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บทคัดย่อ 
ไพโรฟอสเฟตแอนไอออน (pyrophosphate, P2O7

4- หรือ PPi) จัดเป็นแอนไอออนชนิดหนึ่งที่มีบทบาทส าคัญ            
ในร่างกายของสิ่งมีชีวิต ตัวอย่างเช่น ปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชันของกรดดีออกซีไรโบนิวคลีอิก ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของ             
อะดีโนซีนไตรฟอสเฟต (ATP) และนอกจากนี ้PPi ยงัเป็นสารเคมีที่เป็นตวับ่งชีท้างชีวภาพ ส าหรับผู้ ป่วยที่เป็นโรคเก๊าท์เทียม 
(pseudo gout)  ดังนัน้การตรวจวดั PPi จึงเป็นความท้าทายส าหรับนักวิจัยเป็นอย่างยิ่ง ในบทความนีจ้ึงน าเสนอเทคนิค               
การแทนที่อินดิเคเตอร์ส าหรับการตรวจวัดแอนไอออนไพโรฟอสเฟตโดยจ าแนกชนิดของอินดิเคเตอร์ที่ใช้เป็น 2 ประเภท             
คือ โครโมจินิกอินดิเคเตอร์ และฟลอูอเรสเซนต์อินดิเคเตอร์ 
 

ค าส าคัญ  :  ไพโรฟอสเฟตแอนไอออน    เทคนิคการแทนท่ีอินดิเคเตอร์    เซ็นเซอร์ทางเคมีเชิงแสง    โครโมจินิกอินดเิคเตอร์  
        ฟลอูอเรสเซนต์อินดิเคเตอร์ 
 

Abstract 
 Pyrophosphate anion ( P2O7

4- or PPi)  plays an important role in many biological processes.  In particular, 
PPi participates in adenosine triphosphate hydrolysis and involves in deoxy ribonucleic acid polymerase reactions. 
Moreover, the amount of PPi is recently acts as biomarker for patients with chrondocalcinosis which have been 
shown to have high synovial fluid PPi level.  Therefore, discriminate sensing of PPi under physiological conditions 
remains a significant challenge.   In this review, two types of indicator displacement assay ( IDAs)  approach are 
described, namely, chromogenic and fluorogenic indicator displacement assay. 
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บทน า 
ไพโรฟอสเฟตแอนไอออน (pyrophosphate, P2O7

4- หรือ PPi) จัดเป็นแอนไอออนชนิดหนึ่งที่มีบทบาทส าคัญใน
ร่างกายของสิ่งมีชีวิต ตัวอย่างเช่น ปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชันของกรดดีออกซีไรโบนิวคลีอิก (deoxyribonucleic acid 
polymerization) (Lipscomb & Sträter, 1996) ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของ adenosine triphosphate (ATP) ในเซลล์ของ
สิ่งมีชีวิตเพื่อให้ได้พลงังานมาใช้ในการบวนการท างานต่างๆ ของร่างกาย ซึ่งจะมี PPi เป็นผลิตภณัฑ์ที่เกิดขึน้ร่วมด้วย (Du           
et al., 2008; Nishizawa et al., 1999) นอกจากนัน้ยงัพบว่า PPi เป็นสารเคมีที่เป็นตวับ่งชีท้างชีวภาพ (biomarker) ส าหรับ
ผู้ ป่วยที่เป็นโรคเก๊าท์เทียม (pseudo gout) โดยพบว่าบริเวณข้อต่ออวยัวะต่างๆ ของผู้ ป่วยโรคเก๊าท์เทียมจะมีการสะสมของ
ผลกึแคลเซียมไพโรฟอสเฟตไดไฮเดรท (Ca2(P2O7).2H2O) ปริมาณมาก สง่ผลให้เกิดการอกัเสบของข้อ (Christoffersen et al., 
2003) ซึ่งเทคนิคที่ใช้ในการวิเคราะห์ PPi ในปัจจุบันจ าเป็นต้องอาศัยเคร่ืองมือที่มีราคาแพงเช่น เทคนิคโครมาโตกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสงู (high performance liquid chromatography, HPLC) (Yoza et al., 1991), เทคนิคแมสสเปคโทรเมทรี 
(mass spectrometry) หรือในบางเทคนิคจ าเป็นต้องอาศยัขัน้ตอนในการเตรียมตวัอย่างที่ยุ่งยากอีกทัง้ยงัมีค่าขีดจ ากดัการ
ตรวจวัดที่ไม่ดีเช่น เทคนิคการทดสอบด้วยเอนไซม์ (enzymatic assay) (Katano et al., 2013) และเทคนิคทางไฟฟ้าเคมี 
(Berchmans et al., 2012) จะเห็นได้วา่การตรวจวดัไพโรฟอสเฟตด้วยเทคนิคดงัที่ได้กลา่วมามีข้อจ ากดัมากมาย ดงันัน้นกัวิจยั
จึงสนใจที่จะพัฒนาเทคนิคใหม่เพื่อน ามาใช้ในการตรวจวดั PPi ได้อย่างมีประสิทธิภาพ รวดเร็ว และไม่จ าเป็นต้องอาศยั
เคร่ืองมือที่มีราคาสงู ซึ่งเทคนิคที่เป็นที่นิยมอย่างมากนัน่ก็คือ เซ็นเซอร์ทางเคมีเชิงแสง (optical chemosensor) โดยโมเลกลุ          
ที่จะน ามาใช้เป็นเซ็นเซอร์นัน้จะประกอบด้วย 2 ส่วนที่ส าคญัคือส่วนที่ท าหน้าที่เลือกจับกับโมเลกุลหรือไอออนที่เราสนใจ           
กบัสว่นท่ีท าหน้าที่ให้สญัญาณเมื่อเกิดการจบักนัของโมเลกลุที่สนใจกบัสว่นเลอืกจบัแล้ว (Suksai & Tuntulani, 2003) เทคนิค
ดงักลา่วเป็นท่ีนิยมและมีการพฒันามาใช้ในการตรวจวดัโมเลกุลตา่งๆ มากมายทัง้ แอนไอออน แคทไอออน และโมเลกลุที่เป็น
กลางอื่นๆ แต่อย่างไรก็ตาม เนื่องจากเทคนิคดงักลา่วจ าเป็นต้องมีการสงัเคราะห์ให้โมเลกลุที่ใช้เป็นเซ็นเซอร์นัน้มีการเช่ือมตอ่
กันของหน่วยเลือกจับกับหน่วยให้สญัญาณด้วยพนัธะโควาเลนท์ ส่งผลให้เทคนิคดงักล่าวมีข้อจ ากัดคือโมเลกุลเซ็นเซอร์          
ที่สงัเคราะห์ขึน้นัน้จะสามารถตรวจวดัโมเลกุลที่สนใจได้เพียง 1 ชนิดเท่านัน้ หากจะตรวจวดัโมเลกุลอื่นๆ ก็จะต้องสงัเคราะห์
เซ็นเซอร์ชนิดใหม่ขึน้มา ท าให้ต้องสิน้เปลืองทัง้ค่าใช้จ่าย เวลาและทรัพยากรในการสงัเคราะห์จ านวนมาก ดังนัน้นกัวิจัย          
จึงสนใจที่จะพฒันาเซ็นเซอร์ทางเคมีเชิงแสงชนิดใหมท่ี่สามารถตรวจวดัโมเลกลุที่สนใจหลายชนิดโดยใช้โมเลกุลเซ็นเซอร์เพียง
ชนิดเดียว ซึง่เทคนิคเซ็นเซอร์ทางเคมีเชิงแสงที่ก าลงัได้รับความสนใจจากนกัเคมีในปัจจุบนัก็คือ เทคนิคการแทนท่ีอินดิเคเตอร์ 
(indicator displacement assays, IDAs) (Nguyen & Anslyn, 2006)  
 
1. เทคนิคการแทนที่อินดิเคเตอร์ (indicator displacement assays) 

หลกัการท างานของเทคนิคการแทนที่อินดิเคเตอร์นัน้ในระบบจะประกอบด้วยโมเลกุลที่ท าหน้าที่เป็นหน่วยเลือกจบั
หรือรีเซบเตอร์ (receptor) และส่วนที่ท าหน้าที่ให้สญัญาณคืออินดิเคเตอร์ (indicator) ที่สามารถใช้ได้ทัง้ฟลูออเรสเซนต์ 
(fluorophore) และโครโมจีนิก (chromophore) อินดิเคเตอร์  โดยทัง้สองสว่นนีจ้ะไม่เช่ือมต่อกนัด้วยพนัธะโควาเลนท์ แต่จะ
เช่ือมต่อกันด้วยอันตรกิริยาอย่างอ่อนเช่น  พันธะไฮโดรเจน (hydrogen bonding), แรงดึงดูดทางไฟฟ้า (electrostatic 
interaction) และพนัธะโคออร์ดิเนทโควาเลนท์ (coordinate covalent) (Steed & Atwood, 2002) เป็นต้น เมื่อรีเซบเตอร์และ
อินดิเคเตอร์จับกันแล้วก็จะได้โมเลกุลเซ็นเซอร์ชนิดใหม่เกิดขึน้ซึ่งเราจะเรียกว่าเอนเซมเบิล (ensemble) โดยสมบตัิเชิงแสง 
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(optical property) ของเอนเซมเบิลจะแตกต่างไปจากรีเซบเตอร์และอินดิเคเตอร์ในรูปอิสระ จากนัน้เราจะน าเอนเซมเบิล          
ที่ได้ไปตรวจวดัโมเลกุลที่สนใจ โดยเมื่อมีโมเลกุลที่สนใจ (guest) ในระบบ โมเลกุลดงักล่าวจะเข้าจับกับรีเซบเตอร์แทนที่          
อินดิเคเตอร์และท าให้อินดิเคเตอร์หลดุออกมาอยู่ในสารละลายอย่างอิสระส่งผลให้สมบตัิเชิงแสงของสารละลายนัน้เปลี่ยน
กลบัมาเป็นของอินดิเคเตอร์ในรูปอิสระดงัเดิม ทัง้นีร้ะบบการตรวจวดัดงักล่าวจะมีความจ าเพาะเจาะจงต่อโมเลกุลที่สนใจ            
ก็ต่อเมื่อค่าคงที่การเกิดสารเชิงซ้อน (formation constant, KRG) ระหว่างเอนเซมเบิลเซบเตอร์กบัโมเลกลุที่สนใจมีค่ามากกวา่
ค่าคงที่การเกิดเอนเซมเบิล (KRI) และค่าคงที่การเกิดสารเชิงซ้อนระหว่างของเอนเซมเบิลกับโมเลกุลที่เป็นตัวรบกวน 
(interference) โดยหลกัการท างานของเทคนิคการแทนท่ีอินดิเคเตอร์แสดงได้ภาพที่ 1 

 

 
 
ภาพที่ 1  แผนภาพแสดงการท างานของเทคนคิการแทนที่อินดิเคเตอร์ โดยที่ R = รีเซบเตอร์, I = อินดิเคเตอร์ และ G = โมเลกลุ  
  ที่สนใจตรวจวดั 

 

 ส าหรับกลไกการเปลี่ยนแปลงสัญญาณเชิงแสงของเทคนิคการแทนที่อินดิเคเตอร์นัน้ สามารถติดตามการ
เปลี่ยนแปลงได้ 2 แบบขึน้อยู่กบัชนิดของอินดิเคเตอร์คือฟลอูอเรสเซนต์อินดิเคเตอร์และโครโมจินิกอินดิเคเตอร์ โดยกลไกของ
การ เปลี่ ยนแปลงสัญญาณอาทิ เช่น  กระบวนการ  photoinduced electron transfer (PET)  (Wiskur et al. , 2001) , 
fluorescence resonance energy transfer (FRET) (Nguyen & Anslyn, 2006), electronic energy transfer (EET) (Silva     
et al., 1997) หรือกลไกการเปลีย่นแปลงสญัญาณของโครโมจินิกอินดิเคเตอร์เช่น การถ่ายเทประจ ุ(charge transfer) และการ
เกิดสารประกอบโคออร์ดิเนชนั (Martínez & Sancenon, 2003) ซึง่อินดิเคเตอร์ที่นิยมใช้ในเทคนิค IDAs แสดงดงัภาพที่ 2 
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ภาพที่ 2  โครงสร้างของอินดิเคเตอร์ที่นิยมใช้ในเทคนิค IDAs 
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 เทคนิคการแทนที่อินดิ เคเตอร์นัน้มี ข้อดีกว่าเซ็นเซอร์ทางเคมี เ ชิงแสงแบบดัง้ เดิม  (conventional optical 
chemosensor) หลายประการอาทิเช่น นกัเคมีไม่จ าเป็นต้องสงัเคราะห์โมเลกุลให้มีสว่นที่ให้สญัญาณ จึงสง่ผลให้ลดขัน้ตอน 
เวลา ค่าใช้จ่ายและทรัพยากรในการสงัเคราะห์ได้อย่างมาก โมเลกุลรีเซบเตอร์หนึ่งโมเลกุลสามารถตรวจวดัสารที่สนใจได้
มากกวา่หนึง่ชนิดโดยอาศยัการเปลีย่นชนิดของอินดิเคเตอร์ (Hargrove et al., 2011) หากใช้โครโมจินิกอินดิเคเตอร์ก็จะท าให้
สามารถติดตามการเปลี่ยนแปลงของปฏิกิริยาได้ด้วยตาเปลา่ และที่ส าคญัระบบดงักลา่วสามารถตรวจวดัโมเลกลุที่สนใจได้ดี
ทัง้ในตวัท าละลายที่เป็นน า้และตวัท าละลายอินทรีย์ โดยกลุม่นกัวิจยัที่มีช่ือเสยีงและมีการพฒันาเทคนิคการแทนท่ีอินดิเคเตอร์
อย่างมากคือกลุ่มวิจัยของ Anslyn (Zhang and Anslyn, 2007) ที่ได้เสนอการน าเทคนิดนีไ้ปใช้ในการตรวจวดัระดบัน า้ตาล
กลโูคสในเลือด โดยใช้รีเซบเตอร์ที่เป็นสารประกอบโคออร์ดิเนชนัของ Cd(II) (1) กับอินดิเคเตอร์ pyrocatechol violet (PV) 
ดงันัน้จึงมีการประยกุต์น าเทคนิคการแทนที่อินดิเคเตอร์ไปใช้ในการตรวจวดัทัง้แคทไอออนและแอนไอออน ตลอดจนถึงสาร          
ชีวโมเลกุลต่างๆ มากมาย (Nguyen & Anslyn, 2006) ซึ่งในบทความนีจ้ะเน้นไปที่การน าเทคนิคการแทนที่อินดิเคเตอร์ไปใช้
ตรวจวัดแอนไอออนไพโรฟอสเฟตด้วยฟลูออเรสเซนต์และโครโมจินิกอินดิเคเตอร์ในระบบต่างๆ ทัง้ในสิ่งแวดล้อมและ                     
ในตวัอยา่งชีวภาพ 
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ภาพที่ 3  โครงสร้างของรีเซบเตอร์ 1, glucose และอินดิเคเตอร์ PV 
 
2. การตรวจวัดแอนไอออนไพโรฟอสเฟตด้วยเทคนิคการแทนที่อินดิเคเตอร์โดยใช้โครโมจินิกอินดิเคเตอร์ 
 การตรวจวดัแอนไอออนด้วยเทคนิคการแทนท่ีอินดิเคเตอร์โดยใช้โครโมจินิกอินดิเคเตอร์เป็นเทคนิคที่ได้รับความนิยม
เป็นอยา่งมากเนื่องจากการเลอืกใช้โครโมจินิกอินดิเคเตอร์นัน้มีข้อดีคือมีความง่ายในการติดตามการเปลีย่นแปลงของปฏิกิริยา
ได้ด้วยตาเปล่า (naked eye) ท าให้การน าไปประยุกต์ใช้กับตัวอย่างจริงมีความสะดวก ไม่ต้องพึ่งพาเคร่ืองมือราคาแพง           
และง่ายต่อการเข้าใจของบุคคลทัว่ไปที่ไม่มีความรู้ทางเคมี ส าหรับการตรวจวดั PPi ด้วยเทคนิคการแทนที่อินดิเคเตอร์ด้วย              
โครโมจินิกอินดิเคเตอร์นัน้ เร่ิมแรกมีการพฒันารีเซบเตอร์ส าหรับตรวจวดั PPi ให้ง่ายโดยการอาศยัอนัตรกิริยาแบบพนัธะ
ไฮโดรเจนและการเหนี่ยวน ากนัโดยตรงโดยอาศยัแรงดึงดดูทางไฟฟ้าของประจุบวกและประจุลบ (electrostatic interaction) 
โดยการออกแบบโมเลกุลรีเซบเตอร์จะนิยมออกแบบให้มีหมู่  ยูเรีย (urea), ไทโอยูเรีย (thiourea), เอไมด์ (amide), เอมีน 
(amine), ไพโรล (pyrrole) และ อิมิดาโซเลยีม (imidazoliums) (Lee et al., 2015) เป็นต้น เพื่อให้สามารถเกิดพนัธะไฮโดรเจน
กับโมเลกุลของแอนไอออนได้ดีและสามารถแทนที่อินดิเคเตอร์ในโครงสร้างเอนเซมเบิลได้ โดยคณะวิจัยของ Kaur (Kaur             
et al., 2013) ได้ท าการสงัเคราะห์รีเซบเตอร์ที่เป็นอนพุนัธ์ของ คาลกิซ์[4]ไพโรล (calix[4]pyrrole) (2) และใช้อินดิเคเตอร์ที่เป็น
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อนพุนัธ์ของเอโซเบนซีน (azobenzene) โดย รีเซบเตอร์ 2 จะจบักบัเอโซเบนซีน ผ่านอนัตรกิริยาแบบพนัธะไฮโดรเจนเกิดเป็น
เอนเซมเบิลและน าเอนเซมเบิลดงักล่าวไปท าการตรวจวดั PPi แต่อย่างไรก็ตามผู้ วิจัยพบว่าระบบดงักล่าวนัน้มีแอนไอออน
ฟอสเฟต (PO4

3-, Pi) เป็นไอออนรบกวนการตรวจวดั PPi   
 

NO2

N

N

OH

O-

P

O-

O

O
P

O-

O

-O
O-

Pyrophosphate, PPi

Azobenzene2

H
N N

H

H
N

N
H

N+N+

-O
P

O-

O

O-

Phosphate, Pi

 
 

ภาพที่ 4  โครงสร้างของรีเซบเตอร์ 2 อินดิเคเตอร์ azobenzene, PPi และ Pi 
 

จะเห็นได้ว่าการตรวจวดั PPi ด้วยเทคนิคการแทนที่อินดิเคเตอร์โดยอาศยัเพียงแรงกระท าแบบพนัธะไฮโดรเจนนัน้
ประสบปัญหาการถกูรบกวนจากแอนไอออนอื่นๆ อนัเป็นผลมาจากอนัตรกิริยาระหวา่งรีเซบเตอร์และอินดิเคเตอร์ที่มีไมม่ากพอ
ส่งผลให้ไอออนอื่นๆ สามารถรบกวนการตรวจวดัได้ นกัวิจัยจึงแก้ปัญหาดงักล่าวด้วยการใช้รีเซบเตอร์ที่เป็นสารประกอบ
เชิงซ้อนของไอออนโลหะกบัลิแกนด์หลากหลายชนิด โดยไอออนโลหะในรีเซบเตอร์นัน้จะช่วยเพิ่มแรงดงึดดูระหว่างรีเซบเตอร์
กับ PPi ให้มากขึน้และเพิ่มความจ าเพาะในการเลือกจับมากขึน้ตามนิยามของ Lewis (Lewis acid base) (Jensen, 1978)  
ซึ่งลิแกนด์ที่ได้รับความนิยมในยุคเร่ิมต้นคือลิแกนด์ที่เป็นอนุพันธ์ของไดพิโคลิลเอมีน (dipicolyl amine, DPA) ในปี 2007   
กลุม่วิจยัของ Morgan ได้ท าการศกึษาความเป็นไปได้ในการน าสารประกอบโคออร์ดิเนชนัของ Zn(II) กบัลแิกนด์ที่เป็นอนพุนัธ์
ของไดพิโคลิลเอมีน (3) มาใช้ในการตรวจวดั PPi ด้วยเทคนิคการแทนที่อินดิเคเตอร์ โดยท าการศึกษากับโครโมจินิกอินดิ         
เคเตอร์ 11 ชนิด (Morgan et al., 2007) ประกอบด้วย ARS, BPG, DT, ERB, EBBB, MB9, GC, PAR, MX, PV และ ZC 
(โครงสร้างดงัแสดงในภาพที่ 2, 3 และ 4)ในระบบตวัท าละลายน า้ที่ pH 7.4 และใช้สารประกอบ N-2-hydroxyethylpiperazine-
N′-2-ethanesulfonic acid (HEPES) เป็นบัฟเฟอร์ ดังแสดงในภาพที่ 5 ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าความเข้มข้นของ          
อินดิเคเตอร์ทัง้ 11 ชนิด ที่เหมาะสมในการเตรียมเอนเซมเบิลมีคา่อยูร่ะหว่าง 2.8 × 10-4 M (alizarin red S) ถึง 2.7 × 10-6 M 
(bromo pyrogallol red) โดยเอนเซมเบิลที่เตรียมขึน้ทัง้หมดนัน้มีเพียงเอนเซมเบิลที่เตรียมจากอินดิเคเตอร์ bromo pyrogallol 
red (BPG), mordant blue 9 (MB9) และ zincon (ZC) เทา่นัน้ท่ีมีความจ าเพาะตอ่การตรวจวดั PPi โดยเอนเซมเบิลชนิดอื่นๆ 
จะถกูรบกวนการตรวจวดัด้วยแอนไอออนฟอสเฟต โดยเป็นผลมาจากคา่คงที่การเกิดสารประกอบเชิงซ้อนที่เหมาะสมตามที่ได้
กลา่วมาในขัน้ต้นนัน่เอง 
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ภาพที่ 5  โครงสร้างของรีเซบเตอร์ 3 และโครโมจินิกอินดิเคเตอร์ PAR, MX และ ZC 
 

 ต่อมาคณะวิจยัของ Surman (Surman et al., 2011) ได้น าสารประกอบเชิงซ้อนของ Gd(II) และ Zn(II) กบัลิแกนด์          
ที่เป็นอนพุนัธ์ของ DPA (4) (ภาพที่ 6) มาใช้เป็นรีเซบเตอร์ และใช้ pyrocatechol violet (PV) เป็นอินดิเคเตอร์ ผลการศึกษา
การไทเทรชันด้วยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลแสดงให้เห็นว่าเอนเซมเบิลที่เกิดขึน้มีอตัราส่วนระหว่าง  4:PV เท่ากับ 1:1 และเมื่อน า           
เอนเซมเบิลที่เตรียมได้ไปตรวจวดั PPi พบว่าเมื่อท าการไทเทรต PPi ลงในสารละลายเอนเซมเบิลสีของสารละลายจะเปลีย่น
กลบัไปเป็นสีของอินดิเคเตอร์ในรูปอิสระซึ่งเป็นการยืนยันว่า PPi เข้าไปแทนที่ PV ได้ โดยพบว่าสารประกอบที่เกิดขึน้มี
อัตราส่วนระหว่าง  4:PPi เท่ากับ 1:2 ซึ่งผลการทดลองดังกล่าวสอดคล้องกับผลการท าไทเทรชันด้วยเทคนิค 31P-NMR              
ที่รายงานว่าอตัราส่วนของการเกิดสารเชิงซ้อน [4:PPi] คือ 1:1 ในช่วงเร่ิมต้นของการไทเทรตและเปลี่ยนเป็น 1:2 ในจุดยตุิ         
การไทเทรต แต่อย่างไรก็ตามผลการทดลองพบวา่ระบบดงักลา่วไม่สามารถตรวจวดั PPi ได้อย่างจ าเพาะเจาะจงในระบบที่มี 
ATP อยูร่่วมด้วยเนื่องจาก ATP สามารถแทนที่อินดิเคเตอร์ PV ได้เช่นเดียวกนั 
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ภาพที่ 6  โครงสร้างของรีเซบเตอร์ 4 
 

 ในปี 2013 คณะวิจยัของ Jolliffe (Yuen and Jolliffe, 2013) ได้ท าการศกึษาการตรวจวดั PPi ด้วยเทคนิคการแทนที่
อินดิเคเตอร์โดยใช้รีเซบเตอร์ที่เป็นสารประกอบโคออร์ดิเนชนัของ Zn(II) กบักลุม่ลแิกนด์ที่เป็นอนพุนัธ์ของ DPA ที่มีโครงสร้าง
หลกัเป็นเปปไทด์สายตรง 10 ชนิด (5-14) กับอินดิเคเตอร์ PV ในระบบตวัท าละลายน า้ ผลการทดลองพบว่าเอนเซมเบิลที่
เตรียมได้จากรีเซบเตอร์ทัง้ 10  ชนิดสามารถตรวจวัด PPi ได้แต่ไม่สามารถจ าแนก PPi ในระบบที่มี ATP และ ADP 
(adenosine diphosphate) ได้ โดยรีเซบเตอร์ 14 นัน้มีคา่คงที่การเกิดสารเชิงซ้อนของเอนเซมเบิลกบั PPi มากกวา่คา่คงที่การ
เกิดสารเชิงซ้อนของเอนเซมเบิลกบั ATP มากที่สดุ ซึง่โครงสร้างรีบเซบเตอร์ทัง้ 10 ชนิด แสดงดงัภาพที่ 7 
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ภาพที่ 7  โครงสร้างของเปปไทด์รีเซบเตอร์ 5-14 
 

 ในปีเดียวกนันีเ้องคณะวิจยัของ Jolliffe (Liu et al., 2013) ได้พยายามแก้ปัญหาความจ าเพาะเจาะจงดงักลา่ว โดย
ท าการสงัเคราะห์รีเซบเตอร์กลุ่มใหม่ที่เป็นอนุพันธ์ของ DPA ที่มีโครงสร้างหลกัเป็นเปปไทด์แบบวง 8 ชนิด (15-22) และ
โครงสร้างหลกัเป็นวงเบนซีน (23) มาใช้เตรียมเป็นเอนเซมเบิลกบัอินดิเคเตอร์ที่มีหมู ่catechol 3 ชนิดคือ PV, BPG และ PGR 
(โครงสร้างแสดงดังรูปที่ 2 และ 3) ในระบบตัวท าละลายน า้ที่ pH 7.4 และใช้สารประกอบ HEPES เป็นบัฟเฟอร์ โดยผล
การศึกษาแสดงให้เห็นวา่เอนเซมเบิลที่เตรียมจากอินดิเคเตอร์ PGR กบัรีเซบเตอร์ทัง้ 9 ชนิด ไม่สามารถค านวนหาคา่คงที่การ
เกิดสารเชิงซ้อนและอตัราสว่นการเกิดสารเชิงซ้อนได้ซึง่เป็นผลมาจากการเกิดสารเชิงซ้อนมากกวา่สองชนิดในระบบสารละลาย 
สว่นเอนเซมเบิลที่เตรียมจากอินดิเคเตอร์ BPR นัน้มีอตัราสว่นการเกิดสารเชิงซ้อนกบัรีเซบเตอร์ในอตัราสว่น 1:2 (อินดิเคเตอร์:
รีเซบเตอร์) และเอนเซมเบิลที่เตรียมจากอินดิเคเตอร์ PV มีอัตราส่วนระหว่าง อินดิเคเตอร์:รีเซบเตอร์ เท่ากับ 1:1 เมื่อน า        
เอนเซมเบิลทัง้หมดไปทดสอบการตรวจวดั PPi พบว่าเอนเซมเบิลที่เตรียมจากอินดิเคเตอร์ PGR กับรีเซบเตอร์ 15, 17, 18  
และ 22 นัน้มีความจ าเพาะเจาะจงในการตรวจวดั PPi โดยที่ได้รับผลกระทบจากการรบกวนของ ATP และ ADP น้อยมาก 
(การเปลี่ยนแปลงคา่การดดูกลืนแสงน้อยกวา่ 15%) สว่นเอนเซมเบิลที่เตรียมจากอินดิเคเตอร์ PV กบัรีเซบเตอร์ 15 -  22 นัน้
สามารถตรวจวดั PPi ได้ แต่อย่างไรก็ตามหากมีปริมาณ ATP, ADP และ citrate มากขึน้ก็จะส่งผลรบกวนการตรวจวัดได้ 
ส าหรับเอนเซมเบิลที่เตรียมจากอินดิเคเตอร์ BPG นัน้พบวา่ไมม่ีแอนไอออนใดที่สามารถเปลีย่นสีสารละลายได้ โดยโครงสร้าง
ของรีเซบเตอร์ 15-23 แสดงดงัภาพที่ 8 
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ภาพที่ 8   โครงสร้างของเปปไทด์รีเซบเตอร์ 15-22 
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 นอกจากสารประกอบของ Zn(II) ยงัมีการน าสารประกอบของไอออนโลหะชนิดอื่นๆ มาใช้เป็นรีเซบเตอร์ส าหรับ
ตรวจวัด PPi ด้วยเทคนิคการแทนที่อินดิเคเตอร์อีกด้วย โดยกลุ่มวิจัย Svane (Svane et al., 2015) ได้ท าการสังเคราะห์
สารประกอบโคออร์ดิเนชนัของ Zn2+ (24), Gd3+ (25), และ In3+ (26) กบัลแิกนด์ที่เป็นอนพุนัธ์ของ DPA และใช้อินดิเคเตอร์ PV 
เป็นอินดิเคเตอร์ ผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าเมื่อท าการเปลี่ยนชนิดของไอออนโลหะในสารประกอบรีเซบเตอร์จะส่งผลต่อ
ความจ าเพาะในการเลอืกจบั PPi โดยรีเซบเตอร์ 25 นัน้จะมีความเหมาะสมในการตรวจวดั PPi มากที่สดุ โดยไมม่ีแอนไอออน
อื่นๆ รบกวนการตรวจวดั สว่นรีเซบเตอร์ 24 และ 26 นัน้จะมีการรบกวนจากแอนไอออน HPO4

2-, ATP และ HAsO4
2- ทัง้นีเ้ป็น

ผลมาจากการที่ไอออนโลหะ Gd3+ มีประจุ +3 ช่วยเพิ่มแรงดึงดดูทางประจกุับไอออนของไพโรฟอสเฟตที่มีประจ ุ-4 อย่างไรก็
ตามส าหรับไอออน In3+ นัน้ ไม่มีความจ าเพาะเจาะจงกบั PPi อนัเป็นผลมาจากเอนเซมเบิลที่เตรียมขึน้จากรีเซบเตอร์ 26 นัน้
เกิดเป็นเอนเซมเบิลที่มีอตัราสว่นระหว่าง รีเซบเตอร์:อินดิเคเตอร์ไม่เป็น 1:1 สง่ผลให้ค่า KRI มีค่าน้อยกว่ารีเซบเตอร์ที่เตรียม
จาก Gd3+ โดยโครงสร้างของรีเซบเตอร์ทัง้ 3 ชนิด แสดงดงัภาพที่ 9 
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ภาพที่ 9  โครงสร้างของรีเซบเตอร์ 24, 25 และ 26 
   

 ในปี 2010 กลุ่มวิจัยของ Suksai (Watchasit et al., 2010) ได้ท าการสงัเคราะห์ลิแกนด์ชนิดใหม่ที่เป็นอนุพนัธ์ของ
ไทรโพดัลเอมีน (tripodal amine, TPA) ที่มีโครงสร้างหลกัเป็นคาลิกซ์[4]แอรีน (p-tert-calix[4]arene) และท าการเตรียม
สารประกอบโคออร์ดิเนชนักบัไอออนโลหะ Cu(II) 2 ชนิดคือแบบโมโนนิวเคลียร์ (27) และแบบได-นิวเคลียร์ (28) เพื่อใช้เป็น         
รีเซบเตอร์ส าหรับตรวจวดั PPi ในระบบตวัท าละลาย H2O:acetonitrile อตัราสว่น 2:8 โดยปริมาตร โดยมี HEPES เป็นบฟัเฟอร์
ที่ pH 6.4 โดยผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่เมื่อท าการตรียมเอนเซมเบิลจากรีเซบเตอร์ทัง้สองชนิดกบัอินดิเคเตอร์ PV พบวา่มี
เพียงรีเซบเตอร์ 28 เท่านัน้ที่สามารถน ามาเตรียมเป็นเอนเซมเบิลส าหรับตรวจวัด PPi ได้ ส่วนเอนเซมเบิลที่เตรียมจาก                  
รีเซบเตอร์ 27 นัน้ไม่สามารถน าไปใช้ตรวจวัด PPi  ได้เนื่องจากสีของเอนเซมเบิลที่เตรียมได้มีความแตกต่างจากสีของ                
อินดิเคเตอร์น้อยมาก เมื่อน าเอนเซมเบิล [28:PV] ไปทดสอบกับแอนไอออนชนิดต่างๆ พบว่าเอนเซมเบิลดงักล่าวสามารถ
ตรวจวดั PPi ได้อยา่งจ าเพาะเจาะจงและสามารถตรวจวดัได้ในระบบที่มีแอนไอออน PO4

3- ร่วมอยูด้่วย แตก่ระนัน้ก็พบวา่หาก
มี ATP และ ADP อยู่ในระบบ แอนไอออนทัง้คู่ก็สามารถเปลี่ยนสีของสารละลายเอนเซมเบิลไปเป็นสีของอินดิเคเตอร์ในรูป
อิสระได้เช่นเดียวกนั งานวิจยันีเ้ป็นการยืนยนัว่ารีเซบเตอร์ที่จะน ามาใช้เตรียมเอนเซมเบิลกบัอินดิเคเตอร์ PV นัน้จะต้องเป็น          
รีเซบเตอร์ชนิดได-นิวเคลียร์จึงจะเตรียมเอนเซมเบิลที่มีค่า KRI เหมาะสมที่จะน ามาใช้ตรวจวดั PPi ได้ ในระบบที่มี Pi อยู่            
ร่วมด้วยได้ นอกจากนัน้กลุ่มผู้ วิจัยยงัได้ค้นพบว่าระยะห่างระหว่างไอออนโลหะคอปเปอร์ทัง้สองอะตอมในโครงสร้างของ           
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รีเซบเตอร์ก็มีผลกบัความจ าเพาะเจาะจงในการตรวจวดั PPi เช่นเดียวกนั โดยโครงสร้างของรีเซบเตอร์ 27 และ 28 แสดงดงั
ภาพที่ 10 
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ภาพที่ 10  โครงสร้างของรีเซบเตอร์ 27 และ 28 

 
 จากผลการศึกษาข้างต้นกลุม่วิจยัของ Suksai (Watchasit et al., 2014) จึงได้ท าการพฒันาระบบการตรวจวดั PPi 
ให้มีความจ าเพาะเจาะจงยิ่งขึน้โดยท าการสงัเคราะห์รีเซบเตอร์ชนิดไดนิวเคลียร์ชนิดใหม่ที่เป็นสารประกอบโคออร์ดิเนชนัของ 
Zn2+ กบัลิแกนด์ที่เป็นอนพุนัธ์ของ TPA ที่มีโครงสร้างหลกัเป็นแอนทราซีน (29) และใช้โครโม-จินิกอินดิเคเตอร์ 4 ชนิดคือ PV, 
BPG, xylenol orange (XO) และ methylthymol blue (MTB) ในระบบตวัท าละลาย H2O:acetonitrile อตัราส่วน 2:8 โดยมี 
HEPES เป็นบัฟเฟอร์ที่ pH 7.4 ซึ่งผลวิจัยที่ค้นพบนัน้มีความน่าสนใจเป็นอย่างยิ่ง  โดยพบว่าเอนเซมเบิลที่เตรียมจาก             
อินดิเคเตอร์ PV และ BPG นัน้เกิดเป็นเอนเซมเบิลที่มีอตัราสว่นระหวา่ง อินดิเคเตอร์:รีเซบเตอร์ 28 เทา่กบั 2:1 สง่ผลให้คา่ Kf 
ระหวา่งรีเซบเตอร์กบัอินดิเคเตอร์ทัง้ 2 มีคา่ไมม่ากพอที่จะแยก PPi ออกจากแอนไอออนฟอสเฟตอื่นๆ จึงสง่ผลให้การตรวจวดั 
PPi ด้วยเอนเซมเบิลดงักลา่วถกูรบกวนด้วยแอนไอออนที่มีฟอสเฟตเป็นองค์ประกอบอื่นๆ ในขณะที่เอนเซมเบิลที่เตรียมจาก
อินดิเคเตอร์ XO นัน้พบว่าไมม่ีแอนไอออนใดที่สามารถเปลี่ยนสขีองสารละลายเอนเซมเบิลได้ ซึ่งเป็นผลมาจากโครงสร้างของ 
XO ที่มีขนาดพอดีกบัระยะหา่งระหวา่ง Zn2+ ทัง้สองในโครงสร้างของรีเซบเตอร์ สง่ผลให้เกิดเป็น  เอนเซมเบิลที่มีคา่ Kf สงูมาก
จนกระทัง่ไมม่ีแอนไอออนใดสามารถแทนที่ได้แม้กระทัง่ CN- ที่เป็นลแิกนด์ที่แรงที่สดุตามอนกุรม spectrochemical series ซึง่
ผลการทดลองสอดคล้องกับเมื่อท าการเปลี่ยนอินดิเคเตอร์เป็น MTB ที่มีโครงสร้างคล้ายคลึงกับ XO มากแตกต่างกันที่
โครงสร้างของ MTB จะมีหมู ่isopropyl ท าให้โครงสร้างมีความเกะกะ (steric effect) มากกวา่ XO สง่ผลให้คา่ Kf ของการเกิด
เอนเซมเบิลน้อยกวา่ XO แตม่ากกวา่ PV และ BPG จึงท าให้เอนเซมเบิล [29:MTB] มีความจ าเพาะตอ่การตรวจวดั PPi โดยมี
ผลการทดลองการท าไทเทรชนัด้วยเทคนิค 1H และ 31P NMR และการค านวนด้วยเทคนิคเคมีคอมพิวเตอร์ยืนยนักระบวนการ
การแทนท่ีและผลติภณัฑ์ที่เกิดขึน้ และเหนืออื่นใดงานวิจยันีส้ามารถตรวจวดั PPi ได้แม้ในระบบจะมีแอนไอออน PO4

3-,  ATP,  
ADP, AMP และ CN- ร่วมอยู่ด้วย โดยถือเป็นงานวิจัยแรกที่สามารถจ าแนก PPi ออกจากแอนไอออนกลุ่มดงักล่าวได้ และ
แสดงการตรวจวดั PPi ได้ในตวัอยา่งจริง โดยโครงสร้างของรีเซบเตอร์ 29 และอินดิเคเตอร์ XO และ MTB แสดงดงัภาพที่ 11 
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ภาพที่ 11  โครงสร้างของรีเซบเตอร์ 29 และอินดิเคเตอร์ XO และ MTB 
 
3. การตรวจวัดแอนไอออนไพโรฟอสเฟตด้วยเทคนิคการแทนที่อินดิเคเตอร์โดยใช้ฟลอูอเรสเซนต์อินดิเคเตอร์ 
 ในหวัข้อที่ผ่านมาได้กลา่วถึงการตรวจวดัแอนไอออน PPi ด้วยเทคนิคการแทนที่อินดิเคเตอร์โดยใช้โครโมจินิก  อินดิ
เคเตอร์ซึง่มีข้อดีคือมีความง่ายในการติดตามการเปลีย่นแปลงของปฏิกิริยาได้ด้วยตาเปลา่ แตอ่ยา่งไรก็ตามข้อด้อยของการใช้
โครโมจินิกอินดิเคเตอร์นัน้คือการตรวจวัดจะให้ค่าขีดจ ากัดการตรวจวัด (limit of detection, LOD) ได้ไม่ดีมากนักท าให้          
ไม่สามารถตรวจวดั PPi ได้หากมีปริมาณน้อย ดงันัน้การน าฟลอูเรสเซนต์อินดิเคเตอร์มาใช้เตรียมเอนเซมเบิลส าหรับตรวจวดั 
PPi จึงได้ถูกพฒันามาพร้อมกันเพื่อเพิ่มสภาพไว (sensitivity) ในการตรวจวดัให้ดีมากขึน้ โดยกลุ่มวิจัยของ Sokkalingam 
(Sokkalingam et al., 2012) ได้ใช้รีเซบเตอร์ที่เป็นอนพุนัธ์ของคาลิกซ์[4]ไพโรล 2 และฟลอูอเรสเซนต์อินดิเคเตอร์ 2-oxo-4-
(trifluoromethyl)-2H-chromen-7-olate (Chromen) เตรียมเป็นเอนเซมเบิลเพื่อใช้ตรวจวัด PPi ในระบบตัวท าละลาย 
acetonitrile ผลการศึกษาพบว่าเมื่ออินดิเคเตอร์ Chromen เกิดเป็นเอนเซมเบิลแล้วจะส่งผลให้สญัญาณฟลูออเรสเซนต์
หายไป (quenching) และมีค่าคงที่การเกิดสารเชิงซ้อนเท่ากบั 2.25 x 107 M-1 แต่เมื่อท าการเติม PPi ลงไปในสารละลายเอน
เซมเบิลจะส่งผลให้สญัญาณฟลอูอเรสเซนต์กลบัมาดงัเดิม (enhance) อนัเป็นผลมาจากการที่ PPi เข้าไปจับกับรีเซบเตอร์
แทนที่  Chromen ท าให้ Chromen หลุดออกมาอยู่ในรูปอิสระและส่งผลให้สัญญาณฟลูออเรสเซนต์กลับมาดังเดิม                           
ซึง่สอดคล้องกบัผลการศกึษาด้วยเทคนิค 1H-NMR ที่แสดงให้เห็นการเกิดอนัตรกิริระหวา่งรีเซบเตอร์ 2 กบัอินดิเคเตอร์ และเมื่อ
ท าการเติม PPi ลงในสารละลายก็สง่ผลให้เห็นอินดิเคเตอร์อยู่ในรูปอิสระ โดยโครงสร้างของอินดิเคเตอร์ Chromen แสดงดงั
ภาพที่ 12 
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ภาพที่ 12 โครงสร้างของฟลอูอเรสเซนต์อินดเิคเตอร์ Chromen 
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 เนื่องจากปัญหาความจ าเพาะเจาะจงในการตรวจวัด PPi ด้วยการใช้อันตรกิริยาแบบพันธะไฮโดรเจนผ่าน
กระบวนการการแทนที่อินดิเคเตอร์นัน้ประสบปัญหาเช่นเดียวกบัการตรวจวดัด้วยโครโมจินิกอินดิเคเตอร์ที่มกัถกูรบกวนการ
ตรวจวดัด้วย ATP, ADP, AMP และ Pi นัน่เอง ดงันัน้นกัเคมีจึงเลือกใช้รีเซบเตอร์ที่เป็นสารประกอบโคออร์ดิเนชนัมาแทนที่          
รีเซบเตอร์ที่เป็นลิแกนด์เพียงอย่างเดียว โดยกลุ่มวิจัยของ  Fabbrizzi (Fabbrizzi et al., 2002) ได้น ารีเซบเตอร์ที่ เป็น
สารประกอบโคออร์ดิเนชันของ Cu(II) กับลิแกนด์ที่เป็น azacrown (30) มาเตรียมเป็นเอนเซมเบิลกับฟลูออเรสเซนต์             
อินดิเคเตอร์ 3 ชนิดคือ coumarin (CM), eosin Y (EOY), และ fluorescein (FL) ในตัวท าละลายน า้โดยใช้ HEPES เป็น
บฟัเฟอร์ที่ pH 7.4 ผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่อินดิเคเตอร์ EOY เกิดเป็นเอนเซมเบิลที่มีคา่ Kf สงูที่สดุโดยมีคา่เทา่กบั 1.34 x 
103 M-1 และสามารถตรวจวดั PPi ได้ในปริมาณความเข้มข้นต ่าสดุถึง 2 µM โดยไม่ได้รับผลการรบกวนจาก PO4

3- แต่อย่างไร    
ก็ตามงานวิจยันีไ้มไ่ด้แสดงผลการทดสอบกบั ATP, ADP และ AMP 
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ภาพที่ 13  โครงสร้างของรีเซบเตอร์ 30 และฟลอูอเรสเซนต์อินดเิคเตอร์ EOY, FL และ CM 

 
 จากผลการศกึษาข้างต้นกลุม่วิจยัของ Ahn (Oh et al., 2007,2008) จึงได้เลอืกใช้อินดิเคเตอร์ EOY น ามาเตรียมเป็น
เอนเซมเบิลกบัรีเซบเตอร์ที่เป็นสารประกอบโคออร์ดิเนชนัของลิแกนด์ที่เป็นอนพุนัธ์ของ DPA กบัไอออนโลหะ Cu(II) 31 และ 
Zn(II) 32 เพื่อใช้ในการตรวจวัด PPi โดยผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าเอนเซมเบิลที่เตรียมจากรีเซบเตอร์ทัง้สองนัน้                    
มีความจ าเพาะเจาะจงในการเลือกจับกับแอนไอออนที่แตกต่างกัน โดยเอนเซมเบิล [32:EOY] จะมีความจ าเพาะต่อการ               
เลือกจับแอนไอออน  1,4,5-tris(phosphate) (IP3) ส่วนเอนเซมเบิล [31:EOY] นัน้จะมีความจ าเพาะต่อการตรวจวดั PPi                
ซึ่งผลการศึกษาดงักลา่วเป็นการแสดงให้เห็นว่าไอออนของโลหะก็เป็นปัจจยัหนึ่งที่สง่ผลต่อความจ าเพาะในการเลือกจับกับ 
PPi ในเทคนิคการแทนท่ีอินดิเคเตอร์ 
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ภาพที่ 14  โครงสร้างของรีเซบเตอร์ 31 และ 32 
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 ไม่เพียงแต่อินดิเคเตอร์ที่มีขายตามท้องตลาดเท่านัน้ที่ถูกน ามาใช้ส าหรับเทคนิคการแทนที่อินดิเคเตอร์                             
แต่นกัเคมียงัท าการสงัเคราะห์อินดิเคเตอร์ชนิดใหม่ๆ ขึน้มาเพื่อใช้เป็นอินดิเคเตอร์ส าหรับตรวจวดั PPi โดยในปี 2007 Lee 
และคณะ (Lee et al., 2007) ได้ท าการสงัเคราะห์สารประกอบโคออร์ดิชันของ Zn(II) กับลิแกนด์ที่เป็นอนุพันธ์ของ DPA               
ที่มีหมู่เอโซเบนซีน เป็นองค์ประกอบ (33) และสังเคราะห์อินดิเคเตอร์ที่เป็นอนุพันธ์ของ fluorescein ที่มีหมู่ฟอสเฟต             
เป็นองค์ประกอบ (PFL) เพื่อน ามาเตรียมเป็นเอนเซมเบิลส าหรับตรวจวดั PPi โดยอินดิเคเตอร์ PFL นัน้เมื่ออยู่ในรูปอิสระ               
จะให้สญัญาณฟลอูอเรสเซนต์สงูสดุที่ความยาวคลื่นประมาณ 520 นาโนเมตร แต่เมื่อเกิดเป็นเอนเซมเบิลกบัรีเซบเตอร์ 33 
แล้วจะส่งผลให้สัญญาณดังกล่าวหายไป และเมื่อเติม PPi ลงในระบบ PPi จะเข้าไปแทนที่อินดิเคเตอร์ PFL ส่งผลให้                  
อินดิเคเตอร์ดงักลา่วกลบัมาให้สญัญาณฟลอูอเรสเซนต์อีกครัง้ 
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ภาพที่  15  โครงสร้างของรีเซบเตอร์ 33 และอินดิเคเตอร์ PFL 

 
 ในทางกลบักนักลุม่วิจยัของ Lee (Lee et al., 2011) ได้เสนอแนวคิดใหม่ในการตรวจวดั PPi ด้วยเทคนิคการแทนที่
อินดิเคเตอร์ โดยท าการสงัเคราะห์รีเซบเตอร์ที่เป็นสารประกอบโคออร์ดิเนชนัของ Zn(II) กับลิแกนด์ที่เป็นอนุพนัธ์ของ DPA            
ที่มีหมูแ่นฟทิล (34) เป็นสว่นประกอบ ซึง่รีเซบเตอร์ดงักลา่วสามารถให้สญัญาณฟลอูอเรสเซนต์ได้จึงท าหน้าที่เป็นอินดิเคเตอร์
ไปด้วยในเวลาเดียวกัน และท าการสงัเคราะห์สารประกอบที่เป็นอนุพันธ์ของ boronic acid (BA) ให้ท าหน้าที่เป็นตัวลด
สญัญาณฟลูออเรสเซนต์ (fluorescence quencher) เมื่อท าการเตรียมเอนเซมเบิลจากสารทัง้สองชนิดจะได้เอนเซมเบิล           
ที่ไมใ่ห้สญัญาณฟลอูอเรสเซนต์ แตเ่มื่อเติม PPi ลงในระบบ PPi จะเข้าไปจบักบัรีเซบเตอร์และท าให้ BA หลดุออกมาสง่ผลให้
สญัญาณฟลอูอ-เรสเซนต์ของรีเซบเตอร์กลบัมาอีกครัง้ 
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ภาพที่ 16  โครงสร้างของรีเซบเตอร์ 34 และ BA 
 

4. การตรวจวัดแอนไอออนไพโรฟอสเฟตด้วยเทคนิคการแทนที่อินดิเคเตอร์ร่วมกับอนุภาคนาโน 
 ในช่วงไม่ก่ีปีมานีอ้นุภาคนาโน (Nanoparticles) ถูกน ามาใช้ในงานวิจยัทางด้านเซ็นเซอร์ทางเคมีเป็นจ านวนมาก 
อาทิเช่น การตรวจวดัไอออนของโลหะ แอนไอออน และสารชีวโมเลกุลต่างๆ (Saha et al., 2012) แต่ส าหรับการตรวจวดั           
แอนไอออนไพโรฟอสเฟตโดยใช้อนภุาคนาโนร่วมกบัเทคนิคการแทนท่ีอินดิเคเตอร์นัน้ ยงัเป็นเร่ืองใหมท่ี่มีความท้าทายนกัวิจยั 
โดยในปี 2011 กลุ่มวิจัยของ Deng (Deng et al., 2013) ได้ท าการสังเคราะห์ รีเซบเตอร์อนุภาคนาโนทองค า (Gold 
nanoparticles, AuNPs) ที่มีการปรับปรุงพืน้ผิวให้มีหมู่กรดอะมิโนซิสทิอีน (Cysteine) 35 มาใช้ในการตรวจวดัแอนไอออน 
PPi โดยน าอนุภาคนาโนทองค าดงักล่าวที่อยู่ในรูปกระจายตวั (Dispersion form) สารละลายเป็นสีแดง มาเตรียมให้อยู่ใน
รูปการรวมตวั (Aggregation form) มีสารละลายเป็นสีม่วง (เอนเซมเบิล) โดยการเติมสารละลายไอออนโลหะ Cu2+ จากนัน้          
จึงน าอนภุาคนาโนทองค าที่เตรียมได้มาตรวจวดัแอนไอออน PPi ซึ่งผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่เมื่อ PPi เข้าไปอยู่ในระบบ 
จะเข้าไปจับกับไอออนของโลหะ Cu2+ แทนที่รีเซบเตอร์ 35 เกิดเป็นสารประกอบ CuPPi2 ส่งผลให้เกิดการกระจายตวัของ
อนุภาคนาโน สีของสารละลายจึงเปลี่ยนจากสีม่วงกลับไปเป็นสีแดงดังเดิม และมากไปกว่านัน้สารประกอบ CuPPi2                        
ยงัสามารถตรวจวดัการท างานของเอนไซม์ Pyrophosphatase (PPase) ที่เกิดในปฏิกิริยาย้อนกลบัได้อีกด้วย  
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ภาพที่ 17  กลไกการตรวจวดั PPi และ PPase โดยใช้รีเซบเตอร์ที่เตรียมจากอนภุาคนาโนทองค า 35 
 

ในปีเดียวกัน กลุ่มวิจัยของ Kim (Kim et al., 2013) ได้ท าการสังเคราะห์รีเซบเตอร์อนุภาคนาโนทองค า (Gold 
nanoparticles, AuNPs) ทีท่ าการปรับปรุงพืน้ผิวให้มีอลัคิลฟอสเฟต (Alkyl phosphate) 36 เพื่อใช้ส าหรับตรวจวดัแอนไอออน 
PPi ร่วมกับรีเซบเตอร์ 23 โดยผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าอนุภาคนาโนทองค าดังกล่าวเมื่ออยู่ในรูปกระจายตัวจะมี



บทความวิชาการ 

วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ปีที่  22  (ฉบบัที่ 3)  กนัยายน – ธันวาคม  พ.ศ. 2560 477 
 

สารละลายเป็นสีแดง และเมื่อท าการเติมรีเซบเตอร์ 23 และแอนไอออน PPi ลงไปในสารละลายสีของสารละลายจะยงัคงเป็น       
สแีดงอยูซ่ึง่แสดงให้เห็นวา่อนภุาคนาโนทองค า 36 ยงัคงอยูใ่นรูปกระจายตวั แตห่ากท าการเติมรีเซบเตอร์ 23 และแอนไอออน
ชนิดอื่นๆ ลงไป สขีองสารละลายจะเปลีย่นเป็นสมีว่งเนื่องมาจากเกิดการรวมตวักนัของอนุภาคนาโนทองค า ซึง่สามารถอธิบาย
ปรากฏการณ์ดงักลา่วได้คือ ในกรณีของ PPi นัน้ PPi จะจบักบัรีเซบเตอร์ 23 สง่ผลให้อนภุาคนาโนทองค า 36 ที่มีหมูฟ่อสเฟต
ติดอยูเ่กิดการผลกักนัอยูจ่ึงไมเ่กิดการรวมตวักนัสขีองสาสรละลายจึงยงัคงเป็นสแีดงอยู ่แตใ่นกรณีแอนไอออนอื่นๆ รีเซบเตอร์ 
23 จะจับกับหมู่ฟอสเฟตของอนุภาคนาโนได้ดีกว่าแอนไอออนอื่นๆ ท าให้เกิดการรวมตัวกันอันเนื่องมาจากรีเซบเตอร์ 23            
ดึงอนุภาคนาโน 36 เข้ามาใกล้กัน สีของสารละลายจึงเปลี่ยนเป็นสีม่วง (23:36 Aggregation form) นัน้ มาเตรียมให้อยู่ใน
รูปการรวมตวั (Aggregation form) มีสารละลายเป็นสีม่วง นอกจากนัน้งานวิจยันีแ้สดงให้เห็นวา่สามารถตรวจวดั PPi ได้ใน
ระดบัความเข้มข้นต ่าถึง 146 nM  
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ภาพที่ 18  โครงสร้างของรีเซบเตอร์ 36 และการรวมตวักนัของรีเซบเตอร์ 23 และ 36  
 
 นอกจากการใช้การเปลี่ยนแปลงสีของอนภุาคนาโนทองค าในการติดตามการเปลี่ยนแปลงปฏิกิริยาเคมีโดยตรงแล้ว  
ยงัมีการน าอนุภาคนาโนชนิดอื่นมาใช้ในการตรวจวดั PPi ด้วยเทคนิคการแทนที่อินดิเคเตอร์ด้วย ในปี 2015 กลุ่มวิจัยของ 
Tong (Tong et al., 2015) ได้ท าการสงัเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็ก (Magnetic nanoparticles, Fe3O4) 37 เพื่อใช้ในการ
ตรวจวดัแอนไอออน PPi โดยมีกลไกการตรวจวดัคือการน าอนุภาคนาโนแม่เหล็กไปผสมกบัสารละลายของ DNA สายเดี่ยว 
(Single-strand DNA) ที่มีการติดหมู่ฟลูออเรสซีนอินดิเคเตอร์ไว้  F-DNA ซึ่งในภาวะอิสระนัน้สาย F-DNA ดังกล่าวจะให้
สญัญาณฟลอูอเรสเซนต์สงูสดุที่ความยาวคลื่น 518 นาโนเมตร แต่เมื่อสาย F-DNA ดงักลา่วจบักบัอนภุาคนาโนแม่เหล็ก 37 
จะส่งผลให้สญัญาณฟลอูอเรสเซนต์ดงักล่าวลดลง จากนัน้จึงน าสารละลายผสมที่เตรียมได้ (เอนเซมเบิล) ไปตรวจวดั PPi            
ซึ่ง PPi ในระบบ จะเข้าไปจับกับอนุภาคนาโนแม่เหล็กแทนที่ F-DNA ส่งผลให้สาย F-DNA หลุดออกมาอยู่ในสารละลาย             
อยา่งอิสระและให้สญัญาณฟลอูอเรสเซนต์กลบัมาดงัเดิม 
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ภาพที่ 19  กลไกการตรวจวดั PPi โดยใช้รีเซบเตอร์ที่เป็นอนภุาคนาโนแมเ่หลก็ 37 
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บทสรุป 
จากที่ได้กลา่วมาทัง้หมดจะเห็นได้ว่า การตรวจวดัแอนไอออน PPi ด้วยเทคนิคการแทนที่อินดิเคเตอร์นัน้ได้รับการ

พฒันามาอย่างต่อเนื่อง ตัง้แต่แรกเร่ิมที่ระบบมีความจ าเพาะเจาะจงตอ่การตรวจวดัน้อยเนื่องจากมีแอนไอออนฟอสเฟตอื่นๆ 
รบกวน จนกระทัง่สามารถพฒันาเอนเซมเบิลให้มีความจ าเพาะต่อการตรวจวดั PPi แม้ในสภาวะที่มีไอออนอื่นๆ รบกวนได้ 
และมีการพฒันาน าเอาฟลอูอเรสเซนต์อินดิเคเตอร์ และอนภุาคนาโนชนิดตา่งๆ มาใช้ควบคูไ่ปเพื่อเพิ่มสภาพไวในการตรวจวดั 
โดยอาศยัอนัตรกิริยาแบบต่างๆ อาทิเช่นพนัธะไฮโดรเจน แรงดึงดดูทางไฟฟ้า และพนัธะโคออร์ดิเนทโควาเลนท์ ซึ่งการพฒันา
ดงักลา่วนีอ้าศยัความรู้ความเข้าใจ การสงัเกต และองค์ความรู้ตา่งๆ มากมาย มิใช่เป็นแตเ่พียงการลองผิดลองถกูเทา่นัน้  
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