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ชื่อโครงการ การสังเคราะห์และฤทธิ์ชีวภาพของอะมิโนสเตียรอยด์จากเพรกนินโนโลน 
แหล่งเงิน ประเภททุนรายได ้ สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง  
  ประจ าปีงบประมาณ 2560   
  จ านวนเงินที่ได้รับการสนับสนุน 50,000 บาท 
ระยะเวลาท าการวิจัย 1 ปี  ตั้งแต่ 1 ตุลาคม 2559  ถึง 30 กันยายน 2560 
หัวหน้าโครงการวิจัย ผศ.ดร.พัชนี เจริญยิ่ง  
   ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ 
   สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง 
    
 

บทคัดย่อ 
 
 งานวิจัยนี้เพรกนินโนโลน 4 ถูกน ามาใช้เป็นสารตั้งต้นในการสังเคราะห์อะมิโนสเตียรอยด์ชนิด
ใหม ่โดยการปรับเปลี่ยนหมู่ฟังก์ชันที่วง A ของเพรกนินโนโลน 4 น าไปสู่อะมิโนสเตียรอยด์ 49-57 และ 
59-60 อะมิโนสเตียรอยด์ 49-57 ถูกน ามาทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อจุลินทรีย์ก่อเกิดโรคต่อมนุษย์ในสภาวะ
จ าลองด้วยวิธี disc diffusion จากการทดลองพบว่าอะมิโนสเตียรอยด์ 49-57 ไม่มีฤทธิ์ต้าน
เชื้อจุลินทรีย์ทดสอบทั้งหมด นอกจากนั้น อะมิโนสเตียรอยด์ 49-57 และ 59-60 ถูกน ามาประเมินฤทธิ์
ความเป็นพิษต่อเซลล์ไลน์มะเร็ง 3 ชนิดได้แก่ เซลล์มะเร็งเต้านมชนิด MCF-7 (human breast 
carcinoma cell line) เซลล์มะเร็งเยื่อบุช่องปากและกระพุ้งแก้มชนิด KB (oral human epidermal 
carcinoma cell line) เซลล์มะเร็งตับชนิด HepG-2 (human hepatocellular carcinoma cell 
line) และเซลล์ปกติจากไตของลิงชนิด Vero (African green monkey kidney)  จากการทดลอง
พบว่า อะมิโนสเตียรอยด์ 53 แสดงฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์ไลน์ MCF-7 มากที่สุดที่ความเข้มข้น
ต่ าสุดเท่ากับ 0.70 ไมโครโมล/มิลลิลิตร 
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ABSTRACT 
 

 In this research, pregnenolone 4 was used as a starting material to develop 
new amino steroids. Ring-A modification of pregnenolone 4 resulted in the synthesis of 
amino derivatives 49-57 and 59-60. The amino steroid derivatives 49-57 were 
evaluated for their in vitro antimicrobial properties against human pathogens using disc 
diffusion method. The results found that these derivatives did not show any significant 
activity against human pathogens. The amino steroids 49-57 and 59-60 were also 
tested for their cytotoxicity evaluations against 3 cancer cell lines: human breast 
carcinoma cell line (MCF-7), oral human epidermal carcinoma cell line (KB), human 
hepatocellular carcinoma cell line (HepG-2) and African green monkey kidney (Vero) 
using MTT assay. The results of the in vitro study showed that amino steroid 53 
exhibited significant activity against MCF-7 cell line (IC50 = 0.70 mol/mL). 
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บทท่ี 1 
บทน ำ 

 
1.1 ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 
     ในธรรมชาติมีสเตียรอยด์ที่แตกต่างกันนับร้อยชนิดสามารถตรวจพบได้ทั้งในพืชและสัตว์  การ
ค้นพบสเตียรอยด์เริ่มจากการสกัดจากพืชหรือเนื้อเยื่อของสัตว์ด้วยตัวท าละลายอินทรีย์เช่น อีเทอร์  
คลอโรฟอร์ม  หรือเบนซีน เป็นต้น  สเตียรอยด์เป็นสารประกอบที่มีคุณสมบัติคล้ายกับไขมัน  สามารถ
ละลายได้ดีในตัวท าละลายอินทรีย์และไม่ละลายในน้ า บทบาทส าคัญของสเตียรอยด์ในสิ่งมีชีวิตคือเป็น
ฮอร์โมน สเตียรอยด์ที่ถูกจัดว่าเป็นฮอร์โมนส่วนใหญ่ถูกสังเคราะห์ขึ้นจาก Cholesterol 1 สเตียรอยด์
ฮอร์โมนที่พบในสัตว์มีปริมาณค่อนข้างน้อยจึงไม่สามารถใช้เป็นแหล่งส าคัญของสารดังกล่าวได้  
 

HO  
1 

 

     สเตียรอยด์ (Steroids) เป็นสารธรรมชาติกลุ่มหนึ่งที่ปัจจุบันได้มีการน าไปใช้ประโยชน์อย่างมากเช่น 
ในทางการแพทย์ใช้รักษาโรคข้ออักเสบ  รูมาตอยด์  โรคมะเร็ง หรือในทางการเกษตรใช้ในการควบคุม
แมลงและเพ่ิมผลผลิตพืช เป็นต้น  แต่เนื่องจากในธรรมชาติสเตียรอยด์ที่มาจากพืชและสัตว์นั้นมีปริมาณ
น้อยมาก  ถ้าน าพืชหรือสัตว์มาสกัดแยกสารด้วยเทคนิคทางเคมีอินทรีย์เพ่ือให้ได้สเตียรอยด์ในรูปสาร
บริสุทธิ์จะต้องใช้พืชและสัตว์ในปริมาณมากส่งผลเสียต่อสมดุลทางธรรมชาติ และก่อปัญหาวิกฤตโลกร้อน
ทางอ้อม ด้วยเหตุนี้การน ามาใช้ในทางการแพทย์เพ่ือเป็นตัวยาจึงมักนิยมกระท าโดยวิธีการสังเคราะห์โดย
การน าสเตียรอยด์ที่สังเคราะห์มาจากการเลียนแบบตามธรรมชาติมาเปลี่ยนแปลงหมู่ฟังก์ชันหรือการเพ่ิม
หมู่แทนที่บนส่วนของวงหรือสายโซ่ รวมทั้งการสังเคราะห์โดยวิธีเฉพาะเจาะจงเพ่ือควบคุมสเตอริโอเคมี 
เพ่ือให้ได้สเตียรอยด์สังเคราะห์ชนิดใหม่ ทั้งนี้เพ่ือมุ่งหวังที่จะท าให้คุณสมบัติและการออกฤทธิ์ทางเภสัช
วิทยาในสิ่งมีชีวิตเปลี่ยนแปลง  ซึ่งพบว่าสเตียรอยด์นั้นหากน ามาใช้อย่างถูกตามหลักวิชาการจะก่อให้เกิด
ประโยชน์อย่างมาก สารกลุ่มนี้จึงเป็นที่สนใจอย่างมากกับนักวิจัยด้านเคมีอินทรีย์ที่นิยมการสังเคราะห์
และศึกษาความสัมพันธ์ของโครงสร้างสเตียรอยด์สังเคราะห์กับฤทธิ์ทางชีวภาพ จากโครงสร้างของ
นิวเคลียสหลักประกอบด้วย Perhydrocyclopentanophenanthrene เป็นโครงสร้างหลัก ดังแสดงใน
รูปที่ 1.1 
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รูปที่ 1.1 โครงสร้างหลักของสเตียรอยด์ 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ความแตกต่างของชนิดของสเตียรอยด์แต่ละชนิดจะแปรผันไปตามชนิดของหมู่ฟังก์ชันหรือชนิดของหมู่
ฟังก์ชันบนสายโซ่ที่เกาะอยู่รอบนิวเคลียสหลักของสเตียรอยด์ เช่น Progesterone 2 จะมีหมู่คาร์บอนิลที่
คาร์บอนต าแหน่ง C-3 และ C-20 หรือ Testosterone 3 จะมีหมู่คาร์บอนิลที่คาร์บอนต าแหน่ง C-3 
และหมู่ไฮดรอกซิลที่คาร์บอนต าแหน่ง C-17 จากโครงสร้างที่แตกต่างกันนี้จึงได้ส่งผลถึงคุณสมบัติที่
แตกต่างกันด้วยดังที่ได้กล่าวมาแล้วข้างต้น[1,2] 
 

   

O

O    O

OH

 
     2     3 
 

ด้วยความน่าสนใจของโครงสร้างสเตียรอยด์นี้ ผู้วิจัยจึงสนใจศึกษาแนวทางการสังเคราะห์สเตียรอยด์ชนิด
ใหม่จากสเตียรอยด์ตั้งต้นที่ไม่เป็นพิษต่อสิ่งมีชีวิต โดยการเปลี่ยนหมู่ฟังก์ชันหลักๆ และศึกษาการออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพ จากงานวิจัยที่ผ่านมาของผู้วิจัยได้สังเคราะห์สเตียรอยด์ซัลเฟต 5 โดยเปลี่ยนหมู่ฟังก์ชัน
ของ Pregnenolone 4 จากหมู่ไฮดรอกซิลที่ต าแหน่งคาร์บอนที่ 3 เป็นหมู่ซัลเฟตพบว่า สาร 5 มีฤทธิ์ใน
การยับยั้งเชื้อ Mycobacterium tuberculosis H37Ra อันเป็นสาเหตุของโรควัณโรค และผลการ
ทดสอบเบื้องต้นในด้านการศึกษาฤทธิ์การต้านเชื้อจุลินทรีย์อนุพันธ์ของแอลลิลของเพกนินโนโลน  6 
สามารถออกฤทธิ์ต้านเชื้อแแบคทีเรีย Staphylococus aureus (MRSA), Corynebacterium 
diphtheria, Bacillus subtilis ATCC 26633 และ Pseudomonos aeruginosa ATCC 27853 
ในขณะที่อนุพันธ์แอลลิล ออกซีม 7 ของ Prenenolone 4 สามารถออกฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย C. 
diphtheriae และ Streptococcus mutans ATCC 27175[3]  
 

  HO

O

    RO

R'

 
               4                                               5 R = -SO3H, R= O  
        6 R = CH2CH=CH2 
              7 R = CH2CH=CH2, R= -NOH 
  

     จากงานวิจัยต่อเนื่องของกลุ่มผู้วิจัยยังได้ท าการสังเคราะห์อนุพันธ์อะมิโนเพรกนินโนโลนโดยการ
เปลี่ยนหมู่ไฮดรอกซิลที่คาร์บอนต าแหน่งที่ 3 ให้เป็นหมู่อะมิโนที่เป็นสายโซ่ที่มีความยาวต่างๆ กันหรือบน
สายโซ่มีหมู่ฟังก์ชันอ่ืนเกาะอยู่ และท าการทดสอบเบื้องต้นโดยเน้นศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์และฤทธิ์
ต้านเซลล์มะเร็งพบว่าอนุพันธ์ 8 และ 9 สามารถออกฤทธิ์ในการต้านเซลล์มะเร็ง  human 
hepatocellular liver carcinoma cell lines (HepG-2) หรือเซลล์มะเร็งตับได้ โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 
2.23 ไมโครโมลาร์/มิลลิลิตร และ 2.09 ไมโครโมลาร์/มิลลิลิตร ตามล าดับ[4] 
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R

O

 
      8 R = NH(CH2)6NH2 
      9 R = NHCH2(OH)CH2NH2 
 

 วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัยนี้คือสนใจสังเคราะห์อนุพันธ์ของ Pregnenolone 4 โดยจะท าการ
เปลี่ยนหมู่ฟังก์ชันบนวงหลัก เพ่ือศึกษาแนวทางการเพ่ิมฤทธิ์ทางชีวภาพให้แก่สเตียรอยด์สังเคราะห์ชนิด
ใหม่นี้ โดยเฉพาะสารตั้งต้นที่เลือกใช้ในการสังเคราะห์คือ Pregnenolone 4 จัดเป็น neurosteroid และ
เป็นสเตียรอยด์ที่มีโครงสร้างที่เปลี่ยนมาจาก Cholesterol 1 ซึ่งเป็นสเตียรอยด์ที่พบได้ทั้งในพืชและสัตว์ 
ส าหรับการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของ Pregnenolone 4 นั้นเช่นความเป็นพิษต่อเซลล์ พบว่า 
Pregnenolone 4 มีความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติ (African green monkey kidney fibroblast, Vero) 
น้อยกว่าสเตียรอยด์ชนิดอ่ืนจึงเหมาะสมกับการน ามาเป็นสารตั้งต้น อนุพันธ์ของ Pregnenolone 4 จะ
ถูกน ามาทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพได้แก่ฤทธิ์ต้านเชื้อจุลินทรีย์และศึกษาฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์ 
โดยเฉพาะการต้านเซลล์มะเร็งชนิดต่างๆ ซึ่งเป็นที่ทราบกันดีอยู่แล้วว่ามะเร็งเป็นโรคร้ายที่คร่าชีวิตใน
อัตราการเสียชีวิตที่สูง และผู้ป่วยโรคนี้จะมีความทรมานมาก นักวิจัยจึงพยายามหาตัวยาใหม่ๆที่
ประกอบด้วยนิวเคลียสของสเตียรอยด์ทั้งจากสารธรรมชาติและการสังเคราะห์สารออกฤทธิ์เลียนแบบ
ธรรมชาติในห้องปฏิบัติการ จากข้อมูลเบื้องต้นของงานวิจัยที่กล่าวมาผู้วิจัยคิดว่าโครงการวิจัยนี้จะเป็น
แนวทางหนึ่งในการประยุกต์ด้านเภสัชวิทยากล่าวคือ สามารถสังเคราะห์สเตียรอยด์ชนิดใหม่ที่สามารถ
น าไปเป็นตัวยารักษามะเร็งหรือเป็นส่วนผสมในยารักษามะเร็งชนิดใหม่ได้ สามารถใช้ทดแทนสเตียรอยด์
ธรรมชาติที่ออกฤทธิ์ต้านมะเร็งได้ และรวมถึงสเตียรอยด์ชนิดใหม่ที่สามารถออกฤทธิ์ต้านเชื้อจุลินทรีย์ได้ 
 

1.2 วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 
      1. เพ่ือเป็นแนวทางในการสังเคราะห์สเตียรอยด์ชนิดใหม่จาก Pregnenolone 4 โดยการเลือกใช้
สารเข้าท าปฏิกิริยาและเทคนิคในการสังเคราะห์ที่เหมาะสม 
      2. เพ่ือศึกษาการออกฤทธิ์ทางชีวภาพของสเตียรอยด์ชนิดใหม่ที่สังเคราะห์ได้ 
       

1.3 ขอบเขตของกำรวิจัย 
      1. ท าการสังเคราะห์สเตียรอยด์ชนิดใหม่จาก Pregnenolone 4 
      2. ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสเตียรอยด์ที่สังเคราะห์ได้ 
 

1.4 วิธีด ำเนินงำนวิจัย 
      1. ท าการสังเคราะห์สเตียรอยด์ชนิดใหม่โดยการดัดแปลงหมู่ฟังก์ชันของ Pregnenolone 4 
      2. ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสเตียรอยด์สังเคราะห์ได้แก่ฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ด้วยวิธี Disk Diffusion  
      3. ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์โดยใช้เซลล์ไลน์ของเซลล์มะเร็งเต้านมชนิด MCF-7 (Human 
breast adenocarcinoma cell line) เซลล์มะเร็งตับชนิด HepG-2 (Hepatocellular carcinoma 
cell line) เซลล์มะเร็งเยื่อบุช่องปากและกระพุ้งแก้มชนิด KB (Oral human epidermal carcinoma 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



4 

 

cell line) และเซลล์ไตลิงปกติ (African green monkey kidney fibroblast, Vero) ด้วยวิธี MTT 
assay  
 

1.5 กรอบแนวควำมคิดในกำรท ำวิจัย 
     ปลายทศวรรษของปี  ค.ศ. 1930 ได้มีการพัฒนาวิธีการสังเคราะห์สเตียรอยด์หลายชนิดขึ้นและ 
Equilenin 10 เป็นสเตียรอยด์ฮอร์โมนตัวแรกท่ีได้จากการสังเคราะห์  
 

 
10 
 

ปัจจุบันการสังเคราะห์สารดังกล่าวในปริมาณมากอาจใช้วิธีแบบกึ่งสังเคราะห์ (semi-synthesis) ซึ่งเป็น
การสังเคราะห์ที่เริ่มจากสารตั้งต้นในธรรมชาติซึ่งมีขั้นตอนการสังเคราะห์และค่าใช้จ่ายในการสังเคราะห์
น้อยกว่า ซึ่งได้ให้ความสนใจกับสเตียรอยด์ที่ได้จากพืชเนื่องจากมีปริมาณสารตั้งต้นค่อนข้างสูง 
นอกจากนั้นยังพบว่าสเตียรอยด์จากพืชร่างกายสามารถดูดซึมเพ่ือเอาไปใช้ทดแทนฮอร์โมนสเตียรอยด์ได้
ทันที จากโครงสร้างหลักของสเตียรอยด์ที่ประกอบด้วยวงหกเหลี่ยมมาเชื่อมต่อกัน หมู่แทนที่ต่างๆ ที่มา
เกาะจะเป็นหมู่ฟังก์ชันที่คล้ายคลึงกันมีคุณสมบัติทั้งมีขั้วและไม่มีขั้ว จึงท าให้สเตียรอยด์มีคุณสมบัติที่
หลากหลาย นักเคมีได้ใช้ปฏิกิริยาเฉพาะทางเคมีอินทรีย์ในการปรับเปลี่ยนหมู่ฟังก์ชันและรวมถึง
โครงสร้างเพื่อเป็นการน าไปสู่สเตียรอยด์ชนิดใหม่ และรวมทั้งเป็นแนวทางไปสู่การสังเคราะห์สเตียรอยด์
เลียนแบบธรรมชาติ โดยการเลือกใช้รีเอเจนต์หรือสารเข้าท าปฏิกิริยาที่เฉพาะเจาะจง และควบคุมสภาวะ
ที่เหมาะสมเพื่อจะได้สารผลิตภัณฑ์ที่มากพอต่อการน าไปใช้ในการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพ จากรายงานการ
วิจัยการปรับเปลี่ยนโครงสร้างมักมุ่งเน้นไปที่หมู่ฟังก์ชันเป็นส่วนใหญ่ ที่  ring A และ ring B หรือหมู่
ฟังก์ชันที่สายโซ่ด้านข้าง การเกิดปฏิกิริยาของหมู่ฟังก์ชันบนโครงสร้างสเตียรอยด์จะขึ้นกับต าแหน่งบน
โครงสร้าง ความส าคัญในการเกิดปฏิกิริยาคือคาร์บอนต าแหน่งที่ 3 11 17 และ 20 ตัวอย่างเช่น การเข้า
ท าปฏิกิริยาของนิวคลีโอไฟล์ที่หมู่คาร์บอนิล การเกิดปฏิกิริยารีดักชันโดยไฮไดรด์ไอออน การเกิดคีทาล 
(ketal formation) และปฏิกิริยาการเพ่ิมโดยกรินยาร์ดรีเอเจนต์ สามารถเรียงล าดับต าแหน่งที่ว่องไวใน
การเกิดปฏิกิริยาได้คือ 3  17  20  11 นอกจากนั้นปฏิกิริยาของสเตียรอยด์ยังมีความ
เฉพาะเจาะจงทางสเตอริโอเคมี (Stereoselectivity in steroids) เช่น การเกิดปฏิกิริยา Catalytic 
hydrogenation ของ Ergosterol acetate 11 จะเกิดปฏิกิริยาที่พันธะคู่แบบ cis-addition ทางด้าน
พันธะคู่ท่ีมีความเกะกะน้อย[5] 
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  11                                    12 
 

     สารกลุ่มสเตียรอยด์ที่ได้รับความสนใจในการปรับเปลี่ยนหมู่ฟังก์ชันโดยการปรับเปลี่ยนโดยใช้สารเคมี 
(Chemical transformation) แสดงตัวอย่างได้ดังนี้ จากงานวิจัยของ Savage และคณะ[6] ได้
สังเคราะห์ triamine derivatives 13 และ 14 ของกรดโคลิก พบว่าอนุพันธ์ทั้งสองมีฤทธิ์ต้าน
เชื้อจุลินทรีย์ 
 

          
                  13                         14 
 

     Loncle และคณะ[7]  ได้ท าการสังเคราะห์  7-amino และ polyaminosterol  จาก  3β- 
acetoxy-7-keto-5α-cholestane 15 โดยท าปฏิกิริยา  reductive  amination  กับ  Ti(OR)4  และ  
NaBH4  ท าการก าจัดหมู่แอซิเตตด้วย  K2CO3 ใน MeOH : CHCl3 (1:1) พบว่าสารผลิตภัณฑ์ 16  มี
ความสามารถในการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ที่ก่อให้เกิดโรคต่อมนุษย์และมีความว่องไวในการต่อต้านเชื้อ
แบคทีเรียแกรมบวกที่ส่งผลคล้ายกับ  Staphylococcus  aureus  และ  S.  faecalis 
 

 
       16  

 

     Khan และคณะ[8] ได้ท าการสังเคราะห์  7α-Aminosteroids  จาก  3-dioxolane-22-tert–
butyldimethylsilyloxy-23,24-bisnor-5α-cholan-7-one  พบว่าสาร 17 มีคุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อ
แบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ  โดยเฉพาะมีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้งเชื้อ  Streptococcus  
pyogenes  308A  
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     17 

 

     Radu และคณะ[9] ได้ท าการสังเคราะห์ 3-aminosterone 20 จาก 3-estrone 18 ซึ่งนิยมใช้ 3-
aminosterone 20 เป็นสารตั้ งต้นในการเตรียมสเตียรอยด์ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพโดยเตรียมผ่าน 
diphenylketimine 19 พบว่าเป็นวิธีการที่สามารถเพ่ิมเปอร์เซ็นต์ของสารผลิตภัณฑ์ เพ่ือหลีกเลี่ยงการ
ใช้อุณหภูมิที่สูงในการเกิดปฏิกิริยาและความบริสุทธิ์ต่ า  
 

  
                 18             19                   20 
 
     Kim และคณะ[10] ได้ท าการสังเคราะห์อะมิโนสเตียรอยด์ 21 โดยการท าปฏิกิริยา amination ของ 
3-ketosteroid ด้วยเอมีน ซึ่งวิธีการสังเคราะห์เป็นแนวทางหนี่งที่น ามาประยุกต์ใช้ในการสังเคราะห์ 
Squalamine อะมิโนสเตียรอยด์จากฉลามพันธุ์ Dog fish ที่มีฤทธิ์ต้านเชื้อจุลินทรีย์แกรมบวก แกรมลบ 
และเชื้อรา 
 

 
      21 
 

     Kihel และคณะ[11] ได้ท าการสังเคราะห์ spermidinylcholesterol 22 และศึกษาฤทธิ์การต้าน
ความเป็นพิษของเซลล์ทั้งนี้เพ่ือพัฒนาต่อเป็นยาต้านเซลล์มะเร็ง 
 

 
22 
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     Huang และคณะ[12] ได้ท าการสังเคราะห์ dehydroepiandrosterane quinolone-4-
methanylidenehydrazone 23 และศึกษาฤทธิ์การต้านความเป็นพิษของเซลล์พบว่าสาร 23 มีฤทธิ์
ต้านชื้อมะเร็ง Hela และ HT-29 มีค่า IC50 เท่ากับ 6.6 และ 5.9 ไมโครโมล/ลิตร ตามล าดับ 
 

 
23 
 

     จากการปรับเปลี่ยนโครงสร้างนี้จะได้อนุพันธ์ของสเตียรอยด์ที่มีหมู่ฟังก์ชันที่หลากหลายมากยิ่งขึ้น
และเมื่อน าไปทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ พบว่าสเตียรอยด์เหล่านี้มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่แตกต่างกันออกไป 
นอกจากนั้นยังสามารถน าสเตียรอยด์สังเคราะห์ไปเป็นสารต้นแบบในการเตรียมสเตียรอยด์ชนิดใหม่ได้อีก 
 

1.6 ค ำส ำคัญของกำรวิจัย 
 เพรกนินโนโลน (Pregnenolone) 
 สารอนุพันธ์ (Derivatives) 
 ฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ (Antimicrobial) 
 ความเป็นพิษต่อเซลล์ (Cytotoxicity) 
  

1.7 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 
      1. สามารถสังเคราะห์สเตียรอยด์ชนิดใหม่จาก Pregnenolone 4 
      2. ทราบถึงฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ของสเตียรอยด์สังเคราะห์ 
       3. ทราบถึงฤทธิ์ของสเตียรอยด์สังเคราะหใ์นการต้านความเป็นพิษต่อเซลล์ 
      4. เป็นข้อมูลเบื้องต้นส าหรับการพัฒนาเพื่อผลิตส่วนผสมของยาที่มีฤทธิ์ในการต้านเชื้อจุลินทรีย์และ
ความเป็นพิษต่อเซลล์เพ่ือเป็นการน าไปสู่การผลิตเชิงพาณิชย์ 
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บทท่ี 2 
ทฤษฏีและงำนวิจัยที่เกีย่วข้อง 

 
2.1 ทฤษฏีที่เกี่ยวข้อง 
      สเตียรอยด์ (Steroids) เป็นหนึ่งในสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ (Natural Product) ที่มี        
ความส าคัญต่อสิ่งมีชีวิต พบได้ทั้งในพืชและสัตว์ จากการวิจัยพบว่า สารกลุ่มสเตียรอยด์มีฤทธิ์ทางเภสัช
วิทยา ปัจจุบันจึงนิยมใช้สารประเภทสเตียรอยด์ในทางการแพทย์เช่น รักษาโรคไขข้อ โรคหืด บ ารุงหัวใจ 
และเป็นส่วนผสมในยาคุมก าเนิดซึ่งถูกน าไปใช้ในการแก้ปัญหาประชากรที่เพ่ิมขึ้น[13] แต่สเตียรอยด์เช่น 
Cholesterol 1 เป็นสเตียรอยด์อีกชนิดหนึ่งซึ่งเป็นสาเหตุในการเกิดไขมันอุดตันในเส้นเลือดซึ่งเป็นปัญหา
ต่อสุขภาพของมนุษย์อย่างมาก สเตียรอยด์ที่ได้จากพืชธรรมชาติถูกน ามาใช้เป็นยารักษาโรค เช่น G-
strophanthin ได้จากเมล็ดของ Strophanthus qratus Baillon ใช้รักษาโรคหัวใจวายฉับพลัน 
Ruscogenin ได้จากต้น Ruscus aculeatus  วงศ์ Liliaceae ใช้รักษาโรคริดสีดวงทวาร Scillaren 
A[14] ได้จากส่วนใบบนหัวใต้ดินของ Urginea maritima Baker วงศ์ Liliaceae ใช้เป็นยาขับเสมหะที่
ออกฤทธิ์บ ารุงหัวใจและมีฤทธิ์ขับปัสสาวะด้วย สารกลุ่มสเตียรอยด์ยังเป็นฮอร์โมนของพืชและสัตว์เช่น  
โปรเจสเทอโรน (Progesterone) เป็นฮอร์โมนเพศหญิงสามารถฉีดให้ผู้ป่วยที่ขาดฮอร์โมนเพศหญิงได้ 
สเตียรอยด์ยังมีฤทธิ์ที่ส าคัญอ่ืนๆ ในร่างกายของมนุษย์อีกเช่น เป็นสารตั้งต้นในการสังเคราะห์ vitamin D 
และ เป็น emulsifying agent[15] พืชสามารถสร้างสารกลุ่มสเตียรอยด์ขึ้นโดยผ่านกระบวนการทางชีว
สังเคราะห์ (Biosynthesis) 
     สเตียรอยด์เป็นสารประกอบที่เป็นของแข็ง จัดเป็นอนุพันธ์ของสารที่มีโครงสร้างเป็นวงที่เรียกว่า 
Perhydrocyclopentanephenanthrene ประกอบด้วยวงหกเหลี่ยม 3 วง คือ วง A วง B วง C และมี
วงห้าเหลี่ยม 1 วง คือ วง D ที่เชื่อมต่อกัน  
 

A B

C D

 
 

จากโครงสร้างหลักของสเตียรอยด์ที่ประกอบด้วยวงหกเหลี่ยมและห้าเหลี่ ยมมาเชื่อมต่อกัน หมู่แทนที่
ต่างๆ ที่มาเกาะหรือหมู่ฟังก์ชันจะมีลักษณะคล้ายคลึงกัน นักเคมีได้ใช้ปฏิกิริยาเฉพาะทางเคมีอินทรีย์ใน
การปรับเปลี่ยนโครงสร้างและ/หรือหมู่ฟังก์ชันซึ่งจะเป็นอีกวิธีหนึ่งที่จะเป็นการน าไปสู่การสังเคราะห์ 
สเตียรอยด์ชนิดใหม่ได้ โดยการเลือกใช้สารที่เข้าท าปฏิกิริยา (reagent) และสภาวะที่ใช้ในการท า
ปฏิกิริยาที่เหมาะสม รวมทั้งชนิด จ านวน ต าแหน่งและสเตอริโอเคมีของหมู่ฟังก์ชันที่สายโซ่ด้านข้างก็เป็น
สิ่งที่น่าสนใจในการสังเคราะห์ ซึ่งจะเป็นผลดีอย่างมากถ้าพบว่า สเตียรอยด์สังเคราะห์นั้นมีฤทธิ์ทาง
ชีวภาพที่แตกต่างกันออกไปด้วย สเตียรอยด์ที่เป็นต้นแบบชนิดแรกคือ Cholesterol 1 จัดเป็นได้ทั้งลิปิด 
สเตียรอยด์ และแอลกอฮอล์ พบในเยื่อหุ้มเซลล์ของทุกเนื้อเยื่อในร่างกายและถูกขนส่งในกระแสเลือดของ
สัตว์  Cholesterol 1 ส่วนใหญ่ไม่ได้มากับอาหารแต่จะถูกสังเคราะห์ขึ้นภายในร่างกายจะสะสมอยู่มาก
ในเนื้อเยื่อของอวัยวะที่สร้างมันขึ้นมาเช่น ตับ ไขสันหลัง (spinal cord) สมองและผนังหลอดเลือด 
(atheroma) Cholesterol 1 มีบทบาทในกระบวนการทางชีวเคมีมากมาย แต่ที่รู้จักกันดีคือ เป็นสาเหตุ
ท าให้เกิดโรคหัวใจและระบบหลอดเลือด (cardiovascular disease) และภาวะคอเลสเตอรอลในเลือด
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สูง (Hypercholesterolemia)[15] สเตียรอยด์ที่ถูกจัดเป็นฮอร์โมนส่วนใหญ่จะถูกสังเคราะห์ขึ้นจาก 
Cholesterol 1 โดยกระบวนการสังเคราะห์ทางชีวภาพซึ่งมีเอนไซม์ที่แตกต่างกันเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา ใน
แต่ละวันร่างกายจะผลิตสเตียรอยด์ขึ้น  20 ถึง 30  หน่วย เพ่ือควบคุมฮอร์โมนต่างๆในร่างกายและกด
ภูมิคุ้มกันให้สมดุล  รักษาความสมดุลของเกลือแร่  อิเล็กโทรไลต์และน้ า  โดยใช้ Cholesterol 1เป็นสาร
ตั้งต้นในการผลิต  สเตียรอยด์จะถูกผลิตขึ้นทุกเช้าหลังจากการนอนหลับพักผ่อนมาจนเต็มที่แล้วสมองจะ
สั่งการผลิตฮอร์โมนสเตียรอยด์โดยต่อมหมวกไตจะน า Cholesterol 1 มาเปลี่ยนเป็นสเตียรอยด์ตัวอ่ืนๆ  
โครงสร้างหลักมีอยู่  2  ชนิดคือ  Cortisol 24  มีประโยชน์ในการบรรเทาอาการอักเสบ  ควบคุมสมดุล
ของเกลือแร่และน้ า  รวมถึงเมตาบอลิซึมของคาร์โบไฮเดรต  โปรตีนและไขมัน  อีกชนิดคือ 
Aldosterone 25  ท าหน้าที่ควบคุมสมดุลเกลือแร่ในร่างกาย  แต่ถ้ามี Aldosterone 25  หลั่งออกมา
มากเกินไปก็จะท าให้ร่างกายขับโพแทสเซียมออกมา  กล้ามเนื้ออ่อนแรงและท าให้มีความดันโลหิตสูงได้ 
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2.2 ประเภทของสเตียรอยด์[16] 
      สเตียรอยด์แบ่งประเภทโดยอาศัยฤทธิ์ทางสรีระ (Physiological activities) และลักษณะโครงสร้าง
ทั่วไปได้ 6 ประเภทใหญ่ๆ ดังนี้ 

2.2.1 Sterols 
         Sterols คือ สเตียรอยด์ที่มีหมู่ไฮดรอกซิลอย่างน้อย 1 หมู่ ที่คาร์บอนต าแหน่งที่ 3 เช่น 
Cholesterol 1 
 2.2.2 Vitamin D Precursors 
         Vitamin D Precursors คือ สเตียรอยด์ที่มีบทบาทส าคัญในกระบวนการเมทาบอลิซึม
ของแคลเซียมและฟอสฟอรัสในกระดูก ถ้าร่างกายขาดสารกลุ่มนี้จะส่งผลกระทบต่อกระดูกสเตียรอยด์
กลุ่มนี้จะเกิดการเปลี่ยนแปลงทางเคมีเม่ือถูกเร่งด้วยแสงอัลตราไวโอเลตเป็นส่วนใหญ่แล้วให้วิตามิน D  

2.2.3 Glycosides ของ sterols 
         Glycosides ของ sterols คือ สเตียรอยด์ที่ได้จากการเชื่อมต่อแบบ Glycosidic linkage 
(Ether linkage) ระหว่างสเตียรอยด์ (Cholesterol 1 และ Phytosterol อ่ืนๆ) กับน้ าตาลชนิดต่างๆ 
จ านวนหนึ่งหรือหลายโมเลกุล ดังนั้น Steroidal glycosides จึงมีโครงสร้างตั้งแต่ง่ายไปจนถึงโครงสร้างที่
ซับซ้อนโดยขึ้นกับชนิดและจ านวนน้ าตาลในโมเลกุล สารกลุ่มนี้ละลายน้ าได้ดีเช่นเดียวกับผลิตภัณฑ์
ธรรมชาติอ่ืน เช่น กลุ่มฟีนอลิก ดังตัวอย่างการไฮโดรไลซิส Digoxcin 26 เป็น Digoxigenin 27 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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                         26                                                       27 
 

2.2.4 สารกลุ่ม Ecdysones  
         Ecdysone 28 เป็นสเตียรอยด์ฮอร์โมนที่เกี่ยวข้องกับการลอกคราบของตัวอ่อนแมลง 
(insect moulting hormone) Ecdysone สกัดแยกได้ครั้งแรกจากดักแด้ของตัวไหมชื่อ Bombyx mori 
สารกลุ่มนี้ยังพบในพืชชั้นสูงอีกด้วย Ecdysone มีโครงสร้างดังนี้ 
 

 
28 

 
2.2.5 Bile acids และ alcohols 

        สารสองกลุ่มนี้มีความสัมพันธ์กันแต่ที่มีผลทางชีวภาพ คือ Bile acids 29 หรือ 30 โดย
มักจะอยู่ในรูปสารประกอบเอไมด์ ที่เกิดจากการเชื่อมต่อระหว่าง Bile acids กับ Glycine ได้สาร
ผลิตภัณฑ์คือ สาร 31 และ Bile acids กับ Taurine ได้สารผลิตภัณฑ์คือ สาร 32 ดังโครงสร้างต่อไปนี้ 
 

 
 

  29, 30 ; R1R2 = H or OH       
   31; X = -NH-CH2-COONa 

        32; X = -NH-CH2CH2-COONa 
 
2.2.6 Steroid hormones 
       Steroid hormones คือ สเตียรอยด์ที่เป็นฮอร์โมนแต่แตกต่างไปจากกลุ่ม Ecdysone ทั้ง

โครงสร้างและแหล่งก าเนิด แบ่งเป็น 4 ประเภท คือ Corticosteroids Gestogens Androgens และ 
Estrogens โดยสเตียรอยด์ทั้ง 4 ประเภทพบในมนุษย์และสัตว์ ซึ่งเกิดจากสเตียรอยด์ที่จัดเป็นสารมัธ
ยันตร์ที่ส าคัญ คือ Pregnenolone 4 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.3 สมบัติทำงเคมีของสเตียรอยด์[5] 
      ในการ เกิ ดปฏิ กิ ริ ย า เ คมี  ก า รที่ จ ะทราบถึ ง กา รก าหนดทิ ศทา งการ เ ข้ าท าปฏิ กิ ริ ย า  
(Regioselectivity) และการเลือกท าปฏิกิริยาที่มีสเตอริโอเคมีแน่นอน (Stereoselectivity) ในการ
เกิดปฏิกิริยาได้นั้น จ าเป็นต้องศึกษาจากปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจริงในการทดลอง ซึ่งในที่นี้จะขอกล่าวเฉพาะ
การก าหนดทิศทางการเข้าท าปฏิกิริยา (Regioselectivity) เท่านั้น  
      การเกิดปฏิกิริยาของหมู่ฟังก์ชันบนโครงสร้างสเตียรอยด์จะขึ้นกับต าแหน่งบนโครงสร้าง ล าดับ
ความส าคัญของต าแหน่งคาร์บอนอะตอมในการเกิดปฏิกิริยาคือ 3 11 17 และ 20 เช่น การเข้าท า
ปฏิกิริยาของนิวคลีโอไฟล์ที่หมู่คาร์บอนิล การเกิดปฏิกิริยารีดักชันโดยไฮดรายด์ไอออน การเกิดคีทาล 
(ketal formation) และปฏิกิริยาการเพ่ิมเข้าโดยกรินยาร์ดรีเอเจนต์ สามารถเรียงล าดับต าแหน่งที่ว่องไว
ในการเกิดปฏิกิริยาได้คือ 3  17  20  11 ตัวอย่างความเฉพาะเจาะจงในการเกิดปฏิกิริยารีดักชัน
ของ 5-androstane–3,17-dione 33 เป็น 3-hydroxy-5-androstane-17-one 34 แสดงให้เห็น
ว่าต าแหน่งที่ 3 สามารถเกิดปฏิกิริยาไดว้่องไวกว่าต าแหน่งที่ 17 
 

 
                                        33                                        34 
 

ถ้ามีความไม่อ่ิมตัวของโครงสร้างในลักษณะมีพันธะคู่อยู่ที่ต าแหน่ง  และ  (,-Unsaturation) จะ
ลดความสามารถในการเกิดปฏิกิริยารีดักชัน แต่ไม่รวมถึงการเกิดคีทาล (ketal) เช่นการเกิดปฏิกิริยา
รีดักชันของ androst-4-ene-3, 17-dione 35 ที่ต าแหน่งที่ 17 ให้ Testosterone 3 
 

 
                                    35                                         3 
 

     ปฏิกิริยาในการเกิดคีทาล (ketal) เป็นปฏิกิริยาที่ส าคัญในการป้องกันหมู่คาร์บอนิล เช่น ปฏิกิริยา
ของ Cortisone 36 กับ ethylene glycol ในกรดสามารถป้องกันหมู่คาร์บอนิลได้ 2 หมู่ ที่ต าแหน่งที่ 3 
และ 20 ได้สาร 37 จะเห็นว่าหมู่คาร์บอนิลที่ต าแหน่งที่ 3 และ 20 สามารถเกิดปฏิกิริยาดีกว่าหมู่คาร์บอ
นิลที่ต าแหน่งที่ 11  
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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                           36                                                       37 
 

     โครงสร้างของสาร 38 ประกอบด้วยหมู่คีทาล (ketal) 2 หมู่ เมื่อท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสในสภาวะ
กรดได้สารผลิตภัณฑ์ 39 ที่มีหมู่คีทาลเพียง 1 หมู่ เฉพาะที่คาร์บอนต าแหน่งที่ 3 เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิ
สมากกว่าที่ต าแหน่งที่ 20 สรุปได้ว่าต าแหน่งที่ 3 มีความว่องไวในการเกิดปฏิกิริยามากที่สุด Cortisone 
39 เป็นสารที่มีพันธะคู่ท่ีต าแหน่งที่ 4 จากโครงสร้างที่คาร์บอนเชื่อมต่อกันด้วยพันธะคู่สามารถเพ่ิมความ
เสถียรโดยมีระบบคอนจุเกตกับหมู่คาร์บอนิลที่ต าแหน่งที่ 3 เมื่อหมู่คาร์บอนิลที่ต าแหน่งที่ 3 เกิดเป็นคี
ทาล ท าให้ระบบคอนจุเกตเสียไป ส่งผลให้เกิดไอโซเมอร์ที่มีพันธะคู่ท่ีต าแหน่งที่ 5 และ 6 38 หลังจากนั้น
สามารถเกิดพันธะคู่ท่ีต าแหน่งที่ 4 และ 5 ได้สาร 39  
 

 
                            38                                                         39 
 

     สาร 40 เมื่อท าปฏิกิริยากับ LiAlH4 (Lithium aluminium hydride) จะท าปฏิกิริยารีดักชันหมู่คาร์
บอนิลที่ต าแหน่งที่ 11 ให้หมู่ไฮดรอกซิล เป็นสาร 41  
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O
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O

O  
                                40                                                        41 
                                                      
จากนั้นเมื่อน าสาร 41 ท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสด้วยกรดซัลฟูริกเกิดการถอดหมู่คีทัลออก ให้สารผลิตภัณฑ์ 
Hydrocortisone 42 
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2.4 งำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
       แนวทางการสังเคราะห์อนุพันธ์ของเพรกนินโนโลนและผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพได้ถูกกล่าวถึง
โดย Banday และคณะ[17] สังเคราะห์ chalconyl pregnenolones โดยการท าปฏิกิริยาที่หมู่เมทิลคีโต
ของ C-20 พบว่า chalconyl pregnenolone 43 มีฤทธิ์การยับยั้งเชื้อ B. subtills มี zone of 
inhibition เท่ากับ 20 มิลลิเมตร เมื่อเปรียบเทียบกับตัวยา Kenamycin 
 

HO

O
O

 
43 

 

     Shervington และคณะ[18] สังเคราะห์อนุพันธ์ไนโตรของเพรกนินโนโลน 44 พบว่ามีฤทธิ์ต้านเซลล์ 
lung large cell carcinoma (H460) cell lines ได้ดีมาก 
 

O

O

O

NO2

N(CH2CH2Cl)2

 
44 

 
     Banday และคณะ[19] สังเคราะห์ 1,2,3-triazolyl 20-keto pregnenanes 45 โดยเลือกท า
ปฏิกิริยาที่วง D และศึกษาความสัมพันธ์ของหมู่แทนที่ต่อโครงสร้างในการออกฤทธิ์การต้านเซลล์มะเร็ง
ตับ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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     Bandy และคณะ[20] สังเคราะห์อนุพันธ์ 17-pyrazolinyl 46 จากเพรกนินโนโลน  พบว่าสาร 46 
สามารถออกฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็งเต้านมในระดับที่ดี 
 

HO

N
N
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     Choudhary และคณะ[21] สังเคราะห์อนุพันธ์เพรกนินโนโลน 47 ที่ออกฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็งตับ 
(HepG-2) ให้ค่า IC50 เท่ากับ 11.03 ไมโครโมลาร์ เมื่อเปรียบเทียบกับ Doxoribicin 
 

  HO

N

N

R2

R1

 
47 R1 = 2-furyl; R2 = 2,4-dichlorophenyl 
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บทที่  3 
วิธีกำรด ำเนินงำนวิจัย 

 

3.1 กำรทดลองทั่วไป 
      ตัวท าละลายอินทรีย์ได้แก่ hexane, dichloromethane (DCM), ethyl acetate และ methanol 
(เกรดการค้า, Zen point) ที่ใช้ส าหรับการท าคลอลัมน์โครมาโทกราฟีถูกน ามาผ่านกระบวนการกลั่นก่อน
น าไปใช้ทุกครั้ง ส่วนสารเคมีท่ีได้จากการซื้อจะน ามาใช้โดยปราศจากการท าสารให้บริสุทธิ์ 
     ตัวท าละลายพิริดีน (เกรดวิเคราะห์, Lab scan) ที่ใช้ในการทดลอง ถูกน ามาผ่านกระบวนการกลั่นที่
อุณหภูมิ 115 – 116 องศาเซลเซียส และเติมโซเดียมไฮดรอกไซด์เพ่ือดูดน้ า ระยะเวลาในการใช้ 30 วัน 
     สารเคมีที่ใช้เป็นสารตั้งต้นและรีเอเจนต์ในการสังเคราะห์เป็นเกรดวิเคราะห์ของบริษัท Fluka และ 
Aldrich ไม่ได้ผ่านการท าให้บริสุทธิ์ด้วยการกลั่น 
     การวิเคราะห์ด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟีท าให้ปรากฏบนแผ่น aluminium sheet silica  
gel  F254  Merck ตรวจสอบจุดของสารผลิตภัณฑ์ด้วยการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 
254 และ 366 นาโนเมตร และ/หรือโดยการย้อมด้วย anisaldehyde reagent แล้วให้ความร้อนแผ่น 
TLC บนแผ่นให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
     การแยกสารสังเคราะห์ให้บริสุทธิ์ท าโดยใช้เทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟี ใช้เฟสคงท่ีคือ Silica gel 
60 0.04-0.06 mm (Scharlau GE0048) ใช้เฟสเคลื่อนที่คือ ตัวท าละลายผสมระหว่าง hexane : ethyl 
acetate  
     สเปกตรัม 1H NMR และ 13C NMR บันทึกโดยเครื่องฟูเรียทรานส์ฟอร์มนิวเคลียร์แมกเนติกเร
โซแนนซ์ BRUKER รุ่น Avance DPX 300 ความถี่ 300 เมกกะเฮิร์ท การเตรียมสารตัวอย่างจะท าการ
ละลายโดยใช้ตัวท าละลาย CDCl3 จะปรากฏต าแหน่งสัญญาณของ CHCl3 ที ่  7.25 ppm ส าหรับ
สเปกตรัม 1H NMR และท่ี  77.5 ppm  
     จุดหลอมเหลวบันทึกโดยเครื่องหาจุดหลอมเหลว GALLEKAMP SANYO 
     อินฟราเรดสเปกตรัมบันทึกโดยเครื่องฟูเรียทรานส์ฟอร์มอินฟราเรด Perkin Elmer รุ่น Spectrum 
GX 60237 โดยใช้ KBr เป็นวัสดุในการท าหน้าต่างเซลล์ และท าการบันทึกในช่วงความถ่ี 4,000-400 
cm1  
     แมสสเปกตรัมบันทึกโดยเครื่องแมสสเปกโทรมิเตอร์ Finnigan LC–Q MS detector ด้วยเทคนิค 
Electrospray จากมหาวิทยาลัยรามค าแหง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.2 วิธกีำรทดลอง 
      3.2.1 การสังเคราะห์อะมิโนสเตียรอยด์ของ Pregnenolone 4 แบ่งออกเป็น 2 ขั้นตอนดังนี้ 
 

    ขั้นตอนที่ 1 การเปลี่ยนหมู่ไฮดรอกซิลของ Pregnenolone 4 ที่คาร์บอนต าแหน่ง C-3 เป็น
หมู่หลุดออกโดยใช้รีเอเจนต์คือ 4-nitrophenyl chloroformate 
 
แผนภำพที่ 3.1 

      4                   48 
 
 1. ชั่ง Pregnenolone 4 300 มิลลิกรัม (0.95 มิลลิโมล) ใส่ในขวดก้นกลมซึ่งภายในมีแท่ง
แม่เหล็กอยู่ ซึ่งวางอยู่บนเครื่องปั่นกวน จากนั้นเติม DCM 15 มิลลิลิตร ท าการปั่นกวน จนกระทั่ง 
Pregnenolone 4 ละลายหมด 

2. ชั่ง 4-nitrophenyl chloroformate 248.9 มิลลิกรัม (1.235 มิลลิโมล) แล้วใส่ลงไปในขวด
ก้นกลมในข้อ 1 ท าการปั่นกวน จากนั้นเติม pyridine 1.5 มิลลิลิตร และท าการปั่นกวนที่อุณหภูมิห้อง 
 3. ตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยาด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟีโดยใช้ตัวท าละลายผสม
ระหว่าง hexane : ethyl acetate  อัตราส่วนเท่ากับ 7 : 3 โดยปริมาตร เปรียบเทียบกับ  
Pregnenolone 4 สังเกตการเกิดปฏิกิริยาโดยพิจารณาจุดของสารตั้งต้นเจือจางมากที่สุดแล้วไม่มีการ
เปลี่ยนแปลง 
 4. หยุดการปั่นกวน และน าสารที่ได้ไประเหยเอาตัวท าละลายออกด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศ
จะได้ของผสมเป็นของแข็งสีขาว 

5. ท าการแยกสารผสมให้มีความบริสุทธิ์ด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟี  โดยใช้ตัวท าละลาย
ผสมระหว่าง  hexane : ethyl acetate โดยที่ผลรวมของอัตราส่วนโดยปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร  
เริ่มต้นจากสารละลายไม่มีขั้วคือ  hexane : ethyl acetate  เป็น  100  :  0 แล้วค่อยๆ เพ่ิมความมีขั้ว
ของตัวท าละลาย  โดยการเพ่ิมปริมาตรของ ethyl acetate จาก  0  เป็น  2, 5, 10, 12, 15, …และลด
ปริมาตรของ hexane จาก  100  เป็น  98, 95, …  ตามล าดับ 
 6. ตรวจสอบสารที่ออกมาจากคอลัมน์ด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี โดยใช้ตัวท าละลาย
ผสมระหว่าง hexane : ethyl acetate อัตราส่วนเท่ากับ 7 : 3 โดยปริมาตร เปรียบเทียบกับสารตั้ง
พิจารณาจากจุดของสารที่เกิดขึ้นจากหลอดของสารละลายที่เก็บได้ที่ค่า  Rf เดียวกัน การดูดกลืนรังสี
อัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 และ 366 นาโนเมตร และการให้สีกับ anisaldehyde reagent สี
เดียวกนัให้เก็บรวมไว้ด้วยกันในขวดก้นกลม 
 7. น าสารละลายที่เก็บรวมไว้ในขวดก้นกลมมาท าการระเหยตัวท าละลายออกด้วยเครื่องระเหย
สุญญากาศ 

8. น าสารผลิตภัณฑ์มาตรวจสอบโครงสร้างด้วยเทคนิคทางสเปกโทรสโกป ี
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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    ขั้นตอนที่ 2 การสังเคราะห์อะมิโนสเตียรอยด์โดยการท าปฏิกิริยาระหว่าง  3-(4-
nitrophenyl) pregnenolone carbonate 48 และอะมิโนรีเอเจนต์ 
 
แผนภำพที่ 3.2 
 

   48           
49 R = -NHCH2CH2CH2CH3  
50 R = -NHCH2C6H5 
51 R = -NH(CH2)4NH2 
52 R = -NH(CH2)6NH2 
53 R = -NH(CH2)7NH2 
54 R = -NH(CH2)8NH2 
55 R = -NH(CH2)9NH2 

N OR =56
 

     
1. ละลายสาร 48 ใน DCM 15 มิลลิลิตร ท าการปั่นกวนที่อุณหภูมิห้องจนกระทั่งละลายหมด 
2. เติม n-butylamine 165.8 ไมโครลิตร (1.23 มิลลิโมล) ที่อุณหภูมิห้อง และท าการปั่นกวน

ต่อที่อุณหภูมิห้อง 
3. ตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยาด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี ทุก 1 ชั่วโมง โดยใช้ตัวท า

ละลายผสมระหว่าง hexane : ethyl acetate เท่ากับ 7 : 3  โดยปริมาตร เปรียบเทียบกับสาร 48  
จนกระท่ังจุดของสาร 48 จางมากที่สุด พร้อมกับมีการเกิดจุดของสารผลิตภัณฑ์หรือสารข้างเคียงเกิดขึ้น 

4. หยุดการปั่นกวน และน าของผสมไประเหยตัวท าละลายออกด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศ 
5. ละลายของผสมด้วย ethyl acetate เทใส่กรวยแยกท าการสกัดล้างด้วยน้ า 30 มิลลิลิตร (2 

ครั้ง)  
6. น าของผสมสกัดล้างด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์อ่ิมตัว 30 มิลลิลิตร เก็บชั้นสารอินทรีย์ 

แล้วน ามาเติมโซเดียมซัลเฟตที่ปราศจากน้ าเพ่ือท าการดูดน้ า 
7. กรองแยกชั้นสารอินทรีย์และโซเดียมซัลเฟตท่ีปราศจากน้ าออกจากกัน และน าชั้นสารอินทรีย์ 

(สารผลิตภัณฑ์) ไประเหยตัวท าละลายออกด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศ 
8. ท าการแยกสารที่สังเคราะห์ได้ให้มีความบริสุทธิ์ด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟี  โดยที่

สารละลายที่ใช้เป็นสารละลายผสมระหว่าง hexane : ethyl acetate โดยที่ผลรวมของอัตราส่วนโดย
ปริมาตรเป็น  100  เริ่มต้นจากสารละลายไม่มีขั้วคือ hexane :  ethyl acetate  เป็น  100  :  0  แล้ว
ค่อยๆ เพ่ิมข้ัวของสารละลาย  โดยเพ่ิมปริมาตรของ ethyl acetate  จาก  0  เป็น 2, 5, 7, 10, 12, 15, 
…  และลดปริมาตรของ hexane จาก  100  เป็น  98, 95, 93, 90, 88, 85, …  ตามล าดับ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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 9. ตรวจสอบสารที่ออกมาจากคอลัมน์ด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี โดยใช้ตัวท าละลาย
ผสมระหว่าง hexane :  ethyl acetae อัตราส่วนเท่ากับ  7  :  3  โดยปริมาตร เปรียบเทียบกับสาร 48
พิจารณาจากจุดของสารที่เกิดขึ้นจากหลอดของสารละลายที่เก็บได้ที่ค่า  Rf เดียวกัน การดูดกลืนรังสี
อัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 และ 366 นาโนเมตร และการให้สีกับ anisaldehyde reagent  สี
เดียวกันให้เก็บรวมไว้ด้วยกันในขวดก้นกลม 
 10. น าสารละลายที่เก็บรวมไว้ในขวดก้นกลมมาท าการระเหยตัวท าละลายออกด้วยเครื่องระเหย
สุญญากาศ 

11. น าของแข็งที่ได้จากระเหยด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศมาตรวจสอบโครงสร้างด้วยเทคนิค
ทางสเปกโทรสโกป ี 
 12. น าสารผลิตภัณฑ์ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ไลน์ 
 13. เริ่มท าการสังเคราะห์ใหม่ตั้งแต่ข้อ 1 ถึง 12 โดยเปลี่ยนอะมิโนรีเอเจนต์ในข้อ 2 จาก n-
butylamine เป็นอะมิโนรีเอเจนต์ดังต่อไปนี้ 
 - benzylamine    ปริมาตร  145.5  ไมโครลิตร  (1.235  มิลลิโมล)  
 - 1,4-diaminobutane     ปริมาตร  123.6  ไมโครลิตร  (1.235  มิลลิโมล) 
 - 1,6-diaminohexane     ปริมาตร  143.5  ไมโครลิตร  (1.235  มิลลิโมล) 
 - 1,7-diaminoheptane    ปริมาณ  160.8   มิลลิกรัม   (1.235  มิลลิโมล) 
 - 1,8-diaminooctane     ปริมาณ  178.2   มิลลิกรัม   (1.235  มิลลิโมล) 
 - 1,9-diaminononane     ปริมาณ  195.5   มิลลิกรัม   (1.235  มิลลิโมล) 

-  morpholine     ปริมาตร 107.6   ไมโครลิตร  (1.235 มิลลิโมล)  
 

หมำยเหตุ  
 ในการสังเคราะห์สาร 50-56 จะไม่มีการแยกสาร 48 ในรูปสารบริสุทธิ์ การท าปฏิกิริยาจะท า
แบบปฏิกิริยา one pot โดยการเติม nuclephilic reagent ซึ่งในที่นี้หมายถึงอะมิโน รีเอเจนต์ และ
พิจารณาการเกิดปฏิกิริยาด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทรกราฟี 
 

 3.2.3 การสังเคราะห์อะมิโนอีพอกไซด์ของ Pregnenolone 4 แบ่งออกเป็น 3 ขั้นตอนดังนี ้
        ขั้นตอนที่ 1 การสังเคราะห์ Pregnenolone-5,6-epoxide 57 โดยการท าปฏิกิริยา
ระหว่าง Pregnenolone 4 กับ m-chloroperbenzoic acid (m-CPBA) 
 

แผนภำพที่ 3.3 
 

HO

O

 m-CPBA, CH2Cl2

      RT, 2 Hrs.

HO

O

O  
                           4       57 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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1. ละลาย Pregnenolone 254.8 มิลลิกรัม (0.80 มิลลิโมล) ใน DCM 20 มิลลิลิตร ท าการปั่น
กวนที่อุณหภูมิห้องจนกระทั่งละลายหมด 

2. เติม m-CPBA 189.2 มิลลิกรัม (1.20 มิลลิโมล) ที่อุณหภูมิห้อง และท าการปั่นกวนต่อที่
อุณหภูมิห้อง 

3. ตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยาด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี ทุก 1 ชั่วโมง โดยใช้ตัวท า
ละลายผสมระหว่าง hexane : ethyl acetate อัตราส่วนเท่ากับ 7 : 3  โดยปริมาตร เปรียบเทียบกับ 
Pregnenolone 4  จนกระทั่งจุดของ Pregnenolone  4 จางมากที่สุดหรือไม่ปรากฏบนแผ่น TLC 
พร้อมกับมีการเกิดจุดของสารผลิตภัณฑ์หรือสารข้างเคียงเกิดขึ้น 

4. หยุดการปั่นกวน และน าของผสมไประเหยตัวท าละลายออกด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศ 
5. ละลายของผสมด้วย ethyl acetate เทใส่กรวยแยกท าการสกัดล้างด้วยสารละลายอ่ิมตัว

โซเดียมไบคาร์บอเนต 30 มิลลิลิตร (2 ครั้ง) และสกัดล้างด้วยน้ า 30 มิลลิลิตร (1 ครั้ง)  
6. น าของผสมสกัดล้างด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์อ่ิมตัว 30 มิลลิลิตร เก็บชั้นสารอินทรีย์ 

แล้วน ามาเติมโซเดียมซัลเฟตที่ปราศจากน้ าเพ่ือท าการดูดน้ า 
7. กรองแยกชั้นสารอินทรีย์และโซเดียมซัลเฟตท่ีปราศจากน้ าออกจากกัน และน าชั้นสารอินทรีย์ 

(สารผลิตภัณฑ์) ไประเหยตัวท าละลายออกด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศ 
8. ท าการแยกสารที่สังเคราะห์ได้ให้มีความบริสุทธิ์ด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟี  โดยที่

สารละลายที่ใช้เป็นสารละลายผสมระหว่าง hexane : ethyl acetate โดยที่ผลรวมของอัตราส่วนโดย
ปริมาตรเป็น  100  เริ่มต้นจากสารละลายไม่มีขั้วคือ hexane :  ethyl acetate  เป็น  100  :  0  แล้ว
ค่อยๆ เพ่ิมข้ัวของสารละลาย  โดยเพ่ิมปริมาตรของ ethyl acetate  จาก  0  เป็น 2, 5, 7, 10, 12, 15, 
…  และลดปริมาตรของ hexane จาก  100  เป็น  98, 95, 93, 90, 88, 85, …  ตามล าดับ 
 9. ตรวจสอบสารที่ออกมาจากคอลัมน์ด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี โดยใช้ตัวท าละลาย
ผสมระหว่าง hexane :  ethyl acetae อัตราส่วนเท่ากับ  7  :  3  โดยปริมาตร เปรียบเทียบกับสารตั้ง
พิจารณาจากจุดของสารที่เกิดขึ้นจากหลอดของสารละลายที่เก็บได้ที่ค่า  Rf เดียวกัน และการให้สีกับ 
anisaldehyde reagent  สีเดียวกันให้เก็บรวมไว้ด้วยกันในขวดก้นกลม 
 10. น าสารละลายที่เก็บรวมไว้ในขวดก้นกลมมาท าการระเหยตัวท าละลายออกด้วยเครื่องระเหย
สุญญากาศ 

11. น าของแข็งที่ได้จากระเหยด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศมาตรวจสอบโครงสร้างด้วยเทคนิค
ทางสเปกโทรสโกปี  

 
ขั้นตอนที่ 2 การเปลี่ยนหมู่ไฮดรอกซิลของ 5,6-epoxide pregnenolone 57 ที่คาร์บอน

ต าแหน่ง C-3 เป็นหมู่หลุดออกโดยชีรีเอเจนต์คือ 4-nitrophenyl chloroformate  
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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แผนภำพที่ 3.4 
 

O

HO

4-nitrophenyl chloroformate

DCM , pyridine , rt , 1 hr

O

OO

O

O2N
O O

                57         58 
 

การสังเคราะห์ 3-(4-nitrophenyl)-5,6-epoxidepregnenolone carbonate 58 พิจารณา
การเกิดปฏิกิริยาด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทรกราฟี โดยเปรียบเทียบระหว่างสาร 57 และสาร 58  
 

ขั้นตอนที่ 3 การสังเคราะห์ 3-amino-5,6-epoxide pregnenolone โดยการท าปฏิกิริยา
ระหว่าง 3-(4-nitrophenyl)-5,6-epoxide-pregnenolone carbonate 58 และอะมิโน รีเอเจนต์ 
 
แผนภำพที่ 3.5 
 

O

OO

O

O2N O

Amino reagents

 DCM, rt, 3 hrs.

O

R
O  

   58      

N OR =59
 

60 R = -NHCH2C6H5 

 
 1. ชั่ง 3β-hydroxy-5,6-epoxide pregnenolone 57 159.1 มิลลิกรัม (0.47 มิลลิโมล) ใส่ใน
ขวดก้นกลมภายในมีแท่งแม่เหล็กอยู่ ซึ่งวางอยู่บนเครื่องปั่นกวน จากนั้นเติม DCM 15 มิลลิลิตร ท าการ
ปั่นกวน จนกระทั่ง 3β-hydroxy-5,6-epoxide pregnenolone 57  ละลายหมด 

2. ชั่ง p-nitrophenyl chloroformate 142.1 มิลลิกรัม (0.70 มิลลิโมล) แล้วใส่ลงไปในขวดก้น
กลมในข้อ 1 ท าการปั่นกวน จากนั้นเติม pyridine 1.5 มิลลิลิตร และท าการปั่นกวนที่อุณหภูมิห้อง 
 3. ตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยาด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟีโดยใช้ตัวท าละลายผสม
ระหว่าง hexane : ethyl acetate  อัตราส่วนเท่ากับ 7 : 3 โดยปริมาตร เปรียบเทียบกับ  3β-
hydroxy-5,6-epoxide pregnenolone 57  สังเกตการเกิดปฏิกิริยาโดยพิจารณาจุดของสารตั้งต้นเจือ
จางมากที่สุดแล้วไม่มีการเปลี่ยนแปลง 
 4. เติม benzylamine 145.5 ไมโครลิตร (1.23 มิลลิโมล) ที่อุณหภูมิห้อง และท าการปั่นกวนต่อ
ที่อุณหภูมิห้อง เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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5. ตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยาด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี ทุก 1 ชั่วโมง โดยใช้ตัวท า
ละลายผสมระหว่าง hexane : ethyl acetate เท่ากับ 6 : 4  โดยปริมาตร เปรียบเทียบกับสาร 58 
จนกระท่ังจุดของสาร 58 จางมากที่สุด พร้อมกับมีการเกิดจุดของสารผลิตภัณฑ์หรือสารข้างเคียงเกิดขึ้น 

6. หยุดการปั่นกวน และน าของผสมไประเหยตัวท าละลายออกด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศ 
7. ละลายของผสมด้วย ethyl acetate เทใส่กรวยแยกท าการสกัดล้างด้วยน้ า 30 มิลลิลิตร (2 

ครั้ง)  
8. น าของผสมสกัดล้างด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์อ่ิมตัว 30 มิลลิลิตร เก็บชั้นสารอินทรีย์ 

แล้วน ามาเติมโซเดียมซัลเฟตที่ปราศจากน้ าเพ่ือท าการดูดน้ า 
9. กรองแยกชั้นสารอินทรีย์และโซเดียมซัลเฟตท่ีปราศจากน้ าออกจากกัน และน าชั้นสารอินทรีย์ 

(สารผลิตภัณฑ์) ไประเหยตัวท าละลายออกด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศ 
10. ท าการแยกสารที่สังเคราะห์ได้ให้มีความบริสุทธิ์ด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟี  โดยที่

สารละลายที่ใช้เป็นสารละลายผสมระหว่าง hexane : ethyl acetate โดยที่ผลรวมของอัตราส่วนโดย
ปริมาตรเป็น  100  เริ่มต้นจากสารละลายไม่มีขั้วคือ hexane :  ethyl acetate  เป็น  100  :  0  แล้ว
ค่อยๆ เพ่ิมข้ัวของสารละลาย  โดยเพ่ิมปริมาตรของ ethyl acetate  จาก  0  เป็น 2, 5, 7, 10, 12, 15, 
…  และลดปริมาตรของ hexane จาก  100  เป็น  98, 95, 93, 90, 88, 85, …  ตามล าดับ 
 11. ตรวจสอบสารที่ออกมาจากคอลัมน์ด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี โดยใช้ตัวท า
ละลายผสมระหว่าง hexane :  ethyl acetae อัตราส่วนเท่ากับ  7  :  3  โดยปริมาตร เปรียบเทียบกับ
สารตั้งพิจารณาจากจุดของสารที่เกิดขึ้นจากหลอดของสารละลายที่เก็บได้ที่ค่า  Rf เดียวกัน การดูดกลืน
รังสีอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 และ 366 นาโนเมตร และการให้สีกับ anisaldehyde reagent  
สีเดียวกันให้เก็บรวมไว้ด้วยกันในขวดก้นกลม 
 12. น าสารละลายที่เก็บรวมไว้ในขวดก้นกลมมาท าการระเหยตัวท าละลายออกด้วยเครื่องระเหย
สุญญากาศ 

13. น าของแข็งที่ได้จากระเหยด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศมาตรวจสอบโครงสร้างด้วยเทคนิค
ทางสเปกโทรสโกปี  
 14. น าสารผลิตภัณฑ์ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ไลน์ 
 15. เริ่มท าการสังเคราะห์ใหม่ตั้งแต่ข้อ 1 ถึง 13 โดยเปลี่ยนอะมิโนรีเอเจนต์ในข้อ 2 จาก 
morpholine เป็นอะมิโนรีเอเจนต์   
หมำยเหตุ  
 ในการสังเคราะห์อะมิโนอีพอกไซด์ของ Pregnenolone 4 จะไม่มีการแยกสาร 58 ในรูปสาร
บริสุทธิ์ การท าปฏิกิริยาจะท าแบบปฏิกิริยา one pot โดยการเติม nucleophilic reagent ซึ่งในที่นี้
หมายถึงอะมิโน รีเอเจนต์ และพิจารณาการเกิดปฏิกิริยาด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทรกราฟี  
 
3.3 เซลล์ไลน์ที่ใช้ในกำรทดสอบ 
 1. เซลล์มะเร็งเต้านมชนิด MCF-7 (Human breast carcinoma cell line) 
 2. เซลล์มะเร็งตับชนิด HepG-2 (Human hepatocellular carcinoma cell line) 
 3. เซลล์มะเร็งเยื่อบุช่องปากและกระพุ้งแก้มชนิด KB (Oral human epidermal carcinoma cell 
line) 
 4. เซลล์ปกติจากไตของลิงชนิด Vero (African green monkey kidney)  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.4 กำรทดสอบควำมเป็นพิษต่อเซลล์  
      อะมิโนสเตียรอยด์ 49 ถึง 59 ถูกส่งไปทดสอบที่ศูนย์เครื่องมือวิทยาศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ 
สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง ท าการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์โดยวิธี  
MTT assay[22] มีวิธีการทดสอบดังนี้ 
 

 1. เตรียมเซลล์ไลน์ในอาหาร Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium (DMEM) เสริม
ด้วย 10 เปอร์เซ็นต์ FBS โดยเพาะเลี้ยงในขวดเพาะเลี้ยงขนาด 25 ตารางเซนติเมตร 
   2. เตรียม Stock สารตัวอย่างที่ใช้ทดสอบ โดยใช้ DMSO เป็นตัวท าละลายปริมาตร 5-10 
มิลลิลิตร ท าการกรองด้วยแผ่นกรองที่มีช่องผ่านขนาด 0.2 ไมโครเมตร และใส่ขวดแก้วที่ปลอดเชื้อหุ้ม
ขวดแก้วด้วยแผ่นอลูมิเนียมฟอยด์เพ่ือป้องกันแสง และเก็บไว้ในตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 3. เตรียมสารตัวอย่างความเข้มข้นต่างๆ ที่ต้องการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ไลน์   MCF-7 
โดยเจือจางเป็นสองเท่า (two-fold dilution) ได้แก่ความเข้มข้น 1,000, 500, 250 และ 125 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ 
 4. ปลูกเซลล์ไลน์  MCF-7  จ านวน  1 × 105  เซลล์ต่อมิลลิลิตร  ลงในจานเพาะเลี้ยงชนิด  98  
หลุม  (96-well  plate) ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม ทดสอบ 3 ซ้ า น าจานเพาะเลี้ยงที่ปลูกเซลล์
แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ 5% CO2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
 5. น าจานเพาะเลี้ยงเซลล์ออกจากตู้บ่ม และดูดอาหารออกจากหลุมให้หมด จากนั้นเติมสาร
ตัวอย่างความเข้มข้นที่ก าหนด (กลุ่มควบคุมเป็น 2 กลุ่ม คือ แถวที่ 1 คือความเข้มข้นของ DMSO เจือ
จางกับอาหาร DMEM และแถวที่ 2 คือเซลล์ปกติซึ่งเพาะเลี้ยงในอาหาร DMEM) ปริมาตร 100 
ไมโครลิตรต่อหลุม จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
 6. เมื่อบ่มเซลล์ในสารตัวอย่างครบ 24 ชั่วโมง ดูดสารละลาย MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide ) ความเข้มข้น  5  มิลลิลิตร  ใส่ลงไปในแต่ละหลุมที่
ทดสอบปริมาตร  10  ไมโครลิตรต่อหลุม น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง 
 7. จากนั้นดูดสารละลาย  MTT  ทิ้ง  แล้วเติมสารละลาย  DMSO : 10 % SDS  อัตราส่วน     9 
: 1  ปริมาตร  150  ไมโครลิตรต่อหลุม  เพื่อละลายผลึกฟอร์มาซานจะได้สารละลายสีม่วง 
 8. น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องไมโครไตเตอร์ เพลทรีดเดอร์ ที่ความยาวคลื่นของแผ่น
กรองแสงเท่ากับ 570 นาโนเมตร 
 9. การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ของอะมิโนสเตียรอยด์ 49-59 เปรียบเทียบกับตัวยา  
Vinblastine sulfate salt 
         10. ค านวณหาค่าเปอร์เซ็นต์ความเป็นพิษต่อเซลล์ไลน์ของแต่ละความเข้มข้นดังนี้ คือ 
 ค่าเปอร์เซ็นต์ความเป็นพิษต่อเซลล์ไลน์ = [(A-B)/A] × 100 
  A = ค่าการดูดกลืนแสงของหลุมควบคุม (หลุมที่มีเซลล์ในอาหารเพาะเลี้ยง) 
  B = ค่าการดูดกลืนแสงของหลุมที่มีเซลล์ไลน์ในสารตัวอย่างแต่ละความเข้มข้น 
 
หมำยเหตุ   
      การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติ  (African green monkey kidney fibroblast, Vero) 
ปลูกเซลล์ปริมาตร 5 × 105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ในอาหาร DMEM 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 

http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
http://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
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3.5 กำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนเชื้อจุลินทรีย์โดยวิธี Disc diffusion method 
      การทดสอบอนุพันธ์ของ Pregnenolone 4 จะท าการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อจุลินทรีย์โดยวิธี Disc 
diffusion method จากหน่วยบริหารจัดการทรัพยากรจุลินทรีย์ ศูนย์เครื่องมือวิทยาศาสตร์ คณะ
วิทยาศาสตร์ สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง ดัดแปลงมาจากวิธีของ Bauer 
และคณะ[23] สรุปได้ดังนี้ 
 1. น าเชื้อจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ ที่เก็บไว้บน Tryticase Soy Agar (TSA) เพาะลงในอาหารเลี้ยง
เชื้อชนิด Meuller  Hinton  Agar (MHA) บ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 
ชั่วโมง ส าหรับเชื้อราใช้อาหารเลี้ยงเชื้อชนิด Sabouraud Dextrose  Agar (SDA) บ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24  ชั่วโมง 
 2. หลังจากนั้นท าการเขี่ยเชื้อจุลินทรีย์ที่ถูก activated แล้วลงมาใน 0.85  % โซเดียมคลอไรด์  
ปรับให้ได้ความขุ่นเท่ากับ 0.5 Mcfarland  
 3. น าเชื้อจุลินทรีย์ที่เตรียมได้มาเพาะลงบนจานเพาะเชื้อที่มี อาหารเลี้ยงเชื้อชนิด Mueller 
Hinton Ager อยู่ โดยการขีดลงบนหน้าวุ้นให้ทั่วจ านวน 3 ครั้ง ท าให้ได้จานอาหารเลี้ยงเชื้อมี
เชื้อจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ อยู่บนหน้าวุ้น 
 4. หลังจากนั้นน าแผ่นดิสก์ขนาด 0.6 มิลลิเมตร ที่มีสารตัวอย่างที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ซึ่งละลาย
ด้วย DCM วางบนผิววุ้นที่มีเชื้อจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ จากนั้นท าการบ่มทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  
 5. อาหารส าหรับเชื้อจุลินทรีย์ใช้เป็นชนิด Sabouraud Agar และท าการบ่มทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ซึ่งอุณหภูมิและเวลาขึ้นอยู่กับเชื้อจุลินทรีย์แต่ละชนิด 
 6. ท าการวัดเส้นผ่านศูนย์กลางของ Clear zone ที่เกิดขึ้น  
 การทดสอบกับเชื้อแบคทีเรียใช้ Penicillin Ampicillin Gentamicin Caftazidime และ 
Clavulanic acid เป็นตัวยาเปรียบเทียบ และกรณีทดสอบกับยีสต์ใช้ Nystatin เป็นตัวยาเปรียบเทียบ 
ในแต่ละชุดการทดลองจะใช้ DMSO เป็นชุดควบคุม จะใช้ทดสอบกับอะมิโนสเตียรอยด์ 58 ถึง 67 
 การอ่านผลการทดลองพิจารณาดังนี้: ถ้าพบวงใส (clear zone) รอบแผ่นดิสก์มีค่ามากกว่าหรือ
เท่ากับ 2 มิลลิเมตร แต่น้อยกว่า 5 มิลลิเมตร แสดงว่าสารทดสอบมีผลต่อเชื้อจุลินทรีย์ชนิดที่ทดสอบใน
ระดับอ่อน (weak) ถ้าพบวงใส (clear zone) รอบแผ่นดิสก์มีค่ามากกว่าหรือเท่ากับ 5 มิลลิเมตร แต่น้อย
กว่า 8 มิลลิเมตร แสดงว่าสารทดสอบมีผลต่อเชื้อจุลินทรีย์ชนิดที่ทดสอบในระดับปานกลาง (moderate) 
และถ้าพบวงใส (clear zone) รอบแผ่นดิสก์มีค่ามากกว่าหรือเท่ากับ 8 มิลลิเมตร แสดงว่าสารทดสอบมี
ผลต่อเชื้อจุลินทรีย์ชนิดที่ทดสอบในระดับดี (good) 
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บทที่  4 
ผลกำรทดลอง 

 

4.1 กำรสังเครำะห์อนุพันธ์ของ Pregnenolone 4  
     สเตียรอยด์ที่ใช้เป็นสารตั้งต้นคือ Pregnenolone 4 ท าการพิสูจน์โครงสร้างด้วยเทคนิค 1H NMR 
และ 13C NMR ได้ผลดังต่อไปนี้ 
 
 
 
 
 
       

4 

 

       Szendiและคณะ[24]ได้ท าการพิสูจน์โครงสร้างของ Pregnenolone 4 โดยเทคนิคนิวเคลียแมก
เนติกเรโซแนนซ์  พบว่าสัญญาณ  1H  NMR  (300 MHz, CDCl3) : δ 1.84 และ 1.08 (2H, H-1), 1.84  
และ 1.48 (2H, H-2), 3.54 (1H, H-3), 2.27 (2H, H-4), 5.34 (1H, H-6), 1.97 และ 1.57 (2H, H-7), 
1.46 (1H, H-8), 0.98 (1H, H-9), 1.62 และ 1.47 (2H, H-11), 2.04 และ 1.43 (2H, H-12), 1.17  (1H, 
H-14), 1.68 และ 1.23 (2H, H-15), 2.19 และ 1.66 (2H, H-16), 2.55 (1H, H-17), 0.63 (3H, H-18), 
1.00 (2H, H-19) และ 2.11 (3H, H-21); 13C NMR (75.5 MHz) : δ 37.3 (C-1), 31.6 (C-2), 71.7 (C-
3), 42.3 (C-4), 140.8 (C-5), 121.4 (C-6), 31.8 (C-7), 31.9 (C-8), 50.0 (C-9), 36.6 (C-10), 21.1 (C-
11), 38.9 (C-12), 44.0 (C-13), 56.9 (C-14), 24.5 (C-15), 22.9 (C-16), 63.7 (C-17), 13.2 (C-18), 
19.4 (C-19), 209.4 (C-20) และ 31.5 (C-21) เมื่อน าข้อมูลเปรียบเทียบกับสเปกตราของ 1H  NMR  
และ 13C NMR กับ  Pregnenolone 4 ที่ใช้ในงานวิจัยนี้ของบริษัท  Fluka ได้ผล 1H  NMR และ 13C 
NMR สอดคล้องกับข้อมูลของ Szendiและคณะ[24] ได้เสนอไว้ดังนี้ 1H NMR (300 MHz, CDCl3) ; δ 
1.20 และ1.14  (2H, t , H-1), 1.84 และ 1.81 (2H, m , H-2 ), 3.52 (1H, m , H-3), 2.29 (2H, d, H-
4) , 5.35 (1H, d, H-6) , 1.85 (2H, m, H-7), 1.49 (1H, d, H-8), 1.19-1.10 (1H, m, H-9), 1.66-1.58 
(2H, m, H-11), 1.69 (2H, t, H-12), 1.24-1.14 (1H, m, H-14), 1.53-1.44 (2H, m, H-15), 2.05 ( 
2H, m, H-16), 2.54 (1H, t, H-17), 0.63 (3H, s, H-18 ), 1.01 ( 3H, s, H-19 ) และ 2.13 ( 3H, s, H-
21) และ 13C NMR (75.5 MHz) ; δ 37.3 (C-1), 31.6 (C-2), 71.7 (C-3), 42.2 (C-3), 140.8 (C-5), 
121.3 (C-6), 31.7 (C-7), 31.8 (C-8), 49.9 (C-9 ), 36.5 (C-10), 21.0 (C-11), 38.8 (C-12), 44.0 (C-
13), 56.9 (C-14), 24.4 (C-15), 22.8 (C-16), 63.7 (C-17), 13.2 (C-18), 19.3 (C-19), 209.6 (C-20) 
และ 31.5 (C-21) 
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 4.1.1 กำรสังเครำะห์ 4-Nitrophenyl-pregnenolone-carbonate 48 
         การสังเคราะห์เริ่มจากหมู่ไฮดรอกซิลที่คาร์บอนต าแหน่ง C-3 ของ Pregnenolone 4 ถูก
กระตุ้นให้เป็นหมู่หลุดออกที่ดีด้วยรีเอเจนต์คือ 4-nitrophenyl chloroformate  
 

แผนภำพที่  4.1 
 
 
 
 
  4                48 
 

     ผลทดลองพบว่า เมื่อทดสอบด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี โดยใช้ระบบตัวท าละลาย
เป็น  hexane : ethyl acetate  อัตราส่วนเท่ากับ 7 : 3 ทดสอบด้วย anisaldehyde reagent จะ
ปรากฎจุดสีเขียวของสารผลิตภัณฑ์ที่ค่า Rf เท่ากับ 0.62 เมื่อน าสารผลิตภัณฑ์ไปท าให้บริสุทธิ์โดยเทคนิค
คอลัมน์โครมาโทกราฟีโดยใช้ระบบตัวท าละลายเป็น  hexane : ethyl acetate  อัตราส่วนเท่ากับ 97 : 
3 ได้สารผลิตภัณฑ์เป็นของแข็งสีขาว จุดหลอมเหลวเท่ากับ 165-168 องศาเซลเซียส มีผลได้เท่ากับ 
92.41 เปอร์เซ็นต์ ข้อมูลทางสเปกโทรสโกปีของ 4-nitrophenyl-pregnenolone-carbonate 48 สรุป
ได้ดังนี้ สเปกตรัม FT-IR (KBr) cm-1: 2945 (C-H stretch ของหมู่ CH2 และ CH3), 1762 (C=O stretch 
ของหมู่คาร์บอเนต), 1702 (C=O stretch ของหมู่คีโต), 1524-1491 (C=C stretch ของแอโรมาติก) 
และ 1254-1216 (C-O stretch) 
 

 
 
 
 
 

 
48 

 

สเปกตรัมของ 1H  NMR (300 MHz, CDCl3) ของสาร 48  พบสัญญาณท่ี 1H  NMR δ 4.64 (1H, m, H-
3), 2.19 (2H, d, H-4), 5.44 (1H, d, H-6), 2.55 (1H, t, H-17), 0.65 (3H, s, H-18), 1.06 (3H, s, H-
19), 2.14 (3H, s, H-21), 7.39 (2H, d,J3’4’= 7.1 Hz, H-3’และ H-7’), 8.29 (2H, d,J4’3’ =  7.1 Hz, 
H-4’ และ H-6’) และโปรตอนที่อยู่ในช่วงค่า δ เท่ากับ 2.09 ถึง 1.16 ppm เป็น mutiplet ของหมู่ 
methylene และ methyne และสเปกตรัมของ 13C  NMR (75.5 MHz) ของสาร 48 พบสัญญาณที่ δ 
79.5 (C-3), 138.8 (C-5), 123.2 (C-6), 49.9 (C-9), 21.0 (C-1), 56.8 (C-14), 63.6 (C-17), 13.2 (C-
18), 19.2 (C-19), 209.4 (C-20), 155.6 (C-1), 145.3 (C-2), 121.7 (C-3) และ (C-7), 125.2 (C-4 
และ C-6), 151.7 (C-5) และสัญญาณท่ีปรากฏอยู่ในช่วงค่า δ เท่ากับ 43.9 ถึง 22.8 ppm เป็นของหมู่ 
methylene และ methyne 
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 4.1.2 สำรสังเครำะห์ 3-(1-aminobutyl)-pregn-5-en-20-one 49 
         สาร 49 เตรียมจาก 4-nitrophenyl-pregnenolone-carbonate 48 ท าปฏิกิริยากับ 1-
aminobutane โดยใช้ DCM เป็นตัวท าละลาย 
 
แผนภำพที่ 4.2 
 

O

OO

O

O2N

1-aminobutane

DCM , rt , 3 hr

O

N
H  

           48       49 
 

        ผลการทดลองพบว่า เมื่อทดสอบด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี  โดยใช้ระบบตัวท า
ละลายเป็น hexane : ethyl acetate อัตราส่วนเท่ากับ 70 : 30 ทดสอบด้วย anisaldehyde reagent 
ปรากฏจุดสีเขียวของสารผลิตภัณฑ์ที่ค่า Rf เท่ากับ 0.45 เมื่อน าสารผลิตภัณฑ์ไปท าให้บริสุทธิ์โดยเทคนิค
คอลัมน์โครมาโทกราฟีโดยใช้ระบบตัวท าละลายเป็น hexane : ethyl acetate อัตราส่วนเท่ากับ 90 : 
10 สารผลิตภัณฑ์มีลักษณะเป็นของแข็งสีขาว มีผลได้เท่ากับ 45.80 เปอร์เซ็นต์ (ค านวณเทียบจาก 
Pregnenolone 4) และยืนยันสูตรโครงสร้างของสารผลิตภัณฑ์ด้วยเทคนิคทางสเปกโทรสโกปีดังนี้  
สเปกตรัม FT-IR (KBr) cm-1: 3363 (N-H stretch ของเอมีน), 2936 (C-H stretch ของ CH2), 2851 
(C-H stretch ของ CH3), 1702 (C=O stretch), 1453 (CH2 bend) และ1357 (CH3 bend) 
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สเปกตรัม 1H NMR (300 MHz, CDCl3) ของสาร 49 พบสัญญาณที่ δ 3.17 (1H, br.s, H-3), 5.38 (1H, 
br.s, H-6), 2.54 (1H, t, H-17), 0.62 (3H, s, H-18), 1.00 (3H, s, H-19), 2.12 (3H, s, H-21) และ
โปรตอนที่อยู่ในช่วงค่า δ เท่ากับ 2.35 ถึง 1.10 ppm เป็น mutiplet ของหมู่ methylene และ 
methyne และสเปกตรัม 13C NMR (75.5 MHz) ของสาร 49 พบสัญญาณที่ δ 74.1 (C-3), 139.8 (C-
5), 122.1 (C-6), 49.8 (C-9), 21.0 (C-11), 56.9 (C-14), 63.6 (C-17), 13.2 (C-18), 19.3 (C-19), และ 
209.5 (C-20) และคาร์บอนที่อยู่ในช่วงค่า δ เท่ากับ 43.9 ถึง 22.8 ppm เป็นของหมู่ methylene และ 
methyne 
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 4.1.3 สำรสังเครำะห์ 3-(1-aminobenzyl)-pregn-5-en-20-one 50 
          สาร 50 เตรียมจากการน า 4-nitrophenyl-pregnenolone-carbonate 55 ท า
ปฏิกิริยากับ benzylamine โดยใช้ DCM เป็นตัวท าละลาย 
 
แผนภำพที่ 4.3 
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DCM , rt , 3 hr
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   48       50 
 
        ผลการทดลองพบว่า เมื่อทดสอบด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี  โดยใช้ระบบตัวท า
ละลายเป็น hexane : ethyl acetate อัตราส่วนเท่ากับ 70 : 30 ทดสอบด้วย anisaldehyde reagent 
ปรากฏจุดสีเขียวของสารผลิตภัณฑ์ที่ค่า Rf เท่ากับ 0.50 เมื่อน าสารผลิตภัณฑ์ไปท าให้บริสุทธิ์โดยเทคนิค
คอลัมน์โครมาโทกราฟีโดยใช้ระบบตัวท าละลายเป็น hexane : ethyl acetate อัตราส่วนเท่ากับ 85 : 
15 สารผลิตภัณฑ์มีลักษณะเป็นของแข็งสีขาว มีผลได้เท่ากับ 43.50 เปอร์เซ็นต์ (ค านวณเทียบจาก 
Pregnenolone 4) และยืนยันสูตรโครงสร้างของสารผลิตภัณฑ์ด้วยเทคนิคทางสเปกโทรสโกปีดังนี้  
สเปกตรัม FT-IR (KBr) cm-1: 3363 (N-H stretch ของเอมีน), 2936 (C-H stretch ของ CH2), 2851 
(C-H stretch ของ CH3), 1702 (C=O stretch), 1453 (CH2 bend) และ1357 (CH3 bend) 
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สเปกตรัม 1H NMR (300 MHz, CDCl3) ของสาร 50 พบสัญญาณที่ δ 7.29-7.32 (5H, m, H-2, H-3, 
H-4, H-5, H-6), 4.34 (1H, br.s, H-3), 5.38 (1H, br.s, H-6), 2.54 (1H, t, H-17), 0.62 (3H, s, H-
18), 1.00 (3H, s, H-19), 2.12 (3H, s, H-21) และโปรตอนที่อยู่ในช่วงค่า δ เท่ากับ 2.35 ถึง 1.10 
ppm เป็น mutiplet ของหมู่ methylene และ methyne และสเปกตรัม 13C NMR (75.5 MHz) ของ
สาร 50 พบสัญญาณที่ δ 74.1 (C-3), 139.8 (C-5), 122.1 (C-6), 49.8 (C-9), 21.0 (C-11), 56.9 (C-
14), 63.6 (C-17), 13.2 (C-18), 19.3 (C-19), และ 209.5 (C-20) และคาร์บอนที่อยู่ในช่วงค่า δ เท่ากับ 
43.9 ถึง 22.8 ppm เป็นของหมู่ methylene และ methyne 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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 4.1.4 สำรสังเครำะห์ 3-(1,4-Diaminobutyl)-pregn-5-en-20-one 51 
         สาร 51 เตรียมจาก 4-nitrophenyl-pregnenolone-carbonate 48 ท าปฏิกิริยากับ 
1,4-diaminobutane  โดยใช้  DCM  เป็นตัวท าละลาย 
 

แผนภำพที่  4.4 
O

OO

O

O2N

1,4-diaminobutane

DCM , rt , 3 hr

O

N
H

H2N

 
  48            51 
 

        ผลการทดลองพบว่าเมื่อทดสอบด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี  โดยใช้ระบบตัวท า
ละลายเป็น hexane : ethyl acetate  อัตราส่วนเท่ากับ 6 : 4  ทดสอบด้วย anisaldehyde reagent 
จะปรากฏจุดสีเขียวของสารผลิตภัณฑ์ที่ค่า Rf  เท่ากับ 0.39 เมื่อน าสารผลิตภัณฑ์ไปท าให้บริสุทธิ์โดย
เทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟีโดยใช้ระบบตัวท าละลายเป็น hexane : ethyl acetate  อัตราส่วนเท่ากับ 
77 : 23 ได้สารผลิตภัณฑ์มีลักษณะเป็นของแข็งสีขาว มีจุดหลอมเหลวเท่ากับ 128-131 องศาเซลเซียส มี
ผลได้เท่ากับ 28.80 เปอร์เซ็นต์ (ค านวณเทียบจาก Pregnenolone 4) และยืนยันสูตรโครงสร้างของสาร
ผลิตภัณฑ์ด้วยเทคนิคทางสเปกโทรสโกปีดังนี้  สเปกตรัม FT-IR (KBr) cm-1: 3363 (N-H stretch ของเอ
มีน), 2936 (C-H stretch ของ CH2), 2851 (C-H stretch ของ CH3), 1702 (C=O stretch), 1453 
(CH2 bend) และ1357 (CH3 bend) 
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สเปกตรัม 1H NMR (300 MHz, CDCl3) ของสาร 51 พบสัญญาณที่ δ 3.17 (1H, br.s, H-3), 5.38 (1H, 
br.s, H-6), 2.54 (1H, t, H-17), 0.62 (3H, s, H-18), 1.00 (3H, s, H-19), 2.12 (3H, s, H-21) และ
โปรตอนที่อยู่ในช่วงค่า δ เท่ากับ 2.35 ถึง 1.10 ppm เป็น mutiplet ของหมู่ methylene และ 
methyne และสเปกตรัม 13C NMR (75.5 MHz) ของสาร 51 พบสัญญาณที่ δ 74.1 (C-3), 139.8 (C-
5), 122.1 (C-6), 49.8 (C-9), 21.0 (C-11), 56.9 (C-14), 63.6 (C-17), 13.2 (C-18), 19.3 (C-19), และ 
209.5 (C-20) และคาร์บอนที่อยู่ในช่วงค่า δ เท่ากับ 43.9 ถึง 22.8 ppm เป็นของหมู่ methylene และ 
methyne 
        ES-MS : C25H42N2O Caled. 386.0 g/mol ข้อมูลที่ได้คือ m/z [M+H]+ (3.1%), 370.7 
(2.0%) และ 314.0 (1.2%)  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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4.1.5 กำรสังเครำะห์ 3-(1,6-Diaminohexyl)-pregn-5-en-20-one 52 
       สาร 52 เตรียมจากการน า 4-nitrophenyl-pregnenolone-carbonate 48 ท าปฏิกิริยา

กับ 1,6-diaminohexane  โดยใช้  DCM  เป็นตัวท าละลาย 
 

แผนภำพที่  4.5  
O

OO

O

O2N DCM , rt , 3 hr

O

H2N(H2C)6HN

1,6-diaminohexane

 
  48               52 
 

        จากการทดลองพบว่าเมื่อทดสอบด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี  โดยใช้ระบบตัวท า
ละลายเป็น  hexane : ethyl acetate  อัตราส่วนเท่ากับ  6 : 4  ทดสอบด้วย anisaldehyde reagent 
จะปรากฏจุดสีเขียวของสารผลิตภัณฑ์ที่ค่า Rf เท่ากับ 0.38 เมื่อน าสารผลิตภัณฑ์ไปท าให้บริสุทธิ์โดย
เทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟีโดยใช้ระบบตัวท าละลายเป็น  hexane : ethyl acetate  อัตราส่วน
เท่ากับ  84 : 16 ได้สารผลิตภัณฑ์มีลักษณะเป็นของแข็งสีขาว มีจุดหลอมเหลวเท่ากับ 92-95 องศา
เซลเซียส มีผลได้เท่ากับ 12.13 เปอร์เซ็นต์ (ค านวณเทียบจาก Pregnenolone 4) และยืนยันสูตร
โครงสร้างของสารผลิตภัณฑ์ด้วยเทคนิคทางสเปกโทรสโกปีดังนี้ สเปกตรัม FT-IR (KBr) cm-1: 3362 (N-
H stretch ของ เอมีน), 2936 (C-H stretch ของ CH2), 2851 (C-H stretch ของ CH3), 1702 (C=0 
stretch), 1453 (CH2 bend) และ 1357 (CH3 bend)  
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สเปกตรัม 1H  NMR (300 MHz, CDCl3) ของสาร 52 พบสัญญาณที่ δ 3.15 (1H, m, H-3), 5.36 (1H, 
br.s, H-6), 2.54  (1H, t, H-17), 0.63 (3H, s, H-18), 1.00 (3H, s, H-19), 2.13 (3H, s, H-21) และ
โปรตอนที่อยู่ในช่วงค่า δ เท่ากับ 2.34 ถึง 1.11 ppm เป็น mutiplet ของหมู่ methylene และ  
methyne และสเปกตรัม 13C NMR (75.5 MHz) ของสาร 52 พบสัญญาณที่ δ 74.1 (C-3), 139.9 (C-
5), 122.1 (C-6), 49.9 (C-9), 21.1 (C-11), 56.9 (C-14), 63.7 (C-17), 13.2 (C-18), 19.3 (C-19), 
209.62 (C-20) และคาร์บอนที่อยู่ในช่วงค่า δ เท่ากับ 49.4 ถึง 22.8 ppm เป็นของหมู่ methylene 
และ methyne 
               ES-MS : C27H46N2O Caled. 414.0 g/mol ข้อมูลที่ได้คือ m/z [M+H]+ 414.0 (2.0%), 
369.7 (1.2 %) และ 342.0 (1.4%) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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O2N DCM , rt , 3 hr

O

H2N(H2C)7HN

1,7-diaminoheptane

 4.1.6 กำรสังเครำะห์ 3-(1,7-Diaminoheptyl)-pregn-5-en-20-one 53 
        สาร 53 เตรียมจากการน า 4-nitrophenyl-pregnenolone-carbonate 48 ท าปฏิกิริยา
กับ 1,7-diaminoheptane  โดยใช้  DCM  เป็นตัวท าละลาย 
 

แผนภำพที่  4.6  
 
 
 
 
 
 
  48          53 
 

         จากการทดลองพบว่าเมื่อทดสอบด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี  โดยใช้ระบบตัว
ท าละลายเป็น hexane : ethyl acetate อัตราส่วนเท่ากับ  6 : 4  ทดสอบด้วย anisaldehyde 
reagent จะปรากฏจุดสีเขียวของสารผลิตภัณฑ์ที่ค่า Rf เท่ากับ 0.36 เมื่อน าสารผลิตภัณฑ์ไปท าให้
บริสุทธิ์โดยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟีโดยใช้ระบบตัวท าละลายเป็น hexane : ethyl acetate 
อัตราส่วนเท่ากับ 87 : 13 ได้สารผลิตภัณฑ์มีลักษณะเป็นของแข็งสีขาว มีจุดหลอมเหลวเท่ากับ 175-178 
องศาเซลเซียส มีผลได้เท่ากับเท่ากับ 18.74 เปอร์เซ็นต์ (ค านวณเทียบจาก Pregnenolone 4) และ
ยืนยันสูตรโครงสร้างของสารผลิตภัณฑ์ด้วยเทคนิคทางสเปกโทรสโกปี สรุปได้ดังนี้ สเปกตรัม FT-IR (KBr) 
cm-1: 3359 (N-H stretch ของ เอมีน), 2927 (C-H stretch ของ CH2), 2852 (C-H stretch ของ CH3), 
1698 (C=O stretch), 1455 (CH3 bend) และ 1357 (CH2 bend)  
 
 
 
 
 

 
      53 
 

สเปกตรัม 1H  NMR (300 MHz, CDCl3) ของสาร 53 พบสัญญาณที่ δ 3.08 ppm  (1H, m, H-3), 
5.30 (1H, br.t, H-6) , 2.47 (1H, t, H-17), 0.56 (3H, s, H-18), 0.94 (3H, s, H-19) , 2.06 (3H, s  H-
21) และโปรตอนที่อยู่ในช่วงค่าเท่ากับ 2.37 ถึง 1.04  ppm เป็น multiple ของหมู่ methylene และ 
methyne และสเปกตรัม 13C NMR (75.5 MHz) ของสาร 53 พบสัญญาณที่ δ 73.1 (C-3), 138.9 (C-
5), 121.1 (C-6), 48.9 (C-9), 55.8 (C-14), 62.7 (C-17), 12.2 (C-18), 18.3 (C-19), 208.6 (C-20) และ
คาร์บอนที่อยู่ในช่วงค่า δ เท่ากับ 42.9 ถึง 20.0 ppm เป็นของหมู่ methylene และmethyne 

        ES-MS : C28H48N2O Caled. 428 g/molข้อมูลที่ได้คือ m/z [M+H]+ 428.0 (5.4%) 
และ 413.1 (22.9%) 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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O2N DCM , rt , 3 hr

O

H2N(H2C)8HN

1,8-diaminooctane

 4.1.7 กำรสังเครำะห์ 3-(1,8-Diaminooctyl)-pregn-5-en-20-one 54 
         สาร 54 เตรียมจากการน า 4-nitrophenyl-pregnenolone-carbonate 48 ท าปฏิกิริยา
กับ 1,8-diaminoheptane  โดยใช้  DCM  เป็นตัวท าละลาย 
 

แผนภำพที่  4.7  
 
 
 
 
 

                 48              54 
 
        จากการทดลองพบว่าเมื่อทดสอบด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี  โดยใช้ระบบตัว

ท าละลายเป็น hexane : ethyl acetate อัตราส่วนเท่ากับ  6 : 4  ทดสอบด้วย anisaldehyde 
reagent จะปรากฏจุดสีเขียวของสารผลิตภัณฑ์ที่ค่า Rf เท่ากับ 0.38 เมื่อน าสารผลิตภัณฑ์ไปท าให้
บริสุทธิ์โดยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟีโดยใช้ระบบตัวท าละลายเป็น hexane : ethyl acetate 
อัตราส่วนเท่ากับ  89 : 11 ได้สารผลิตภัณฑ์มีลักษณะเป็นของแข็งสีขาวใส มีจุดหลอมเหลวเท่ากับ 156-
159 องศาเซลเซียส มีผลได้เท่ากับ 19.54 เปอร์เซ็นต์ (ค านวณเทียบจาก Pregnenolone 4) และยืนยัน
สูตรโครงสร้างของสารผลิตภัณฑ์ด้วยเทคนิคทางสเปกโทรสโกปี สรุปได้ดังนี้ สเปกตรัม  FT-IR (KBr) cm-

1: 3353 (N-H stretch ของ เอมีน), 2933 (C-H stretch ของ CH2), 2852 (C-H stretch ของ CH3), 
1703 (C=O stretch), 1455 (CH2 bend) และ 1381 (CH3 bend) 
 

 
 
 
 
 

54 
 

สเปกตรัม 1H NMR (300 MHz, CDCl3) ของสาร 54 พบสัญญาณที่ δ 3.14 (1H, br.d, H-3), 5.38 (1H, 
br.s, H-6), 2.54 (1H, t, H-17), 0.63 (3H, s, H-18), 1.01 (3H, s, H-19), 2.13 (3H, s, H-21) และ
โปรตอนที่อยู่ในช่วงค่า δ เท่ากับ 2.38 ถึง 1.11 ppm เป็น mutiplet ของหมู่ methylene และ  
methyne และสเปกตรัม 13C NMR (75.5 MHz) ของสาร 54 พบสัญญาณที่ δ 74.0 (C-3), 139.9 (C-
5), 122.1 (C-6), 49.9 (C-9), 56.8 (C-14), 63.7 (C-17), 13.2 (C-18), 19.32 (C-19), 209.6 (C-20) 
และคาร์บอนที่อยู่ในช่วงค่า δ เท่ากับ 42.9 ถึง 20.0 ppm เป็นของหมู่ methylene และ methyne 
         ES-MS : C29H50N2O Caled. 442.0 g/molข้อมูลที่ได้คือ m/z [M+H]+ 442.0 (4.8%) 
และ 344.0 (7.0%) 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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 4.1.8 กำรสังเครำะห์ 3-(1,9-Diaminononyl)-pregn-5-en-20-one 55 
        สาร 55 เตรียมจากสาร 4-nitrophenyl-pregnenolone-carbonate 48 ท าปฏิกิริยากับ 
1,9-diaminononaneโดยใช้  DCM  เป็นตัวท าละลาย  
 

แผนภำพที่  4.8 
 

O

OO

O

O2N DCM , rt , 3 hr

O

H2N(HC)9HN

1,9-diaminononane

 
  48        55 
 

         จากการทดลองพบว่าเมื่อทดสอบด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี  โดยใช้ระบบตัว
ท าละลายเป็น hexane : ethyl acetate อัตราส่วนเท่ากับ 6 : 4  ทดสอบด้วย anisaldehyde reagent 
ปรากฏจุดสีเขียวของสารผลิตภัณฑ์ที่ค่า Rf  เท่ากับ 0.38 เมื่อน าสารผลิตภัณฑ์ไปท าให้บริสุทธิ์โดยเทคนิค
คอลัมน์โครมาโทกราฟีโดยใช้ระบบตัวท าละลายเป็น hexane : ethyl acetate  อัตราส่วนเท่ากับ  88 : 
12 ได้สารผลิตภัณฑ์มีลักษณะเป็นของแข็งสีขาว มีจุดหลอมเหลวเท่ากับ 82-85 องศาเซลเซียส มีผลได้
เท่ากับ 15.31 เปอร์เซ็นต์ (ค านวณเทียบจาก Pregnenolone 4) และยืนยันโครงสร้างของสารผลิตภัณฑ์
ด้วยเทคนิคทางสเปกโทรสโกปีสรุปได้ดังนี้ สเปกตรัม FT-IR (KBR) cm-1: 3357 (N-H stretch ของหมู่เอ
มีน), 2926 (C-H stretch ของหมู่ CH2), 2852 (C-H stretch ของหมู่ CH3), 1702 (C=O stretch), 
1466 (CH2 bend) และ 1380 (CH3 bend)   
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สเปกตรัม 1H  NMR (300 MHz, CDCl3) ของสาร 55  พบสัญญาณท่ี δ 3.08 (1H, m , H-3), 5.41 (1H, 
br.t, H-6), 2.66 (1H, t, H-17), 0.64 (3H, s, H-18), 1.05 (3H, s, H-19), 2.14 (3H, s, H-2 )และ
โปรตอนที่อยู่ในช่วงค่า δ เท่ากับ 2.34 ถึง 1.11  ppm เป็น mutiplet ของหมู่  methylene  และ 
methyne และสเปกตรัม 13C NMR (75.5 MHz) ของสาร 55 พบสัญญาณที่ δ 73.9 (C-3), 139.9 (C-
5), 121.8 (C-6), 50.1 (C-9), 56.7 (C-14), 63.3 (C-17), 12.2 (C-18), 18.4 (C-19), 210.9 (C-20) และ
คาร์บอนที่อยู่ในช่วงค่า δ เท่ากับ 48.4 ถึง 20.8 ppm เป็นของหมู่ methylene และmethyne 
         ES-MS : C30H52N2O Caled. 456.0 g/mol ข้อมูลที่ได้คือ m/z [M+H]+ 456.0 (1.9%), 
412.0 (2.0%) และ 384.6 (6.8%) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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4.1.9 กำรสังเครำะห์ 3-Morpholinopregn-5-en-20-one 56 
        สาร 56 เตรียมจากการน า 4-nitrophenyl-pregnenolone-carbonate 48 ท าปฏิกิริยา

กับ morpholine โดยใช้ DCM เป็นตัวท าละลาย 
 

แผนภำพที่  4.9   
 
 
 
 
 
  48              56 
 

        จากการทดลองพบว่าเมื่อทดสอบด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี  โดยใช้ระบบตัว
ท าละลายเป็น hexane : ethyl acetate อัตราส่วนเท่ากับ 6 : 4  ทดสอบด้วย anisaldehyde reagent 
จะปรากฏจุดสีเขียวของสารผลิตภัณฑ์ที่ค่า Rf  เท่ากับ 0.50 เมื่อน าสารผลิตภัณฑ์ไปท าให้บริสุทธิ์โดย
เทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟีโดยใช้ระบบตัวท าละลายเป็น hexane : ethyl acetate  อัตราส่วนเท่ากับ 
95 : 5 ได้สารผลิตภัณฑ์มีลักษณะเป็นของแข็งสีขาว มีจุดหลอมเหลวเท่ากับ 156-159 องศาเซลเซียส มี
ผลได้เท่ากับ 83.89 เปอร์เซ็นต์ (ค านวณเทียบจาก Pregnenolone 4) และยืนยันสูตรโครงสร้างของสาร
ผลิตภัณฑ์ด้วยเทคนิคทางสเปกโทรสโกปี สรุปข้อมูลได้ดังนี้ 

 
 

 
 
 
 
  

56 
 

สเปกตรัม 1H  NMR (300 MHz, CDCl3) ของสาร 56 พบสัญญาณที่ δ 3.47 (1H, br.d, H-3), 5.37 
(1H, br.s, H-6), 2.54 (1H, t, H-17), 0.63 (3H, s, H-18), 1.02 (3H, s, H-19), 2.13 (3H, s, H-21), 
3.65 (4H, s, H-2 และ H-3) และโปรตอนที่อยู่ในช่วงค่า δ เท่ากับ 2.37 ถึง 1.12  ppm เป็น 
mutiplet ของหมู่ methylene และ methyne และสเปกตรัม 13C NMR (75.5 MHz) ของสาร 56 พบ
สัญญาณที่ δ 74.9 (C-3), 139.8 (C-5), 122.2 (C-6), 49.8 (C-9), 56.8 (C-14), 63.6 (C-17), 13.2 (C-
18), 19.3 (C-19), 209.4 (C-20), 65.6 (C-2 และ C-3) และคาร์บอนที่อยู่ในช่วงค่า δ เท่ากับ 45.9 ถึง 
21.0 ppm เป็นของหมู่ methylene และ methyne 
         ES-MS : C25H38NO2Caled. 385.0 g/molข้อมูลที่ได้คือ m/z [M+H]+ 299.0 (3.0%)  
 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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 4.1.10 กำรสังเครำะห์ 3β-Hydroxy-5,6-epoxy-pregn-20-one 57 
           สาร 57 เตรียมจากการน า Pregnenolone 4 ท าปฏิกิริยากับ m-CPBA โดยใช้ DCM 

เป็นตัวท าละลาย 
 
แผนภำพที่ 4.10 

 

HO

O

 m-CPBA, CH2Cl2

      RT, 2 Hrs.

HO

O

O  
   4      57 

 
 จากการทดลองพบว่าเมื่อทดสอบด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี  โดยใช้ระบบตัว

ท าละลายเป็น hexane : ethyl acetate อัตราส่วนเท่ากับ 1 : 1  ทดสอบด้วย anisaldehyde reagent 
จะปรากฏจุดสีน้ าตาลของสารผลิตภัณฑ์ที่ค่า Rf  เท่ากับ 0.31 เมื่อน าสารผลิตภัณฑ์ไปท าให้บริสุทธิ์โดย
เทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟีโดยใช้ระบบตัวท าละลายเป็น hexane : ethyl acetate  อัตราส่วนเท่ากับ 
70 : 30 ได้สารผลิตภัณฑ์มีลักษณะเป็นของแข็งสีขาว มีจุดหลอมเหลวเท่ากับ 176-179 องศาเซลเซียส มี
ผลได้เท่ากับ 94.06 เปอร์เซ็นต์ (ค านวณเทียบจาก Pregnenolone 4) และยืนยันสูตรโครงสร้างของสาร
ผลิตภัณฑ์ด้วยเทคนิคทางสเปกโทรสโกปี สรุปข้อมูลได้ดังนี้ 
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สเปกตรัม 1H-NMR พบว่าการสังเคราะห์สาร 57 ผลิตภัณฑ์เกิดเป็นสารผสมสองชนิดโดยมีวงอีพอกไซด์
อยู่เหนือระนาบและใต้ระนาบใน ซึ่งในที่นี้ไม่ได้แยกสารผสมนี้อยู่ในรูปสารบริสุทธิ์ สเปกตรัม 1H  NMR 
(300 MHz, CDCl3) ของสาร 57 สอดคล้องกับงานวิจัยของMelo และคณะ[25] พบสัญญาณที่ δ 3.84-
3.94 (1H, m, H-3), 3.63-3.73 1H, m, H-3), 3.06 (1H, d, H-6), 2.90 (1H, d, βH-6) 2.45-
2.51 (2H, m, H-17), 0.54 (3H, s, H-18), 0.59 (3H, s, H-18), 1.00 (3H, s, H-19), 1.04 (3H, s, H-
19) และ 2.08 (3H, s, H-21) และโปรตอนที่อยู่ในช่วงค่า δ เท่ากับ 2.37 ถึง 1.12  ppm เป็น 
mutiplet ของหมู่ methylene และ methyne และสเปกตรัม 13C NMR (75.5 MHz) ของสาร 57 พบ
สัญญาณที่ δ 209.4 (C-20),68.5, 65.6, 56.99, 43.9, 42.5, 39.7, 38.4, 34.8, 32.4, 31.4, 29.8, 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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24.2, 22.6, 20.6, 15.8 และ 13.2 และคาร์บอนที่อยู่ในช่วงค่า δ เท่ากับ 45.9 ถึง 21.0 ppm เป็นของ
หมู่ methylene และ methyne 
 
 4.1.11 กำรสังเครำะห์ 3-Morpholino-5,6-epoxy-pregn-20-one 59 

           สาร 59 เตรียมจากการน าสาร 58 ที่ไม่มีการท าให้อยู่ในรูปสารบริสุทธิ์ท าปฏิกิริยากับ 
morpholine โดยใช้ DCM เป็นตัวท าละลาย 
 
แผนภำพที่ 4.10 

O
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O2N O
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 DCM, rt, 3 hrs.

O

N
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O  
   58       59 

 
 จากการทดลองพบว่าเมื่อทดสอบด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี  โดยใช้ระบบตัว

ท าละลายเป็น hexane : ethyl acetate อัตราส่วนเท่ากับ 6 : 4  ทดสอบด้วย anisaldehyde reagent 
จะปรากฏจุดสีน้ าตาลของสารผลิตภัณฑ์ที่ค่า Rf  เท่ากับ 0.47 เมื่อน าสารผลิตภัณฑ์ไปท าให้บริสุทธิ์โดย
เทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟีโดยใช้ระบบตัวท าละลายเป็น hexane : ethyl acetate  อัตราส่วนเท่ากับ 
75 : 25 ได้สารผลิตภัณฑ์มีลักษณะเป็นของแข็งสีขาว มีจุดหลอมเหลวเท่ากับ 173-176 องศาเซลเซียส มี
ผลได้เท่ากับ 53.27 เปอร์เซ็นต์ (ค านวณเทียบจากสาร 57) และยืนยันสูตรโครงสร้างของสารผลิตภัณฑ์
ด้วยเทคนิคทางสเปกโทรสโกปี สรุปข้อมูลได้ดังนี้ 
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      59 

  สเปกตรัม 1H  NMR (300 MHz, CDCl3) ของสาร 59 พบสัญญาณที่ δ 4.81-4.88 
(1H, m, H-3), 4.65-4.73 (1H, m, H-3), 3.07 (1H, d, H-6), 2.88 (1H, d, βH-6), 0.54 (3H, s, 
H-18), 0.59 (3H, s, H-18), 1.00 (3H, s, H-19), 1.04 (3H, s, H-19) และ 2.08 (3H, s, H-21) และ
โปรตอนที่อยู่ในช่วงค่า δ เท่ากับ 2.37 ถึง 1.12  ppm เป็น mutiplet ของหมู่ methylene และ 
methyne  

  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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 4.1.12 กำรสังเครำะห์ 3-Aminobenzyl-5,6-epoxy-pregn-20-one 60 

           สาร 60 เตรียมจากการน าสาร 58 ที่ไม่มีการท าให้อยู่ในรูปสารบริสุทธิ์ท าปฏิกิริยากับ 
benzylamine โดยใช้ DCM เป็นตัวท าละลาย 
 
แผนภำพที่ 4.11 
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 จากการทดลองพบว่าเมื่อทดสอบด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี  โดยใช้ระบบตัว

ท าละลายเป็น hexane : ethyl acetate อัตราส่วนเท่ากับ 7 : 3  ทดสอบด้วย anisaldehyde reagent 
จะปรากฏจุดสีน้ าตาลของสารผลิตภัณฑ์ที่ค่า Rf  เท่ากับ 0.40 เมื่อน าสารผลิตภัณฑ์ไปท าให้บริสุทธิ์โดย
เทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟีโดยใช้ระบบตัวท าละลายเป็น hexane : ethyl acetate  อัตราส่วนเท่ากับ 
75 : 25 ได้สารผลิตภัณฑ์มีลักษณะเป็นของแข็งสีขาว มีจุดหลอมเหลวเท่ากับ 219-221 องศาเซลเซียส มี
ผลได้เท่ากับ 66.78 เปอร์เซ็นต์ (ค านวณเทียบจากสาร 57) และยืนยันสูตรโครงสร้างของสารผลิตภัณฑ์
ด้วยเทคนิคทางสเปกโทรสโกปี สรุปข้อมูลได้ดังนี้ 
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สเปกตรัม 1H  NMR (300 MHz, CDCl3) ของสาร 59 พบสัญญาณที่ δ 7.24-7.33 (5H, m, H-2, H-3, 
H-4, H-5 และ H-6) 4.84-4.92 (1H, m, H-3), 4.33 (2H, d, H-1), 2.88 (1H, d, βH-6), 0.54 
(3H, s, H-18), 0.59 (3H, s, H-18), 1.00 (3H, s, H-19), 1.04 (3H, s, H-19) และ 2.08 (3H, s, H-21) 
และโปรตอนที่อยู่ในช่วงค่า δ เท่ากับ 2.37 ถึง 1.12  ppm เป็น mutiplet ของหมู่ methylene และ 
methyne   
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4.2 ผลกำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนเชื้อจุลินทรีย์ 
     Pregnenolone 4 และอะมิโนสเตียรอยด์ 49-56 ถูกน ามาทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อจุลินทรีย์เบื้องต้นโดย
การพิจารณาจากบริเวณการเกิดวงใส (Clear zone) ณ หน่วยบริหารจัดการทรัพยากรจุลินทรีย์ ศูนย์
เครื่องมือวิทยาศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง 
ประกอบด้วยเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกและเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ และยีสต์รวมทั้งหมด 6  ชนิดได้แก่ 
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Micrococcus luteus ATCC 9341,  Bacillus  subtilis 
ATCC 6633,  Escherichia coli ATCC 25922,  Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853  และ  
Candida albicans ATCC 10231  โดยใช้วิธีทดสอบแบบ Disc  diffusion  method  ที่ระดับความ
เข้มข้น  10  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  1  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  และ  500  ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  ตามวิธี
มาตรฐานของห้องปฏิบัติการทางวิทยาศาสตร์และการแพทย์  (Clinical  and  Laboratory  Standards  
Institute - CLSI)  เชื้อจุลินทรีย์เหล่านี้เป็นเชื้อจุลินทรีย์ที่พบได้ทั่วไปในสภาวะแวดล้อมและสามารถก่อ
เกิดโรคกับมนุษย์ได้ ซึ่งแต่ละชนิดมีโทษดังนี้ S. aureus เป็นแบคทีเรียแกรมบวกที่พบการปนเปื้อนใน
อาหารและเครื่องส าอาง ก่อให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษและโรคติดเชื้อที่ผิวหนังซึ่งอาจลุกลามเข้าสู่กระแส
เลือดได้ M. luteus เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ปนเปื้อนในอาหารสัตว์ B. subtilis เป็นแบคทีเรียแกรม
บวก ท าให้อาหารเสื่อมเสีย เช่นการเสื่อมเสียของนม อาหารกระป๋อง นอกจากนั้นยังพบว่า  B. subtilis 
สามารถน ามาใช้ในการหมักอาหาร E. coli เป็นแบคทีเรียแกรมลบ ก่อให้เกิดโรคทางเดินอาหาร P.  
aeruginosa เป็นแบคทีเรียแกรมลบที่ก่อให้เกิดโรคในสัตว์รวมทั้งคน พบได้ในดิน ผิวหนังและในสภาวะ
แวดล้อมอ่ืนๆ อยู่ได้ทั่วในสภาพแวดล้อมปกติและสภาพออกซิเจนต่ า ในสัตว์จะเข้าท าลายเนื้อเยื่อที่มี
ภูมิคุ้มกันต่ าลง และ C. albicans เป็นยีสต์ชนิดหนึ่ง ซึ่งก่อให้เกิดโรคประเภทเชื้อฉวยโอกาสในคน 
โดยเฉพาะผู้ป่วยโรคเอดส์ จากผลการทดลอง พบว่าไม่ปรากฏวงใส (Clear zone) ของ Pregnenolone 
4 และอะมิโนสเตียรอยด์ 49-56 ซึ่งถือว่าไมม่ีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ทั้งหมดท่ีกล่าวมา 
4.3 ผลกำรทดสอบควำมเป็นพิษต่อเซลล์ 
     Prenenolone 4 และอะมิโนสเตียรอยด์ 49-57 และ 59-60 ถูกน ามาทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ 
ประกอบด้วยซลล์ไลน์ของดังต่อไปนี้: 
 1. เซลล์มะร็งเต้านมชนิด MCF-7 Human breast adenocarcinoma cell line)  
 2. เซลล์มะเร็งตับชนิด HepG-2 (Hepatocellular carcinoma cell line)  
 3. เซลล์มะเร็งเยื่อบุช่องปากและกระพุ้งแก้มชนิด KB (Oral human epidermal carcinoma 
cell line) 
 4. เซลล์ไตลิงปกติ (African green monkey kidney fibroblast, Vero) 
ด้วยวิธ ีMTT assay โดยใช ้DMSO เป็นตัวท าละลาย เปรียบเทียบกับ Pregnenolone 4 ทีร่ะดับความ
เข้มข้นในการทดสอบเบื้องต้นเท่ากับ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

ผลความเป็นพิษต่อเซลล์ของ Pregnenolone 4 และอะมิโนสเตียรอยด์ 49-57 และ 59-60 
แสดงในตารางที่ 4.1 พบว่า Pregnenolone 4 มีค่าความเป็นพิษต่อเซลล์น้อยกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ต่อ
เซลล์ Vero, KB และHepG-2 โดยมีค่าความเป็นพิษต่อเซลล์เท่ากับ 32.34, 43.26, 21.04 และ 22.18 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ในขณะที่ Pregnenolone 1 มีค่าความเป็นพิษต่อเซลล์ MCF-7 มากกว่า 50 
เปอร์เซ็นต์ เท่ากับ 60.45 เปอร์เซ็นต์  
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อะมิโนสตียรอยด์ 49 แสดงค่าความเป็นพิษต่อเซลล์น้อยกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ต่อเซลล์ Vero, 
MCF-7, KB และ HepG-2 โดยมีค่าความเป็นพิษต่อเซลล์เท่ากับ 34.07, 43.61, 27.21 และ 30.63 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ  

อะมิโนสเตียรอยด์ 50 แสดงค่าความเป็นพิษต่อเซลล์ Vero, MCF-7, KB และ HepG-2 มากกว่า 
50 เปอร์เซ็นต์ โดยมีค่าความเป็นพิษต่อเซลล์เท่ากับ 98.32, 93.61, 65.85 และ 91.52  เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ 

อะมิโนสเตียรอยด์ 51 แสดงค่าความเป็นพิษต่อเซลล์ Vero, MCF-7 และ KB มากกว่า 50 
เปอร์เซ็นต์ โดยมีค่าความเป็นพิษต่อเซลล์เท่ากับ 57.12, 57.42, และ 66.74 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ แต่มี
ผลต่อเซลล์ HepG-2 น้อยกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ โดยมีค่าเท่ากับ 37.94 เปอร์เซ็นต์  

อะมิโนสเตียรอยด์ 52 แสดงค่าความเป็นพิษต่อเซลล์ Vero, MCF-7, KB และ HepG-2 มากกว่า 
50 เปอร์เซ็นต์ โดยมีค่าความเป็นพิษต่อเซลล์เท่ากับ 62.38, 68.74, 95.30 และ 55.19 เปอร์เซ็นต์  
ตามล าดับ  

อะมิโนสเตียรอยด์ 53 แสดงค่าความเป็นพิษต่อเซลล์ MCF-7 และ KB มากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ 
โดยมีค่าความเป็นพิษต่อเซลล์เท่ากับ 89.85 และ 97.80 เปอร์เซ็นต์  ตามล าดับ ในขณะที่มีผลต่อเซลล์ 
Vero และ HepG-2 น้อยกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ โดยมีค่าความเป็นพิษต่อเซลล์เท่ากับ 42.40 และ 40.25 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ   

อะมิโนสเตียรอยด์ 54 มีแนวโน้มความเป็นพิษต่อเซลล์เหมือนกับอะมิโนสเตียรอยด์ 53 โดย
แสดงค่าความเป็นพิษต่อเซลล์ MCF-7 และ KB มากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ โดยมีค่าความเป็นพิษต่อเซลล์
เท่ากับ 54.02 และ 53.88เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ในขณะที่มีผลต่อเซลล์ Vero และ HepG-2 น้อยกว่า 
50 เปอร์เซ็นต์ โดยมีค่าความเป็นพิษต่อเซลล์เท่ากับ 44.40 และ 27.44 เปอร์เซ็นต์   

อะมิโนสเตียรอยด์ 55 แสดงค่าความเป็นพิษต่อเซลล์ Vero และ MCF-7 มากกว่า 50 
เปอร์เซ็นต์ โดยมีค่าความเป็นพิษต่อเซลล์เท่ากับ 62.71 และ 74.51 เปอร์เซ็นต์  ตามล าดับ แต่มีผลต่อ
เซลล์ KB และ HepG2 น้อยกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ โดยมีค่าความเป็นพิษต่อเซลล์เท่ากับ 31.99 และ 43.41 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ  

อะมิโนสเตียรอยด์ 56 แสดงค่าความเป็นพิษต่อเซลล์มากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ต่อเซลล์ MCF-7 
และ KB โดยมีค่าความเป็นพิษต่อเซลล์เท่ากับ 55.84 และ 52.95 เปอร์เซ็นต์ และมีค่าความเป็นพิษต่อ
เซลล์น้อยกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ต่อเซลล์ Vero และ HepG-2 โดยมีค่าความเป็นพิษต่อเซลล์เท่ากับ 36.52 
และ 30.54 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 

อะมิโนสตียรอยด์ 57 แสดงค่าความเป็นพิษต่อเซลล์น้อยกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ต่อเซลล์ Vero, 
MCF-7, KB และ HepG-2 โดยมีค่าความเป็นพิษต่อเซลล์เท่ากับ 44.69, 1.25, 20.27 และ 3.42 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ  

อะมิโนสเตียรอยด์ 59 แสดงค่าความเป็นพิษต่อเซลล์มากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ต่อเซลล์ Vero, 
MCF-7, KB และ HepG-2 มีค่าความเป็นพิษต่อเซลล์เท่ากับ 85.37, 93.26, 91.74 และ 81.78 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ  

อะมิโนสตียรอยด์ 60 แสดงค่าความเป็นพิษต่อเซลล์น้อยกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ต่อเซลล์ Vero, 
MCF-7, KB และ HepG-2 โดยมีค่าความเป็นพิษต่อเซลล์เท่ากับ 11.94, 13.55, 2.53 และ 18.94 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ  
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ตำรำงท่ี 4.1 ค่าความเป็นพิษต่อเซลล์ของ Pregnenolone 4 และอะมิโนสเตียรอยด์ 49-57  
               และ 59-60 ที่ระดับความเข้มข้น 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 

สำร
ตัวอย่ำง 

ควำมเป็นพิษต่อเซลล์ (%) 
Vero MCF-7 KB HepG-2 

4 40.65 60.45 32.34 43.26 
49 34.07 43.61 27.21 30.63 
50 98.32 93.61 65.85 91.52 
51 57.12 57.42 66.74 40.07 
52 62.38 68.74 95.30 55.19 
53 42.40 89.85 97.80 40.25 
54 44.40 54.02 53.88 27.44 
55 62.71 74.51 31.99 43.41 
56 36.52 55.84 52.95 30.54 
57 44.69 1.25 20.27 3.42 
59 85.37 93.26 91.74 81.78 
60 11.94 2.53 21.02 18.80 

 

จากผลการทดสอบค่าความเป็นพิษต่อเซลล์ จะน าอะมิโนสเตียรอยด์ที่มีค่าความเป็นพิษต่อเซลล์
มากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ ไปวิเคราะห์หาค่าความเข้มข้นของสารที่ออกฤทธิ์ยับยั้ง (antagonist) 50 
เปอร์เซ็นต ์ด้วยวิธี MTT assay (IC50) โดยใช้ DMSO เป็นตัวท าละลาย เปรียบเทียบกับตัวยามาตราฐาน 
Vinblastine sulfate salt ค่า IC50 ของ Pregnenolone 4 และ อะมิโนสเตียรอยด์ 49-59 แสดงใน
ตารางที่ 4.2 พบว่า Pregnenolone 4 ไม่มีผลในการท าลายเซลล์ Vero, KB และ HepG-2 โดยมีค่า IC50 
มากกว่า 40 ไมโครโมล/มิลลิลิตร จากรูปที่ 4.1 แสดงให้เห็นถึงลักษณะของเซลล์ปกติ (Vero) ที่มีลักษณะ
เป็นรูปลิ่ม เมื่อเพ่ิมระดับความเข้มข้นของ Pregnenolone 4 ที่ระดับความเข้มข้นเท่ากับ 125 250 500 
และ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีผลต่อเซลล์ Vero น้อยมาก  

 
 

     

ชุดควบคุม 125 g/mL 250 g/mL 500 g/mL 1,000 g/mL 

รูปที่ 4.1 ผลของ Pregnenolone 4 ต่อเซลล์ Vero ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ  
เปรียบเทียบกับเซลล์ Vero ปกติ เป็นชุดควบคุม 

 
แต่ Pregnenolone 4 มีผลในการท าลายเซลล์ MCF-2 มีค่า IC50 เท่ากับ 2.29 แสดงดังรูปที่ 4.2 แสดง
การท าลายเซลล์ MCF-2 ที่ระดับความเข้มข้นเท่ากับ 125 250 500 และ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
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ตามล าดับ ซึ่งเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของ Pregnenolne 4 มากขึ้นเซลล์ MCF-7 จะถูกท าลายมากขึ้น โดย
บางเซลลล์มีรูปแบบของการตายแบบ apoptosis คือการเปลี่ยนแปลงจากรูปลิ่มกลายเป็นก้อนกลม 
นอกจากนี้ยังมีบางเซลล์ที่ตายแบบสลายตัวไปแล้ว 
 

     

ชุดควบคุม 125 g/mL 250 g/mL 500 g/mL 1,000 g/mL 

 

รูปที่ 4.2 ผลของ Pregnenolone 4 ต่อเซลล์ MCF-7 ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ  
เปรียบเทียบกับเซลล์ MCF-7 ปกติ เป็นชุดควบคุม 

 
 จากตารางที่ 4.2 พบว่าสาร 50 มีประสิทธิภาพในการท าลายเซลล์ Vero, MCF-7, KB และ 
HepG-2 โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 0.68, 1.09, 1.69 และ 0.90 ไมโครโมล/มิลลิลิตร สาร 50 มีผลในการ
ท าลายเซลล์ HepG-2 ที่ดี (รูปที่ 4.3) แต่ในท านองเดียวกัน สาร 50 สามารถท าลายเซลล์ Vero ได้ใน
ระดับท่ีดีกว่า (รูปที่ 4.4) ซึ่งถ้าน าไปพัฒนาเป็นตัวยาอาจจะใช้ได้ในการท าลายเซลล์ HepG-2 และท าลาย
เซลล์ Vero ได้ในเวลาเดียวกัน  
 

  

ชุดควบคุม 1,000 g/mL 

 

รูปที่ 4.3  ผลของสาร 50 ต่อเซลล์ Vero ที่ระดับความเข้มข้น 1,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  
เปรียบเทียบกับเซลล์ Vero ปกติ เป็นชุดควบคุม 

 

  

ชุดควบคุม 1,000 g/mL 

 

รูปที่ 4.4  ผลของสาร 50 ต่อเซลล์ HepG-2 ที่ระดับความเข้มข้น 1,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  
เปรียบเทียบกับเซลล์ HepG-2 ปกติ เป็นชุดควบคุม เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



41 

 

จากตารางที่ 4.2 พบว่าสาร 52 มีประสิทธิภาพในการท าลายเซลล์ KB ดีที่ โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 
0.79 ไมโครโมล/มิลลิลิตร (รูปที่ 4.6) แต่ในท านองเดียวกันสาร 52 มีค่าความเป็นพิษต่อเซลล์ Vero 
เท่ากับ 62.38 เปอร์เซ็นต์   

 

  

ชุดควบคุม 1,000 g/mL 

 

รูปที่ 4.5 ผลของสาร 52 ต่อเซลล์ KB ที่ระดับความเข้มข้น 1,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  
เปรียบเทียบกับเซลล์ KB ปกติ เป็นชุดควบคุม 

 
จากตารางที่ 4.2 พบว่าสาร 53 มีประสิทธิภาพในการท าลายเซลล์ MCF-2 ดีที่ โดยมีค่า IC50 

เท่ากับ 0.70 ไมโครโมล/มิลลิลิตร (รูปที่ 4.6) และที่น่าสนใจมากคือ สาร 53 มีค่าความเป็นพิษต่อเซลล์ 
Vero ในค่ามาตรฐานที่ยอมรับได้ (42.40 เปอร์เซ็นต์) เมื่อเปรียบเทียบกับสารตั้งต้นจะมีค่าใกล้เคียง
ในช่วงที่ยอมรับได้เช่นกัน  

 

  

ชุดควบคุม 1,000 g/mL 

 

รูปที่ 4.6  ผลของสาร 53 ต่อเซลล์ MCF-7 ที่ระดับความเข้มข้น 1,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  
เปรียบเทียบกับเซลล์ MCF-7 ปกติ เป็นชุดควบคุม 

 
เมื่อน า Pregnenolone 4 เปลี่ยนเป็นอีพอกไซด์สเตียรอยด์พบว่าสาร 57 ไม่มีผลความเป็นพิษ

ต่อเซลล์ แต่เมื่อเปลี่ยนหมู่ไฮดรอกซิลที่คาร์บอนต าแหน่งที่ 3 เป็นหมู่อะมิโนพบว่า สาร 59 มีผลต่อเซลล์ 
KB ในระดับปานกลาง โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 1.31 ไมโครโมล/มิลลิลิตร และมีผลต่อเซลล์ Vero, MCF-7 
และ HepG-2 โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 2.04, 1.74 และ 1.91 ไมโครโมล/มิลลิลิตร จะเห็นได้ว่าสาร 59 มี
ผลต่อเซลล์ไลน์ทดสอบทุกชนิด ในท านองเดียวกันก็มีผลต่อเซลล์  Vero ซึ่งไม่เหมาะต่อการน าไป
ประยุกต์ใช้กับสิ่งมีชีวิต ส่วนสาร 60 ไม่มีผลต่อเซลล์ไลน์ทดสอบทุกชนิด 
 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตำรำงท่ี 4.2 ค่า IC50 ของอะมิโนสเตียรอยด์ 4, 49-57 และ 59-60 
 

 
 

จากตารางที่ 4.2 พบว่าสาร 53 มีประสิทธิภาพในการท าลายเซลล์ MCF-2 ดีที่ โดยมีค่า IC50 
เท่ากับ 0.70 ไมโครโมล/มิลลิลิตร (รูปที่ 4.6) และมีค่าความเป็นพิษต่อเซลล์ Vero ในค่ามาตรฐานที่
ยอมรับได้ (42.40 เปอร์เซ็นต์) เมื่อเปรียบเทียบกับสารตั้งต้นจะมีค่าใกล้เคียงในช่วงที่ยอมรับได้เช่นกัน  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

สำรตัวอย่ำง IC50 (ไมโครโมล/มิลลิลิตร) 
Vero MCF-7 KB HepG-2 

Vinblastine sulfate salt 0.0014 0.0002 0.0016 0.0007 
4 >40 2.29 >40 >40 
49 >40 >40 >40 >40 

50 0.68 1.09 1.69 0.90 
51 2.25 2.29 1.06 >40 
52 1.53 1.74 0.79 2.23 
53 >40 0.70 1.07 >40 
54 >40 2.04 2.13 >40 
55 1.77 1.30 >40 >40 
56 >40 2.14 1.70 >40 
57 >40 >40 >40 >40 

59 2.04 1.74 1.31 1.91 
60 >40 >40 >40 >40 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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บทที่ 5  
สรุปผลกำรวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 

      จากความสนใจของผู้วิจัยเกี่ยวกับการปรับปรุงโครงสร้างของ Pregnenolone 4 ได้สังเคราะห์
อนุพันธ์ที่ประกอบด้วยหมู่อะมิโนและน าสารสังเคราะห์ไปทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อจุลินทรีย์และความเป็นพิษ
ต่อเซลล์ ซ่ึงผลการศึกษาสามารถสรุปได้ดังต่อไปนี้ 
5.1 กำรสังเครำะห์อะมิโนสเตียรอยด์ 49-56 จำก Pregnenolone 4 
       อะมิโนสเตียรอยด์ 49-56 ถูกสังเคราะห์ขึ้นโดยการเปลี่ยนหมู่ไฮดรอกซิลที่คาร์บอนต าแหน่งที่ 3 
ของ Pregnenolone 4 ให้เป็นหมู่อะมิโน การสังเคราะห์เตรียมผ่านสารตัวกลางคือ 4-nitrophenyl-
pregnenolone-carbonate 48 สามารถสังเคราะห์สาร 48 มีผลได้เท่ากับได้ 92.41 เปอร์เซ็นตจ์ากนั้น
น ามาท าปฏิกิริยากับสารประกอบอะมิโน ผลได้ร้อยละของอะมิโนสเตียรอยด์แสดงในตารางที่ 5.1  

ตำรำงท่ี 5.1 ผลได้ร้อยละของอะมิโนสเตียรอยด์ (ค านวณเทียบจาก Pregnenolone 4) 
 

สำรอนุพันธ์ 

O

R  

ผลได้ร้อยละ 

49 R = -NHCH2CH2CH2CH3 45.80 
50 R = -NHCH2C6H5 43.50 
51 R = -NH(CH2)4NH2 28.80 
52 R = -NH(CH2)6NH2 12.13 
53 R = -NH(CH2)7NH2 18.74 
54 R = -NH(CH2)8NH2 19.54 
55 R = -NH(CH2)9NH2 15.31 

56 N OR =
 

83.89 

 
จากการทดลองสามารถสังเคราะห์อะมิโนสเตียรอยด์ชนิดใหม่ได้ มีผลได้ร้อยละอยู่ในช่วงต่ าถึงสูง สาเหตุ
ที่เป็นเช่นนี้เนื่องมาจาก 
 1. จากแผนภาพที่ 4.1 ในขั้นตอนการเปลี่ยนหมู่ไฮดรอกซิลของ Pregnenolone 4 ที่คาร์บอน
ต าแหน่งที ่3 ให้เป็นหมู่หลุดออก โดยใช้รีเอเจนต์คือ 4-nitrophenyl chloroformate ซึ่งมีหมู่ฟังชันก์เอ
ซิลคลอไรด์ที่ว่องไวต่อการท าปฏิกิริยากับความชื้นในอากาศ ท าให้สาร 48 ท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสได้กลับ
เป็นสารตั้ง Pregnenolone 4 มีผลท าให้ได้สาร 48 ลดลง 
 2. ขั้นตอนแยกอะมิโนสเตียรอยด์ด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟี อะมิโนสเตียรอยด์เป็นสารที่
มีขั้วค่อนข้างสูงอาจจะเกิด interaction กับซิลิกาเจล ที่ใช้ในเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟีค่อนข้างสูง 
และเนื่องจากเป็นสารผลิตภัณฑ์ประกอบด้วยหมู่อะมิโนซึ่งมีความเป็นเบสสามารถเกิด interaction กับซิ
ลิกาเจลที่มีความเป็นกรดได้ ท าให้เกิดการตกค้างอยู่ในคอลัมน์ส่งผลให้ได้ปริมาณหลังการท าให้บริสุทธิ์
ของอะมิโนสเตียรอยด์ 49-55 ลดลง เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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5.2 กำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนจุลินทรียข์องอะมิโนสเตียรอยด์ 49-56 
     จากผลการทดสอบฤทธิ์การต้านเชื้อจุลินทรีย์เบื้องต้น  ซึ่งประกอบด้วยเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกและ
เชื้อแบคทีเรียแกรมลบทั้งสิ้น 8 ชนิด คือ S. aureus ATCC 25923, M.  luteus ATCC 9341,  B.  
subtilis ATCC 6633,  E.  coli  ATCC 25922,  P.  aeruginosa ATCC 27853  และ  C.  albicans 
ATCC 10231  พบว่า Pregnenolone 4 อะมิโนสเตียรอยด์ 49-56 ไม่มีฤทธิ์ในการยับยั้งยับยั้ง
เชื้อจุลินทรีย์  และเม่ือน าไปทดสอบกับเชื้อจุลินทรีย์กลุ่ม S. milleri group, S. coagulase negative, S. 

aureus (MRSA) 20625  S. aureus (MRSA) 20626, S. aureus (MRSA) 20627, S. aureus (MRSA) 20633, S. 

aureus (MRSA) 20636, S. aureus (VRSA) 20622, S. aureus (VRSA) 20623, S. aureus (VRSA) 
20683, S. aureus  ATCC 25923 และ B. pertussis ผลการทดลองมีแนวโน้มไปในทางเดียวกันคือ 
Pregnenolone 4 และ อะมิโนสเตียรอยด์ 49-56 ไม่มีฤทธิ์ในการยับยั้งยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ กล่าวได้ว่า
การเปลี่ยนหมู่ฟังก์ชันของสเตียรอยด์ Pregnenolone 4 ที่คาร์บอนต าแหน่งที่  3  ของวง  A  เป็นหมู่อะ
มิโนไม่มีผลต่อการต้านเชื้อจุลินทรีย์ 
 
5.3 กำรสังเครำะห์อะมิโนอีพอกไซด์สเตียรอยด์ 57 และ 59-60 

     อะมิโนอีพอกไซด์สเตียรอยด์ 59 และ 60 ถูกสังเคราะห์ขึ้นโดยการเปลี่ยนหมู่ไฮดรอกซิลที่คาร์บอน
ต าแหน่งที่ 3 ของ Pregnenolone 4 ให้เป็นหมู่อะมิโน และที่คาร์บอนพันธะคู่ต าแหน่งที่ 5 และ 6 ให้
เป็นวงอีพอกไซด์ พบว่าสามารถสังเคราะห์สังเคราะห์อะมิโนอีพอกไซด์สเตียรอยด์สาร 59 และสาร 60 
ได้ผลผลิตร้อยละ 53.27 และ 66.78 ตามล าดับ 

 
5.4 กำรทดสอบควำมเป็นพิษต่อเซลล์ของอะมิโนสเตียรอยด์ 49-60 
     จากผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์พบว่า Pregnenolone 4 มีค่าความเป็นพิษต่อเซลล์ ได้แก่
เซลล์ปกต ิ (Vero, African green monkey kidney fibroblast) เซลล์มะเร็งเยื่อบุช่องปากและกระพุ้ง
แก้มชนิด KB (Oral human epidermal carcinoma cell line) และ เซลล์มะเร็งตับชนิด HepG-2 
(Hepatocellular carcinoma cell line) น้อยกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ กล่าวได้ว่า Pregnenolone 4 มี
ความเหมาะสมในการเลือกใช้เป็นสารตั้งต้น  
      ในที่นี้ขอกล่าวสรุปเฉพาะอะมิโนสเตียรอยด์ที่ ให้ผลการทดลองที่ดีคือ 2 พบว่าสาร 53 มี
ประสิทธิภาพในการท าลายเซลล์ MCF-2 ดีที ่โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 0.70 ไมโครโมล/มิลลิลิตร (รูปที่ 4.6) 
และมีค่าความเป็นพิษต่อเซลล์ Vero ในค่ามาตรฐานที่ยอมรับได้ (42.40 เปอร์เซ็นต์) เมื่อเปรียบเทียบกับ
สารตั้งต้นจะมีค่าใกล้เคียงในช่วงที่ยอมรับได้เช่นกัน     
      นอกจากนี้ยังพบว่า สาร 59 มีผลต่อเซลล์ KB ในระดับปานกลาง โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 1.31 ไมโคร
โมล/มิลลิลิตร และมีผลต่อเซลล์ Vero, MCF-7 และ HepG-2 โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 2.04, 1.74 และ 
1.91 ไมโครโมล/มิลลิลิตร ตามล าดับ จะเห็นได้ว่าสาร 59 มีผลต่อเซลล์ไลน์ทดสอบทุกชนิด ในท านอง
เดียวกันก็มีผลต่อเซลล์ Vero ซ่ึงไม่เหมาะต่อการน าไปประยุกต์ใช้กับสิ่งมีชีวิต จากผลการทดลองข้างต้น
แสดงให้เห็นว่า  การเปลี่ยนหมู่ฟังก์ชันของ Pregnenolone 4  ที่คาร์บอนต าแหน่ง C-3 ของวง  A  จาก
หมู่ไฮดรอกซิลเป็นหมู่อะมิโนมีผลต่อฤทธิ์ทางชีวภาพด้านความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง ทั้งนี้ยังพบว่าการ
ออกฤทธิ์ขึ้นกับชนิดและโครงสร้างของหมู่อะมิโนด้วย 
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