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วัตถุประสงคของการวิจัยนี้เปนการศึกษาผลของอนุพันธเอน เฮพทาโนอิล ไนโตร เมตา เมทอกซี 

อะนิไลด ตอฤทธิ์อันคัปปลิงของยาตานอักเสบที่ไมใชสเตอรอยด ที่มีตอกระบวนการหายใจของไมโตคอน
เดรียที่แยกจากตับหนูขาว ทาํการศึกษาฤทธิ์อันคัปปลิงของ NSAIDs 3 ชนิดไดแก indomethacin, 
piroxicam และ nimesulide  ซึ่ง NSAIDs ทั้ง 3 ชนิดในชวงความเขมขน 0.05-2 mM  แสดงฤทธิ์        
อันคัปปลิงตอกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรีย โดยมฤีทธิ์กระตุนอัตราการหายใจ state 4 ความ
เขมขนที่แสดงฤทธิ์กระตุนอัตราการหายใจของไมโตคอนเดรียสูงสุดของ NSAIDs แตละชนิดเทากับ 0.2, 
0.5 และ 0.1 mM ตามลําดับ และ NSAIDs ทั้ง 3 ชนิดไมมีผลตอ ATPase activity ผลการศึกษาพบวา     
เมื่อกระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรียดวย indomethacin พบวา CU-18-09, CU-18-10, CU-18-13, 
CU-18-14 และ CU-18-15 มีผลยับยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรียเมื่อใช glutamate+malate เปน
สับสเตรท (คา IC50 จากนอยไปมากดังนี้ CU-18-09<CU-18-15<CU-18-10<CU-18-13<CU-18-14) 
และ CU-18-09, CU-18-10, CU-18-14, CU-18-15 มีผลยับยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรียเมื่อใช 
succinate เปนสับสเตรท (คา IC50 จากนอยไปมากดังนี้  CU-18-15<CU-18-10<CU-18-09<CU-18-
14)  เมื่อกระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรียดวย piroxicam  พบวา CU-18-07, CU-18-09, CU-18-
10, CU-18-13, CU-18-14 และ CU-18-15 มีผลยับยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรียเมื่อใช 
glutamate+malate เปนสับสเตรท (คา IC50 จากนอยไปมากดังนี้ CU-18-15<CU-18-09<CU-18-
10<CU-18-14<CU-18-13<CU-18-07) และ succinate เปนสับสเตรท (คา IC50 จากนอยไปมากดังนี้ 
CU-18-10<CU-18-09<CU-18-15<CU-18-14<CU-18-07<CU-18-13) เมื่อกระตุนการหายใจของ    
ไมโตคอนเดรียดวย nimesulide พบวาสารทุกตัวมผีลยับยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรียเมื่อใช 
glutamate+malate เปนสับสเตรท (คา IC50 จากนอยไปมากดังนี้ CU-18-09<CU-18-10=CU-18-
15<CU-18-14<CU-18-13<CU-18-07)  และ CU- 18-09, CU-18-10, CU-18-13, CU-18-14 และ 
CU-18-15 มีผลยับยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรียเมื่อใช succinate เปนสับเสตรท (คา IC50 จากนอย
ไปมากดังนี้ CU-18-13<CU-18-09<CU-18-10<CU-18-15<CU-18-14)   
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MITOCHONDRIAL RESPIRATION / NSAIDs 

 WARANEE KANCHANAWANICHKUL : EFFECTS OF N-HEPTANOYL, NITRO-m-
METHOXY ANILIDE DERIVATIVES ON UNCOUPLING MITOCHONDRIAL 
RESPIRATION INDUCED BY NSAIDs. THESIS ADVISOR : ASST. PROF. 
WITHAYA JANTHASOOT, 106 PP. ISBN 974-17-5023-4. 
 
The purpose of this study was to investigate the effects of N-heptanoyl, nitro-m-methoxy 

anilide derivatives on uncoupling mitochondrial respiration induced by NSAIDs. We investigated 
uncoupling effect of indomethacin, piroxicam and nimesulide on mitochondrial respiration over a 
drug concentration range of 0.05-2 mM and showed that all NSAIDs stimulated respiration 
(uncoupled oxidative phosphorylation) in coupled isolated rat liver mitochondria. The concentrations 
at which indomethacin, piroxicam and nimesulide caused maximal uncoupling were 0.2, 0.5 and 0.1 
mM, respectively. These NSAIDs did not show stimulatory effect on ATPase activity.  CU-18-09, CU-
18-10, CU-18-13, CU-18-14 and CU-18-15 showed inhibition effects on uncoupling mitochondrial 
respiration caused by indomethacin using glutamate+malate as substrate (the order of IC50 was CU-
18-09<CU-18-15<CU-18-10<CU-18-13<CU-18-14) and CU-18-09, CU-18-10, CU-18-14 and CU-18-
15 showed inhibition effects when succinate was used as substrate (the order of IC50 was CU-18-
15<CU-18-10<CU-18-09<CU-18-14). All of N-hepatanoyl anilide derivatives showed inhibition effects 
on uncoupling mitochondrial respiration caused by piroxicam when glutamate+malate was used as 
substrate (the order of IC50 was CU-18-15<CU-18-09<CU-18-10<CU-18-14<CU-18-13<CU-18-07) 
and when succinate was use as substrate (the order of IC50 was CU-18-10<CU-18-09<CU-18-
15<CU-18-14<CU-18-07<CU-18-13). All of N-hepatanoyl anilide derivatives showed inhibition effects 
on uncoupling mitochondrial respiration caused by nimesulide when glutamate+malate was used as 
substrate (the order of IC50 was CU-18-09<CU-18-10=CU-18-15<CU-18-14<CU-18-13<CU-18-07). 
CU- 18-09, CU-18-10, CU-18-13, CU-18-14 and CU-18-15 showed inhibition effects when succinate 
was used as substrate (the order of IC50 was CU-18-13<CU-18-09<CU-18-10<CU-18-15<CU-18-14). 
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ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย nimesulide.............................................. 
3. ผลของ omeprazole ที่มตีอการหายใจของไมโตคอนเดรีย 
ที่ถูกกระตุนดวยยาตานอักเสบที่ไมใชสเตอรอยด....................................... 
4. ผลของ metronidazole ที่มีตอการหายใจของไมโตคอนเดรีย 
ที่ถูกกระตุนดวยยาตานอักเสบที่ไมใชสเตอรอยด....................................... 
5. ผลของยาตานอักเสบที่ไมใชสเตอรอยดที่มีตอ ATPase activity 
ของไมโตคอนเดรีย.................................................................................. 

 
บทที ่5. สรุปผลการวิจยัและอภิปรายผล............................................................................
 
รายการอางองิ................................................................................................................. 
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ฌ 
สารบัญตาราง 

 

ตาราง  หนา 
   1 แสดงลักษณะทั่วไปของสารตัวอยางที่ใชในการวิจัย............................................... 
   2 แสดงยารักษาแผลในทางเดนิอาหาร..................................................................... 

3 แสดงการแบงกลุม NSAIDs ตามสูตรโครงสราง..................................................... 
4 แสดงอัตราการหายใจที่เพิม่ข้ึนของไมโตคอนเดรีย 

โดย indomethacin, piroxicam และ nimesulide ความเขมขนตางๆ……………… 
   5 แสดงความสามารถในการยบัยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรียได 50 เปอรเซนต 
 (IC50) ของ CU-18-07,CU-18-09, CU-18-10, CU-18-13, CU-18-14, CU-18-15...
   6        แสดงผลของ indomethacin, piroxicam, nimesulide ที่ความเขมขน 

 0.2, 0.5, 0.1 mM ตามลําดบั และ 0.12 mM DNP  
ที่มีตอการกระตุน ATPase activity ของไมโตคอนเดรีย.......................................... 
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ญ 
สารบัญภาพ 

 

ภาพประกอบ  หนา 
1 แสดงสูตรโครงสรางของสารสังเคราะหอนพุันธเอน เฮพทาโนอิล อะนไิลด................ 
2 กลไกในการออกฤทธิ์ของยาลดการสรางกรดในกระเพาะอาหาร.............................. 
3 แสดงถึงการสงัเคราะห prostaglandins ชนิดตางๆและตําแหนงที ่

ยาตานอักเสบที่ไมใชสเตอรอยดออกฤทธิ์.............................................................. 
4 แสดงกลไกที ่NSAIDs เหนีย่วนาํใหเกิดแผลในทางเดนิอาหาร................................ 
5 ภาพแสดงโครงสรางของไมโตคอนเดรีย................................................................ 
6 แสดงโครงสรางของไมโตคอนเดรียโดยรวม (A)และแสดง respiratory chain (B)..... 
7 แสดงตําแหนงสารสามารถออกฤทธิย์ับยัง้กระบวนการออกซิเดทฟีฟอสฟอริลเลชั่น.. 
8 แสดงกลไกการเกิดอันคัปปลิงของ diclofenac ที่มีตอกระบวนการหายใจของ 

ไมโตคอนเดรีย................................................................................................... 
9 แสดงตําแหนงที่ยาตานอกัเสบที่ไมใชสเตอรอยดมีผลตอไมโตคอนเดรีย.............. 
10 แสดงขั้นตอนการแยกไมโตคอนเดรียจาก rat liver homogrnate 

โดยใช differential centrifuge............................................................................. 
11 แสดง Gilson’s Oxygen chamber ที่ใชในการทดลอง........................................... 
12 ตัวอยาง oxygraph tracing เพื่อแสดงวิธกีารหา RCI............................................. 
13 ตัวอยาง oxygraph tracing  เพื่อแสดงวิธกีารหาอัตราการใชออกซิเจน 

ของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ.......................................................................... 
14 กราฟแสดง oxygraph tracing การใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย 

ที่แยกจากตับหนูขาว เมื่อใช glutamate+malate เปนสบัสเตรท............................. 
15 อัตราการหายใจที่เพิม่ข้ึนของไมโตคอนเดรยีโดย indomethacin ความเขมขนตางๆ  
            เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปนสับสเตรท 
            และเมื่อใช (B) succinate เปนสบัสเตรท.............................................................. 
16 อัตราการหายใจที่เพิม่ข้ึนของไมโตคอนเดรยีโดย piroxicam ความเขมขนตางๆ  
            เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปนสับสเตรท  

และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท.............................................................. 
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17        อัตราการหายใจที่เพิ่มข้ึนของไมโตคอนเดรียโดย nimesulide ความเขมขนตางๆ       
      เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปนสับสเตรท  

และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท.............................................................. 
18 อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้ (% Inhibition) ของ CU-18-07 ที่มีตอการหายใจของ 

ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย indomethacin (0.2 mM)  
เมื่อใช  gluatamate+malate    เปนสับสเตรท...................................................... 

19 อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้ (% Inhibition) ของ CU-18-09  ที่มีตอการหายใจของ 
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย indomethacin (0.2 mM)  
เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปน สับสเตรท  
และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท.............................................................. 

20 อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้ (% Inhibition) ของ CU-18-10 ที่มีตอการหายใจของ 
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย indomethacin (0.2 mM)  
เมื่อใช   (A) gluatamate+malate เปนสับสเตรท  
และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท.............................................................. 

21 อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้ (% Inhibition)  ของ CU-18-13 ที่มีตอการหายใจของ 
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย indomethacin (0.2 mM)  
เมื่อใช  gluatamate+malate เปนสับสเตรท.......................................................... 

22 อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้ (% Inhibition) ของ CU-18-14 ทีม่ีตอการหายใจของ 
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย indomethacin (0.2 mM)  
เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปนสับสเตรท   
และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท.............................................................. 

23 อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้ (% Inhibition)  ของ CU-18-15 ที่มีตอการหายใจของ 
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย indomethacin (0.2 mM)  
เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปนสับสเตรท  
และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท.............................................................. 

24 อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้ (% Inhibition)  ของ CU-18-07 ที่มีตอการหายใจของ 
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย piroxicam  (0.5 mM)  
เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปนสับสเตรท  
และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท.............................................................. 
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25 อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้ (% Inhibition)  ของ CU-18-09 ที่มีตอการหายใจของ 
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย piroxicam(0.5 mM)  
เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปนสับสเตรท  
และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท.............................................................. 

26 อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้ (% Inhibition)  ของ CU-18-10 ทีม่ีตอการหายใจของ 
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย piroxicam (0.5 mM)  
เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปนสับสเตรท  
และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท.............................................................. 

27 อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้ (% Inhibition)  ของ CU-18-13 ทีม่ีตอการหายใจของ 
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย piroxicam (0.5 mM)  
เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปนสับสเตรท  
และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท.............................................................. 

28 อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้ (% Inhibition)  ของ CU-18-14 ทีม่ีตอการหายใจของ 
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย piroxicam (0.5 mM)  
เมื่อใช (A) gluatamate+malateเปนสับสเตรท   
และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท.............................................................. 

29 อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้ (% Inhibition)  ของ CU-18-15 ที่มีตอการหายใจของ 
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย piroxicam (0.5 mM)  
เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปนสับสเตรท   
และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท.............................................................. 

30 อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้ (% Inhibition)  ของ CU-18-07 ทีม่ีตอการหายใจของ 
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย nimesulide (0.1 mM) 
เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปนสับสเตรท  
และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท.............................................................. 

31 อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้ (% Inhibition)  ของ CU-18-09  ที่มีตอการหายใจของ 
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย nimesulide (0.1 mM)  
เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปนสับสเตรท  
และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท.............................................................. 
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32 อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้ (% Inhibition)  ของ CU-18-10 ที่มีตอการหายใจของ 
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย nimesulide (0.1 mM)  
เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปนสับสเตรท  
และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท.............................................................. 

33 อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้ (% Inhibition)  ของ CU-18-13 ทีม่ีตอการหายใจของ 
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย nimesulide (0.1 mM)  
เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปนสับสเตรท  
และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท......................................……………...... 

34 อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้ (% Inhibition)  ของ CU-18-14 ที่มีตอการหายใจของ 
ไมโตคอนเดรียที่ถูกกระตุนดวย nimesulide (0.1 mM)  
เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปนสับสเตรท  
และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท....................................……………........ 

35 อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้ (% Inhibition) ของ CU-18-15 ที่มีตอการหายใจของ 
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย nimesulide (0.1 mM) 
เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปนสับสเตรท  
และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท.....................................……………....... 

36 อัตราการใชออกซิเจนที่เปลีย่นแปลง (% Change oxygen consumption) ของ
omeprazole  ที่มีตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย 
 indomethacin (0.2 mM) เมื่อใช  (A) gluatamate+malate เปนสับสเตรท  
และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท.............................................................. 

37 อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้ (% Inhibition) ของ omeprazole ที่มีตอการหายใจของ 
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย piroxicam  (0.5 mM) เมื่อใช gluatamate+malate 
เปนสับสเตรท.............................…..................................................................... 

38 อัตราการใชออกซิเจนที่เปลีย่นแปลง (% Change oxygen consumption) ของ 
omeprazole  ที่มีตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย 
nimesulide (0.1 mM) เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปนสับสเตรท   
และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท.............................................................. 
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39 อัตราการใชออกซิเจนที่เปลีย่นแปลง (% Change oxygen consumption) ของ 
metronidazole  ที่มีตอการหายใจของไมโตคอนเดรียทีถู่กกระตุนดวย  
indomethacin (0.2 mM) เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปนสับสเตรท 
และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท.......................................................….... 

40 อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้ (% Inhibition) ของ metronidazole  ที่มีตอการหายใจ
ของไมโตคอนเดรียที่ถูกกระตุนดวย nimesulide (0.1 mM) 

            เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปนสับสเตรท  
            และเมื่อใช (B) succinate เปนสบัสเตรท............................................................... 
41        แสดงผลของ indomethacin, piroxicam, nimesulide  
            ที่ความเขมขน 0.2, 0.5, 0.1 mM ตามลําดับ  
            ทีม่ีตอการกระตุน ATPase activity ของไมโตคอนเดรีย........………….................... 
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 

   
  ADP  = adenosine 5’ -diphosphate 
  ATP  = adenosine 5’ –triphosphate 
  ATPase = adenosine triphosphatase 
  BSA  = bovine serum albumin 
  Ca2+  = calcium ion 
  CaCl2  = calcium chloride 
  CCCP  = carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone 
  CoQ  = coenzyme Q,ubiquinone 
  COX  = cyclooxygenase 

CuSO4  = copper sulfate 
  Cyt.  = cytochrome 
  °C  = degree Celsius 
  DMSO  = dimethylsulfoxide 
  DNP  = 2,4-dinitrophenol 
  DTT  = dithiothreitol 
  DU  = duodenal ulcer 

FAD  = flavin adenine dinucleotide 
  FADH2  = reduced flavin adenine dinucleotide 

g  = centrifugal force unit (gravity) 
  GU  = gastric ulcer 

H+  = proton 
  HCl  = hydrochloric acid 
  HEPES  = N-2-hydroxyethlpiperrazine-N’-2-ethane-sulfonic  

acid 
  H2RA  = H2-receptor antagonist 

H2SO4  = sulfuric acid 
  IC50  = median inhibition concentration 
  K+  = potassium ion 
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คําอธิบายสญัลักษณและคํายอ (ตอ) 

 
KCl  = potassium chloride 

  K2HPO4 = potassium phosphate 
  M  = molar 
  MgCl2  = magnesium chloride 
  µ atoms = microatoms 
  µg  = microgram 
  µl  = microlitre 
  mg  = milligram 
  ml  = millilitre 
  mM  = millimolar 
  mOsm  = milliosmolar 
  NAD+  = nicotinamide adenine dinucleotide 
  NADH  = reduced nicotinamide adenine dinucleotide 

Na2CO3 = sodium carbonate 
  NaOH  = sodium hydroxide 
  n atoms = nanoatoms 
  ng  = nanogram 
  NSAIDs = nonsteroidal anti-inflammatory drugs 

O2  = oxygen 
  OH-  = hydroxyl ion 
  Pi  = inorganic phosphate 
  PGE2  = prostaglandin E2 

PGI2  = prostaglandin I2 
PGs  = prostaglandins 
PPIs  = proton pump inhibitors 
PU  = peptic ulcer 
RCI  = respiratory control index 
RPM  = revolution per minute 
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คําอธิบายสญัลักษณและคํายอ (ตอ) 

 
  SE  = standard error of mean 
  TCA  = trichloroacetic acid 
  TXA2  = thromboxane A2 

w/v  = weight by volume 
  /  = per 
  %  = percent
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บทที่  1 

บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

 ยาตานอักเสบที่ไมใชสเตอรอยด (nonsteroidal anti-inflammatory drugs, NSAIDs) เปน
กลุมยาที่มกีารใชอยางมากในหลายประเทศทั่วโลก (Jones, 2001) มีการนํา NSAIDs มาใชในทาง
เวชปฏิบัติอยางมากมายโดยหลักๆคือ ใชสําหรับลดการอักเสบ ใชสําหรับลดอาการปวด และใช
สําหรับลดไข  กลไกการออกฤทธิ์ของ NSAIDs ในการยบัยั้งการอักเสบคือ ยับยั้งการสังเคราะห 
prostaglandins (PGs) ในเนื้อเยื่อที่เกิดการอกัเสบ โดยยับยัง้การทํางานของเอนไซม 
cyclooxygenase (COX) ซึ่งมี 2 รูปแบบคือ COX-1 หรือ constitutive COX และ COX-2 หรือ 
inducible COX (Laurence et al., 1997) 

 อาการขางเคยีงที่สําคัญของ NSAIDs คือ ผลเสียตอระบบทางเดนิอาหาร ซึ่งมีระดับความ
รุนแรงนอยๆ เชน คลืน่ไส อาเจียน ไปถงึขั้นรุนแรงเปนแผลที่ผนงักระเพาะอาหารหรือลําไสและอาจ 
จะเปนแผลจนเกิดเลือดออกอยางรนุแรงจนทาํใหเสยีชีวติได กระบวนการเกิดโรคที่ NSAIDs เหนีย่ว 
นําใหเกิดแผลในทางเดนิอาหารมีความยุงยากซับซอนและยังไมเปนทีเ่ขาใจแนชัด  ซึ่งสวนใหญเชื่อ
วาเกีย่วของกบัการที ่ NSAIDs  ออกฤทธิย์ับยั้ง COX-1   ทําใหเนื้อเยื่อบริเวณกระเพาะอาหารและ 
ลําไสเกิดการขาดแคลนPGsซึ่งเปนสารทีม่ีบทบาทเกี่ยวกับการปกปองเนื้อเยื่อ (cytoprotection)           
ตอมา Somasundaram และคณะ (1995) ทําการศึกษาและอธิบายวา กลไกที่ NSAIDs เหนีย่วนาํ
ใหเกิดแผลในทางเดินอาหารอาจเกิดไดจาก nonprostaglandin effect รวมดวย ซึ่ง NSAIDs จะ
แสดงฤทธิ์อันคัปปลิง (uncoupling effect) ตอกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรยี 

 จากการศึกษาหลายการศึกษาแสดงใหเหน็วา NSAIDs มีฤทธิ์อันคปัปลิงตอกระบวนการ
หายใจของไมโตคอนเดรีย อาทิ NSAIDs (aspirin, flurbiprofen, diclofenac, indomethacin, 
naproxen, ibuprofen, piroxicam และ ketoprofen) non-aspirin salicylate, azapropazone, 
phenylbutazone และ acidic pro- NSAIDs (etodolac, fenbufen และ sulindac) ที่ความเขมขน
ระดับไมโครโมลาร (0.02-2.7 µM) มีฤทธิ์กระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนขูาว 
(Mahmud et al.,1996) ตอมามีผูทําการศึกษาและแสดงใหเห็นวา indomethacin และ nimesulide 
มีฤทธิ์อันคัปปลิงตอกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรยี   โดยพบวา indomethacin แสดงฤทธิ์
อันคัปปลิงที่ความเขมขนต่ํากวา nimesulide (Sigthorsson et al, 1998)  ซึ่งสอดคลองกับผลการ 
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ศึกษาของ Moreno-Sanchez และคณะ (1999) ซึ่งแสดงใหเหน็วา nimesulide, meloxicam, 
piroxicam และ indomethacin มีฤทธิ์อันคัปปลิงตอกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรีย  ผลการ 
ศึกษาของ Jacob และคณะ (2001) ซึ่งศึกษาจากไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับของหนูขาว หนถูีบ
จักร และมนุษย  พบวา  indomethacin  แสดงฤทธิ์อันคัปปลิงตอกระบวนการหายใจของไมโตคอน
เดรียที่ความเขมขนต่ํา (0.1 และ 0.2 mM)   และแสดงฤทธิ์ยับยัง้กระบวนการหายใจของไมโตคอน
เดรียที่ความเขมขนสูง (0.5 และ 2.5 mM)  การศกึษาของ Krause และคณะ (2003) พบวา 
NSAIDs ไดแก diclofenac และ indomethacin และ SC-236 ซึ่งเปน selective COX-2 inhibitor 
แสดงฤทธิ์อันคัปปลิงตอกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรีย และจากการศึกษาของ Leite และ
คณะ (2001) ซึ่งทาํการทดลอง in vivo พบวา metronidazole สามารถลดการเกิดแผลในลําไสทีเ่กิด
จาก indomethacin ได และทําการทดลองโดยแยกไมโตคอนดรียจากตับหนูขาวที่ไดรับ 
metronidazole  พบวา หนขูาวที่ไดรับ metronidazole ฤทธิ์อันคัปปลิงของไมโตคอนเดรียที่เกิดจาก 
indomethacin  ลดลง จากผลการศึกษาดังกลาวจึงมีแนวคิดที่จะศึกษาหาสารที่มีคุณสมบัติ
สามารถยับยัง้ฤทธิ์อันคัปปลิงของไมโตคอนเดรียที่เกิดจาก NSAIDs เพื่อเปนประโยชนในการใชรวม 
กับ NSAIDs เพื่อลดอาการขางเคียงตอระบบทางเดนิอาหาร 

 สารสังเคราะหอนุพนัธ เอน เฮพทาโนอิล ไนโตร เมตา เมทอกซี อะนิไลด ไดแก CU-18-14 
และ CU-18-15 ซึ่งพัฒนาสูตรโครงสรางโดย ผศ.ดร.ชาํนาญ  ภัตรพานิช และคณะ ซึ่งหทัยรัตน 
เขื่อนแสน (2545) ไดทําการศึกษาผลของสาร   CU-18-07, CU-18-08, CU-18-9, CU-18-10, CU-
18-11, CU-18-12 และ CU-18-13 ตอหนาทีก่ระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับ  
หนขูาวพบวาสารทั้งหมดแสดงฤทธิ์ยับยัง้กระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรีย โดยออกฤทธิ์ยบัยั้ง
การหายใจที ่ site I ของลูกโซการหายใจ และพบวา CU-18-09 และ CU-18-10 ออกฤทธิย์ับยัง้การ
หายใจที่กระตุนดวยแคลเซียมและ 2,4-dinitrophenol (DNP) ได อยางไรกต็ามยังไมมีผูทํา
การศึกษาถึงผลของสารดังกลาว ถงึผลในการยบัยั้งฤทธิ์อันคัปปลิงของNSAIDsที่มีตอกระบวนการ
หายใจของไมโตคอนเดรีย  ดังนัน้วัตถุประสงคในการวิจัยครั้งนี้เพื่อศึกษาผลของสารอนุพนัธ เอน 
เฮพทาโนอิล ไนโตร เมตา   เมทอกซ ี อะนิไลด ในการยับยั้งฤทธิ์อันคัปปลิงของ NSAIDs ที่มีตอ
กระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรีย  ซึ่งคาดวาขอมูลที่ไดจะเปนประโยชนในการพัฒนาสารเพื่อ
ใชรวมกับ NSAIDs เพื่อลดอาการขางเคยีงของระบบทางเดนิอาหาร 
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รูปที่ 1 แสดงสตูรโครงสรางของสารสังเคราะหอนพุนัธเอน เฮพทาโนอลิ อะนิไลด  
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ตารางที่  1 แสดงลักษณะทัว่ไปของสารตัวอยางที่ใชในการวิจยั 
 
 

HN
CH3

O

 
 
 
 
 
 

สารตัวอยาง น้ําหนกัโมเลกลุ ตําแหนงทีม่ีการแทนที่ 
–OCH3 

ตําแหนงทีม่ีการแทนที่ 
–NO2 

CU-18-07 235.32 4 - 
CU-18-09 250.29 - 4 
CU-18-10 250.29 - 3 
CU-18-13 205.30 - - 
CU-18-14 280.32 3 4 
CU-18-15 280.32 5 2 
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วัตถุประสงคของการวิจยั 

 ศึกษาผลของอนุพนัธเอน เฮพทาโนอิล ไนโตร เมตา เมทอกซ ี อะนิไลด ตอฤทธิ์อันคัปปลิง
ของยาตานอักเสบที่ไมใชสเตอรอยด ที่มีตอกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรีย 

สมมุติฐาน 

 อนุพนัธเอน เฮพทาโนอิล ไนโตร เมตา เมทอกซ ี อะนิไลด มีฤทธิ์ยับยั้งฤทธิ์อันคัปปลิงของ 
ยาตานอักเสบที่ไมใชสเตอรอยด ที่มีตอกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรีย 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 

 ไดขอมูลเบื้องตนถึงผลของอนุพนัธเอน เฮพทาโนอิล ไนโตร เมตา เมทอกซ ีอะนิไลด มีฤทธิ์
ยับยั้งฤทธิ์อันคัปปลิงของยาตานอกัเสบทีไ่มใชสเตอรอยด    ที่มีตอกระบวนการหายใจของ           
ไมโตคอนเดรียหรือไม สามารถนาํขอมลูที่ไดจากการวิจัยมาเปนแนวทางในการปรับปรุงและพฒันา
สารเพื่อเปนประโยชนในการใชรวมกับยาตานอักเสบที่ไมใชสเตอรอยด เพื่อลดอาการขางเคียงตอ
ระบบทางเดินอาหาร 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

แผลในทางเดินอาหาร (PEPTIC ULCER, PU)  

 PU หมายถงึ แผลที่เกิดขึ้นที่บริเวณกระเพาะอาหารและลําไสเล็กสวนตน พยาธกิาํเนิดของ
แผลในทางเดนิอาหารเชื่อวาเกิดจากความไมสมดุลระหวางปจจยัซึ่งมีผลในการทําลายและปจจยัที่
ชวยปองกันและเพิ่มความตานทานของเยือ่บุทางเดินอาหาร หากปจจัยซึ่งมีผลในการทาํลายเยือ่บุ
เพิ่มเกนิความตานทานของเยื่อบุที่มีอยู จะทําใหเกิดแผลทางเดินอาหาร ขึ้นได (Andrew, 1996; 
Tygat, 1998) 
ปจจัยที่ทาํใหเกิด peptic ulcer 

 ปจจัยที่อาจเกีย่วของกับการเกิด PU มีหลายประการ (Hui, 1991; McGuigan, 1991; 
Richardson, 1992) พอสรุปไดดังนี้  

 1.ความผิดปกติในการหลัง่กรดและเปปซิน  กรดในกระเพาะอาหารสรางที ่ parietal cell 
สารเคมีภายในรางกายที่มบีทบาทในการกระตุนการหลั่งกรดไดแก acetylcholine, gastrin และ 
histamine สวน pepsin สรางที่ chief cell ในรูป pepsinogen เมื่อสัมผัสกับกรดในกระเพาะอาหาร
จึงเปลี่ยนเปน pepsin สภาวะความเปนกรดดางที่เหมาะสมที่สุดในการสราง pepsin คือ pH 1.8-
3.5  pepsin จะหมดฤทธิท์ี่ pH เกินกวา 4  

 2.การไหลยอนขึ้น (reflux) ของน้ําดีและน้ํายอยจากตับออนเขาสูกระเพาะอาหาร ทําให
กระเพาะอาหารอักเสบและเปนแผล 

 3.ความทนทานของชัน้เยื่อเมือกลดลง     ซึ่งอาจเปนผลมาจาก     ลดการหลั่งเมือกและ   
ไบคารบอเนต  prostaglandins (PGs) เปนตน  นอกจากนีย้ังอาจเกีย่วของกับการลดลงของ growth 
factors ที่มีบทบาทในการปกปองชัน้เยื่อเมือกและชวยรักษา peptic ulcer    growth factor เหลานี้
ไดแก epidermal growth factor (EGF) และ fibroblast growth factor (FGF) โดย EGF มีฤทธิ์
กระตุนการเจริญของ epithelial cell มีผลนอยตอเซลลอ่ืน มีบทบาทเกี่ยวกับ “gastroprotection”  
FGF มีบทบาทเกี่ยวกับ “gastroprotection” ต่ํา แตมฤีทธิ์แรงในการชวยใหแผลหาย  เนื่องจากมี
ฤทธิท์ําใหเกิดจากการแบงตวัของเซลลตางๆเชน endothelial cell, fibroblast, เซลลกลามเนื้อเรียบ 
และยังเพิ่มการสรางเสนเลือดใหมดวย 
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 4.Gastric emptying ชา อาหารถกูกกัเก็บอยูในกระเพาะนานอาจไปกระตุนการหลั่งกรด
และ pepsin 

 5.ความเครียด อาจกระตุนการหลั่งกรด ลดการสรางสารที่ปกปองเยื่อเมือก 

 6.พันธุกรรม อาจมีสวนเกีย่วของกับการเกดิ peptic ulcer ในผูปวยบางราย 

 7.เชื้อโรค เชน Candida albicans, Helicobacter pyroli  สําหรับ H. pyroli มีผู
ทําการศึกษาจํานวนมาก  พบเชื้อทีช่ั้นเยือ่บุกระเพาะอาหาร ในผูปวย  duodenal ulcer  ตรวจพบ
เชื้อนี้  80-90% (Ateshkadi et al., 1993) 

 8.การสูบบุหร่ี คอนขางจะสมัพันธกับการเกิด PU และการเสียชีวิตเนื่องจากโรคนี้ นอกจากนี้
การรักษา duodenal ulcer ในผูที่สูบบุหร่ีจะหายยากกวาผูที่ไมสูบบุหร่ี และอัตราการกลับมาเปน
ใหมในผูที่สูบบุหร่ีก็สูงกวาดวย 

 9.ยาบางชนิด เชน NSAIDs, glucocorticoid เปนตน มฤีทธิย์ับยัง้การสราง PGs และอาจมี
ผลอ่ืนที่ไปลดความตานทานของชัน้เยื่อเมือก ทําใหเกดิแผลในทางเดินอาหารไดงาย 

 10.อ่ืนๆ เชน แอลกอฮอลและเครื่องดื่มทีม่ีคาเฟอนี อาจไปกระตุนการหลั่งกรดหรือลดความ
ตานทานของชั้นเยื่อเมือก 

ยาที่ใชในการรักษา PU (Altman, 1992; Hoogerwerf  and Pasricha, 2001; Bennett and 
Brown, 2003; Rang et al., 2003) 

 ยาที่ใชกันทั่วไป แบงไดเปน 2 กลุมใหญ คือ (ตารางที่2) 

 1.ยามีฤทธิ์ตานหรือลดการหลั่งกรดในกระเพาะอาหาร ไดแก 

 ก.ยาตานกรดหรือยาลดกรด (antacids) สวนมากเปนสวนผสมของ Aluminium และ 
Magnesium hydroxide  

 ข.ยาลดการหลั่งของกรด (anti-secretory drugs)  ไดแก ยาที่มฤีทธิท์ี่ receptor ตางๆซึ่งมี
สวนในการผลติกรด เชน ที่ H2 receptor (ไดแก cimetidine, ranitidine, famotidine), cholinergic 
receptor (ไดแก pirenzepine), และที่ proton pump (ไดแก omeprazole) ดังแสดงในรูปที ่2 

2.ยามีฤทธิ์ปองกันเยื่อบุกระเพาะอาหาร ไดแก 

 ก.Cytoprotective agents 



                                                                                                             
                                                                                                                                                                8 

 
 ไดแกยาในกลุม prostaglandins เชน misoprostol ซึ่งสามารถกระตุนใหมกีารสรางเยื่อ
เมือก (mucus) และไบคารบอเนตเพิ่มข้ึน รวมทัง้เพิม่เลือดที่ไปยังเยื่อบุผิวกระเพาะอาหาร ยาใน
กลุมนีย้ังมฤีทธิ์ลดกรดในกระเพาะอาหารดวย 

ข.Site-protective agents 

 ไดแก sucralfate และ bismuth chelate (colloidal bismuth subcitrate, tripotassium 
dicitratobismuthate)  ทําหนาที่เสมือนเปนฉนวน (insulator) กั้นแผลจากการทาํลายของกรดและ
pepsin นอกจากนีย้ังมีฤทธิก์ระตุนใหเกิดเซลลใหม  รวมทั้งใหมีการสรางเยื่อเมือกและ PGs ดวย 

 Sonnenberg (1985)  ไดนําเสนอวิธีการรกัษาซึง่อาจแบงออกเปน  

1.การรักษาในระยะสั้น (acute therapy) ใชเวลา 4 ถงึ 8 สัปดาห เพื่อใหอาการหายและแผลหาย 

2.การรักษาในระยะยาว (long-term therapy)  เปนการใชยาขนาดนอยติดตอกันในระยะยาว       
ตั้งแต 6 เดือนถึงหลายป เพือ่ปองกันการเกิดใหมของแผล 

3.การรักษาเปนครั้งคราวเมือ่แผลกลับเปนอีก (intermittent relapse therapy) คร้ังละ 4-8 สัปดาห  

4.การรักษาเฉพาะขณะที่มีอาการ โดยไมตองใหจนครบกําหนดหรือจนแผลหาย (symptomatic  
หรือ  on demand therapy) เชน รักษาเพยีงครั้งละ 2 สปัดาห 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2  กลไกในการออกฤทธิ์ของยาลดการสรางกรดในกระเพาะอาหาร (Altman, 1992) 

Cholinergic 
receptor 

Histamine
receptor 

Gastrin
receptor 

Anticholinergic agents

H2 blockers

Gastric receptor 
antagonists 

PGE2 ATPase H+ 

Proton pump 
inhibitors 
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Current Recommendations for Treatment of  Gastroduodenal Ulcers 

Active ulcer 
 H2-receptor antagonists 
  Cimetidine 800 mg 
  Ranitidine or nizatidine 300 mg 
  Famotidine 40 mg 
  All administered between evening meal and bedtime 
 Proton-Pump Inhibitors 
  Omeprazole 20 mg 
  Lansoprazole 30 mg 
  Rabeprazole 20 mg 
  All administered daily before breakfast 
Maintenance therapy 
 H2-receptor antagonists 

Cimetidine 400 mg 
  Ranitidine or nizatidine 150 mg 
  Famotidine 20 mg 
  All administered between the evening meal and bedtime 
 Proton-Pump Inhibitors 
  Omeprazole 20 mg 
  Lansoprazole 30 mg 
  Rabeprazole 20 mg 
  All administered daily before breakfast 
Prevention of nonsteroidal anti-inflammatory drug-induced ulcers 
 Misoprostol 
  At least 200 µg 3 times/day 
 Proton-Pump Inhibitors 
  Omeprazole 20 mg 
  Lansoprazole 30 mg 
  Rabeprazole 20 mg 
  All administered daily before breakfast 
 
ตารางที่ 2  แสดงยารักษา peptic ulcer (Hoogerwerf and Pasricha, 2001) 
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ยาตานอักเสบที่ไมใชสเตอรอยด (NSAIDs) 

 เนื่องจากยาในกลุม NSAIDs มีมากมายหลายชนิด  และโครงสรางทางเคมกี็ตางๆกนั    
อยางไรก็ตามฤทธิท์างเภสัชวิทยาที่สําคัญของยาในกลุม NSAIDs จะเหมือนกนั คือ ฤทธิ์ตานการ
อักเสบ (anti-inflammation)  ฤทธิ์แกปวด (analgesic action) และฤทธิ์ลดไข (antipyretic)   แต
แตกตางกนัในดานของความแรงของยา (potency) 
การแบงกลุม NSAIDs 

1. แบงตามสูตรโครงสราง 

การแบงกลุมแบบนี้นาํมาใชกับ NSAIDs กลุมด้ังเดิมที่ใชกันทั่วไปในการบรรเทาการอักเสบ
และรวมทัง้ยาใหมบางชนิด ซึ่ง NSAIDs เหลานี้สวนใหญมีฤทธิเ์ปนกรดออน แบงตามสูตรโครงสราง
ไดดังตารางที ่3 (Brody et al., 1998) 

2. แบงตามความเลือกเฉพาะในการยับยั้งเอนไซม COX 

การแบงกลุมแบบนี้เกิดขึ้นเมือ่พบวาเอนไซม COX มี 2 isoforms ที่สําคัญคือ COX-1 และ 
COX-2 และ NSAIDs ยับยัง้ isoforms ทัง้สองนี้ไดตางกัน COX-1 เปน constitutive enzyme หรือ 
housekeeping enzyme ที่รางกายสรางขึน้เพื่อใชสราง PGs เชน  PGI2 ขยายหลอดเลือดและยับยัง้
การเกาะกลุมกันของเกร็ดเลือด   PGE2 ยบัยั้งการหลั่งกรดและกระตุนการหลั่งไบคารบอเนต     
TXA2 ชวยในการเกาะกลุมกนัของเกร็ดเลือด เปนตน    สวน COX-2 เปน inducible enzyme ถูกชกั
นําใหสรางขึน้เปนจํานวนมากไดเมื่อถูกกระตุนดวย pro-inflammatory cytokines และ growth 
factors เพื่อสราง PGs ที่มบีทบาทเกีย่วของกับอาการบวม ปวด การเกิดไข และควบคุมการเจรญิ
ของเซลล (Richardson and Emery, 1996; Jouzeau et al., 1997; Heller et al., 1998; Lipsky et 
al., 1998; Vane et al., 1998)  

NSAIDs แบงตามความเลือกเฉพาะในการยับยั้ง COX ออกเปน 4 กลุมดังนี ้ (Richardson 
and Emery, 1996; Frolich, 1997; Jouzeau et al., 1997; Heller et al., 1998; Lipsky et al., 
1998;  Vane et al., 1998) 

1. specific COX-1 inhibitors  ออกฤทธิ์เจาะจงในการยับยัง้ COX-1 โดยไมมีฤทธิ์ตอ   
COX-2 ไดแก แอสไพรินขนาดต่ําๆ 
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2. nonspecific COX  inhibitors  ออกฤทธิ์ยับยั้งไดทัง้ COX-1 และ COX-2 ในความเขม 

ขนของยาที่ไมตางกนัมากนกั ไดแก  แอสไพรินขนาดสงู, indomethacin, piroxicam, diclofenac 
และ ibuprofen เปนตน 

3. preferential (selective) COX-2 inhibitors  ในขนาดที่นาํมาใชลดการอักเสบและ
บรรเทาปวดนัน้  จะมฤีทธิ์เลือกเฉพาะในการยับยัง้ COX-2 โดยมีฤทธิ์ยับยั้ง COX-1 ไมถึงระดบัที่มี
นัยสําคัญ แตถาเพิม่ขนาดใหสูงขึน้ จะเหน็ผลในการยบัยั้ง COX-1 ได ความเขมขนในการยบัยั้ง
เอนไซมทัง้สอง isoforms ในหลอดทดลองตางกัน 2-100 เทา  อยางไรก็ตามคาที่ไดจากหลอด
ทดลองกับผลที่ไดในคนนั้นแตกตางกนัได เนื่องจากปจจัยทางเภสัชจลนศาสตรและเภสัชพลศาสตร 
ดวยเหตนุี้อาจมีการจัดยาไวในกลุม COX nonspecific inhibitors กอน จนกวาจะไดขอมูลทาง
คลินิกแนชัดวาเปน COX-2 preferential inhibitors  ตัวอยางยาทีม่ีฤทธิเ์ลือกเฉพาะในการยับยั้ง 
COX-2 ไดแก meloxicam, nimesulide, nabumethone และ etodolac เปนตน 

4. specific COX-2 inhibitors   มีฤทธิย์ับยั้งเฉพาะ COX-2 แมจะเพิ่มขนาดยาที่ใชรักษา 
ใหสูงขึ้นก็ไมมนีัยสําคัญทางคลินิกทีจ่ะยับยั้ง COX-1  คาความเขมขนของยาในการยับยั้งเอนไซมทั้ง 
2 ชนิดในหลอดทดลองมีคาตางกันเกินกวา 100 เทา ตัวอยางยาในกลุมนี ้ ไดแก celecoxib, 
rofecoxib, etoricoxib, parecoxib และ valdecoxib เปนตน 

กลไกการออกฤทธิล์ดการอักเสบของ NSAIDs 

NSAIDs ออกฤทธิ์ลดการอกัเสบโดย ยับยั้งการสราง PGs  ซึ่งเปนสารสําคัญอยางหนึง่ทีท่ํา
ใหเกิดการอักเสบ ทฤษฎีนีม้ีผูเชื่อถือกนัมากเพราะพบวาความสามารถในการสราง PGs จะเปน
สัดสวนกับความแรงของยาที่จะลดการอักเสบ  จากการศึกษาทางวิทยาศาสตรพบวา NSAIDs       
สวนใหญจะมผีลยับยั้งการทํางานของเอนไซม COX ซึ่งเปนเอนไซมสาํคัญในการเปลีย่น 
arachidonic acid ใหเปน PGG2 และ PGH2 ซึ่งจะถูกเปลี่ยนเปน thromboxane A2, prostacyclin 
(PGI2) และ PGE2, PGD2 และ PGF2α  (รูปที่ 3)   (Laurence et al., 1997; Rang et al., 2003) 
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CARBOXYLIC ACIDS 

  Aspirin 
  Diflunisal 
  Salsalate 
  Choline magnesium trisalicylate 
  Sodium salicylate 

ACETIC ACIDS 
  Indomethacin 
  Sulindac 
  Tolmetin 
  Diclofenac 
  Etodolac 
  Ketorolac 

ALKANONES 
  Nabumetone 

PROPIONIC ACIDS 
  Ibuprofen 
  Naproxen 
  Fenoprofen 
  Ketoprofen 
  Flurbiprofen 
  Oxaprozin 

FENAMATES 
  Mefenamic acid 

PYRAZOLONES 
  Phenylbutazone 
  Oxyphenbutazone 

OXICAMS 
  Piroxicam 

 

ตารางที่ 3 แสดงการแบงกลุม NSAIDs ตามสูตรโครงสราง (Brody et al., 1998) 
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รูปที่ 3 แสดงถึงการสังเคราะห prostaglandins ชนิดตางๆและตําแหนงทีย่าตานอักเสบที่ไมใช   
สเตอรอยดออกฤทธิ์ (Rang et al., 2003) 
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NSAIDs และการทาํใหเกดิรอยแผลในทางเดินอาหาร (NSAIDs – Induced gastroduodenal 
lesions) 

เปนทีท่ราบกนัดีวายากลุม NSAIDs เปนสาเหตุสาํคัญของ PU และภาวะแทรกซอนของ PU 
โดยเฉพาะในผูสูงอายุ (Marie, 1988; John, 1990; Norman, 1990) ผูปวยที่ไดรับ NSAIDs จะมี
อาการและภาวะแทรกซอนของทางเดนิอาหารสวนบนดังนี ้

-อาการปวดทอง  รอยละ 50 ของผูปวยทีม่ีอาการปวดทอง แนนทอง dyspepsia คลาย PU 
หลังจากไดรับ NSAIDs จะตรวจไมพบพยาธิสภาพในทางเดนิอาหาร(Edwin, 1987; Michael, 
1988) 

-แผลในทางเดนิอาหาร เชน 

 Acute mucosal injury มีลักษณะเปนรอยแผล (erosion), submucosal petichiae 
สวนใหญพบบริเวณ antrum และ body ของกระเพาะอาหาร erosion เหลานี้อาจหายไปเอง หรือ
เปนสาเหตุของเลือดออกจาก lesion หรือกลายเปน GU (Bardhan, 1993) 

PU  ในผูที่ไดรับ NSAIDs โอกาสทีจ่ะเกิด GU และ DU  มากกวาผูที่ไมไดรับ 
NSAIDs ประมาณ 4-5 เทา และ 1.2 เทา ตามลําดบั    โดยพบ GU  ประมาณรอยละ 12-30       
DU ประมาณรอยละ 2-19 (Fenn, 1994; Hollander, 1994) 

Ulcer complication  ภาวะซีด เลือดออกในทางเดินอาหารสวนบน รอยแผลทะล ุ
(peptic perforetion) มีอัตราเสี่ยงสงูขึ้น 2.7-8 เทา (Sherine, 1991; Alberto, 1994) 

กลไกที่ NSAIDs ทําใหเกดิแผลในทางเดินอาหาร 

NSAIDs ขนาดที่ใชกันทั่วไปในการลดการอักเสบของเนื้อเยือ่ มฤีทธิย์ับยั้งเอนไซม 
cyclooxygenase   มีผลทําใหลดการสรางsystemic prostaglandins (PGs) จาก arachidonic 
acid   PGs ทําหนาที่เปน cytoprotection สําหรับกระเพาะและลําไสเล็กสวนตน ดงันัน้เมื่อขาด 
PGs ทําให mucosa เกิดอันตรายโดยกรด และ pepsin ไดงายขึน้ 

 กลไกที่ NSAIDs ทําใหเกิดแผลนั้นมทีั้งเกีย่วของกับ PGs (Prostaglandin dependent) 
และไมเกี่ยวของกับ PGs (Prostaglandin independent) มีผลทําใหเกิดการทาํลาย mucosa และ
ยับยั้งกลไกการหายของแผล โดยแนวความคิดสวนใหญยังเชื่อวาการเกิดแผลในทางเดินอาหาร   
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จากการใช NSAIDs นั้น เกิดจากการยบัยั้งการสราง PGs เปนกลไกที่สําคัญ  สวนกลไกอืน่จะเปน
กลไกเสริม (Somasundaram et al., 1995) การเกิดแผลในทางเดนิอาหารจะแบงออกเปนขั้นตอน
ดังตอไปนี้ 

1.การทาํอันตรายตอเยื่อบุ(mucosal damage) 
 ผลจากการที ่ NSAIDs ไปออกฤทธิย์ับยัง้ COX ทําให PGs ถูกสรางไดนอยลงโดยเฉพาะที่
เยื่อบุทางเดนิอาหารจนไมเพียงพอที่จะทาํหนาที่ cytoprotection ได ซึ่งเปนกลไกทางดาน 
Prostaglandin dependent เปนผลให ลดการหลัง่เมอืกและไบคารบอเนต ลด mucosal blood 
flow และทําใหเกิด ischemia  และนอกจากนี ้NSAIDs ยังแสดงฤทธิใ์นดานที่ไมเกีย่วของกับ PGs 
(Prostaglandin independent) ซึ่งไดแก 

(1) การลดลงของ cyclooxygenase ทําให arachidonic acid เปลี่ยนเปน leukotrienes 
ทาง lipooxygenase pathway  leukotriene B4 ที่เพิ่มข้ึนมีผลกระตุนให neutrophil เคลื่อนที่เขามา
บริเวณ mucosa มากขึ้น และมีการทาํลาย mucosa โดย oxygen free radical และ protease 
enzyme 

(2)  NSAIDs แสดงฤทธิ์เปน ion trapping ออกฤทธิท์ําลาย gastric epithelium โดยตรง 
โดย NSAIDs สวนใหญมีคณุสมบัติเปนกรดออน ซึ่งในสภาวะแตกตวั (ionized state)  จะสามารถ
ทําลาย epithelium  ไดโดยตรง (Brune et al., 1977; Fromm, 1987; Schoen and Vender; 1989; 
Mahmud et al., 1996; Sigthorsson et al., 2000) 

(3) Uncoupling oxidative phosphorylation เปนผลจาก NSAIDs ออกฤทธิท์ี ่
mitochondrial membrane โดยตรง ซึง่ Somasundaram และคณะ (1995)  ไดอธิบายถงึผลการ
เปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้น โดยแสดงได 3 ระยะดังนี้ (รูปที ่4)  ไดแก  Stage 1, Transitional stage และ 
Stage 2 โดย Stage 1 คือ มีการเปลี่ยนแปลงทางชวีเคมีภายใน enterocyte (biochemical)   โดย 
NSAIDsทําใหเกิด uncoupling  ของกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรียและ/หรือมีผลยับยัง้การ
ขนสงอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ    สงผลให ปริมาณ adenosine triphosphate (ATP) ลดลง    
มีการเคลื่อนทีข่อง Ca2+ ออกนอกไมโตคอนเดรีย ผลที่ตามมาคือ ปริมาณ Ca2+ ใน cytosol เพิ่มข้ึน 
มีการทาํลายไมโตคอนเดรียและมีการเพิ่มข้ึนของ reactive oxygen species  มีการรบกวนระบบ 
Na+/K+ ratio และ cellular osmotic balance   มีการสูญเสียการควบคุมของ tight junction 
(intracellular junctions)  สงผลใหมกีารเพิ่มข้ึนของ intestinal permeability  การที่ NSAIDs ทําให
เกิดการเปลี่ยนแปลงทาง biochemical ตอ enetrocyte สงผลใหมีการเพิ่มข้ึนของ intestinal 
permeability เรียกขั้นตอนนีว้า Transitional stage    Stage 2 คือ Non-specific tissue reaction  
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เกิดการทาํลายเนื้อเยื่อบุทางเดินอาหาร เนื่องจาก mucosal สามารถสัมผัสกับ luminal aggressive 
factors เชน กรด  pepsin น้ําดี  H.pyroli เปนตน 

2. ยับยั้งการหายของแผล และ adaptation 

 NSAIDs ยบัยั้งการแบงตวัของเซลลเนือ้เยื่อบริเวณขอบของแผล นอกจากนีม้ีการศึกษา
พบวา mucosa เกิดการปรับตัวใหตานทานตอ  luminal aggressive factors ตางๆไดมากขึ้น     
ปรากฏการณนี้จะถกูยับยัง้เมื่อขนาดของ NSAIDs เพิ่มมากขึ้น 

 มีสารหลายชนิดที่เกีย่วของกับการหายของแผล และปองกันการทําลายของชัน้ mucosa 
เชน EGF, TGF-α, bFGF  ซึ่ง NSAIDs มีผลยับยัง้ bFGF ซึ่งเปนสารที่มีฤทธิก์ระตุนการหายของ
แผลโดยตรง 
การรกัษาและปองกัน 

การรักษาการเกิดแผลในทางเดินอาหารจากการใช NSAIDs ขั้นตอนหลกัในการรักษาควร
หยุดการใชยา NSAIDs หรือควรลดขนาดการใชยา NSAIDs แลวทาํการตรวจหาวาพบเชื้อ H.pyroli 
หรือไม ถาพบเชื้อดังกลาวก็ทําการรักษาดวยยาปฏิชีวนะ (Andrew, 1996) แตหากจําเปนตองใช 
NSAIDs ตอ ตองทําการรักษาโดยใหยารกัษาโรคแผลทางเดนิอาหาร ซึ่งมหีลายชนิดดวยกนั   แต  
ยาดังกลาวก็ไมสามารถรักษาแผลในทางเดินอาหารทีเ่กิดจาก NSAIDs ไดทุกชนิด (Andrew, 1996) 

 การใชยาปองกัน NSAIDs induced gastrointestinal ulcer ไมเปนขอบงใชในผูปวยที่ใช 
NSAIDs ทุกคน แตจะเหมาะสมในผูปวยทีม่ีปจจัยเสีย่งสูง(Graham, 1989)   จึงไดมีการศกึษา  
มากมาย  เพื่อทาํการยืนยันวายาชนิดใดที่สามารถรักษาและปองกนัพยาธิสภาพดังกลาวไดอยาง   
มีนัยสาํคัญ สามารถสรุปไดดังนี ้

1. ยาตานฤทธิ์ฮิสตามีนทีตั่วรับฮิสตามนี 2 (H2-receptor antagonists, H2RA) 

 ยาในกลุมนี้สามารถใชปองกัน NSAIDs-induced duodenal ulcer และบรรเทาอาการ 
dyspepsia, heartburn ที่เกดิจากการใช NSAIDs แตไมสามารถปองกัน NSAIDs-induced gastric 
ulcer ได (Chan and Leung, 2002; Bennett and Brrown, 2003) 

2. ยายบัยั้งการทํางานของ proton pump (Proton pump inhibitors, PPIs) 

 ยาในกลุมนี้ไดแก omeprazole, lansoprazole, rabeprazole   ซึ่งการใชยาในกลุมนี ้         
ในขนาด 2 เทาสามารถทีจ่ะปองกันและรักษาการเกิดแผลในกระเพาะและลําไสเล็กสวนตน จากการ
ใช NSAIDs ได (Chan and Leung, 2002)  
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3. Cytoprotective drug                                     

 Sucralfate         

 ในผูปวยที่มกีารใชยา aspirin ในขนาด 3.6 g ตอวัน การให sucralfate 1 g กอนอาหารวนั
ละ 4 คร้ัง พบวาสามารถปองกัน aspirin induced mucosal injury ไดโดยสมบูรณ ซึ่งยนืยนัไดจาก
การสองกลอง(endoscope) (McEvoy, 2000) 

4. Prostaglandin analog     

 Misoprostol 

มีรายงานมากมายที่สนับสนนุวา misoprostol สามารถรักษา NSAIDs-induced 
gastrointestinal ulcer ในผูปวย rheumatoid arthritis ที่ยงัไดรับยา NSAIDs ตอเนื่องได (Chey 
and Scheiman, 2003; Rang et al., 2003)  โดยขนาดการใชจะใหขนาด 800 µg  โดยแบงให    
วันละ 2-4 คร้ัง (Chan and Leung, 2002; Bennett and Brown, 2003)  ปญหาที่พบสาํหรับการใช
ยานี้คือ ทองเสีย และมีอาการปวดทองเกร็ง   
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รูปที่ 4  แสดงกลไกที่ NSAIDs เหนีย่วนําใหเกิดแผลในทางเดินอาหาร    

(Somasundaram et al., 1995) 
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ไมโตคอนเดรีย 

ไมโตคอนเดรียเปน organelle ที่ทาํหนาที่ในการสรางพลงังานใหแกเซลล   โดย               
ไมโตคอนเดรียเปนแหลงสาํคัญที่สุดในการสราง ATP (adenosine triphosphate) ซึ่งเปน high 
energy compound มีปฏิกิริยาชีวเคมีที่สําคัญตางๆหลายอยางที่เกิดขึ้นในไมโตคอนเดรีย  เชน 
ปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของกรดไขมัน (fatty acid oxidation) ปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของกรดอะมิโน 
(amino acid oxidation) ปฏิกิริยาในวัฏจักรเครปส (Krebs cycle หรือ citric acid cycle) ปฏิกิริยา
ออกซิเดทีฟ ฟอสฟอริลเลชั่น (oxidative phosphorylation) ผลที่ไดจากปฏิกิริยาดังกลาว จะใหพลัง 
งานออกมาเพือ่ใชในการสงัเคราะห ATP  (Avers, 1986; Voet et al., 1999; Hodgson and Smart, 
2001; Garrett and Grisham, 2002) 

 ไมโตคอนเดรียมีโครงสรางประกอบดวยผนัง 2 ชั้น คือ ผนังชัน้นอก (outer membrane) 
และผนังชัน้ใน (inner membrane) ชองวางระหวางผนังชัน้นอกและผนังชั้นในเรยีกวา 
intermembrane space ผนังของไมโตคอนเดรียชั้นในจะหุมหอสวนของของเหลวมีลักษณะคลาย
เจล หรือ semi-fluid เรียกวา matrix (รูปที่ 5) ซึ่งจะมีระบบเอนไซมตางๆที่สําคญั คือ citric acid 
cycle  ที่ผนังชัน้ในของไมโตคอนเดรียจะมีระบบเอนไซมที่ทาํหนาที่ในการสังเคราะห ATP คือ 
respiratory chain enzyme หรือ electron transport chain ซึ่งสามารถแบงออกเปน 4 complex 
ดังนี้ (Hatefi, 1985; Lehninger et al., 2000; Wallace and Starkov, 2000) 

Complex I หรือ NADH dehydrogenase complex : ubiquinone oxidoreductase ซึ่งจะ 
catalyze การสงผานอิเลคตรอนจาก NADH ไปยัง ubiquinone, ferricyanide และ NAD+ 

Complex II หรือ Succinate dehydrogenase complex : ubiquinone oxidoreductase 
ซึ่งจะ catalyze การสงผานอิเลคตรอนจาก succinate ไปยัง ubiquinone 

Complex III หรือ Cytochrome bc1 complex : cytochrome c oxidoreductase ซึ่งจะ 
cataltze การสงผานอิเลคตรอนจาก dihydroubiquinone (QH2) ไปยัง cytochrome c 

Complex IV หรือ Cytochrome Oxidase complex หรือ Ferrocytochrome c : oxygen 
oxidoreductase จะ catalyze การสงผานอิเลคตรอนจาก cytochrome c ไปยังโมเลกุลออกซิเจน 

ในขณะที่มกีารสงผานอิเลคตรอนใน electron transport chain จาก NADH หรือ FADH2 
ไปยังออกซิเจน โดยผานตัวกลางที่รับสงอิเลคตรอนหลายชนิดจะมีการปลดปลอยพลังงานอสิระ 
(free energy) ออกมาจาํนวนหนึง่ซึง่มากเพียงพอที่จะนําไปใชในการสงัเคราะห ATP โดยการ 
phosphorylate ของ ADP    กระบวนการทั้งหมดที่เกิดขึ้นเรียกวา   กระบวนการออกซิเดทีฟ    
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ฟอสฟอริลเลชัน่ (oxidative phosphorylation)  ใน respiratory chain จะมีอยู 3 ตําแหนงทีก่าร
ปลดปลอยพลงังานอิสระมมีากเพยีงพอทีจ่ะนําไปใชในการสังเคราะห ATP คือ complex I, III และ 
IV ซึ่งตรงกับ site I, site II และ site III ตามลําดับ (รูปที่ 6) 

จากความสําคัญของไมโตคอนเดรียซึ่งทาํหนาที่สรางพลังงานใหกับเซลลนั้น สารใดก็ตามที่
รบกวนการทาํงานของไมโตคอนเดรีย ก็จะมีผลตอการสรางพลังงานของเซลลซึง่อาจจะกอใหเกิด
ความผิดปกตติอเซลลได 

 จากคุณสมบัติของผนังดานในของไมโตคอนเดรีย ซึง่มีความจําเพาะตอสารที่ผานเขาออก
โดยจะไมปลอยให H+ หรืออิออนรวมทั้งสารเมตาโบไลทตางๆผานไดอยางอิสระ    แตจะตองอาศัย
ตัวพาเฉพาะ(specific membrane protein carrier)  ดังนัน้จากคุณสมบัติของตัวพาเฉพาะและการ
มีคุณสมบัติเปนเยื่อเลือกผานของผนงัดานใน     จงึมคีวามสาํคัญตอโครงสรางและการทาํงานของ
ไมโตคอนเดรีย ดังนัน้ผนังเมมเบรนดานในจึงเปนเปาหมายของการเกิดพษิตอไมโตคอนเดรียซึ่ง  
สารเคมีหรือสารพิษสามารถทําใหเกิดความเสียหายตอไมโตคอนเดรีย อาจโดยการเพิ่ม
ความสามารถในการผานเขาออก(permeability)ของผนังเมมเบรนดานใน หรือโดยการยับยั้งการ
ขนสงของตัวพาเฉพาะก็ได  อยางไรก็ดีกลไกการเกิดพษิสวนใหญจะเกิดโดยการเปลี่ยนคุณสมบัติ
ของการเปนเยือ่เลือกผานของไมโตคอนเดรยี ซึง่จะมีผลทําใหพลงังานที่ไมโตคอนเดรียสงวนไวในรูป
ของ electrochemical proton gradient (∆µ H +)    ถกูนํามาใชในการสรางและปลอยออกมาในรูป  
พลังงานความรอน ดังนัน้ไมโตคอนเดรียจึงสูญเสียพลงังานที่ไดจากการเมตาโบไลทสาร (Wallace 
and Starkov, 2000) 

 นอกจากสารพิษตางๆจะกอใหเกิดพษิในลักษณะทีก่ลาวมาแลว  ยงัมีสารอีกหลายประเภท
ที่กอใหเกิดความผิดปกติตอการทาํงานของไมโตคอนเดรยีเชนกัน (รูปที ่7) ซึง่สามารถแบงสารที่มผีล
ในการยับยั้งการทํางานของไมโตคอนเดรีย ไดเปน 3 ประเภทใหญคือ 
1.สารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการสงผานอิเลคตรอนในลกูโซการหายใจ(Electron transport chain 
inhibitors) (Wallace and Starkov, 2000; Hodgson and Smart, 2001) 

1.1 สารที่ออกฤทธิ์ยับยัง้การสงผานอิเลคตรอนของเอนไซมใน complex I คือ สารที่ออกฤทธิย์ับยัง้
การสงผานอิเลคตรอนจาก NADH dehydrogenase ไปยัง coenzyme Q      complex I (site I) 
จัดเปนสวนแรกของ mitochondrial respiratory chain เปนเอนไซมที่ออนแอที่สุดของ 
respiratory chain complex ที่จะถกูทาํใหเสียหนาทีโ่ดยสารเคมี มีสารเคมีมากกวา 60 ชนิด ซึง่
เปนทัง้สารธรรมชาติและสารสังเคราะหทีย่บัยั้งการทาํงานของ complex I   ตัวอยางของสารที่
ยับยั้งการสงผานอิเลคตรอนของเอนไซมใน complex I เชน rotenone, rhein  แมวา complex I 
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จะมีอยูในไมโตคอนเดรียและ eukararuotic organisms ตางๆก็ตาม  แตโครงสรางของเอนไซม
และความไวตอสารที่ยับยั้ง (inhibitor) ก็ไมหมือนกนัในแตละ species โดยทั่วไปไมโตคอนเดรีย
จากแมลงและปลาจะไวตอการยับยัง้ที ่ complex I มากที่สุด ในขณะที่ไมโตคอนเดรียจากพชื
และรามักจะไมคอยไว สวนในสัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานมพบวาไมโตคอนเดรียจากเซลลประสาทไว
ตอสารที่ยับยัง้มากที่สุด 

1.2 สารที่ออกฤทธิ์ยับยัง้การสงผานอิเลคตรอนของเอนไซมใน complex III (site II)    คือสารที่  
ออกฤทธิย์ับยัง้การสงผานอเิลคตรอนจาก cytochrome b ไปยัง cytochrome c  ความไวของ 
complex III ของสิ่งมีชวีิต species ตางๆตอสารเคมีจะตางกนั  ตัวอยางสารที่ออกฤทธิ์ยับยัง้ 
ในกลุมนี้ไดแก myxothiazol (จากเชื้อ myxobacterium Myxococcus fulvus), antibiotic 
antimycin A, funiculosin, zinc ion เปนตน 

1.3 สารที่ออกฤทธิ์ยับยัง้การสงผานอิเลคตรอนของเอนไซมใน complex IV (site III)   คือ สารที ่
ออกฤทธิย์ับยัง้การสงผานอเิลคตรอนจาก cytochrome c ไปยัง ออกซิเจน ถามีการยับยั้งที ่
complex IV  แลว  นอกจากจะไมสามารถสงผานอิเลคตรอนไปยังออกซิเจนไดแลว ยังไมเกิด
การสังเคราะห ATP ดวย  ไมวาจะใช substrate ใดก็ตาม ตัวอยางสารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งในกลุมนี ้  
ไดแก cyanide, azide, sulfide 

2.สารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการเกิด phosphorylation หรือการสังเคราะห ATP ซึ่งไดแก 

2.1 oligomycin และ dicyclohexycarbodiimide (DCCD) ซึ่งจะมีผลยับยั้งการสังเคราะห ATP 
โดยไปยับยั้งที ่ F0 ของเอนไซม ATPsynthase ทําใหไมสามารถสงผาน H+ จาก F0 ไปยัง F1 ได  
สงผลใหเกิดการยับยัง้การเกิด oxidative phosphorylation รวมทั้งการใชออกซิเจน แตไม
สามารถยับยัง้การสงผานอิเลคตรอนได เมื่อไมโตคอนเดรียอยูในสภาวะ uncoupling (Senior, 
1973; Voet, 1999) 

2.2 atractyloside จะยับยั้ง adenosine nucleotide translocator ซึ่งทําหนาที่เปนตัวพา  ในการ 
ขนสง ADP จากภายนอกเขาสูไมโตคอนเดรียผานทางผนังชัน้ใน ทาํใหขาด ADP สําหรับใชใน
การสังเคราะห ATP (Lehninger et al., 2000) 

2.3 DTNB (5,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoate) เปน aromatic disulfide ยับยั้งการสงผาน Pi จาก
ภายนอกเขาสูในไมโตคอนเดรีย โดยไปทําปฏิกิริยากบั sulfhydryl groups (-SH groups) ที่อยู
บนผนงัชัน้ในของไมโตคอนเดรีย ทาํใหขาด Pi ในการทาํปฏิกิริยา (Haugaard et al., 1969) 
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2.4 N-ethylmaleimide (NEM) หรือ mersalyl จะมีผลยับยั้ง phosphate translocator ซึ่งทาํให   

ไมโตคอนเดรียขาด Pi เขาสูภายใน ดงันัน้จึงมีผลทาํใหเกิดการสลาย ATP เพื่อใหได Pi ขึ้นมา
แทน จึงมีผลยบัยั้งการสราง ATP เชนเดียวกัน (Erecinska and Wilson, 1981) 

3.สารจําพวก uncouplers 

สารในกลุมนีม้ีคุณสมบัติเปน H+ carrier หรือ proton-ionophores คือ สามารถพา H+ ผาน
ผนังชัน้ในของไมโตคอนเดรียไดอยางอิสระ จึงทําลาย electrochemical gradient ที่เกิดขึน้จากการ
ไหลของอิเลคตรอนไปตาม respiratory chain ดังนัน้จึงมีผลทาํใหพลงังานไมเปลี่ยนรูปเปน ATP 
โดยไมมีผลตอการสงผานอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ ซึ่งจะเหน็วาอัตราการใชออกซิเจนจะ
เพิ่มข้ึนแตไมมกีารสราง ATP (Erecinska and Wilson, 1981; Wallace and Starkov, 2000) 

Uncouplers สามารถแบงออกเปนชนิดตางๆตามกลไกการออกฤทธิ์ไดดังนี ้

3.1 Classical uncouplers สารในกลุมนีจ้ะมีคุณสมบัติเปน lipophilic weak acid กลาวคือ เปน
สารที่สามารถละลายไดในไขมัน สามารถแตกตัวใหประจุได และสามารถที่จะจบัและปลอย 
H+ ได  แบงออกไดเปน 

3.1.1 สารที่มีคุณสมบัติเปน lipophilic weak acid (HA) สามารถผานเขาไปยังชั้นไขมนัของผนัง
ชั้นในของไมโตคอนเดรียแลวแตกตัวให  H+ และ  A-  ตัวอยางสารที่มีกลไกแบบนี้ เชน 
FCCP (carbonyl cyanide p-trifluoromrthoxyphenylhydrazone)  และCCCP (carbonyl 
cyanide m-chlorophenylhydrazone) 

3.1.2 สารที่สามารถผานผนังของไมโตคอนเดรียในรูปของ HA-
2 dimer ซึ่งเปนสารประกอบ

เชิงซอนที่สามารถแตกตัวให H+ (HA) และ anionic (A-) ไดแก 2,4-dinitrophenol (DNP) 
และสารที่มหีมู phenol, สารในกลุม benzimidazoles 

3.2 Ionophores คุณสมบัติของสารในกลุมนี ้ คือ เพิ่มความสามารถในการผานเขาออกของ H+

และ cation เชน K+ ดังนั้นพลังงานที่ไดจาก ∆µ H +  จึงถูกนํามาใชในการผลกัดัน cation เขาสู
เมตริกซแทน แบงออกไดเปน 

3.2.1 Channel type : โดยการเกิดชอง (channel) ที่บริเวณชั้นไขมันของผนังไมโตคอนเดรีย     
ทําให ions เชน H+ และ K+ สามารถเคลื่อนที่ผานผนังชัน้ในของไมโตคอนเดรียได เชน 
gramicidins 
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3.2.2 Carrier type : โดยการเกดิสารประกอบเชิงซอนที่ละลายในไขมนักับ ion (lipid-soluble 

complex) เคลื่อนที่ผานผนังชัน้ในของไมโตคอนเดรีย เชน valinomycin, nigericin, 
calcimycin 

3.3 Indirect uncouplers เปนสารที่ทาํใหเกดิ uncoupling ไดกลไกตางๆกัน เชน picrate และ 
desaspidin จะจับกับโปรตีนเฉพาะ (specific protein) ที่เกี่ยวของกับการสราง ATP          
(F1 ATPase)แลวทําใหเกิด uncoupling, Arsenic กับ cadmium จะจับกับ sulhydryl groups 
เปนตน 
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รูปที่ 5  ภาพแสดงโครงสรางของไมโตคอนเดรีย (Zubay, 1993) 
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รูปที่ 6  แสดงโครงสรางของไมโตคอนเดรียโดยรวม (A) และแสดง respiratory chain (B) 

 (Szewczyk and wojtczak, 2002) 
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ผลของ NSAIDs ตอไมโตคอนเดรีย  

NSAIDs เชน aspirin, ibuprofen เปนกลุมยาที่มีการสั่งใชอยางมากมาย โดยเฉพาะการใช 
NSAIDs ในการลดการอักเสบในผูปวยโรค arthritis (Steinmeyer, 2000) ซึ่งกลไกการออกฤทธิ์ของ 
NSAIDs คือ ยับยั้ง COX สงผลใหการสังเคราะห PGs ลดลง (Kam and See, 2000)  อาการแทรก
ซอนที่เกิดจากการใช NSAIDs ที่สําคัญคือ แผลในทางเดินอาหาร ซึ่งกลไกที่ NSAIDs ทาํใหเกิดแผล
ในทางเดนิอาหารนัน้ ประกอบดวยหลายขั้นตอน (multistage process) ซึ่งเกี่ยวของกับการทาํลาย
ไมโตคอนเดรียและการยับยัง้ COX และสงผลใหเกิดแผลอักเสบ (inflammatory tissue reaction) 
(Somasundaram et al.,1997,2000; Davies et al.,2000) 

จากการศึกษาผลของ NSAIDs ตอไมโตคอนเดรีย พบวา NSAIDs ทาํใหเกิด uncoupling 
oxidative phosphorylation  เพิ่มอัตราการหายใจของไมโตคอนเดรยีในระยะพัก (resting state)  
ลดการสราง ATP  ยับยั้ง adenine nucleotide translocase (ANT)  และสลาย mitochondrial 
transmembrane potential (Mahmud et al., 1996; Mingatto et al., 1996; Petrescu and Tarba, 
1997; Tomada et al., 1998; Masubuchi et al., 1999; Moreno-Sanchez et al., 1999; Mingatto 
et al., 2000)  

 ซึ่ง Boelsterli (2003) ไดอธิบายกลไกการเกิด uncoupling ของ diclofenac ที่มีตอ
กระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรีย สรุปไดดังนี้ คือ diclefenac มีผลทําใหเกิด uncoupling ตอ
กระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรีย ไดอยางนอย 3 กลไกไดแก (รูปที่ 8) 

 1.มีผลโดยตรงตอผนังชั้นในของไมโตคอนเดรีย  diclofenac มีคุณสมบัติเปน lipophillic ซึ่ง
ที่ความเขมขนสูง จะเคลื่อนที่แทรกเขาไปยังชัน้ไขมันของผนงัชั้นในของไมโตคอนเดรยี  เปนสาเหตุ
ใหโปรตอนไหลกลับเขาไปใน matrix 

 2.เกิด uncoupling ของกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรีย โดยเกิด proton shuttling  
diclofenac มีคุณสมบัติเปนกรดออน สามารถแสดงคุณสมบัติเปน protonophoretic คือสามารถจับ
กับโปรตอน แลวพาผานผนงัชั้นในของไมโตคอนเดรียเขาสู matrix ได 

 3.เปด mitochondrial membrane permeability transition (MPT) pore  ทําใหโปรตอน
เคลื่อนที่กลบัเขามาใน matrix และเกิดการสลายตัว ของ mitochondrial inner transmembrane 
potential (∆Ψm) และสงผลใหเกิด oxidative stress ในเซลล และมกีารเคลื่อนที่ออกของ 
cytochrome c (cyt c) จาก inter-membrane space ไปยัง cytosol 
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 กลไกการเกิดฤทธิ ์ uncoupling ของ NSAIDs เชื่อวาเกีย่วของกับการกระตุนของ 
mitochondrial permeability transition pore (PTP) (Szewczyk and Wojtczak, 2002)  โดย     
Al-Nasser (1999) ทําการศกึษาฤทธิ ์ ibuprofen ตอไมโตคอนเดรีย พบวา ibuprofen มีฤทธิ์กระตุน 
PTP  และผลการศึกษาฤทธิ์ uncoupling ของ NSAIDs ชนิดอื่นๆ เชน nimesulide มีฤทธิ์กระตุนให
มีการเคลื่อนทีเ่ขาของ Ca2+ และกระตุน PTP (Mingatto et al., 2000)  ibuprofen มีผลเล็กนอยตอ 
PTP และไมมีผลกระตุนการเคลื่อนที่ของ Ca2+ ในขณะที่ salicylic acid แสดงฤทธิ์เปน poor 
inducer (Yoshida et al., 1992; Tomoda et al., 1994; Pigoso et al., 1998)  Pigoso (1998) ได
อธิบายวา diclofenac และ mefenamic acid เกี่ยวของกับฤทธิ์ในการกระตุน PTP รวมกับฤทธิ์ที่ 
Ca2+/nH+ antiporter   ซึ่งตําแหนงตางๆที่ NSAIDs มีผลตอไมโตคอนเดรียแสดงในรูปที่ 9 
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รูปที่  7 แสดงตําแหนงสารสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งกระบวนการออกซิเดทีฟฟอสฟอริลเลชั่น 

(Garret and Grisham, 2002) 
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รูปที่ 8  แสดงกลไกการเกิดอันคัปปลิงของ diclofenac ที่มีตอกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรีย  

(Boelsterli, 2003) 
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รูปที่ 9   แสดงตําแหนงทีย่าตานอักเสบที่ไมใชสเตอรอยดมีผลตอไมโตคอนเดรีย  

(Szewczyk and Wojtczak, 2002) 
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บทที่  3 

อุปกรณและวิธีการวิจัย 

1.สัตวทดลอง 

 หนูขาวพนัธุ Wistar เพศผูมีน้ําหนักประมาณ 200-250 กรัม  จากสาํนักสัตวทดลองแหงชาต ิ
มหาวิทยาลยัมหิดล  ถนนพุทธมณฑล สาย 4 ตําบลศาลายา  อําเภอพุทธมณฑล  จังหวัดนครปฐม  
เลี้ยงดวยอาหารสําเร็จรูปจากบริษัทเจริญโภคภัณฑ 

2.การเตรยีมสารละลายสาํหรับใชในการทดลองและแหลงที่มาของสารเคม ี

 ในการเตรียมสารเคมีที่จะใชตัวทาํละลายเปน ultrapure water  สวนสารเคมีที่ละลายได
นอยหรือไมละลายในน้ํา จะใช dimethyl sulfoxide (DMSO) เปนตวัทําละลาย  อนุพนัธเอน เฮพทา
โนอิล อะนิไลด ที่ใชในการวิจัยละลายใน DMSO   ในกรณีที่ตองปรบั pH ของสารละลายใหไดตาม
ตองการจะใชสารละลายของ KOH และ HCl ที่ความเขมขนตางๆ 

2.1 แหลงที่มาของสารเคมีที่ใชในการทําวิจยั 

สารสังเคราะหอนุพันธเอน เฮพทาโนอิล อะนิไลด 

 สารสังเคราะห CU18-07, CU18-09, CU18-10, CU18-13, CU18-14, CU18-15           
ไดรับความเอื้อเฟอจาก ผศ.ดร.ชํานาญ   ภัตรพานิช ภาควิชาเภสัชเคมี     คณะเภสัชศาสตร      
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

 ยาตานอักเสบที่ไมใชเสตอรอยด  ไดแก indomethacin และ piroxicam จากบริษัท 
T.O.chemical, nimesulide    จากบริษทั Sigma chemical 

 Proton pump inhibitor ไดแก omeprazole จากบริษทั Sigma chemical 

 Antimicrobial drug ไดแก metronidazole ไดรับความเอื้อเฟอจากบริษัทสยามเภสชั จํากดั  

สารเคม ี

สารเคมีจากบริษัท Sigma chemical 

 ADP, ATP, ammonium molypdate, copper sulfate (CuSO4), DMSO, EGTA, 
Folin&Ciocalteu’s phenol reagent, L-glutamic acid, malic acid, HEPES, dipotassium 
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hydrogen phosphate, magnesium chloride, potassium chloride, potassium dihydrogen 
phosphate, sodium hydroxide, sodium sulfite, sodium bisulfite, succinic acid, sucrose,    
1-amino-2-napthol-4-sulfonic acid, trichloroacetic acid 

สารเคมีจากบริษัท E. Merck, Darmstadt 

 Sodium carbonate, sulfuric acid, hydrochloric acid, potassium hydroxide, absolute 
ethanol 

2.2 การเตรยีมสารละลายที่ใชในการทดลอง 

ความเขมขนและขนาดที่ใชบอยๆของสารเคมีทีล่ะลายไดในน้าํบริสุทธิ์ (ultrapure water) 
ไดแก 

1 M glutamate + 1 M malate (pH 7.2) ปริมาตร 10 µl, 1 M succinate (Ph 7.2) ปริมาตร10 µl, 
0.31 M ADP + 0.62 M Pi ปริมาตร 2 µl, 0.05 M DNP ปริมาตร 2 µl, 0.1 M ATP (pH 7.2) 
ปริมาตร 150 µl, bovine serum albumin (BSA) 250 mg/ml, 0.25 M sucrose, 1 M HEPES 
buffer, 1 M MgCl2, 2.3 M KCl, 0.025 M และ 0.05 M potassium phosphate (KH2PO4), 0.2 M 
H2SO4 ปริมาตร 10 µl, 15%w/v trichloroacetic acid 

ความเขมขนที่ใชของสารเคมีที่ละลายใน DMSO ไดแก 

- CU18-07, CU18-09, CU18-10, CU18-13, CU18-14, CU18-15  

ความเขมขน 0.5 , 5, 50, 100, 200, 500 µg/10µl 

- indomethacin, piroxicam, nimesulide ความเขมขน 0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 0.75, 1, 2 mM 

- omeprazole, metronidazole ความเขมขน 5, 50, 100, 200, 400 µg/10µl 

3.เครื่องมือที่ใชในการศกึษา 

1. Heidolph Motor Drive Homogenizer type 50203 RZR2 
2. pH-meter 
3. Hitachi Refrigerated High Speed Centrifuge Model CR20B3 
4. Oxygraph 

Gilson’s Recorder 
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YSI Model 53 Oxygen Monitor 
Gilson’s Oxygen chamber 
Clark’s Oxygen Electrode 

5. UV / Visible spectrophotometer 4050 (LKB Ultrospec II) 
6. Temperature Controlled Circulator Water bath 
7. Thomas Glass homogenizer with Teflon pestle 
8. Autometric pipette 
9. Hamilton microsyringe  5 µl, 25 µl 

4.การเตรยีมไมโตคอนเดรียจากตับหนูขาว 

เตรียมโดยใชวธิี Differential centrifugation ตามวิธ ี Hogeboom (1955) ซึ่ง Myers และ 
Slater (1957) เปนผูดัดแปลงวิธีเลก็นอย  การเตรียมและปฏิบัติการนัน้ตับและไมโตคอนเดรียควรจะ
แชอยูใน medium ที่เย็นจดั  ซึ่งบรรจุอยูในภาชนะที่แชในน้ําแข็ง (ice cold)  ทําการปนแยก          
ไมโตคอนเดรียจากตับหนูขาวโดย refrigerated  centrifuge ซึ่งควบคุมอุณหภูมติลอดการเตรียมไว
ที่ 4 องศาเซลเซียส 

ข้ันตอนการเตรียมไมโตคอนเดรีย แบงออกเปน 2 ขัน้ตอนหลกั คือ 

ขั้นตอนที่ 1 การเตรียม liver homogenate 

ขั้นตอนที่ 2 การปนแยกไมโตคอนเดรีย จาก liver homogenate 

ขั้นตอนที่ 1 การเตรยีม liver homogenate 

 ทําหนูใหตายทันที โดยวธิี decapitation ทําการผาตัดหนาทอง ตัดตับออกมาอยางรวดเร็ว  
แลวลางทันทดีวยสารละลาย homogenizing medium ซึ่งประกอบดวย 0.25 M sucrose  (pH 7.2) 
ที่เยน็จัด  นํามาลางหลายๆครั้ง แชตับใน homogenizing medium  ปริมาตรประมาณ    60-70 ml 
ใชกรรไกรตัดตับเปนชิ้นเล็กๆ ลางเลือดอีกครั้งโดยใชสารละลายเดมิ     เทใสหลอด homogenize    
ที่เยน็จัด  โดยหลอดที่บรรจุตับจะตองอยูในภาชนะแชน้ําแข็ง นําไป homogenize ดวย Heidolph 
Motor Drive Homoginizer  จนกระทั่งได liver homogenate โดยมีปริมาตร 60-80 ml นํามาเทใส
หลอด centrifuge 
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ขั้นตอน 2 การปนแยกไมโตคอนเดรียจาก liver homogenate 

 นํา liver homogenate ที่ไดนํามาปนแยก (centrifuge) เพื่อใหไดไมโตคอนเดรียโดยใช 
Hitachi High Speed Refrigerated Centrifuge    ใช rotor model RPR 18-3 โดยทําการปนแยก
ทั้งหมด 3 คร้ัง ดังนี ้(รูปที ่10) 

 คร้ังที่ 1 นํา liver homogenate มาปนแยกที่ 600 x g (2500 rpm) เปนเวลา 5 นาที จากนั้น    
นําสวนที่เปน supernatant ใสในหลอด centrifuge สําหรับสวนที่เปน pellets ใหทิ้งไป           

หมายเหต ุ: สวนที่เปน supernatant ที่ไดคือ mitochondria, microsome 

   สวนที่เปน pellets จะประกอบดวย nuclei, red blood cells, cell wall, unruptered cells 

 คร้ังที่ 2 นําสวนที่เปน supernatant มาปนแยกตอที ่ 4500 x g (7000 rpm)    เปนเวลา    
10 นาท ี เมื่อครบเวลาใหแยก supernatant ทิ้งไป  เอาเฉพาะสวน pellets มา resuspend  ดวย 
0.25 M sucrose ที่แชเยน็  ทําการ homogenize ดวยมือโดยใช glass homogenizer เพือ่ให
ตะกอนกระจายตัวเปนเนื้อเดียวกนั 

 คร้ังที่ 3 นาํมาปนแยกตอที ่13000 x g (8000 rpm) เปนเวลา 10 นาที  เมื่อครบเวลาใหริน
สวน supernatant ทิ้งไป  สวนของ pellets  นั้นจะมลัีกษณะเปนชัน้ของไมโครโซมสีชมพูอยูชั้นบน 
ใหกําจัดออกโดยใช 0.25 M sucrose ที่แชเยน็ใสลงไปเล็กนอย แลวคอยๆเทออกดวยความ
ระมัดระวัง ทาํซ้ําจนกระทั่งชั้นของไมโครโซมเหลือนอยที่สุด    จากนั้นทําการ resuspend ตะกอน 
ไมโตคอนเดรียดวย 0.25 M sucrose แชเย็นในถาดน้ําแข็งเพื่อใชศึกษาตอไป 

5.การเตรยีม incubation medium ที่ใชในการทดลอง 

 Incubation medium ที่ใชเปนมาตรฐานสําหรับศึกษาอัตราการหายใจของไมโตคอนเดรีย
และการศึกษา ATPase activity ประกอบดวย 

 HEPES buffer, pH 7.2    40  mM  (60 mOsm) 

 MgCl2       2  mM  (6  mOsm) 

 KCl      92 mM  (184 mOsm) 
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Rat  liver  homogenate 

        
600  g ,  5  min                             pellets   ( unbroken  cells , nuclei 

         and  heavy particles ) were discarded 
 

Supernatant 
 
4500  g  ,  10  min         supernatant  was discarded 

 
 

Pellets 
( primary  mitochondrial  fraction ) 

 
 

resuspended  in  0.25  M  sucrose 
and  gentled  hand  homogenization 

 
         13000  g , 10  min                           supernatant  was discarded 

 
Pellets 

( mitochondria , microsome ) 

 

 

 

รูปที่ 10 แสดงขั้นตอนการแยกไมโตคอนเดรียจาก rat liver homogrnate โดยใช differential  

centrifuge (Hogeboom, 1955 ; Myers and Slater, 1957 ; Sordahl et al., 1971) 
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6.การวัดอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะตางๆ 

 การวัดอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใชเทคนิคที่เรียกวา polarographic oxygen 
electrode technique  เครื่องมือที่ใชประกอบดวยสวนสําคัญคือ Gilson’s reaction chamber    
(รูปที่ 11) ซึ่งมีความจุประมาณ 1.8-2.0 มิลลิลิตร ประกอบดวยผนังแกว 2 ชั้น และมีฝาจุก 
(stopper) เปดและปดได ตรงกลางฝาจกุมีรูสําหรับเติมสารตางๆลงไปทําปฏิกิริยากับไมโตคอนเดรีย
ใน reaction chamber เมื่อไมโตคอนเดรียใชออกซิเจนไปในการทําปฏิกิริยา  ปริมาณของออกซิเจน
ใน reaction chamber จะลดลง ซึ่งสามารถติดตามดูอัตราการลดลงของออกซเิจนได โดยใช 
Clark’s oxygen electrode ตอเชื่อมกับ reaction chamber โดยสวนของ electrode จะสัมผัสอยู
กับ reaction mixture ใน chamber  และสัญญานการเปลีย่นแปลงของออกซเิจนใน reaction 
mixture ที่วัดไดโดย oxygen electrode นี้ จะถูกสงไปยังเครื่อง biological oxygen monitor ซึ่งจะมี
หนาปทมบอกปริมาณออกซเิจนทีม่ีอยูใน reaction  chamber ในขณะนั้นๆ สามารถบันทกึอัตราการ
ลดลงของออกซิเจนใน reaction chamber ดวย Gilson’s recorder บันทกึผลที่ไดออกมาใน
ลักษณะของกราฟแสดงการเปลี่ยนแปลงระดับของออกซิเจน (polarographic tracing หรือ 
oxygraph tracing) นอกจากนี้ในระหวางการ incubate ไมโตคอนเดรียทําปฏิกิริยากับสารตางๆใน 
reaction chamber นัน้ จะมี magnetic stirrer ขนาดเล็กหมุนกวนสารละลายอยูตลอดเวลาและ
ควบคุมอุณหภูมิใน reaction chamber ใหคงที่ที ่37 °C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                             
                                                                                                                                                                37 

 

 

 

 

 

รูปที่ 11  แสดง Gilson’s Oxygen chamber ที่ใชในการทดลองเพื่อวัดอัตราการหายใจของ          
ไมโตคอนเดรียในสภาวะตางๆซึ่งจะมี oxygen electrode คอยติดตาม oxygen tension ใน 
reaction chamber แลวอานบันทึกผลดวย oxygraph apparatus (oxygen monitor + recorder) 
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การแบงสภาวะการหายใจของไมโตคอนเดรีย (Mitochondria respiratory state) 

 เนื่องจากองคประกอบสําคญัของการหายใจของ mitochondria มีหลายประการ เชน การมี
ออกซิเจน, สับสเตรท, ADP+Pi หรือการมี uncoupler หรือไม เปนตน  Chance and William 
(1956) ไดจัดแบงสภาวะการหายใจของไมโตคอนเดรีย ตามองคประกอบสําคัญ ดังนี ้

 State    condition 
1 มีเพียง O2 
2 มี O2 และ ADP 
3 (active state)   มี O2, ADP และ substrate 
3u    มี uncoupler 
4 (resting state)  มี O2 และ substrate 
5 มีเพียง substrate 
6 การหายใจถกูยับยั้งดวย excess Ca2+ 

7.การคํานวณคาดัชนีควบคุมการหายใจ(Respiratory Control Index, RCI) และอัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียระยะตางๆ 
 
7.1การคํานวณดัชนีควบคมุหายใจ  (Respiratory Control Index, RCI) 

นอกจาก Chance and William จะแบงภาวะ (state) การหายใจของไมโตคอนเดรียเปน
ภาวะตางๆดังกลาวมาแลวยงัแสดงวิธีคาํนวณคาดัชนีควบคุมการหายใจ (RCI) ซึ่งเปนคาที่ใชแสดง
การควบคู (coupling) กันของกระบวนการ oxidation และกระบวนการ phosphorylation คา RCI 
นี้บอกถงึคุณภาพของไมโตคอนเดรียที่เตรียมขึ้นวามีคณุภาพดี คือเปน intact mitochondria หรือไม 
การคํานวณคา RCI ทําตามวิธีดังตอไปนี ้

 

RCI =  อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state3 
   อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state4 

  = ความชนั (slope) ของtracing ใน state3 
   ความชนั (slope) ของtracing ใน state4 
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จากตัวอยางoxygraph tracing ในรูปที่ 12 การหาความชันของ tracing ใน state3 และ state4    
ทําไดโดยกาํหนดใหเสนที่ลากขนานแกน X ของทัง้สอง state ยาวเทากนัดังนั้น 

 

 RCI = Y1/X = Y1 
     Y2/X  Y2 
 
7.2 การคํานวณอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียระยะตางๆ 

จากตัวอยาง oxygraph tracing ในรูปที ่13 สามารถคาํนวณอัตราการใชออกซิเจนของ    
ไมโตคอนเดรียไดดังนี ้

 

 อัตราการใชออกซิเจนใน state3   =   R x S  n atoms O/ml 
              P 

โดยที ่ R  =  ความสงูของเสน R ในรูป 
  P  =  ความสูงของเสน P ในรูป 

S  =  จํานวน n atoms ของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวอยูใน reaction    
         mixture กอนที่จะถูกไมโตคอนเดรียใชไปในการทาํปฎิกิริยา 

คา S นี้ข้ึนอยูกับปริมาตรของ reaction mixture ทีท่ําปฎิกิริยาใน reaction chamber และ
อุณหภูมิของการทดลอง คือ ถามีปริมาตรของ reaction mixture มาก ออกซิเจนก็ละลายอิ่มตัวอยูได 
มาก และถาอณุหภูมิต่ํา ออกซิเจนก็จะละลายอิ่มตัวอยูไดมากกวาเมื่อมีอุณหภูมิสูง 

การคํานวณคา  S จะหาไดจากคาปริมาณของออกซิเจนที่ละลายอิม่ตัวใน incubation 
mixture 1 ml (A) คูณดวยปริมาตรทั้งหมดของ reaction mixture ที่ทาํปฎิกิริยา จะไดจํานวนของ
ออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวใน reaction mixture ทั้งหมด   การคํานวณคาปริมาณของออกซิเจนที่
ละลายอิ่มตัวใน reaction mixture ทั้งหมด สามารถหาคาปริมาณของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวใน 
incubation medium 1 ml  

หาไดจากสมการ 

A  =  S x P x N x 109 n atoms O/ml 
   V x 100 
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เมื่อ A  =  จํานวน n atoms ออกซิเจนที่ละลายในน้าํ 1 ml 

S  =  คาสัมประสิทธิ์การดูดซึมออกซิเจน (absorption coefficient) ทีอุ่ณหภูมิทีท่ําการ
ทดลอง (ปริมาตรของออกซเิจนเมื่อถูกเปลี่ยนไปอยูที่ 0°C  และ 760 nm แลวถูกดูดซึมโดย
น้ําหนึง่หนวยปริมาตรเมื่อความดนัของกาซเทากับ 760 nm) โดยมีคาเทากับ 0.02373 ที่
อุณหภูมิ 37°C  

 P  =  สัดสวนของออกซิเจนในบรรยากาศเทากับ 21% 
 N  =  จาํนวนอะตอมใน 1 โมเลกุลของออกซิเจนเทากับ 2 
 V  =  ปริมาตรกาซที่ 0°Cความดัน 1 บรรยากาศเทียบกับ 1 กรัมโมลมีคาเทากับ 22,400 ml 

เมื่อแทนคาเหลานี้ลงในสมการดังกลาว คํานวณหาคาปริมาณของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัว
ในน้าํ 1 ml (A) ที่อุณหภูม ิ37°C มีคาเทากับ 444.9 n atoms O/ml 

ถาทราบปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรียแลวนํามาหารอัตราการใชออกซิเจนที่คํานวณได
ตามสมการขางตน จะทาํใหทราบอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียมีหนวยเปน                   
n atoms/min/mg protein 

นอกจากนีย้ังสามารถคาํนวณอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ ออก 
มาในหนวยของจํานวน n atoms O/ml/min ได  ดังตัวอยางจาก oxygraph tracing ในรูปที่ 13    
เชนกนั 

 

อัตราการใชออกซิเจนใน state 3  =  R x A atoms O/ml/min 
             P 

โดยที ่ R  =  ความสงูของเสน R ในรูป 
  P  =  ความสูงของเสน P ในรูป 
  A  =  จํานวน n atoms ของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัว อยูในน้าํ 1 ml 

คา A นี้ หาไดตามวิธทีี่กลาวมาแลวขางตน  ในการวจิัยนีค้วบคุมอุณหภูมิคงที่ ที่ 37°C ซึ่ง
คา A ในที่นีจ้ึงเทากับ 444.9 n atoms O/ml 

การคํานวณอตัราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆของ oxygraph tracing 
ก็สามารถคํานวณไดในทํานองเดียวกัน 
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8.การวัด ATPase activity ของไมโตคอนเดรีย 

 การศึกษา ATPase activity ของไมโตคอนเดรียในการวิจัยครั้งนี้จะทาํโดยการวัดปริมาณ Pi 
ที่เกิดจากการสลายตัวของ ATP ดังสมการ 

        ATP synthase 
  ATP + H2O    ADP + Pi + H+ 

 ดังนัน้การศึกษา ATPase activity ของไมโตคอนเดรียสามารถทําได 2 วิธีคือ 

วิธีที ่1  โดยการวัดจํานวน H+ ที่เพิม่ข้ึนใน medium โดยใช pH meter (Bertina and Slater, 1975) 

วิธีที ่2  โดยการวัดปริมาณของ Pi ทีเ่กิดจากการสลายตัวของ ATP (Weinbach, 1956) 

สําหรับการวิจยัครั้งนี้ใชวิธีวดัปริมาณ Pi ที่เกิดจากการสลาย ATP โดยมีข้ันตอนและหลัก 
การที่สําคัญดังนี ้คือ 

ขั้นตอนที ่1 เปนการ incubate ไมโตคอนเดรียใหทําปฏิกิริยากบัสารละลายตางๆที่ตองการ
ศึกษา ใน reaction mixture ที่เหมาะสม เมื่อครบเวลาที่กาํหนดไว ทาํการหยุดปฏิกิริยาทนัท ี โดย
การดูด reaction mixture ใสลงใน centrifuge tube ทีม่ี 20% นน./ปริมาตร ของ trichloroacetic 
acid จํานวน 1 ml อยูกอนแลว เขยาใหเขากันและนาํไปแชน้ําแข็งทันท ี

ขั้นตอนที ่2 เปนการวิเคราะหหาปริมาณ Pi ที่เกิดขึ้น ในการวิจัยครั้งนี้ใชวธิีของ Fiske and 
Subbarow (1925) ซึ่งเปนวิธวีัดความเขมขนของสีที่เกิดขึ้นของสารประกอบเชิงซอนจากปฏิกิริยา   
รีดักชั่นของ phosphomolypdate complex กับ Fiske Subbarow reducing agent เมื่อปฎิกิริยา
ดําเนนิไปครบตามเวลาทีก่ําหนดแลว นําสารละลายซึง่เกิดเปนสีน้าํเงนิไปวัดการดูดกลนืแสงที่ 
ความยาวคลืน่ 650 นาโนเมตร ดวยเครือ่ง spectrophotometer โดยใชน้ํากลั่นที่มีปริมาตรเทากับ
ตัวอยางเปน blank แลวนําคาดูดกลืนแสงที่ไดไปเทียบหาปริมาณ Pi จากกราฟมาตรฐานของ Pi ซึ่ง
มีชวงความเขมขนตางๆครอบคลุมคาของตัวอยาง 

 วิธีการวัดเพื่อหา ATPase activity ของไมโตคอนเดรียมข้ัีนตอนการปฏิบัติดังนี ้

1. เติม incubation medium ปริมาตร 2.63 ml. ลงในภาชนะทรงสูงเลก็ๆที่สวนลางแชอยูใน 
water bath ซึ่งจะปรับอุณหภูมิของการทดลองใหคงที่ ที่ 37°C สวนลางของภาชนะทรงสงู
จะมี magnetic stirrer คอยหมุนกวนสวนประกอบของปฏิกิริยาใหเขากันตลอดเวลา 
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2. เติม mitochondria suspension 200 µl 

3. เติมสารละลายของสารที่ตองการศึกษาแลวปลอยทิง้ไว 1 นาท ี (control เติม solvent ที่ใช
ละลายสารที่ตองการศึกษาในปริมาตรที่เทากัน) 

4. เติม 0.1 M ATP ปริมาตร 150 µl แลวปลอยใหทาํปฏิกริิยา 10 นาท ี

5. เมื่อครบกําหนดเวลา 10 นาที ทําการดูด reaction mixture ปริมาตร 1 ml. แลวนาํไปใสใน 
centrifuge tube ที่มี 20%w/v ของ trichloroacetic acid 1 ml อยูกอนแลว เขยาใหเขากัน
แลวนําหลอดทดลองไปแชในน้าํแข็งทนัท ี

6. นําไป centrifuge ที่ 4,000 rpm. เปนเวลา 10 นาท ีเพือ่ตกตะกอนโปรตีน 

7. ดูดสวน supernatant 1 ml. (ถาเปน blank ใชน้ํากลัน่ 1 ml. แทน  ถาจะทาํ standard 
curve ของ Pi ใช 1 ml. ของ K2HPO4 ทีม่คีวามเขมขน 0.1, 0.25, 0.50, 1.0, 1.5, 2.0, และ 
3.0 mM แทน) แลวใสลงในหลอดทดลองที่มี 0.2 M H2SO4 5 ml อยูกอนแลว เขยาใหเขากัน 

8. เติม 2.5%w/v ammonium molypdate 0.8 ml. 

9. เติม Fiske Subbarrow reducing agent 0.4 ml. เขยาใหเขากนัดี แลวตั้งใหเกิดปฎิกิริยาที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาท ี

10. นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer     ที่ความยาวคลื่น  650      
นาโนเมตร คาการดูดกลืนแสงทีว่ัดไดจากตัวอยางจะนํามาคํานวณหาปริมาณ Pi จากกราฟ
มาตรฐาน 

หมายเหต ุ: 

- Fiske Subbarow reducing agent ประกอบดวย 15% sodium bisulfite 97.5 ml., 20% 
sodium sulfite 2.5 ml. และ 1-amino-2-naphthol-4-sulfonic acid 0.25 g 

- ในการเตรยีม Fiske Subbarow reducing agent จะมีบางสวนของ 1-amino-2-
naphthol-4-sulfonic acid ที่ละลายไมหมด ใหกรองออก โดยใชกระดาษกรองและเก็บสารละลาย 
Fiske Subbarow reducing agent ในขวดสีชา เก็บไวใชไมเกิน 1 เดอืน 
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9.การหาความเขมขนโปรตีนของไมโตคอนเดรีย 

 ปริมาณของไมโตคอนเดรียที่อยูใน mitochondria suspension ที่เตรียมจากตับหนูขาวใช
วิธีการวัดเปนความเขมขนโปรตีนใชวิธีของ Lowry (1951) ซึ่งดัดแปลงเพิ่มเติมโดย Miller (1959) 
เปนการหาความเขมขนโปรตีนโดยการเกดิสี เมื่อโปรตีนทาํปฏิกิริยากับ CuSO4 ในสารละลายดาง 
จะเกิดเปน co-ordinate complex ของ copper กับอะตอมของไนโตรเจนใน peptide chain เกิด
เปนสีน้าํเงิน นําสารละลายสีน้ําเงินที่ไดไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540   นาโนเมตร 
ดวยเครื่อง spectrophotometer โดยใชน้ํากลั่นที่มีปริมาตรเทากับตัวอยางเปน  blank  นําคาการดูด 
กลืนแสงที่ไดไปเปรียบเทยีบหาปริมาณโปรตีนจากกราฟมาตรฐาน ซึง่ใช bovine serum albumin 
ในชวงความเขมขนที่ครอบคลุมคาของตัวอยาง เปนสารมาตรฐาน ซึ่งมีขั้นตอนการปฎิบัติดังนี ้

1.เจือจาง mitochondria suspension 10 µl ดวยน้าํกลัน่ 3 ml. (1:300) จะไดสารละลาย A 

2.ดูดสารละลาย A ปริมาตร 1 ml. ใสในหลอดทอลอง เติม alkaline copper reducing agent 1 ml. 
(กรณีเปน blank จะใชน้าํ 1 ml. สวนกรณีที่ทาํกราฟมาตรฐานจะใช 1 ml. ของ bovine serum 
albumin ที่มีความเขมขน 0.05, 0.10, 0.15, 0.20, 0.25 และ 0.30 mg/ml แทนสารละลาย A) เขยา
ใหเขากนั ปลอยใหทาํปฏิกริิยา 10 นาท ี

3.เติม Folin-Phenol reagent (dilution 1: 10) ปริมาตร 3 ml. เขยาใหเขากัน 

4.นําไปแชใน water bath ที่มีอุณหภูม ิ50°C เปนเวลา 10 นาท ี

5.ตั้งทิง้ไวใหเย็นที่อุณหภูมหิอง นําไปวัดคาการดดูกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer           
ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

6.นําคาการดดูกลืนแสงที่วดัไดไปเปรียบเทียบหาความเขมขนโปรตีนจากกราฟมาตรฐาน จะไดคา
ความเขมขนของโปรตีนในไมโตคอนเดรียมีหนวยเปน mg/ml 

การเตรียมสารละลายที่ใช 

- Alkaline copper reducing agent เปนสารละลายที่ประกอบดวย 1 สวนของ 0.5% 
CuSO4 ที่ละลายอยูใน 1%w/v ของ potassium tartrate และ 10 สวนของ 10% Na2CO3 ที่
ละลายอยูใน 0.5 M NaOH 

- Folin-Phenol reagent (1: 10) เตรียมไดจากการเจือจาง concentrated Folin-Ciocalteu’s 
Phenol reagent ดวยน้ํากลั่นในอัตราสวน  1: 10 (v/v) และเตรียมใชทันท ี



                                                                                                            
                                                                                                                                                                45 

 
10.การแสดงผลการทดลองและการวิเคราะหขอมลูทางสถิติ 

 10.1 การแสดงผลการทดลอง แสดงออกเปน 2 ลกัษณะ คือ 

  10.1.1 oxygraph tracing 

เปน oxygraph tracing ที่ไดจากการทดลองซึ่งแสดงอตัราการใชออกซิเจนในระยะ
ตางๆ มหีนวยเปน n atoms O/ml/min 

10.1.2 ตารางและกราฟ 

10.2 การวิเคราะหขอมูลทางสถิต ิ

ขอมูลแสดงอัตราการใชออกซิเจนระยะตางๆแสดงเปนคาเฉลี่ย ± ความคลาด
เคลื่อนมาตรฐาน (MEAN ± S.E)  

การเปรียบเทยีบความแตกตางในแตละกลุมทดลองใชสถิติ one-way analysis of 
variance (ANOVA) ที่ระดับนัยสําคัญ p<0.05 
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บทที่  4 

ผลการวิจัย 

1.ฤทธิ์อันคัปปลิงของยาตานอักเสบที่ไมใชสเตอรอยดที่มีตอการหายใจของไมโตคอนเดรีย 
เมื่อใช glutamate+malate  และ succinate เปนสับสเตรท 

 รูปที่ 14 แสดง control respiratory response ของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนขูาวซึ่ง
นํามาใชในการทดลอง ตวัเลขที่กํากับอยูทุกระยะของ oxygraph tracing คือ อัตราการใชออกซเิจน
ของไมโตคอนเดรียใน state ตางๆมีหนวยเปน จํานวน n atoms O/ml/min สวนประกอบที่สําคญัใน
ปฏิกิริยามีไมโตคอนเดรีย incubate อยูใน medium ที่ม ีglutamate+malate เปนสบัสเตรท ปริมาณ
มากเกินพอ อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย ในระยะแรกมีคา 22.25 n atoms O/ml/min 
ระยะนี้เรียกวา state 4 respiration เมือ่เติม ADP+Pi ลงไปในปฏิกิริยาจะทําใหเกิดการสังเคราะห 
ATP ขึ้น พบวาอัตราการใชออกซิเจนจะเพิ่มสูงขึน้เปน 129.02 n atoms O/ml/min เรียกระยะการ
หายใจของไมโตคอนเดรียทีม่ีอัตราการใชออกซิเจนเพิ่มสูงขึ้นอยางรวดเร็วจากการเติม ADP+Pi นี้วา 
state 3 respiration ซึ่งเมื่อ ADP ถูกใชหมดไปอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียจะลดลงเปน 
24.47 n atoms O/ml/min ซึ่งจะกลับเขาสู state 4 respiration ตามเดิม คา RCI ของไมโตคอนเดรีย
ที่ใชในการทดลองตามรูปที ่14 มีคาเทากบั 5.8 เมื่อเติม DNP ซึ่งมีคณุสมบัติเปน uncoupler ลงไป 
DNP สามารถกระตุนการหายใจทาํใหไมโตคอนเดรียเกิดการใชออกซิเจนอยางรวดเร็วติดตอกัน
จนกระทั่งออกซิเจนหมดไปจาก  reaction medium (O2=0) เรียกระยะนีว้า state 3u respiration 
ซึ่งจะเห็นไดวาอัตราการใชออกซิเจนในระยะนีจ้ะเพิ่มเปน 193.53 n atoms O/ml/min 

 จากรูปที ่ 15A แสดงถึงผลของ indomethacin  ความเขมขนตางๆที่มีผลตอการหายใจ 
state 4 ของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช glutamate+malate เปนสับสเตรท โดยเติม indomethacin ที่
ความเขมขน 0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 0.75, 1, 2 mM พบวา indomethacin สามารถกระตุนอัตราการใช
ออกซิเจนเพิ่มข้ึนไดเมื่อคิดเปนเปอรเซ็นตไดดังนี้ 43.54 ± 2.39, 58.24 ± 1.10, 103.71 ± 2.14, 
33.66 ± 8.22,  -4.11 ± 4.35, -26.45 ± 2.42, -59.34 ± 1.27 ตามลาํดับ 

 จากรูปที ่ 15B แสดงถึงผลของ  indomethacin ความเขมขนตางๆที่มีผลตอการหายใจ 
state 4 ของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช succinate เปนสับสเตรท โดยเติม indomethacin ที่ความเขมขน 
0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 0.75, 1, 2 mM พบวา indomethacin สามารถกระตุนการใชออกซิเจนเพิ่มข้ึน
ไดเมื่อคิดเปนเปอรเซ็นตไดดังนี ้ 41.95 ± 9.13, 53.34 ± 4.51, 120.99 ± 9.96, 19.41 ± 5.48,  
14.70 ± 10.23, 6.23 ± 9.39, -58.76 ± 0.73 ตามลําดบั 
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 จากรูปที ่ 16A แสดงถึงผลของ piroxicam ความเขมขนตางๆที่มีผลตอการหายใจ state 4 
ของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช glutamate+malate เปนสบัสเตรท โดยเติม piroxicam ที่ความเขมขน 
0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 0.75, 1, 2 mM  พบวา piroxicam สามารถกระตุนอัตราการใชออกซิเจน
เพิ่มข้ึนไดเมื่อคิดเปนเปอรเซน็ตไดดังนี ้95.65 ± 6.79, 150.47 ± 22.06, 214.03 ± 4.09, 304.87 ± 
14.71,  251.75 ± 26.96, 175.63 ± 14.07, 68.92 ± 5.55 ตามลําดับ 

 จากรูปที ่ 16B แสดงถึงผลของ piroxicam ความเขมขนตางๆที่มีผลตอการหายใจ state 4 
ของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช succinate เปนสับสเตรท โดยเติม piroxicam ที่ความเขมขน 0.05, 0.1, 
0.2, 0.5, 0.75, 1, 2 mM พบวา piroxicam สามารถกระตุนอัตราการใชออกซิเจนเพิ่มข้ึนไดเมื่อคิด
เปนเปอรเซน็ตไดดังนี้ 81.88 ± 6.41, 113.41 ± 4.70, 215.35 ± 16.80, 365.80 ± 23.54,  399.78 
± 30.67, 63.06 ± 18.88, 80.98 ± 13.70 ตามลําดับ 

 จากรูปที ่ 17A แสดงถึงผลของ nimesulide ความเขมขนตางๆที่มีผลตอการหายใจ state 4 
ของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช glutamate+malate เปนสบัสเตรท โดยเติม nimesulide ที่ความเขมขน 
0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 0.75, 1, 2 mM พบวา nimesulide สามารถกระตุนอัตราการใชออกซิเจนเพิ่ม 
ข้ึนไดเมื่อคิดเปนเปอรเซ็นตไดดังนี้ 481.43 ± 30.53, 575.16 ± 49.54, 287.59 ± 24.36, 102.68 ± 
12.64,  56.88 ± 12.11, 82.15 ± 14.73, 94.79 ± 13.04 ตามลําดับ 

 จากรูปที ่ 17B แสดงถึงผลของ nimesulide ความเขมขนตางๆที่มีผลตอการหายใจ state 4 
ของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช succinate เปนสับสเตรท โดยเติม nimesulideที่ความเขมขน 0.05, 0.1, 
0.2, 0.5, 0.75, 1, 2 mM พบวา nimesulide สามารถกระตุนอัตราการใชออกซิเจนเพิม่ข้ึนไดเมื่อคิด
เปนเปอรเซน็ตไดดังนี้ 61.06 ± 13.50, 110.24 ± 14.13, 185.49 ± 12.59, 119.96 ± 33.33,  
111.10 ± 39.48, 114.78 ± 35.00, 96.94 ± 30.52  ตามลําดับ 

2. ผลของอนุพันธเอน เฮพทาโนอลิ  อะนิไลด  (CU-18-07, CU-18-09, CU-18-10, CU-18-
13, CU-18-14, CU-18-15)       ที่มีตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่ถูกกระตุนดวยยาตาน
อักเสบทีไ่มใชสเตอรอยด 

2.1 ผลของอนุพันธเอน เฮพทาโนอลิ อะนิไลด (CU-18-07, CU-18-09, CU-18-10,CU-18-13, 
CU-18-14, CU-18-15)   ที่มีตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่ถูกกระตุนดวย indomethacin 

 จากรูปที ่ 18 แสดงใหเหน็ผลของ CU-18-07 ในความเขมขนตางๆกนัคือ 1.13x10-3, 
1.13x10-2, 1.13x10-1, 0.226, 0.45, 1.13 mM ตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่กระตุนดวย 
indomethacin (0.2 mM)  เมื่อใช glutamalte+malate เปนสับสเตรท พบวา CU-18-07 สามารถลด
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การใชออกซิจนใน state 3u ซึ่งความแรงในการยบัยั้งการใชออกซิเจนคิดเปนเปอรเซน็ตไดดังนี้ 3.96 
± 2.29, 2.34 ± 1.36, 2.85 ± 2.15, 3.41 ± 3.41,  6.02 ± 3.68, 6.14 ± 3.64  ตามลําดับ  เมื่อใช 
succinate เปนสับสเตรท พบวา CU-18-07 ไมมีผลตอการใชออกซิเจนใน state 3u 

 จากรูปที ่ 19A แสดงใหเหน็ผลของ CU-18-09 ในความเขมขนตางๆกันคือ 1.06x10-3, 
1.63x10-2, 1.06x10-1, 0.213, 0.43, 1.06 mM ตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่กระตุนดวย 
indomethacin (0.2 mM)  เมื่อใช glutamalte+malate เปนสับสเตรท พบวา CU-18-09 สามารถลด
การใชออกซิจนใน state 3u ซึ่งความแรงในการยบัยั้งการใชออกซิเจนคิดเปนเปอรเซน็ตไดดังนี้ 0, 0, 
41.14 ± 1.47, 72.38 ± 2.16,  79.10 ± 1.09, 80.13 ± 1.38  ตามลําดับ และจากรปูที ่19B เมื่อใช 
succinate เปนสับสเตรท พบวา CU-18-09 สามารถลดการใชออกซิเจนใน state 3u ซึ่งความแรงใน
การยับยัง้การใชออกซิเจนคดิเปนเปอรเซน็ตไดดังนี้ 0, 0, 0, 55.13 ± 7.84,  69.42 ± 4.96, 71.95 ± 
5.36  ตามลําดับ 

 จากรูปที ่ 20A แสดงใหเหน็ผลของ CU-18-10 ในความเขมขนตางๆกันคือ 1.06x10-3, 
1.63x10-2, 1.06x10-1, 0.213, 0.43, 1.06 mM ตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่กระตุนดวย 
indomethacin (0.2 mM)  เมื่อใช glutamalte+malate เปนสับสเตรท พบวา CU-18-10 สามารถลด
การใชออกซิจนใน state 3u ซึ่งความแรงในการยบัยั้งการใชออกซิเจนคิดเปนเปอรเซน็ตไดดังนี้ 0, 0, 
36.64 ± 2.38, 50.19 ± 1.29,  68.63 ± 0.45, 64.86 ± 0.79  ตามลําดับ และจากรปูท ี20B เมื่อใช 
succinate เปนสับสเตรท พบวา CU-18-10 สามารถลดการใชออกซิเจนใน state 3u ซึ่งความแรงใน
การยับยัง้การใชออกซิเจนคดิเปนเปอรเซน็ตไดดังนี้ 0, 0, 0, 87.40 ± 0.50,  92.97 ± 0.70, 92.57 ± 
1.38  ตามลําดับ 

 จากรูปที ่ 21 แสดงใหเห็นผลของ CU-18-13 ในความเขมขนตางๆกันคือ 1.295x10-3, 
1.295x10-2, 1.295x10-1, 0.259, 0.518, 1.295 mM ตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่กระตุนดวย 
indomethacin (0.2 mM)  เมื่อใช glutamalte+malate เปนสับสเตรท พบวา CU-18-13 สามารถลด
การใชออกซิจนใน state 3u ซึ่งความแรงในการยบัยั้งการใชออกซิเจนคิดเปนเปอรเซน็ตไดดังนี้ 0, 0, 
0, 4.84  ± 4.84,  47.56 ± 1.49, 53.35 ± 5.12  ตามลําดับ  เมื่อใช succinate เปนสับสเตรท พบวา 
CU-18-13 ไมมีผลตอการใชออกซิเจนใน state 3u 

 จากรูปที ่ 22A แสดงใหเหน็ผลของ CU-18-14 ในความเขมขนตางๆกันคือ 9.49x10-4, 
9.49x10-3, 9.49x10-2, 1.898x10-1, 0.380, 0.949 mM ตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่กระตุน
ดวย indomethacin (0.2 mM)  เมื่อใช glutamalte+malate เปนสับสเตรท พบวา CU-18-14 
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สามารถลดการใชออกซิจนใน state 3u ซึ่งความแรงในการยบัยั้งการใชออกซิเจนคิดเปนเปอรเซน็ต
ไดดังนี้ 3.63 ± 1.42, 0.81  ± 0.81, 16.81 ± 0.64, 33.77 ± 3.28,  49.01 ± 1.13, 50.53 ± 2.39  
ตามลําดับ และจากรูปที ่22B เมื่อใช succinate เปนสบัสเตรท พบวา CU-18-14 สามารถลดการใช
ออกซิเจนใน state 3u ซึ่งความแรงในการยับยัง้การใชออกซิเจนคิดเปนเปอรเซน็ตไดดังนี้ –3.41 ± 
3.41, -5.26 ± 2.01, 15.78 ± 2.27, 57.64 ± 2.16,  62.47 ± 1.48, 67.17 ± 2.49  ตามลําดับ 

 จากรูปที ่ 23A แสดงใหเหน็ผลของ CU-18-15 ในความเขมขนตางๆกันคือ 9.49x10-4, 
9.49x10-3, 9.49x10-2, 1.898x10-1, 0.380, 0.949 mM ตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่กระตุน
ดวย indomethacin (0.2 mM)  เมื่อใช glutamalte+malate เปนสับสเตรท พบวา CU-18-15 
สามารถลดการใชออกซิจนใน state 3u ซึ่งความแรงในการยบัยั้งการใชออกซิเจนคิดเปนเปอรเซน็ต
ไดดังนี้ 0.83 ± 0.83, -1.04  ± 1.04, 38.81 ± 8.50, 65.00 ± 1.29,  72.75 ± 1.70, 78.81 ± 2.72  
ตามลําดับ และจากรูปที ่23B เมื่อใช succinate เปนสบัสเตรท พบวา CU-18-15 สามารถลดการใช
ออกซิเจนใน state 3u ซึ่งความแรงในการยับยั้งการใชออกซิเจนคิดเปนเปอรเซ็นตไดดังนี้ 0, 9.78  ± 
9.78, 63.60 ± 2.27, 69.45 ± 5.06,  79.60 ± 3.27, 86.55 ± 3.37  ตามลําดับ 

 คา IC50 ในการยับยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรียของสารทดสอบแสดงไวในตารางที่ 5 

2.2 ผลของอนุพันธเอน เฮพทาโนอลิ อะนิไลด (CU-18-07, CU-18-09, CU-18-10,CU-18-13, 
CU-18-14, CU-18-15)      ที่มีตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่ถูกกระตุนดวย piroxicam 

 จากรูปที ่ 24A แสดงใหเหน็ผลของ CU-18-07 ในความเขมขนตางๆกันคือ 1.13x10-3, 
1.13x10-2, 1.13x10-1, 0.226, 0.45, 1.13 mM ตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่กระตุนดวย 
piroxicam    (0.5 mM)  เมือ่ใช glutamalte+malate เปนสับสเตรท พบวา CU-18-07 สามารถลด
การใชออกซิจนใน state 3u ซึ่งความแรงในการยบัยั้งการใชออกซิเจนคิดเปนเปอรเซน็ตไดดังนี้ 0, 0, 
0, 0,  20.32 ± 4.10, 39.46 ± 3.05  ตามลําดับ และจากรูปที ่24B เมื่อใช succinate เปนสับสเตรท 
พบวา CU-18-07 สามารถลดการใชออกซเิจนใน state 3u ซึ่งความแรงในการยับยัง้การใชออกซเิจน
คิดเปนเปอรเซน็ตไดดังนี้ 0, 0, 56.44 ± 4.79, 42.99 ± 2.08,  56.32 ± 2.00, 30.40 ± 7.39  ตาม 
ลําดับ 

 จากรูปที ่ 25A แสดงใหเหน็ผลของ CU-18-09 ในความเขมขนตางๆกันคือ 1.06x10-3, 
1.63x10-2, 1.06x10-1, 0.213, 0.43, 1.06 mM ตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่กระตุนดวย 
piroxicam    (0.5 mM)  เมือ่ใช glutamalte+malate เปนสับสเตรท พบวา CU-18-09 สามารถลด
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การใชออกซิจนใน state 3u ซึ่งความแรงในการยับยัง้การใชออกซิเจนคิดเปนเปอรเซ็นตไดดังนี ้ 0, 
18.56 ± 2.55, 66.73 ± 0.79, 84.23 ± 1.16,  90.01 ± 0.89, 89.90 ± 1.37  ตามลําดับ และจาก
รูปที่ 25B เมือ่ใช succinate เปนสับสเตรท พบวา CU-18-09 สามารถลดการใชออกซิเจนใน state 
3u ซึ่งความแรงในการยับยัง้การใชออกซเิจนคิดเปนเปอรเซ็นตไดดังนี ้ 41.95 ± 4.45, 40.48 ± 
0.57, 50.30 ± 3.82, 54.58 ± 3.14,  70.75 ± 6.39, 74.35 ± 3.52  ตามลําดับ 

 จากรูปที ่ 26A แสดงใหเหน็ผลของ CU-18-10 ในความเขมขนตางๆกันคือ 1.06x10-3, 
1.63x10-2, 1.06x10-1, 0.213, 0.43, 1.06 mM ตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่กระตุนดวย 
piroxicam    (0.5 mM)  เมือ่ใช glutamalte+malate เปนสับสเตรท พบวา CU-18-10 สามารถลด
การใชออกซิจนใน state 3u ซึ่งความแรงในการยับยัง้การใชออกซิเจนคิดเปนเปอรเซ็นตไดดังนี ้ 0, 
1.70  ± 1.70, 65.24 ± 0.97, 74.62 ± 1.03,  84.42 ± 0.82, 83.62 ± 0.52  ตามลําดับ และจากรูป
ที่ 26B เมื่อใช succinate เปนสับสเตรท พบวา CU-18-10 สามารถลดการใชออกซเิจนใน state 3u 
ซึ่งความแรงในการยบัยั้งการใชออกซิเจนคิดเปนเปอรเซน็ตไดดังนี้ 42.25 ± 5.43,  52.27 ± 2.36, 
59.83 ± 2.01, 75.14 ± 4.36,  92.79 ± 1.53, 93.07 ± 1.03  ตามลําดับ 

 จากรูปที ่ 27A แสดงใหเหน็ผลของ CU-18-13 ในความเขมขนตางๆกันคือ 1.295x10-3, 
1.295x10-2, 1.295x10-1, 0.259, 0.518, 1.295 mM ตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่กระตุนดวย 
piroxicam    (0.5 mM)  เมือ่ใช glutamalte+malate เปนสับสเตรท พบวา CU-18-13 สามารถลด
การใชออกซิจนใน state 3u ซึ่งความแรงในการยบัยั้งการใชออกซิเจนคิดเปนเปอรเซน็ตไดดังนี้ 0, 0, 
0, 43.35  ± 2.14,  65.57 ± 1.14, 63.72 ± 3.00  ตามลําดับ และจากรูปที่ 27B เมื่อใช succinate 
เปนสับสเตรท พบวา CU-18-13 สามารถลดการใชออกซิเจนใน state 3u ซึ่งความแรงในการยับยั้ง
การใชออกซิเจนคิดเปนเปอรเซ็นตไดดังนี้ 75.53 ± 0.79,  75.98 ± 0.71, 24.20 ± 1.44, 54.46 ± 
1.81,  55.86 ± 2.44, 64.36 ± 0.91  ตามลําดับ 

 จากรูปที ่ 28A แสดงใหเหน็ผลของ CU-18-14 ในความเขมขนตางๆกันคือ 9.49x10-4, 
9.49x10-3, 9.49x10-2, 1.898x10-1, 0.380, 0.949 mM ตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่กระตุน
ดวย piroxicam    (0.5 mM)  เมื่อใช glutamalte+malate เปนสับสเตรท พบวา CU-18-14 สามารถ
ลดการใชออกซิจนใน state 3u ซึ่งความแรงในการยบัยั้งการใชออกซิเจนคิดเปนเปอรเซ็นตไดดังนี้ 
4.16 ± 1.64, 4.62  ± 1.60, 24.01 ± 3.08, 63.81 ± 1.55,  76.01 ± 5.44, 75.37 ± 4.26  ตาม 
ลําดับ และจากรูปที ่ 28B เมื่อใช succinate เปนสับสเตรท พบวา CU-18-14 สามารถลดการใช
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ออกซิเจนใน state 3u ซึ่งความแรงในการยับยัง้การใชออกซิเจนคดิเปนเปอรเซน็ตไดดังนี ้ 0, 0, 
33.77 ± 7.98, 60.86 ± 2.08,  70.78 ± 1.19, 69.17 ± 2.48  ตามลําดับ 

 จากรูปที ่ 29A แสดงใหเหน็ผลของ CU-18-15 ในความเขมขนตางๆกันคือ 9.49x10-4, 
9.49x10-3, 9.49x10-2, 1.898x10-1, 0.380, 0.949 mM ตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่กระตุน
ดวย piroxicam    (0.5 mM)  เมื่อใช glutamalte+malate เปนสับสเตรท พบวา CU-18-15 สามารถ
ลดการใชออกซิจนใน state 3u ซึ่งความแรงในการยับยัง้การใชออกซเิจนคิดเปนเปอรเซ็นตไดดังนี้ 0, 
7.89  ± 1.01, 83.43 ± 0.87, 84.25 ± 0.57,  86.76 ± 1.11, 86.57 ± 0.71  ตามลําดับ และจากรูป
ที่ 29B เมื่อใช succinate เปนสับสเตรท พบวา CU-18-15 สามารถลดการใชออกซเิจนใน state 3u 
ซึ่งความแรงในการยบัยั้งการใชออกซิเจนคิดเปนเปอรเซน็ตไดดังนี้ 0, 0, 78.06 ± 2.26, 87.23 ± 
2.01,  92.17 ± 1.16, 94.84 ± 0.55  ตามลําดับ 

 คา IC50 ในการยับยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรียของสารทดสอบแสดงไวในตารางที่ 5 

2.3 ผลของอนุพันธเอน เฮพทาโนอลิ อะนิไลด (CU-18-07, CU-18-09, CU-18-10,CU-18-13, 
CU-18-14, CU-18-15)      ที่มีตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่ถูกกระตุนดวย nimesulide 

 จากรูปที ่ 30A แสดงใหเหน็ผลของ CU-18-07 ในความเขมขนตางๆกันคือ 1.13x10-3, 
1.13x10-2, 1.13x10-1, 0.226, 0.45, 1.13 mM ตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่กระตุนดวย 
nimesulide   (0.1 mM)  เมื่อใช glutamalte+malate เปนสับสเตรท พบวา CU-18-07 สามารถลด
การใชออกซิจนใน state 3u ซึ่งความแรงในการยับยั้งการใชออกซิเจนคิดเปนเปอรเซ็นตไดดังนี้ 
24.54 ± 2.49, 17.58 ± 1.95,  36.86 ± 1.43, 59.80 ± 2.00,  65.08 ± 2.72, 65.67 ± 1.97  
ตามลําดับ และจากรูปที ่30B เมื่อใช succinate เปนสบัสเตรท พบวา CU-18-07 สามารถลดการใช
ออกซิเจนใน state 3u ซึ่งความแรงในการยับยัง้การใชออกซิเจนคิดเปนเปอรเซน็ตไดดังนี้ 63.05 ± 
2.93, 64.94 ± 2.34, 61.86 ± 2.43, 57.21 ± 2.62,  59.46 ± 1.00, 58.91 ± 2.62  ตามลําดับ 

 จากรูปที ่ 31A แสดงใหเหน็ผลของ CU-18-09 ในความเขมขนตางๆกันคือ 1.06x10-3, 
1.63x10-2, 1.06x10-1, 0.213, 0.43, 1.06 mM ตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่กระตุนดวย 
nimesulide    (0.1 mM)  เมื่อใช glutamalte+malate เปนสับสเตรท พบวา CU-18-09 สามารถลด
การใชออกซิจนใน state 3u ซึ่งความแรงในการยับยั้งการใชออกซิเจนคิดเปนเปอรเซ็นตไดดังนี้ 
34.64 ± 5.15, 61.42 ± 3.81, 77.19 ± 3.63, 90.06 ± 3.62,  93.05 ± 2.71, 91.83 ± 4.34      
ตามลําดับ และจากรูปที ่31B เมื่อใช succinate เปนสบัสเตรท พบวา CU-18-09 สามารถลดการใช
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ออกซิเจนใน state 3u ซึ่งความแรงในการยับยัง้การใชออกซิเจนคิดเปนเปอรเซน็ตไดดังนี้ 61.25 ± 
2.62, 55.50 ± 4.25, 69.02 ± 0.87, 73.91 ± 1.90,  78.62 ± 2.02, 78.78 ± 1.81  ตามลําดับ 

 จากรูปที ่ 32A แสดงใหเหน็ผลของ CU-18-10 ในความเขมขนตางๆกันคือ 1.06x10-3, 
1.63x10-2, 1.06x10-1, 0.213, 0.43, 1.06 mM ตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่กระตุนดวย 
nimesulide    (0.1 mM)  เมื่อใช glutamalte+malate เปนสับสเตรท พบวา CU-18-10 สามารถลด
การใชออกซิจนใน state 3u ซึ่งความแรงในการยับยั้งการใชออกซิเจนคิดเปนเปอรเซ็นตไดดังนี้ 
28.81  ± 6.01, 46.46  ± 4.13, 73.87 ± 2.89, 80.52 ± 2.94,  88.85 ± 3.52, 87.72 ± 3.68    
ตามลําดับ และจากรูปที ่32B เมื่อใช succinate เปนสบัสเตรท พบวา CU-18-10 สามารถลดการใช
ออกซิเจนใน state 3u ซึ่งความแรงในการยับยัง้การใชออกซิเจนคิดเปนเปอรเซน็ตไดดังนี้ 56.85 ± 
4.39,  54.95 ± 3.02, 66.62 ± 2.25, 73.78 ± 1.45,  84.17 ± 2.63, 83.49 ± 2.19  ตามลําดับ 

 จากรูปที ่ 33A แสดงใหเหน็ผลของ CU-18-13 ในความเขมขนตางๆกันคือ 1.295x10-3, 
1.295x10-2, 1.295x10-1, 0.259, 0.518, 1.295 mM ตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่กระตุนดวย 
nimesulide    (0.1 mM)  เมื่อใช glutamalte+malate เปนสับสเตรท พบวา CU-18-13 สามารถลด
การใชออกซิจนใน state 3u ซึ่งความแรงในการยับยั้งการใชออกซิเจนคิดเปนเปอรเซ็นตไดดังนี้ 
21.86  ± 1.55,  29.21 ± 4.99, 53.03 ± 3.26,  69.87 ± 2.63, 81.69 ± 1.94, 81.68 ± 2.73     
ตามลําดับ และจากรูปที ่33B เมื่อใช succinate เปนสบัสเตรท พบวา CU-18-13 สามารถลดการใช
ออกซิเจนใน state 3u ซึ่งความแรงในการยับยัง้การใชออกซิเจนคิดเปนเปอรเซน็ตไดดังนี้ 63.33 ± 
2.24,  60.20 ± 3.26, 49.01 ± 3.09, 60.76 ± 0.89,  70.09 ± 1.05, 71.55 ± 2.37  ตามลําดับ 

 จากรูปที ่ 34A แสดงใหเหน็ผลของ CU-18-14 ในความเขมขนตางๆกันคือ 9.49x10-4, 
9.49x10-3, 9.49x10-2, 1.898x10-1, 0.380, 0.949 mM ตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่กระตุน
ดวย nimesulide   (0.1 mM)  เมื่อใช glutamalte+malate เปนสับสเตรท พบวา CU-18-14 สามารถ
ลดการใชออกซิจนใน state 3u ซึ่งความแรงในการยบัยั้งการใชออกซิเจนคิดเปนเปอรเซ็นตไดดังนี้ 
22.15 ± 1.41, 16.01  ± 0.73, 55.31 ± 0.78, 81.79 ± 2.63,  85.53 ± 3.55, 81.62 ± 5.84     
ตามลําดับ และจากรูปที ่34B เมื่อใช succinate เปนสบัสเตรท พบวา CU-18-14 สามารถลดการใช
ออกซิเจนใน state 3u ซึ่งความแรงในการยับยัง้การใชออกซิเจนคิดเปนเปอรเซน็ตไดดังนี้ 2.52  ± 
2.48, 3.33  ± 3.23, -7.63 ± 3.58, 25.46 ± 4.65,  49.37 ± 5.29, 43.97 ± 6.52  ตามลําดับ 

 จากรูปที ่ 35A แสดงใหเหน็ผลของ CU-18-15 ในความเขมขนตางๆกันคือ 9.49x10-4, 
9.49x10-3, 9.49x10-2, 1.898x10-1, 0.380, 0.949 mM ตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่กระตุน
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ดวย nimesulide   (0.1 mM)  เมื่อใช glutamalte+malate เปนสับสเตรท พบวา CU-18-15 สามารถ
ลดการใชออกซิจนใน state 3u ซึ่งความแรงในการยบัยั้งการใชออกซิเจนคิดเปนเปอรเซ็นตไดดังนี้ 
29.90 ± 4.32, 22.24  ± 0.99, 88.14 ± 1.21, 89.48 ± 1.07,  91.46 ± 0.87, 91.90 ± 0.68     
ตามลําดับ และจากรูปที ่35B เมื่อใช succinate เปนสบัสเตรท พบวา CU-18-15 สามารถลดการใช
ออกซิเจนใน state 3u ซึ่งความแรงในการยับยัง้การใชออกซิเจนคิดเปนเปอรเซน็ตไดดังนี้ 5.29  ± 
1.98, 6.05  ± 3.26, 64.04 ± 4.73, 78.14 ± 3.53,  85.66 ± 2.33, 90.84 ± 1.37  ตามลําดับ 

 คา IC50 ในการยับยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรียของสารทดสอบแสดงไวในตารางที่ 5 

3. ผลของ omeprazole ที่มีตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่ถูกกระตุนดวยยาตานอักเสบ
ที่ไมใชสเตอรอยด 

 จากรูปที ่ 36A แสดงใหเหน็ผลของ omeprazole ในความเขมขนตางๆกันคือ 7.997x10-3, 
7.997x10-2, 1.599x10-1, 0.32, 0.64 mM ตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่กระตุนดวย 
indomethcin  (0.2 mM)  เมื่อใช glutamalte+malate เปนสับสเตรท พบวา omeprazole  สามารถ
ลดการใชออกซิจนใน state 3u ซึ่งความแรงในการยบัยั้งการใชออกซิเจนคิดเปนเปอรเซ็นตไดดังนี้ 
5.28 ± 1.82, 9.04 ± 0.78, 11.18 ± 4.52, 21.82 ± 2.58,  34.48 ± 3.79  ตามลาํดับ และจากรูปที ่
36B เมื่อใช succinate เปนสับสเตรท พบวา omeprazole มีผลเพิ่มการใชออกซิเจนใน state 3u ซึ่ง
คิดเปนเปอรเซน็ตไดดังนี ้  16.89 ± 5.77, 22.42 ± 1.89, 33.56 ± 4.10, 49.08 ± 6.17,  74.63 ± 
2.14  ตามลําดับ 

 จากรูปที ่ 37 แสดงใหเห็นผลของ omeprazole ในความเขมขนตางๆกันคือ 7.997x10-3, 
7.997x10-2, 1.599x10-1, 0.32, 0.64 mM  ตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่กระตุนดวย 
piroxicam    (0.5 mM)  เมือ่ใช glutamalte+malate เปนสับสเตรท   พบวา omeprazole  สามารถ
ลดการใชออกซิจนใน state 3u ซึ่งความแรงในการยบัยั้งการใชออกซิเจนคิดเปนเปอรเซ็นตไดดังนี้ 
3.48 ± 2.31, 8.84 ± 0.62, 16.44 ± 1.72, 26.07 ± 2.56,  37.05 ± 3.21  ตามลําดับ เมื่อใช 
succinate เปนสับสเตรท พบวา omeprazole ไมมีผลตอการใชออกซเิจนใน state 3u 

   จากรูปที่ 38A แสดงใหเหน็ผลของ omeprazole ในความเขมขนตางๆกนัคือ 7.997x10-3, 
7.997x10-2, 1.599x10-1, 0.32, 0.64 mM  ตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่กระตุนดวย 
nimesulide    (0.1 mM)  เมื่อใช glutamalte+malate เปนสับสเตรท   พบวา omeprazole  
สามารถลดการใชออกซิจนใน state 3u ซึ่งความแรงในการยบัยั้งการใชออกซิเจนคิดเปนเปอรเซน็ต
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ไดดังนี้ 0, 21.32 ± 0.72, 27.70 ± 1.50, 38.49 ± 3.22,  49.95 ± 4.09  ตามลําดบั และจากรูปที่ 
38B เมื่อใช succinate เปนสับสเตรท พบวา omeprazole ที่ความเขมขน 7.997x10-3และ 
7.997x10-2 mM สามารถลดการใชออกซจินใน state 3u ซึ่งความแรงในการยับยัง้การใชออกซเิจน
คิดเปนเปอรเซน็ตไดดังนี้ 1.60 ± 1.60 และ 3.32 ± 1.94 ตามลําดับ และ omeprazole ที่ความเขม 
ขน 1.599x10-1, 0.32, 0.64 mM มีผลเพิ่มการใชออกซเิจนใน State 3u ซึ่งคิดเปนเปอรเซ็นตไดดังนี ้  
2.27 ± 2.27, 9.90 ± 1.36,  19.69 ± 0.68  ตามลาํดับ 

4. ผลของ metronidazole ที่มีตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่ถูกกระตุนดวยยาตาน
อักเสบทีไ่มใชสเตอรอยด 

 จากรูปที ่ 39A แสดงใหเห็นผลของ metronidazole ในความเขมขนตางๆกนัคือ 1.61x10-2, 
1.61x10-1, 0.32, 0.65, 1.29  mM  ตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่กระตุนดวย indomethcin  
(0.2 mM)  เมือ่ใช glutamalte+malate เปนสับสเตรท  พบวา metronidazole    สามารถลดการใช
ออกซิจนใน state 3u ซึ่งความแรงในการยับยัง้การใชออกซิเจนคิดเปนเปอรเซน็ตไดดังนี้ 4.01 ± 
1.38, 0.63 ± 0.63, 2.32 ± 1.49,  2.78 ± 2.78,  6.22 ± 2.13  ตามลําดับ และจากรูปที่ 39B เมื่อใช 
succinate เปนสับสเตรท พบวา metronidazole  มีผลเพิ่มการใชออกซิเจนใน state 3u ซึ่งคิดเปน
เปอรเซ็นตไดดังนี้   26.70 ± 5.68, 24.89 ± 1.95, 13.13 ± 4.00,  23.87 ± 1.64, 29.96 ± 5.45  
ตามลําดับ 

 ผลของ metronidazole ในความเขมขนตางๆกนัคือ 1.61x10-2, 1.61x10-1, 0.32, 0.65, 
1.29  mM  ตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่กระตุนดวย piroxicam  (0.5 mM)  เมื่อใช 
glutamalte+malate เปนสบัสเตรท      พบวา metronidazole  ไมมีผลตอการใชออกซิจนใน state 
3u และเมื่อใช succinate เปนสับเสตรท พบวา metronidazole ไมมีผลตอการใชออกซิเจนใน state 
3u 

 จากรูปที ่ 40A แสดงใหเห็นผลของ metronidazole ในความเขมขนตางๆกนัคือ 1.61x10-2, 
1.61x10-1, 0.32, 0.65, 1.29  mM  ตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่กระตุนดวย  nimesulide   
(0.1 mM)  เมื่อใช glutamalte+malate เปนสับสเตรท   พบวา metronidazole  สามารถลดการใช
ออกซิจนใน state 3u ซึ่งความแรงในการยับยัง้การใชออกซิเจนคิดเปนเปอรเซน็ตไดดังนี้ 5.15 ± 
2.97, 5.35 ± 3.10,   4.57 ± 2.71,  3.57 ± 2.06,  3.54 ± 2.09  ตามลําดับ และจากรูปที ่40B เมื่อ
ใช succinate เปนสับสเตรท พบวา metronidazole สามารถลดการใชออกซิจนใน state 3u ซึ่ง
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ความแรงในการยับยัง้การใชออกซิเจนคิดเปนเปอรเซน็ตไดดังนี้ 3.09 ± 1.79, 4.21 ± 2.44,  3.65 ± 
2.15,    3.54 ± 2.33,   6.17 ± 2.06   ตามลําดับ 

5. ผลของยาตานอักเสบที่ไมใชสเตอรอยดที่มีตอ ATPase activity ของไมโตคอนเดรีย 

 จากรูปที ่ 41 แสดงผลของสารทดสอบทีม่ตีอ ATPase activity ของไมโตคอนเดรีย โดยทาํ
การวัดปริมาณของ Pi ที่เกดิขึ้นจากการยอยสลายตัวของ ATP เมื่อเปรียบเทียบระหวางการเติมและ
ไมเติม DMSO  ซึ่งเปนตัวทําละลายของสารทดสอบ พบวา Pi liberate มีคาเทากับ  21.31 ± 0.30 
และ 21.47 ± 0.29 µmoles/mg protein/10 min ซึ่งแสดงวา DMSO ไมมีผลตอ ATPase activity 
ของไมโตคอนเดรีย 

 ผลของ indomethacin, piroxicam, nimesulide ความเขมขน 0.2, 0.5, 0.1 mM          
ตามลําดับ และ DNP ตอ ATPase activity ของไมโตคอนเดรียไดสรุปไดดังตารางที่ 6 ซึ่งพบวา 
indomethacin, piroxicam, nimesulide ไมมีฤทธิ์ในการกระตุน ATPase activity เมื่อเทียบกบักลุม
ควบคุมอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติ (p>0.05) 
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รูปที่  14  กราฟแสดง oxygraph tracing การใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูขาว 
เมื่อใช glutamate+malate เปนสับสเตรท 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา: 38.63 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.93 mM MgCl2, 88.84 
mM KCl, 5.36 mM potassium glutamate+ 5.36 mM potassium malate, 0.32 mM ADP + 
0.64 mM Pi, 0.05 mM DNP, 6.7 mM sucrose และไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 38.48 mg protein/ml 
ปริมาตรทั้งหมด 1.864 ml. อุณหภูมิ 37°C 

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆแสดงเปนตัวเลขในวงเล็บคํานวณ
ออกมามหีนวยเปน n atoms O/ml/min 
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ตารางที่ 4 แสดงอัตราการหายใจที่เพิ่มข้ึนของไมโตคอนเดรียโดย indomethacin, piroxicam และ 
nimesulide ความเขมขนตางๆ เมื่อใช glutamate+malate เปนสับสเตรท(n=4) และเมื่อใช 
succinate เปนสับสเตรท (n=4) 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา: 38.50 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.92 mM MgCl2, 88.56 
mM KCl, 5.34 mM potassium glutamate+ 5.34 mM potassium malate, 6.68 mM sucrose  
ปริมาตรทั้งหมด 1.87 ml. อุณหภูมิ 37°C 

 
% Change respiration 

Glutamate+Malate as substrate Succinate as substrate 
ความเขมขน 

(mM) 
indomethacin piroxicam nimesulide indomethacin piroxicam nimesulide 
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251.75±26.96 

175.63±14.07 

68.92±5.55 

481.43±30.53 

575.16±49.54 

287.59±24.36 

102.68±12.64 

56.88±12.11 

82.15±14.73 

94.79±13.04 

41.95±9.13 

53.34±4.51 

120.99±9.96 

19.41±5.48 

14.70±10.23 

6.23±9.39 

-58.76±0.73 

81.88±6.41 

113.41±4.70 

215.35±16.80 

365.80±23.54 

399.78±30.67 

63.06±18.88 

80.98±13.70 

61.06±13.50 

110.24±14.13 

185.49±12.59 

119.96±33.33 

111.10±39.48 

114.78±35.00 

96.94±30.52 
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รูปที่ 15 อัตราการหายใจทีเ่พิ่มข้ึนของไมโตคอนเดรียโดย indomethacin ความเขมขนตางๆ เมือ่ใช 
(A) gluatamate+malate เปนสับสเตรท (n=4) และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท (n=4) 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา: 38.50 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.92 mM MgCl2, 88.56 
mM KCl, 5.34 mM potassium glutamate+ 5.34 mM potassium malate, 6.68 mM sucrose  
ปริมาตรทั้งหมด 1.87 ml. อุณหภูมิ 37°C 
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รูปที่ 16 อัตราการหายใจทีเ่พิ่มข้ึนของไมโตคอนเดรียโดย  piroxicam ความเขมขนตางๆ เมือ่ใช   
(A) gluatamate+malate เปนสับสเตรท (n=4) และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท (n=4) 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา: 38.50 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.92 mM MgCl2, 88.56 
mM KCl, 5.34 mM potassium glutamate+ 5.34 mM potassium malate, 6.68 mM sucrose  
ปริมาตรทั้งหมด 1.87 ml. อุณหภูมิ 37°C 
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รูปที่ 17 อัตราการหายใจทีเ่พิ่มข้ึนของไมโตคอนเดรียโดย  nimesulide  ความเขมขนตางๆ เมือ่ใช 
(A) gluatamate+malate เปนสับสเตรท (n=4) และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท (n=4) 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา: 38.50 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.92 mM MgCl2, 88.56 
mM KCl, 5.34 mM potassium glutamate+ 5.34 mM potassium malate, 6.68 mM sucrose  
ปริมาตรทั้งหมด 1.87 ml. อุณหภูมิ 37°C 
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รูปที่ 18  อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้(% Inhibition)     ของ CU-18-07    ที่มีตอการหายใจของ      
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย indomethacin (0.2 mM) เมื่อใช  gluatamate+malate             
เปนสับสเตรท (n=4)  

 สวนประกอบของปฏิกิริยา: 38.20 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.91 mM MgCl2, 88.09 
mM KCl, 5.32 mM potassium glutamate+ 5.32 mM potassium malate, 6.65 mM sucrose  
ปริมาตรทั้งหมด 1.88 ml. อุณหภูมิ 37°C 
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รูปที่ 19  อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้(% Inhibition)     ของ CU-18-09    ที่มีตอการหายใจของ      
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย indomethacin (0.2 mM) เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปน 
สับสเตรท (n=4) และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท (n=4) 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา: 38.20 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.91 mM MgCl2, 88.09 
mM KCl, 5.32 mM potassium glutamate+ 5.32 mM potassium malate, 6.65 mM sucrose  
ปริมาตรทั้งหมด 1.88 ml. อุณหภูมิ 37°C 
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รูปที่ 20  อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้(% Inhibition)     ของ CU-18-10    ที่มีตอการหายใจของ      
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย indomethacin (0.2 mM) เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปน 
สับสเตรท (n=4) และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท (n=4) 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา: 38.20 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.91 mM MgCl2, 88.09 
mM KCl, 5.32 mM potassium glutamate+ 5.32 mM potassium malate, 6.65 mM sucrose  
ปริมาตรทั้งหมด 1.88 ml. อุณหภูมิ 37°C 
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รูปที่ 21  อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้(% Inhibition)     ของ CU-18-13    ที่มีตอการหายใจของ      
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย indomethacin (0.2 mM) เมื่อใช gluatamate+malate เปน        
สับสเตรท (n=4)  
 สวนประกอบของปฏิกิริยา: 38.20 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.91 mM MgCl2, 88.09 
mM KCl, 5.32 mM potassium glutamate+ 5.32 mM potassium malate, 6.65 mM sucrose  
ปริมาตรทั้งหมด 1.88 ml. อุณหภูมิ 37°C 
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รูปที่ 22  อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้(% Inhibition)     ของ CU-18-14    ที่มีตอการหายใจของ      
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย indomethacin (0.2 mM) เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปน 
สับสเตรท (n=4) และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท (n=4) 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา: 38.20 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.91 mM MgCl2, 88.09 
mM KCl, 5.32 mM potassium glutamate+ 5.32 mM potassium malate, 6.65 mM sucrose  
ปริมาตรทั้งหมด 1.88 ml. อุณหภูมิ 37°C 

  

CU-18-14

Concentration (mM)

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

%
 In

hi
bi

tio
n

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

glutamate+malate

 

  

CU-18-14

Concentration (mM)

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

%
 In

hi
bi

tio
n

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

succinate

 

A 

B 



                                                                                                             
                                                                                                                                                                66 

 
รูปที่ 23  อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้(% Inhibition)     ของ CU-18-15    ที่มีตอการหายใจของ      
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย indomethacin (0.2 mM) เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปน 
สับสเตรท (n=4) และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท (n=4) 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา: 38.20 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.91 mM MgCl2, 88.09 
mM KCl, 5.32 mM potassium glutamate+ 5.32 mM potassium malate, 6.65 mM sucrose  
ปริมาตรทั้งหมด 1.88 ml. อุณหภูมิ 37°C 
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รูปที่ 24  อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้(% Inhibition)     ของ CU-18-07    ที่มีตอการหายใจของ      
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย piroxicam   (0.5 mM) เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปน     
สับสเตรท (n=4) และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท (n=4) 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา: 38.20 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.91 mM MgCl2, 88.09 
mM KCl, 5.32 mM potassium glutamate+ 5.32 mM potassium malate, 6.65 mM sucrose  
ปริมาตรทั้งหมด 1.88 ml. อุณหภูมิ 37°C 
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รูปที่ 25  อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้(% Inhibition)     ของ CU-18-09    ที่มีตอการหายใจของ      
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย piroxicam   (0.5 mM) เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปน       
สับสเตรท (n=4) และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท (n=4) 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา: 38.20 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.91 mM MgCl2, 88.09 
mM KCl, 5.32 mM potassium glutamate+ 5.32 mM potassium malate, 6.65 mM sucrose  
ปริมาตรทั้งหมด 1.88 ml. อุณหภูมิ 37°C 
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รูปที่ 26  อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้(% Inhibition)     ของ CU-18-10    ที่มีตอการหายใจของ      
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย piroxicam   (0.5 mM) เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปน         
สับสเตรท (n=4) และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท (n=4) 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา: 38.20 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.91 mM MgCl2, 88.09 
mM KCl, 5.32 mM potassium glutamate+ 5.32 mM potassium malate, 6.65 mM sucrose  
ปริมาตรทั้งหมด 1.88 ml. อุณหภูมิ 37°C 
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รูปที่ 27  อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้(% Inhibition)     ของ CU-18-13    ที่มีตอการหายใจของ      
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย piroxicam   (0.5 mM) เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปน          
สับสเตรท (n=4) และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท (n=4) 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา: 38.20 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.91 mM MgCl2, 88.09 
mM KCl, 5.32 mM potassium glutamate+ 5.32 mM potassium malate, 6.65 mM sucrose  
ปริมาตรทั้งหมด 1.88 ml. อุณหภูมิ 37°C 
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รูปที่ 28  อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้(% Inhibition)     ของ CU-18-14    ที่มีตอการหายใจของ      
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย piroxicam   (0.5 mM) เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปน           
สับสเตรท (n=4) และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท (n=4) 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา: 38.20 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.91 mM MgCl2, 88.09 
mM KCl, 5.32 mM potassium glutamate+ 5.32 mM potassium malate, 6.65 mM sucrose  
ปริมาตรทั้งหมด 1.88 ml. อุณหภูมิ 37°C 
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รูปที่ 29  อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้(% Inhibition)     ของ CU-18-15    ที่มีตอการหายใจของ      
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย piroxicam   (0.5 mM) เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปน        
สับสเตรท (n=4) และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท (n=4) 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา: 38.20 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.91 mM MgCl2, 88.09 
mM KCl, 5.32 mM potassium glutamate+ 5.32 mM potassium malate, 6.65 mM sucrose  
ปริมาตรทั้งหมด 1.88 ml. อุณหภูมิ 37°C 
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รูปที่ 30  อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้(% Inhibition)     ของ CU-18-07    ที่มีตอการหายใจของ      
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย nimesulide   (0.1 mM) เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปน    
สับสเตรท (n=4) และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท (n=4) 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา: 38.20 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.91 mM MgCl2, 88.09 
mM KCl, 5.32 mM potassium glutamate+ 5.32 mM potassium malate, 6.65 mM sucrose  
ปริมาตรทั้งหมด 1.88 ml. อุณหภูมิ 37°C 

  

CU-18-07

Concentration (mM)

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 1.1 1.2

%
 In

hi
bi

tio
n

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

glutamate+malate

 

  

CU-18-07

Concentration (mM)

-0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 1.1 1.2

%
 In

hi
bi

tio
n

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

succinate

 

A 

B 



                                                                                                             
                                                                                                                                                                74 

 
รูปที่ 31  อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้(% Inhibition)     ของ CU-18-09    ที่มีตอการหายใจของ      
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย nimesulide   (0.1 mM) เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปน    
สับสเตรท (n=4) และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท (n=4) 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา: 38.20 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.91 mM MgCl2, 88.09 
mM KCl, 5.32 mM potassium glutamate+ 5.32 mM potassium malate, 6.65 mM sucrose  
ปริมาตรทั้งหมด 1.88 ml. อุณหภูมิ 37°C 
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รูปที่ 32  อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้(% Inhibition)     ของ CU-18-10    ที่มีตอการหายใจของ      
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย nimesulide   (0.1 mM) เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปน    
สับสเตรท (n=4) และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท (n=4) 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา: 38.20 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.91 mM MgCl2, 88.09 
mM KCl, 5.32 mM potassium glutamate+ 5.32 mM potassium malate, 6.65 mM sucrose  
ปริมาตรทั้งหมด 1.88 ml. อุณหภูมิ 37°C 
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รูปที่ 33  อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้ (% Inhibition)     ของ CU-18-13    ทีม่ีตอการหายใจของ      
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย nimesulide   (0.1 mM) เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปน    
สับสเตรท (n=4) และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท (n=4) 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา: 38.20 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.91 mM MgCl2, 88.09 
mM KCl, 5.32 mM potassium glutamate+ 5.32 mM potassium malate, 6.65 mM sucrose  
ปริมาตรทั้งหมด 1.88 ml. อุณหภูมิ 37°C 
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รูปที่ 34  อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้ (% Inhibition)     ของ CU-18-14    ทีม่ีตอการหายใจของ      
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย nimesulide   (0.1 mM) เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปน    
สับสเตรท (n=4) และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท (n=4) 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา: 38.20 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.91 mM MgCl2, 88.09 
mM KCl, 5.32 mM potassium glutamate+ 5.32 mM potassium malate, 6.65 mM sucrose  
ปริมาตรทั้งหมด 1.88 ml. อุณหภูมิ 37°C 
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รูปที่ 35  อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้ (% Inhibition)     ของ CU-18-15    ทีม่ีตอการหายใจของ      
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย nimesulide   (0.1 mM) เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปน    
สับสเตรท (n=4) และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท (n=4) 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา: 38.20 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.91 mM MgCl2, 88.09 
mM KCl, 5.32 mM potassium glutamate+ 5.32 mM potassium malate, 6.65 mM sucrose  
ปริมาตรทั้งหมด 1.88 ml. อุณหภูมิ 37°C 
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รูปที่ 36  อัตราการใชออกซิเจนที่เปลีย่นแปลง (% Change oxygen consumption) ของ
omeprazole  ที่มีตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย indomethacin (0.2 mM)เมื่อใช 
(A) gluatamate+malate เปนสับสเตรท (n=4) และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท (n=4) 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา: 38.20 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.91 mM MgCl2, 88.09 
mM KCl, 5.32 mM potassium glutamate+ 5.32 mM potassium malate, 6.65 mM sucrose  
ปริมาตรทั้งหมด 1.88 ml. อุณหภูมิ 37°C 
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รูปที่ 37  อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้ (% Inhibition) ของ omeprazole    ที่มตีอการหายใจของ      
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย piroxicam  (0.5 mM) เมื่อใช gluatamate+malate เปนสับสเตรท 
(n=4)  

 สวนประกอบของปฏิกิริยา: 38.20 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.91 mM MgCl2, 88.09 
mM KCl, 5.32 mM potassium glutamate+ 5.32 mM potassium malate, 6.65 mM sucrose  
ปริมาตรทั้งหมด 1.88 ml. อุณหภูมิ 37°C 
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รูปที่ 38   อัตราการใชออกซิเจนที่เปลี่ยนแปลง (% Change oxygen consumption) ของ 
omeprazole  ที่มีตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย nimesulide (0.1 mM)เมือ่ใช 
(A) gluatamate+malate เปนสับสเตรท (n=4) และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท (n=4) 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา: 38.20 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.91 mM MgCl2, 88.09 
mM KCl, 5.32 mM potassium glutamate+ 5.32 mM potassium malate, 6.65 mM sucrose  
ปริมาตรทั้งหมด 1.88 ml. อุณหภูมิ 37°C 
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รูปที่ 39   อัตราการใชออกซิเจนที่เปลี่ยนแปลง (% Change oxygen consumption) ของ 
metronidazole  ที่มีตอการหายใจของไมโตคอนเดรียทีถู่กกระตุนดวย indomethacin (0.2 mM)เมื่อ
ใช (A) gluatamate+malate เปนสับสเตรท (n=4) และเมื่อใช (B) succinate เปนสบัสเตรท (n=4) 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา: 38.20 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.91 mM MgCl2, 88.09 
mM KCl, 5.32 mM potassium glutamate+ 5.32 mM potassium malate, 6.65 mM sucrose  
ปริมาตรทั้งหมด 1.88 ml. อุณหภูมิ 37°C 
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รูปที่ 40   อัตราการหายใจที่ถูกยับยัง้ (% Inhibition) ของ metronidazole  ที่มีตอการหายใจของ   
ไมโตคอนเดรียที่ถกูกระตุนดวย nimesulide (0.1 mM)เมื่อใช (A) gluatamate+malate เปน        
สับสเตรท (n=4) และเมื่อใช (B) succinate เปนสับสเตรท (n=4) 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา: 38.20 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.91 mM MgCl2, 88.09 
mM KCl, 5.32 mM potassium glutamate+ 5.32 mM potassium malate, 6.65 mM sucrose  
ปริมาตรทั้งหมด 1.88 ml. อุณหภูมิ 37°C 
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ตารางที่ 5 แสดงความสามารถในการยบัยัง้การหายใจของไมโตคอนเดรียได 50 เปอรเซ็นต (IC50) 
 ของ CU-18-07, CU-18-09, CU-18-10, CU-18-13, CU-18-14, CU-18-15 
 
 
 

IC50 (M) 
Glutamate + Malate as substrate Succinate as substrate 

สาร
ทดสอบ 

indomethcin piroxicam nimesulide indomethacin piroxicam nimesulide 
 

CU-18-07 
CU-18-09 
CU-18-10 
CU-18-13 
CU-18-14 
CU-18-15 

 

 
> 1.13 x 10-3 

3.67x 10-4 
5.12 x 10-4 
9.76 x 10-4 

9.97 x 10-4  
4.14 x 10-4  

 
1.27 x 10-3 
2.88 x 10-4 
4.23 x 10-4 
5.87 x 10-4 
4.55 x 10-4 
2.81 x 10-4 

 

 
4.52 x 10-4 
9.67 x 10-5 
1.4 x 10-4  

2.57 x 10-4  
2.26 x 10-4  
1.35 x 10-4 

 
- 

3.71 x 10-4   
2.45 x 10-5   

- 
5.84 x 10-4   
3.37 x 10-4 

 
5.26 x 10-4   
1.97 x 10-4 
1.11 x 10-4   
9.48 x 10-4   
4.47 x 10-4   
1.35 x 10-4  

 
< 1.13x 10-6 
2.71 x 10-5   
5.28 x 10-5   
1.76 x 10-6   
1.07 x 10-3 
2.84 x 10-4  

 
หมายเหต ุ: เครื่องหมาย -  แสดงวาไมมีผลในการยับยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรีย 
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ตารางที่  6  แสดงผลของ indomethacin, piroxicam, nimesulide ที่ความเขมขน 0.2, 0.5, 0.1 
 mM ตามลําดบั และ 0.12mM DNP ที่มีตอการกระตุน ATPase activity ของไมโตคอนเดรีย 
 

สวนประกอบของปฏิกิริยา: 35.18 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.76 mM MgCl2, 80.92 
mM KCl, 16.72 mM sucrose   สวนประกอบที่เติมตามลงไปคือ 5.02 mM ATP, 0.17 mM DNP
ปริมาตรทั้งหมด 2.99 ml. อุณหภูมิ 37°C 
 
คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง  
(n=4) 
* p < 0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับ DMSO 
   

สารทดสอบ Pi liberate 
(µmoles/mg protein/10 min) 

 
NON DMSO 

DMSO 
Indomethcin  

Piroxicam 
Nimesulide 

DNP 
 

 
21.47 ± 0.29 
21.31 ± 0.30 
23.29 ± 0.35 
23.71 ± 0.18 
25.38 ± 0.31 

  41.31 ± 7.53 * 
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รูปที่ 41  แสดงผลของ indomethacin, piroxicam, nimesulide ที่ความเขมขน 0.2, 0.5, 0.1  mM 
ตามลําดับ ทีม่ีตอการกระตุน ATPase activity ของไมโตคอนเดรีย 
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา: 35.18 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.76 mM MgCl2, 80.92 
mM KCl, 16.72 mM sucrose   สวนประกอบที่เติมตามลงไปคือ 5.02 mM ATP, 0.17 mM DNP
ปริมาตรทั้งหมด 2.99 ml. อุณหภูมิ 37°C 
 
แตละจุดที่แสดงแทนคาเฉลีย่ ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง 
* p < 0.05 เมือ่เปรียบเทียบกับ DMSO 
 
 

0

10

20

30

40

50

60

NON DMSO
DMSO

Indometha
cin

Pirox
icam

Nimesu
lide DNP

Pi 
lib

era
ted

 fro
m 

AT
P (

 µ
 m

ole
s/m

g.p
rot

ein
/10

 m
in)

 
 
 

* 



                                                                                                             
                                                                                                                                                                87 

 
บทที่  5 

สรุปผลการวิจัยและอภิปรายผล 

 
วัตถุประสงคของงานวิจัยคือ ศึกษาผลของอนุพนัธ เอน เฮพทาโนอิล ไนโตร เมตา เมทอกซี 

อะนิไลด ตอฤทธิ์อันคัปปลิงของยาตานอักเสบที่ไมใชสเตอรอยด ที่มีตอกระบวนการหายใจของ     
ไมโตคอนเดรีย วธิีการศึกษาในครั้งนี้ใชไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูขาวเปนแมแบบ (model) ใน
การศึกษา ไมโตคอนเดรียเปน organelle    ที่อยูในเซลลมหีนาที่สําคัญในการเปนแหลงเปลี่ยน   
พลังงานจากสารอาหารใหอยูในรูปของพลงังานเคมี  คอื ATP    โดยกระบวนการ oxidative 
phosphorylation ซึ่งเกิดขึ้นที่ผนงัชัน้ในของไมโตคอนเดรีย ไมโตคอนเดรียไดถูกนาํมาใชเปน model 
ในการศึกษาทัง้ในดาน biochemical toxicology (Fowler et al., 1994) และ pharmacology 
(Szewczyk and Wojtczak, 2002) เชน การศึกษาผลของสารพษิ (toxicant) เพื่อความเขาใจถึง
ความสัมพันธระหวาง  particular metabolic functions และ physical integrity ของไมโตคอนเดรีย 
ไดแก โครงสราง ยกตัวอยางเชน การประเมินผลของ arsenate, methyl mercury ตอไมโตคอนเดรีย 
in vivo  (Fowler and Woods, 1977; Fowler and Woods, 1979; Fowler et al., 1979) และเปนที่
ยอมรับกันอยางแพรหลายวา การใชไมโตคอนเดรียที่แยกจากตบัหนูขาวสามารถเปนตวัแทนใน
การศึกษาทางดาน chemiosmotic coupling mechanism คือ กระบวนการสงผานอิเลคตรอนใน 
electron transport chain และกระบวนการ oxidative phosphorylation ได (McLaughlin and 
Dilger, 1980) และไมมคีวามแตกตางระหวางความสามารถในการตอบสนองตอ uncoupling 
agent หรือสารที่มีคุณสมบัติยับยั้ง respiratory chain ของไมโตคอนเดรียที่แยกจากอวยัวะตางๆ 
(Tyler, 1991) 

มีการศึกษามากมายไดแสดงใหเห็นวา NSAIDs แสดงฤทธิ์อันคปัปลิงตอกระบวนการ
หายใจของไมโตคอนเดรีย เชน Insel (1996)  ทําการศกึษาพบวา aspirin และ indomethacin มี
ฤทธิ์อันคัปปลิงตอกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรีย  ซึ่งความเขมขนของ NSAIDs สวนใหญ
เชน aspirin, indomethacin และ acidic  NSAIDs ตัวอื่นๆ แสดงฤทธิ์อันคัปปลิงทีค่วามเขมขนต่ํา 
(0.03 mM – 1.5 mM) และแสดงฤทธิย์ับยั้งการหายใจที่ความเขมขนสูง (Kawai et al., 1985; 
Mahmud et al., 1996; Somasundaram et al., 1997)  สอดคลองกับผลการศึกษาของ 
Somasundaram และคณะ (2000) ซึ่งพบวา indomethacin, aspirin และ DNP ในชวงความ       
เขมขน 30-1000  µM แสดงฤทธิ์กระตุนการหายใจ (อันคัปปลิง) ของไมโตคอนเดรียของตับหนูขาว  
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และ Krause และคณะ (2003) ทําการศึกษาและพบวา NSAIDs (diclofenac, indomethacin และ 
SC-236 ซึ่งเปน selective COX-2 inhibitor) มีฤทธิ์กระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรียที่แยกจาก
ตับหนูขาว 

ยาตานอักเสบที่ไมใชสเตอรอยด (NSAIDs) เปนยาที่ใชกนัแพรหลายมากในการบําบัด
อาการอักเสบของขอ กลามเนื้อ  แตยาในกลุม NSAIDs มีผลเสียตอรางกายที่สําคัญคือ ทําใหเกิด
อันตรายตอทางเดนิอาหาร โดยทาํใหมีอาการตั้งแตนอยๆเชน ปวดทอง ไปจนถึงขัน้รุนแรงเปนแผล
และถึงขั้นแผลทะลุเปนอันตรายถึงชวีิตได ไดมีความพยายามที่จะแกไขหรือปองกันผลเสยีตอ
ทางเดินอาหารของ NSAIDs ตั้งแตมีการใชยารวม   (co-administration) เชน ยาลดกรด (antacids)   
ยาตานฮิสตามีนชนิด H2-receptor antagonist และ proton pump inhibitors และปจจุบันไดมกีาร
พัฒนาตัวยา NSAIDs ในกลุม specific COX-2 inhibitors เชน celecoxib และ rofecoxib ขึ้นมา  
อยางไรก็ตาม specific COX-2 inhibitors เหลานี้ ก็ยังคงมีผลเสยีตอทางเดินอาหารไดแมจะนอย
กวา NSAIDs ที่มีใชอยูเดิม ( Bombardier et al., 2000; Silverstein et al., 2000) กระบวนการที่ 
NSAIDs ทําใหเกิดแผลในทางเดินอาหารนั้น มีความซับซอนและไมเปนที่ทราบแนชัด (Wallace, 
1992; Whittle, 1992; Somasundaram et al, 1995)  กลไกที่ NSAIDs ทําใหเกิดแผลในทางเดิน
อาหารอาจแบงออกเปนกลไกเกี่ยวของกับ PGs (Prostaglandin dependent) และไมเกี่ยวของกับ 
PGs (Prostaglandin independent) แตกลไกที่สําคัญคือการที่ NSAIDs ยับยั้ง COX-1 มีผลใหการ
สราง PGs ลดลง เปนกลไกหลักทีท่ําใหเกิดแผลทางเดินอาหาร      สวนกลไกทางดานที ่  ไม
เกี่ยวของกับ PGs เชน NSAIDs แสดงคุณสมบัติเปน ion trapping , NSAIDs มีฤทธิ์อันคัปปลิงตอ
กระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรีย เปนกลไกเสริม (Somasundaram et al, 2000; Jacob, 
2001) ไดมีความพยายามศึกษาถงึรายละเอียดของ        คุณสมบัติของ NSAIDs ที่จะใชนํามา
อธิบายถงึกลไกการทาํใหเกดิแผลในดานที่ไมเกี่ยวของกับการยับยั้งการสราง PGs พบวา NSAIDs 
สวนใหญมีฤทธิ์อันคัปปลิงตอกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรีย และมีฤทธิย์ับยั้งกระบวนการ
ออกซิเดทีฟ ฟอสฟอริลเลชั่น (Whitehouse, 1964; Mahmud, 1996; Mingatto; 1996; Petrescu, 
1997; Moreno-Sanchez, 1999; Jacob, 2001) รบกวนการสรางพลงังานของไมโตคอนเดรีย มกีาร
สังเคราะห ATP ลดลง โดยเฉพาะอยางยิ่งเซลลเยื่อบุผิวทางเดินอาหาร ทาํใหเกิด intestinal 
permeability เพิ่มข้ึนสงผลให GI barrier function เสียไป (Schoen and Vender, 1989; 
Mahmud; 1996; Mahmud, 1998; Somasundaram et al, 1997; Sigthorsson et al, 2000)        
ซึ่ง  intestinal epithelial barrier มีความสําคัญโดยมีหนาที่หลกั     3  ประการคือ (1) Absorption 
คือ  ทําหนาท่ีขนสง   fluid, electrolyte   และสารอาหารตางๆผานผนังลาํไส (intestinal wall)       
(2) Protection คือทําหนาทีป่กปองไมใหสารพิษ antigen หรือ pathogenic  molecules ดูดซึมเขาสู
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กระแสเลือด  (3) Immune function คือทําหนาที่ปลอย IgA ซึ่งไปจับกับ bacteria หรือ antigen ใน
การปกปองไมใหมาทําลาย epithelial cell (Miller, 1997) 

ผลการศึกษาฤทธิ์อันคัปปลิงของยาตานอกัเสบที่ไมใชสเตอรอยด 3 ชนิด ไดแก 
indomethacin, piroxicam และ nimesulide พบวาในชวงความเขมขน 0.05 – 2 mM   NSAIDs ทั้ง 
3 ชนิด แสดงฤทธิ์อันคัปปลิงตอกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรยี โดยมีฤทธิก์ระตุนอัตราการ
หายใจ state 4  ซึ่งความเขมขนที่แสดงฤทธิ์กระตุนอัตราการหายใจของไมโตคอนเดรียไดสูงสุดของ 
NSAIDs แตละชนิดมีคาไมเทากนั โดยจะมีคาเทากับ 0.2, 0.5 และ 0.1 mM ตามลําดับ (ตารางที ่4)  
จากผลการศึกษาผลของ NSAIDs ตอ ATPase activity ของไมโตคอนเดรีย พบวา NSAIDs ทั้งสาม
ชนิดไมมีคุณสมบัติในการกระตุน ATPase activity   ซึ่งทาํการเปรียบเทียบกับ DNP (ตารางที ่ 6)   
ซึ่งเปนสาร uncoupler  ซึ่งสาร DNP นี้มีคุณสมบัติกระตุน ATPase ทาํใหเกิดการสลายตัวของ ATP 
(ATP hydrolysis) ทําให Pi ถูกปลอยออกมาเพิ่มข้ึน (Cambell, 1995; Lehninger et al, 2000; 
Garrett and Grisham, 2002) ไดมีการศึกษากลไกการออกฤทธิ์อันคัปปลิงของ NSAIDs  นาจะ
เกี่ยวของกับการกระตุนการเปดของ PTP (Szewczyk and Wojtczak, 2002)โดยมีการศึกษามากอน
แลววา nimesulide กระตุนใหมกีารเคลือ่นที่ไหลออกของ Ca2+ และแสดงฤทธิก์ระตุนใหมีการเปด
ออกของ PTP (Mingatto et al., 2000) piroxicam ที่ความเขมขนต่ําๆแสดงฤทธิ์กระตุนใหมีการ
เคลื่อนที่ไหลออกของ Ca2+ และกระตุนใหมีการเปดของ PTP ใน renal cortex mitochondria 
(Pigoso et al., 1998)  สวน indomethacin ซึง่เปน carboxylic acid แสดงคุณสมบัติเปน 
protonophore คือมีลักษณะเปน hydrophobic weak acid  จะไปจบักับโปรตอนแลวพาผานผนัง
ชั้นในของไมโตคอนเดรียเขาสู matrix ได (McLaughlin and Dilger, 1980) (รูปที่ 9) 

 Leite และคณะ (2001) ไดทําการศกึษาฤทธิ์ในการปองกนั (protective effect) ของ 
metronidazole ตอการเกดิอันคัปปลิงของกระบวนการออกซิเดทีฟ ฟอสฟอริลเลชั่น ที่เกิดจาก 
NSAIDs โดยผลการศึกษาพบวา metronidazole สามารถลดการเกิดแผลในลําไสของหนูขาว และ
ลดคา intestinal permeability ที่เพิ่มข้ึน จาก indomethacin ได (in vivo) และเมื่อทําการศึกษาใน
ไมโตคอนเดรียที่แยกจากตบัหนูขาวพบวา หนูในกลุมที่ไดรับ metronidazole มีอัตราการหายใจ 
state 4 ของไมโตคอนเดรียที่เพิม่ข้ึนจาก indomethacin ลดลงได ซึ่ง Somasundaram (1995) ได
เสนอแนวความคิดวา การเกิดอันคัปปลิงของกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรยีโดย NSAIDs  
เปนกลไกหนึง่ของ NSAIDs ที่เกีย่วของกับการเกิดแผลทางเดินอาหาร ซึง่ผลจากการศึกษานี้เปน
แนวความคิดในงานวิจัยโดยมีสมมติฐานวา  สารใดทีส่ามารถยับยัง้ฤทธิ์อันคัปปลิงของ NSAIDs  
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(in vitro) ได ก็อาจจะมีผลทําใหอาการขางเคียงทีเ่กิดขึ้นตอระบบทางเดินอาหารเนือ่งจาก NSAIDs   
ลดลงได 

 ผลการศึกษาอนุพนัธ เอน เฮพทาโนอิล อะนิไลด ซึง่ไดแก CU-18-07, CU-18-09, CU-18-
10, CU-18-13, CU-18-14 และ  CU-18-15 ตอฤทธิ์อันคัปปลิงของ NSAIDs ที่มีตอกระบวนการ
หายใจของไมโตคอนเดรีย พบวา  

(1) เมื่อกระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรียดวย indomethacin (0.2 mM) และเมื่อใช 
glutamate+malate เปนสบัสเตรท พบวา CU-18-09, CU-18-10, CU-18-13, CU-18-14 และ CU-
18-15 มีผลยบัยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรีย โดยความเขมขนของสารทีท่ําใหเกิดการยับยัง้การ
กระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรียได 50% (IC50) จากนอยไปมากสรุปไดดังนี้คือ CU-18-09, CU-
18-15, CU-18-10, CU-18-13, CU-18-14 ตามลําดับ (ตารางที ่5) ในขณะที ่CU-18-07 มีผลนอย
มากในการแสดงฤทธิ์ยับยัง้การหายใจของไมโตคอนเดรยี และเมื่อใช succinate เปนสับเสตรท CU-
18-09, CU-18-10, CU-18-14, CU-18-15  มีผลยับยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรีย โดยมี IC50 
จากนอยไปมากสรุปไดดังนีค้ือ CU-18-15, CU-18-10, CU-18-09, CU-18-14 ตามลําดับ (ตารางที่ 
5) ในขณะที่ CU-18-07 และ CU-18-13 ไมมีผลยับยัง้การหายใจของไมโตคอนเดรีย        

(2) เมื่อกระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรียดวย piroxicam (0.5 mM) พบวา เมื่อใช 
glutamate+malate  เปนสับสเตรท สารทุกตัวมีผลยับยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรีย โดยมีคา 
IC50 จากนอยไปมากสรุปไดดังนี้คือ CU-18-15, CU-18-09, CU-18-10, CU-18-14, CU-18-13, 
CU-18-07 ตามลําดับ (ตารางที ่ 5) และเมื่อใช succinate เปนสับสเตรท สารทกุตัวมีผลยับยัง้การ
หายใจของไมโตคอนเดรีย โดยมีคา IC50 จากนอยไปมากสรุปไดดังนี้คือ CU-18-10, CU-18-09, 
CU-18-15, CU-18-14, CU-18-07, CU-18-13 ตามลําดับ (ตารางที่ 5) 

(3) เมื่อกระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรียดวย nimesulide (0.1 mM) พบวา เมื่อใช 
glutamate+malate  เปนสับสเตรท สารทุกตัวมีผลยับยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรีย โดยมีคา 
IC50 จากนอยไปมากสรุปไดดังนี้คือ CU-18-09, CU-18-15, CU-18-10, CU-18-14, CU-18-13, 
CU-18-07 ตามลําดับ (ตารางที่ 5) และเมื่อใช succinate เปนสับสเตรท CU-18-09, CU-18-10, 
CU-18-13, CU-18-14 และ CU-18-15 มีผลยับยัง้การหายใจของไมโตคอนเดรีย   โดยมีคา IC50 
จากนอยไปมากสรุปไดดังนีค้ือ CU-18-13, CU-18-09, CU-18-10, CU-18-15, CU-18-14 ตาม 
ลําดับ (ตารางที่ 5) 

 Omeprazole ซึ่งเปน PPIs เปนยากลุมหนึง่ซึง่ใชในการรักษาและปองกันการเกดิแผลใน
ทางเดินอาหารจาก NSAIDs (Byron and Feldman, 1998; Chan and Leung, 2002) เมื่อนํามา
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ศึกษาในฤทธิท์างดานการยบัยั้งฤทธิ์อันคปัปลิงของ NSAIDs โดยศึกษาในไมโตคอนเดรียที่แยกจาก
ตับหนูขาว ผลการศึกษาพบวา เมื่อกระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรียโดย indomethacin (0.2 
mM) และ nimesulide (0.1 mM) omeprazole มีผลลดการหายใจของไมโตคอนเดรียไดในปริมาณ
นอย เมื่อใช glutamate+malate เปนสับสเตรท ในขณะที่เมื่อใช succinate เปนสับสเตรท 
omeprazole แสดงฤทธิ์กระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรีย  และเมื่อกระตุนการหายใจของไมโต
คอนเดรียโดย piroxicam (0.5 mM) พบวา omeprazole   มีผลลดการหายใจของ  ไมโตคอนเดรียได
เล็กนอย เมื่อใช glutamate+malate เปนสับสเตรท ในกรณีของ omeprazole นั้น ตัวยาจะออกฤทธิ์
ไดนั้นจะตองอยูในตัวกลางทีเ่ปนกรด  สวนที่ไดผลไมชัดเจนในงานวจิยันัน้อาจจะเปนการศึกษา in 
vitro 

 Metronidazole ซึ่งเปน antibiotic ตัวหนึง่ซึ่งใชในการรักษาแผลในกระเพาะอาหารทีม่ีภาวะ
ติดเชื้อ H. pyroli (Hoogerwerf and Pasricha, 2001, Rang et al.,2003) จากการศึกษาของ Leite 
และคณะ (2001)  ทําการศกึษาแบบ in vivo พบวา metronidazole สามารถลดแผลในลําไสหนูขาว
ที่ไดรับ metronidazole ซึ่งพบวา metronidazole มีฤทธิ์ลดฤทธิ์อันคัปปลิงของไมโตคอนเดรียจาก 
indomethacin ได    ในการศึกษาแบบ in vitro โดยใชไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูขาว            
ผลการศึกษาพบวา เมื่อกระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรียโดยใช indomethacin (0.2 mM) 
metronidazole มีผลยับยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรยีไดเล็กนอย เมื่อใช glutamate+malate 
เปนสับสเตรท ในขณะที่เมือ่ใช succinate เปนสับสเตรท metronidazole มีผลกระตุนการหายใจ
ของไมโตคอนเดรีย เมื่อกระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรียโดย nimesulide (0.1 mM)   
metronidazole  มีผลยับยัง้การหายใจของไมโตคอนเดรียไดในปริมาณต่ํา    และเมื่อกระตุนการ
หายใจของไมโตคอนเดรียโดย piroxicam  (0.5 mM)  พบวา metronidazole ไมมีผลในการยบัยั้ง
การหายใจของไมโตคอนเดรยี   ทัง้นี้อาจจะเกี่ยวของกบั biotransformation ของ metronidazole 
ในรางกายเปลี่ยนไปเปน 1-(2-hydroxyethyl)-2-hydroxymethyl-5-nitroimidazole (Pendland et 
al., 1994) 

จากการพิจารณาโครงสรางของสารรวมกบัการออกฤทธิ์ของ  อนุพนัธ เอน เฮพทาโนอิล   
อะนิไลดในการปกปองฤทธิอั์นคัปปลิงจาก NSAIDs หากพิจารณาหมูของสารที่เติมลงไปใน 
benzene ring โดยการเติมหมู –OCH3 (CU-18-07)  หรือเติมหมู –NO2 (CU-18-09 และ CU-18-
10)  หรือเติมหมู –OCH3 รวมกับหมู –NO2 (CU-18-14 และ CU-18-15) หรือไมมีการเติมหมูใดๆ
เลย (CU-18-13) พบวาจะมีคุณสมบัติเหมือนกนัคือ    การออกฤทธิย์ับยั้งการหายใจของไมโตคอน
เดรียที่ถูกกระตุนดวย NSAIDs เมื่อใช glutamate+malate และ succinate  เปนสบัสเตรท  ยกเวน
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เมื่อกระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรียโดย indomethacin พบวา  CU-18-07 และ CU-18-13   
ไมมีผลยับยัง้ฤทธิ์อันคัปปลิงของ indomethacin เมื่อใช succinate เปนสับสเตรท และเมื่อเปรียบ 
เทียบคา IC50 ของสารทดสอบตอฤทธิ์อันคัปปลิงของ NSAIDs ทั้งสามชนิดจากนอยไปมาก สรุปได
วา CU-18-09, CU-18-10 และ CU-18-15 มีคา IC50 ต่ําอยูในชวงสามอันดับแรก  และจากขอมูล
การศึกษากอนหนานี้ หทยัรัตน (2546) พบวา การเตมิหมู –OCH3 ลงไปใน benzene ring สารจะมี
ฤทธิก์ดการหายใจนอยที่สุด   และเมื่อเปรียบเทียบตาํแหนงที่มกีารเติมหมู –NO2 ไมวาที่ตาํแหนง  
meta  หรือ  para   ก็ตาม สารจะมีฤทธิ์ยบัยั้งการหายใจที่ถูกกระตุนดวย  DNP แตความแรงในการ
ยับยั้งการหายใจที่ Complex I จะตางกัน   คือการเตมิหมู –NO2 ในตําแหนง para (CU-18-09)    
จะแรงกวาตําแหนง meta (CU-18-10) ถึง 5 เทา  ดังนัน้เมื่อพจิารณาสูตรโครงสรางของสารแลว  
CU-18-15 นาจะมีความเปนไปไดในการนําไปพฒันาตอไปเปนสารทีใ่ชรวมกับ NSAIDs ในการลด
อาการขางเคยีงตอระบบทางเดนิอาหาร       อยางไรกต็ามควรจะมกีารศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับผลใน
ดานอื่นๆดวย เชน การใหสารชนิดนี้รวมกับ NSAIDs แลวทาํใหฤทธิ์ในการลดการอักเสบของ 
NSAIDs เปลี่ยนแปลงไปหรือไม  มีการศึกษาฤทธิ์เกี่ยวกบัทางดานพิษวิทยาของสารชนิดนี้และควรมี
การศึกษาทดลอง in vivo โดยใหรวมกับ NSAIDs แลววัดอัตราการเกิดแผลในทางเดนิอาหาร  
เปนตน
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นางสาววราณ ีกาญจนวนิชกุล เกิดเมื่อวนัที ่14 มิถนุายน พ.ศ.2517ที่จังหวัดตรัง 
สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรีเภสัชศาสตรบัณฑิตจากมหาวิทยาลัยสงขลานครินทร เมื่อป
การศึกษา 2539 และเขาศึกษาตอในระดบัปริญญาเภสัชศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาเภสัชวิทยา 
บัณฑิตวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2545   ปจจบุันรับราชการตําแหนงเภสัชกร ระดับ 6             
ฝายเภสัชกรรมชุมชน   โรงพยาบาลยานตาขาว จังหวดัตรัง 
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