S) และ Gibbs free energy (G) 
ซ่ึงค านวณจากสมการของ van’t Hoff พบว่า H และ S มีค่ามากกว่า 0 แสดงให้เห็นว่าเคอร์คิวมินจับกับทูเมอร์เนคโครซิส
แฟคเตอร์-อัลฟาด้วยแรงไฮโดรโฟบิค ส่วน G ที่มีค่าน้อยกว่า 0 แสดงให้เห็นว่าการจับกันเป็นแบบ spontaneous 
interaction ผลการศึกษาน้ี ชี้ใหเ้ห็นว่าเคอร์คิวมินสามารถจับกับทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟา และมีศักยภาพในการ
พัฒนาต่อไปเพื่อใช้เป็นยาต้านการอักเสบหรือใช้ในงานวิจัยทางชีวการแพทย์ 
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        Tumor necrosis factor alpha (TNF-α) is a cytokine secreted by macrophage that can cause 
inflammation and mediate inflammation-related diseases. Currently, investigation of TNF-α inhibitors has 
been received considerable attention and a number of anti-TNF-α monoclonal antibodies e.g. infliximab, 
etanercept and adalimumab has been used as anti-inflammatory drugs for the treatment of autoimmune 
diseases. Recently, curcumin, a polyphenolic compound, has been shown to interact with TNF-α using 
molecular docking, which could be further developed as a TNF-α inhibitor. However, there is no 
experimental evidence on the interaction between curcumin and TNF-α. In this work, we therefore 
investigated the interaction between curcumin and TNF-α using spectrofluorometry. The excitation 
wavelength was set at 280 nm and the emission spectra of TNF-α were collected from 300 to 400 nm in 
the presence of various concentrations from 0.4-8.0 µM of curcumin. The results showed that curcumin 
decreased the fluorescence intensity at 315 nm of TNF-α through the static process. The binding 
constants, calculated by modified Stern-Volmer equation, were found to be 1.02, 1.13 and 1.38 x 105 M-1 
and the number of binding sites, calculated by Stern-Volmer equation, was 0.80, 0.89 and 0.84 at the 
temperatures of 293, 299 and 305 K, respectively. The thermodynamic parameters, which are enthalpy 
(H), entropy (S) and Gibbs free energy (G), were calculated from van’t Hoff equation. The values of 
H and S were greater than 0, suggesting that curcumin bound to TNF-α via hydrophobic force and the 
value of G was less than 0, indicating that the interaction occurs spontaneously. These findings suggest 
that curcumin has a potential to be developed as anti-TNF-α for therapeutic and biomedical research 
applications. 
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ค าน า 

 โครงการปริญญานิพนธ์ฉบับนีเ้ป็นส่วนหนึ่งของการศึกษาตามหลกัสูตรเภสัชศาสตรบัณฑิต 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ได้ท าการศึกษาเพื่อหาอันตรกิริยาระหว่างไซโตไคน์ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ

อักเสบทีม่ีช่ือว่า ทูเมอร์เนคโครซสิแฟคเตอร์-อัลฟา และเคอร์คิวมินซึ่งเป็นสารที่พบได้ในสมุนไพรไทย ด้วย

เทคนิคสเปคโตรฟลูออโรเมทตรี ซึ่งการศึกษาอันตรกิรยิาระหว่างโมเลกลุทัง้ 2 โมเลกุลนั้นจะเป็นประโยชน์

อย่างยิ่งในการศึกษากลไกในการออกฤทธ์ิต้านการอักเสบของเคอร์คิวมิน ซึง่เป็นแนวทางหนึง่ในการค้นคว้า

และพัฒนาสารในกลุม่นี้ เพื่อให้ไดส้ารที่มีฤทธ์ิต้านการอกัเสบที่ดึข้ึนในอนาคต 

 ผู้ศึกษาหวังเป็นอย่างยิ่งว่าโครงการปรญิญานิพนธ์นี้จะมีประโยชน์ต่อผู้ที่สนใจ และสามารถน าไป

ประยุกต์ใช้ในการศึกษาอื่นๆต่อไป 
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ปรึกษาโครงการร่วม ทีก่รุณาให้ค าปรึกษาแนะน าและช่วยตรวจสอบแก้ไขข้อบกพร่องของโครงการนี้ ตลอดจน

ให้ความรู้และข้อคิดเห็นทีเ่ป็นประโยชน์อย่างยิ่งตอ่โครงการนี้ 

 ขอขอบคุณ ภก. ปวีณวัชร์ รัตนดิลก ณ ภูเก็ต ที่ช่วยให้ค าแนะน า รวมถึงให้ความช่วยเหลือในเรื่อง

การเตรียมสารเคมีและการใช้เครื่องมอืในการท าปริญญานิพนธ์นี้ 

 ขอขอบคุณ เจ้าหน้าที่ภาควิชาอาหารและเภสัชเคมีและเจ้าหน้าที่ศูนย์เครื่องมือและวิจัยคณะเภสัช

ศาตร์ ที่ให้ความสะดวกในการจัดหาสารเคมีและเครื่องมือเพื่อใช้ในโครงการนี ้
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บทท่ี 1 

บทน า 
1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของการศึกษา 

 ทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟา (tumor necrosis factor alpha, TNF-α) เป็นโปรตีนไซโต
ไคน์ (cytokine) ซึ่งโครงสร้างที่มีฤทธ์ิ (biologically active) นั้นเป็น homotrimer ที่ประกอบจาก 
monomer ที่เหมือนกันขนาด 17 kDa จ านวน 3 หน่วยย่อยมารวมกัน ซึ่งแต่ละหน่วยย่อยนั้น มีการ
จัดเรียงตัวแบบ    anti-parallel β-sandwich และยึดเกาะกันด้วยพันธะ covalent (disulfide 
bonding จาก cysteine residue) ท าให้เกิด homotrimer ที่มีรูปทรงคล้ายระฆัง (bell shaped) ที่
สมมาตรทั้ง 3 ด้าน (รูปที่ 1) (1) โดยที่ส่วนบนและส่วนล่างจะประกอบด้วย amino acid residues ที่มีข้ัว
และมีประจุ แต่ในส่วนตรงกลางจะเป็นส่วนที่มีความเป็น hydrophobic หรือเป็นส่วนที่ไม่ชอบน้ า (2) 

 
รูปที่ 1  โครงสร้างของทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟา; ภาพจากมุมล่างของโมเลกุล (ซ้ายมือ) และภาพจากด้านข้าง

ของโมเลกุล (ขวามือ) (1) 

ทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟาเป็นไซโตไคน์ที่ท าหน้าที่ส าคัญที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ
อักเสบและการตอบสนองของภูมิคุ้มกัน โดยทั่วไปจะถูกหลั่งออกมาจาก monocyte หรือ macrophage 
เป็นหลัก ในสภาวะที่ร่างกายเป็นปกติทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟาจะช่วยในการรักษาสมดุลของ
ร่างกายและมีส่วนช่วยในระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายในการป้องกันร่างกายจากการติดเช้ือ แต่ในทาง
กลับกันทูเมอรเ์นคโครซสิแฟคเตอร์-อัลฟาเปน็ตัวการหลักที่ก่อใหเ้กิดการอักเสบในหลายโรค (รูปที่ 2) เช่น 
โรคข้ออักเสบรูมาตอยด์ โรคเบาหวาน โรคหลอดเลือดหัวใจ รวมไปถึงโรคมะเร็ง (3) โดยเกิดจากการที่ใน
บริเวณที่อักเสบนั้นมีความเข้มข้นของทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟาเพิ่มมากข้ึน ส่งผลให้มีการดึงดูด
สารจ าพวก adhesion molecules และ angiogenic factors ไปยังบริเวณนั้น ก่อให้เกิดการอักเสบข้ึน 
(4, 5) ดังนั้นหากสามารถยับยั้งการท างานของทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์ -อัลฟาได้ ก็สามารถช่วยหยุด
หรือชะลอการด าเนินของโรคดังกล่าวได้ 
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รูปที่ 2  บทบาทหน้าที่ของทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟา ในสภาวะที่ร่างกายปกติ (สีเขียว) และโรคต่างๆ ที่ทูเมอร์
เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟามีบทบาทเก่ียวข้องในการท าให้เกิดพยาธิภาพของโรค (สีฟ้า) (3) 

 ในปัจจุบันยาที่ยับยั้งทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟา ซึ่งออกฤทธ์ิโดยการจับกับทูเมอร์เนคโคร
ซิสแฟคเตอร์-อัลฟาโดยตรงนั้นมีอยู่ในรูปแบบที่เป็น monoclonal antibody ช่ือว่า infliximab ได้รับ
การอนุมัติให้ใช้ในการรักษาโรค psoriasis, Crohn's disease, ankylosing spondylitis, psoriatic 
arthritis, rheumatoid arthritis และ ulcerative colitis (6) แต่ทั้งนี้ยังไม่มียาที่เป็นสารเคมีโมเลกุลเล็ก 
ที่ถูกพัฒนาเพื่อใช้ในการยับยั้งการท างานของทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟา 

เคอร์คิวมิน หรือ 1, 7-bis-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiens-3,5-dione (รูป
ที่ 3) เป็นสารส าคัญที่สกดัได้จากเหงา้ของขมิ้นชัน (Curcuma longa L.) ซึ่งเป็นสมุนไพรไทยที่มีการใช้มา
เป็นระยะเวลานาน จากการศึกษาที่ผ่านมาระบวุ่าเคอร์คิวมินเป็นสารที่ออกฤทธ์ิกว้าง มีประสิทธิภาพทั้งใน
การต้านการอักเสบ ต้านอนุมูลอิสระ ต้านการเกิดเนื้องอกและต้านเช้ือไวรัสและแบคทีเรีย (7) ทั้งนี้จาก
การที่เคอร์คิวมินมีฤทธ์ิในการต้านการอักเสบ จึงท าให้มีการศึกษาแนวโน้มในการพัฒนา เคอร์คิวมินเพื่อ
น าไปใช้ในบรรเทาอาการจากโรคที่เกิดจากการอักเสบเรือ้รัง (chronic inflammatory disease) เช่น โรค
ความเสื่อมของระบบประสาท โรคหัวใจ หอบหืด ข้ออักเสบและสะเก็ดเงิน เป็นต้น (8) จากการศึกษา
พบว่าเคอร์คิวมินสามารถออกฤทธ์ิต้านการอักเสบผ่านการกระตุ้นหรือยับยั้งไซโตไคน์ , สารตัวกลางที่
ก่อให้เกิดการอักเสบ และเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบหลายชนิด ดังแสดงในรูปที่ 4 
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รูปที่ 3 โครงสร้างทางเคมีของเคอร์คิวมิน (7) 

 

 

รูปที่ 4 โมเลกุลเป้าหมายในการออกฤทธ์ิต้านการอักเสบของเคอร์คิวมิน (8) 

 จากรายงานการศึกษาที่ผ่านมา พบว่าเคอร์คิวมินสามารถออกฤทฺธ์ิต้านการอักเสบผ่านการยับยั้ง
วิถีของทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟา ทั้งทางการทดลองในร่างกายและการทดลองในหลอดทดลองได้
ซึ่งแสดงให้เห็นถึงผลทางอ้อมของเคอร์คิวมินที่มีต่อทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟา แต่ก็ยังไม่สามารถที่
จะทราบถึงกลไกการออกฤทธ์ิที่เกิดข้ึนจริงของเคอร์คิวมิน (9) ทั้งนี้การศึกษาอันตรกิริยาที่เกิดข้ึนระหว่าง
โมเลกุลยาและสารโมเลกุลใหญ่ ทั้งที่เป็นตัวรับ (receptor), ไซโตไคน์, สารตัวกลาง (mediator) และ
เอนไซม์ต่างๆ นั้น อาจเป็นแนวทางหนึ่งที่ท าให้สามารถเข้าใจกลไกการออกฤทธ์ิของยาได้มากข้ึน โดยการ
ทราบถึงลักษณะของอันตรกิริยาที่เกิดข้ึน ต าแหน่งที่โมเลกุลยาไปเกิดอันตรกิริยากับโมเลกุลนั้น (binding 
site) รวมไปถึงความชอบ (affinity) ในการเกิดอันตรกิริยาจะเป็นแนวทางในการพัฒนาโมเลกุลยาต่อไปได้ 
โดยทั่วไปอันตรกิริยาที่เกิดข้ึนระหว่างโมเลกุลยากับกรดอะมิโนของสารโมเลกุลใหญ่ ที่บริเวณต าแหน่งที่
เกิดอันตรกิริยานั้นจะเป็น non-covalent เช่น H-bond, Hydrophobic bond และ ionic bond เป็น
ต้น 
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 ในส่วนการศึกษาการเกิดอันตรกิริยาของทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟากับเคอร์คิวมินนั้นในปี 

2010 Wua และคณะ (10) ได้ท าการศึกษาโดยใช้เทคนิค molecular docking แสดงให้เห็นถึงต าแหน่ง

ในการเกิดอันตรกิริยา และกรดอะมิโนที่เกี่ยวข้องกับการเกิดอันตรกิริยาระหว่างโมเลกุลทั้งสอง (รูปที่ 5) 

ซึ่งถือเป็นการศึกษาที่ส าคัญที่แสดงให้เห็นถึงแนวโน้มในการพัฒนาโมเลกุลยาต่อไปได้และสามารถช่วย

สร้างความเข้าใจในแง่ของกลไกการออกฤทธ์ิของเคอร์คิวมินได้เพิ่มเติมมากยิ่งข้ึน แต่ทั้งนี้การศึกษานี้เป็น

เพียงการท านายผลผา่นการใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ ไม่ได้มีการท าการทดลองจริงและยังไม่มีการศึกษาใด

ที่ท าการทดลองการเกิดอันตรกิริยาโดยตรงระหว่างเคอร์คิวมินและทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์ -อัลฟา 

ดังนั้นการศึกษาน้ีจึงเป็นการทดลองการเกิดอันตรกิริยาโดยตรงระหว่างเคอร์คิวมินและทูเมอร์เนคโครซิส

แฟคเตอร์-อัลฟาที่ความเข้มข้นในช่วงใกล้เคียงกับในสภาวะร่างกาย โดยใช้ทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-

อัลฟาความเข้มข้นคงที่และเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของเคอร์คิวมิน  และใช้เทคนิค Fluorescence 

quenching spectroscopy เพื่อติดตามการเกิดอันตรกิริยาระหว่างโมเลกุลทั้ง 2 นี้ ซึ่งเป็นวิธีการที่ไม่

ยุ่งยาก มีความน่าเช่ือถือและสามารถท าซ้ าได้ นอกจากนี้ยังสามารถค านวณหาค่าคงที่ของการเกิด

สารประกอบเชิงซ้อนระหว่างเคอร์คิวมินกับทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์ -อัลฟา ได้จากค่า association 

constant (Ka) และหาจ านวนโมเลกุลของเคอร์คิวมินที่ท าอันตรกิริยาพอดีกับทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-

อัลฟา 1 โมเลกุล (n) นั่นคือจ านวนต าแหน่งในทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟาที่เกิดอันตรกิริยาเคอร์คิว

มิน โดยใช้สมการ Stern–Volmer และ modified Stern–Volmer ค านวณพารามิเตอร์ทางอุณหพล

ศาสตร์เพื่ออธิบายการเกิดอันตรกิริยาระหว่างเคอร์คิวมินและทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟา 

 
รูปที่ 5  ต าแหน่งในการเกิดอันตรกิริยาและกรดอะมิโนที่เก่ียวข้องกับการเกิดอันตรกิริยาระหว่างทูเมอร์เนคโครซิสแฟค

เตอร์-อัลฟากับเคอร์คิวมิน (10) 
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1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

เพื่อศึกษาอันตรกิริยาระหว่างเคอร์คิวมินกับทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟาโดยอาศัยเทคนิค 

Fluorescence quenching spectroscopy  

1.3 ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ  

เมื่อสิ้นสุดโครงการปริญญานิพนธ์นี้ สามารถทราบอันตรกิริยาระหว่างอนุพันธ์ของเคอร์คิวมินกับ     

ทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟาว่าสามารถเกิดอันตรกิริยากันได้โดยตรงหรือไม่ ซึ่งจะส่งผลให้เข้าใจถึง

กลไกในการมีฤทธ์ิต้านการอักเสบ และฤทธ์ิทางชีวภาพอื่นที่เกี่ยวข้องกับทูเมอรเ์นคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟา

ของเคอร์คิวมินมากยิ่งขึ้น 
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บทท่ี 2 

ปริทัศน์วรรณกรรม 

2.1 หลักการของฟลูออเรสเซนท์ 

 Fluorescence คือ ปรากฏการณ์อย่างหนึ่งที่เกี่ยวข้องกับโมเลกุลที่มลีักษณะโครงสร้างที่สามารถ

ให้แสง fluorescence ได้ เรียกโครงสร้างนีว่้า fluorophore ซึ่งส่วนใหญ่จะเป็นโครงสร้างที่มีการคอนจุ

เกตของพันธะไพเป็นจ านวนมาก เช่น aromatic ring (11) โมเลกุลที่มี fluorophore สามารถดูดกลืน

พลังงานแสงจากภายนอกทีค่วามยาวคลื่นหนึ่งๆ ซึ่งมีพลังงานมากพอที่ท าให ้electron ภายในโมเลกุลเกิด

การเปลี่ยนระดับพลังงาน (transition) จากช้ัน ground state (S0) สู่ช้ัน excited state (S1, S2,…Sn) 

โดยในแต่ละช้ันของระดับพลังงานประกอบด้วยช้ันพลังงานย่อย คือ vibrational sublevel และ 

rotational sublevel อีกหลายช้ัน กระบวนการดูดกลืนแสงนี้ใช้เวลาประมาณ 10-15 วินาที (13) จากนั้น

อิเล็กตรอนที่ excited state จะคายพลังงานออกมาในรูปของความร้อนกลับสู่ vibrational state ช้ันที่

ต่ าที่สุดของช้ัน excited state ระดับแรก (S1) ด้วยกระบวนการที่เรียกว่า internal conversion และ 

vibrational relaxation (11, 12) ซึ่งใช้เวลาประมาณ 10-12 วินาที และคายพลังงานกลับสู่ช้ัน ground 

state ด้วยกระบวนการที่เรียกว่า fluorescence ซึ่งใช้เวลาประมาณ 10-8 วินาที เนื่องพลังงานที่คาย

ออกมาในรูป fluorescence มีค่าน้อยกว่าพลังงานที่ถูกดูดกลืน ท าให้แสงที่ fluorescence มีความยาว

คลื่นมากกว่าแสงที่ถูกดูดกลืน (12) กระบวนการต่างๆนี้สามารถอธิบายได้จาก Jablonski diagram ตาม

รูปที่ 6 

 

รูปที่ 6 Jablonski diagram  
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 โปรตีนเป็นสารชนิดหนึ่งที่มีคุณสมบัติในการปล่อยแสง fluorescence ออกมาได้ เนื่องจากมี

กรดอะมิโนบางโมเลกุลที่มโีครงสรา้ง aromatic ได้แก่ tryptophan, tyrosine และ phenylalanine โดย 

tryptophan และ tyrosine นั้นจะมีค่า quantum yield ที่สูงใกล้เคียงกัน จึงให้ fluorescence 

intensity สูง แต่ phenylalanine จะมี quantum yield ที่ต่ ากว่า (รูปที่ 7) ท าให้ phenylalanine มี

ความส าคัญน้อยกว่า tryptophan และ tyrosine (ตารางที่ 1) ซึ่งในกรณีของ tryptophan นั้น 

emission ของโมเลกุลมีความไวต่อสภาวะแวดล้อมรอบๆตัวมันค่อนข้างมาก จึงถูกน ามาใช้ในการติดตาม

เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของโปรตีน หรือใช้ในการติดตามเพื่อศึกษาการเกิดอนัตรกิริยาระหว่าง

โปรตีนและสารเคมีชนิดอื่น  ๆ(14) 

ตารางที่ 1 ค่า parameters ที่เกี่ยวข้องกบักรดอะมโิน ในสารละลาย pH 7 (12) 

 

 
รูปที่ 7 Emission spectrum ของ tryptophan (TRP), tyrosine (TYR) และ phenylalanine (PHE) (12) 

2.2 หลักการเกิด quenching ของฟลูออเรสเซนท์ (11) 

Fluorescence quenching หมายถึง กระบวนการใดก็ตามที่ เกิดข้ึนแล้วมีผลท าให้ค่า 

fluorescence intensity ของสารลดลง   กลไกในการเกิด quenching สามารถแบ่งได้ออกเป็น 2 

ประเภท ได้แก่ collision quenching หรือ dynamic quenching และ static quenching โดย 

dynamic quenching นั้นเกิดจากการที่โมเลกุลเกิดการแพร่หรือชนกับโมเลกุลที่มี fluorophore และอยู่

ในช่วง excited state เกิดการถ่ายเทพลังงานกลับสู่ ground state ออกมาในรูปความร้อน ไม่ได้ 

emission photon ออกมา (รูปที่ 8) ซึ่งไม่มีการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของ fluorophore ต่างจาก  
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static quenching ที่โมเลกุลที่มี fluorophore เกิดอันตรกิริยากับ quencher ได้เป็นสารประกอบ

เชิงซ้อนข้ึน โดยที่สารประกอบเชิงซ้อนที่เกิดข้ึนน้ันไม่สามารถให้ emission หรือ flurescence intensity 

ออกมาได้ (รูปที่ 8) การแยกว่า quenching ที่เกิดข้ึนเป็นรูปแบบใดสามารถท าได้โดยใช้สมการที่ช่ือว่า 

Stern-Volmer  

 

รูปที่ 8 การเปรียบเทียบระหว่าง Collision หรือ Dynamic quenching กับ Static quenching (11) 

สมการ Stern-Volmer จะพิจารณาจากค่า fluorescence intensity ที่เปลี่ยนแปลงไประหว่าง

ที่มี และไม่มี quencher โดยที่ fluorescence intensity ที่ได้จาก fluorophore จะเป็นค่าความเข้มข้น

ของ fluorophore ที่ excited state, [  ] ภายใต้การให้แสงกระตุ้นอย่างต่อเนื่องจะเป็นผลท าให้ 

fluorophore ที่ถูกกระตุ้นมีปริมาณคงที่ ดังนั้น  [  ]   ⁄    โดยสามารถอธิบายได้ทั้งในกรณีที่มีและ

ไม่มี quencher ตามสมการต่อไปนี้  
 

 [  ]

  
  ( )    [  ]       สมการที่ 1 

 

 [  ]

  
  ( )  (    [ ])[  ]    สมการที่ 2 

 

[  ] -  fluorescence intensity ของ fluorophore ที่อยู่ใน excited state 

 ( ) -  constant excitation function 

  -  decay rate ของ fluorophore เมื่อไม่มี quencher  

    [ ] - decay rate ของ fluorophore เมื่อมี quencher 

เมื่อน าสมการ 1 มาหารกับ สมการ 2 จะได ้
  

 
 
     [ ]

 
       [ ] สมการที่ 3 

หรือ 
  

 
       [ ]       [ ] (สมการที่ 3) 
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      -  fluorescence intensity เมื่อไม่มี quencher 

  -  fluorescence intensity เมื่อมี quencher 

   -  bimolecular quenching constant 

    -  Stern-Volmer quenching constant 

   -  lifetime ของ fluorophore เมื่อไม่มี quencher 

[ ] -  ความเข้มข้นของ quencher 

 โดยน าค่า fluorescence intensity ที่ได้จากการท าการทดลองมาเขียนเป็นความสัมพันธ์ โดย

ก าหนดให้แกน X คือ [ ] และ แกน Y คือ 
  

 
 จะได้ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงตามสมการที่ 3 โดยจะ

สามารถหาค่า     ได้จากความชัน ซึ่งพบว่าถ้าหาก quenching ที่เกิดข้ึนเป็นแบบ dynamic 

quenching ค่า     จะมีค่าสูงข้ึนเมื่ออุณหภูมิที่ใช้ในการทดลองมีค่าสูงข้ึน เนือ่งจากค่าการแพร่ของ

โมเลกุลไปชนกันเพิม่สงูข้ึน แต่ถ้าquenching ที่เกิดข้ึนเป็นแบบ static quenching ค่า     จะมีค่าลดลง

เมื่อเพิ่มอุณหภูมิขึ้น เนื่องจากอุณหภูมทิี่เพิม่ข้ึนจะไปท าลายพันธะที่เกิดข้ึนระหว่างสารทั้ง 2 โมเลกลุท าให้

สารประกอบเชิงซ้อนแยกออกจากกันได้มากข้ึน (รูปที่ 9) 

 

 
รูปที่ 9 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่าค่า Ksv เม่ืออุณหภูมิสูงขึ้น (11) 
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2.3 Modified Stern-Volmer (11) 

 เนื่องจากโปรตีนส่วนใหญ่ประกอบด้วยกรดอะมิโน tryptophan มากกว่า 1 โมเลกุล ซึ่งอาจจะมี

เพียงบางโมเลกุลที่จะสามารถเกิด quenching กับ quencher ได้ โดยจะเรียกว่าส่วนที่เข้าถึงได้ 

(accessible, a) และอาจจะมีบางโมเลกุลที่ quencher ไม่สามารถเข้าไปเกิด quenching ได้ โดยจะ

เรียกว่าส่วนที่เข้าถึงไม่ได้ (inaccessible, b) ดังนั้นปริมาณแสง fluorescence ที่ปล่อยออกมาในขณะที่

ยังไม่มี quencher (  ) จะประกอบไปด้วย fluorescence จากส่วนที่เข้าถึงได้รวมกับ fluorescence 

จากส่วนที่เข้าถึงไม่ได ้

             สมการที่ 4 

เมื่อมี quencher เข้าไปเกิด quenching กับโปรตีน จะท าให้ intensity ในส่วนที่เข้าถึงไดม้ีปริมาณลดลง

ตามหลักของ Stern-Volmer equation แต่ในส่วนที่เข้าถึงไม่ได้จะไม่เกิด quenching ดังนั้นจะเขียน

สมการ 4 ใหม่ได้ดังนี้ 

   
   

    [ ]
     สมการที่ 5 

เมื่อ    คือ Stern-Volmer quenching constant ของส่วนที่เข้าถึงได้ และ [ ] คือความเข้มข้นของ 

quencher จากนั้นน าสมการที่ 4 ลบด้วยสมการที่ 5 จะได ้

            (
  [ ]

    [ ]
) สมการที่ 6 

น าส่วนกลับของสมการที่ 6 หารด้วยสมการที่ 4 จะได ้

   

  
 

  

    
 

 

    [ ]
 

 

  
 สมการที่ 7 

ก าหนดให้    
   

       
 

สมการที่ 7 คือ สมการ modified Stern-Volmer หากน าสมการที่ได้นี้ไปหาความสัมพันธ์ โดย

ก าหนดให้แกน X คือ  
[ ]

 และแกน Y คือ   
  

 จะพบว่าความสัมพันธ์ที่ได้เป็นเส้นตรงและสามารถหา

ค่าคงที่ของการเกิดสารประกอบเชิงซ้อน (  ) ได้จากความชันและจุดตัดแกน Y คือ 
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2.4 Stoichiometric ratio (14) 

 เนื่องจากการเกิดอันตรกิริยาระหว่างโมเลกุล 2 ชนิดสามารถเขียนสมการเคมีได้ ดังนี้ 

          

   -  สารที่มี fluorophore 

  -  quencher 

    -  สารประกอบเชิงซ้อนระหว่าง fluorophore กับ quencher 

  -  จ านวนโมเลกุลของ quencher ที่ท าอันตรกิริยาพอดีกับสารที่ มี 

fluorophore 1 โมเลกุล (stoichiometric ratio)  

สามารถค านวณหาค่าคงที่ของการเกิดอันตรกิริยาได้ดังนี้ 

   
[   ]

[  ][  ]
 
 สมการที่ 8 

[  ] -  ความเข้มข้นของ free fluorophore 

[  ] -  ความเข้มข้นของ free quencher 

เนื่องจากความเข้มข้นของ fluorophore ทั้งหมดก่อนที่จะมี quencher จะเท่ากับผลรวมของความ

เข้มข้น fluorophore อิสระ [  ] กับความเข้มข้น fluorophore [  ] ที่เกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อน 

[  ]  [  ]  [  ] 

ดังนั้นสมการที่ 8 เขียนใหม่ได้เป็น 

    
[  ] [  ]

[  ][  ]
 
  สมการที่ 9 

และสารที่จะให้แสง fluorescence ได้คือสารที่มี fluorophore เท่านั้น ดังนั้นจะก าหนดให้  

 [  ]      และ [  ]     

เมื่อน าไปแทนค่าลงในสมการที่ 9 จะได ้

    
    

 [  ]
 
 สมการที่ 10 
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จากนั้นเปลี่ยนสมการทั้งหมดให้อยู่ในรูป log จะได ้

     
(    )

 
            [ ] สมการที่ 11 

น าค่า fluorescence intensity ที่ได้จากการทดลองมาหาความสัมพันธ์ โดยก าหนดให้แกน X คือ ความ

เข้มข้น [ ] และแกน Y คือ    (    )
 

 ซึ่งจะได้ความสัมพันธ์ระหว่าง 2 ตัวแปรออกมาเป็นเส้นตรงตาม

สมการที่ 11 ซึ่งความชันที่ได้จากกราฟเส้นตรงจะเท่ากับค่า stoichiometric ratio  

2.5 พารามเิตอร์ทางอุณหพลศาสตร์ (16) 

 เราสามารถใช้ Enthalpy (  ), Entropy (  ) และ Gibbs free energy (  ) ในการแปลผล

เกี่ยวกับกลไกในการเกิดอันตรกิริยาระหว่างโปรตีน (fluorophore) กับ quencher ที่เราสนใจได้ ซึ่ง

สามารถหาค่า parameters ต่างๆได้จาก van’t Hoff equation  

        
  

  
 
  

 
 สมการที่ 12 

โดยจะน าค่าคงที่ของการเกิดสารประกอบเชิงซ้อน (  ) ที่ค านวณได้จากสมการ modified Stern-

Volmer equation และได้จากการทดลองที่อุณหภูมิต่างกันอย่างน้อย 3 อุณหภูมิ มาหาความสัมพันธ์โดย

ก าหนดให้แกน X คือ  
 
 และแกน Y คือ       จะได้ความสัมพันธ์เป็นเส้นตรงตามสมการ van’t Hoff 

equation โดยสามารถหาค่า Enthalpy (  ) ได้จากความชันของเส้นตรง และ Entropy (  ) ได้จาก

จุดตัดแกน Y จากนั้นน าค่าทั้ง 2 ที่ได้แทนลงในสมการที่ 13 เพื่อหาค่า Gibbs free energy (  ) ดังนี้ 

           สมการที่ 13 

จากงานวิจัยของ Ross PD และคณะ ในปี 1981 (15) ได้ท าการรวบรวมข้อมูลและสรุปสมมติฐานที่

เกี่ยวข้องกับการใช้ตัวแปรทางอุณหพลศาสตร์เพื่อท านายกลไกในการเกิดอันตรกิริยาระหว่างสาร 2 

โมเลกุล นั้นว่าสามารถเกิดอันตรกิริยาระหว่างกันด้วยแรงพันธะชนิดใดดังนี ้(16) 

(1)      และ       อันตรกิริยาที่เกิดข้ึนจะเป็นแบบ hydrophobic interaction 

(2)      และ       อันตรกิริยาที่เกิดข้ึนจะเกิดจากแรง hydrogen bond และแรง van 

de Waals เป็นหลัก 

(3)      และ        อันตรกิริยาเกิดข้ึนได้จากแรง Electrostatic interaction เป็นหลัก 
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บทท่ี 3 

เคร่ืองมือท่ีใช้และวิธีด าเนินการวิจัย 

2.1 สารเคม ี

1) Sodium chloride (NaCl; MW 58.44 g/mole) (Carlo Erba) 
2) Potassium chloride (KCl; MW 74.5513 g/mole) (M&B LTD) 
3) Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4; MW 141.9588 g/mole) (Unilab) 
4) Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4; MW 136.0855 g/mole) (Merck) 
5) Conc. Hydrochloric acid  
6) Conc. Sodium hydroxide  
7) Dimethyl sulfoxide (C2H6OS; MW 76.13 g/mole) (Merck) 

8) TNF-α (R&D Systems) 
9) Curcumin (MW 398.38) 
10) Ethanol (C2H6O; MW 46.07 g/mole) (Macron chemical) 
11) DI water 
12) Ultrapure water  

2.2 วัสดุอุปกรณ์และเครื่องมือ 

1) FP-8200 spectrofluorometer (JASCO) 
2) Micro fluorometer Cell with Teflon stopper, 0.35 มิลลลิิตร 
3) Magnetic stirrer  
4) pH meter รุ่น SevenCompact (Mettler Toledo) 
5) Auto Pipette (Lamda Plus) 
6) เครื่อง centrifuge 

2.3 การเตรียมสารเคมีและตัวอยา่งท่ีน ามาวิเคราะห์ 

1) การเตรียม 10X PBS buffer pH 7.2  
ช่ัง Sodium chloride, Potassium chloride, Disodium hydrogen phosphate และ 
Potassium dihydrogen phosphate หนัก 40, 1, 7.2 และ 1.2 กรัม ตามล าดับ เทสารที่ช่ัง
ทั้งหมดใส่ beaker ขนาด 500 มิลลิลิตร เติม ultrapure water ลงไป 400 มิลลิลิตร น าไปวาง
บนเครื่อง Magnetic stirrer จนเกลือละลายหมด น าไปปรับ pH ให้ได้ 7.2 ด้วย Conc. 
Hydrochloric acid หรือ Conc. Sodium hydroxide จากนั้นเทสารละลายลงใน volumetric 
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flask ขนาด 500 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรจนครบด้วย ultrapure water เทสารละลายใส่ขวดแก้ว
เก็บในตู้เย็น 

2) การเตรียมสารละลาย 1X PBS buffer pH 7.2 
ปิเปตสารละลาย 10X PBS buffer 10 มิลลิลิตร ใส่ลงใน volumetric flask ขนาด 100 
มิลลิลิตร ปรับปริมาตรจนครบด้วย ultrapure water 

3) การเตรียมสารละลายเข้มข้นของทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟา ความเข้มข้น 100 ไมโครโม
ลาร์ 
น าขวดแก้วที่บรรจุทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟาน้ าหนัก 100 ไมโครกรัม ออกจากตู้แช่แข็ง 
วางทิ้งไว้จนมีอุณหภูมิเท่ากับอุณหภูมิห้อง Reconstitute ด้วย ultrapure water ปริมาตร 57 
ไมโครลิตร กลิ้งขวดแก้วบนฝ่ามือจนละลายหมด ปิเปตสารละลายทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-
อัลฟาปริมาตร 10 ไมโครลิตร ด้วย auto pipette ใส่ลงใน appendorf จ านวน 5 อัน น าไปแช่
ในตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส 

4) การเตรียมสารละลายเจือจางของทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟา ความเข้มข้น 1 ไมโครโมลาร์ 
น า appendorf 1 อัน ออกมาจากตู้เย็น วางทิ้งไว้จนมีอุณหภูมิเท่ากับอุณหภูมิห้อง ปิเปต
สารละลายออกมา 2.6 ไมโครลิตร ใส่ลงใน appendorf อีกอันหนึ่ง จากนั้นปิเปตสารละลาย PBS 
buffer ปริมาตร 257 ไมโครลิตร เติมลงไป กลิ้ง appendorf บนฝ่ามือเพื่อให้สารละลายผสมเข้า
กันดี น าไปปั่นเหว่ียงเป็นเวลา 15 วินาที  

5) การเตรียมเคอร์คิวมิน ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ ใน ethanol 
ช่ัง เคอร์คิวมิน หนัก 36.84 มิลลิกรัม เทใส่ใน volumetric flask ขนาด 10 มิลลิลิตร ปิเปต 
DMSO 0.5 มิลลิลิตร ใส่ลงไปเพื่อช่วยการละลาย swirl จนเคอร์คิวมินละลายหมด ปรับปริมาตร
ให้ครบ 10 มิลลิลิตร ด้วย ethanol 

6) การเตรียมสารละลาย 50:50 ethanol/น้ า  
ตวงสารละลาย ethanol และน้ า อย่างละ 50 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดแก้ว swirl สารละลายให้เข้า
กัน 

7) การเตรียมเคอร์คิวมิน ความเข้มข้น 0.1 มิลลิโมลาร์ ใน 50:50 ethanol/น้ า 
ไปเปต 10 มิลลิโมลาร์ เคอร์คิวมิน stock solution 0.1 มิลลิลิตร ใส่ใน appendorf เติม 50:50 
ethanol/น้ า 0.9 มิลลิลิตร จะได้ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ จากนั้นเจือจางต่ออีกครั้งโดยไปเปต
เคอร์คิวมิน ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ 0.1 มิลลิลิตร ใส่ใน appendorf แล้วเติม 50:50 
ethanol/น้ า ลงไป 0.9 มิลลิลิตร จะได้ความเข้มข้น 0.1 มิลลิโมลาร์ 
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2.4 ขั้นตอนการด าเนินการวิจัย 

1) การวัด emission spectrum ของทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟาความเข้มข้น 1 ไมโครโม
ลาร์ 
วัดหา emission spectrum ของทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร-์อัลฟา ความเข้มข้น 1 ไมโครโมลาร์ 
ในสารละลาย PBS buffer pH 7.2 โดยบรรจุสารละลายดังกล่าวปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ใน 
cuvette ขนาด 0.35 มิลลิลิตร และใช้ blank เป็น PBS buffer pH 7.2 บันทึกค่า intensity ที่
ความยาวคลื่น 315 นาโนเมตร (F0) และ spectrum ที่วัดได้ โดยใช้ parameter ต่างๆ ในการวัด
ตามตารางที่ 2 ด้านล่าง 

ตารางที่ 2  Parameter ต่างๆ ที่ใช้ในการวัด Fluorescence intensity ด้วยเครื่อง FP-8200 
spectrofluorometer 

Mode Emission 
Excitation bandwidth 5 nm 
Emission bandwidth 5nm 
Response 0.2 sec 
Sensititvity Low 
Data interval 0.5 nm 
Excitation wavelength 280 nm 
Measurement range 300-400 nm 
Scan speed  200 nm/min 

การท า blank 
ปิเปต PBS buffer ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ใส่ลงใน cuvette น า cuvette ใส่ลงใน sample 
compartment ของเครื่อง แล้วกดวัด blank 

2) การวัด Emission spectrum ของเคอร์คิวมินความเข้มข้น 0.4, 0.8, 1.2, 1.6, 2.0, 2.4, 2.8, 
3.2, 3.6, 4.0, 4.4, 4.8, 5.2, 5.6, 6.0, 6.4, 6.8, 7.2, 7.6 และ 8.0 ไมโครโมลาร์ ตามล าดับ 
เพื่อดู emission spectrum ที่ เกิดข้ึนจากเคอร์คิวมินเมื่อใช้ความยาวคลื่นส าหรับการ 
excitation เท่ากันกับทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟาโดยวัดหา emission spectrum ของ
เคอร์คิวมินซึ่งค่อยๆ ถูกไทเทรตครั้งละ 1 ไมโครลิตร ลงในสารละลาย PBS buffer pH 7.2 
ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ที่บรรจุอยู่ใน cuvette ขนาด 0.35 มิลลิลิตร (จะท าให้ความเข้มข้นของ
เคอร์คิวมินใน cuvette เพิ่มข้ึนตามล าดับข้างต้น) โดยใช้ blank เป็น PBS buffer pH 7.2 และ
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ใช้ parameter ต่างๆ ในการวัดเช่นเดียวกันกับการวัด spectrum ของ TNF-α บันทึกค่า 
intensity ที่ความยาวคลื่น 315 นาโนเมตร และ emission spectrum ที่วัดได ้

การท า blank 
ปิเปต PBS buffer ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ใส่ลงใน cuvette น า cuvette ใส่ลงใน sample 
compartment ของเครื่อง แล้วกดวัด blank  

การไทเทรตสารละลายเคอร์คิวมิน 
บรรจุ PBS buffer ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ใส่ลงใน cuvette ขนาด 0.35 มิลลิลิตร จากนั้นปิ
เปตสารละลายเคอร์คิวมินจาก stock ความเข้มข้น 0.1 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ใส่ลง
ใน cuvette ปิดฝาจุกแล้วพลิกกลับไปมาเพื่อให้สารละลายผสมเข้ากันดี เช็ด cuvette ด้วย
กระดาษเช็ดเลนส์ก่อนใส่ลงใน sample compartment ของเครื่อง แล้วกดวัด 

3) การวัด emission spectrum ของสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟา
และเคอร์คิวมิน 
โดยใช้เทคนิคการไทเทรตสารละลายเคอร์คิวมิน (เช่นเดียวกันกับการทดลองหา emission 
spectrum ของเคอร์คิวมิน) ลงใน cuvette ที่บรรจุทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟาความ
เข้มข้นคงที่ที่ 1 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร และทดสอบการเกดิสารประกอบเชิงซอ้นที่ 
3 อุณหภูมิ ได้แก่ 20, 26 และ 32 องศาเซลเซียส (293, 299 และ 305 เคลวิน) ตามล าดับ 
บันทึกค่า fluorescence intensity ที่ความยาวคลื่น 315 นาโนเมตร (F) และ emission 
spectrum ที่เกิดข้ึน  

การท า blank 
ปิเปต PBS buffer ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ใส่ลงใน cuvette น า cuvette ใส่ลงใน sample 
compartment ของเครื่อง แล้วกดวัด blank  

การวัด Fluorescence intensity และspectrum ของ TNF-α 
ปเิปตสารละลายทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟาจากสารละลายความเข้มข้น 1 ไมโครโมลาร์ 
ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ใส่ลงใน cuvette แล้วน า cuvette ใส่ลงใน sample compartment 
ของเครื่อง FP-8200 spectrofluorometer กดวัด sample  
ปเิปต เคอร์คิวมิน ครั้งละ 1 ไมโครลิตร ใส่ลงใน cuvette ปิดฝาจุก พลิกกลับไปมาให้สารละลาย
ผสมเข้ากัน จากนั้นใส่ cuvette ลงใน sample compartment ของเครื่อง FP-8200 
spectrofluorometer กดวัด sample บันทึก spectrum และค่า Fluorescence intensity  
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4) การศึกษากลไกการเกิดอันตรกิริยา (Quenching mechanism) การหาค่าคงที่ของการเกิด
สารประกอบเชิงซ้อน (Ka) และจ านวนต าแหน่งในการเกิดอันตรกิริยา (n) 

5) การศึกษาทางอุณหพลศาสตร์ (Thermodynamic) ของการเกิดอันตรกิริยาระหว่างเคอร์คิวมิน
และทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟาน าข้อมูลและค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ที่ได้จากการศึกษา 
fluorescence มาค านวณค่าทางอุณหพลศาสตร์โดยใช้สมการ van’t Hoff equation 
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บทท่ี 4 

ผลและอภิปรายผลการวิจัย 

4.1 Emission spectrum ของทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟาความเข้มข้น 1 ไมโครโมลาร์ 

 ลักษณะ emission spectrum ที่ได้จากทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟาเมื่อวัดที่อุณหภูมิ
แตกต่างกัน ดังแสดงในรูปที่ 10 
A.  

 
B.  

 
C.  

 

รูปที่ 10  Emission spectra ของทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟาความเข้มข้น 1 ไมโครโมลาร์ ที่อุณหภูมิ(A) 293 
เคลวิน (B) 299 เคลวิน และ (C) 305 เคลวิน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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. 



19 
 

 
 

 

4.2 Emission spectra ของเคอร์คิวมินความเข้มข้น 0.4, 0.8, 1.2, 1.6, 2.0, 2.4, 2.8, 3.2, 3.6, 

4.0, 4.4, 4.8, 5.2, 5.6, 6.0, 6.4, 6.8, 7.2, 7.6 และ 8.0 ไมโครโมลาร์ 

 ลักษณะ emission spectra ของ เคอร์คิวมิน ดังแสดงในรูปที่ 11 
A.  

 
 

B.  

 
 

C.  

 

รูปที่ 11  Emission spectra ของเคอร์คิวมินที่อุณหภูมิ (A) 293 เคลวิน (B) 299 เคลวิน และ (C) 305 เคลวิน 
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จะเห็นได้ว่าเคอร์คิวมินเมื่อใช้ความยาวคลื่นในการ excitation เท่ากันกับทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-
อัลฟาคือที่ 280 นาโนเมตร จะให้ emission spectra ออกมารบกวน spectrum ของทูเมอร์เนคโครซิส
แฟคเตอร์-อัลฟาในช่วงความยาวคลื่นตั้งแต่ 320 นาโนเมตร เป็นต้นไป ดังนั้นเพื่อเป็นการตัดผลรบกวน
จาก emission spectrum ของเคอร์คิวมิน จึงควรเลือกความยาวคลื่นที่เหมาะสมในการบันทึกค่า 
fluorescence intensity โดยการน า emission spectrum ของสารทั้งสองชนิดมาซ้อนทับกัน โดยใช้ทู
เมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟาความเข้มข้น 1 ไมโครโมลาร์ และเคอร์คิวมินที่ความเข้มข้น 8 ไมโครโม
ลาร์ เนื่องจากเป็นความเข้มข้นสูงสุดที่ใช้ในการทดลอง ซึ่งมีโอกาสส่งผลรบกวนมากที่สุดดังแสดงในรูปที่ 
12  

 

 

รูปที่ 12 Emission spectrum ของทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟา (สีน้ าเงิน) และ เคอร์คิวมิน (สีเขียว) 

ดังนั้นในการบันทึกผล fluorescence intensity ของสารประกอบเชิงซ้อนจึงควรเลือกใช้ความ
ยาวคลื่นที่ต่ ากว่า 320 นาโนเมตร ซึ่งในการทดลองนี้เลือกใช้ที่ 315 นาโนเมตร เนื่องจากมีผลรบกวนจาก     
เคอร์คิวมินน้อยที่สุดและยังคงเป็นช่วง peak ของ emission spectrum ของทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-
อัลฟา 
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4.3 Emission spectrum ของสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟาและ 
เคอร์คิวมิน 

 ลักษณะของ emission spectrum ของสารประกอบเชิงซ้อนดังแสดงในรูปที่ 13 
A.  

 
 

B.  

 
 

C.  

 

รูปที่ 13  Emission spectra ของสารประกอบเชิงซ้อนระหว่าง TNF-α และเคอร์คิวมินที่อุณหภูมิ (A) 293 เคลวิน        
(B) 299 เคลวิน และ (C) 305 เคลวิน 
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 จาก emission spectrum ของสารประกอบเชิงซ้อนที่เกิดข้ึน จะเห็นได้ว่า emission 
spectrum ของทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟาถูกรบกวนโดย emission spectrum ของเคอร์คิวมิน 
(ที่เหลือจากการท าอันตรกิริยา) ในช่วงความยาวคลื่นต้ังแต่ 320 นาโนเมตร (จุดตัดของ spectrum) เป็น
ต้นไป ท าให้ spectrum ในช่วงตั้งแต่ความยาวคลื่นดังกล่าวมี intensity สูงข้ึนเรื่อยๆ ตามความเข้มข้น
ของเคอร์คิวมินที่ไทเทรตลงไป ในทางกลับกันช่วงความยาวคลื่นต่ ากว่า 320 นาโนเมตร ลงไป intensity 
ของ spectrum นั้น มีแนวโน้มที่ลดลงเรื่อยๆ แสดงให้เห็นถึงผลของการเกิดสารประกอบเชิงซ้อน
เนื่องจาก quenching effect เกิดข้ึนเมื่อเคอร์คิวมินเข้าไปเกิดอันตรกิริยากับทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-
อัลฟาจึงท าให้ปริมาณ amino acid residue ที่สามารถปล่อยแสง fluorescence ได้ลดลง จึงท าให้ 
fluorescence intensity โดยรวมของทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟา ลดลง 

4.4 การศึกษากลไกในการเกิดอันตรกิริยาระหว่างทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟาและเคอร์คิวมิน 

การเกิด fluorescence quenching หรือการที่  fluorescence intensity ของ                         
ทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟาลดลงอันเนื่องมาจากการเกิดอันตรกิริยากับ quencher ซึ่งในที่นี้คือ
เคอร์คิวมินนั้น เป็นไปได้สองอย่างคือ dynamic quenching และ static quenching ซึ่งการพิสูจน์ว่า                 
ทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟาและเคอร์คิวมินเกิดปฏิริยากันในรูปแบบใดนั้น สามารถท าได้โดยการ
สังเกตความสัมพันธ์ระหว่างอุณหภูมิที่ใช้ในการท าอันตรกิริยากับค่า Ksv ที่ได้จากสมการ Stern-Volmer      
(สมการที่ 3) ที่แสดงด้านล่าง (9) 

   

 
       [ ]       [ ] (สมการที่ 3) 

จากสมการ Stern–Volmer ซึ่งพล็อตระหว่าง [Q] และ (F0/F) จะได้ค่า Ksv (ค่าความชัน) ที่
อุณหภูมิต่างๆ ดังแสดงในรูปที่ 14 โดยทั่วไปตามทฤษฎีในการเกิด fluorescence quenching นั้น หาก
เพิ่มอุณหภูมิ ข้ึนแล้วท าให้ค่า Ksv เพิ่มข้ึนนั้นแสดงว่ากลไกการเกิดอันตรกิริยาเป็นแบบ dynamic 
quenching ในทางกลับกันหากค่าคงที่ Ksv มีค่าลดลงเมื่อเพิ่มอุณหภูมิข้ึนแสดงว่ากลไกการเกิดอันตร
กิริยาเป็นแบบ static quenching ซึ่งในการยืนยันกลไกการเกิดอันตรกิริยาว่าเป็นแบบใดนั้นมี
ความส าคัญ เนื่องจากหากกลไกการเกิดอันตรกิริยาเป็นแบบ dynamic quenching การเกิดอันตรกิริยา
ระหว่างโมเลกุลจะเป็นเพียงการเข้ามาชนกันเท่านั้น จึงแสดงออกโดยการที่มีค่า Ksv เพิ่มข้ึนเมื่อเพิ่ม
อุณหภูมิขึ้น เนื่องจากแต่ละโมเลกุลมีพลงังานสูงข้ึนเปน็ผลให้โมเลกุลมีการชนกันมากข้ึน แต่หากกลไกการ
เกิดอันตรกิริยาเป็นแบบ static quenching จะเป็นการแสดงให้เห็นถึงการเกิดข้ึนของสารประกอบ
เชิงซ้อนเนื่องจากเมื่ออุณหภูมิสูงข้ึน สารประกอบเชิงซ้อนที่เกิดข้ึนจะไม่เสถียร ส่งผลให้ค่า Ksv มีค่าลดลง 
(9) ซึ่งจากผลการทดลองพบว่าค่า Ksv มีค่าลดลงเมื่อเพิ่มอุณหภูมิข้ึน (ตารางที่ 3) แสดงว่ากลไกในการเกิด
อันตรกิริยาเป็นแบบ static quenching และสามารถยืนยันได้ว่าเกิดอันตรกิริยาระหว่างทูเมอร์เนคโครซิส
แฟคเตอร์-อัลฟากับเคอร์คิวมินไดส้ารประกอบเชิงซ้อนเกิดข้ึนจริง 
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รูปที่ 14  Stern–Volmer plots จากการเกิด quenching ของทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟาโดยเคอร์คิวมินที่
อุณหภูมิ 293, 299 และ 305 เคลวิน (น้ าเงิน, แดง, เขียว) ตามล าดับ 

 

ตารางที่ 3  ค่า Ksv ของการเกิดอันตรกิริยาระหว่างทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟาและเคอร์คิวมินที่
อุณหภูมิ 293, 299 และ 305 เคลวิน 

อุณหภูมิ (เคลวิน) Ksv (x104 Lmol-1) R2 
293 7.29 0.973 
299 5.28 0.973 
305 5.06 0.982 
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4.5 การหาค่าคงท่ีของการเกิดสารประกอบเชิงซ้อน (Ka) 

 เมื่อยืนยันผลการเกิดอันตรกิริยาระหว่างทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟาและเคอร์คิวมินได้ว่า
เป็นแบบ static quenching ดังนั้นจึงใช้สมการ modified Stern–Volmer ในการหาค่าคงที่ของของ
อันตรกิริยาในการเกิดสารประกอบเชิงซ้อน 

 
  

  
 

  

    
 

 

    [ ]
 

 

  
 (สมการที่ 7) 

F0 และ F -  Fluorescence intensity เมื่อไม่มี quencher และเมื่อมี quencher ตามล าดับ 
[Q]  -  ความเข้มข้นของ quencher  
Ka  -  effective quenching constant หรือค่าคงที่ของการเกิดสารประกอบเชิงซ้อน  
fa  -  fraction of accessible fluorescence  

กราฟที่พล็อตระหว่าง 1/[Q] และ F0/ΔF จะเป็นกราฟเส้นตรงที่มีความชันคือ 1/(faKa) และ
จุดตัดแกน Y คือ 1/fa ดังรูปที่ 15 ซึ่งค่าคงที่ของการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนที่ค านวณได้จากความชัน
ของกราฟแสดงในตารางที่ 4 

 

  

 

รูปที่ 15 กราฟความสัมพันธ์ระหว่าง 1/[Q] กับ F0/ΔF 

 

293 K 299 K 

305 K 
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ตารางที่ 4  ค่ า ค ง ที่ ข อ ง ก า ร เ กิ ด ส า ร ป ร ะก อบ เ ชิ ง ซ้ อ นขอ ง ก า ร เ กิ ด อั นต ร กิ ริ ย า ร ะ ห ว่ า ง                              
ทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟาและเคอร์คิวมิน ที่อุณหภูมิ 293, 299 และ 305 เคลวิน 

อุณหภูมิ (เคลวิน) Ka (x105 L mol-1) R2 
293 1.01742 0.9663 
299 1.13409 0.9761 
305 1.38188 0.9706 

 ส าหรับค่า Ka ที่ค านวณได้ในที่นี้ ถือเป็นค่าที่จ าเพาะของการเกิดอันตรกิริยาระหว่างสารคู่หนึ่งๆ 
และจะเห็นได้ว่าค่า Ka ระหว่างทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟาและเคอร์คิวมินมีค่าอยู่ในช่วง 105 ซึ่ง
เมื่อน าไปเปรียบเทียบกับ monoclonal antibody ที่เป็นตัวยับยั้งทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟา 
(TNF-α inhibitor) ที่มีกลไกในการออกฤทธ์ิโดยการจับกับทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟาโดยตรง 
พบว่าตัวยับยั้ง ทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟา มีค่า Ka อยู่ในช่วง 1010 ซึ่งแสดงให้เห็นถึงแรงยึดเหนี่ยว
ที่มีต่อ ทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟานั้นมีสูงกว่าเคอร์คิวมินค่อนข้างมาก ทั้งนี้อาจเนื่องจาก 
monoclonal antibody นั้นถูกออกแบบมาให้มีความจ าเพาะต่อทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟาโดย
เฉพาะ รวมไปถึงเทคนิคที่ใช้ในการหาค่า Ka นั้นอาจแตกต่างกัน จึงท าให้ค่า Ka แตกต่างกันค่อนข้างมาก  

4.6 อัตราส่วนการเกิดอันตรกิริยาหรือจ านวนของต าแหน่งในการเกิดอันตรกิริยา (binding site, n) 

 สามารถค านวณหาจ านวนต าแหน่งในการเกิดอันตรกิริยา (n) ที่มีอยู่บนโปรตีน ได้จากสมการที่ 11  

    *
(    )

 
+             [ ] (สมการที่ 11) 

n   - จ านวน substantive binding site หรือต าแหน่งในการเกิดอันตรกิริยาที่เป็นอิสระต่อกันบน

โปรตีน 

  [Q] - ความเข้มข้นของ quencher  

สามารถค านวณได้จากการพล็อตกราฟระหว่าง    [ ] กับ    *
(    )

 
+  จะได้เป็นกราฟ

เส้นตรงดังรูปที ่16 และความชันเป็นค่า n หรือ จ านวนต าแหน่งในการเกิดอันตรกิริยาโดยจ านวนต าแหน่ง
ในการเกิดอันตรกิริยาที่ค านวณได้จากการทดลองที่อุณหภูมิต่างๆ แสดงในตารางที่ 5 
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รูปที่ 16 กราฟความสัมพันธ์ระหว่าง    [ ] กับ    *
(    )

 
+ 

ตารางที่ 5  จ านวนต าแหน่งในการเกิดอันตรกิริยาของทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟาที่อุณหภูมิ 293, 
299 และ 305 เคลวิน 

อุณหภูมิ (เคลวิน) n R2 
293 0.8037 0.9341  
299 0.8974  0.9781 
305 0.8419  0.983  

 

 จากค่าที่ได้จากความชัน จะเห็นได้ว่าค่า n มีค่าใกล้เคียง 1 ดังนั้นในการเกิดอันตรกิริยาระหว่าง      

ทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟา 1 โมเลกุลจะเข้าท าอันตรกิริยากับเคอร์คิวมิน 1 โมเลกุล 

 

 

293 K 

305 K 

299 K 
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4.7 การศึกษาอุณหพลศาสตร์ของการเกิดอันตรกิริยาระหว่างทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟาและเคอร์

คิวมิน 

ในการท านายแรงยึดเหนี่ยวที่เกิดข้ึนในอันตรกิริยากันระหว่างทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟากับ   

เคอร์คิวมินนั้นสามารถท าได้โดยใช้สมการ van’t Hoff ดังสมการที่ 4 
 

        
  

  
 
  

 
 (สมการที่ 12) 

 Ka  - effective quenching constant ซึ่งเป็นค่าที่ได้จากการค านวณในการศึกษา Fluorescence 

quenching 

R   - gas constant ซึ่งมีค่าเท่ากับ 8.314 JK-1mol-1 

 ΔH - enthalpy 

 ΔS  - entropy 

T  - อุณหภูมิ (เคลวิน) 

 สามารถค านวณหาค่า enthalpy และ entropy ได้โดยพล็อตกราฟระหว่าง 1/T กับ lnKa จะได้

กราฟเส้นตรง ซึ่งความชันมีค่าเท่ากับ ΔH/R และ จุดตัดแกน Y คือ ΔS/R ดังรูปที่ 17 แล้วน าค่า ΔH 

และ ΔS แทนลงในสมการที่ 5 เพื่อหาค่า ΔG และค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ที่ค านวณได้แสดงในตารางที่ 6 

           (สมการที่ 13) 

 

รูปที่ 17 กราฟความสัมพันธ์ระหว่าง  
 
 กับ      
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ตารางที่ 6 ค่า Enthalpy Entropy และ Gibbs free energy ที่ค านวณได้จากสมการที่ 5 

อุณหภูมิ (เคลวิน) ΔH (kJ mol-1) ΔS (J mol-1K-1) ΔG (kJ mol-1) 
293   -28.1 
299 18.9 160.3 -29.0 
305   -29.9 

 

จากค่า ΔH และ ΔS ที่ค านวณได้มีค่ามากกว่า 0 ซึ่งสามารถช่วยท านายแรงยึดเหนี่ยวในการเกิด

อันตรกิริยาได้ว่าเป็นแบบ hydrophobic force เนื่องจากในการเกิดอันตรกิริยาดังกล่าวจะเป็นการที่

โมเลกุลของเคอร์คิวมินเข้าไปแทรกอยู่ในบริเวณที่ไม่ชอบน้ าของทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์ -อัลฟาซึ่ง

ก่อนที่เกิดการเข้าไปแทรกได้น้ัน จะต้องมีการดูดพลังงานเข้าสู่ระบบเพื่อสลายพันธะไฮโดรเจนของน้ าที่

ล้อมอยู่รอบๆ โมเลกุลของ เคอร์คิวมินและบริเวณที่ไม่ชอบน้ านั้นของทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์ -อัลฟา 

ซึ่งท าให้ได้ค่า ΔH เป็นบวก นอกจากนี้การที่โมเลกุลของเคอร์คิวมินเข้าไปแทรกในบริเวณที่ไม่ชอบน้ าของ

ทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟาน้ันท าให้โมเลกุลของน้ าที่มีการจัดเรียงตัวอยู่อย่างเป็นระเบียบในตอน

แรก มีความไม่เป็นระเบียบเพิ่มมากขึ้น จึงท าให้ค่า ΔS เพิ่มข้ึนและมีค่าเป็นบวก จากนั้นเมื่อน าค่า ΔH 

และ ΔS ไปแทนลงในสมการที่ 5 ซึ่งท าให้ได้ค่า ΔG เป็นค่าลบ ซึ่งแสดงให้เห็นอันตรกิริยานั้นเป็นแบบ 

spontaneous reaction คือ     อันตรกิริยาระหว่างทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์-อัลฟาและเคอร์คิวมินนั้น

สามารถเกิดข้ึนได้เอง 
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บทท่ี 5 

สรุปผลการทดลอง 

ปริญญานิพนธ์นี้เป็นการทดลองเพื่อศึกษาอันตรกริิยาระหว่างเคอร์คิวมินกับทเูมอร์เนคโครซสิ

แฟคเตอร-์อัลฟา โดยอาศัยเทคนิค Fluorescence quenching spectroscopy ในอุณหภูมิที่ต่างกัน

สามารถยืนยันได้ว่าอันตรกริิยาระหว่างทั้ง 2 โมเลกลุเกดิข้ึนจริง โดยโมเลกลุทั้งสองสามารถเกิดเป็น

สารประกอบเชิงซ้อนระหว่างกัน โดยพจิารณาจากผลการทดลองตามสมการ Stern-Volmer ที่ให้ค่า Ksv 

แปรผกผันกับอุณหภูมิที่เพิ่มข้ึน มีอัตราการเกิดอันตรกริิยาเท่ากับ 1:1 จากการค านวณอัตราส่วนของการ

เกิดอันตรกิริยา ซึง่มีแรงระหว่างโมเลกลุ คือ แรงไฮโดรโฟบิค ซึ่งได้จากการพจิารณาโดยใช้เกณฑ์ในการ

จ าแนกจากค่า enthalpy และ entropy ที่ค านวณได้จากสมการ van’t Hoff นอกจากนี้ยังพบว่าอันตร

กิริยาทีเ่กิดข้ึนน้ีสามารถเกิดข้ึนได้เอง (spontaneous) โดยการพิจารณาจากค่า Gibbs free energy ที่

น้อยกว่า 0 ซึ่งผลการทดลองนีส้อดคล้องกบัการศึกษาโดยใช้ molecular docking 
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