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บทคัดย่อ 

สีย้อมสไตริลนิยมนำมาใช้ในการตรวจวัดดีเอ็นเอเนื ่องจากมีสมบัติ ที่พึงประสงค์หลายประการ เช่น 

สังเคราะห์ได้ง่าย สามารถปรับแต่งโครงสร้างได้ตามต้องการ ความเสถียรเชิงแสงและแสดงการเพิ่มขึ้นของ

การวาวแสงเมื่อเข้าจับกับดีเอ็นเอ งานวิจัยนี้มีเป้าหมายที่จะพัฒนาสีย้อมสไตริลชนิดใหม่ที่มีประสิทธิภาพที่ดี

ขึ้น โดยคาดว่าการเพิ่มตัวดับแสงเข้าไปที่ตัวสีย้อมทำให้ความเข้มของการวาวแสงของสีย้อมอิสระจะมีค่า

ต่ำลงและทำให้มีประสิทธิภาพการตรวจวัดดีอ็นเอที่ดีขึ้น ในงานวิจัยนี้ได้สังเคราะห์สีย้อมสไตริลฐานเบนโซ

ไทอะโซเลียม 3 ชนิดที่มีตัวดับแสง (dinitrophenyl - DNP, anthraquinone - AQ) และ ตัวเชื่อม (C4 และ 

TEG) ที่แตกต่างกันได้แก่ BT-DNP, BT-AQ และ BT-O-AQ โดยมีปริมาณผลผลิตอยู่ในช่วงร้อยละ 31-51 

และยืนยันโครงสร้างสีย้อมด้วยเทคนิค 1H NMR และ 13C NMR จากการทดลองพบว่าสีย้อมที่สังเคราะห์ได้

แสดงการเปลี่ยนแปลงของการดูดกลืนแสงและการวาวแสงเมื่อจับกับดีเอ็นเอ โดย BT-O-AQ ที่มี AQ เป็น

ตัวดับแสงเชื่อมต่อกับสีย้อมสไตริล BT ด้วยตัวเชื่อม TEG แสดงการเปลี่ยนแปลงของการวาวแสงมากที่สุด 

(100 เท่า) อีกทั้งการเกิด blue shift ของการดูดกลืนแสง ซึ่งแสดงถึงการเกิด H-aggregate ของสีย้อม 

สำหรับสีย้อม BT-DNP และ BT-AQ มีความเข้มของการวาวแสงเพ่ิมขึ้นเล็กน้อยเมื่อจับกับดีเอ็นเอและเมื่อ

อยู่ในกลีเซอรอล แสดงให้เห็นว่าตัวดับแสงที่ต่ออยู่กับตัวเชื่อม C4 ยังสามารถดับแสงของสีย้อมท่ีจับกับดีเอ็น

เอได้อยู่แม้ว่าการหมุนของพันธะคู่ที่เชื่อมระหว่างส่วนให้และรับอิเล็กตรอนจะถูกจำกัด สีย้อม BT-O-AQ มี

สเปกตรัมการดูดกลืนแสงที่ต่างกันในดีเอ็นเอสายเดี่ยวและสายคู่ รวมทั้งในดีเอ็นเอ (AT)10 และ (GC)10 

ในขณะที่จะสังเกตเห็นการเกิด blue shift เฉพาะในภาวะที่มีดีเอ็นเอสายคู่และดีเอ็นเอ (GC)10 เท่านั้น 

แสดงให้เห็นว่าการเกิด blue shift น่าจะเกี่ยวข้องกับการเกิด intercalation ของตัวดับแสง AQ สีย้อม BT-

O-AQ แสดงการวาวแสงเพ่ิมขึ้นใกล้เคียงกันทั้งในภาวะที่มีดีเอ็นเอสายเดี่ยวและสายคู่ แต่จะมีความเข้มการ

วาวแสงเพิ่มขึ้นมากในภาวะที่มีดีเอ็นเอ (AT)10 เมื่อเทียบกับ (GC)10 สุดท้ายทดลองการตอบสนองของสีย้อม

ต่อเกลือทั้งในภาวะที่มีดีเอ็นเอและไม่มีดีเอ็นเอ พบว่าการเติมเกลือจะทำให้สีย้อมหลุดออกจากดีเอ็นเอดังจะ

เห็นได้จากความเข้มของการวาวแสงที่ลดลงถึงร้อยละ 50 โดยสรุปงานวิจัยนี้สามารถสังเคราะห์สีย้อมสไตริล

ที่มีความเข้มการวาวแสงของสีย้อมอิสระที่ต่ำและมีการเพิ่มขึ้นของการวาวแสงที่สูงเมื่อเข้าจับกับดีเอ็นเอ 

รวมถึงแสดงการเกิด blue shift ของสเปกตรัมการดูดกลืนแสงเมื่ออยู่ในภาวะที่มีดีเอ็นเอสายคู่และดีเอ็นเอ 

(GC)10 สมบัติเหล่านี้ทำให้สีย้อม BT-O-AQ มีความเหมาะสมในการนำไปใช้ตรวจวัดดีเอ็นเอ แต่ยังคงต้องมี

การพัฒนาความเสถียรของสีย้อมในภาวะที่มีเกลือต่อไป 
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Abstract 
Styryl dyes have been used extensively for the fluorescence detection of DNA because of 
their many desirable characteristics including the ease of synthesis, structural fine-tuning, 
photostability, and the ability to increase fluorescence intensity when binding to DNA. In this 
study, we aim to develop new styryl dyes with a better performance. By incorporating the 
quencher, the fluorescence background of the dye is expected to be lower and thus 
improving the efficiency of DNA staining. Three benzothiazolium-based styryl dyes with 
different quenchers (dinitrophenyl - DNP, anthraquinone - AQ) and linkers (C4 and TEG), 
namely BT-DNP, BT-AQ, and BT-O-AQ, were synthesized with percentage yields in the range 
of 31-51. The structures of the dyes were confirmed by 1H and 13C NMR. All dyes showed 
UV absorption and fluorescence change in the presence of DNA. The BT-O-AQ dye with AQ 
quencher linked to the BT styryl dye through a TEG linker showed the largest fluorescence 
change (100-fold). The BT-O-AQ dye also showed a blue-shifted absorption suggesting the 
formation of H-aggregates. The dyes BT-DNP, BT-AQ showed very small fluorescence 
increase in the presence of DNA and in glycerol. This suggested that the quencher attached 
to the C4 linker may still effectively quench the DNA-bound dye even when the rotation of 
the double bond joining the electron donor and acceptor was restricted. The dye BT-O-AQ 
showed different responses between ssDNA and dsDNA as well as between (AT)10 and (GC)10 
DNA in terms of UV absorption. On the other hand, the blue-shifted signal was observed 
only with dsDNA and (GC)10 DNA. This suggested that the blue-shifting may associate with 
the intercalation ability of the AQ quencher. The fluorescence of the dye similarly increased 
in the presence of ssDNA and dsDNA, but the fluorescence increase was more evident with 
(AT)10 over (GC)10. Finally, the effects of salts on the dye BT-O-AQ in the absence and 
presence of DNA were investigated. The binding of the dye and the DNA was attenuated in 
the presence of salt as shown by the decrease in fluorescence emission by 50%. In summary, 
styryl dyes exhibiting low background fluorescence and large fluorescence increase in 
presence of DNA were developed. The dye BT-O-AQ showed the largest fluorescence 
increase upon binding to DNA and exhibited blue-shifted UV absorption spectra only in the 
presence of dsDNA and (GC)10 DNA. These properties should make the BT-O-AQ dye useful 
for DNA detection, although the stability of the dye-DNA in the presence of salts still needs 
improvement 
Keywords: styryl dye, quencher, DNA, fluorescence, intercalation 
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บทที่ 1 

บทนำ 

 

1.1 ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา 

 เทคนิคฟลูออเรสเซนซ์สเปคโทรสโคปี เป็นหนึ่งในเทคนิคที่สำคัญในการศึกษาางด้านชีววิทยาระดับ

โมเลกุล โดยเฉพาะอย่างยิ่งการวิเคราะห์ดีเอ็นเอหรือกรดนิวคลีอิกประเภทอื่น ๆ เพื่อตรวจสอบความผิดปกติ

หรือความแตกต่างทางพันธุกรรม เช่น โรคทางพันธุกรรมที่เกิดจากยีนที่ถ่ายทอดลักษณะตำแหน่งเดียว (single 

gene disorders) การเกิดมิวเทชั่นและความแตกต่างของลำดับเบสในดีเอ็นเอ1 เนื่องจากเทคนิคฟลูออเรส

เซนซ์มีความไวสูง สามารถวิเคราะห์ได้ถึงระดับโมเลกุลเดี่ยว ๆ ทำได้โดยตรงในเซลล์ที่ยังมีชีวิต และเป็นแบบ

เห็นผลได้ทันที (real time)2 อีกทั้งยังมีเครื่องมือที่ไม่ซับซ้อน ใช้งานได้ง่าย แต่ดีเอ็นเอหรืออาร์เอ็นเอตาม

ธรรมชาติไม่มีสมบัติการวาวแสง ทำให้จำเป็นต้องมีการนำสีย้อมมาใช้เพื่อช่วยในการวิเคราะห์ โดยสีย้อมที่นิยม

ใช้ในการตรวจวัดดีเอ็นเอ ได้แก่ ethidium bromide,3-5 SYBR gold,6, 7 SYBR green,8-10 SYBR safe,11 และ 

EvaGreen12 แต่สีย้อมเหล่านี้ส่วนใหญ่มีราคาแพง มีความเป็นพิษมาก และก่อให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทาง

พันธุกรรม13 

 ในปัจจุบันได้มีผู้ให้ความสนใจพัฒนาสีย้อมในกลุ่มสไตริลเพ่ือใช้ในการวิเคราะห์เป็นจำนวนมาก14 โดยสี

ย้อมสไตริลจะประกอบไปด้วยสองส่วนคือ ส่วนวงอะโรมาติกที่มีอิเล็กตรอนน้อยและส่วนวงอะโรมาติกที่มี

อิเล็กตรอนมาก ทั้งสองส่วนถูกเชื่อมต่อกันด้วยพันธะคู่ โดยในสภาวะปกติสีย้อมจะมีการวาวแสงน้อยเนื่องจาก

เกิดการหมุนของพันธะคู่ที่ตรงกลางโมเลกุลเนื่องจากพันธะคู่นี้มีลักษณะของความเป็นพันธะเดี่ยวสูงเนื่องจาก

ปรากฏการณ์ถ่ายโอนอิเล็กตรอนภายในโมเลกุล (intramolecular charge transfer) ปรากฏการณ์นี้ทำให้สี

ย ้อมในกล ุ ่มน ี ้แสดงสมบัต ิ เช ิงแสงท ี ่ เปล ี ่ยนไปตามส ิ ่ งแวดล ้อม เช ่น สภาพขั ้วของต ัวทำละลาย 

(solvatochromism) จากงานวิจัยที่ผ่านมาพบว่าสีย้อมสไตริลหลายชนิดสามารถจับกับดีเอ็นเอแล้วทำให้เกิด

การวาวแสงที่เพ่ิมข้ึนได1้5 แต่เมื่อสีย้อมเข้าไปจับกับดีเอ็นเอ จะเกิดการวาวแสงที่เพ่ิมขึ้น เนื่องจากการถูกกำจัด

การหมุนของพันธะคู่กลางโมเลกุลของสีย้อม ตัวอย่างเช่นในปี 2018 Wang และคณะได้พัฒนาโมเลกุลสีย้อมส

ไตริล ซึ่งมีประสิทธิภาพในการย้อมติดกรดนิวคลีอิกในเซลล์สิ่งมีชีวิตโดยให้สัญญาณฟลูออเรสเซนส์ที่สูง และ

สามารถใช้ในการศึกษาวัฎจักรของเซลล์ได้แบบเห็นผลได้ทันที16  

อย่างไรก็ตาม สีย้อมสไตริลบางชนิดให้สัญญาณฟลูออเรสเซนส์ที่สูงแม้ไม่มีกรดนิวคลีอิกเป้าหมาย ทำให้

ความแตกต่างของความเข้มการวาวแสงระหว่างก่อนจับกับดีเอ็นเอและหลังจับกับดีเอ็นเอมีความแตกต่างกัน

น้อย ดังนั ้น ในงานวิจัยนี ้ ผู ้ว ิจัยจึงมีวัตถุประสงค์ที ่จะปรับปรุงประสิทธิภาพของสีย้อมสไตริลโดยการ

ปรับเปลี่ยนโครงสร้างด้วยการเพ่ิมส่วนโมเลกุลดับแสง (quencher) ลงในโมเลกุลสีย้อม โดยคาดหวังว่าสีย้อมที่

พัฒนาขึ้นใหม่จะมีสัญญาณฟลูออเรสเซนส์ที่ต่ำลงในสภาพสีย้อมอิสระ(ไม่มีกรดนิวคลีอิกเป้าหมาย) และสีย้อม

ที่ได้จะยังคงความสามารถในการตอบสนองสัญญาณฟลูออเรสเซนส์ที่สูงในสภาวะที่จับกับกรดนิวคลีอิก เพ่ือให้

อัตราส่วนระหว่างสัญญาณฟลูออเรสเซนส์เมื่อมีกรดนิวคลีอิกเป้าหมายต่อสัญญาณสีย้อมอิสระ (F/F0) มีค่า

สูงขึ้น ซึ่งนำไปสู่การพัฒนาโมเลกุลสีย้อมสไตริลที่มีประสิทธิภาพในการตรวจวัดกรดนิวคลีอิกที่มากข้ึนด้วย  
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1.2 ทฤษฎีที่สำคัญและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

 1.2.1 หลักการของฟลูออเรสเซนส์ 

 หลักการทำงานของฟลูออเรสเซนส์ อธิบายได้ด้วย Jablonski diagram (รูปที่ 1.1) เมื่อโมเลกุลถูก

กระตุ้นด้วยแสงที่ความยาวคลื่นจำเพาะ อิเล็กตรอนจาก ground state จะข้ึนไปอยู่ที่ excited state หลังจาก

นั้นอิเล็กตรอนจะลดระดับพลังงานลงมาที่ singlet excited state (S1) ซ่ึงจากนั้นจะตกกลับมาสู่ ground 

state พร้อมกับการคายพลังงานออกมา โดยจะมีทั้ง non-radiative relaxation และ radiative relaxation 

ซึ่งก็คือการวาวแสง fluorescence17 โครงสร้างโมเลกุลมีบทบาทสำคัญในการกำหนดคุณสมบัติการวาวแสง 

โดยโมเลกุลที่มีโครงสร้างเป็น conjugated π-system ที่มีลักษณะแบนราบและมีความ rigid เป็นเงื่อนไข

สำคัญของโมเลกุลที่จะแสดงสมบัติฟลูออเรสเซนส์18 นอกจากนี้ยังมีปัจจัยอ่ืนที่ส่งผลต่อการวาวแสง เช่นสภาพ

ขั้ว ความเป็นกรดเบสและความหนืดของตัวทำละลาย19 

 

 
รูปที่ 1.1 Jablonski diagram17 

 

 การออกแบบโมเลกุลของสีย้อมที่ตอบสนองต่อการจับกับดีเอ็นเอจะอาศัยหลักการที่ว่าเมื่อสีย้อมเข้า

จับกับดีเอ็นเอ groove หรือ base stack ของดีเอ็นเอจะบังคับให้สีย้อมอยู่ในรูปแบบที่เป็นแบนราบอยู ่ใน

ระนาบเดียวกัน18 นอกจากนี้ตัวสีย้อมจะถูกบังคับให้อยู่ในสภาพแวดล้อมที่มีขั้วต่ำกว่าสีย้อมอิสระที่อยู่ในน้ำ

หรือสารละลายบัฟเฟอร์ จึงส่งผลให้การวาวแสงเปลี่ยนแปลงไป ซึ่งอาจเป็นได้ทั้งการเพ่ิมขึ้นหรือลดลงก็ได้ แต่

สีย้อมที่ดีควรจะให้การวาวแสงต่ำในสภาพอิสระและเม่ือจับกับดีเอ็นเอควรให้การวาวแสงที่สูง 

 

1.2.2 สีย้อมสไตริลและสารประกอบที่เกี่ยวข้อง 

สีย ้อมที ่น ิยมใช้ในการตรวจวัดดีเอ็นเอกลุ ่มที ่สำคัญคือสีย ้อมไซยานิน (cyanine dye) ซึ ่งมี

ลักษณะเฉพาะคือมีไนโตรเจนสองอะตอม ตัวหนึ่งจะต้องมีประจุบวกอีกตัวไม่มีประจุ ทั้งสองตัวจะเชื่อมต่อกัน

ด้วยสายโซ่ polymethine ที่มีจำนวนอะตอมของคาร์บอนเป็นจำนวนคี่ โดยไนโตรเจนทั้งสองตัวนั้นอาจเป็น

ส่วนหนึ่งของวง heteroaromatic เช่น pyrrole, imidazole, thiazole, pyridine, quinoline, indole และ 

benzothiazole หรือไม่ก็ได้ สีย้อมไซยานินนั้นสามารถแบ่งออกเป็น 2 ประเภทคือ แบบวงเปิดหรือวงปิดและ
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แบบ hemicyanines20 ซ ึ ่ ง  hemicyanine ค ือส ี ย ้ อม cyanine ท ี ่ ด ้ านหน ึ ่ งของ  conjugated chain 

ประกอบด้วยวงปิดและอีกด้านหนึ่งของ conjugated chain เป็นแบบวงเปิด21 ดังรูปที่ 1.2 ตัวอย่างของสีย้อม

ไซยานิน ได้แก่ Cy3 และ Cy5  

 

 
รูปที่ 1.2 สีย้อมไซยานินประเภทต่าง ๆ (ก) วงเปิด, (ข) วงปิด, (ค) hemicyanines และ  

(ง) Cy3 และ Cy520 

 

สีย้อมสไตริลมีโครงสร้างที่ใกล้เคียงกับสีย้อมไซยานิน โดยมีส่วนของสไตริลแรดิคัล (Ar–CH=CH–) ซึ่ง

ได้มาจากสไตรีน (styrene) ดังนั ้นสีย้อมที ่มี radical นี้เป็นองค์ประกอบจึงมีชื ่อเรียกว่าสีย้อมสไตริล 22 

โครงสร้างของสีย้อมสไตริลโดยทั่วไปจะประกอบไปด้วยสองส่วนคือส่วนวงอะโรมาติกที่มีอิเล็กตรอนน้อย 

(electron deficient) และส่วนวงอะโรมาติกที่มีอิเล็กตรอนมาก (electron rich) เชื่อมต่อกันด้วยพันธะคู่ใน

ลักษณะที่ทำให้วงทั้งสองคอนจูเกตกัน ดังนั้นจำนวนคาร์บอนอะตอมที่เชื่อมต่อระหว่างวงแหวนทั้งสองจะเป็น

เลขคู่ ดังรูปที่ 1.3 ลักษณะการเชื่อมต่อแบบคอนจูเกตดังกล่าวทำให้เกิดการถ่ายโอนอิเล็กตรอนระหว่างวง

แหวนทั้งสองได้ มีการรายงานถึงการสังเคราะห์สีย้อมสไตริลครั้งแรกในปี 1920 โดย Konig และคณะ22 สี

ย้อมสไตริลมีจุดเด่นหลายประการ เช่น มีขั้นตอนการสังเคราะห์ง่าย ไม่เสียสภาพง่ายเมื่อถูกกระตุ้นด้วยแสง

เป็นเวลานาน ซึ ่งต่างจากสีย้อมไซยานินทั ่วไปที ่ความทนทานต่อแสง (photostability) ต่ำ23 สามารถ

ปรับเปลี่ยนโครงสร้างเพื่อให้ได้สมบัติการดูดกลืนและการวาวแสงที่ต้องการ มีความเข้มของการวาวแสงสูง และ

มีสมบัติเชิงแสงที่เปลี่ยนแปลงได้ตามสภาพแวดล้อม (solvatochromism) โดยการวาวแสงจะเพิ่มขึ้นผ่าน

กระบวนการยับยั้งการหมุนของพันธะคู่ที่เชื่อมวงอะโรมาติกทั้งสองวงเมื่ออยู่ในสภาพแวดล้อมที่มีขั้วต่ำซึ่งทำให้

การแยกประจุลดลงหรือเมื่อโมเลกุลถูกบังคับให้หยุดนิ่งเช่นการจับกับดีเอ็นเอหรือการอยู่ในตัวทำละลายที่มี

ความหนืดสูงเช่นกลีเซอรอล ทำให้สีย้อมสไตริลได้ถูกนำไปประยุกต์ใช้ในหลายด้าน เช่น ใช้เป็นตัวตรวจวัดดี

เอ็นเอ14 ตรวจวัดโปรตีน24 ใช้ในการพัฒนาระบบสังเคราะห์แสงจำลอง25 และใช้เป็น chemosensor สำหรับ

โมเลกุลหรือไอออน เช่น H2O2,26 Hg2+, 27 CN- 28, 29 ตลอดจนใช้ในการย้อมสีเซลล์หรือเนื้อเยื่อต่างๆ เช่น 

mast cell, keratin และ กระดูกอ่อน (cartilage)30 
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รูปที่ 1.3 โครงสร้างทั่วไปของสีย้อมสไตริล 

 

 1.2.3 อันตรกิริยาระหว่างสีย้อมสไตริลกับดีเอ็นเอ 

ในปี 2004 Xu และคณะได้รายงานสีย้อมสไตริลฐานเบนโซไทอะโซเลียมที่มีโครงสร้างง่าย ๆ  ดังรูปที่ 

1.4 เพื่อใช้เป็นในการตรวจวัดกรดนิวคลีอิก31 โดยกรดนิวคลีอิกที่ใช้ในการทดลองคือ calf thymus DNA (CT 

DNA) และ fish sperm DNA (FS DNA) จากการทดลองคณะผู้วิจัยได้เสนอว่าสาเหตุที่ทำให้ความเข้มการวาว

แสงของสีย้อมสไตริลเพิ่มขึ้นเกิดจากการที่สีย้อมสไตริลเข้าจับกับดีเอ็นเอที่ minor groove และการเกิด J-

aggregate ของสีย้อมซึ่งแสดงโดยการ red-shift ของสปกตรัมการดูดกลืนแสง โดยโมเลกุลของสีย้อมจะเกิด

การเรียงตัวแบบ head to tail โดยในสภาวะที่ไม่มีดีเอ็นเอ สีย้อมจะมีความเข้มของการวาวแสงต่ำ แต่เมื่อเติม 

CT DNA พบว่าความเข้มของการวาวแสงของสีย้อมมีค่ามากขึ้น โดยสามารถตรวจวัดดีเอ็นเอที่ความเข้มข้น

ต่ำสุดได้ที่ 5-7 µg mL-1 

 

รูปที ่1.4 โครงสร้างของสีย้อมที่ใช้ในงานของ Xu และคณะ31 

 

 ในป ี 2018 Wang และคณะได ้ทำการสั งเคราะห ์ส ีย ้อมสำหร ับใช ้ตรวจว ัด nucleolus และ 

chromosome ในวัฏจักรของเซลล์16 และยังได้มีการจำลองการเกิดอันตรกิริยาระหว่างสีย้อมที่สังเคราะห์ได้

กับกรดนิวคลีอิกเป้าหมาย โดยใช้คอมพิวเตอร์โมเดล และได้เสนอว่าสีย้อมเข้าจับกับดีเอ็นเอที่  hydrophobic 

minor grooves ด้วยพันธะไฮโดรเจน และสีย้อมเข้าจับกับอาร์เอ็นเอที่ hydrophobic major grooves ด้วย  

π–cation interaction และพันธะไฮโดรเจน 

 โดยทั่วไปรูปแบบของการจับกันระหว่างโมเลกุลขนาดเล็กเช่นสีย้อมกับดีเอ็นเอ (binding modes) จะ

มีอยู่หลัก ๆ 2 รูปแบบ ได้แก่ intercalation และ groove binding ซึ่งสีย้อมแต่ละชนิดจะเกิดการเข้าจับกบัดี

เอ็นเอวิธีใดจะขึ้นอยู่กับสมบัติเฉพาะตัวของสีย้อมชนิดนั้น ๆ เช่น ขนาดและความเกะกะของโมเลกุลของสีย้อม 

และความยาวของ linker32 การเข้าจับกับดีเอ็นเอแบบ intercalation ซึ่งคือการที่โมเลกุลที่มีวงอะโรมาติก

แบน ๆ เข้าไปแทรกอยู่ระหว่างคู่เบสที่ซ้อนๆ กัน (base stack) ในโมเลกุลเกลียวคู่ของดีเอ็นเอ และแบบ 

groove binding ซึ่งคือการที่โมเลกุลที่มีสมบัติไม่ชอบน้ำและมีรูปร่างโค้งงอแบบพระจันทร์เสี้ยวเข้าเข้าไป
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แทรกอยู่ในร่องของดีเอ็นเอ (groove) ซึ่งมี 2 ชนิดคือ major groove และ minor groove เป็นหลัก ดังรูปท่ี 

1.5 

 ในปี 2018 Berdnikova และคณะได้ศึกษารูปแบบการจับของสีย้อมสไตริลฐานพิริดิเนียมกับดีเอ็นเอ 

โดยได้สังเคราะห์สีย้อมประเภท  monomeric และ homodimeric 4-alkoxystyryl(pyridinium) แล้วนำมา

ศึกษาการจับกับดีเอ็นเอโดยใช้เทคนิคยูวี-วิสิเบิล สเปกโทรโฟโตเมทรี (UV-vis spectrophotometry), เทคนิค

ฟลูออเรสเซนส์สเปกโทรสปี (fluorescence spectroscopy) และเทคนิค circular dichroism (CD) จากผล

การทดลองพบว่าถ้าสีย้อมมี linker สั้น จะเข้าจับกับดีเอ็นเอแบบ intercalation แต่เมื่อเพิ่มความยาวของ 

linker ขึ้น เป็น C6 สีย้อมจะเริ่มเข้าจับกับดีเอ็นเอแบบ minor groove binding จนเป็นแบบ major groove 

binding ที่ linker ยาว C10 เนื่องจากเมื่อเพิ่มความยาวของ linker จะทำให้ hydrophobicity เพิ่มขึ้น ไม่

เหมาะสมต่อการเกดิ intercalation เพราะจะทำให้ส่วนที่เป็น hydrophobic ถูกบังคับให้อยู่ในสภาพแวดล้อม

มีข้ัวคือน้ำ ในขณะที่การเกิด groove binding ส่วนที่เป็น hydrophobic จะยังสามารถฝังอยู่ใน DNA groove 

ซึ่งมีสภาพแวดล้อมที่ข้ัวต่ำได้33 

 

 
รูปที่ 1.5 รูปแบบการจับกันของดีเอ็นเอกับสีย้อม34 

 

1.2.4 การใช้ตัวดับแสง (quencher) ในสีย้อมสไตริล  

การดับแสงฟลูออเรสเซนส์ (fluorescence quenching) คือกระบวนการที่ทำให้เกิดการลดความเข้ม

ของการวาวแสงฟลูออเรสเซนส์ มีกระบวนการทางเคมีหลายอย่างที่สามารถทำให้เกิดการดับแสงฟลูออเรส

เซนส์ได ้ เช ่น การถ่ายเทพล ังงาน  (energy transfer), การจ ัดเร ียงต ัวใหม่ของโมเลก ุล  (molecular 

rearrangements), การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของสารเมื่ออยู่ที ่สภาวะกระตุ้น (excited state reaction) 

และ การชนกับอะตอมหรือโมเลกุลอื่นขณะที่อยู่ในสภาวะกระตุ้น (collisional quenching)35 การที่จะเกิด

กระบวนการดับแสงได้นั้นตัวดับแสงและโมเลกุลสีย้อมจะต้องอยู่ใกล้กันเพื่อให้กลุ่มหมอกอิเล็กตรอนของทั้ง

สองโมเลกุลเกิดปฏิสัมพันธ์กันได้ เมื่อตัวดับแสงเขาจับกับสีย้อมที่สภาวะกระตุ้น อิเล็กตรอนที่สภาวะกระตุ้นใน 

Lowest Unoccupied Molecular Orbital ของสีย้อมจะกลับไปที่สภาวะพื้น ทำให้สีย้อมไม่สามารถวาวแสง

ได้และปล่อยพลังงานออกมาในรูปความร้อนแทน ดังรูปที่ 1.6 
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รูปที่ 1.6 การเกิดกระบวนการ quenching35 

 

ตัวดับแสง (quencher) คือโมเลกุลหรือส่วนของโมเลกุลที่สามารถรับพลังงานจากโมเลกุลของสารวาว

แสงที่ถูกกระตุ้น ทำให้อิเล็กตรอนที่ถูกกระตุ้นนั้นกลับสู่สภาวะพื้นโดยปล่อยพลังงานออกมาในรูปความร้อน

แทนที่จะเป็นการเปล่งแสงที่ความยาวคลื่นต่ำลงกว่าความยาวคลื่นที่ใช้กระตุ้นตามหลักการของฟลูออเรสเซนส์

ปกติ ทำให้โมเลกุลนั้นไม่สามารถเกิดการคายแสงออกมาได้จึงไม่เกิดการวาวแสง ซึ่งกระบวนการนี้จะเกิดได้ดี

เมื่อส่วนโมเลกุลดับแสงอยู่ใกล้กับสารวาวแสงในระยะที่เหมาะสม36 

มีงานวิจ ัยหลายงานที ่พบว่าสารวาวแสงที ่จ ับกับดีเอ็นเอจะถูกปกป้องจากตัวดับแสง ทำให้

ประสิทธิภาพของการดับแสงลดลง เช่น งานวิจัยของ Lakowicz และคณะ37 ได้ทดสอบประสิทธิภาพการดับ

แสงของสีย้อม ethidium bromide (EB) ด้วยโมเลกุลของออกซิเจน พบว่าเมื ่อสีย้อมเข้าจับกับดีเอ็นเอ 

ประสิทธิภาพของการดับแสงจะลดลงดังรูปที่ 1.7 

 
รูปที่ 1.7 ประสิทธิภาพของการดับแสงของสีย้อม ethidium bromide (EB) ด้วยออกซิเจน โดย

กราฟที่มีรูปวงกลมคือสีย้อมอิสระ ส่วนกราฟที่มีรูปสามเหลี่ยมคือสีย้อมที่เข้าจับกับดีเอ็นเอสายคู่แล้ว37 

 

แรงกระทำทางไฟฟ้าสถิตก็อาจส่งผลต่อประสิทธิภาพของการดับแสง ดังในอีกตัวอย่างหนึ่งจาก

งานวิจัยของ Suh และคณะ38 ได้ทดสอบการดับแสงของสีย้อม Hoechst 33258 โดยใช้ไอโอไดด์ไอออนเป็น

ตัวดับแสง พบว่าเมื่อสีย้อมเข้าจับกับดีเอ็นเอสายคู่แล้วประสิทธิภาพของการดับแสงจะลดลง  ดังรูปที่ 1.8 แต่

เมื่อทดลองเปลี่ยนส่วนดับแสงเป็นโมเลกุลออกซิเจนซึ่งไม่มีประจุพบว่าประสิทธิภาพของการดับแสงก่อนและ
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หลังเข้าจับกับดีเอ็นเอไม่แตกต่างกัน ซึ่งสาเหตุมาจากผลของประจุลบบนดีเอ็นเอป้องกันไม่ให้ไอโอไดด์เกิด

อันตรกิริยากับสีย้อมที่จับกับดีเอ็นเอที่บริเวณ minor groove 

 
รูปที่ 1.8 ประสิทธิภาพของการดับแสงของสีย้อม Hoechst 33258 ด้วยไอโอไดด์ไอออน โดยกราฟสี

แดงคือสีย้อมอิสระ ส่วนกราฟสีเขียวคือสีย้อมที่เข้าจับกับดีเอ็นเอแล้ว38 

 

 ในปี 2017 ได้มีกลุ่มวิจัยของ Hori39 และคณะได้สังเคราะห์สีย้อมไซยานินเพื่อใช้สำหรับตรวจวัด

โปรตีนที ่ถูกดัดแปรด้วย photoactive yellow protein (PYP) tag โดยได้ทำการต่อส่วนของตัวดับแสง 

(quencher) ได้แก่ dinitrophenyl group เข้ากับตัวสีย้อม ผ่าน linker ซึ่งเป็น p-coumaric acid ที่จะจับกับ 

PYP-tag อย่างจำเพาะดังรูปที่ 1.9 

 
รูปที่ 1.9 โครงสร้างของสีย้อมไซยานินที่เชื่อมต่อกับตัวดับแสงผ่านมี p-coumaric acid linker39 

 

 ตัวดับแสงที่เป็นหมู่ dinitrophenyl ทำให้ความเข้มของการวาวแสงของสีย้อมอิสระมีความเข้มน้อยลง 

ซึ่งเกิดจาก intramolecular quenching ระหว่างส่วนโมเลกุลดับแสงกับตัวสีย้อม ดังรูปที่ 1.10 และเมื่อสี

ย้อมไซยานินนี ้จับกับโปรตีนที ่ติดฉลากด้วย PYP-tag จะทำให้เกิดการหลุดออกของตัวดับแสง จากการ

เกิดปฏิกิริยา thiol exchange ระหว่าง Cys ใน PYP-tag กับ DNP thioester การวาวแสงของสีย้อมจึงเพ่ิมขึ้น

เมื่อเทียบกับสีย้อมที่มีตัวดับแสง นอกจากนั้นสีย้อมจะเข้าไปจับกับโปรตีน ทำให้โปรตีนนั้นเกิดการวาวแสงด้วย 

ส่วนสีย้อมที่ไม่จับกับโปรตีนจะไม่เกิดการวาวแสง ทำให้อัตราส่วนฟลูออเรสเซนส์ระหว่างก่อนและหลังเข้าจับ

กับโปรตีน (OFF-ON ratio) มีค่ามากขึ้น39 
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รูปที่ 1.10 การทำงานของสีย้อมที่ตอบสนองต่อการจับกับโปรตีน PYP-tag39 

 

1.3 วัตถุประสงค์และขอบเขตของการวิจัย 

 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์ท่ีจะพัฒนาสีย้อมสไตริลสำหรับการตรวจวัดกรดนิวคลิอิก โดยทำการ

เพิ่มส่วนดับแสง (quencher) ลงในส่วนของสีย้อมสไตริลโดยคาดหวังว่าสีย้อมที่พัฒนาขึ้นใหม่จะมีสัญญาณ

ฟลูออเรสเซนส์ที่ต่ำลงเมื่อไม่มีกรดนิวคลีอิกเป้าหมาย และในสภาวะที่มีกรดนิวคลีอิ กสีย้อมที่ได้จะยังคง

ความสามารถในการตอบสนองสัญญาณฟลูออเรสเซนส์ที่สูง เพื่อให้อัตราส่วนระหว่างสัญญาณฟลูออเรสเซนส์

เมื่อมีกรดนิวคลีอิกเป้าหมายต่อสัญญาณสีย้อมเปล่า (F/F0) มีค่าสูงขึ้น ซึ่งนำไปสู่การพัฒนาโมเลกุลสีย้อมสไต

ริลที่มีประสิทธิภาพในการตรวจวัดกรดนิวคลีอิกที ่มากขึ้นด้วย ซึ่งความท้าทายในการออกแบบอยู่ที ่การ

ออกแบบให้ส่วนของตัวดับแสงต้องสามารถดับแสงของสีย้อมอิสระ แต่ไม่สามารถดับแสงของสีย้อมในสภาพที่

จับกับดีเอ็นเอได้  

ในงานวิจัยจะสังเคราะห์สีย้อมสไตริลที่มีหมู่ benzothiazole เป็นฐานดังรูปที่ 1.11 ซึ่งสีย้อมสไตริล

ชนิดนี้เป็นสีย้อมที่แสดงการเพ่ิมข้ึนของการวาวแสงที่สูงเมื่อเข้าจับกับดีเอ็นเอ และเคยมีผู้ศึกษารูปแบบการเกิด

อันตรกิริยากับดีเอ็นเอและมีข้อมูลเกี่ยวสมบัติเชิงแสงของสีย้อมที่ยังไม่ได้เพิ่มส่วนของตัวดับแสงมาก่อนหนา้นี้

แล้ว จึงสามารถนำมาใช้เป็นตัวเทียบเพ่ือศึกษาอิทธิพลของตัวดับแสงได้เป็นอย่างดี31  

 

 

รูปที่ 1.11 โครงสร้างสีย้อมสไตริลที่จะทำการสังเคราะห์ โดย -L- = (CH2)4 และ 

CH2CH2OCH2CH2OCH2CH2, -Q = dinitrophenyl และ anthraquinone 

 

 โดยส่วนดับแสง (Q) ที่สนใจจะนำมาใช้ในงานวิจัยได้แก่ หมู่ dinitrophenyl และหมู่ anthraquinone 

จากงานวิจ ัยของ Hori และคณะ39 ที ่ได ้อภิปรายไปก่อนหน้านี ้แสดงให้เห็นว ่าหมู ่ dinitrophenyl มี

ความสามารถทำให้สีย้อมอิสระมีความเข้มของการวาวแสงลดลง แต่เมื่อจับเข้ากับโปรตีน ส่วนดับแสงสามารถ
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หลุดออกจากโมเลกุลของสีย้อมแล้วทำให้สีย้อมมีความเข้มการวาวแสงมากกว่าตอนเป็นสีย้อมอิสระได้ และใน

ปี 1997 Gutierrez และคณะได้แสดงให้เห็นว่า quinone และ anthraquinone สามารถเป็นตัวดับแสงที่ดี 

โดยผ่านกระบวนการ reversible charge transfer โดยที ่ quinone จะทำหน้าที่ เป ็นตัวร ับอิเล ็กตรอน 

(electron acceptor)40 การใช ้ anthraquinone น่าจะมีข ้อได ้เปร ียบเหนือ dinitrophenyl เน ื ่องจาก 

anthraquinone มีความสามารถในการเกิด intercalation กับดีเอ็นเอได้41, 42 โดยเฉพาะอย่างยิ ่งเมื ่อใช้

ร่วมกับ hydrophilic linker เช่น triethyleneglycol (TEG) ซึ่งมีความสามารถในการลดแรงกระทำกับน้ำทำ

ให้ให้เกิด intercalation ได้ดีขึ้น โดยคาดกว่าการเกิด intercalation จะช่วยแยกส่วนของตัวดับแสงออกจาก

ตัวสีย้อมได้อย่างมีประสิทธิภาพกว่าตัวดับแสงที่ไม่ได้เกิดอันตรกิริยาใดๆ กับดีเอ็นเออย่าง dinitrophenyl 

 ในงานวิจัยนี้จะทำการสังเคราะห์และพิสูจน์เอกลักษณ์ของสีย้อมสไตริลทั้งที่ไม่มีตัวดับแสงและที่มีตัว

ดับแสงชนิดต่างๆ ตรวจสอบโครงสร้างของสีย้อมที่สังเคราะห์ได้ด้วยเทคนิคนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์

สเปกโทรสโคปี (NMR) แล ้วศ ึกษาสมบัต ิเช ิงแสงของสีย ้อมที ่ส ังเคราะห์ได้ (absorption, emission, 

fluorescence quantum yield) จากนั้นจึงนำไปศึกษาความแตกต่างของการวาวแสงของสีย้อมระหว่างสีย้อม

อิสระกบัสีย้อมเมื่อเข้าจับกับดีเอ็นเอชนิดต่าง ๆ (F/F0) เช่น ดีเอ็นเอสายเดี่ยว ดีเอ็นเอสายคู่ ตลอดจนดีเอ็นเอที่

มีองค์ประกอบของเบสแตกต่างกันได้แก่ (AT)10 และ (GC)10 เพื่อเปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงการวาวแสง

ระหว่างก่อนและหลังเข้าจับกับดีเอ็นเอด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนซ์ส เปกโทรสโคปี รวมถึง salmon sperm 

DNA เพ่ือยืนยันว่าการตอบสนองเชิงแสงของสีย้อมต่อดีเอ็นเอสายคู่นั้นไม่ได้เป็นกรณีพิเศษที่เกิดเฉพาะกับตัวดี

เอ็นเอสังเคราะห์สายสั้นที่เลือกมาใช้ ผลที่คาดว่าจะได้จากงานวิจัยนี้ คือได้สีย้อมสไตริลที่มีส่วนของโมเลกุลดับ

แสงที่มีประสิทธิภาพในการตรวจวัดดีเอ็นเอท่ีดีขึ้น 
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บทที่ 2 

การทดลอง 

 

2.1 รายการเครื่องมือ อุปกรณ์ และสารเคมี 

 2.1.1 เครื่องมือและอุปกรณ ์

 การวัดการวาวแสงของสาร กระทำโดยใช้เครื่องฟลูออเรสเซนซ์สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (fluorescence 

spectrophotometer) รุ่น Cary Eclipse (Varian/Agent Technologies)  

 การตรวจว ัดส ัญญาณการดูดกล ืนแสง ใช ้เคร ื ่องย ูวี-วิส ิเบ ิล สเปกโทรโฟโตมิเตอร ์ (UV-Vis 

Spectrophotometer) รุ่น Cary Eclipse (Varian/Agent Technologies) 

 การพิสูจน์เอกลักษณ์ ด้วยเทคนิคนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ ใช้เครื่อง JEOL 500 MHz NMR 

spectrometer รุ่น JNM-ECZ500R/S1 ทำงานที่ความถี่ 500 MHz สำหรับการทดลอง 1H NMR และ 126 

MHz สำหรับการทดลอง 13C NMR และการวัดมวลโมเลกุลใช้เครื่องแมสสเปกโตรมิเตอร์ชนิด Matrix Assisted 

Laser Desorption Ionization (MALDI-TOF Mass Spectrometer) รุ่ น  Microflex (Bruker Daltonics) 

โดยใช้ D-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CCA, 99%, Sigma Aldrich) เป็น matrix 

 การชั่งน้ำหนักสาร ใช้เครื่องชั่ง 4 ตำแหน่ง DKSH รุ่น AND GR-200 

 การปิเปตสาร การปิเปตสารปริมาตรน้อยใช้ไมโครปิเปต ยี่ห้อ Eppendorf Research Plus ประเทศ

เยอรมนี ขนาด 0.1-2.5 µL, 0.5-10 µL, 10-100 µL และ 100-1000 µL สำหรับสารปริมาตรมาก (> 1 mL) 

ใช้ graduate pipette ชนิดแก้ว ยี่ห้อ HBG ประเทศเยอรมนี 

 การทำให้สารแห้ง ใช้เครื่องปั๊มสุญญากาศ (diaphragm vacuum pump) รุ่น JK-DVP-0.5A (JKI) 

 การควบคุมอุณหภูมิในการทำปฏิกิริยา ใช้เครื่องควบคุมอุณหภูมิ (heating block) รุ่น TDB-400 

(Biosan) 

 การตรวจวัดคุณสมบัติเชิงแสงเบื้องต้นด้วยตาเปล่า UV transilluminator รุ่น VILBER LOURMAT 

TCP-20.LM และกล้องถ่ายรูป รุ่น EOS M EF-M 18-55 STM 

 

 2.1.2 รายการสารเคมี 

 2.1.2.1 สารตั ้งต้นสำหรับการสังเคราะห์สีย้อมสไตริล  ใช้ ammonium hexafluorophosphate 

(99%) และ  2-methylbenzothiazole (99%) จาก  Acros Organics, iodomethane (99%) จาก  BDH,  

2,4-dinitrophenol (>99%) จาก Fluka, N,N-dimethylformamide (anhydrous) จาก LBS, potassium 

carbonate (99.9%) จาก RCI Labscan, 4-diethylaminosalicylaldehyde (98%) จาก Sigma-Aldrich, 

1,4-dibromobutane (>98%) และ 2-hydroxyanthraquinone (>95%) จาก TCI 

 

 2.1.2.2 ตัวทำละลายที่ใช้สำหรับการพิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยเทคนิคนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ ได้แก่ 

chloroform-d (99.8% atom D)  และ  dimethyl sulfoxide-d6 (99 .9%  atom D)  จาก Cambridge 
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Isotope Laboratories และตัวทำละลายที่ใช้สำหรับการสังเคราะห์และทำให้บริสุทธิ ์ ได้แก่ acetone 

(99.5%), ethanol (99.7%), ethyl acetate (98%) และ hexanes (98%) จาก RCI Labscan 

 

 2.1.2.3 การติดตามปฏิกิริยาเคมี ใช้เทคนิค TLC (Thin Layer Chromatography) ซึ ่งเป็นแผ่น

อะลูมิเนียมเคลือบด้วยซิลิกาเจล 60 F254 ความหนา 0.2 mm จาก Merck D.C. และการทำสารให้บริสุทธิ์

โดยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟี (column chromatography) ใช้ซิลิกาเจลขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 60-200 

µm จาก Merck 

 

 2.1.2.4 โอลิโกดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ส ังเคราะห์ ที ่ใช ้ในงานวิจ ัยน ี ้จาก Integrated DNA 

Technologies (IDT) จากประเทศสิงคโปร์ โดยมีลำดับเบสดังแสดงตามตารางท่ี 2.1 

 

ตารางท่ี 2.1 ลำดับเบสของดีออกซีไรโบนิวคลีอกแอซิด (DNA) ที่ใช้ในงานวิจัย 

DNA Sequence (5’ → 3’) 

N24 CCA GGG CAT GGT AGA TCA CTG TAC GCC GCG 

N25 CGC GGC GTA CAG TGA TCT ACC ATG CCC TGG 

(AT)10 ATA TAT ATA TAT ATA TAT AT 

(GC)10 GCG CGC GCG CGC GCG CGC GC 

 

 2.1.2.5 Salmon sperm DNA (DNA from salmon testes) ที ่ใช้ในงานวิจัยนี ้ได้มาจาก Sigma-

Aldrich จากประเทศสหรัฐอเมริกา โดยมี %G-C content = 41.2%  

  

 2.1.2.6 การเตรียมตัวอย่างเพื่อการตรวจวัดทั้งหมดใช้น้ำปราศจากไอออนจากเครื่องทำน้ำบริสุทธิ์ 

Milli-Q (Merck Millipore) มีความต้านทาน 18.2 MΩ·cm 

 

2.2 วิธีการทดลอง 

 2.2.1 การสังเคราะห์สีย้อมสไตริล 

  2.2.1.1 การสังเคราะห์สีย้อมสไตริลที่มีส่วนของตัวดับแสงเป็น dinitrophenyl และมี linker 

4 carbon (BT-DNP) 

 a) 2,3-Dimethylbenzo[d]thiazol-3-ium iodide (1)15  

 

 

รูปที่ 2.1 แผนภาพการสังเคราะห์ 2,3-dimethylbenzo[d]thiazol-3-ium iodide (1)  



12 
 
 สังเคราะห์สารหมายเลข (1) โดยให้ความร้อนแก่ของผสมระหว่าง 2-methylbenzothiazole  

(0.64 mL, 5 mmol) กับ iodomethane (0.62 mL, 10 mmol) ในหลอดทดลองที ่มีฝาเกลียวปิดสนิทที่ 

90oC เป็นเวลา 1 คืน ในเครื่องควบคุมอุณหภูมิ (heating block) ดังรูปที่ 2.1 เมื่อครบกำหนดเวลาแล้ว ล้าง

ของแข็งที่ได้ด้วย diethyl ether และกรองเก็บผลิตภัณฑ์ที่ได้แล้วทำให้แห้ง ได้สาร 1 เป็นของแข็งสีขาวขุ่น 

0.8397 g คิดเป็นผลผลิต 58%; 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 8.40 (d J = 8 Hz), 8.25 (d J = 8.5 Hz), 

7.86 (t J = 8.5 Hz), 7.76 (t J = 7.0 Hz), 4.25 (s, 3H), 3.15 (s, 3H) 

 

 b) 2-(4-Bromobutoxy)-4-(diethylamino)benzaldehyde (2)43 

 

รูปที่ 2.2 แผนภาพการสังเคราะห์ 2-(4-bromobutoxy)-4-(diethylamino)benzaldehyde (2) 

 

 ผสม 4-diethylaminosalicylaldehyde (0.4831 g, 2.5 mmol), 1,4-dibromobutane (1.5 mL, 

12.5 mmol) และ potassium carbonate ที ่เผาเพื ่อไล่ความชื ้นแล้ว (0.5183 g, 3.75 mmol) ในตัวทำ

ละลาย N,N-dimethylformamide (DMF) ที ่ปราศจากน้ำ (2 mL) คนสารละลายที ่อุณหภูมิห้องภายใต้

บรรยากาศไนโตรเจนเป็นเวลา 1 คืน เมื่อปฏิกิริยาเกิดสมบูรณ์แล้วละลายของผสมที่ได้ใน dichloromethane 

ทำการสกัดด้วยน้ำ (3 x 20 mL) แล้วระเหยตัวทำละลายภายใต้สุญญากาศ และทำสารให้บริสุทธิ์โดยเทคนิค

คอลัมน์โครมาโทกราฟี โดยใช้ mobile phase คือ EtOAc : hexane (1 : 4) มีค่า Rf เท่ากับ 0.4 ได้สาร 2 

เป็นของเหลวสีน้ำตาลอ่อน 0.5855 g คิดเป็นผลผลิต 68%; 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 10.16 (s), 7.71 

(d J = 8.9 Hz), 7.25 (d J = 2.4 Hz), 6.32 (d J = 6.2 Hz), 5.28 (d J = 2.5 Hz), 4.11 – 4.05 (td J = 6 

Hz, 2H), 3.49 (td J = 6.4, 2.3 Hz, 2H), 3.40 (q J = 7.0 Hz), 2.12 – 1.97 (m), 1.21 (td J = 7.0, 2.2 Hz)  

 

 c) 4-(Diethylamino)-2-(4-(2,4-dinitrophenoxy)butoxy)benzaldehyde (3a) 

 

รูปที่ 2.3 แผนภาพการสังเคราะห์ 4-(diethylamino)-2-(4-(2,4-dinitrophenoxy)butoxy) 

benzaldehyde (3a) 
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 ใ ช้  2-(4-bromobutoxy)-4-(diethylamino)benzaldehyde (2) (0.3883 g, 1.18 mmol) ท ำ

ปฏิกิริยากับ 2,4-dinitrophenol (0.2607 g, 1.416 mmol) และ potassium carbonate (0.2446 g, 1.77 

mmol) ในN,N-dimethylformamide ตั้งปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 60 oC เป็นเวลา 12 ชั่วโมง ภายใต้บรรยากาศ

ไนโตรเจน ดังรูปที่ 2.3 จากนั้นนำไปวิเคราะห์ด้วย TLC ด้วยอัตราส่วนของ EtOAc ต่อ hexane เป็น 4 : 1 

พบว่าสารตั้งต้นทำปฏิกิริยาหมด หลังจากปฏิกิริยาเกิดสมบูรณ์แล้วละลายของผสมที่ได้ใน dichloromethane 

และนำไปสกัดด้วยน้ำ (3 x 20 mL) เพื ่อกำจัด N,N-dimethylformamide ระเหยตัวทำละลายภายใต้

สุญญากาศ และทำสารให้บริสุทธิ์โดยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟี โดยใช้  mobile phase คือ EtOAc : 

hexane (1 : 4) มีค่า Rf เท่ากับ 0.3 ได้สาร 3a เป็นของแข็งสีส้ม 0.1780 g คิดเป็นผลผลิต 35%; 1H NMR 

(500 MHz, CDCl3) δ 10.17 (s, 1H), 8.74 (d J = 2.7 Hz, 1H), 8.43 (dd J = 9.2, 2.8 Hz, 1H), 7.72 (d J 

= 8.7 Hz, 1H), 4.37 (t J = 5.4 Hz, 2H), 4.22 (t J = 5.3 Hz,1H), 3.44 (d J = 7.1 Hz, 3H), 2.14 (s, 4H), 

1.24 (t J = 7.0 Hz, 6H) 

 

 d) (E)-2-(4-(Diethylamino)-2-(4-(2,4-dinitrophenoxy)butoxy)styryl)-3-methylbenzo[d]thia 

zol-3-ium hexafluorophosphate (BT-DNP) 

 

รูปที่ 2.4 แผนภาพการสังเคราะห์ (E)-2-(4-(diethylamino)-2-(4-(2,4-dinitrophenoxy)butoxy)styryl)-3-

methylbenzo[d]thiazol-3-ium hexafluorophosphate (BT-DNP) 

 

 ละล าย  2,3-dimethylbenzo[d]thiazol-3-ium iodide (1) (0.1173 g, 0.403 mmol) และ  4 -

(diethylamino)-2- (4- (2 ,4-dinitrophenoxy)butoxy)benzaldehyde (3a) (0.934 g, 0.403 mmol) ใน 

เอทานอล (5 mL) นำไปรีฟลักซ์เป็นเวลา 12 ชั่วโมง หลังจากนั้นนำไปทำปฏิกิริยาแลกเปลี่ยน counter anion 

โดยการเต ิม ammonium hexafluorophosphate (0.0657 g, 0.403 mmol) ลงในสารละลายที ่ ได ้ใน

ขั้นตอนก่อนหน้า ตั้งปฏิกิริยาต่อที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 12 ชั่วโมง ดังรูปที่ 2.4 กรองของแข็งที่เกิดขึ้นแล้วล้าง

ผลิตภัณฑ์ที่ได้ด้วยเอทานอลและทำให้แห้ง ได้สาร BT-DNP เป็นของแข็งสีม่วง 0.2702 g คิดเป็นผลผลิต 

48%; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 8.74 (d J = 2.8 Hz, 1H), 8.49 (dd J = 9.3, 2.8 Hz, 1H), 8.18 

(d J = 7.9 Hz, 1H), 8.07 (d J = 15.1 Hz, 1H), 8.02 (d J = 8.4 Hz, 1H), 7.86 (d J = 9.2 Hz, 1H), 7.74 

(t J = 7.4 Hz, 1H), 7.63 (t J = 7.7 Hz, 2H), 7.62 (d J = 15.1 Hz, 1H), 7.47 (d J = 15.1 Hz, 1H), 6.52 

(d J = 9.2 Hz, 1H), 6.23 (d J = 1.6 Hz, 1H), 4.48 (m, 2H), 4.11 (s, 3H), 4.27 (m, 2H), 3.54 (q J = 6.8 
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Hz, 4H), 2.06 (m, 4H), 1.18 (t J = 7.0 Hz, 6H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 171.4, 161.8, 156.6, 

154.3, 144.6, 142.5, 140.0, 138.9, 130.0, 129.2, 127.5, 126.7, 124.0, 121.8, 116.2, 116.0, 111.5, 

106.7, 104.7, 94.4, 70.9, 68.2, 45.0, 35.4, 25.6, 25.7, 13.1; m/z (MALDI-TOF) Calcd for M+ 576.728, 

Found 577.212 

 

  2.2.1.2 การสังเคราะห์สีย้อมสไตริลที ่มีส่วนของตัวดับแสงเป็น anthraquinone และมี 

linker 4 carbon (BT-AQ) 

 a) 4-(Diethylamino)-2-(4-((9,10-dioxo-9,10-dihydroanthracen-2-yl)oxy)butoxy) 

benzaldehyde (3b) 

 

 

รูปที่ 2.5 แผนภาพการสังเคราะห์ 4-(diethylamino)-2-(4-((9,10-dioxo-9,10-dihydroanthracen-2-

yl)oxy)butoxy)benzaldehyde (3b) 

 

 ใ ช้  2-(4-bromobutoxy)-4-(diethylamino)benzaldehyde (2) (0.4819 g, 1.468 mmol) ท ำ

ปฏิกิริยากับ 2-hydroxyanthraquinone (0.3292 g, 1.468 mmol) และ potassium carbonate (0.3043 

g, 2.202 mmol) ใน N,N-dimethylformamide (3 mL) ตั ้งปฏิกิร ิยาที ่อ ุณหภูมิ 60 oC เป็นเวลา 1 คืน 

ภายใต้บรรยากาศไนโตรเจน ดังรูปที่ 2.5 จากนั้นนำไปวิเคราะห์ด้วย TLC ด้วยอัตราส่วนของ EtOAc ต่อ 

hexane เป็น 4 : 1 พบว่าสารตั้งต้นทำปฏิกิริยาหมด หลังจากปฏิกิริยาเกิดสมบูรณ์แล้วละลายของผสมที่ได้ใน 

dichloromethane ทำการสกัดกำจัด N,N-dimethylformamide ด้วยน้ำ (3 x 20 mL) ระเหยตัวทำละลาย 

และทำสารให้บริสุทธิ์โดยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟี โดยใช้ mobile phase คือ EtOAc : hexane (1 : 4) 

ได้สาร 3b เป็นของแข็งสีเขียวอ่อน 0.4267 g คิดเป็นผลผลิต 61%; 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ10.20 (s, 

1H), 8.26 (t, 4H), 7.82 – 7.74 (m, 2H), 7.23 – 7.18 (m, 2H), 6.28 (dd J = 9.1, 2.1 Hz, 1H), 6.15 (s, 

1H), 4.32 (d J = 4.6 Hz, 4H), 3.49 (t J = 6.3 Hz, 4H), 2.34 (t J = 7.6 Hz, 4H), 1.54 (s, 2H), 1.22 (m, 

4H) 
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 b) (E)-2-(4-(Diethylamino)-2-(4-((9,10-dioxo-9,10-dihydroanthracen-2-yl)oxy)butoxy) 

styryl)-3-methylbenzo[d]thiazol-3-ium hexafluorophosphate (BT-AQ) 

 

 

รูปที่ 2.6 แผนภาพการสังเคราะห์ (E)-2-(4-(diethylamino)-2-(4-((9,10-dioxo-9,10-dihydroanthracen-

2-yl)oxy)butoxy)styryl)-3-methylbenzo[d]thiazol-3-ium hexafluorophosphate (BT-AQ) 

 

 ใ ช ้  2,3-dimethylbenzo[d]thiazol-3-ium iodide (1) (0.1456 g, 0.5 mmol) แ ล ะ  4-

(diethylamino)-2-(4-((9,10-dioxo-9,10-dihydroanthracen-2-yl)oxy)butoxy)benzaldehyde (3b) 

(0.2358 g, 0.5 mmol) ละลายในเอทานอล (5 mL) นำไปรีฟลักซ์เป็นเวลา 12 ชั่วโมง หลังจากนั้นนำไปทำ

ปฏิกิริยาแลกเปลี ่ยน counter anion โดยการเติม ammonium hexafluorophosphate (0.0815 g, 0.5 

mmol) ลงในสารละลายที่ได้ในขั้นตอนก่อนหน้า ตั้งปฏิกิริยาที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 12 ชั่วโมง ดังรูปที่ 2.6 

แล้วกรองและล้างเก็บผลิตภัณฑ์ที่ได้ด้วยเอทานอลก่อนทำให้แห้ง ได้สาร BT-AQ เป็นของแข็งสีม่วง 0.1588 g 

คิดเป็นผลผลิต 51%; 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 8.14 (dd J = 7.6, 0.9 Hz), 8.08 (d J = 8.0 Hz), 

8.05 (dd J = 4.8, 3.9 Hz), 8.05 – 8.03 (dd), 7.97 (d J = 15.1 Hz), 7.91 (dd J = 7.4, 1.3 Hz), 7.90 

(1H),  7.85 (1H), 7.82 (d J = 9.2 Hz), 7.63 (t J = 7.5 Hz), 7.57 (d J = 2.6 Hz), 7.52 (t J = 7.0 Hz), 

7.38 (d J = 15.5 Hz) , 7.35 (dd J = 8.7, 6.0 Hz), 6.49 (dd J = 9.2, 1.8 Hz), 6.23 (d J = 1.8 Hz), 4.37 

(s, 2H), 4.30 (s, 2H), 4.01 (s, 3H), 3.53 (q J = 6.6 Hz, 4H), 2.07 (m, 4H), 1.18 (t J = 7.0 Hz, 6H); 13C 

NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 182.7, 181.7, 171.3, 163.6, 161.8, 154.3, 142.2, 135.4, 135.2, 134.7, 

133.4, 133.3, 130.0, 129.1, 127.4, 127.1, 126.7, 126.6, 124.0, 121.7, 115.8, 111.6, 111.1, 106.6, 

104.5, 94.4, 68.6, 68.3, 45.0, 35.4, 25.7, 13.2; m/z (MALDI-TOF) Calcd for M+ 616.810, Found 

617.247 
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  2.2.1.3 การสังเคราะห์สีย้อมสไตริลที ่มีส่วนของตัวดับแสงเป็น anthraquinone และมี 

triethylene glycol (TEG) linker (BT-O-AQ) 

 a) Triethylene glycol bis(p-toluenesulfonate) (4) 

 

 

รูปที่ 2.7 แผนภาพการสังเคราะห์ triethylene glycol bis(p-toluenesulfonate) (4) 

 

 ละลาย triethylene glycol (0.578 g, 5 mmol) และ p-toluenesulfonyl chloride (1.906 g, 10 

mmol) ใน dichloromethane จากน ั ้นค ่อย ๆ เต ิม potassium hydroxide (2,2442 g, 40 mmol) ที่

อุณหภูมิ 0 oC และคนสารละลายที่อุณหภูมิ 0 oC เป็นเวลา 3 ชั ่วโมง หลังจากนั ้นตั ้งปฏิกิริยาทิ ้งไว ้ที่

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 คืน44 เมื่อปฏิกิริยาเกิดสมบูรณ์แล้วละลายของผสมที่ได้ใน dichloromethane ก่อน

นำมาสกัดด้วยน้ำ (3 x 20 mL) แล้วระเหยตัวทำละลายภายใต้สุญญากาศ ได้สาร 4 เป็นของแข็งสีขาว 1.5429 

g คิดเป็นผลผลิต 67%; 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 7.77 (d J = 8.3 Hz, 4H), 7.33 (d J = 8.3 Hz, 4H), 

4.12 (t J = 4.8 Hz, 4H), 3.63 (t J = 4.6 Hz, 4H), 3.51 (s, 4H), 2.43 (s, 6H) 

 

 b) 2-(2-(2-(5-(Diethylamino)-2-formylphenoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl 4-methylbenzene 

sulfonate (2b) 

 

 

รูปที่ 2.8 แผนภาพการสังเคราะห์ 2-(2-(2-(5-(diethylamino)-2-formylphenoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl 

4-methylbenzenesulfonate (2b) 

 

 ล ะ ล า ย  triethylene glycol bis(p-toluenesulfonate) (4) (0.9311 g, 2.0205 mmol), 4-

diethylaminosalicylaldehyde (0.1962 g, 1.0153 mmol) และ potassium carbonate ท ี ่ เผาเพ ื ่ อไล่

ความชื้นแล้ว (0.2106 g, 1.5229 mmol) ในตัวทำละลาย N,N-dimethylformamide (DMF) ที่ปราศจากน้ำ 

(2 mL) คนสารละลายที่อุณหภูมิห้องภายใต้บรรยากาศไนโตรเจนเป็นเวลา 1 คืน ดังรูปที่ 2.8 เมื่อปฏิกิริยาเกิด

สมบูรณ์แล้วละลายของผสมที่ได้ใน dichloromethane นำมาสกัดเพื่อกำจัด N,N-dimethylformamide 

ด้วยน้ำ (3 x 20 mL) หลังจากนั้นระเหยตัวทำละลายภายใต้สุญญากาศ และทำสารให้บริสุทธิ์โดยเทคนิค

คอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบ gradient โดยใช้ mobile phase คือ EtOAc : hexane = 1 : 4, 1 : 2 และ 1 : 1 



17 
 
ตามลำดับ มีค่า Rf เท่ากับ 0.2 ได้สาร 2b เป็นของเหลวสีน้ำตาล 0.1626 g คิดเป็นผลผลิต 10%; 1H NMR 

(500 MHz, CDCl3) δ 10.13 (s, 1H), 7.78 (d J = 8.3 Hz, 2H), 7.69 (d J = 8.9 Hz, 1H), 7.31 (dd J = 8.5 

Hz, 2H), 7.25 (s, 1H), 6.28 (d J = 8.2 Hz, 1H), 6.02 (s, 1H), 4.18 (t J = 5 Hz, 2H), 4.14 (t J = 5 Hz, 

2H), 3.86 (t J = 4.5 Hz, 2H), 3.60 (d J = 2.6 Hz, 4H), 3.59 (d J = 4.2 Hz, 2H), 3.40 (q J = 7.1 Hz, 

4H), 1.62 (s, 3H), 1.19 (t J = 7.1 Hz, 4H). 

 

 c) 4-(Diethylamino)-2-(2-(2-(2-((9,10-dioxo-9,10-dihydroanthracen-2-yl)oxy)ethoxy) 

ethoxy)ethoxy)benzaldehyde (3c) 

 

 

รูปที่ 2.9 แผนภาพการสังเคราะห์ 4-(diethylamino)-2-(2-(2-(2-((9,10-dioxo-9,10-dihydroanthracen-2-

yl)oxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)benzaldehyde (3c) 

 

 ละล าย  2-hydroxyanthraquinone (0.0830 g, 0.3729 mmol) แ ล ะ  potassium carbonate 

(0.0703 g, 0.5085 mmol) ใน N,N-dimethylformamide (4 mL) คนสารละลายที่อุณหภูมิห้องทิ้งไว้เป็น

เวลา 30 นาที จากนั้นค่อยๆเติม 2-(2-(2-(5-(diethylamino)-2-formylphenoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl 4-

methylbenzenesulfonate (2b) (0.1626 g, 0.339 mmol) แล้วตั้งปฏิกิริยาทิ ้งไว้ที ่อุณหภูมิห้องต่อเป็น

เวลา 12 ชั่วโมง ดังรูปที่ 2.9 เมื่อปฏิกิริยาเกิดสมบูรณ์แล้ว ละลายของผสมที่ได้ใน dichloromeathane นำมา

สกัดกำจัด N,N-dimethylformamide ด้วยน้ำ (3 x 20 mL) หลังจากนั้นระเหยตัวทำละลายภายใต้สุญญากาศ 

และทำให้สารบริสุทธิ์โดยใช้เทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟี โดยใช้ mobile phase คือ EtOAc : hexane (1 : 

1) ได้สาร 3c เป็นของแข็งสีเหลืองอ่อน 0.1265 g คิดเป็นผลผลิต 67%; 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 

10.17 (s, 1H), 8.27 (td J = 7.8, 1.9 Hz, 2H), 8.23 (d J = 8.6 Hz, 2H), 7.79 – 7.74 (m, 2H), 7.72 (d J 

= 2.6 Hz, 1H), 7.70 (d J = 9.0 Hz, 1H), 7.32 (d J = 8.4 Hz, 1H), 7.28 (dd J = 8.6, 2.5 Hz, 1H), 5.29 

(s, 1H), 4.36 – 4.28 (m, 2H), 4.24 – 4.17 (m, 2H), 3.92 (dd J = 9.2, 4.3 Hz, 4H), 3.77 (d J = 1.1 Hz, 

4H), 3.39 (dt J = 14.2, 5.0 Hz, 4H), 2.42 (s), 1.28 – 1.22 (m, 2H), 1.19 (t J = 7.1 Hz, 4H) 
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 d) (E)-2-(4-(diethylamino)-2-(2-(2-(2-((9,10-dioxo-9,10-dihydroanthracen-2-yl)oxy)ethoxy) 

ethoxy)ethoxy)styryl)-3-methylbenzo[d]thiazol-3-ium hexafluorophosphate (BT-O-AQ) 

 

 
 

รูปที่ 2.10 แผนภาพการสังเคราะห์ (E)-2-(4-(diethylamino)-2-(2-(2-(2-((9,10-dioxo-9,10-

dihydroanthracen-2-yl)oxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)styryl)-3-methylbenzo[d]thiazol-3-ium 

hexafluorophosphate (BT-O-AQ) 

 

 ร ี ฟล ั ก ซ ์ ส า ร ะล าย ผส มร ะหว ่ า ง  4-(diethylamino)-2-(2-(2-(2-((9,10-dioxo-9,10-dihydro 

anthracen-2-yl)oxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)benzaldehyde (3c) (0.1201 g, 0.2259 mmol) และ 2,3-

dimethylbenzo[d] thiazol-3-ium iodide (1) (0.0658 g, 0.2259 mmol) ในเอทานอล (5 mL) เป็นเวลา 

12 ชั่วโมง ยืนยันโครงสร้างผลิตภัณฑ์ด้วยเทคนิค 1H NMR หลังจากนั้นนำไปทำปฏิกิริยาแลกเปลี่ยน counter 

anion โดยการเติม ammonium hexafluorophosphate (0.0368 g, 0.2259 mmol) และตั้งปฏิกิริยาตอ่ที่

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 12 ชั่วโมง ดังรูปที่ 2.10 แล้วกรองและล้างเก็บผลิตภัณฑ์ด้วยเอทานอลก่อนทำให้แห้ง 

ได้สาร BT-O-AQ เป็นของแข็งสีม่วง 0.060 g คิดเป็นผลผลิต 32%; 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 8.14 

(dd J = 7.5, 1.4 Hz), 8.12 (dd J = 7.4, 1.4 Hz),7.93 (dd J = 8.1, 3.1 Hz), 7.90 (d J = 1.4 Hz), 7.89 (d 

J = 7.7, 1.5 Hz) , 7.88 ppm (d J = 2.3 Hz), 7.85 (d J = 8.4 Hz), 7.64 (d J = 8.9 Hz), 7.54 (t J = 7.5 

Hz, 1H), 7.49 (m, 1H), 7.41 ppm (d J = 2.6 Hz), 7.38-7.35 (t J = 7.6 Hz, 1H), 7.20 (dt J = 6.9, 3.4 

Hz), 6.42 (dd J = 9.1, 1.9 Hz), 6.18 (d J = 1.7 Hz), 4.27 (m, 4H), 4.01 (s, 3H), 3.94 – 3.79 (m), 3.72 

(d J = 1.2 Hz), 3.49 (q J = 7.0 Hz), 1.16 (t J = 7.0 Hz); 13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 182.6, 

181.6, 171.4, 163.5, 162.2, 154.0, 142.0, 135.2, 135.1, 134.7, 133.4, 129.7, 129.0, 127.2, 127.1, 

126.6, 123.9, 121.2, 115.7, 111.6, 110.7, 106.4, 94.5, 70.8, 70.6, 69.3, 69.2, 68.6, 68.1, 45.0, 35.2, 

13.1; m/z (MALDI-TOF) Calcd for M+ 676.918, Found 677.268 
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 2.2.2 การทดลองยูวี-วิสิเบิล สเปกโทรโฟโตเมทรี (UV-vis spectrophotometry) 

 การวัดการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องยูวี-วิสิเบิล สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ บันทึกสัญญาณท่ีช่วงความยาวคลื่น 

200-800 nm โดยบันทึกสัญญาณของน้ำและ 1 M ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (blank) ให้เป็น baseline ก่อน จึงค่อย 

set zero (ตั้งค่าศูนย์) แล้ววัดสัญญาณของสีย้อม 

 

  2.2.2.1 การทดลองการดูดกลืนแสงของสีย้อมในกลีเซอรอล 

  ใช้ stock สีย้อมความเข้มข้น 100 µM ใน DMSO ปิเปตสีย้อมปริมาตร 100 µL, pure กลีเซ

อรอลปริมาตร 950 µL และ 1 M phosphate buffer (pH 7.4) ปริมาตร 10 µL ลงใน quartz cuvette 

ปริมาตร 1 mL จะได้ความเข้มข้นสุดท้ายของสีย้อมเท่ากับ 10 µM วัดค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายของสี

ย้อม แล้วนำข้อมูลไปสร้างกราฟระหว่างความยาวคลื่นและค่าการดูดกลืนแสง 

 

  2.2.2.2 การทดลองการดูดกลืนแสงของสีย้อมกับโอลิโกดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ (AT)10 และ 

(GC)10 

  ใช้ stock สีย้อมที่มีความเข้มข้น 100 µM ใน DMSO และ stock ดีเอ็นเอ (AT)10 1024.7 

µM กับ (GC)10 1632.8 µM ในน้ำ ปิเปตน้ำ , 1 M phosphate buffer (pH 7.4) ปริมาตร 10 µL, ส ีย ้อม

ปริมาตร 100 µL และดีเอ็นเอปริมาตรต่าง ๆ ดังตารางที่ 2.2 ลงใน quartz cuvette ขนาด 1 mL  จะได้

ความเข้มข้นสุดท้ายของสีย้อมเท่ากับ 10 µM และความเข้มข้นสุดท้ายของดีเอ็นเอเท่ากับ 5, 10 และ 20 µM 

ตามลำดับ วัดค่าการดูดกลืนแสงของสีย้อมในดีเอ็นเอที ่ความเข้มข้นต่าง ๆ แล้วนำข้อมูลไปสร้างกราฟ

ความสัมพันธ์ระหว่างความยาวคลื่นและค่าการดูดกลืนแสง 

 

ตารางท่ี 2.2 ปริมาตรดีเอ็นเอ (AT)10 และ (GC)10 ที่ใช้ในการทดลองการดูดกลืนแสงของสีย้อมกับโอลิโกดีออก

ซีไรโบนิวคลีโอไทด์ (AT)10 และ (GC)10 

DNA 

ปริมาตร 

dye stock 

(µL) 

ปริมาตรน้ำที่

ใช้ (µL) 

ปริมาตร

บัฟเฟอร์ (µL) 

ปริมาตรที่ปิเปต (µL) 

ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 

(AT)10 (Cell 1) 100 870 10  4.9 +4.9 +9.8 

(GC)10 (Cell 2) 100 878 10 3.1 +3.1 +6.1 

 

  2.2.2.3 การทดลองการดูดกลืนแสงของสีย้อมกับ dsDNA (N24+N25) และ ssDNA (N24) 

  ใช้ stock สีย้อมความเข้มข้น 100 µM ใน DMSO และ stock ssDNA กับ dsDNA 1000 µM 

ปิเปตน้ำปริมาตร 800 µL, 1 M phosphate buffer (pH 7.4) ปริมาตร 10 µL , สีย้อมปริมาตร 100 µL และ

ก่อนวัดการดูกลืนแสงแต่ละครั้ง เติมดีเอ็นเอปริมาตร 1, 1.5, 2.5, 5, 10, 30, 50 และ 50 µL ตามลำดับ ลงใน 

quartz cuvette ปริมาตร 1 mL จะได้ความเข้มข้นสุดท้ายของสีย้อมเท่ากับ 10 µM และความเข้มข้นสุดท้าย
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ของดีเอ็นเอเท่ากับ 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2, 5, 10 และ 15 µM ตามลำดับ วัดค่าการดูดกลืนแสงของสีย้อมในดีเน

เอที่ความเข้มข้นต่าง ๆ แล้วนำข้อมูลไปสร้างกราฟระหว่างความยาวคลื่นและค่าการดูดกลืนแสง 

  2.2.2.4 การทดลองการดูดกลืนแสงของสีย้อมกับ salmon sperm DNA 

  ใช ้ stock สีย ้อมความเข ้มข ้น 100 µM ใน DMSO และ stock salmon sperm DNA 4 

mg/µL (คำนวณความเข้มข้นจากการวัดการดูดกลืน UV ที่ 260 nm) ปิเปตน้ำปริมาตร 790 µL, สีย้อม

ปริมาตร 100 µL, 1 M phosphate buffer (pH 7.4) ปริมาตร 10 µL และก่อนวัดการดูกลืนแสงแต่ละครั้ง 

เติมดีเอ็นเอปริมาตร 1, 4, 5, 10, 30, 50, 50, 50, 50 และ 50 µL ตามลำดับ ลงใน quartz cuvette ปริมาตร 

1 mL จะได้ความเข้มข้นสุดท้ายของสีย้อมเท่ากับ 10 µM และความเข้มข้นสุดท้ายของดีเอ็นเอเท่ากับ 0.4, 2, 

4, 8, 20, 40, 60, 80, 100 และ 120 µg/mL ตามลำดับ วัดค่าการดูดกลืนแสงของสีย้อมในดีเอ็นเอที่ความ

เข้มข้นต่าง ๆ แล้วนำข้อมูลไปสร้างกราฟระหว่างความยาวคลื่นและค่าการดูดกลืนแสง 

  2.2.2.5 การทดลองการดูดกลืนแสงของสีย้อมในภาวะที่มีเกลือ 

  ใช้ stock สีย้อมความเข้มข้น 100 µM ใน DMSO และ stock เกลือ MgCl2 กับ NaCl 2.5 M 

ปิเปตน้ำปริมาตร 800 µLสำหรับ MgCl2 และ 740 µL สำหรับ NaCl, 1 M phosphate buffer (pH 7.4) 

ปริมาตร 10 µL, สีย้อมปริมาตร 100 µL, ดีเอ็นเอปริมาตร 50 µL และก่อนวัดการดูกลืนแสงแต่ละครั้ง เติม

เกลือปริมาตรต่าง ๆ ดังนี ้ MgCl2 2, 2, 4, 12, 20 และ 20 µL, NaCl 10, 10, 20, 40, 160 และ 160 µL 

ตามลำดับ ลงใน quartz cuvette ปริมาตร 1 mL จะได้ความเข้มข้นสุดท้ายของสีย้อมเท่ากับ 10 µM, ความ

เข้มข้นสุดท้ายของดีเอ็นเอเท่ากับ 5 µM และความเข้มข้นสุดท้ายของเกลือ MgCl2 เท่ากับ 5, 10, 20, 50, 100 

และ 150 mM เปร ียบเทียบกับ NaCl ที ่ความเข ้มข ้นเท่าก ับ 25, 50, 100, 200, 600 และ 1000 mM 

ตามลำดับ วัดค่าการดูดกลืนแสงของสีย้อมในดีเอ็นเอและเกลือที่ความเข้มข้นต่าง ๆ  แล้วนำข้อมูลไปสร้าง

กราฟระหว่างความยาวคลื่นและค่าการดูดกลืนแสง 

 

 2.2.3 การทดลองฟลูออเรสเซนส์สเปกโตรสโคปี (Fluorescence spectroscopy) 

 การวัดการวาวแสงด้วยเครื่องฟลูออเรสเซนต์ ใช้ความยาวคลื่นกระตุ้น (Oex) ที่ 565 nm บันทึก

สัญญาณการคายแสงช่วงคลื่นตั้งแต่ 575-800 nm โดยตั้งค่า PMT (photomultiplier tube) voltage เป็น 

high และ slit กว้าง 5 nm จากนั้นจึงนำสเปกตรัมที่วัดได้ไปหักลบ ด้วย blank (สญัญาณของน้ำและฟอสเฟต

บัฟเฟอร์) ในโปรแกรม Microsoft Excel 

 

  2.2.3.1 การทดลองการวาวแสงของสีย้อมในกลีเซอรอล 

  ใช้ stock สีย้อมความเข้มข้น 100 µM ใน DMSO ปิเปตสีย้อมปริมาตร 100 µL, กลีเซอ 

รอลปร ิมาตร  950 µL และ 1 M phosphate buffer (pH 7.4) ปร ิมาตร 10 µL ลงใน quartz cuvette 

ปริมาตร 1 mL จะได้ความเข้มข้นสุดท้ายของสีย้อมเท่ากับ 10 µM วัดค่าการวาวแสงของสารละลายของสีย้อม 

แล้วนำข้อมูลไปสร้างกราฟระหว่างความยาวคลื่นและค่าความเข้มการวาวแสง 
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  2.2.3.2 การทดลองการวาวแสงของสีย้อมกับโอลิโกดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ (AT)10 และ 

(GC)10 

  ใช้ stock สีย้อมที่มีความเข้มข้น 100 µM ใน DMSO และ stock ดีเอ็นเอ (AT)10 1024.7 

µM กับ (GC)10 1632.8 µM ปิเปตน้ำ, 1 M phosphate buffer (pH 7.4) ปริมาตร 10 µL, สีย้อมปริมาตร 

100 µL และดีเอ็นเอปริมาตรต่าง ๆ ดังตารางที่ 2.2 ลงใน quartz cuvette 1 mL จะได้ความเข้มข้นสุดท้าย

ของสีย้อมเท่ากับ 10 µM และความเข้มข้นสุดท้ายของดีเอ็นเอเท่ากับ 5, 10 และ 20 µM ตามลำดับ ใน 10 

mM ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ วัดค่าการวาวแสงของสีย้อมในดีเอ็นเอที่ความเข้มข้นต่าง ๆ แล้วนำข้อมูลไปสร้างกราฟ

ระหว่างความยาวคลื่นและค่าความเข้มการวาวแสง 

 

  2.2.3.3 การทดลองการวาวแสงของสีย้อมใน dsDNA (N24+N25) และ ssDNA (N24) 

  ใช้ stock สีย้อมความเข้มข้น 100 µM ใน DMSO และ stock ssDNA กับ dsDNA 1000 µM 

ปิเปตน้ำปริมาตร 800 µL, 1 M phosphate buffer (pH 7.4) ปริมาตร 10 µL , สีย้อมปริมาตร 100 µL และ

ก่อนวัดการวาวแสงแต่ละครั้ง เติมดีเอ็นเอปริมาตร 1, 1.5, 2.5, 5, 10, 30, 50 และ 50 µL ตามลำดับ ลงใน 

quartz cuvette ปริมาตร 1 mL จะได้ความเข้มข้นสุดท้ายของสีย้อมเท่ากับ 10 µM และความเข้มข้นสุดท้าย

ของดีเอ็นเอเท่ากับ 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2, 5, 10 และ 15 µM ตามลำดับ วัดค่าการวาวแสงของสีย้อมในดีเอ็นเอ

ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ แล้วนำข้อมูลไปสร้างกราฟระหว่างความยาวคลื่นและค่าความเข้มการวาวแสง 

 

  2.2.3.4 การทดลองการวาวแสงของสีย้อมใน salmon sperm DNA 

  ใช ้ stock สีย ้อมความเข ้มข ้น 100 µM ใน DMSO และ stock salmon sperm DNA 4 

mg/µL ปิเปตน้ำปริมาตร 790 µL, สีย้อมปริมาตร 100 µL, 1 M phosphate buffer (pH 7.4) ปริมาตร 10 

µL และก่อนวัดการวาวแสงแต่ละครั ้ง เติมดีเอ็นเอปริมาตร 1, 4, 5, 10, 30, 50, 50, 50, 50 และ 50 µL 

ตามลำดับ ลงใน quartz cuvette ปริมาตร 1 mL จะได้ความเข้มข้นสุดท้ายของสีย้อมเท่ากับ 10 µM และ

ความเข้มข้นสุดท้ายของดีเอ็นเอเท่ากับ 0.4, 2, 4, 8, 20, 40, 60, 80, 100 และ 120 µg/mL ตามลำดับ วัดค่า

การวาวแสงของสีย้อมในดีเอ็นเอที่ความเข้มข้นต่าง ๆ แล้วนำข้อมูลไปสร้างกราฟระหว่างความยาวคลื่นและค่า

ความเข้มการวาวแสง 

 

  2.2.3.5 การทดลองการวาวแสงของสีย้อมในภาวะที่มีเกลือ 

  ใช้ stock สีย้อมความเข้มข้น 100 µM ใน DMSO และ stock เกลือ MgCl2 กับ NaCl 2.5 M 

ปิเปตน้ำปริมาตร 800 µLสำหรับ MgCl2 และ 740 µL สำหรับ NaCl, 1 M phosphate buffer (pH 7.4) 

ปริมาตร 10 µL, สีย้อมปริมาตร 100 µL, ดีเอ็นเอปริมาตร 50 µL และก่อนวัดการวาวแสงแต่ละครั้ง เติมเกลือ

ปริมาตรต่าง ๆ ดังนี้ MgCl2 2, 2, 4, 12, 20 และ 20 µL, NaCl 10, 10, 20, 40, 160 และ 160 µL ตามลำดับ 

ลงใน quartz cuvette ปริมาตร 1 mL จะได้ความเข้มข้นสุดท้ายของสีย้อมเท่ากับ 10 µM, ความเข้มข้น

สุดท้ายของดีเอ็นเอเท่ากับ 5 µM และความเข้มข้นสุดท้ายของเกลือ MgCl2 เท่ากับ 5, 10, 20, 50, 100 และ 

150 mM เปรียบเทียบกับ NaCl ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 25, 50, 100, 200, 600 และ 1000 mM ตามลำดับวัด
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ค่าการวาวแสงของสีย้อมในดีเอ็นเอและเกลือที่ความเข้มข้นต่าง ๆ แล้วนำข้อมูลไปสร้างกราฟระหว่างความยาว

คลื่นและค่าความเข้มการวาวแสง 
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บทที่ 3 

ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 

 

3.1 การสังเคราะห์และพิสูจน์เอกลักษณ์ของสีย้อมสไตริล 

 ในงานวิจัยนี้มีเป้าหมายที่จะพัฒนาสีย้อมสไตริลที่แสดงการตอบสนองกับดีเอ็นเอได้ดีขึ้น  โดยดัดแปร

โครงสร้างหลักของสีย้อมสไตริลให้เชื่อมต่อกับตัวดับแสงเพื่อลดการวาวแสงของสีย้อมอิสระ โดยมีชนิดและ

ความยาวของตัวเชื่อมต่างกัน 3 แบบ ได้แก่ 1) สีย้อมสไตริลที่ประกอบด้วยส่วนตัวดับแสงเป็น dinitrophenyl 

ที่เชื่อมต่อผ่านตัวเชื่อมที่มีคาร์บอน 4 อะตอม (C4) ได้แก่ BT-DNP 2) สีย้อมสไตริลที่ประกอบด้วยส่วนตัวดับ

แสงเป็น anthraquinone ที่เชื่อมต่อผ่านตัวเชื่อมที่มีคาร์บอน 4 อะตอม (C4) ได้แก่ BT-AQ และ 3) สีย้อมส

ไตริลที่มีส่วนตัวดับแสงเป็น anthraquinone โดยมี triethylene glycol (TEG) เป็นตัวเชื่อม BT-O-AQ ดัง

รูปที ่3.1 โดยสีย้อมทุกชนิดมีตำแหน่งที่ติดตัวดับแสงตำแหน่งเดียวกันเพ่ือจะได้เปรียบเทียบกันได้  

 

รูปที่ 3.1 โครงสร้างของสีย้อมสไตริลทั้ง 3 ชนิดที่ได้สังเคราะห์ในงานวิจัยนี้ 

 

จากการสืบค้นในฐานข้อมูล SciFinder-n45 พบว่าสีย้อมเหล่านี้เป็นโมเลกุลใหม่ที่ยังไม่เคยมีผู้รายงาน

วิธีการสังเคราะห์และสมบัติมาก่อน การสังเคราะห์สีย้อมสไตริลทั้ง 3 ชนิดสามารถทำได้โดยใช้วิธีการมาตรฐาน

คล้ายกับที่เคยมีผู้รายงานมาก่อนหน้านี้แล้ว15 โดยการสังเคราะห์จะเริ่มต้นจากการนำ 4-diethylamino-2-

hydroxybenzaldehyde ไ ป เ ช ื ่ อ ม ต ่ อ ก ั บ  bifunctional linker ไ ด ้ แ ก ่  1,4-dibromobutane ห รื อ 

triethyleneglycol bis(p-toluenesulfonate) ตรงตำแหน่งของหมู่ 2-hydroxy โดยผ่านการเกิดอีเทอร์ด้วย

ปฏ ิ ก ิ ร ิ ย า  nucleophilic substitution แบบ  SN2 (Williamson ether synthesis) ปฏ ิ ก ิ ร ิ ย าน ี ้ อ าศั ย

โพแทสเซียมคาร์บอเนตเป็นเบสเพื่อดีโปรโตเนตหมู่ฟีนอลของ 4-diethylamino-2-hydroxybenzaldehyde 

จากนั้นจึงให้แอลดีไฮด์ที่ยังคงมีหมู่หลุดออก (Br หรือ OTs) เหลืออีกหนึ่งหมู่ทำปฏิกิริยากับตัวดับแสงที่มีหมู่

ฟังก์ชันฟีนอลได้แก่ 2,4-dinitrophenol หรือ 2-hydroxyanthraquinone ได้เป็นแอลดีไฮด์ที่เชื่อมต่อกับตัว

ดับแสง จากนั้นจึงนำแอลดีไฮด์ที่ได้มาทำปฏิกิริยากับ 2,3-dimethylbenzo[d]thiazol-3-ium iodide โดยทำ
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ปฏิกิริยาในเอทานอลที่อุณหภูมิรีฟลักซ์ ดังรูปที่ 3.2 ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นเป็นปฎิกิริยาการควบแน่นคล้ายกับ

ปฏิกิริยา Aldol condensation ดังกลไกที่แสดงในรูปที่ 3.3 ได้ผลิตภัณฑ์เป็นสีย้อมตามต้องการ และแยก

ออกมาได้เป็นของแข็งสีม่วงหลังการแลกเปลี่ยนเคาน์เตอร์ไอออนจากไอโดไดด์เป็นเฮกซะฟลูออโรฟอสเฟต 

(PF6) โดยมีร้อยละของผลที่ได้ของการสังเคราะห์สีย้อมทั้ง 3 ชนิด (แสดงเฉพาะขั้นตอนของการควบแน่น) ดังนี้ 

BT-DNP เท่ากับร้อยละ 48, BT-AQ เท่ากับร้อยละ 51 และ BT-O-AQ เท่ากับร้อยละ 32 

 

 
รูปที่ 3.2 แผนภาพการสังเคราะห์ BT-DNP, BT-AQ และ BT-O-AQ  

 

 

รูปที่ 3.3 แผนภาพการเกิดปฏิกิริยา Aldol condensation 

 

 จากนั้นจึงพิสูจน์เอกลักษณ์ของผลิตภัณฑ์ที่ได้เพื่อยืนยันโครงสร้างด้วยเทคนิค MALDI-TOF MS และ

นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ โดยสามารถวิเคราะห์ข้อมูล 1H NMR และ 13C NMR สเปกตรัมของสาร BT-

DNP, BT-AQ และ BT-O-AQ ได้ดังรูปที่ 3.2, 3.3 และ 3.4 ตามลำดับ 
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รูปที่ 3.4 1H NMR ของ (E)-2-(4-(diethylamino)-2-(4-(2,4-dinitrophenoxy)butoxy)styryl)-3-

methylbenzo[d]thiazol-3-ium hexafluorophosphate (BT-DNP) (500 MHz, DMSO-d6) 

 

 สามารถวิเคราะห์ 1H NMR ของสาร BT-DNP ได้ดังนี ้

 สัญญาณที่ δ 8.74 ppm (d J = 2.8 Hz, 1H) เป็นโปรตอนหมายเลขที่ Q1 บนหมู่ dinitrophenyl 

ซึ่งเกิดการ deshield มากที่สุด เนื่องจากอยู่ระหว่างหมู่ไนโตรทั้งสองกลุ่ม ทำให้โปรตอนดังกล่าวมี chemical 

shift สูงกว่าโปรตอนตำแหน่งที่ Q2 ที่ δ 8.49 ppm (dd J = 9.3 Hz, 1H) ซึ่งอยู่ใกล้กับหมู่ไนโตรเพียงหมู่

เด ียว และโปรตอนตำแหน่งที่ Q3 ที ่ δ 7.62 ppm (d J = 15.1 Hz, 1H)  ซึ ่งอยู ่ใกล้หมู ่ O จะเกิดการ 

deshield มากที่สุด นอกจากนี้โปรตอนหมายเลข Q1 มีการ coupling กับเฉพาะโปรตอนหมายเลข Q2 จึงให้

สัญญาณเป็น doublet โดยมีค่า J น้อย (2.8 Hz) เนื่องจากเป็น meta-coupling ส่วนโปรตอนหมายเลข Q2 

ยังเกิดการ coupling กับโปรตอนหมายเลข Q3 อีกด้วยโดยมีค่า J, 9.3 Hz จึงให้สัญญาณเป็น doublet of 

doublet (dd) 

 สัญญาณที่ δ 8.18 ppm (d J = 7.9 Hz, 1H) เป็นโปรตอนในตำแหน่งที่ S1 บนวง benzothiazolium 

เนื่องจากมีโปรตอนข้างเคียงเพียง 1 ตัว จึงปรากฏสัญญาณเป็น doublet และอยู่ติดกับไนโตรเจนที่มีประจุ

บวก ทำให้อิเล็กตรอนถูกดึงไปอยู ่ใกล้ไนโตรเจนมากกว่าทำให้โปรตอนดังกล่าวจะถูกพบอยู ่บริเว ณที่ 

downfield กว่าโปรตอนในตำแหน่งที่ S4 ของวงเบนโซไทอะโซลที่ δ 8.02 ppm (d, J = 8.4 Hz, 1H) ที่อยู่

ติดกับซัลเฟอร์ ซึ่งมี EN ต่ำกว่าไนโตรเจน รวมทั้งตำแหน่งที่ S3 ที่สัญญาณ δ 7.74 ppm และ ตำแหน่งที่ S2 

ซึ่งข้ึนสัญญาณท่ี δ 7.63 ppm โดยทั้งคู่มีรูปแบบเป็น triplet เนื่องจากมีโปรตอนข้างเคียง 2 ตัว 
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 สัญญาณที่ δ 8.07 ppm (d J = 15.1 Hz, 1H) เป็นโปรตอนตำแหน่งที่ S6 ที่เป็นส่วนของพันธะคู่ ซึ่ง

เป็นตำแหน่งที่เมื่ออิเล็กตรอนดีโลคัลไลซ์เข้าไปในวง benzothiazolium แล้วจะ deshield มากกว่าโปรตอน

หมายเลข S5 ที่อยู่ติดกัน ซึ่งจะขึ้นสัญญาณที่ δ 7.47 ppm (d J = 15.1 Hz, 1H) ตามทฤษฎีโปรตอนทั้งสอง

จะเกิดการ coupling ซึ่งกันและกัน ให้สัญญาณเป็น doublet ทั้งคู่ และจากค่า J ที่มากถึง 15 Hz จึงน่าจะ

เป็น E-isomer 

 สัญญาณที่ δ 7.86 ppm (d J = 9.2 Hz, 1H) เป็นโปรตอนตำแหน่งที่ S7 มีลักษณะเป็น doublet 

เนื่องจากเกิดการ coupling กับโปรตอน S8 ที่อยู่ติดกัน ซึ่งให้สัญญาณที่ δ 6.52 ppm (d J = 9.2 Hz, 1H) 

และที่สัญญาณ δ 6.23 ppm (d J = 1.6 Hz, 1H) เป็นโปรตอนตำแหน่งที่ S9 ซึ่งอยู่แยกห่างจากโปรตอนตัว

อ่ืน ทั้งหมดนี้เป็นสัญญาณของโปรตอนบนวง aromatic ฝั่งที่ถูกแทนที่ด้วยหมู่ diethylamino จึงเป็นวงที่ 

electron rich มากกว่าฝั่งที่ถูกแทนที่ด้วยหมู่ไนโตร 

 สัญญาณที ่δ 4.48 ppm (m, 2H) เป็นโปรตอนตำแหน่งที่ L4 และ 4.27 ppm (m, 2H) เป็นโปรตอน

ตำแหน่งที่ L1 โดยตำแหน่งที่อยู่ติดกับหมู่ dinitrophenyl เกิดการ downfield มากกว่าตำแหน่งที่อยู่ใกล้กับ 

diethylaminophenyl เนื่องจากความสามารถในการดึงอิเล็กตรอนที่ดีหว่าของหมู่ไนโตร โปรตอนทั้งสองชุด

เกิดการ coupling กับโปรตอนตำแหน่งที่ L2 และ L3 ที่อยู่ติดกัน โดยให้สัญญาณซ้อนกันที่ δ 2.06 ppm 

(4H) โดยโปรตอน L1-L4 ทั้งหมดมีลักษณะเป็น multiplet 

 สัญญาณที ่δ 4.11 ppm มีพ้ืนที่ใต้พีกเป็น 3H มีลักษณะเป็น singlet เป็นโปรตอนหมายเลข S12 ซึ่ง

เป็นหมู่เมทิลที่ต่อกับไนโตรเจนที่มีประจุบวกของวงเบนโซไทอะโซล ส่วนสัญญาณที่ δ 3.54 ppm เป็น

โปรตอนตำแหน่งที่ S10 ซึ่งมีลักษณะเป็น quartet และมีพื้นที่ใต้พีกเป็น 4H และสัญญาณที่ δ 1.18 ppm 

เป็นโปรตอนตำแหน่งที่ S11 มีลักษณะเป็น triplet และมีพื้นที่ใต้พีก 6H รูปแบบการ coupling และพื้นที่ใต้

พีกสอดคล้องกับจำนวนโปรตอนของหมู่เอทิลสองหมู่ที่เกาะอยู่บนไนโตรเจนอะตอมของหมู่ diethylamino 

 จากการวิเคราะห์สัญญาณ 1H NMR ทั้งหมดพบว่าสอดคล้องกับโครงสร้างของ BT-DNP จริง 

 

 นอกจากนี้ยังได้ยืนยันโครงสร้างของ BT-DNP ด้วยเทคนิค 13C NMR จากโครงสร้างพบว่ามี non-

equivalent sp2 C 21 ตัว และ sp3 C 7 ตัว โดย 4 ตัวต่อกับหมู่ดึงอิเล็กตรอน (N หรือ O) จาก 13C NMR 

สเปกตรัมแสดงสัญญาณของ sp2 C ทั้งหมด 20 สัญญาณ ที่ δ 171.4, 161.8, 156.6, 154.3, 144.6, 142.5, 

140.0, 138.9, 130.0, 129.2, 127.5, 126.7, 124.0, 121.8, 116.2, 116.0, 111.5, 106.7, 104.7 และ 94.4 

ppm โดยขาดหายไป 1 สัญญาณ อาจจะเกิดการซ้อนทับโดยบังเอิญหรือสัญญาณของ quaternary carbon 

บางตัวอาจจะอ่อนมากจนมองไม่เห็น และพบ sp3 C ทั้งหมด 7 สัญญาณที่ 70.9, 68.2, 45.0, 35.4, 25.6, 

25.7 และ 13.1 ppm ซึ่งสอดคล้องกับโครงสร้างที่คาดว่าจะเป็น  

 

 นอกจากนี้ BT-DNP ยังให้สัญญาณแมส (MALDI-TOF) ที ่m/z = 576.728 ซึ่งสอดคล้องกับโครงสร้าง

ของ BT-DNP ที่ควรจะให้ค่า m/z ที่ 577.212 จึงสรุปได้ว่าสามารถสังเคราะห์สาร BT-DNP ได้จริง โดยใน
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กรณีนี้จะพบพีกที่ m/z = 560.701 ซึ่งมีค่าน้อยกว่า M+ อยู่ 16 ซึ่งอาจเกิดจากการหลุดของออกซิเจน 1 

อะตอมภายใต้ภาวะของการไอออนไนซ์ในเครื่องแมสสเปกโทรมิเตอร์ 

 

รูปที่ 3.5 1H NMR ของ (E)-2-(4-(diethylamino)-2-(4-((9,10-dioxo-9,10-dihydroanthracen-2-yl) 

oxy)butoxy)styryl)-3-methylbenzo[d]thiazol-3-ium hexafluorophosphate (BT-AQ)  

(500 MHz, DMSO-d6) 

 

 สามารถวิเคราะห์ 1H NMR ของสาร BT-AQ ได้ดังนี้ 

 สัญญาณที่ δ 8.08 ppm (d J = 8.0 Hz) เป็นโปรตอนในตำแหน่งที่ S1 บนวง benzothiazolium 

ซึ่งมีลักษณะ เป็น doublet เนื่องจากมีโปรตอนข้างเคียงเพียง 1 ตัว จึงปรากฎสัญญาณ doublet และอยู่ติด

กับไนโตรเจนที่มีประจุบวก ทำให้อิเล็กตรอนถูกดึงไปอยู่ใกล้ไนโตรเจนมากกว่าทำให้โปรตอนดังกล่าวจะให้

สัญญาณในตำแหน่งที่ downfield กว่าโปรตอนในตำแหน่ง S4 ที่ δ 7.91 (dd J = 7.4, 1.3 Hz) ที่อยู่ติด

กับซัลเฟอร์ ซึ่งมี EN ต่ำกว่าไนโตรเจน รวมทั้งตำแหน่งที่ S3 ที่สัญญาณ δ 7.63 (t J = 7.5 Hz) ppm และ

ตำแหน่งที่ S2 ที่สัญญาณ δ 7.52 (t J = 7.0 Hz) ppm โดยทั้งคู่มีรูปแบบเป็น triplet เนื่องจากมีโปรตอน

ข้างเคียง 2 ตัว 

 ส ัญญาณที ่  δ 8.14 ppm (dd J = 7.6, 0.9 Hz) และส ัญญาณที ่  δ 8.05-8.03 ppm (dd) เป็น

โปรตอนตำแหน่งที่ Q4/Q7 บนวง anthraquinone เนื่องจากอยู่ใกล้กับหมู่ C=O ซึ่งเป็นหมู่ดึงอิเล็กตรอนทำ

ให้โปรตอนทั้งสองตัวมี chemical shift สูง แต่ไม่สามารถบอกได้แน่ชัดว่าสัญญาณไหนเป็นของตัวไหน ส่วน

สัญญาณที่ δ 7.90 ppm เป็นโปรตอนตำแหน่งที่ Q6 และสัญญาณที่ δ 7.85 ppm เป็นโปรตอนตำแหน่งที่ 
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Q5 เนื่องจากได้รับอิทธิพลจาก หมู่ C=O น้อยกว่า Q7 และ Q4 ในขณะที่โปรตอนตำแหน่งที่ Q3 ที่ δ 7.57 

ppm (d J = 2.6 Hz)  และ Q1 ที่ δ 7.35 (dd J = 8.7, 6.0 Hz) ซึ่งอยู่ใกล้กับหมู่ -OR มากกว่า ก็จะเกิดการ 

deshield น้อยกว่าโปรตอนตำแหน่งที่ Q2 ซึ่งจะขึ้นสัญญาณที่ δ 8.05 (dd J = 4.8, 3.9 Hz)  

 สัญญาณที่ δ 7.97 (d, J = 15.1 Hz) เป็นโปรตอนตำแหน่งที ่ S5 ที ่เป็นส่วนของพันธะคู่ ซึ ่งเป็น

ตำแหน่งที่เมื ่ออิเล็กตรอนดีโลคัลไลซ์เข้าไปในวง benzothiazolium แล้วจะ deshield มากกว่าโปรตอน

หมายเลข S6 ที่อยู่คู่กัน ซึ่งจะขึ้นสัญญาณที่ δ 7.38 (d J = 15.5 Hz) ตามทฤษฎีโปรตอนทั้งสองจะเกิดการ 

coupling ซึ่งกันและกัน ให้สัญญาณเป็น doublet ทั้งคู่ และจากค่า J ที่มากถึง 15 Hz จึงน่าจะเป็น E-isomer  

 สัญญาณที ่δ 7.82 (d J = 9.2 Hz) เป็นโปรตอนตำแหน่งที่ S7 มีลักษณะเป็น doublet เนื่องจากเกิด

การ coupling กับโปรตอน S8 ที ่อยู ่ติดกัน ซึ ่งให้สัญญาณที ่ δ 6.49 ppm (dd J = 9.2, 1.8 Hz) และที่

สัญญาณ δ 6.23 ppm (d J = 1.8 Hz) เป็นโปรตอนตำแหน่งที่ S9 ซึ่งอยู่แยกห่างจากโปรตอนตัวอ่ืน ทั้งหมด

นี้เป็นสัญญาณของโปรตอนบนวง aromatic ฝั่งที่ถูกแทนที่ด้วยหมู่ diethylamino จึงเป็นวงที่ electron rich 

มากกว่าฝั่งที่ถูกแทนที่ด้วยหมู่ไนโตร 

 สัญญาณที่ δ 4.37 ppm (s, 2H) เป็นโปรตอนตำแหน่งที่ L4 และ 4.30 ppm (s, 2H) เป็นโปรตอน

ตำแหน่งที่ L1 โดยตำแหน่งที่อยู่ติดกับหมู่ dinitrophenyl เกิดการ downfield มากกว่าตำแหน่งที่อยู่ใกล้กับ 

diethylaminophenyl เนื่องจากความสามารถในการดึงอิเล็กตรอนที่ดีหว่าของหมู่ไนโตร โปรตอนทั้งสองชุด

เกิดการ coupling กับโปรตอนตำแหน่งที่ L2 และ L3 ที่อยู่ติดกัน โดยให้สัญญาณซ้อนกันที่ δ 2.07 ppm 

(4H) โดยโปรตอน L1-L4 ทั้งหมดมีลักษณะเป็น multiplet 

  สัญญาณที่ δ 4.01 ppm มีลักษณะเป็น singlet และมีพื้นที่ใต้พีกเป็น 3H เป็นโปรตอนหมายเลข 

S12 ซึ่งเป็นหมู่เมทิลที่ต่อกับไนโตรเจนที่มีประจุบวกของวงเบนโซลไทอะโซล ส่วนสัญญาณที่  δ 3.53 ppm 

เป็นโปรตอนตำแหน่งที่ S10 ซึ่งมีลักษณะเป็น quartet และมีพื้นที่ใต้พีกเป็น 4H และสัญญาณที่ δ 1.18 

ppm เป็นโปรตอนตำแหน่งที่ S11 มีลักษณะเป็น triplet และมีพื้นที่ใต้พีก 6H รูปแบบการ coupling และ

พื ้นที ่ใต้พีกสอดคล้องกับจำนวนโปรตอนของหมู ่เอทิลสองหมู ่ที ่เกาะอยู ่บนไนโตรเจนอะตอมของหมู่ 

diethylamino 

 จากการวิเคราะห์ส ัญญาณ 1H NMR ทั ้งหมดพบว่าสอดคล้องกับโครงสร้างของ BT-AQ จริง 

นอกจากนี้ยังได้ยืนยันโครงสร้างของ BT-AQ ด้วยเทคนิค 13C NMR จากโครงสร้างพบว่ามี non-equivalent 

sp2 C 29 ตัว และ sp3 C 7 ตัว โดย 4 ตัวต่อกับหมู่ดึงอิเล็กตรอน จาก 13C NMR สเปกตรัมแสดงสัญญาณของ 

sp2 C ทั้งหมด 26 สัญญาณ ที ่δ 182.7, 181.7, 171.3, 163.6, 161.8, 154.3, 142.2, 135.4, 135.2, 134.7, 

133.4, 133.3, 130.0, 129.1, 127.4, 127.1, 126.7, 126.6, 124.0, 121.7, 115.8, 111.6, 111.1, 106.6, 

104.5 และ 94.4 ppm โดยขาดหายไป 3 สัญญาณ อาจจะเกิดการซ้อนทับโดยบังเอิญหรือสัญญาณของ 

quaternary carbon บางตัวอาจจะอ่อนมากจนมองไม่เห็น และพบ sp3 C ทั้งหมด 6 สัญญาณที่ 68.6, 68.3, 

45.0, 35.4, 25.7 และ 13.2 ppm โดยขาดหายไป 1 สัญญาณ อาจจะเกิดการซ้อนทับโดยบังเอิญ ซึ่งสอดคล้อง

กับโครงสร้างที่คาดว่าจะเป็น  
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 นอกจากนี้ BT-AQ ยังให้สัญญาณแมส (MALDI-TOF) ที ่m/z = 616.810 ซึ่งสอดคล้องกับโครงสร้าง

ของ BT-AQ ที่ควรจะให้ค่า m/z ที่ 617.247 จึงสรุปได้ว่าสามารถสังเคราะห์สาร BT-AQ ได้จริง 

 

 
รูปที่ 3.6 1H NMR ของ (E)-2-(4-(diethylamino)-2-(2-(2-(2-((9,10-dioxo-9,10-dihydroanthracen-2-yl) 

oxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)styryl)-3-methylbenzo[d]thiazol-3-ium (BT-O-AQ)  

(500 MHz, DMSO-d6) 

 

 เนื่องจาก 1H NMR สเปกตรัมของสาร BT-O-AQ มีความซับซ้อน จึงต้องใช้เทคนิค 2D NMR ได้แก่ 

cosy เข้าช่วยในการวิเคราะห์ ไดผ้ลดังนี้ 

 สัญญาณที่ δ 7.98 (d J = 8.0 Hz) คาดว่าจะเป็นโปรตอนตำแหน่งที่ S1 บนวง benzothiazolium 

ซึ่งมีลักษณะ เป็น doublet เนื่องจากมีโปรตอนข้างเคียงเพียง 1 ตัว จึงปรากฎสัญญาณ doublet และอยู่ติด

กับไนโตรเจนที่มีประจุบวก ทำให้อิเล็กตรอนถูกดึงไปอยู่ใกล้ไนโตรเจนมากกว่าทำให้โปรตอนดังกล่าวจะถูกพบ

อยู่บริเวณท่ี downfield กว่าโปรตอนในตำแหน่ง S4 ที่อยู่ติดกับซัลเฟอร์ ซึ่งมี EN ต่ำกว่าไนโตรเจน ซึ่งคาดว่า

จะอยู่ที่ δ 7.85 ppm (d J = 8.4 Hz) รวมทั้งตำแหน่งที่ S3 ที่สัญญาณ δ 7.54 ppm และตำแหน่งที่ S2 ที่

สัญญาณ δ 7.35 ppm โดยทั้งคู่มีรูปแบบเป็น triplet เนื่องจากมีโปรตอนข้างเคียง 2 ตัว 

 สัญญาณที่ δ 8.14 ppm (dd J = 7.5, 1.4 Hz) และสัญญาณที่ δ 8.12 ppm (dd J = 7.4, 1.4 Hz) 

คาดว่าเป็นโปรตอนตำแหน่งที่ Q4/Q7 บนวง anthraquinone เนื่องจากอยู่ใกล้กับหมู่ C=O ซึ่งเป็นหมู่ดึง

อิเล็กตรอนทำให้อิเล็กตรอนดังกล่าวมี chemical shift สูง ส่วนสัญญาณที่ δ 7.90 (m) คาดว่าเป็นโปรตอน
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ตำแหน่งที่ Q6 และสัญญาณที่ δ 7.89 (m) คาดว่าเป็นโปรตอนตำแหน่งที่ Q5 เนื่องจากได้รับอิทธิพลจากหมู่ 

C=O น้อยกว่า Q7 และ Q4 ในขณะที่โปรตอนตำแหน่งที่ Q3 ที่ δ 7.41 ppm (d J = 2.6 Hz) และ Q1 ที่ δ 

7.20 ppm (dd J = 6.9, 3.4 Hz) ซึ่งอยู่ใกล้กับหมู่ -OR มากกว่า ก็จะเกิดการ deshield น้อยกว่าโปรตอน

ตำแหน่งที่ Q2 ซึ่งจะขึ้นสัญญาณที่ δ 7.95 (dd J = 7.1, 3.1 Hz)  

 สัญญาณที่ δ 7.87 (d J = 10.6 Hz) คาดว่าจะเป็นโปรตอนตำแหน่งที่ S5 ที่เป็นส่วนของพันธะคู่ ซึ่ง

เป็นตำแหน่งที ่เมื ่ออิเล็กตรอนดีโลคัลไลซ์เข้าไปในวงเบนโซไทอะโซลแล้วจะเกิดการ deshield มากกว่า

โปรตอนหมายเลข S6 ที่อยู ่คู ่กัน ซึ ่งจะขึ ้นสัญญาณที่ δ 7.49 (d) ตามทฤษฎีโปรตอนทั้งสองจะเกิดการ 

coupling ซึ่งกันและกัน ให้สัญญาณเป็น doublet ทั้งคู่  

 สัญญาณที ่δ 7.64 (d J = 8.9 Hz) เป็นโปรตอนตำแหน่งที่ S7 มีลักษณะเป็น doublet เนื่องจากเกิด

การ coupling กับโปรตอน S8 ที ่อยู ่ต ิดกัน ซึ ่งให้สัญญาณที ่ δ 6.42 ppm (dd J = 9.1, 1.9 Hz) และที่

สัญญาณ δ 6.18 ppm (d J = 1.7 Hz)  เป็นโปรตอนตำแหน่งที่ S9 ซึ่งอยู่แยกห่างจากโปรตอนตัวอื่น อ่ืน 

ทั ้งหมดนี้เป็นสัญญาณของโปรตอนบนวง aromatic ฝั ่งที ่ถูกแทนที่ด้วยหมู ่ diethylamino จึงเป็นวงที่ 

electron rich มากกว่าฝั่งที่ถูกแทนที่ด้วยหมู่ไนโตร  

สัญญาณที่ δ 4.27 ppm เป็นโปรตอนตำแหน่งที่ L2 และ L5 มีลักษณะเป็น multiplet เนื่องจาก

เกิดการ coupling กับโปรตอนตำแหน่งที่ L1 และ L4 ซึ่งขึ้นสัญญาณที่ δ 3.94-3.79 ppm มีลักษณะเป็น 

multiplet และสัญญาณท่ี δ 3.72 ppm (d, J = 1.2 Hz) เป็นโปรตอนของคาร์บอนตำแหน่งที่ L3 และ L4 มี

ลักษณะเป็น multiplet เนื่องจากเกิดการควบคู่กันเองของตำแหน่งที่ L3 และ L4 สองตำแหน่ง 

 สัญญาณที ่δ 4.01 ppm มีลักษณะเป็น singlet ที่มีพ้ืนที่ใต้พีกเป็น 3H เป็นโปรตอนหมายเลข S12 

ซึ่งเป็นหมู่เมทิลที่ต่อกับไนโตรเจนที่มีประจุบวกของวงเบนโซลไทอะโซลส่วนสัญญาณท่ี δ 3.49 ppm (q J = 

7.0 Hz) เป็นโปรตอนตำแหน่งที่ S10 ซึ่งมีลักษณะเป็น quartet และมีพ้ืนที่ใต้พีกเป็น 4H และสัญญาณท่ี δ 

1.16 ppm (t J = 7.0 Hz) เป็นโปรตอนตำแหน่งที่ S11 มีลักษณะเป็น triplet และมีพ้ืนที่ใต้พีก 6H รูปแบบ

การ coupling และพ้ืนที่ใต้พีกสอดคล้องกับจำนวนโปรตอนของหมู่เอทิลสองหมู่ที่เกาะอยู่บนไนโตรเจน

อะตอมของหมู่ diethylamino  

 เมื่อพิจารณา chemical shift ของตำแหน่งโปรตอนทั้งในส่วนของสีย้อมสไตริลและตัวดับแสง ของสี

ย้อม BT-AQ และ BT-O-AQ มีความแตกต่างกันค่อนข้างมาก แสดงว่าความยาวและชนิดของตัวเชื่อม L ที่

แตกต่างกัน (C4 ใน BT-AQ และ triethylene glycol ใน BT-O-AQ) น่าจะส่งผลให้การเกิดอันตรกิริยา

ระหว่างส่วนของตัวดับแสงกับสีย้อมที่แตกต่างกันด้วย โดยคาดว่าตัวเชื่อม triethylene glycol มีความยาว

มากกว่า C4 ตัว AQ จึงอาจจัดตัวให้อยู่ในรูปแบบที่ทำให้ตัวดับแสงและสีย้อมสัมผัสกันได้ดีกว่า 

 

 นอกจากนี้ยังได้ยืนยันโครงสร้างของ BT-O-AQ ด้วยเทคนิค 13C NMR จากโครงสร้างพบว่ามี non-

equivalent sp2 C 29 ตัว และ sp3 C 9 ตัว โดย 8 ตัวต่อกับหมู่ดึงอิเล็กตรอน จาก 13C NMR สเปกตรัมแสดง

สัญญาณของ sp2 C ทั้งหมด 23 สัญญาณ ที่ δ 182.6, 181.6, 171.4, 163.5, 162.2, 154.0, 142.0, 135.2, 

135.1, 134.7, 133.4, 129.7, 129.0, 127.2, 127.1, 126.6, 123.9, 121.2, 115.7, 111.6, 110.7, 106.4 และ 
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94.5 ppm โดยขาดหายไป 6 สัญญาณ อาจจะเกิดการซ้อนทับโดยบังเอิญหรือสัญญาณของ quaternary 

carbon บางตัวอาจจะอ่อนมากจนมองไม่เห็น และพบ sp3 C ทั้งหมด 9 สัญญาณที่ 70.8, 70.6, 69.3, 69.2, 

68.6, 68.1, 45.0, 35.2 และ 13.1 ppm ซึ่งสอดคล้องกับโครงสร้างที่คาดว่าจะเป็น  

 

 นอกจากนี้ BT-O-AQ ยังให้สัญญาณแมส (MALDI-TOF) ที่ 676.918 ซึ่งสอดคล้องกับโครงสร้างของ 

BT-O-AQ ที่ควรจะให้ค่า m/z ที่ 677.268 จึงสรุปได้ว่าสามารถสังเคราะห์สาร BT-O-AQ ได้จริง 

 

3.2 การศึกษาสมบัติเชิงแสงของสีย้อมท่ีสังเคราะห์ได้ 

 3.2.1 แอบซอร์พชันและฟลูออเรสเซนส์สเปกตรัมของสีย้อมในภาวะที่ไม่มีและมีดีเอ็นเอ 

 
รูปที ่3.7 แอบซอร์พชันสเปกตรัมของสีย้อมความเข้มข้น 10 µM ในน้ำ (ก) ในสภาพที่ไม่มีดีเอ็นเอ และ (ข) ใน

สภาพที่มีดีเอ็นเอสายคู่ (N24+N25) ความเข้มข้น 15 µM, ฟลูออเรสเซนส์สเปกตรัมของ (ค) สีย้อมความ

เข้มข้น 10 µM ในสภาพที่ไม่มีดีเอ็นเอ และ (ง) สีย้อมในสภาพที่มีดีเอ็นเอสายคู่ความเข้มข้น 15 µM 

 

 จากกราฟในรูปที่ 3.7 (ก) และ (ข) จะเห็นได้ว่าสเปกตรัมการดูดกลืนแสงของสีย้อมก่อนและหลังเข้า

จับกับดีเอ็นเอสายคู่มีความแตกต่างกันอย่างสิ้นเชิง โดยในการทดลองนี้ใช้โอลิโกดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์

ส ังเคราะห ์ความยาว 30 เบส ที ่ เป ็นค ู ่สมก ันและม ีลำด ับเบสแบบส ุ ่ม (N24: dCCAGGGCATGGTA 

GATCACTGTACGCCGCG+N25: dCGCGGCGTACAGTGATCTACCATGCCCTGG) เป็นโมเดล โดยใช้สัดส่วน

โดยโมลของดีเอ็นเอมากกว่าสีย้อม เพื่อให้แน่ใจว่าได้การเปลี่ยนแปลงสูงสุด เมื่อเติมดีเอ็นเอจากกราฟ (ข) จะ

เห็นว่าแอบซอร์พชันสเปกตรัมเกิดการ shift ของ absorption maxima โดย BT-DNP มีการเปลี่ยนแปลง

เล็กน้อย, BT-AQ เกิด red shift โดยสัญญาณเห็นเพียงชุดเดียว และ BT-O-AQ เกิดสัญญาณแยกกันเป็นสอง
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ชุดชัดเจนซึ่งมีทั้งชุดที่ red shift และ blue shift และจากกราฟ (ค) และ (ง) ซึ่งเป็นฟลูออเรสเซนส์สเปกตรัม 

เมื่อเปรียบเทียบสภาวะที่มีและไม่มีดีเอ็นเอ พบว่า BT-AQ มีความเข้มของการวาวแสงเพิ่มขึ้นเพียงเล็กน้อย

เมื่อเติมดีเอ็นเอ ในขณะที่ BT-DNP และ BT-O-AQ มีความเข้มของการวาวแสงเพิ่มขึ้นสูงเมื่อเติมดีเอ็นเอ โดย

ที่ BT-DNP มีความเข้มฟลูออเรสเซนซ์ต่ำกว่า  

 
รูปที่ 3.8 ภาพถ่ายของสีย้อมความเข้มข้น 10 µM ก่อนและหลังใส่ดีเอ็นเอ (N24+N25) ความเข้มข้น 20 µM 

ใน 10 mM phosphate buffer (pH 7.4) ภายใต้แสงขาว (บน) และแสง UV (ล่าง) ใช้ excitation 

wavelength 365 nm 

 

 จากนั้นจึงได้นำสีย้อมมาวัดค่อการดูดกลืนแสงที่ความเข้มข้น 10, 20, 30, 40 และ 50 µM วัดความ

เข้มข้นละ 3 ซ้ำ เพื่อนำมาคำนวณค่า molar extinction coefficient (εmax) โดยใช้ความยาวคลื่นที่มีค่าการ

ดูดกลืนแสงสูงสุดของสีย้อมแต่ละชนิดในการทำ calibration curve จะได้ผลดังตารางท่ี 3.1 

 

ต า ร า งท ี ่  3.1 ค ่ า  absorption maxima λmax(abs), extinction coefficients (ε), emission maxima 

λmax(em) และอัตราส่วนของการวาวแสงของสีย้อมในภาวะที่มีและไม่มีดีเอ็นเอ (F/F0) โดยวัดที่ความเข้มข้น

ของสีย้อม 10 µM ก่อนและหลังใส่ดีเอ็นเอ (N24+N25) ความเข้มข้น 20 µM ใน 10 mM phosphate buffer 

(pH 7.4) ใช้ excitation wavelength 565 nm 

Dye 
εmax  

(×104 M−1 ·cm−1) 

λmax (nm) F/F0 

Dye Dye+DNA 
Dye+DNA 

abs em abs em 

BT-DNP 1.3 542 587 542 585 51.1 

BT-AQ 3.8 550 579 500 583 30.2 

BT-O-AQ 2.5 540 597 475, 554 591 99.3 
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3.2.2 ค่าผลผลิตเชิงควอนตัมทางฟลูออเรสเซนส์  

 หาค่าผลผลิตเชิงควอนตัมทางฟลูออเรสเซนส์ (fluorescence quantum yield, ΦF) ของสีย้อมท้ัง 3 

ชนิด คือ BT-DNP, BT-AQ และ BT-O-AQ เพื่อดูประสิทธิภาพการวาวแสงของสีย้อมระหว่างสีย้อมอิสระกับ

สีย้อมเมื่อเข้าจับกับดีเอ็นเอ โดยในการทดลองใช้สีย้อมที่ความเข้มข้น  10 µM และใช้ดีเอ็นเอสายคู่ความ

เข้มข้น 5 µM นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเทคนิคยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรสโคปี (UV-vis spectroscopy) และ

วัดค่าการคายแสงด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนส์สเปกโตรสโคปี (Fluorescence spectroscopy) บันทึกสัญญาณ

การคายแสงช่วงคลื่นตั้งแต่ 500-800 nm โดยตั้งค่า PMT (photomultiplier tube) voltage เป็น medium 

และนำข้อมูลที่ได้มาพล็อตกราฟระหว่างค่าการดูดกลืนแสงที่ 490 nm และพื้นที่ใต้กราฟจากสัญญาณฟลูออ

เรสเซนส์ซึ่งนำไปใชใ้นการคำนวณค่าประสิทธิภาพการวาวแสงของสีย้อมได้จากสมการ (1) ดังนี้ 

𝑄𝑌𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒 = 𝑄𝑌𝑟𝑒𝑓𝑥
𝐴𝑟𝑒𝑓

𝐴𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒
𝑥 𝐸𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒

𝐸𝑟𝑒𝑓
𝑥 (𝑛𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒

𝑛𝑟𝑒𝑓
)
2

 (1) 

โดย A = ค่าการดูดกลืนแสง (Absorbance) 

 E = พ้ืนที่ใต้กราฟการวาวแสง (Integrated fluorescence intensity) 

 N = ดัชนีหักเหของตัวทำละลาย (refractive index of the solvent) 

 โดยจะใช้ Rhodamine 6G ในเอทานอล เป็น reference dye ที่ excitation wavelength = 490 

nm ซึ่งมีค่า ΦF = 0.9546 จากการทดลองจะได้ผลดังตารางท่ี 3.2 

 

ตารางท่ี 3.2 ประสิทธิภาพการวาวแสงของสีย้อมจากค่าผลผลิตเชิงควอนตัมทางฟลูออเรสเซนส์ 

Dye 
ΦF ΦF(Dye+DNA)/ ΦF(Dye) 

Dye Dye+DNA 

BT 0.0040 0.0530 13.9 

BT-DNP 0.0010 0.0064 6.2 

BT-AQ 0.0001 0.0003 3.3 

BT-O-AQ 0.0001 0.0041 30.6 

 

 เมื ่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการวาวแสงของสีย้อมทั ้ง 3 ตัว จะเห็นได้ว ่า BT-O-AQ มีค่า 

ΦF(Dye+DNA)/ ΦF(Dye) มากที่สุด ซึ่งหมายความว่า BT-O-AQ จะมีความแตกต่างของประสิทธิภาพการ

วาวแสงระหว่างสีย้อมก่อนและหลังจับกับดีเอ็นเอมากที่สุด ในขณะที่ BT-DNP และ BT-AQ มีประสิทธิภาพ

การวาวแสงของสีย้อมเมื่อหลังเข้าจับกับดีเอ็นเอเพิ่มขึ้นจากสีย้อมอิสระไม่มากนัก  และเมื่อเปรียบเทียบค่า 

F/F0 ของสีย้อมก่อนและหลังจับกับดีเอ็นเอของสีย้อมทั้ง 3 ตัว ดังตารางท่ี 3.1 ในภาวะที่มีดีเอ็นเอ BT-O-AQ 

มีค่า F/F0 มากที่สุด รองลงมาคือ BT-DNP และ BT-AQ ซ่ึงมีค่า F/F0 น้อยกว่าสีย้อม BT อาจเกิดจากสีย้อม 

BT-DNP และ BT-AQ มีความยาวของตัวเชื่อมที่สั้น (C4) เมื่อเทียบกับ BT-O-AQ ทำให้ตัวดับแสงอยู่ใกลก้ับ

สีย้อมมาก ทำให้แม้จะเกิดการจับกับดีเอ็นเอแล้วก็ทำให้การวาวแสงไม่เพิ่มขึ้นมากนัก ดังนั้นในการทดลอง

ต่อไปจะศึกษาเฉพาะสีย้อม BT-O-AQ เป็นหลัก โดยในบางกรณีจะเปรียบเทียบประสิทธิภาพกับ BT-AQ ซึ่งมี
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ตัวดับแสงเป็น anthraquinone เช่นกัน เพ่ือดูผลของตัวเชื่อมระหว่างโครงสร้างหลักกับตัวดับแสง และในบาง

กรณีจะใช้สีย้อม BT ซึ่งไม่มีตัวดับแสงต่ออยู่เป็นตัวเทียบ  

 

3.3 การศึกษากลไกการทำงานของสีย้อม 

 3.3.1 การทดสอบการวาวแสงของสีย้อมในกลีเซอรอล 

 
รูปที ่3.9 ยูวี-วิสิเบิลสเปกตรัมของสีย้อมความเข้มข้น 10 µM (ก) ในน้ำและ (ข) ในกลีเซอรอล, ฟลูออเรส

เซนส์สเปกตรัมของสีย้อมความเข้มข้น 10 µM ใช้ excitation wavelength 565 nm (ค) ในน้ำและ (ง) ใน 

กลีเซอรอล 

 

 ในการทดลองได้ทำการเปรียบเทียบผลของสีย้อม 4 ชนิด คือสีย้อมที่ไม่มีการดัดแปรด้วยตัวดับแสง 

BT (รูปที่ 3.10), BT-DNP, BT-AQ และ BT-O-AQ ในน้ำกับในกลีเซอรอล เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงการ

วาวแสงของสีย้อมเนื่องจากการถูกจำกัดการหมุนของพันธะคู่ที่เชื่อมต่อระหว่างส่วนของ electron donor (วง

แหวนเบนซีนที่มีหมู่ไดเอทิลอะมิโน) และ electron acceptor (วงเบนโซไทอะโซล) โดยกลีเซอรอลเป็นตัวทำ

ละลายที่มีความหนืดสูง จะทำให้การหมุนของพันธะคู่ในสีย้อมซึ่งเป็นสาเหตุของการที่สีย้อมมีการวาวแสงที่ต่ำ

ในสภาวะปกติเนื่องจากการเกิด radiationless decay ของโมเลกุลของสีย้อมที่ถูกกระตุ้นด้วยแสงเกิดช้าลง 

ซึ่งจะส่งผลให้การวาวแสงเพิ่มขึ้น47 จากการทดลองจะเห็นได้ว่าในสภาวะที่เป็นน้ำ BT-DNP มีความเข้มการ

วาวแสงสูงสุด รองลงมาคือ BT และ BT-O-AQ ส่วน BT-AQ มีความเข้มการวาวแสงต่ำที่สุด ส่วนในภาวะที่มี

กลีเซอรอล BT ซึ่งไม่มีตัวดับแสงมีความเข้มของการวาวแสงสูงที่สุด ซึ่งเป็นไปตามที่คาดไว้ ส่วน BT-DNP และ 

BT-AQ แทบไม่เกิดการวาวแสงเลยแม้จะอยู ่ในกลีเซอรอล แสดงให้เห็นว่าหมู่  DNP และ AQ ยังอยู ่ใกล้

โครงสร้างหลักของโมเลกุลสีย้อม ซึ่งแม้จะถูกล็อกการหมุนของพันธะด้วยความหนืดของกลีเซอรอลแล้วก็ยังถูก
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ดับแสงได้อาจจะเนื่องมาจากความยาวของตัวเชื่อมที่ค่อนข้างสั้น ส่วน BT-O-AQ แสดงสัญญาณการวาวแสงที่

สูง โดยมีค่าต่ำกว่า BT เพียงเล็กน้อยอาจเป็นเพราะในกรณีนี ้ตัวดับแสงอยู ่ห่า งจากโมเลกุลของสีย้อม

ค่อนข้างมาก การดับแสงจึงมีประสิทธิภาพน้อยกว่า 

 
รูปที่ 3.10 โครงสร้างของสีย้อม BT 

 

จากผลการทดลองดังกล่าวจึงสามารถอธิบายกลไกการเปลี่ยนแปลงการวาวแสงของสีย้อมในสภาวะที่

มีดีเอ็นเอได้ โดยโมเลกุลสีย้อมจะเข้าไปจับกับสายดีเอ็นเอทำให้เกิดการจำกัดการหมุนของพันธะคอนฟอร์เมชัน

เช่นเดียวกับกรณีที่อยู่ในกลีเซอรอล และเม่ือสีย้อมเข้าไปจับกับดีเอ็นเอคาดว่าจะส่งผลให้หมู่ดับแสงไม่สามารถ

เข้าไปเกิดอันตรกิริยากับสีย้อมที่จับยึดกับโครงสร้างของดีเอ็นเอ ทำให้โมเลกุลสีย้อมคืนสัญญาณฟลูออเรส

เซนส์ออกมาได้ ดังรูปที่ 3.11 

 
รูปที่ 3.11 อันตรกิริยาระหว่างสีย้อมกับกลีเซอรอลที่ทำให้เกิดสัญญาณฟลูออเรสเซนส์ 

 

 3.3.2 การตอบสนองของสีย้อมในสภาวะที่มีดีเอ็นเอสายเดี่ยว (ssDNA) และดีเอ็นเอสายคู่ 

(dsDNA) 

  ในการทดลองนี ้ได้เลือกสีย้อม BT-O-AQ มาศึกษาการตอบสนองต่อดีเอ็นเอสายเดี ่ยว 

(ssDNA) และดีเอ็นเอสายคู่ (dsDNA) โดยดีเอ็นเอสายเดี่ยวเตรียมจาก N24 ซึ่งเป็นโอลิโกดีออกซีไรโบนิวคลีโอ

ไทด์สังเคราะห์ความยาว 30 เบส ที่ความเข้มข้น 10 µM ใน 10 mM ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (pH 7.4) และน้ำ ส่วน

ดีเอ็นเอสายคู่เตรียมจาก N24 ความเข้มข้น 10 µM และ N25 ความเข้มข้น 10 µM ซึ่งเป็นโอลิโกดีออกซีไรโบ

นิวคลีโอไทด์สังเคราะห์ที ่เป็นคู ่สมกับ N24 ใน 10 mM ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (pH 7.4) และน้ำ โดยในการ

ออกแบบได้มีสมมติฐานว่า AQ เป็นหมู่ที่ทำหน้าที่เป็น intercalator41, 42 ซึ่งสามารถเข้าไปแทรกอยู่ระหว่างคู่

เบสของดีเอ็นเอสายคู่ได้ดีกว่าดีเอ็นเอสายเดี่ยว ดังนั้นสีย้อมที่มีหมู่ AQ จึงอาจบอกความแตกต่างระหว่างดีเอ็น

เอสายคู่และสายเดี่ยวได้ โดยได้ไทเทรตดีเอ็นเอสายเดี่ยวและสายคู่แยกกันลงในสีย้อมทั้งสอง และเปรียบเทียบ

ยูวี-วิสิเบิลสเปกตรัมและฟลูออเรสเซนส์สเปกตรัม ได้ผลการทดลองดังรูป 3.12  
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รูปที ่3.12 การดูดกลืนแสง UV-visible ของสีย้อม BT-O-AQ ความเข้มข้น 10 µM ในสภาวะที่มีดีเอ็นเอ

ความเข้มข้น 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2, 5, 10 และ 15 ใน 10 mM ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (pH 7.4) (ก) ดีเอ็นเอสาย

เดี่ยว เทียบกับสภาวะที่มี (ข) ดีเอ็นเอสายคู่, การวาวแสงฟลูออเรสเซนส์ของสีย้อม BT-O-AQ ความเข้มข้น 

10 µM ในสภาวะที่มีดีเอ็นเอความเข้มข้น 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2, 5, 10 และ 15 ใน 10 mM phosphate 

buffer (pH 7.4) ใช้ excitation wavelength ที่ 565 nm (ค) ดีเอ็นเอสายเดี่ยว เทียบกับสภาวะที่มี (ง) ดีเอ็น

เอสายคู,่ (จ) เปรียบเทียบค่า F/F0 ในสภาวะที่มีดีเอ็นเอสายเดี่ยวกับสภาวะที่มีดีเอ็นเอสายคู่ที่ 590 nm, (ฉ) 

เปรียบเทียบค่า F/F0 ของสีย้อม BT-O-AQ เทียบกับสีย้อมอ้างอิง BT ในสภาวะที่มีดรเอ็นเอสายคู่ท่ี 590 nm 

 

 ผลการทดลองไทเทรตดีเอ็นเอเมื่อใช้ BT-O-AQ 10 µM และเพ่ิมความเข้มข้นของดีเอ็นเอตั้งแต่ 0-15 

µM ดังรูปที่ 3.12 จากกราฟ (ก) และ (ข) เป็นกราฟการดูดกลืนแสง พบว่า BT-O-AQ มีการตอบสนองต่อดี

เอ็นเอสายเดี่ยวกับดีเอ็นเอสายคู่แตกต่างกันมาก โดยสีย้อมอิสระจะมีการดูดกลืนสูงสุดที่ความยาวคลื่น 540 

nm เมื่อเติมดีเอ็นเอสายคู่จะพบสัญญาณใหม่เกิดขึ้นที่ความยาวคลื่น 476 nm โดยเห็นสัญญาณสองชุดแยกกัน 

แสดงถึงสอง species ที่แตกต่างกันชัดเจนและไม่เกิดการแลกเปลี ่ยนกันหรือการแลกเปลี่ยนเกิดช้ากว่า 
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timescale ของ electronic transition ซึ่งคาดว่าสัญญาณที่ 476 nm เป็น H aggregate ของสีย้อมเนื่องจาก

ความยาวคลื ่นของการดูดกลืนแสงเลื ่อนไปทางสีน้ำเงิน (blue shift)48 ซึ ่งอธิบายได้ดังรูปที ่ 3.13 โดย

สันนิษฐานว่าการเกิด blues shift น่าจะเกิดจากการเข้าจับกับดีเอ็นเอบริเวณ GC และการเกิด red shift เกิด

จากการเข้าจับกับดีเอ็นเอบริเวณ AT ในขณะที่พีกการดูดกลืนแสงของดีเอ็นเอสายเดี่ยวการดูดกลืนแสงจะ

เลื่อนไปทางสีแดง (red shift) เพียงเล็กน้อย และเห็นสัญญาณเพียงชุดเดียวตลอดซึ่งแสดงว่าสีย้อมอิสระและสี

ย้อมที่จับยึดกับดีเอ็นเอมีการแลกเปลี่ยนกันอย่างรวดเร็ว โดยมีการดูดกลืนสูงสุดที่ความยาวคลื่น 554 nm 

อย่างไรก็ตาม เมื่อพิจารณาจากกราฟ (ค) และ (ง) ซึ่งเป็นฟลูออเรสเซนส์สเปกตรัม พบว่าการตอบสนองของ 

BT-O-AQ ต่อดีเอ็นเอสายเดี่ยวกับดีเอ็นเอสายคู่ไม่แตกต่างกัน โดยเมื่อเทียบค่า F/F0 ของ BT-O-AQ กับ สี

ย้อม BT ดังกราฟ (ฉ) พบว่า BT-O-AQ มี F/F0 ที่ดีกว่า 

 
รูปที่ 3.13 กลไกการเกิด aggregation ของสีย้อม49 

 

 และเพ่ือยืนยันว่าการตอบสนองเชิงแสงของ BT-O-AQ ต่อดีเอ็นเอสายคู่นั้นไม่ได้เป็นกรณีพิเศษที่เกิด

เฉพาะกับตัวดีเอ็นเอสังเคราะห์สายสั้นที่เลือกมาใช้ จึงได้ทดสอบการตอบสนองของ BT-O-AQ เพิ่มเติมกับดี

เอ็นเอสายคู่ที ่มีความยาวมากขึ้นคือ salmon sperm DNA ดังรูปที่ 3.14 พบว่าลักษณะของสัญญาณการ

ดูดกลืนแสงและการวาวแสงเหมือนกับของดีเอ็นเอสายคู่ที่ทำมาก่อนหน้านี้ทุกประการ แสดงว่าเมื่อสีย้อมเข้า

จับกับดีเอ็นเอสายคู่ จะทำให้เกิดการ aggregate ขึ้น ทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของการดูดกลืนแสง ซึ่งไม่พบ

ในดีเอ็นเอสายเดี่ยว แต่การ aggregate ดังกล่าวไม่ส่งผลต่อการวาวแสงที่แตกต่างกันระหว่างดีเอ็นเอสายคู่และ

สายเดี่ยว  

 
รูปที ่3.14 การตอบสนองของสีย้อม BT-O-AQ ต่อ salmon sperm DNA (ก) กราฟการดูดกลืนแสง (ข) 

กราฟการวาวแสง 
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 3.3.3 ศึกษาการตอบสนองของสีย้อมต่อดีเอ็นเอ (AT)10 และ (GC)10 

 จากผลการทดลองก่อนหน้านี้พบว่าสีย้อม BT-O-AQ มีการตอบสนองเชิงแสงที่สามารถบอกความ

แตกต่างระหว่างดีเอ็นเอสายคู่และสายเดี่ยวได้ ซึ่งคาดว่าจะเกิดจากความสามารถในการเกิด intercalation 

ของหมู่ AQ ภายใน base stack ของดีเอ็นเอสายคู่ เนื่องจากเป็นที่ทราบกันว่า intercalation จะเกิดได้ดีกับคู่

เบส GC เนื่องจากมีพ้ืนที่สัมผัสมากกว่า50 จึงมีความเป็นไปได้ว่าสีย้อมนี้จะตอบสนองกับดีเอ็นเอสายคู่ที่มีลำดับ

เบสต่างกันได้ด้วย จึงได้ออกแบบการทดลองเพ่ือศึกษาการตอบสนองของสีย้อมต่อดีเอ็นเอสังเคราะห์ที่เป็นสาย

คู่สองระบบคือ (AT)10 และ (GC)10 ผลการทดลองเป็นดังแสดงในรูปที ่3.15  

 

 
รูปที ่3.15 การดูดกลืนแสง UV-visible ของสีย้อม BT-O-AQ ความเข้มข้น 10 µM ในสภาวะที่มีดีเอ็นเอ

ความเข้มข้น 5, 10 และ 20 µM ใน 10 mM ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (pH 7.4) สายคู่เบส (ก) (AT)10 และ (ข) 

(GC)10, การวาวแสงฟลูออเรสเซนส์ของสีย้อม BT-O-AQ ความเข้มข้น 10 µM ในสภาวะที่มีดีเอ็นเอความ

เข้มข้น 5, 10 และ 20 µM ใน 10 mM ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (pH 7.4) ใช้ excitation wavelength 565 nm

สายคู่เบส (ค) (AT)10 และ (ง) (GC)10 

 

 จากกราฟในรูปที่ 3.16 (ก) และ (ข) จะเห็นได้ว่าเมื่อ BT-O-AQ เข้าจับกับดีเอ็นเอที่มีคู่เบสเป็น GC 

จะเกิดการเปลี่ยนแปลงของพีกการดูดกลืนแสงมีลักษณะคล้ายกับผลที่ได้เมื่อเข้าจับกับดีเอ็นเอสายคู่ แสดงให้

เห็นว่า BT-O-AQ จะสามารถเกิดการ aggregate ได้เฉพาะเมื่อจับกับคู่เบส GC แต่จะไม่เกิดการ aggregate 

เมื่อจับกับคู่เบส AT และจากกราฟ (ค) และ (ง) จะเห็นได้ว่า BT-O-AQ มีการตอบสนองต่อดีเอ็นเอคู่เบส AT 

และ GC แตกต่างกัน โดยสีย้อมที่เข้าจับกับคู่เบส AT จะให้การวาวแสงที่เพิ่มขึ้นมากกว่าเมื่อเทียบกับการจับ

กับคู่เบส GC ซึ่งแสดงว่า aggregate ที่เกิดขึ้นไม่ค่อยวาวแสง หรืออาจเป็นได้ว่าถูกดับแสงโดยคู่เบส GC  โดย

จากข้อมูลที่มีอยู่ยังไม่สามารถบอกได้แน่ชัด แต่ที่บอกได้คือการ aggregate ที่ส่งผลให้การดูดกลืนแสงเปลี่ยน
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นั้นไม่ส่งผลต่อการเพิ่มขึ้นของการวาวแสง ดังนั้นกระบวนการดูดกลืนและคายแสงจึงเป็นอิสระต่อกัน ซึ่ง

สอดคล้องกับผลก่อนหน้านี้ในหัวข้อ 3.3.2 ว่าแม้การดูดกลืนแสงของสีย้อม BT-O-AQ กับดีเอ็นเอสายคู่และ

สายเดี่ยวจะแตกต่างกันชัดเจน แต่การวาวแสงกลับไม่ค่อยแตกต่างกันนัก เนื่องจากการวาวแสงที่เพ่ิมขึ้นจะถูก

กำหนดโดยเบส AT (หรือ GC ที่ไม่เข้าคู่) เป็นหลักและไม่เกี่ยวข้องกับการเกิด intercalation ในขณะที่การ 

aggregate ที่ถูกกำหนดโดยคู่เบส GC จะส่งผลให้เกิดการเลื่อนของการดูดกลืนแสงไปทางสีน้ำเงินแต่ไม่ทำให้

การวาวแสงเพิ่มขึ้นมากนัก 

 

 3.3.4 ศึกษาการตอบสนองของสีย้อมในสภาวะท่ีมีเกลือ MgCl2 และ NaCl 

 เนื่องจากในการศึกษาที่เกี่ยวกับดีเอ็นเอส่วนใหญ่จะกระทำในภาวะที่มีเกลือ ( NaCl, MgCl2) อยู่ด้วย 

ดังนั้นจึงได้มีการศึกษาอิทธิพลของเกลือต่อการวาวแสงของสีย้อมทั้งในสภาพอิสระและที่จับกับดีเอ็นเอ โดยผล

ของการเติมเกลือที่มีต่อสีย้อมอิสระเป็นดังแสดงในรูปท่ี 3.16 และ 3.17 

 
รูปที ่3.16 การดูดกลืนแสง UV-visible ของสีย้อม BT-O-AQ ความเข้มข้น 10 µM ในสภาวะที่มีเกลือ (ก) 

MgCl2 ความเข้มข้น 5, 10, 20, 50, 100 และ 150 mM และ (ข) NaCl ความเข้มข้น 25, 50, 100, 200, 600  

และ 1000 mM การวาวแสงฟลูออเรสเซนส์ของสีย้อม BT-O-AQ ความเข้มข้น 10 µM ในสภาวะที่มีเกลือ (ค) 

MgCl2 ความเข้มข้น 5, 10, 20, 50 และ 100 mM และ (ง) NaCl ความเข้มข้น 25, 50, 100, 200, 600 mM 

 

 จากการทดลองเติมเกลือทั้ง NaCl และ MgCl2 ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ลงไปในสีย้อม BT-O-AQ ได้ผล

ดังแสดงในกราฟรูปที่ 3.16 (ก) และ (ข) จะเห็นได้ว่าที่ความเข้มข้นเกลือสูง พบว่า BT-O-AQ มีพีกการดูดกลืน

แสงที่เลื ่อนไปทางสีน้ำเงินคล้ายกับในกรณีที ่เติมดีเอ็นเอสายคู ่ จึงคาดว่าการเติมเกลือส่งผลให้เกิดการ  

aggregate ของสีย้อมในลักษณะเดียวกับที่เมื่อสีย้อมจับกับดีเอ็นเอ แต่ต้องเติมเกลือในปริมาณสูงมากถึงจะ
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เห็นการเปลี่ยนแปลงของ UV absorption และในทุกกรณีไม่พบการเปลี่ยนแปลงของการวาวแสง ดังนั้นเกลือ

จึงไม่น่าจะส่งผลต่อการตรวจวัดดีเอ็นเอในสภาวะปกติของร่างกาย (physiological conditions) ที่มีเกลือ 

NaCl ที่ความเข้มข้นประมาณ 150 mM และ MgCl2 ที่ 0.5-5 mM นอกจากนี้ยังได้ทดสอบผลของการเติม

เกลือลงใน BT-O-AQ ที่มีดีเอ็นเออยู่ด้วยได้ผลดังแสดงในรูปที่ 3.17 

 

 
รูปที ่3.17 การดูดกลืนแสง UV-visible ของสีย้อม BT-O-AQ ความเข้มข้น 10 µM ในสภาวะที่มีดีเอ็นเอ

ความเข้มข้น 5 µM และเกลือ (ก) MgCl2 ความเข้มข้น 5, 10, 20, 50 และ 100 mM กับ (ข) NaCl ความ

เข้มข้น 25, 50, 100, 200, 600 mM, การวาวแสงฟลูออเรสเซนส์ของสีย้อม BT-O-AQ ความเข้มข้น 10 µM 

ในสภาวะที่มีดีเอ็นเอความเข้มข้น 5 µM และเกลือ (ค) MgCl2 ความเข้มข้น 5, 10, 20, 50 และ 100 mM กับ 

(ง) NaCl ความเข้มข้น 25, 50, 100, 200, 600 mM 

 

 ในการทดลองใช้ BT-O-AQ ในดีเอ็นเอและเกลือ MgCl2 กับ NaCl เพื่อศึกษาผลของเกลือต่อความ

เข้มการวาวแสงและ stability ระหว่างสีย้อมกับดีเอ็นเอ โดยเมื่อเติมเกลือเข้าไปพบว่าความเข้มของการวาว

แสงลดน้อยลงตามความเข้มข้นของเกลือที่เพิ่มขึ้น แสดงว่าความเสถียรระหว่างดีเอ็นเอและสีย้อมยังไม่ดีนัก 

โดยการลดลงของการวาวแสงในกรณีของ MgCl2 จะเกิดขึ้นเร็วกว่า NaCl ซึ่งสอดคล้องกับความเป็น divalent 

ion อย่างไรก็ตาม ที่ความเข้มข้น NaCl และ MgCl2 ที่ใกล้เคียงกับ physiological condition ยังคงสังเกตเห็น

การวาวแสงได้อยู่ แม้จะลดลงไปประมาณ 50% จากภาวะที่ไม่มีเกลือเนื่องจาก ionic strength ที่สูงจะทำให้สี

ย้อมที่มีประจุบวกหลุดออกจากดีเอ็นเอ ดังนั้นสีย้อมจึงน่าจะยังสามารถนำไปใช้ทดลองย้อมสีดีเอ็นเอในภาวะ 

physiological ได ้แต่ควรปรับปรุงประสิทธิภาพการยึดจับกับดีเอ็นเอของสีย้อมให้ดีกว่านี้ 
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บทที่ 4 

สรุปผลการทดลอง 

 

 ในงานวิจัยนี้ผู้วิจัยสามารถสังเคราะห์สีย้อมสไตริลได้ทั้งหมด 3 ชนิด ได้แก่ (E)-2-(4-(diethylamino)-

2-(4-(2,4-dinitrophenoxy)butoxy)styryl)-3-methylbenzo[d]thiazol-3-ium hexafluorophosphate 

(BT-DNP), (E)-2-(4-(diethylamino)-2-(4-((9,10-dioxo-9,10-dihydroanthracen-2-yl)oxy)butoxy)styry 

l)-3-methylbenzo[d] thiazol-3-ium hexafluorophosphate (BT-AQ) และ (E)-2-(4-(diethylamino)-2-

(2-(2-(2-((9,10-dioxo-9,10-dihydroanthracen-2-yl)oxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)styryl)-3-methylben 

zo[d]thiazol-3-ium hexafluorophosphate (BT-O-AQ) โดยได้ยืนยันโครงสร้างของสีย้อมทั ้งหมดด้วย

เทคนิค 1H NMR, 13C NMR และ MALDI-TOF MS 

 จากการศึกษาสมบัติเชิงแสงของสีย้อมที่สังเคราะห์ได้พบว่าสเปกตรัมการดูดกลืนแสงของสีย้อมเมื่อไม่

มีดีเอ็นเอและเมื่อมีดีเอ็นเอมีความแตกต่างกันอย่างชัดเจน โดยเมื่อใส่ดีเอ็นเอพบว่าสเปกตรัมการดูดกลืนแสง

เกิด red shift เล็กน้อยในกรณีของ BT-DNP และ BT-AQ แต่ของ BT-O-AQ จะมีทั้งส่วนที่เกิด red shift 

และ blue shift โดยเห็นแยกเป็นสองพีกชัดเจน โดยคาดว่าการเกิด blue shift จะเป็นผลมาจากการเกิด H-

aggregate ของ BT-O-AQ เมื่อมีดีเอ็นเอ ในทุกกรณีการวาวแสงจะเพิ่มขึ้นเมื่อมีดีเอ็นเออยู่ด้วยโดยการวาว

แสงที่เพิ่มขึ้นสามารถเรียงลำดับได้ดังนี้ BT-O-AQ > BT-DNP > BT-AQ โดยสีย้อม BT-O-AQ มีค่าการวาว

แสงเพิ่มขึ้นเมื่อมีดีเอ็นเอประมาณ 100 เท่าเมื่อเทียบกับสีย้อมอิสระซึ่งเป็นตัวเลขที่ดีกว่าสีย้อม BT ที่ไม่มีตัว

ด ับแสงอย ู ่ด ้วย จากการศ ึกษาค ่าผลผล ิตควอนต ัมทางฟล ูออเรสเซนส ์  พบว ่า  BT-O-AQ ม ี  ค่า 

ΦF(Dye+DNA)/ΦF(Dye) มากที่สุด  

 สำหรับการศึกษากลไกการทำงานของสีย้อม ในการทดลองแรกได้เปรียบเทียบผลของสีย้อม 4  ชนิด 

ได้แก่ BT (ซึ่งเป็นสีย้อมที่ปราศจากตัวดับแสง) , BT-DNP, BT-AQ และ BT-O-AQ ในน้ำกับในกลีเซอรอล 

พบว่า BT-DNP และ BT-AQ แทบไม่เกิดการวาวแสงเลยแม้จะอยู ่ในกลีเซอรอล ส่วน BT-O-AQ แสดง

สัญญาณการวาวแสงที่สูง โดยมีค่าต่ำกว่า BT เพียงเล็กน้อย แสดงว่ากลไกการเกิดการวาวแสงที่เพิ่มขึ้นของสี

ย้อมในกลุ่มนี้เหมือนกับสีย้อมที่ไม่มีตัวดับแสง กล่าวคือเกิดจากการจำกัดการหมุนของพันธะคู่ แต่กรณีของ 

BT-DNP และ BT-AQ  ซึ่งมีตัวเชื่อมระหว่างสีย้อมและตัวดับแสงค่อนข้างสั้นจะยังเกิดการ quench อยู่ การ

วาวแสงจึงน้อยกว่า BT-O-AQ ซึ่งมีตัวเชื่อมยาวกว่า จากนั้นจึงได้นำสีย้อม BT-O-AQ ไปศึกษาความสามารถ

ในการตอบสนองกับดีเอ็นเอที่เป็นสายเดี่ยวและดีเอ็นเอสายคู่ โดยในการออกแบบได้มีสมมติฐานว่าสีย้อม

ดังกล่าวมีหมู่ AQ ซึ่งแสดงสมบัติเป็น intercalator อาจจะแสดงการตอบสนองต่อดีเอ็นเอสายเดี่ยวและสายคู่

ได้แตกต่างกัน จากผลการทดลองพบว่า BT-O-AQ จะเกิดการ aggregate เฉพาะในสภาวะที่มีดีเอ็นเอสายคู่

เท่านั้น โดยพิจารณาจากการเกิด blue shift ของสเปกตรัมการดูดกลืนแสงแต่การวาวแสงจะเพ่ิมข้ึนทั้งในกรณี

ของดีเอ็นเอสายเดี่ยวและสายคู่ ในการทดลองต่อมาได้ศึกษาการตอบสนองของสีย้อมต่อดีเอ็นเอสายคู่ที ่มี

ลำดับเบสแตกต่างกันได้แก่ (AT)10 และ (GC)10 พบว่าสีย้อม BT-O-AQ แสดงการตอบสนองต่อดีเอ็นเอ (AT)10 

ในแง่ของการวาวแสง โดยให้ความเข้มการวาวแสงสูงกว่าในสภาพที่มี (GC)10 มาก แต่จากสเปกตรัมการดูดกลืน
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แสงพบว่าสีย้อมจะเกิดการ aggregate เฉพาะกับดีเอ็นเอ (GC)10 แสดงว่ากระบวนการเกิด aggregate น่าจะ

เกี่ยวข้องกับความสามารถในการเกิด intercalation ของ AQ กับคู่เบส GC และการเกิด aggregate ไม่มี

ความสัมพันธ์กับการเพิ่มขึ้นของการวาวแสง  

นอกจากนี้ยังได้ศึกษาการตอบสนองของสีย้อม BT-O-AQ ในสภาวะที่มีเกลือ MgCl2 และ NaCl โดย

พบว่า BT-O-AQ เมื่อใส่เกลือที่มีความเข้มข้นสูง ๆ สีย้อมจะเกิดการ aggregate ได้ และไม่ส่งผลต่อการวาว

แสง การเปลี่ยนแปลงนี้จะน้อยมากที่ภาวะ physiological เมื่อทดลองในภาวะที่มีดีเอ็นเอสายคู่อยู่ด้วยพบว่า

ในสภาวะที่มีเกลือค่าความเข้มการวาวแสงลดลง แสดงว่าสีย้อมหลุดออกจากดีเอ็นเอได้เมื่อมีเกลือ โดยเกลือ 

MgCl2 จะทำให้การวาวแสงลดลงมากกว่า NaCl อย่างไรก็ตาม ที่ความเข้มข้นของเกลือที่ภาวะ physiological 

ยังสังเกตเห็นการวาวแสงได้ดีอยู่แม้ความเข้มจะลดลงเหลือประมาณครึ่งหนึ่งของภาวะที่ไม่มีเกลือ ดังนั้นสีย้อม

ที่พัฒนาขึ้นยังน่าจะสามารถใช้งานได้ โดยมีจุดเด่นคือสามารถบอกความแตกต่างของดีเอ็นเอที่เป็นสายเดี่ยว

และสายคู่ และดีเอ็นเอมีลำดับเบสเป็น GC จาก AT ได้ แต่ควรจะมีการปรับปรุงประสิทธิภาพในการยึดจับกับ

ดีเอ็นเอต่อไปในอนาคต 
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รูปที่ ผ-1 ภาพถ่ายของสีย้อม BT และ BT-DNP ความเข้มข้น 10 µM ก่อนและหลังใส่ดีเอ็นเอ (N24+N25) 

ความเข้มข้น 20 µM ใน 10 mM phosphate buffer (pH 7.4) ภายใต้แสง UV ใช้ excitation wavelength 

365 nm 

 

 
รูปที่ ผ-2 ภาพถ่ายของสีย้อม BT และ BT-AQ ความเข้มข้น 10 µM ก่อนและหลังใส่ดีเอ็นเอ (N24+N25) 

ความเข้มข้น 20 µM ใน 10 mM phosphate buffer (pH 7.4) ภายใต้แสง UV ใช้ excitation wavelength 

365 nm 
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รูปที่ ผ-3 ภาพถ่ายของสีย้อม BT และ BT-O-AQ ความเข้มข้น 10 µM ก่อนและหลังใส่ดีเอ็นเอ (N24+N25) 

ความเข้มข้น 20 µM ใน 10 mM phosphate buffer (pH 7.4) ภายใต้แสง UV ใช้ excitation wavelength 

365 nm 

 

 
รูปที่ ผ-4 1H NMR ของ 2,3-Dimethylbenzo[d]thiazol-3-ium iodide (1) 
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รูปที่ ผ-5 1H NMR ของ 2-(4-Bromobutoxy)-4-(diethylamino)benzaldehyde (2) 

 

 
รูปที่ ผ-6 1H NMR ของ 4-(Diethylamino)-2-(4-(2,4-dinitrophenoxy)butoxy)benzaldehyde (3a) 
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รูปที่ ผ-7 1H NMR ของ 4-(Diethylamino)-2-(4-((9,10-dioxo-9,10-dihydroanthracen-2-

yl)oxy)butoxy)benzaldehyde (3b) 

 

 
รูปที่ ผ-8 1H NMR ของ Triethylene glycol bis(p-toluenesulfonate) (4) 
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รูปที่ ผ-9 1H NMR ของ 2-(2-(2-(5-(Diethylamino)-2-formylphenoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl 4-

methylbenzenesulfonate (2b) 

 

 
รูปที่ ผ-10 1H NMR ของ 4-(Diethylamino)-2-(2-(2-(2-((9,10-dioxo-9,10-dihydroanthracen-2-

yl)oxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)benzaldehyde (3c) 
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รูปที่ ผ-11 13C NMR ของ (E)-2-(4-(Diethylamino)-2-(4-(2,4-dinitrophenoxy)butoxy)styryl)-3-

methylbenzo[d]thiazol-3-ium hexafluorophosphate (BT-DNP) 

 

 
รูปที่ ผ-12 13C NMR ของ (E)-2-(4-(Diethylamino)-2-(4-((9,10-dioxo-9,10-dihydroanthracen-2-

yl)oxy)butoxy)styryl)-3-methylbenzo[d]thiazol-3-ium hexafluorophosphate (BT-AQ) 
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รูปที่ ผ-13 13C NMR ของ (E)-2-(4-(diethylamino)-2-(2-(2-(2-((9,10-dioxo-9,10-dihydroanthracen-2-

yl)oxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)styryl)-3-methylbenzo[d]thiazol-3-ium hexafluorophosphate 

 (BT-O-AQ) 

 

 
รูปที่ ผ-14 2D NMR ชนิด COSY ของ BT-O-AQ (500 MHz, DMSO-d6) 
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รูปที่ ผ-15 เปรียบเทียบ 1H NMR chemical shift ของ BT-AQ และ BT-O-AQ (500 MHz, DMSO-d6) 

 

 

 
รูปที่ ผ-16 MALDI-TOF แมสสเปกตรัมของ BT-DNP, BT-AQ และ BT-O-AQ (CCA matrix) 
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