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              การศึกษาผลของอีพิแกลโลคาทีชินแกลเลต  (EGCG)  ซึง่เปนสารโพลีฟนอลที่มปีริมาณ 

มากที่สุดในชาเขียวตอกระบวนการหายใจ      และสมรรถนะของเอนไซมโมโนเอมนีออกซิเดสของ 

ไมโตคอนเดรียที่แยกจากตบัหนูขาวพบวา EGCG ที่ความเขมขนสงูตั้งแต 454.48 μM กระตุน

อัตราการใชออกซิเจนใน state 4     แตลดอัตราการใชออกซิเจนใน state 3   ซึ่งมีผลทําใหคา RCI 

ลดลงเมื่อใชกลูตาเมตและมาเลตเปนสับสเตรท  จากผลการศึกษานีแ้สดงใหเหน็วา  EGCG ไป

รบกวนการควบคูระหวางกระบวนการหายใจและการฟอสฟอริเลชันหรืออาจกลาวไดวา EGCG มี

ฤทธิ์เปนสาร uncoupler  ฤทธิ์ในการกระตุนอัตราการใชออกซิเจนของ EGCG สามารถถูกยับยั้ง

ดวย bovine serum albumin  และเมื่อใชซักซิเนตเปนสับสเตรทพบวา EGCG ไมมีผล

เปลี่ยนแปลงอัตราการใชออกซิเจนใน state 4  แตยังคงมีผลลดอัตราการใชออกซิเจนใน state 3 

และลดคา RCI เชนเดียวกบัเมื่อใชกลูตาเมตและมาเลตเปนสับสเตรท  นอกจากนี้ EGCG ยังมี

ฤทธิย์ับยัง้การหายใจที่ถกูกระตุนดวย DNP  แตในกรณีที่การหายใจถูกกระตุนดวยแคลเซียม  

EGCG เฉพาะที่ความเขมขนสูงสุดที่ทาํการศึกษาเทานัน้ (908.96 μM) จึงแสดงฤทธิ์ในการยับยัง้
การหายใจได  EGCG ที่ความเขมขนตั้งแต 219.54  μM สามารถกระตุนการทํางานของเอนไซม 

ATPase สวนผลตอการทาํงานของเอนไซมโมโนเอมนีออกซิเดส (MAO)  พบวา EGCG มีผล

ยับยั้งไดทัง้ MAO-A และ MAO-B  แตสามารถยับยั้ง MAO-A ไดแรงกวา MAO-B   
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 The effects of epigallocatechin gallate (EGCG), a major component in green tea 

polyphenols on respiratory function and monoamine oxidase activity of isolated rat liver 

mitochondria  have  been  investigated.   It  was found that EGCG at high concentration  

(≥ 454.48 μM) stimulated  state 4 respiration, decreased  state 3 respiration and RCI 

index when used glutamate plus malate as substrate. These results suggested that 

EGCG interfered the coupling between respiration and phosphorylation or EGCG acted 

as uncoupler. The respiratory stimulation of this compound was antagonized by bovine 

serum albumin. When succinate was used as substrate, the results on state 3 

respiration and RCI index were similar to those using glutamate plus malate as 

substrate  but  state 4 respiration was not affected by EGCG. DNP-stimulated 

respiration was inhibited by EGCG  but in case of Ca-stimulated respiration only the 

highest concentration of EGCG in this study (908.96 μM) showed inhibitory effect. The 

concentration of EGCG  ≥ 219.54  μM could stimulate ATPase activity. EGCG inhibited 

both MAO-A and MAO-B activity, but inhibitory effect on MAO-A more potent than  

MAO-B.   
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บทที่  1 

บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
ชาเปนเครื่องดื่มที่นิยมกันมากทั่วโลกเปนอันดับสองรองจากน้ํา  ในแตละปจะมีการผลิต

ชาเพื่อบริโภคประมาณ 2.5 ลานเมตริกตัน  โดยชาที่บริโภคกันทั่วไปแบงไดเปน 3 ชนิดใหญๆ คือ 

ชาดํา  ชาเขียว  และชาอูหลง แตชาทั้ง 3 ชนิดก็ผลิตมาจากตนชาชนิดเดียวกัน คือ Camellia 

sinensis L.  ความแตกตางของชาแตละชนิดเกิดจากกรรมวิธีการผลิตที่แตกตางกัน  ชาเขียวเปน

ชาที่ไมผานขั้นตอนการหมัก  แตจะใหความรอนตั้งแตเก็บใหมๆ เพื่อทําลายเอนไซมในใบชา  

ปองกันการเกิด oxidation   การผลิตชาดําจะมีข้ันตอนการหมัก   ซึ่งทําให catechins ในใบชาถูก

oxidation กลายเปน theaflavins และ thearubigins สวนชาอูหลงจะผานกระบวนการหมักเพียง

บางสวน   ในปจจุบันมีงานวิจัยศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา   ประโยชนของชาตอสุขภาพมากมาย  

ซึ่งตางแสดงใหเห็นวาชาเขียวเปนชาที่มีประโยชนตอสุขภาพมากที่สุด  เนื่องจากชาเขียวมี 

catechins ชนิดที่ เปนสวนประกอบสําคัญในการออกฤทธิ์มากกวาชาชนิดอ่ืนๆ  โดยสาร 

catechins นี้จัดอยูในกลุมสารประกอบ polyphenols  ซึ่งในชาเขียวมีอยูหลายชนิดดังแสดงในรูป

ที่ 1 โดยประเภทที่มีมากที่สุด คือ  (-)-epigallocatechin gallate – EGCG (Yang and Wang, 

1993; Kuroda and Hara,1999)    

 

  
                                            

รูปที่ 1   แสดงโครงสรางทางเคมีของสาร catechins ในชาเขียว ตัวเลขแสดงปริมาณ catechins 

เปนเปอรเซ็นตของน้ําหนักแหง  (Muto et al., 2001) 
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สําหรับฤทธิท์างเภสัชวทิยาของ catechins ในชาเขียวที่นาสนใจมีหลายอยาง เชน ฤทธิ์

ตานอนมุูลอิสระ (Koo and Cho, 2004)  ฤทธิ์ตานมะเรง็ (Yang and Wang, 1993)  ฤทธิ์ตานการ

กลายพันธุ (Kuroda and Hara, 1999)  ฤทธิ์ตานแบคทีเรียหรือไวรัส (Zhao et al., 2001; 

Yamaguchi et al., 2002)  ฤทธิ์ปองกันการเกิด atherosclerosis (Miura et al., 2001)  ฤทธิ์ใน

การลดน้ําหนกั (Kao, et al, 2000)  ฤทธิต์านการอักเสบ (Koo and Cho, 1999)  ฤทธิ์ลดความดัน

โลหิต (Liu, 2003)   เปนตน   แตอยางไรก็ตามยังตองมีการศึกษาวจิัยเพิ่มเติมอีกมากทั้งใน in 

vitro และ in vivo  เพื่อยนืยนัฤทธิ์ทางเภสัชวทิยารวมทั้งความปลอดภัยในการที่จะนาํสาร 

catechins ในชาเขียวมาใชเพื่อปองกนัและรักษาโรคในมนุษย 

เนื่องจากไมโตคอนเดรียเปนออกาเนลที่สําคัญทําหนาทีส่รางพลงังานใหแกเซลลในรูปของ 

ATP  จากกระบวน oxidative phosphorylation  ซึ่งเกิดขึ้นที่เยือ่หุมชัน้ในของไมโตคอนเดรยี  

ดังนัน้ถาสารใดก็ตามมีผลเปลี่ยนแปลงการทํางานของไมโตคอนเดรีย อาจทาํใหเกิดผลทางเภสัช

วิทยาหรือพิษวิทยาได และจากที่ผานมาการศึกษาของ Moini และคณะ (1999) เปนการศึกษา

หนึง่ที่แสดงใหเห็นวา polyphenols ที่อยูในพืชบางชนิดมผีลเปลี่ยนแปลงการทํางานของ           

ไมโตคอนเดรียได โดยพืชทีใ่ชในงานวิจัยนี้ คือ French maritime pine  ทําการศึกษาทั้งในสาร

สกัดผสมของ polyphenols หลายชนิด และ polyphenol เดี่ยวๆ ทีม่ีอยูในพืชชนดินี้ ผลการวิจยั

พบวาสารสกดัผสมของ polyphenols หลายชนิดมีผลยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอน  และที่สําคญั

คือ polyphenol เดี่ยวๆ ในการศึกษานีม้ีชนิดทีพ่บในชาเขียวดวยเชนเดียวกัน คือ epicatechin 

gallate ซึ่งมีผลยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอนไดเล็กนอย  ดงันัน้จงึนาสนใจวา EGCG ซึ่งเปน 

polyphenols ชนิดที่มมีากที่สุดในชาเขียว    และมฤีทธิท์างเภสัชวิทยาที่เดนชัดเจนมากกวาตวั

อ่ืนๆ   จะมีผลตอการทํางานของไมโตคอนเดรียหรือไม อยางไร  ซึ่งในปจจุบันกย็ังไมมีรายงานการ

วิจัยถงึผลดังกลาว  แตก็มีบางงานวิจยัทีก่ลาวถงึความเกี่ยวของระหวาง EGCG กับไมโตคอนเดรีย   

เชน 

  - งานวิจัยของ Chen และคณะ (2003) พบวา EGCG มีผลตอไมโตคอนเดรียของเซลล

HT-29 colon adenocarcinoma ทําให cytochrome c หลุดออกจากไมโตคอนเดรีย ชวยทําให

เซลลมะเร็งตาย  

  - งานวิจยัของ Zheng และ Ramirez (2000) ศึกษาผลของ polyphenols ชนิดตางๆ ตอ

การทาํงานของเอนไซม FOF1-ATPase / ATP synthase ของไมโตคอนเดรียจากสมองหนู  พบวา 

EGCG สามารถยับยั้งการทาํงานของเอนไซมนี้ได  โดยมคีา IC50 = 17 μM 

 นอกจากนีท้ี่เยือ่หุมชัน้นอกของไมโตคอนเดรียยังมีเอนไซม monoamine oxidase-MAO 

ซึ่งทาํหนาที่เรงปฏิกิริยา oxidative deamination ของสารสื่อประสาทพวกเอมีน เชน  dopamine, 
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serotonin   ซึ่งจากการศึกษาที่ผานมากม็ีงานวจิัยทีก่ลาวถงึความเกี่ยวของระหวาง EGCG กับ 

monoamine oxidase  ไดแก งานวิจยัของ Levites  และคณะ (2001)   ศึกษาผลของ EGCG ใน

การปองกนั N-metyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) เหนีย่วนําใหเกิด 

dopaminergic neurodegeneration   โดยกลไกหนึ่งที่ผูวิจยัสนใจคือ  EGCG ไปยับยั้งเอนไซม 

MAO-B  ซึ่งเปนเอนไซมที่ใชในการเปลีย่นแปลง MPTP ไปเปน active metabolite (MPP+) ได

หรือไม  ผลการศึกษาพบวา EGCG สามารถยับยั้ง MAO-B ใน homogenate ของสมองหน ู  เม ื่อ

ใช phenylethylamine เปนสับสเตรทโดยมี IC50 = 662 μM  แตเนื่องจาก IC50 ที่ไดมีคามากกวา

ของ deprenyl  (IC50 = 6 nM )  ซึ่งเปน selective irreversible inhibitor ของ MAO-B  มาก  

ดังนัน้ผลการปองกันไมนาเกิดจากกลไกนี้      อยางไรก็ตามยงัไมมีรายงานการวจิยัที่ศึกษาผลของ 

EGCG ตอเอนไซม  monoamine oxidase ทั้งชนิด MAO-A และ MAO-B ในไมโตคอนเดรีย  

ดังนัน้จึงนาสนใจศึกษาเรื่องนี้เชนเดียวกนั  เพราะจะทาํใหทราบผลของ EGCG ตอการทาํงานของ 

MAO ทัง้สองชนิด  ซึ่งผลการศึกษาอาจทําใหไดฤทธิท์างเภสัชวทิยาของ EGCG เพิ่มเติม 
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วัตถุประสงคของการวิจยั 
เพื่อศึกษาผลของ epigallocatechin gallate ตอกระบวนการหายใจ      และสมรรถนะ

ของเอนไซม monoamine oxidase ของไมโตคอนเดรีย 

สมมติฐานของงานวจิัย 
epigallocatechin gallate มีผลเปลี่ยนแปลงกระบวนการหายใจและสมรรถนะของ

เอนไซม monoamine oxidase ของไมโตคอนเดรีย 

ขอบเขตของการวิจัย 
 1. ศึกษาผลของ epigallocatechin gallate ตอกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรีย  

รวมทัง้ศึกษาปจจัยที่อาจเกีย่วของกับการออกฤทธิ์ของสาร 

2. ศึกษาผลของ epigallocatechin gallate ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย

ในสภาวะที่ถกูกระตุนดวยแคลเซียม 

3. ศึกษาผลของ epigallocatechin gallate  ตอการทํางานของเอนไซม ATPase 

4. ศึกษาผลของ epigallocatechin gallate ตอการทาํงานของเอนไซม monoamine 

oxidse 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 
ทําใหทราบผลของ epigallocatechin gallate  ซึ่งเปนสารประกอบทีสํ่าคัญของชาเขียว

ตอกระบวนการหายใจและสมรรถนะของเอนไซม monoamine oxidase ของไมโตคอนเดรีย  เพือ่

นําขอมูลเพิ่มเติมที่ไดจากการวิจัยมาพิจารณาถึงความปลอดภัย  หรือฤทธิท์างเภสัชวิทยาของสาร

นี้ตอรางกาย 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

สาร epigallocatechin gallate ที่นาํมาศกึษานี้เปนสาร catechins ทีสํ่าคัญในการแสดง

ฤทธิท์างเภสัชวิทยาของชาเขียว  ดงันัน้ในเบื้องตนจะกลาวถงึเรื่องของชาเขียวและสาร catechins 

ที่สําคัญ  รวมทั้งฤทธิท์างเภสัชวิทยาที่นาสนใจของสาร catechins โดยเฉพาะ epigallocatechin 

gallate  ตอมาจะกลาวถึงเรื่องของไมโตคอนเดรีย  ซึง่เปนออกาแนลสําคัญในการสรางพลงังาน

ใหกับเซลล ทัง้ในดานลักษณะและโครงสราง  สวนประกอบและการถายทอดอิเลคตรอนของลูกโซ

การหายใจ  กระบวนการสราง ATP  การขนสงและการสะสมแคลเซียมของไมโตคอนเดรีย  สาร

ตางๆ ที่มีผลรบกวนหรือเปลีย่นแปลงการทํางานของไมโตคอนเดรีย  รวมทัง้หนาทีแ่ละการทาํงาน

ของเอนไซม monoamine oxidase  ที่อยูบริเวณ outer membrane ของไมโตคอนเดรียดวย 

ชาเขียว 

ปจจุบันทั่วโลกนิยมดื่มชาเปนเครื่องดื่มมากกวา 2 ใน 3 ของประชากรทั้งหมด  โดยชาที่

นิยมดื่มกันมากที่สุด คือ ชาดํา ประมาณ 78% เปนที่นยิมมากในประเทศแทบตะวันตกและบาง

ประเทศในเอเซีย   สวนชาอหูลงนิยมดื่มกนันอยประมาณ 2% มักพบบริเวณตะวันออกเฉียงใตของ

ประเทศจีน  ชาเขียวนิยมดื่มมากในประเทศแทบเอเชียประมาณ 20 % (Yang and  Wang, 1993) 

โดยชาวจีนและชาวญี่ปุนรูจกัดื่มชาเขียว และมีการบันทึกเลาถงึคุณประโยชนของชาเขียวตอ

สุขภาพมานานนับพันป  ความกาวหนาของงานวจิัยทางวิทยาศาสตรในปจจุบนัก็ยนืยนัขอมลู

ดังกลาว    ซึ่งมีผลทําใหเกิดกระแสนิยมในการดื่มชาเขียวกันอยางกวางขวาง  รวมทัง้ยังมีแนวโนม

ในการนําสาร catechins ในชาเขียวมาใชในการปองกนัและรักษาโรคอกีดวย 

ขอมูลดานพฤกษศาสตร 
 ตนชาเปนพชืในวงศ Theaceae  มีชื่อทางวิทยาศาสตรวา Camellia sinensis L. มี 2 สาย

พันธุหลัก คือ สายพนัธุของจีนที่ใบมีขนาดเล็ก  และสายพนัธุอัสสัมทีใ่บมีขนาดใหญกวาง  ตนชามี

ใบเรียวแหลมลักษณะคลายรูปไข  มีสีเขียวเขม  ขอบใบหยัก  การจัดเรียงตัวของใบเปนแบบสลับ 

1 ใบตอ 1 ขอ  ชาเปนไมยนืตนที่สูงไดถึง 10-15 เมตร หากปลอยใหโตตามธรรมชาติ  แตชาวสวน

ชามักตัดแตงตนชาใหเปนพุมเตี้ยสูงประมาณ 1-1.5 เมตร  เพื่อความสะดวกในการเก็บใบชา  ดอก

ชามีทัง้ดอกเดีย่วและดอกชอ เปนดอกสมบูรณเพศ  สีขาว กลิน่หอมเล็กนอย  และเมื่อดอกเจริญ

เต็มที่ไดรับการผสมเกสรแลวก็จะใหผลชา  ซึ่งมีลักษณะเปนแคปซูล  เปลือกหุมผลหนา สีน้ําตาล

ปนเขียว  ภายในผลมีชอง 3 ชองและมีเมล็ดในชองแคปซูล 1-3 เมลด็ ข้ึนอยูกับความสมบูรณของ
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ผล  ตนชาเจรญิเติบโตไดดีในพืน้ทีท่ี่มีภูมอิากาศรอนชืน้  อุณหภูมิระหวาง 10 ˚ C ถึง 30 ˚ C  มี

ฝนตกกระจายสม่ําเสมอตลอดทั้งปและดินมีสภาพเปนกรดเล็กนอย โดยธรรมชาติชาจะขยายพันธุ

โดยเมล็ด  แตในการปลูกชาของชาวสวนจะใชวิธีการปกชําหรือตอกิ่ง  ซึ่งจะทําใหไดผลผลิต

ปริมาณมากและคุณภาพดีกวา (ดาเรศ บรรเทิงจิตร, 2547; ศุภนารถ เกตุเจริญ และ อัญชล ีพดัมี

เทศ, 2541) 

 

                                 
 

รูปที่ 2   แสดงลักษณะของตนชาประกอบดวยใบ ดอกและผล 

ประเภทของชา 
ชาทีน่ิยมดืม่กนัทัว่ไปสามารถแบงออกเปนประเภทใหญๆ  ได 3 ประเภท คือ ชาดาํ ชา

เขียว และชาอูหลง  โดยชาทัง้สามประเภทนี้ก็ผลิตมาจากตนชาชนดิเดียวกนั  แตจะแตกตางกนัที่

กระบวนการผลิตชา  (ดาเรศ บรรเทิงจิตร, 2547) ดังนี ้
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1. ชาดํา (black tea หรือ fully-fermented tea)  เปนชาที่ผานกระบวนการหมักแบบเต็ม

รูปแบบ  กลาวคือหลังจากเก็บใบชามาแลว ใบชาจะถกูนํามาผึง่ลมนาน 5 – 20 ชั่วโมง ทําใหเกิด

กระบวนการหมักโดย oxidizing enzymes ใบชาจากสีเขียวจะเปลีย่นเปนสีดํา เมื่อชงน้าํชาจะมีสี

เขมและมีกลิ่นรสเขมขน  

2. ชาเขียว (green tea หรือ non – fermented tea) เปนชาที่ไมผานขัน้ตอนการหมกั  โดย

ใบชาหลงัจากเก็บมาแลว  จะถูกนําไปใหความรอนทนัทีเพื่อทําลายเอนไซมในใบชา  ปองกนัการ

เกิด oxidation  ทําใหใบชายังคงมีสีเขียว  เมื่อชงน้าํชาจะมีสีเขียวออน  กลิน่หอมออนๆ  รสชาติ

นุมนวล 

3. ชาอูหลง (oolong tea หรือ semi – fermented tea)  เปนชาที่ผานกระบวนการหมัก

เชนเดียวกับชาดํา  แตระยะเวลาในการหมักจะสั้นกวา  ชาประเภทนี้จะมีสีและกลิ่นอยูระหวางชา

เขียวและชาดาํ  น้ําชาจากชาอูหลงจะมกีล่ินหอม  รสชาติชุมคอ 

กรรมวิธีการผลิตชาเขียว 
ชาเขียวผลิตมากในประเทศญี่ปุนและจีน  ประเทศจนีผลิตชาเขียว 50 %  สวนประเทศ

ญี่ปุนผลิตเฉพาะชาเขยีว  โดยชาเขียวที่มคีุณภาพดีที่สุด  ผลิตจากใบชาที่เก็บในฤดูใบไมผลิ  ใน

การเก็บใบชาตองเก็บยอดชาออนอยางระมัดระวังเพื่อไมใหใบชาช้าํ  ใบชาคุณภาพดีจะเปนสวน

ยอดออนที่มวนตัวอยูที่ปลายกิ่งแตละกิง่ของตนชา  และใบออน 2 ใบแรกเทานั้น  นอกนั้นจะเปน

ใบที่แก  จัดวาเปนใบชาทีม่คีุณภาพดอย  หลงัจากเกบ็ใบชาแลวจะไมมีการผึ่งใบชาหรือผ่ึงเพียง

ชวงเวลาสัน้ๆ แลวใหความรอนทนัทเีพื่อทาํลายเอนไซมในใบชา  ซึ่งทาํใหสาร catechins ที่สําคญั

ในการออกฤทธิ์ทางเภสัชวทิยาของชาเขียวไมถูก oxidation เปลี่ยนแปลงไปเปน theaflavins และ 

thearubigins  อยางเชนที่เกิดขึ้นในกระบวนการหมักของชาดําและชาอูหลง  ข้ันตอนในการผลิต

ชาเขียวประกอบดวย 3 ข้ันตอนหลัก คือ  

1. การใหความรอนโดยใชไอน้ํา (steaming) หรือค่ัวในกระทะ (panfiring)   

2. การนวดคลึง (rolling) เพื่อใหเนื้อเยื่อของใบชาถูกทาํลายทําใหสารตางๆ ในใบชาแตก

ตัวงายในขณะที่ชงน้าํชา  

3. การอบแหง (drying) เพื่อนําความชืน้ออกจากใบชา 

ในการผลิตชาเขียวเพื่อยืดอายุการเก็บรักษาไวไดนานๆ  จาํเปนตองผานขั้นตอนการนวด

คลึงและการอบแหงหลายๆ คร้ัง   สําหรับความแตกตางของชาเขียวจีนและญี่ปุนจะอยูที่กรรมวิธี

การผลิตในข้ันตอนการใหความรอนที่แตกตางกนั  โดยจนีจะใชวิธีคั่วใบชาในกระทะ  สวนญี่ปุนให

ความรอนโดยใชไอน้ํา  แตจากนัน้กจ็ะนาํมานวดคลึงและอบแหงเชนเดียวกนั (ดาเรศ บรรเทิงจิตร, 

2547) 
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สวนประกอบทางเคมขีองชาเขียว 
 ในชาเขียวมีสาร polyphenols อยูหลายชนิด เชน flavanols flavandiols ซึ่งสารเหลานี้

อาจมีมากถงึ 30 % ของน้ําหนกัแหง  โดย polyphenols ที่มีมากที่สุดในชาเขียว คือ flavanols 

หรือที่เรียกกันทั่วไปวา catechins   สําหรบั catechins ที่สําคัญในชาเขียว ไดแก  

 1. (-) – epigallocatechin-3-gallate (EGCG) 

 2. (-) – epigallocatechin (EGC) 

 3. (-) – epicatechin-3-gallate (ECG) 

 4. (-) – epicatechin (EC) 

 catechins ชนิดที่มมีากที่สุดในชาเขียว คือ epigallocatechin gallate และยังเปนสาร 

catechins ชนิดที่มฤีทธิ์ทางเภสัชวทิยาเดนชัดเจนมากกวาตัวอื่นๆ ดวย  โครงสรางทางเคมแีละ

ปริมาณสาร catechins ชนดิตางๆ ที่สําคญัในชาเขียวแสดงไวในรูปที ่1  นอกจากนี้ในชาเขียวยงัมี

สารอื่นๆ อีก เชน caffeine,  theobromine,  theophlline,  theanine,  fluoride,   amino butyric 

acid,    polysaccharide,  วิตามนิตางๆ เชน วิตามนิเอ  วิตามนิซ ี วิตามนิอ ี(ดาเรศ บรรเทิงจิตร, 

2547; Yang and Wang, 1993; Kuroda and Hara, 1999)  

ฤทธิ์ทางเภสชัวิทยาของ catechins ในชาเขยีว 
1. ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ (antioxidant / free radical scavenging effect) 
ขอดีหรือประโยชนสวนใหญของชาเขียว  เกิดจากฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของ catechins 

โดยสารเหลานี้สามารถจับกับอนุมูลอิสระทั้ง reactive oxygen และ nitrogen species   รวมทั้ง

ยังสามารถจับกับ metal ions ทําใหชวยลดการเกิดอนุมลูอิสระไดอีกดวย (Koo and Cho, 2004)   

ความสามารถของ catechins ในใบชาตอการยับยัง้การเกิด lipid peroxidation ภายในเซลลจาก

การทดลองแบบ in vitro  เรียงตามลาํดับไดดังนี้   EGCG >  EGC ≥   ECG >  EC  (Murakami 

et al., 2002)   นอกจากนีย้ังมีงานวจิัยอื่นที่แสดงใหเหน็วา ผูที่ดื่มชาเขียวจะทําใหความสามารถใน

การตานอนุมลูอิสระในพลาสมาเพิม่ข้ึน เนื่องจากความสามารถของสาร catechins ในการจบั

อนุมูลอิสระ ทาํใหชะลอการใชสารตานอนุมูลอิสระที่มีอยูในรางกายใหชาลง เปนการเสริมฤทธิ์

ตานอนมุูลอิสระของรางกาย ชวยลดความเสียหายจากปฏิกิริยา oxidation ที่เกดิขึ้นกับโมเลกุล

ขนาดใหญในรางกาย เชน DNA ไขมัน โปรตีน (Rietveld  and Wiseman, 2003) 

2. ฤทธิ์ตานมะเร็ง (anticancer effect) 
 ขอมูลที่ไดจากการศึกษาทางวทิยาศาสตรทั้งในหลอดทดลอง สัตวทดลอง  และทาง

ระบาดวิทยา  แสดงใหเห็นวาสาร catechins ในชาเขียวสามารถยบัยั้ง  ปองกันการเกิดและการ

เจริญของมะเร็งไดหลายชนดิ เชน มะเร็งกระเพาะอาหาร มะเร็งหลอดอาหาร มะเร็งเตานม มะเรง็
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ปอด มะเร็งผวิหนัง มะเร็งตอมลูกหมาก มะเร็งตับ เปนตน (Kuroda, 1999) โดยกลไกในการตาน

มะเร็งของชาเขียวมีการนําเสนอไวหลายกลไก  ที่สําคญัที่สุด คือ ฤทธิ์ตานอนุมลูอิสระของสาร 

catechins ในชาเขียว  โดยสารเหลานี้จะไปจับกับ promoters หลายชนิดที่ทาํใหเกิดมะเร็ง  หรือ

ไปจับกับสารกอมะเร็งที่มีคณุสมบัติ electrophilic รวมทั้งยังสามารถจับกับอนุมูลอิสระที่เกิดจาก

การสัมผัสกับรังสหีรือแสงยวูีได (Yang and Wang, 1993; Kuroda and Hara, 1999)  นอกจากนี้

ยังมีกลไกตานมะเร็งอืน่ๆ  อีกที่มกีารนาํเสนอไว เชน  

 - สามารถยับยั้งการสราง nitroso compounds  ซึ่งเปนสารกอมะเรง็ที่มฤีทธิ์แรง  โดยการ

ยับยั้งปฏิกิริยา nitrosation   ที่เกิดขึ้นในทางเดนิอาหาร (Yang and Wang, 1993) 

  - สามารถยับยั้งเอนไซมหลายชนิด   ทีเ่กีย่วของกับการเปลี่ยนแปลงสารกอมะเร็งทีย่ังไมมี

ฤทธิ์ใหกลายเปนสารกอมะเร็งที่มีฤทธิ ์(Muto et al., 2001) 

- สามารถเหนีย่วนาํใหเกิดการตายของเซลลมะเร็งแบบ apoptosis  จากหลายกลไก   เชน   

  • EGCG สามารถยับยัง้ TNF-α gene expression  (Taraphdar, 2001) 

  • EGCG สามารถเหนีย่วนาํ cell cycle arrest  ในชวง G0/G1 phase (Lambert 

and Yang, 2002) 

 - สามารถยับยั้งกระบวนการ metastasis ของเซลลมะเร็ง เชน จากกลไกที่ EGCG 

สามารถยับยัง้การทาํงานของเอนไซม collagenases ได (Kuroda and Hara, 1999)  

- สามารถยับยั้งกระบวนการ angiogenesis โดยไปรบกวนการทํางานของเอนไซม serine 

proteinases, metalloproteinases และ vascular endothelial growth factor (Koo and Cho, 

2004) 

3. ฤทธิ์ตานการกลายพันธุ (antimutagenic effect) 
 ฤทธิ์ตานการกลายพนัธุของ catechins ที่มีอยูในชาเขียวสามารถตรวจพบไดในหลาย 

microbial  systems เชน S. typhimurium,  B. subtilis,  และ  E. coli (Kuroda and Hara, 

1999)  สําหรับใน mammalian cell systems  งานวิจัยของ Kuroda (1996) แสดงใหเหน็วา  

ECG และ EGCG สามารถยับยัง้การกลายพนัธุที่เหนีย่วนาํโดย 4-Nitroquinolin 1-oxide  ใน

เซลล Chinese hamster V79  เมื่อให catechins หลงัจากให 4-Nitroquinolin 1-oxide  แลว  ซึ่ง

ผูวิจัยคาดวาฤทธิ์ตานการกลายพนัธุของ catechins ภายในเซลลเกิดจากสารนี้สามารถปองกนั

หรือยับยัง้ reactive molecule ที่ทาํใหเกิดการกลายพันธุ   รวมทัง้ชวยซอมแซมความเสยีหายที่

เกิดขึ้นในกระบวนการ tumor promotion และ progression นอกจากนี้ใน in vivo animal tests  

ก็ยืนยันฤทธิ์ตานการกลายพันธุของชาเขยีวเชนเดียวกนั โดยพบวาหนูขาวที่ไดรับน้ําสกัดจากชา

เขยีว 24 ชั่วโมงกอนฉีด aflatoxin B1  สามารถยับยัง้การเกิด  chromosome aberration  ในเซลล
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ไขกระดูกจากการเหนี่ยวนาํโดย aflatoxin B1 ได  แตจะไมพบฤทธิ์การยับยัง้ดังกลาวในหนูกลุมที่

ไดรับชาดําหรอืกาแฟ (Ito et al., 1989) 

4. ฤทธิ์ตานแบคทีเรียหรอืไวรัส (antibacterium / antivirus effect) 
มีหลายงานวิจยัที่แสดงใหเหน็วา EGCG  และ catechins อ่ืนๆ ในชาเขียวมฤีทธิ์ตาน

แบคทีเรีย  และไวรัสได เชน 

 - EGCG สามารถเสริมฤทธิ์ ß-lactams  ในการกาํจดัเชื้อ MRSA  โดยคาดวาเกิดจาก 

EGCG สามารถจับกับ peptidoglycan  รบกวนความแข็งแรงของผนงัเซลล  เสริมฤทธิก์ารทาํลาย

ผนังเซลลของ ß-lactams (Zhao et al.,2001)   

 - EGCG สามารถยับยัง้ human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) ได  โดยไป

รบกวนวงจรชวีิตของ HIV-1 ในหลายขั้นตอน เชน ยับยัง้เอนไซม reverse transcriptase  ยับยั้ง

การจับของไวรัสกับผิวเซลล (Yamaguchi et al., 2002)  

5. ฤทธิป์องกนัการเกิด atherosclerosis (antiatherosclerotic effect) 
 สาร catechins ในชาเขียวสามารถปองกนัการเกิด atherosclerosis ใน apoprotein E-

deficient mice  โดยพบวาหนกูลุมที่ไดรับสารสกัดจากชาเขียวในน้าํดื่ม 0.8 กรัม / ลิตร  เปนเวลา 

14 สัปดาหสามารถลดพืน้ทีบ่ริเวณที่เกิด fatty streak lesion และน้ําหนักของเสนเลอืดแดง aorta 

ได 23 % เมื่อเทียบกับกลุมควบคุมที่ไดรับน้ําดื่มธรรมดา (Miura et al., 2001) 

6. ฤทธิใ์นการลดน้ําหนัก (antiobesity effect) 
 มีรายงานเกี่ยวกับประสิทธภิาพของชาเขียวในการลดน้าํหนักในหลายๆ งานวิจัย เชน งาน 

วิจัยของ Kao และคณะ (2000) แสดงใหเห็นวาการให EGCG ขนาด 85 mg/kg  ทาง IP แกหนู

ขาว Sprague Dawley เพศผูเปนเวลา 7 วันน้ําหนกัของหนูลดลงกวาน้ําหนกัเริ่มตน 15-21% โดย

พบวาหนูในกลุมที่ไดรับ EGCG จะกนิอาหารไดนอยกวากลุมควบคมุ นอกจากนีย้ังมีการนาํเสนอ

กลไกอื่นๆ ในการลดน้ําหนกัของ catechins ในชาเขียว  เชน   

- catechins สามารถยับยัง้เอนไซม catechol O-methyltransferase (COMT)  ซึ่งเปน

เอนไซมทีท่ําลาย norepinephrine  ดังนัน้ผลของ norepinephrine ในการกระตุนใหเกดิ 

thermogenesis  และ fat metabolism จะยาวนานขึน้ (Dulloo et al., 1999) 

- EGCG และ ECG สามารถยับยัง้เอนไซม  fatty acid synthase ซึ่งเปนเอนไซมที่สําคัญ

ในกระบวนการสรางกรดไขมัน (Wang et al., 2003) 
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 นอกจากนี ้ catechins ในชาเขียวยังมฤีทธิ์ทางเภสัชวทิยาอืน่ๆ อีก เชน  ฤทธิต์านการ

อักเสบ (Koo and Cho, 1999)  ฤทธิ์ neuroprotective action (Levites et al., 1999) ฤทธิ์ในการ

ลดความดันโลหิต (Liu et al., 2003) มฤีทธิ์เปน immunomodulator (Matsunaga et al., 2002)

เปนตน    

ขอมูลดานเภสัชจลนศาสตรของ epigallocatechin gallate 
 การศึกษาเภสัชจลนศาตรของ EGCG ในผูที่รับประทาน EGCG และ polyphenon E 

(สารสกัดผสมของ catechins ในชาเขียวที่สกัด caffeine ออกแลว) แบบ single-dose ใน

การศึกษาของ Chew และคณะ (2001)  ไดขอมูลดังตารางที่ 1 

ตารางที่ 1   แสดงคาทางเภสัชจนศาสตรของ EGCG หลังจากให EGCG และ Polyphenon E โดย

การรับประทาน (Chow et al., 2001) 
 
parameter          200 mg                400 mg                            600 mg                              800 mg 

                            EGCG   Polyphenon E      EGCG   Polyphenon E       EGCG   Polyphenon E      EGCG   Polyphenon E 
AUC(min•μg/ml)    22.5±7.3       21.9±12.0        35.4±21.5    52.2±22.8        101.9±99.7     79.7±39.2      167.1±57.0    161.4±57.0   

Cmax(ng/ml)          73.7±25.3     72.7±66.4      111.8±98.6  125.3±50.4        169.1±139.6  165.7±126.9    438.5±284.4  377.6±149.8   

Tmax(min)            127.1±76.6   144.7±90.7      108.7±26.4  170.9±64.7        180.0±84.8    216.0±53.7      240.6±84.6    249.0±85.4    
 

 จากการศึกษานี้พบวา    การรับประทาน EGCG ทั้ง 2 สูตรที่ปริมาณ EGCG เทากนัจะให

ระดับสารนี้ในพลาสมาใกลเคียงกนั    การขจัด EGCG ออกจากรางกายสวนใหญขจัดทางน้ําดี  

สวน EGC และ EC ขจัดทางปสสาวะ    

 ตอมา Chow และคณะ (2003)  ไดศึกษาเภสัชจลนศาสตรของ EGCG และ polyphenon 

E แบบ multiple-dose  ในคนพบวาถาให EGCG และ polyphenon E ในขนาด 800 mg วันละ

คร้ัง  เปนเวลา 4 สัปดาห  จะทําใหคา AUC เพิ่มข้ึนมากกวา 60 %  แตถาใหในขนาด 400 mg วัน

ละ 2 คร้ัง  จะไมพบการเปลีย่นแปลงคาทางเภสัชจลศาสตรอยางมนียัสําคัญ 

 สําหรับชาเขียวทีน่ํามาชงดื่มกันทั่วไป  ในงานวิจัยของ Lee และคณะ (2002)  พบวา

หลังจากดื่มชาเขียวในรูปของแข็ง 20 mg/kg ชงกับน้าํรอน 200 ml  จะทําใหมคีา mean peak 

plasma EGCG level เทากบั 0.17 μM    

จากหลายๆ งานวิจยัแสดงใหเห็นวาการให EGCG โดยการรับประทานจะมีคา 

bioavailability ที่ต่ํามาก  คอื นอยกวา 1 %  เนื่องจากการดูดซึมตํ่าและมี first-pass metabolism 

สูง (Zaveri, 2003) 
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ขนาดรับประทานและความเปนพิษ 
 การดื่มชาเขียวโดยทัว่ไปมีความปลอดภัย  ไมมีผลขางเคียง  แตอยางไรก็ตามในชาเขียว

จะมี caffeine อยูดวย  ดังนัน้ถาดื่มมากเกนิไปอาจทําใหเกิดอาการนอนไมหลบั หงุดหงิด วิตก

กังวล ใจส่ันได  จากการทดลองหาปริมาณสารสําคัญในชาเขียวของ Yang and Wang (1993) 

จากชาเขียวของจีนผลิตภัณฑหนึ่งพบวาชาเขียว 1 ถวย (200 ml) ประกอบดวยสาร catechins

ตางๆ โดยประมาณดังนี้  EGCG 142 mg, EGC 65 mg, ECG 28 mg, EC 17 mg  และมี 

caffeine อยู 76 mg ทั้งนีป้ริมาณของสาร catechins ในชาเขียวจะมีความแตกตางกนัขึ้นอยูกบั

พันธุของชา  การปลูก  การเก็บ  การผลิต  รวมทัง้ขั้นตอนในการชงชาดวย  การดื่มชาเพื่อใหเกิด

ประโยชนตอสุขภาพโดยทัว่ไปขนาดรับประทานจะอยูในชวง 3-10 ถวยตอวนั  นอกจากนี้ใน

ปจจุบันยงัมกีารรับประทานสารสกัดชาเขยีวเพื่อสุขภาพ  โดยสารสกัดชาเขียวทีด่ีควรมีปริมาณ 

polyphenols ทั้งหมดไมต่ํากวา 80 %  ขนาดในการรับประทานตอวันประมาณ 500-1500 mg 

( Arjuna, 2000) 

สําหรับ EGCG ซึ่งเปน polyphenols ชนดิที่มีปริมาณมากที่สุดและมีฤทธิท์างเภสชัวิทยา

เดนชัดที่สุดในชาเขียว  มีการศึกษาความเปนพษิในหนู mouse โดยใหสารทางปาก  พบวา EGCG 

มีคา LD50 เทากับ 2,170 mg/kg (NLM, 2004)  สวนความเปนพิษในคนมีรายงานการเกิด green 

tea – induced asthma ในคนงานผลติชาเขียว  ซึง่จากงานวิจัยของ Shirai และคณะ (1997)  

แสดงใหเหน็วา EGCG สามารถเหนี่ยวนาํใหเกิดการหลัง่ histamine ไปมีผลตอหลอดลมทําใหเกิด 

asthma ในบุคคลที่สัมผัสได  จัดเปน allergy type I  

 

 

 

 

 

 

 

 
 



                                                                                                                                                       
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                               

13 

ลูกโซการหายใจและการสังเคราะห ATP ในไมโตคอนเดรีย 

เมื่อรางกายไดรับสารอาหารที่ใหพลังงานจาํพวกคารโบไฮเดรต  ไขมนั  และโปรตีน  ซึ่งจะ

ถูกยอยสลายไดเปนสารโมเลกุลขนาดเล็ก  จากนัน้สารโมเลกุลขนาดเล็กเหลานี้จะถกูดูดซึมเขาสู

กระแสเลือดไปยังเซลลตางๆ ทั่วรางกาย  ภายในเซลลก็จะมกีารเปลี่ยนแปลงสารที่ไดรับดวย

กระบวนตางๆ  ทําใหได  ATP (adenosine triphosphate)          ซึ่งเปนสารที่ใหพลังแกเซลล  โดย 

ออกาเนลทีท่ําหนาที่สําคัญในการสรางพลงังานนี้ก็คอื ไมโตคอนเดรีย 

สารอาหารพวกคารโบไฮเดรตจะถูกยอยไดเปน monosaccharide ที่สําคัญคือ กลูโคส   

กลูโคสจะถูกเปล่ียนแปลงดวยกระบวนการ glycolysis ภายในไซโตพลาสซึมของเซลลทําใหไดเปน

pyruvate  จากนัน้ pyruvate จะผานเขาสูไมโตคอนเดรีย  ภายในไมโตคอนเดรีย pyruvate จะถูก

เปลี่ยนแปลงตอไปไดเปน Acetyl CoA (acetyl coenzyme A)  ซึ่งเปนตัวกลางที่สําคัญเขาสู      

วัฏจักรเครบส  สวนไขมนัจะถูกยอยไดเปนกรดไขมัน จากนัน้กจ็ะผานกระบวนตางๆ เปลี่ยนแปลง

ไดเปน  Acetyl CoA  เขาสูวัฏจักรเครบสเชนเดียวกนั       สําหรบัโปรตีนเมื่อถกูยอยแลวจะได  

กรดอะมิโน ซึ่งสวนใหญจะถูกนําไปสรางเนื้อเยื่อสวนตางๆ ของรางกาย  แตสวนที่เกนิความ

ตองการจะถูกนําไปสรางเปนกลูโคสหรือกรดไขมันเก็บสะสมในรางกาย  หรืออาจถกูเปลี่ยนแปลง

ไปเปน Acetyl CoA   แลวสงเขาสูวัฏจกัรเครบสเชนกัน (รูปที่ 3)     หลังจากการเปลี่ยนแปลงโดย 

วัฏจักรเครบสจะทําใหไดคารบอนไดออกไซด  น้ํา  และที่สําคัญคอื พลังที่ปลอยออกมาในรูป 

reducing equivalent (hydrogen หรือ อิเลคตรอนทีม่ีพลังงานสงู)  ซึง่ม ี NAD+, NADPP

+, และ 

FAD มารับ  กลายเปน NADH, NADPH และ FADH  ตามลําดับ  จากนั้น NADH และ FADH   

จะถายทอด reducing equivalent ไปให O   โดยอาศัย respiratory chain หรือ electron 

transport chain  ที่อยูในเมมเบรนชัน้ในของไมโตคอนเดรีย  พลงังานที่เกิดขึ้นจากการถายทอด

อิเลคตรอนจะถูก ATP synthase นาํไปสราง ATP จาก ADP และ Pi  วิธีการสราง ATP นี้เรียกวา 

oxidative phosphorylation  (พัชรา วีระกะลัส, 2544; Garrett and Grisham, 1999; Lodish et 

al., 2004) 

2 2

2
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Stage 1. Bulk food is 

digested in the mouth, 

stomach, and small 

intestine to yield small 

molecules. 

Stage 2. Sugar, fatty acid, and 

amino acid molecules are 

degraded in the cytoplasm of 

cells to yield acetyl-SCoA. 

Stage 3.  Acetyl-SCoA is 

oxidized inside mitochondria 

by the citric acid cycle to yield 

CO2 and reduced coenzymes. 

Stage 4. The energy transferred to the 

reduced coenzymes in stage 3 is used to 

make  ATP by the coupled pathways of 

electron transport and oxidative 

phosphorylation. 

 
                                                        

รูปที่ 3   แสดงความสมัพนัธของกระบวนการสลายสารอาหาร, citric acid cycle หรือ Krebs 

cycle,  electron transport chain  และปฏิกิริยา oxidative phosphorylation (McMurry and 

Castellion, 1995)  
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ลักษณะและโครงสรางของไมโตคอนเดรีย 
 ไมโตคอนเดรียเปนออกาเนลในเซลลยูคารีโอต  มีขนาด รูปรางและปริมาณแตกตางกนัไป

ในแตละเซลล  ข้ึนอยูกบัอวัยวะที่เซลลนั้นอยูและอัตราการเมแทบอลิซึมของเซลล   เชน             

ไมโตคอนเดรียที่ตับจะมีรูปรางคอนขางกลม (nearly spherical)  สวนไมโตคอนเดรียที่กลามเนือ้

หัวใจมีรูปรางยาวหรือทรงกระบอก (long or cylindrical) รวมทั้งยังมีจํานวนของ cristae ภายใน

ไมโตคอนเดรียมากกวา  ไมโตคอนเดรียที่เซลลตับของสัตวเลี้ยงลกูดวยนมจะมจีํานวนอยูระหวาง 

800-2,000 ไมโตคอนเดรีย แตในเซลลเม็ดเลอืดแดงที่เจริญเต็มที่แลวจะไมมีไมโตคอนเดรีย 

(Devlin, 2002) หรือใน sperm cell จะมีไมโตคอนเดรียเพียง 50-75 ไมโตคอนเดรีย (Metzler, 

2003)  โดยทั่วไปไมโตคอนเดรียมีขนาดกวางประมาณ 0.5 μm และยาวประมาณ 1 μm 

(Voet,1990)     มีเยื่อหุมลอมรอบ 2 ชั้น (รูปที่ 4 ) คือ  

1. เยื่อหุมชัน้นอก (outer membrane)  เปนเยื่อทีม่ีลักษณะผิวเรยีบ  ประกอบดวยไขมัน 

30-40 % , โปรตีน 60-70 % (Devlin, 2002)  โดยที่เยื่อหุมชัน้นอกนี้จะมีโปรตีนที่วางตัวทําใหเกิด

ชองใหสารผานไดแบบไมเฉพาะเจาะจงที่เรียกวา porin อยู  ทาํใหเยื่อหุมชัน้นอกมีคณุสมบัติยอม

ใหสารทีม่ีโมเลกุลขนาดเล็กกวา 10,000 daltons ผานไดอยางอิสระ (Voet,1990) นอกจากนี้ใน
โครงสรางจะมสีวนที่เชื่อมติดตอกันระหวางเยื่อหุมชัน้นอกและเยื่อหุมชั้นในเรียกวา contract site  

และที่บริเวณนี้จะมีโครงสรางคลายทอที่เรียกวา mitochondrial permeability transition pore 

(PTP)  (รูปที่ 5 และ 6) ซึ่งในสภาพที่เปดจะยอมใหสารที่มีน้าํหนกัโมเลกุลตํ่าจนถึงน้ําหนกัโมเลกลุ 

1,500  daltons สามารถผานเขาออกระหวาง matrix กับไซโตพลาสซึมอยางอิสระ  โดยปจจัยทีจ่ะ

ทําให PTP เปดได เชน แคลเซียมที่สะสมอยูในไมโตคอนเดรีย สภาวะที่ม ี mitochondrial 

transmembrane potential ต่ํา   เอนไซมสําคัญที่อยูในเยื่อหุมชัน้นอก คือ monoamine oxidase  

ซึ่งเปน marker ของเยื่อหุมชั้นนอกของไมโตคอนเดรีย (Szewczyk and Wojtczak, 2002)  และ

นอกจากนีย้ังมีชองวางที่อยูระหวางเยื่อหุมชั้นนอกและชั้นในเรียกวา intermembrance space  ซึ่ง

จะเปนสวนหนึ่งที่เกีย่วของกับกระบวนการสราง ATP   

2. เยื่อหุมชั้นใน (inner membrane)  เปนเยื่อหุมที่มีพืน้ที่ผิวมากกวาชั้นนอก  เนือ่งจาก

เยื่อหุมในชัน้นีจ้ะพับไปพับมายื่นเขาไปในสวนของ matrix  ซึ่งจะเรยีกลักษณะเชนนีว้า cristae  

เยื่อหุมชัน้นี้จะประกอบดวยโปรตีนเปนสวนใหญประมาณ 80%  มีคุณสมบัติไมยอมใหสารและ   

อิออนตางๆ ผานเขาออกไดอยางอิสระ แตจะใหเฉพาะ O2, CO2, H2O และ NH3 ผานเขาออก

อยางอิสระ  สวนสารจําพวก hydrophilic metabolites และ inorganic ions ที่สําคัญตอ

กระบวนการชวีเคมีของเซลลจะสามารถผานเยื่อหุมชั้นในไดโดยอาศัย specific channels และ 

carrier protein  ที่อยูในเยือ่ช้ันนี ้  นอกจากนี้ที่เยื่อหุมชั้นในยังมีเอนไซมตางๆ ทีท่ําหนาทีเ่ฉพาะ 
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เชน respiratory chain enzyme, ATP synthase (Devlin, 2002; Szewczyk and Wojtczak, 

2002) ดังตารางที่ 2 

ตารางที่ 2  แสดงเอนไซมชนิดตางๆ ในแตละสวนของไมโตคอนเดรีย (Devlin, 2002) 

Outer Membrane Intermembrane 

Space 

Inner Membrane Matrix 

Monoamine oxidase 

Kynurenine hydroxylase 

Nucleoside diphosphate 

     kinase 

Phospholipase A 

Fatty acyl-CoA    

     Synthetases 

NADH:cytochrome-c   

     reductase 

 (rotenone-insensitive) 

Cholin  

     phosphotransferase 

Adenylase kinase 

Nucleoside  

     diphosphate  

     kinase 

Succinate  

     dehydrogenase 

F1F0 ATP synthase 

NADH dehydrogenase 

β-hydroxybutyrate  

     dehydrogenase 

Cytochromes 

     b,c1,c,a,a3

Carnitine:acyl-CoA  

     transferase 

Adenine nucleotide   

     Translocase 

Mono-,di-,and  

     tricarboxylate  

     translocase 

Glutamate-aspartate  

     Translocase 

Glycerol 3-phosphate 

     dehydrogenase 

Pyruvate  

     dehydrogenase 

Citrate synthase 

Isocitrate  

     dehydrogenase 

α-Ketoglutarate  

     dehydrogenase 

Aconitase 

Fumarase 

Succinyl-CoA  

     synthetase 

Malate dehydrogenase 

Fatty acid β-oxidation 

     system 

Glutamate  

     dehydrogenase 

Glutamate- 

     oxaloacetate  

     transaminase 

Ornithine    

     transcarbamoylase 

Carbamoyl phosphate 

     synthetase I 

Heme synthesis enzymes 
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 สวนภายในไมโตคอนเดรียจะเรียกวา matrix  ภายในจะประกอบไปดวยเอนไซมตางๆ 

ในวัฏจักรเครปส  ยกเวนเอนไซม succinate dehydrogenase จะอยูที่เยื่อหุมชัน้ในของ             

ไมโตคอนเดรีย  เอนไซมตางๆ ในกระบวนการ fatty acid oxidation  นอกจากนีย้ังม ี

mitochondrial DNA (mtDNA), ribosome, และโปรตีนที่จาํเปนในกระบวนการ transcription 

ของ mtDNA และกระบวนการ translation ของ mRNA (Devlin, 2002)  

 ไมโตคอนเดรียเปนออกาเนลนอกนวิเคลียสชนิดเดียวทีม่ี DNA เปนของตนเอง มลัีกษณะ

เปน circular DNA ที่บรรจุคําสั่งของ polypeptide chains ประมาณ 24 polypeptides ซึ่งจะเปน

สวนประกอบของ complex ตางๆ ในลูกโซการหายใจหรือเปนสวนสําคัญอื่นๆ ของ energy-

coupling machinery   แตอยางไรก็ตามโปรตีนสวนใหญในไมโตคอนเดรียจะสงัเคราะหจาก DNA 

ในนวิเคลียสแลวจึงขนสงเขาสูไมโตคอนเดรียดวยกลไกที่ซับซอน (Szewczyk and Wojtczak, 

2002) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4   แสดงลักษณะและโครงสรางของไมโตคอนเดรีย (Lodish et al., 2004) 
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รูปที่ 5   แสดงโครงสรางและสวนประกอบที่สําคัญของไมโตคอนเดรีย (Szewczyk and Wojtczak, 

2002) 

 

        
รูปที่ 6   แสดงลักษณะและสวนประกอบของ permeability transition pore (PTP)  ภาพดานขวา

แสดงใหเหน็วา PTP จะอยูบริเวณ contact site ซึ่งเชื่อมระหวางเยื่อหุมชัน้ในและชั้นนอกของ     

ไมโตคอนเดรีย  สวนภาพดานซายแสดงใหเห็นสวนประกอบบริเวณ contact site ไดแก 

peripheral benzodiazepine receptor, HK : hexokinase, ANT : adenine nucleotide 

translocase, CK : creatine kinase (พบในไมโตคอนเดรียของเซลลกลามเนื้อ), CpD : 

cyclophilin D (เปนบริเวณที ่cyclosporine A มาจับได) 
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สวนประกอบของ respiratory chain 
 ในชวงป ค.ศ. 1948-1950 Eugene  Kennedy และ Albert  Lehninger ไดแสดงใหเห็น

วากระบวนการสราง ATP จะเกิดคูกับปฏิกิริยา oxidation (oxidative phosphorylation) และ

กระบวนการนีเ้กิดขึ้นภายใน mitochondria  ซึ่งในปจจุบนัเปนทีท่ราบกนัดวีาในสวนของ 

oxidation จะเกิดขึ้นโดย electron transport chain หรือ respiratory chain และในสวนของ 

phosphorylation จะเกิดขึ้นโดยเอนไซม ATP synthase (Zubay, 1993) 

  Electron transport chain ในไมโตคอนเดรียประกอบดวยตัวขนสงอิเลคตรอนชนดิตางๆ  

จัดเรียงตัวกนัอยูในรูปของ complex ตางๆ 4 complex อยูในเยื่อหุมชั้นในของไมโตคอนเดรีย  ทํา

หนาที่ในการขนสงอิเลคตรอนจาก NADH และ FADH2 ไปยังออกซิเจน   แตละ complex ประกอบ 

ดวยเอนไซมหลักที่เรงปฏิกิริยาการขนสงอิเลคตรอน, ตัวขนสงอิเลคตรอนที่มี prosthetic group, 

และโปรตีนโครงสรางที่ทาํให complex คงรูปอยูได นอกจากนี้ยงัมตีัวขนสงอิเลคตรอนขนาดเลก็  

ทําหนาที่ขนสงอิเลคตรอนระหวาง complex ไดแก cytochrome c และ coenzyme Q หรือ 
ubiquinone  (พัชรา วีระกะลัส, 2544) 

 ตัวขนสงอิเลคตรอนใน electron transport chain ไดแก (Garrett and Grisham, 1999; 

Zubay, 1993) 

 1. flavoprotein เปนโปรตีนที่ม ี prosthetic group เชื่อมอยู  prosthetic group ไดแก 

flavin mononucleotide (FMN) เปน prosthetic group ของ flavoprotein ของ complex I  และ 

flavin adenine dinucleotides (FAD) เปน prosthetic group ของ flavoprotein ของ complex II 

(รูปที่ 7) 

 2. coenzyme Q หรือ ubiquinone (CoQ หรือ UQ)  เปนโมเลกุลขนาดเล็กสามารถ

เคลื่อนที่ไดในชั้นไขมัน  ทําหนาที่รับสงอิเลคตรอนระหวาง complex I, II และ III  (รูปที ่8) 

 3. cytochrome  เปนโปรตนีที่ม ีheme เปน prosthetic group ไดแก  cytochrome b, c, 

c1, a, และ a3   ทําหนาทีรั่บสงอิเลคตรอนไดคร้ังละ 1 ตัว  โดย cytochrome เมื่ออยูในสภาพ

ออกซิไดซ  โมเลกุลของเหล็กจะอยูในรูปเฟอริก (Fe3+)  และเมื่อไดรับอิเลคตรอนมา 1 ตัวจะ

กลายเปน cytochrome ที่อยูในสภาพรีดิวซ  โมเลกุลของเหลก็จะอยูในรูปเฟอรัส (Fe2+)  ซึ่งเมื่อสง

อิเลคตรอนไป 1 ตัวก็จะกลายเปน cytochrome ที่อยูในสภาพออกซิไดซตามเดิม (รูปที ่9) 

 4. Iron-sulfur protein เปนโปรตีนทําหนาที่ขนสงอิเลคตรอนที่มีเหล็กเปนสวนประกอบแต

เหล็กไมไดอยูในรูป heme เหมือนกับ cytochrome  แตใน Fe-S โปรตีนนี้อะตอมของเหล็กจะจบั

อยูกับอะตอมของซัลเฟอรดวยพนัธะโควาเลนตแลวเกิดเปน Fe-S center  การรับสงอิเลคตรอนทํา

ใหเกิดการเปลีย่นแปลงระหวาง Fe2+ และ Fe3+ (รูปที่ 9) 
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 5. Protein-bound copper  จะขนสงอเิลคตรอนครั้งละ 1 อิเลคตรอน  ซึง่ทาํใหมีการ

เปลี่ยนแปลงระหวาง Cu+ และ Cu2+

 
 

รูปที่ 7   แสดงลักษณะโครงสรางของ flavin mononucleotide (FMN) ซึ่งเปน prosthetic group 

ของ flavoprotein ของ complex I  และ flavin adenine dinucleotides (FAD) ซึ่งเปน prosthetic 

group ของ flavoprotein ของ complex II  (Zubay, 1993) 

 
 

รูปที่ 8   แสดงการเกิดปฏิกิริยา reduction ของ Coenzyme Q (Voet, 1990) 
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รูปที่ 9   ดานซายแสดงลักษณะโครงสรางของ iron-sulfur protein แตละชนิดที่เปนสวนประกอบ

ของลูกโซการหายใจ  สวนดานขวาแสดงลักษณะโครงสรางของ Heme a, b และ c ซึ่งเปน

สวนประกอบของ cytochrome a, b และ c ตามลําดับ  (Voet,1990) 
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 สับสเตรทที่ไมโตคอนเดรียสามารถออกซิไดซ และทําใหมีการสงผานอิเลคตรอนเขาสู

ตําแหนงตางๆ ของลูกโซการหายใจแบงเปน 2 พวก คือ 

 1. NAD+-linked substrates เชน glutamate, malate, pyruvate, α-ketoglutarate เปน

สับสเตรทที่เมือ่เกิดการเปลีย่นแปลงโดยปฏิกิริยาในไมโตคอนเดรียโดยวัฏจักรเครบสจะปลดปลอย

ไฮโดรเจนอะตอม (2H+) ไปรีดิวซ NAD+ ไดเปน NADH + H+ ซึ่งจะใหอิเลคตรอนเขาสู respiratory 

chain ที่ complex 1 

 2. FAD-linked substrates ไดแก succinate ไฮโดรเจนอะตอม (2H+) ที่ปลดปลอย

ออกมาจะไปรดีิวซ FAD ไดเปน FADH2  ใหอิเลคตรอนเขาสู respiratory chain ที่ complex II หรือ

เขาสู coenzyme Q โดยตรง (Mathews and Holde,1990 ; Lehninger et al.,2000) 

การถายทอดอิเลคตรอนใน respiratory chain (Devlin, 2002; Voet,1990) 

 อิเลคตรอน หรือ reducing equivalent (ใน NADH หรือ FADH2) ถูกถายทอดไปยังสารที่

มีคา  redox potential (E0)  เปนบวกเพิ่มข้ึนตามลําดับ          ทาํใหระหวางถายทอดอิเลคตรอนมี 

พลังงานปลอยออกมา  สารสุดทายที่มารับอิเลคตรอน คือ O2 ซึ่งจะกลายเปน H2O ดังรูปที่ 11 

 โดยในตอนแรกสับสเตรทที่ไดจากการเปลีย่นแปลงสารอาหารที่ใหพลังงานตางๆ จะอยูใน

สภาพถูกรีดิวซ  จากนัน้จะถูกออกซิไดซโดยจะสงอิเลคตรอนไปยัง coenzyme NAD+และ FAD 

เกิดเปน NADH หรือ FADH2 ซึ่งจะสงอิเลคตรอนตอไปใหกับ complex ตางๆ ในลูกโซการหายใจ 

ซึ่งประกอบดวย 4 complex ดังนี ้(รูปที่ 10) 

1. complex I หรือ NADH dehydrogenase หรือ NADH-ubiquinone oxidoreductase   

ทําหนาที่ออกซิไดซ NADH ที่อยูใน matrix ของไมโตคอนเดรีย แลวสงอิเลคตรอนตอไปให 

coenzyme Q   โดยเริ่มแรก FMN จะรับอิเลคตรอนจาก NADH  จากนั้นจะสงตอให Fe3+ ใน Fe-S 

protein  ซึ่งอิเลคตรอนจาก Fe-S protein ก็จะถูกสงตอไปยัง coenzyme Q 

2. complex II หรือ succinate dehydrogenase หรือ ubiquinone oxidoreductase ทํา

หนาที่ออกซิไดซ succinate  ไดเปน fumarate และอิเลคตรอน  ซึ่งอิเลคตรอนจะถูกสงไปให FAD  

แลวผานไปตาม Fe-S centers  เพื่อสงตอไปให coenzyme Q 

3. complex III หรือ cytochrome bc1 complex หรือ ubiquinol-cytochrome c 

oxidoreductase  ประกอบดวย cytochrome b, cytochrome c1 และ iron-sulfur protein ทํา

หนาที่ในการขนสงอิเลคตรอนจาก coenzyme Q ไปยัง cytochrome c 

cytochrome c เปนตัวขนสงอิเลคตรอนที่เคลื่อนที่ได มีคุณสมบัติเปน hydrophilic 

protein  ขนาดเล็ก  อยูบนผิวดานนอกของเยื่อหุมไมโตคอนเดรียชั้นใน  เมื่อ cytochrome c จับ

กับ complex III จะไดรับอิเลคตรอนทําใหกลายเปน reduced cytochrome c  จากนัน้จะเคลื่อนที่
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ไปตามผิวของเมมเบรนจับกบั subunit II ของ complex IV หรือ cytochrome c oxidase  แลวสง

ตออิเลคตรอนให CuA site  

4. complex IV หรือ cytochrome c oxidase  ทําหนาที่ในขนสงอิเลคตรอนจาก 

cytochrome c ไปยังโมเลกลุของออกซิเจนทาํใหออกซิเจนถูกรีดิวซกลายเปนน้าํ โดยเริ่มจาก CuA 

รับอิเลคตรอนจาก cytochrome c  สงตอไปยัง cytochrome a และ cytochrome a3-CuB  แลวสง

ใหออกซิเจนในที่สุด   

B

 

 

 
 

รูปที่ 10   แสดงสวนประกอบและการถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจของไมโตคอนเดรีย 

(Lodish et al., 2004)  
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รูปที่ 11   แสดงการเปลี่ยนแปลง redox potential และ free energy ระหวางขั้นตอนการขนสง

อิเลคตรอนผานลูกโซการหายใจ (Lodish et al., 2004) 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                                       
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              

25 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 12   แสดงสรุปการเกิด aerobic oxidation ของ pyruvate และ fatty acid, electron 

transport chain และการสราง ATP ที่เกดิขึ้นภายในไมโตคอนเดรีย (Lodish et al., 2004) 
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การสังเคราะห ATP 
Chemiosmotic theory  

 กลไกของการเกิด oxidative phosphorylation เพื่อทําใหเกิดการสังเคราะห ATP มหีลาย

ทฤษฎี  โดยทฤษฎีที่ไดรับการยอมรับมากที่สุด คือ chemiosmotic  hypothesis ซึ่งนาํเสนอโดย 

Peter Mitchell ในป 1961  โดยกลาวไววา พลังงานที่ไดจากการขนสงอิเลคตรอนในลูกโซการ

หายใจจะถกูนาํไปใชในการผลักโปรตอนจากใน matrix ของไมโตคอนเดรียออกสู intermembrane 

space  ซึ่งทําใหเกิด electrochemical gradient ระหวางเยื่อหุมชัน้ในของไมโตคอนเดรีย     และ

จาก gradient ที่เกิดขึ้นนี้ทาํใหเกิดเปน electrochemical potential หรือ proton-motive force  

เปนแหลงพลงังานนาํไปใชสราง ATP (Voet,1990) 
 การเกิด proton-motive force  
 ในกระบวนการถายทอดอิเลคตรอนจาก NADH และ FADH2 ไปยังออกซิเจน  การขนสง

อิเลคตรอนผาน complex I, III และ IV  จะเกิดพลงังานนําไปใชในการผลักโปรตอนจากใน matrix 

ออกสู intermembrane space  การขนสง 2 อิเลคตรอนจาก 1 NADH จนถงึออกซิเจนจะมีการ

ผลักโปรตอนออกไป 10 โปรตอน (complex I ผลักได 4 โปรตอน, complex III ผลักได 4 โปรตอน 

และcomplex IV ผลักได 2 โปรตอน)  แตถาเปนการขนสงอิเลคตรอนจาก FADH2 ไปยังออกซิเจน 

โดยไมผาน complex I ก็จะผลักโปรตอนออกไปไดเพียง 6 โปรตอน การผลักโปรตอนดังทีก่ลาว

มาแลวมีผลทาํใหดานนอกมีโปรตอนมากกวาดานใน matrix (chemical gradient) และทําใหดาน

นอกมีประจุบวกมากกวาดานใน (electrical gradient)  หรือรวมเรยีกวาเกิด electrochemical 

gradient ซึ่งเปนพลงังานเชงิเคมีไฟฟาที่เรียกวา  electrochemical potential หรือ proton-motive 

force นั่นเอง  และเมื่อโปรตอนจาก intermembrane space ไหลกลบัสู matrix ทางเอนไซม ATP 

synthase (F1-FO-ATPase)  พลังงานดงักลาวจะถูกเปลีย่นรูปนาํไปใชในการสงัเคราะห ATP จาก 

ADP + Pi  ดังสมการ  

                                           ATP synthase (F1-FO-ATPase) 
 

  ATP + H2O                                                 ADP + Pi + H+

 ปฏิกิริยาการสงัเคราะห ATP เปนปฏิกริิยาที่ผันกลับไดระหวางการ synthesis และ 

hydrolysis  โดยถาสารใดก็ตามทีท่ําใหเกิดภาวะ uncoupling ของไมโตคอนเดรีย คือทาํให 

oxidation และ phosphorylation แยกออกจากกัน เชน DNP จะมีผลทําให electrochemical 

gradient  เสยีไป  ในสภาวะเชนนี้จะกระตุนใหมกีารสลาย ATP (ATP hydrolysis)  ซึ่งเปนผลจาก 

ATPase activity ที่เพิ่มข้ึน  ซึง่สามารถวดั ATPase activity  ไดโดยการวัดปริมาณ Pi ที่เกิดจาก

การสลาย ATP (Danishefsky,1980; Devlin, 2002; Zubay, 1993) 
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ATP synthase และการสังเคราะห ATP  
การสังเคราะห ATP ของไมโตคอนเดรีย  จะตองอาศัยเอนไซม ATP synthase หรือ F1-FO-

ATPase  ซึง่จดัวาเปน complex หนึง่ของลูกโซการหายใจ  โครงสรางของเอนไซม ATP synthase  

ประกอบดวยสวนประกอบ 2 สวนที่สําคัญ คือ F1 และ FO  สวนของ FO  จะประกอบไปดวย 

integral membrane protein  3  ชนิด  ในรูปที่ 13  FO จะเปนสวน a, b, และ c โดยสวน a มี 1 

subunit  สวน b มี 2 subunit  และสวน c มี 12 subunit ในไมโตคอนเดรียของสัตว  สําหรับสวน c 

จะเรียงตัวเปนวงแหวนรูปโดนัส  ในสวนของ F1  จะประกอบไปดวย α 3 subunit, β 3 subunit, 

และสวนของ γ, δ, ε อยางละ 1 subunit    โดยสวนของ γ  จะมีลักษณะเปนวงที่ขนาดพอดีกับสวน

ตรงกลางของวงแหวน c-subunit ของ FO   สวนของ ε จะเชื่อมติดกับ γ และบางสวนของ c-

subunit ของ FO   สําหรับสวนของ α และ β  จะเรียงตัวในลักษณะ hexamer (αβαβαβ)  อยูบน

สวนยอดของ γ subunit   

 เอนไซม ATP synthase  จะฝงตัวอยูในเมมเบรน  โดยมีสวนของ F1 เรียงตวัในลกัษณะ

ของ knob  ยื่นเขาไปในสวนของ matrix และเมื่อโปรตอนไหลจาก intermembrane space กลบั

เขาสู matrix ทาง ATP synthase  จะทาํใหสวนวงแหวน c-subunit ของ FO และสวน  ε และ γ 

ของ F1 เกิดการหมุน  มีผลทาํใหสวน β -subunit ของ F1 เปลี่ยนแปลงไป  ทาํให ADP และ Pi ที่จบั

อยูกับสวน β -subunit ของ F1  เกิดการสังเคราะหเปน ATP (Devlin, 2002; Lodish,  2004) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 13   แสดงโครงสรางของเอนไซม ATP synthase (Lodish et al., 2004) 
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ความเปนพษิตอไมโตคอนเดรีย 
 สารพิษที่จะมผีลตอการสรางพลงัของไมโตคอนเดรีย  อาจเกิดขึ้นโดยไปรบกวนการเกิด 

electrochemical gradient  หรือไปทําลาย electrochemical gradient  พิษเฉียบพลันของสาร

ยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอนจะทําใหผูปวยที่ไดรับเกิดอาการตางๆ เชน  กลามเนื้อออนแรง, 

ความดันโลหติต่ํา, ปวดหัว, เหนื่อยงาย, สับสน เปนตน (Wallace and Starkov, 2000)  นอกจาก

สารพิษมีผลไปยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจแลว  ยงัมีสารพิษทีก่อใหเกดิ

ผลเสียตอการทํางานของไมโตคอนเดรียดวยกลไกอืน่ๆ อีก  โดยสามารถแบงสารที่มีผลตอการ

ทํางานของไมโตคอนเดรียไดดังนี ้

1. สารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ(Wallace and 

Starkov, 2000; Devlin, 2002) 

 1.1 สารที่ออกฤทธิ์ยับยัง้การถายทอดอิเลคตรอนที่ complex I  คือ สารที่ออกฤทธิ์ยับยัง้

การถายทอดอเิลคตรอนจาก NADH dehydrogenase ไปยัง coenzyme Q  โดยทัว่ไป complex I  

จะเปนจุดเกิดความเสยีหายไดงายที่สุดในลูกโซการหายใจ  มีสารเคมีมากกวา 60 ชนิดทัง้สารจาก

ธรรมชาติและสารสังเคราะหที่ทราบแลววามีผลยับยัง้ complex I  เชน rotenone, rhein, 

ptericidin,  amytal, ยาพวก barbiturate,  mercurials, demerol เปนตน 

1.2 สารที่ออกฤทธิ์ยับยัง้การถายทอดอิเลคตรอนที่ complex II คือ สารที่ยับยั้งการ

ถายทอดอิเลคตรอนจาก succinate ไปยัง coenzyme Q เชน malonate ซึ่งออกฤทธิ์เปน 

competitive inhibitor ของ succinate ในการจับกับเอนไซม succinase dehydrogenase, 

carboxin, thenoyl trifluoroacetone (TTFA)  

 1.3  สารที่ออกฤทธิย์ับยัง้การถายทอดอเิลคตรอนที่ complex III  คือ สารที่ออกฤทธิ์

ยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอนจาก cytochrome b ไปยัง cytochrome c เชน myxothiazol, 

antimycin A, funiculosin, zinc ion เปนตน 

 1.4  สารที่ออกฤทธิ์ยับยัง้การถายทอดอิเลคตรอนที่ complex IV คือ สารที่ออกฤทธิ์ยับยัง้

การถายทอดอเิลคตรอนจาก cytochrome c ไปยังออกซิเจน  โดยถามีการยับยัง้ที ่ complex IV 

แลว  นอกจากจะไมสามารถถายทอดอิเลคตรอนไปยังออกซิเจนแลวยงัทาํใหไมเกิดการสังเคราะห 

ATP ไมวาจะใชสับสเตรทชนิดใดก็ตาม  ตัวอยางสาร เชน cyanide, azide, carbon monoxide 

เปนตน 

2. สารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการเกิด phosphorylation หรือการสังเคราะห ATP  เชน   

- oligomycin ออกฤทธิโ์ดยไปจับกับโปรตนีจําเพาะที่อยูในสวน FO  ของ    ATP synthase 



                                                                                                                                                       
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                               

30 

แลวทําใหไมเกิดการไหลของโปรตอนผาน FO  มีผลทําใหโปรตอนบริเวณ  intermembrane space 

มากจนทาํใหการถายทอดอเิลคตรอนเกิดขึ้นตอไปไมได (Garrett and Grisham, 1999) 

 - atractyloside  ออกฤทธิย์ับยั้ง adenosine nucleotide translocator  ซึ่งทาํหนาที่เปน

ตัวขนสง ADP จากภายนอกเขาสูไมโตคอนเดรีย  ทาํใหขาด ADP สําหรับใชในการสังเคราะห ATP 

(Lehninger et al.,2000) 

 - DTNB (5,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoate)  เปน aromatic disulfide  ยับยั้งการสงผาน 

Pi จากภายนอกเขาสูไมโตคอนเดรีย  โดยไปทําปฏิกิริยากับ sulfhydryl groups ที่อยูบนผนงัชัน้ใน

ของไมโตคอนเดรีย  ทําใหขาด Pi ในการทําปฏิกริิยา (Haugaard et al.,1969) 

3. สารที่ออกฤทธิ์ uncoupling 
 สารในกลุมนี้เรียกวา uncoupler     สาร  uncoupler  จะออกฤทธิ์โดยทําใหโปรตอนที่อยู

ใน intermembrane space ไหลกลับเขาสู matrix โดยไมผานเอนไซม ATP synthase ดังนัน้ 

gradient ของโปรตอนทีเ่คยมีอยูนัน้ก็จะสลายไป ซึง่มีผลทาํใหการถายทอดอิเลคตรอนและการ

สังเคราะห ATP ถูกแยกออกจากกัน  กลาวคือการถายทอดอิเลคตรอนยังคงเกิดข้ึนแตจะไมเกิด

การสังเคราะห  ATP และทําใหพลงังานที่ไดรับจากสารอาหารถกูเปลี่ยนเปนพลงังานความรอน

แทน (Garrett and Grisham, 1999)  

 กลไกการเกิด uncoupling มีหลายกลไก สามารถแบงสาร uncoupler ตามกลไกการเกิด

ไดดังนี้  (Hanstein , 1976; Wallace and Starkov, 2000) 

 3.1 สารที่ออกฤทธิ์เปน structural uncoupling   ไดแก สารและรวมถงึกระบวนการตางๆ 

ที่มีผลทาํใหความแข็งแรงของ inner membrane เสียไป  ซึ่งมีผลทําให respiratory control ลดลง  

เพิ่ม ATPase activity  และประสิทธภิาพในการ phosphorylation ลดลง เชน detergent, 

phospholipase, การ sonicate เปนตน 

 3.2  ionophores  สามารถแบงเปน 2 กลุมตามกลไก ไดแก  

       3.2.1 channel type   สารในกลุมนี้จะเรียงตัวเปนชองในชัน้ไขมันของไมโตคอนเดรีย     

เชน gramicidin เปนตน 

       3.2.2 carrier type  โดยการ form เปน lipid-soluble-complex กับ ion  แลว

เคลื่อนที่ผานเยื่อหุมของไมโตคอนเดรีย เชน valinomycin, nigericin เปนตน 

 3.3 สารพวก phenols และ anionic aromatic compounds อ่ืนๆ  สารกลุมนี้จะมี

คุณสมบัติเปน lipophilic weak acid ทําใหสามารถจับกับ H+ ที่ดานนอกของเยื่อหุมชั้นใน  แลว

เคลื่อนที่เขาไปใน matrix แตกตัวให H+   การจับและการแตกตัวเชนนี้ไดเนื่องจากดานใน matrix 

จะม ีpH สูงกวาดานนอก(รูปที ่16) เชน DNP (2,4-dinitrophenol), FCCP (carbonyl cyanide p-
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trifuoromethoxyphenylhydrazone), CCCP (carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone) 

เปนตน 

 3.4 สารที่ออกฤทธิ์ uncoupling    โดยเกี่ยวของกับการเกิดพนัธะโควาเลนต    ไดแก  

alkylating agents เชน สารจําพวก mustard gas และ electrophiles เชน isothiocyanates   

สารเหลานี้มีรายงานการเกดิ uncoupling  แตยังไมทราบกลไกการเกิดที่แนนอน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 15   แสดงตําแหนงที่สารสามารถออกฤทธิย์ับยัง้กระบวนการ oxidative phosphorylation 

(Garrett and Grisham, 1999) 

 

รูปที่ 16   แสดงกลไกการเกดิ uncoupling ของ 2,4-Dinitrophenol (DNP) (Voet,1990) 
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การขนสงและการสะสมแคลเซียมในไมโตคอนเดรีย 
แคลเซียมมีบทบาทสําคัญตอการทํางานของเซลล  โดยการเปลี่ยนแปลงความเขมขน

ของแคลเซียมภายในเซลลเปนขั้นตอนสาํคัญที่ทําใหมีการกระตุน หรือยบัยั้งการทาํงานของ

เอนไซมภายในเซลล  การหดหรือการคลายตัวของกลามเนื้อ  การสงสญัญาณของสารสื่อประสาท  

รวมทัง้การทํางานของฮอรโมนในรางกาย  ปจจุบันเปนที่ทราบดีวาไมโตคอนเดรียเปนอีกออกาเนล

หนึง่ทีม่ีบทบาทสําคัญในการสะสมแคลเซียมและควบคมุการเปลี่ยนแปลง intracellular Ca2+ 

signaling ของเซลล  นอกจากการทาํหนาที่ในการสังเคราะห ATP (Carafoli, 2003; Devlin, 

2002) 

การขนสงแคลเซียมเขาไปสะสมในไมโตคอนเดรียจะเกิดขึ้นผานทาง Ca uniporter  ซึ่งอยู

ในเยื่อหุมชัน้ในของไมโตคอนเดรีย และตองอาศัย membrane potential ซึ่งเปนสวนหนึง่ของ 

electrochemical potential ที่เกิดขึ้นจากกระบวนการถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ 

(Murphy and Smith, 2000)  ดังนั้นถาสารใดก็ตามไปมีผลทําลาย electrochemical potential 

ของไมโตคอนเดรีย  เชน uncoupler, respiratory chain inhibitor  ก็จะทําใหแคลเซียมไมสามารถ

เขาไปสะสมในไมโตคอนเดรียได สําหรับการขนสงแคลเซียมออกจากไมโตคอนเดรียจะเกิดขึ้นได

หลายทาง (Bernardi, 1999; Carafoli, 2003)   ดังนี ้ (รูปที่ 17) 

1. sodium-independent calcium exchange เปนการนํา 1 Ca2+ออกจาก matrix โดย

แลกเปลี่ยนกบั H+ 2 โมเลกลุ 

2. sodium calcium exchange  เปนการนํา  1 Ca2+ ออกจาก matrix โดยแลกเปลีย่นกับ

2 Na+  

3. ผานทาง permeability transition pore   
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รูปที่ 17   แสดงการขนสงแคลเซียมของไมโตคอนเดรีย (Carafoli, 2003) 
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Monoamine oxidase 

 monoamine oxidase (MAO) เปนเอนไซมที่พบบริเวณเยื่อหุมชัน้นอกของไมโตคอนเดรีย  

มี flavin adenine dinucleotide (FAD) เปนองคประกอบ   คนพบครั้งแรกโดย Hare ในป 1928  

เรียกวา tyramine oxidase ซึ่งตอมามีผูคนพบเอนไซมอีกหลายตัวที่เกี่ยวของกบัการ oxidation 

ของ amine ไดแก adrenaline oxidase และ aliphatic amine oxidase  แตภายหลัง Zeller ไดตั้ง

ชื่อรวมกนัวา monoamine oxidase  เนื่องจากเอนไซมทั้ง 3 ชนิดนีม้ีคุณสมบัติที่เหมือนกันหลาย

ประการ  เอนไซม monoamine oxidase จะทาํหนาทีใ่นการเรงปฏิกิริยา oxidative deamination 

ของ neurotransmitters และ biogenic amines เชน tryptamine , dopamine, norepinephrine, 

epinephrine, serotonin เปนตน (Davison, 1958) ดังสมการ  

                  R-CH2-NH2 + O2 +H2O                R-CHO+NH3+H2O2

Multiple forms ของ monoamine oxidase 
ในปจจุบนัเปนทีท่ราบกนัแลววา monoamine oxidase  มี 2 isozymatic forms คือ 

MAO-A และ MAO-B ซึ่งมีความแตกตางกนัที่ความจําเพาะเจาะจงตอสับสเตรทและความไวตอ 

inhibitor  โดย  MAO-A จะเดนในการออกซิไดซ serotonin ซึ่งเปน neurotransmitters  และ

สามารถออกซไิดซสับสเตรทบางชนิดไดเชนเดียวกับ MAO-B ไดแก tyramine, adrenaline และ 

dopamine สวน MAO-B จะเดนในการออกซิไดซสารพวก arylalkylamines เชน benzylamine  

และมีสวนรวมในการเมแทบอลิซึม exogenous amines  (Binda et al., 2004; Houslay and 

Tipton, 1976)  สําหรับความไวตอ inhibitor MAO A จะมีความไวในการยับยัง้ดวย clorgyline 

สวน MAO B จะมีความไวในการยับยั้งดวย pargyline (Urbanc et al., 1991)  อยางไรก็ตาม

ความจาํเพาะเจาะจงตอสับสเตรทและความไวตอการยบัยั้งของเอนไซม monoamine oxidase นี้  

ไมเหมือนกันในสัตวแตละชนิด  และแมแตในสัตวชนิดเดียวกนัแตตางบริเวณหรืออวัยวะ ดงัตาราง

ที ่ 4 ซึ่งแสดงใหเห็นวาในแตละอวัยวะมกีารกระจายของ isozymatic form ของ MAO แตละ 

isozymatic form แตกตางกนั  

ประโยชนของ monoamine oxidase inhibitors  (MAOIs) ในทางการแพทย 
 ประโยชนในทางการแพทยทีสํ่าคัญของสารที่สามารถยับยั้งเอนไซมmonoamine oxidase  

คือการใชเปนยารักษาโรคซมึเศรา  เนือ่งจากเมื่อมีการยับยัง้เอนไซม monoamine oxidase

โดยเฉพาะชนดิเอ ในระบบประสาทสวนกลางจะทาํใหเกิดการสะสมของระดับ monoamine 

transmitter ในสมองเพิ่มข้ึน   MAOI ตัวแรกที่นาํมาใชบรรเทาอาการซึมเศรา คือ iproniazid โดย

ในราวป 1957 ไดมีการคนพบยานี้เพื่อนาํมาใชรักษาวณัโรค  แตปรากฏวาเมื่อใชยากับผูปวยแลว  
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ผูปวยมีอารมณซึมเศราลดลง จึงไดมีการนํายานี้มาใชรักษาผูปวยโรคซึมเศราดวย (Pletscher, 

1966) และตอมาก็มกีารพฒันา MAOI เพิม่ข้ึนอีกหลายตัว  ซึ่งสามารถแบงตามสูตรโครงสรางทาง

เคมีได 2 กลุม คือ  อนุพันธของ hydrazine เชน phenelzine, isocarboxazid และอนพุันธของสาร

อ่ืน (non-hydrazine) เชน tranylcypromine   

ปญหาในการใชยากลุมนี้คอืถารับประทานอาหารทีม่ีสารเอมีนสงู จะทําใหเกิดความดัน

โลหิตสูงอยางเฉียบพลนั หรือ cheese reaction ได  แตเนื่องจากในลําไสของคนสมรรถนะของ

เอนไซม MAO-B มากกวา MAO-A ดังนัน้ถายามีความจําเพาะตอ MAO-A มากกวาก็นาจะชวยให

ผลขางเคียงนอยกวายา MAOI แบบไมจําเพาะเจาะจง (Houslay and Tipton, 1976)  ดังนัน้จึงมี

การพัฒนายาที่เปน reversible inhibitor ของ MAO-A  เชน moclobemide และ brofaromine   

   นอกจากนี้สารที่ยับยั้งเอนไซม MAO-B ก็สามารถใชเปนยารักษาโรค Parkinson  ได 

เชน deprenyl หรือ selegiline  ซึ่งออกฤทธยับยั้ง MAO-B อยางจําเพาะเจาะจงและยับยัง้แบบ

ถาวร  สาํหรบัการใชรักษาผูปวยโรคนี้จะให selegiline รวมกับ L-dopa  เพื่อทําใหระดับของ 

dopamine ในสมองถูกทําลายนอยลง  นอกจากนีย้ังเชื่อวา selegiline ยังสามารถลดการทาํลาย

เซลลประสาทอันเนื่องจากกระบวนการ oxidation ของ dopamine และสารพิษอ่ืนๆ  โดยการออก

ฤทธิ์เปน antioxidant (Aminoff,1995) 
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ตารางที ่3   แสดงตัวอยางสับสเตรทของเอนไซม monoamine oxidase จากการศึกษาในหนูขาว

(Houslay and Tipton, 1976) 

Substrates for the A Species Substrates for the Both Species Substrates for the B Species 

Serotonin 

Adrenaline 

Noreadrenaline 

Octopamine 

Tyramine 

3-Methoxytyramine 

Dopamine 

Benzylamine 

2-Phenylethylamine 

4-Methoxy-2-phenylethylamine 

Vanillylamine 

 

 

ตารางที่ 4   แสดงสัดสวนสมรรถนะของเอนไซม MAO-A และ MAO-B ในแตละ tissues ของหนู

ขาว (Houslay and Tipton, 1976) 

Tissues Species A activity 

(percent of total) 

Species B activity 

(percent of total) 

Liver 

Liver Parenchymal Cells 

Denervated Liver 

Kidney 

Intestine 

Intestinal Mucosa 

Spleen 

Lung 

Testis 

Brain 

Superior Cervical Ganglia 

Pineal Gland 

Denervated Pineal Gland 

Vas Deferens 

Denervated Vas Deferens 

40 

50 

40 

70 

70 

60-70 

95 

50 

90 

55 

90 

15 

5 

50 

35 

60 

50 

60 

30 

30 

30-40 

5 

50 

10 

45 

10 

85 

95 

50 

65 

 

 
 



 
 

บทที่  3 

อุปกรณและวิธีการวิจัย 

1. สัตวทดลอง 
หนูขาวพนัธุ  Wistar เพศผูน้ําหนักประมาณ 200-250 กรัม  จากสํานักสัตวทดลอง

แหงชาติ  มหาวิทยาลัยมหิดล  ถนนพทุธมณฑล  สาย 4 ตําบลศาลายา  อําเภอพุทธมณฑล 

จังหวัดนครปฐม  นาํมาเลีย้งทีโ่รงเลี้ยงสตัวทดลอง  คณะเภสัชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั  

โดยใชอาหารสําเร็จรูปจากบริษัทเจริญโภคภัณฑ สภาวะในการเลี้ยงหนูทดลอง  คือ เลี้ยงที่

อุณหภูมิประมาณ 25 ˚C จัดใหมีชวงมืดและชวงสวางอยางละ 12 ชั่วโมงสลับกนัใน 1 วัน  และ

ตองเลี้ยงหนูใหปรับตัวกับสภาพแวดลอมกอนนาํมาทดลองที่ภาควิชาเภสัชวิทยาคณะเภสัชศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เปนเวลาอยางนอย  1 สัปดาห 

หมายเหต:ุ   จํานวนสัตวทดลองที่ใชในแตละสภาวะการทดลองจะมีจาํนวน 4 ตัวตอ 1 สภาวะการ

ทดลอง (n=4)   โดยหนู 1 ตัวเมื่อเตรียมไดไมโตคอนเดรียแลวจะนาํมาทดสอบกับ EGCG ความ

เขมขนตางๆ  เปรียบเทียบกบั control คอื การเติม DMSO ซึ่งเปนสารละลายของ EGCG  ภายใต

สภาวะการทดลองเดียวกัน 

2. สารเคม ี
ในการเตรียมสารเคมีจะใชตัวทําละลายเปนน้าํกลัน่ 2 คร้ังหรือ ultrapure water สวน

สารเคมีที่ละลายไดนอยหรือไมละลายในน้าํ  จะใช absolute ethanol หรือ dimethyl sulfoxide 

(DMSO) เปนตัวทาํละลายแทน  ตัวอยางสารที่ใชในการทําวิจัยครั้งนี้จะใช DMSO เปนตัวทํา

ละลาย  ในกรณีที่ตองปรับ pH ของสารละลายใหไดตามตองการจะใชสารละลายของ KOH และ 

HCl ที่ความเขมขนตางๆ 
2.1 แหลงที่มาของสารเคมีที่ใชในการทําวิจยั 
สารทดสอบ    

epigallocatechin gallate (EGCG) จากบริษัท Sigma Chemical 
สารเคมีอ่ืนๆ   

สารเคมีจากบริษัท Sigma Chemical ไดแก 

 adenosine 5’ diphosphate (ADP), adenosine 5’ triphosphate (ATP), 1-amino-2-naphthol-

4-sulfolic, ammonium molybdate, benzylamine hydrochloride, bovine serum 

albumin(BSA), calcium chloride (CaCl2), copper sulfate (CuSO4), dimethyl sulfoxide 

(DMSO), 2,4-dinitrophenol (DNP), Folin&Ciocalteu ’s phenol reagent, HEPES,                
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5-hydroxytriptamine (5-HT), L-glutamic acid, magnesium chloride (MgCl2), malate, 

oligomycin, potassium chloride (KCl), potassium phosphate monobasic anhydrous 

(KH2PO4), potassium tartrate, rotenone, sodium bisulfite, sodium sulfite, sodium 

carbonate, sodium hydroxide, succinic acid, sucrose, sulfuric acid (H2SO4),  tyramine, 

trichloroacetic acid (TCA) 

สารเคมีจากบริษัท E.Merck, Darmstadt คือ 

 absolute ethanol, sodium carbonate anhydrous (Na2CO3), sulfuric acid (H2SO4), 

hydrochloric acid (HCl), potassium hydroxide (KOH) 

2.2 การเตรยีมสารละลายที่ใชในการทดลอง 
 - ความเขมขนและขนาดทีใ่ชบอยของสารเคมีที่ละลายไดในน้ําบริสุทธิ์ (ultrapure water) 

ไดแก 2.5% w/v ammonium molybdate, 0.3 M ADP+0.6 M Pi 2 μl, 0.1 M ATP 150 μl, 10 

mg/ml  atractyoside10 μl, 0.1 M benzylamine hydrochloride10 μl, 250 mg/ml BSA, 0.05-

0.30 mg/ml BSA, 0.4 M CaCl2 10 μl, 20 % w/v C2HCl3O2, 0.05 M DNP 2 μl, 1 M 

glutamate+1 M malate (pH7.4) 10 μl, 0.1 M 5-HT 10 μl, 40 mM HEPES buffer (pH 7.4), 

92 mM KCl, 2 mM MgCl2, 0.5 M NaOH, 15% w/v sodium bisulfite, 20% w/v sodium 

sulfite, 1% w/v sodium potassium tartate 10 ml, 1 M succinate (pH7.4), 0.25 M sucrose 

และ 0.1 M tyramine hydrochloride 

 - ความเขมขนและขนาดที่ใชของสารเคมีทีล่ะลายใน DMSO  ไดแก    สารทดสอบ EGCG

ความเขมขนตางๆ 10 μl และ 5 mg/ml rotenone 2 μl 

- ความเขมขนและขนาดที่ใชของสารเคมีทีล่ะลายใน absolute ethanol ไดแก    5 mg/ml 

oligomycin 2 μl 

3. เครื่องมือ 
 Clark ’s oxygen electrode 

 Heidolph glass homogenizer (Type S0203 RZR 2) 

 Hitachi high speed refrigerated centrifuge Himac SCR 20 B, Rotor model RP18-3

 Oxygen monitor (YSI model 5300) 

 pH meter 

 Strip chart recorder (Gilson model N2) 

 Spectrophotometer (Ultrospec II) 



                                                                                                                                                       
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                               

39 

4. วิธกีารวิจยั 
4.1 การเตรยีมไมโตคอนเดรียจากตับหนูขาว 

เตรียมโดยใชวธิี Differential centrifugation ตามวิธีของ Hogeboom (1955)     ซึ่งตอมา 

Myers และ Slater (1957) ไดดัดแปลงอีกเล็กนอย   การเตรียมตับและไมโตคอนเดรียควรแชอยูใน 

medium ที่เยน็จัด  ซึ่งบรรจอุยูในภาชนะที่แชในน้ําแข็ง  การปนแยกไมโตคอนเดรียจากตับหนูขาว

ทําโดยใช refrigerated centrifuge  ซึ่งควบคุมอุณหภูมติลอดการเตรียมไวที ่4 °C 

ขั้นตอนการเตรียมไมโตคอนเดรียแบงออกเปน 2 ขัน้ตอนหลัก คือ 
ขั้นตอนที่ 1  การเตรยีม liver homogenate 
 ทําใหหนูตายทันทีโดยวิธี cervical dislocation ทําการผาตัดหนาทอง  ตัดตับออกมา

อยางรวดเร็ว  แลวลางทันทดีวย homogenizing medium คือ 0.25 M sucrose (pH 7.4)  ที่เยน็

จัด  ลางหลายๆ คร้ัง  จนหมดคราบเลือด  แชตับใน homogenizing medium   ใชกรรไกรตัดตับ

เปนชิน้เล็กๆ  ลางเลือดอีกครั้งโดยสารละลายเดิม   เตมิ homogenizing medium ลงในตับทีต่ัด

ละเอียดประมาณ 70-80 ml จากนั้นเทใสหลอด homogenize ที่เยน็จัด โดยหลอด homogenize 

ที่บรรจุตับจะตองอยูในภาชนะแชน้าํแข็ง  แลวนําไป homogenize ดวย Heidolph glass 

homogenizer (Type S0203 RZR 2) จนกระทั่งได liver homogenate  นําไปใสในหลอด 

centrifuge เพือ่นําไปปนแยกตอไป 
ขั้นตอนที่ 2  การปนแยกไมโตคอนเดรียจาก liver homogenate 
 นํา liver homogenate ที่ไดมาปนแยก (centrifuge)  เพื่อใหไดไมโตคอนเดรีย  โดยใช 

Hitachi high speed refrigerated centrifuge Himac SCR 20 B และ rotor model RP 18-3  

โดยมีข้ันตอนดังตอไปนี้ (รูปที่ 18) 

  คร้ังที ่1  นํา liver homogenate  มาปนที ่600 x g (2500 rpm)  เปนเวลา 5 นาท ี จากนั้น

นําสวนที่เปน supernatant ใสในหลอด centrifuge ใหม สําหรับสวนที่เปน pellets ใหทิง้ไป   

หมายเหต:ุ   สวนที่เปน supernatant  ประกอบดวย mitochondria,  microsome   

      สวนที่เปน pellets ประกอบดวย nuclei, red blood cell, cell wall, unruptured cell 

คร้ังที ่2  นําสวนที่เปน supernatant มาปนตอที่ 4500 x g (7000 rpm) เปนเวลา 10 นาที  

เมื่อครบเวลาใหแยก supernatant ทิ้งไปเอาเฉพาะสวน pellets มา resuspend ดวย 0.25 M 

sucrose ที่แชเย็น  ทําการ homogenize ดวยมือโดยใช glass homogenizer เพื่อใหตะกอน

กระจายตวัเปนเนื้อเดยีวกนั 

คร้ังที ่ 3  นํามาปนตอที่ 13000 x g (8000 rpm) นาน 10 นาท ี  เมื่อครบเวลาแลวใหริน

สวน supernatant ทิง้ไป  สวน pellets นั้นจะมีลักษณะเปนชัน้ของไมโครโซมสีชมพูอยูชัน้บนให
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กําจัดออกโดยใช 0.25 M sucrose ใสลงไปเล็กนอยแลวคอยๆ เทออกดวยความระมัดระวังทําซ้าํ

จนชั้นของไมโครโซมเหลือนอยที่สุด    จากนัน้ทาํการ resuspend ตะกอนไมโตคอนเดรียดวย 0.25 

M sucrose  แชเย็นในภาชนะใสน้ําแข็งเพือ่ใชในการศึกษาตอไป 

หมายเหตุ : ไมโตคอนเดรียที่ใชในการวิจัยจะตองมคีา RCI (Respiratory Control Index)  

มากกวา 4 

 

                                            Liver homogenate 

 

 

 

 

 

 

  

         Pellets 

 (unbroken cell, nuclei, erythrocyte, etc) 

4,500 g (7,000 rpm) 10 min 

                        Supernatant 

(mitochondria, microsome, lysosomes, etc.) 

600 g (2,500 rpm) 5 min 

 

 

      Pellets 

(mitochondria) 

                   Supernatant 

(microsome, lysosome, etc.) 

 

 

             Supernatant 

    (mitochondria contamination)  

  

      Pellets  

(mitochondria) 

 Mitochondria suspension 

 

 

 

 

 

รูปที่ 18  แสดงขั้นตอนการแยกไมโตคอนเดรียจาก rat liver homogenate โดยใชวิธี differential 

centrifugation (Hogeboom, 1955; Myers and Slater, 1957) 
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4.2  การเตรยีม incubation medium ที่ใชในการทดลอง 
 incubation medium ที่ใชในงานวิจยันี้แบงตามสภาวะการทดลองไดดังนี ้

1. incubation medium (pH 7.4)  สําหรับศึกษาอัตราการหายใจของไมโตคอนเดรียประกอบดวย 

 HEPES buffer     40         mM (60 mOsm) 

 MgCl2        2         mM (6 mOsm) 

 KCl      92         mM (184 mOsm) 

2. incubation medium สําหรับการศึกษาอัตราการหายใจของไมโตคอนเดรียเมือ่ถูกกระตุนดวย 

แคลเซียม (Calcium stimulate respiration) ประกอบดวย 

 HEPES buffer     40         mM (60 mOsm) 

 MgCl2        2         mM (6 mOsm) 

 KCl      92         mM (184 mOsm) 

 KH2PO4       1         mM 

3. incubation medium สําหรับการศึกษาการทํางานของเอนไซม ATPase ประกอบดวย 

HEPES buffer     40         mM (60 mOsm) 

 MgCl2        2         mM (6 mOsm) 

 KCl      92         mM (184 mOsm) 

4. incubation medium สําหรับการศึกษาการทํางานของเอนไซม monoamine oxidase ประกอบ 

ดวย 0.025 M inorganic phosphate (KH2PO4) buffer pH 7.4 

4.3 การวัดอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะตางๆ 
การวัดอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย ใชเทคนิคทีเ่รียกวา polarographic 

oxygen  electrode technique  เครื่องมือที่ใชประกอบดวยสวนสาํคัญคือ Gilson ’s reaction 

chamber  ซึ่งมีความจปุระมาณ 1.8-2.0 ml ประกอบดวยผนงัแกว 2 ชั้น  และมฝีาจุก (stopper)  

เปดและปดได  ตรงกลางฝาจุกมีรู  สําหรับเติมสารตางๆ ลงไปทําปฏิกิริยากับไมโตคอนเดรียใน 

reaction chamber  เมื่อไมโตคอนเดรียใชออกซิเจนไปในการทําปฏิกริิยา  ปริมาณของออกซิเจน

ใน reaction chamber จะลดลง  ซึง่สามารถติดตามดูอัตราการลดลงของออกซิเจนได  โดยใช 

Clark ’s oxygen electrode  ตอเชื่อมกบั reaction chamber โดยสวนของ electrode  จะสัมผัส

อยูกับ reaction mixture ใน chamber   และสัญญาณการเปลี่ยนแปลงของออกซิเจนใน reaction 

mixture  ที่วัดโดย oxygen electrode จะถูกสงไปยงัเครื่อง biological oxygen monitor  ซึ่งจะมี

หนาปดบอกปริมาณออกซิเจนทีม่ีอยูใน reaction chamber ในขณะนั้นๆ  สามารถบันทึกอัตรา

การลดลงของออกซิเจนใน reaction chamber ดวย Gilson ’s recorder แลวบันทึกผลที่ได
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ออกมาในลกัษณะของเสนบันทกึ (oxygraph  tracing หรือ polarographic tracing) แสดงการ

เปลี่ยนแปลงระดับออกซิเจน  นอกจากนี้ในระหวางการ incubate mitochondria เพื่อทาํปฏิกิริยา

กับสารตางๆ ใน reaction chamber นั้นจะมี magnetic stirrer ขนาดเล็กหมนุวนสารละลายอยู

ตลอดเวลา  และควบคุมอุณหภูมิใหคงทีท่ี ่37 ˚C  โดยใชน้ําที่มาจากเครื่อง water bath ที่กาํหนด

อุณหภูมิไว  ไหลผานเขาและออกสวน chamber ชั้นนอก (water jacket)  ซึ่งหอหุม reaction 

chamber ไวตลอดเวลา (รูปที่ 19) 

 
รูปที่ 19   แสดง Gilson ’s Oxygen chamber     ที่ใชในการทดลองเพื่อวัดอัตราการหายใจของ     

ไมโตคอนเดรียในสภาวะตางๆ ซึง่จะม ี oxygen electrode คอยติดตาม oxygen tension ใน 

reaction chamber แลวอานบนัทกึผลดวย oxygraph apparatus (oxygen monitor และ 

recorder) 

เมื่อเร่ิมทาํปฏิกิริยาปริมาณออกซิเจนใน chamber จะมีคาที่ระดับ 100 % saturation  แต

เมื่อไมโตคอนเดรียมีการหายใจ  ปริมาณออกซิเจนใน chamber จะคอยๆ ลดลง  วัดอัตราการ

ลดลงของออกซิเจนใน chamber ไดดวย Clark oxygen electrode  ซึ่งมี Ag/AgCl electrode  

เปนขั้ว anode ลอมรอบดวย platinum electrode  ซึ่งทําหนาทีเ่ปนขั้ว cathode  เมื่อตองการใช

งานจะใช half saturated KCl solution  ฉาบผิวขั้ว electrode ทั้งสอง  ทาํหนาที่เปน salt bridge 

และมี YSI membrane (standard type)  หุมปดที่ข้ัวของ electrode โดย membrane ชนิดนีจ้ะ

ยอมใหเฉพาะออกซิเจนผานเทานั้น   

ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นที่ข้ัวทั้งสองขณะทําการทดลอง คือ 

            anode  :    4Ag+ + Cl-                                            4AgCl + 4 e- 

            cathode :  4 H+ + 4e- + O2                                      2H2O 
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ปกติระหวางขัว้ทัง้สองจะมี polarizing voltage 0.8 V  เมื่อทาํปฏิกริิยาดังสมการขางตน

จะมีการไหลของกระแสไฟฟาระหวาง 2 ข้ัวเกิดขึ้นและกระแสที่เกิดขึน้นี้จะถูกสงไปยัง amplifier  

ซึ่งทาํหนาที่ขยายกระแสเขาสู recorder บันทกึเปน tracing ตอไป  ปริมาณกระแสจะแปรผันตาม

ปริมาณออกซเิจนใน chamber ทําใหสามารถวัดอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียได 
 

 
 

รูปที่ 20   แสดงลักษณะของ  Clark oxygen electrode     ซึ่งเปน   Ag/AgCl   electrode  เปนขัว้ 

anode และมี  platinum electrode  เปนขั้ว cathode 

 
การแบงภาวะการหายใจของไมโตคอนเดรีย (mitochondrial respiratory states) 
 เนื่องจากองคประกอบสําคญัของการหายใจของไมโตคอนเดรียมีหลายประการ เชน การมี

ออกซิเจน  สับสเตรท  ADP+Pi  หรือการมี uncoupler หรือไม เปนตน  Chance and William 

(1956)  ไดจัดแบงภาวะการหายใจของไมโตคอนเดรียตามองคประกอบสําคัญ  ไดดังนี ้

 

state condition 

1 

2 

3  (active state) 

3u 

4  (resting state) 

5 

6 

มีเพียง O2 

มี  O2 และ  ADP 

มี O2, ADP และ substrate 

มี uncoupler 

มี O2 และ substrate 

มีเพียง substrate 

การหายใจถกูยับยั้งดวย excess Ca2+
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การคํานวณคาดัชนีควบคุมการหายใจ (Respiratory Control Index , RCI) 
 นอกจาก Chance and Willaim จะแบงภาวะ (states) การหายใจของไมโตคอนเดรยีเปน

ภาวะตางๆ ดงักลาวมาแลวยังแสดงวธิีคํานวณคาดัชนีควบคุมการหายใจ (RCI)  ซึ่งเปนคาที่ใช

แสดงการควบคู (coupling) กันของกระบวนการ oxidation และกระบวนการ phosphorylation  

คา RCI นี้บอกถงึคุณภาพของไมโตคอนเดรียที่เตรียมขึ้นวามีคณุภาพดี  คือเปน intact 

mitochondria หรือไม  การคาํนวณคา RCI ทาํตามวิธีดังตอไปนี้ (รูปที่ 21) 

  RCI     =    อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 3  

                                          อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 4 

                     =    ความชัน (slope) ของ tracing ใน state 3 

                                           ความชัน (slope) ของ tracing ใน state 4 

 จากตัวอยาง oxygraph tracing  การหาความชนัของ tracing ใน state 3 และ state 4  

ทําไดโดยกาํหนดใหเสนที่ลากขนานแกน X ของทัง้สอง state ยาวเทากนัดังนั้น 

 

                                                      RCI   =       Y1/X        =     Y1 

                                                                         Y2/X               Y2 
 

การคํานวณอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียระยะตางๆ 
จากตัวอยาง oxygraph tracing ในรูปที ่ 22 สามารถคํานวณอัตราการใชออกซเิจนของ 

ไมโตคอนเดรียไดดังนี ้

 

              อัตราการใชออกซเิจนใน state 3  =    R  x  S  n atom O/min 

                                                                      P 

 

โดยที่   R    =    ความสงูของเสน R ในรูป 

           P    =    ความสงูของเสน P ในรูป 

           S  =  จํานวน n atoms ของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวอยูใน reaction mixture 

กอนทีจ่ะถกูไมโตคอนเดรียใชไปในการทาํปฏิกิริยา 

คา S นี้ข้ึนอยูกับปริมาตรของ reaction mixture ทีท่าํปฏิกิริยาใน reaction chamber 

และอุณหภูมิของการทดลอง คือ ถามีปริมาตรของ reaction mixture มาก  ออกซเิจนก็จะละลาย

อ่ิมตัวอยูไดมาก  และถาอณุหภูมิต่ํา     ออกซิเจนก็จะละลายอิ่มตัวอยูไดมากกวาเมื่อมีอุณหภูมสูิง 
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การคํานวณหาคา S จะหาไดจากคาปรมิาณของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวใน reaction 

mixture ทั้งหมด  การคํานวณหาคาปริมาณของออกซิเจนที่ละลายอิม่ตัวใน incubation mixture 

1 ml  หาไดจากสมการ 

 

                           A  =  S x P x N x109    n atoms O/ml 

                                          V x 100 

 

 เมื่อ  A =   จํานวน n atoms ออกซิเจนที่ละลายในน้าํ 1 ml 

          S =  คาสัมประสิทธิก์ารดูดซึมออกซิเจน (absorption coefficient) ที่อุณหภูมิที่ทาํ

การทดลอง (ปริมาตรของออกซิเจนเมื่อถกูเปลี่ยนแปลงไปอยูที ่0 ˚C  และ 760 mmHg) โดยมีคา

เทากับ 0.02373 ที่อุณหภูมิ 37 ˚C 

        P  =  สัดสวนของออกซเิจนในบรรยากาศ = 21 % 

                   N  =  จํานวนอะตอมใน 1 โมเลกุลของออกซิเจน = 2 

                   V  =  ปริมาตรกาซที ่0 ˚C ความดัน 1 บรรยากาศเทียบกับ 1 กรัมโมล  มีคาเทากับ 

22,400 ml 

 เมื่อแทนคาเหลานี้ลงในสมการดังกลาว  คํานวณหาคาปริมาตรของออกซิเจนที่ละลาย

อ่ิมตัวในน้ํา 1 ml  (A) ที่อุณหภูมิ 37 ˚C มคีาเทากับ 444.9 n atoms O/ml 

 ถาทราบปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรีย แลวนํามาหารอัตราการใชออกซิเจนที่คํานวณ

ไดตามวิธีขางบน จะทาํใหทราบอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียมีหนวยเปน n atoms O 

/min/mg protein 

 นอกจากนีย้ังสามารถคาํนวณอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ ออก  

มาในหนวยจาํนวน n atoms O/ml/min  ได  ดังตัวอยางจาก oxygraph tracing ในรปูที่ 22เชนกัน 

 

อัตราการใชออกซิเจนใน state 3  = R x A  atoms O/ml/min 

                                                     P 

 

 
 
โดยที่  R  =  ความสงูของเสน R ในรูป 

         P  =  ความสงูของเสน P ในรูป 

         A  =  จํานวน n atoms ของออกซเิจนที่ละลายอิม่ตัว  อยูในน้าํ 1 ml 
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คา A นี้  หาไดตามวิธทีี่กลาวมาแลว  ในการวิจยันี้ควบคุมอุณหภูมิคงทีท่ี่ 37 ˚C  ซึ่งคา A 

ในทีน่ี้จึงเทากบั 444.9 n atoms O/ml 

การคํานวณอตัราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ ของ oxygraph 

tracing ก็สามารถคํานวณไดในทํานองเดียวกนั 

 

   

รูปที่ 21   ตัวอยาง oxygraph tracing เพื่อ

แสดงวิธีการหาคา RCI 

 

 

  

รูปที ่22   ตัวอยาง oxygraph tracing เพื่อ

แสดงวิธีการหาอัตราการใชออกซิเจนของ

ไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ 
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4.4 การศึกษาผลของ EGCG ตอกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรีย 
1. การศึกษาผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช glutamate + 

malate เปนสบัสเตรท 

1) เติม substrate สําหรับ complex I คือ 1 M glutamate + 1 M malate ปริมาณ 10 μl 

ลงใน incubation medium ที่มีไมโตคอนเดรียอยู 

2) เติมสารทดสอบ คือ EGCG ในความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ดูผลการ

เปลี่ยนแปลง state 4 ของการหายใจ  เปรียบเทียบกับ control คือ DMSO ปริมาณ 10 μl  

3) เติม 0.3 M ADP + 0.6 M Pi ปริมาณ 2 μl แลวดูผลการเปลี่ยนแปลง state 3 ของการ

หายใจ  

2. การศึกษาผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช succinate เปน

สับสเตรท 

1) เติม substrate สําหรับ complex II   คือ  1 M succinate ปริมาณ 10 μl ลงใน  

incubation medium  ที่มีไมโตคอนเดรียอยู 

2) เติมสารทดสอบ คือ EGCG ในความเขมขนตางๆ  ปริมาณ 10 μl ดูผลการ

เปลี่ยนแปลง state 4 ของการหายใจ  เปรียบเทียบกับ control คือ DMSO ปริมาณ 10 μl 

3) เติม 0.3 M ADP + 0.6 M Pi ปริมาณ 2 μl  แลวดูผลการเปลี่ยนแปลง state 3 ของการ

หายใจ 

3. ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะทีถู่กกระตุนดวยสาร DNP 

1) เติม substrate     คือ     1 M glutamate + 1 M malate ปริมาณ 10 μl ลงใน  

incubation medium  ที่มีไมโตคอนเดรียอยู 

2) เติมสาร uncoupler คือ 0.05 M DNP ปริมาณ 2 μl  เพื่อทาํใหเกิด state 3u  ของการ

หายใจ  

3) เติมสารทดสอบ คือ EGCG ในความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl ดูผลการเปลี่ยนแปลง 

state 3u ของการหายใจ  เปรียบเทียบกบั control คือ DMSO  

4. การศึกษาปจจัยอื่น ๆ      ที่อาจเกี่ยวของกับการออกฤทธิ์ของ   EGCG   ตอกระบวนการหายใจ

ของไมโตคอนเดรีย  ไดแก 

 -  การศึกษาผลของ bovine serum albumin ตอการออกฤทธิ์ของ EGCG 

-  การศึกษาผลของ  EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรยีที่ไดรับการยบัยั้ง

กระบวนการ phosphorylation ดวย atractyloside และ oligomycin เปรียบเทียบกับผลของ DNP  
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4.5 การศึกษาผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซเิจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถกู
กระตุนดวยแคลเซียม 

เนื่องจากการขนสงแคลเซียมเขาไมโตคอนเดรียตองอาศัยความตางศักย ที่อยูระหวางเยื่อ

หุมชัน้ในของไมโตคอนเดรีย (membrane potential) ซึ่งเปนสวนหนึง่ของ electrochemical 

potential ที่เกดิขึ้นจากกระบวนการถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ (Murphy and Smith, 

2000) ดังนัน้เมื่อมีการเติม CaCl2 ลงไปในปฏิกิริยาที่ม ี substrate มากพอและม ี Pi อยูดวยจะ

พบวาอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียเพิ่มสูงขึ้น  และเมื่อแคลเซียมหยุดการเขาไปสะสม

ภายใน matrix   อัตราการใชออกซิเจนก็จะลดลง 

การศึกษาผลของ EGCG ตอการหายใจของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวย

แคลเซียม   จะทําโดยการติดตามการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะการทดลองดังนี ้

1. เติม substrate    คือ     1 M glutamate + 1 M malate ปริมาณ 10 μl  ลงใน   

incubation medium  ที่มีไมโตคอนเดรียอยู 

2. เติมสารทดสอบ คือ EGCG ในความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl   

3. เติม 0.4 M CaCl2 ปริมาณ 10 μl เพื่อกระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรียเปรียบ 

เทียบผลการกระตุนการหายใจกับ control คือ  DMSO ปริมาณ 10 μl 

4.6 การศึกษาการทํางานของเอนไซม ATPase 
 เอนไซม ATPase สามารถเรงปฏิกิริยา hydrolysis ของ ATP  ไดเปน ADP, Pi และ H+ ดัง

ปฏิกิริยาตอไปนี้ คือ   

                                                ATP synthase(F1-FO-ATPase) 

                            ATP + H2O                                                  ADP + Pi + H+

ดังนัน้ในการศึกษา ATPase activity ของไมโตคอนเดรีย  สามารถทาํได 2 วิธ ีคือ 

1. โดยการวัดจํานวน H+ ที่เพิ่มข้ึนใน medium โดยใช pH meter (Bertina and Slater, 

1975) 

2. โดยการวัดปริมาณของ Pi ที่เกิดจากการสลายตัวของ ATP (Weinbach, 1956) 

สําหรับในงานวิจัยนี้จะใชวธิวีัดปริมาณ Pi ที่เกิดจากการสลาย ATP  โดยมีข้ันตอนและ

หลักการที่สําคัญดังนี้ คือ  

ข้ันตอนที ่ 1 เปนการ incubate ไมโตคอนเดรียใหทําปฏิกิริยากับสารละลายตางๆ  ที่

ตองการศึกษาใน reaction mixture ที่เหมาะสม  เมือ่ครบเวลาทีก่าํหนดไวทาํการหยุดปฏิกิริยา
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ทันทีโดยการดดู reaction mixture ใสลง centrifuge tube  ที่มี 20 % w/v ของ trichloroacetic 

acid จํานวน 1 ml  อยูกอนแลวเขยาใหเขากันและนาํไปแชในน้ําแข็งทนัท ี

ข้ันตอนที ่2  เปนการวิเคราะหหาปริมาณ Pi ที่เกิดขึ้น  ในการวิจัยนี้ใชวิธีของ Fiske and 

Subbarow (1925)  ซึ่งเปนวิธีวัดความเขมขนของสีทีเ่กดิขึ้นของสารประกอบเชิงซอนจากปฏิกิริยา 

reduction ของ phosphomolybdate complex กับ Fiske Subbarow reducing agent  เมื่อ

ปฏิกิริยาดําเนนิไปครบตามเวลาที่กําหนด นําสารละลายซึ่งเกิดเปนสีน้าํเงนิไปวัดการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลืน่ 650 นาโนเมตรดวยเครื่อง spectrophotometer  โดยใชน้ํากลั่นทีม่ีปริมาตรเทากับ

ตัวอยางเปน blank  แลวนาํคาดูดกลืนแสงที่ไดไปเทียบหาปริมาณ Pi จากกราฟมาตรฐานของ Pi  

ซึ่งมีชวงความเขมขนตางๆ ครอบคลุมคาตัวอยาง 

วิธีการวัดเพื่อหา ATPase activity ของไมโตคอนเดรียมข้ัีนตอนการปฏิบัติดังนี ้

1. เติม incubation medium ปริมาตร 2.63 ml ลงในภาชนะทรงสงูเล็กๆ ที่สวนลางแชอยูใน water 

bath  ซึ่งจะปรับอุณหภูมิของการทดลองใหคงทีท่ี่ 37 °C สวนลางของภาชนะทรงสูงจะม ี

magnetic stirrer คอยปรับหมุนวนสวนประกอบของปฏกิิริยาใหเขากนัตลอดเวลา 

2. เติม mitochondrial suspension 200 μl 

3. เติมสารละลายของสารทีต่องการศึกษาแลวรอเวลา 1 นาท ี (control เติม solvent ที่ใชละลาย

สารที่ตองการศึกษาในปริมาตรที่เทากนั) 

4. เติม 0.1 M ATP 150 μl แลวปลอยใหทาํปฏิกิริยา 10 นาท ี

5. เมื่อครบกาํหนดเวลา 10 นาทีแลวจงึดูด reaction mixture ปริมาณ 1 ml  แลวนาํไปใสใน 

centrifuge tube ที่มี 20 % w/v ของ trichloroacetic acid 1 ml อยูกอนแลวเขยาใหเขากันแลวนํา

หลอดไปแชในน้ําแข็งทันท ี

6. นาํไป centrifuge ที่ 4,000 rpm  นาน 10 นาที  เพื่อตกตะกอนโปรตีน 

7. ดูดสวน supernatant 1 ml (ถาเปน blank ใชน้ํากลัน่ 1 ml แทน  ถาจะทาํ standard curve 

ของ Pi ใช 1 ml ของ K2HPO4 ที่มีความเขมขน 0.1 , 0.25 , 0.5 , 1.0 , 1.5 , 2.0 และ 3.0 mM 

แทน)  แลวใสลงในหลอดทดลองที่ม ี0.2  M H2SO4  5 ml อยูกอนแลว  เขยาใหเขากัน 

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

9. เติม Fiske Subbarrow  reducing agent 0.4 ml เขยาใหเขากันดี  แลวตั้งใหเกิดปฏิกิริยาที่

อุณหภูมิหองนาน 10 นาท ี

10. นาํไปวัดคาการดูดกลนืแสงดวยเครื่อง spectrophotometer (ultrospec II)  ที่ความยาวคลื่น 

650 นาโนเมตร  คาการดูดกลืนแสงทีว่ัดไดจาก sample นาํมาคํานวณหาปรมิาณ Pi จาก 

standard curve 



                                                                                                                                                       
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              

50 
 

หมายเหตุ : -  Fiske Subbarow reducing agent  ประกอบดวย 15 % sodium bisulfite 97.5 

ml, 20% sodium sulfite 2.5 ml และ 1-amino-2-naphthol-4-sulfonic acid 0.25 g 

       -   ในการเตรียม Fiske Subbarow reducing agent จะมีบางสวนของ 1-amino-2-

naphtol-4-sulfonic acid ที่ละลายไมหมด  ใหกรองออก  โดยใชกระดาษกรองและเก็บสารละลาย 

Fiske Subbarow reducing agent ในขวดสีชา  เก็บไวใชไดไมเกิน 1 เดือน 

4.7 การศึกษาการทํางานของเอนไซม monoamine oxidase 
 monoamine oxidase เปนเอนไซมทีพ่บบริเวณเยื่อหุมชั้นนอกของไมโตคอนเดรียมหีนาที่

ในการออกซิไดซสารพวก amine  โดยกระบวนการ oxidative deamination ดังปฏิกิริยาตอไปนี ้

           R-CH2NH2 + O2 + H2O                                    R-CHO + NH3 + H2O2

  เนื่องจากปฏิกริิยาที่เกิดขึ้นนีจ้ําเปนจะตองใชออกซิเจน  ดังนัน้จึงสามารถศึกษาการ

ทํางานของเอนไซมโมโนเอมีนออกซิเดสได โดยการติดตามปริมาณออกซิเจนที่ลดลงใน reaction 

chamber  เมื่อใช substrate และ incubation medium ที่เหมาะสม  โดยในการทดลองใช 

sodium phosphate buffer pH 7.4  เปน incubation medium  สวน substrate ที่ใช ไดแก 0.1 M 

tyramine เปน substrate สําหรับ MAO-A และ MAO-B, 0.1 M 5-HT เปน substrate สําหรับ 

MAO-A, 0.1 M benzylamine เปน substrate สําหรับ MAO-B  นอกจากนี้จะเตมิ respiratory 

chain inhibitor คือ rotenone ลงใน reaction chamber ดวย  เพื่อยับยัง้การออกซิไดซ 

endogenous substrates ของไมโตคอนเดรีย  ทาํใหออกซิเจนที่ถกูใชไปนั้นเกิดจาก monoamine 

oxidase ออกซิไดซ amine substrate ที่เติมลงไปเพียงอยางเดยีว  จากหลกัการทีก่ลาวมานี้ทาํให

ทราบถงึการทาํงานของ monoamine oxidase ได 
รูปแบบการทดลองศกึษาผลของ EGCG ตอการทํางานของเอนไซม monoamine 

oxidase ของไมโตคอนเดรีย 
1. การศึกษาผลของ EGCG ตอการทํางานของ MAO-A 

1) เติม substrate สําหรับ MAO-A คือ 0.1 M 5-HT ปริมาณ 10 μl ลงใน incubation 

medium ที่มีไมโตคอนเดรียและ 5 mg/ml rotenone ปริมาณ 2 μl อยู 

2) เติมสารทดสอบ คือ EGCG ในความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl   ดูผลการ

เปลี่ยนแปลงอัตราการใชออกซิเจน  เปรียบเทียบกับ control คือ  DMSO ปริมาณ 10 μl 

2. การศึกษาผลของ EGCG ตอการทํางานของ MAO-B 

1) เติม substrate สําหรับ MAO-B คือ 0.1 M benzylamine ปริมาณ 10 μl ลงใน 

incubation medium ที่มีไมโตคอนเดรียและ 5 mg/ml rotenone ปริมาณ 2 μl อยู 
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2) เติมสารทดสอบ คือ EGCG ในความเขมขนตางๆ ปริมาณ10 μl ดูผลการเปลี่ยนแปลง

อัตราการใชออกซิเจน  เปรียบเทียบกับ control คือ  DMSO ปริมาณ 10 μl 

3. การศึกษาผลของ EGCG ตอการทํางานของ MAO-A และ  MAO-B 

1) เติม substrate สําหรับ MAO-A และ  MAO-B คือ 0.1 M tyramine ปริมาณ 10 μl ลง

ใน incubation medium ทีม่ีไมโตคอนเดรียและ 5 mg/ml rotenone ปริมาณ 2 μl อยู 

2) เติมสารทดสอบ คือ EGCG ในความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ดูผลการ

เปลี่ยนแปลงอัตราการใชออกซิเจน  เปรียบเทียบกับ control คือ DMSO ปริมาณ 10 μl 

4.8 การหาปริมาณโปรตนีของไมโตคอนเดรีย 
 เนื่องจากปริมาณของไมโตคอนเดรียที่อยูใน mitochondrial suspension ที่เตรียมจากตับ

หนูขาวที่ใชในการทดลองในแตละครั้งมีปริมาณไมเทากนั  ซึง่จะมีผลตอการเปรียบเทียบอัตราการ

ใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ  ดังนัน้จงึจําเปนตองหาความเขมขนของ               

ไมโตคอนเดรียที่ใชในการทดลองแตละครั้ง  เพื่อนํามาเปนมาตรฐานในการเปรียบเทียบผลที่ได 

 วิธีการหาปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรยีใชวิธีของ Lowry (1951)  ซึ่งดัดแปลงเพิม่เติม

โดย Miller (1959) เปนการหาปริมาณโปรตีนโดยการเกิดสี  เมื่อโปรตีนทําปฏิกิริยากับ CuSO4 ใน

สารละลายดางจะเกิดเปนสนี้ําเงิน  นําสารละลายสนี้ําเงินที่ไดไปวัดคาการดูกลนืแสงที่ความยาว

คลื่น 540 นาโนเมตร  ดวยเครื่อง spectrophotometer   โดยใชน้ํากลัน่ที่มปีริมาตรเทากบั 

sample เปน blank นําคาการดูดกลนืแสงที่ไดไปเปรียบเทียบหาปริมาณโปรตีนจาก standard 

curve  ที่ใช bovine albumin ในชวงความเขมขนที่ครอบคลุมคาความเขมขนของ sample ซึ่งมี

ข้ันตอนการปฏิบัติดังนี ้

1. เจือจาง mitochondrial suspension 10 μl  ดวยน้าํกลั่น 3 ml (1:300)  จะไดสารละลาย A  

2. ดูดสารละลาย A ปริมาตร 1 ml  ใสในหลอดทดลองเติม alkaline copper reducing 1 ml 

(กรณีเปน blank จะใชน้ํา 1 ml  สวนกรณีที่ทาํ standard curve  จะใช 1 ml  ของ bovine serum 

albumin ที่มคีวามเขมขน 0.05 , 0.10 , 0.15 , 0.20 , 0.25 , 0.30 mg/ml แทนสารละลาย A ) 

เขยาใหเขากัน  ปลอยใหทาํปฏิกิริยา 10 นาท ี

3. เติม Folin-Phenol reagent (dilution 1:10) 3 ml เขยาใหเขากนั 

4. นาํไปแชใน water bath ที่มีอุณหภูม ิ50 °C เปนเวลา 10 นาท ี

5. ตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมหิอง    นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง   spectrophotometer 

(ultrospec  II)  ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

6. นาํคาการดูดกลืนแสงทีว่ัดไดไปเปรียบเทียบหาปรมิาณโปรตีนจาก standard curve  จะไดคา

ความเขมขนและปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรียหนวยเปน mg/ml 
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การเตรยีมสารละลายที่ใช 
- Alkaline copper reagent เปนสารละลายที่ประกอบดวย 1 สวนของ 0.5 % CuSO4 ที่ละลายอยู

ใน 1 % w/v  ของ potassium tartrate และ 10 สวนของ 10 % NaCO3  ที่ละลายอยูใน 0.5 M 

NaOH 

- Foline – phenol reagent (1:10) เตรียมไดจากการเจือจาง concentrated Folin – Ciocalteu ’s 

Phenol reagent ดวยน้ํากลั่นในอัตราสวน 1:10 v/v  และเตรียมใชทนัท ี

4.9 การแสดงผลการทดลองและการวิเคราะหขอมลูทางสถิติ 
 4.9.1 การแสดงผลการทดลองแสดงออกเปน 2 ลักษณะ คือ 

- oxygraph tracing 

 เปน oxygraph tracing ที่ไดจากการทดลองซึ่งแสดงอตัราการใชออกซิเจนในระยะตางๆ 

มีหนวยเปน n atoms O/min/mg protein   

 - ตารางและกราฟ 

 4.9.2 การวเิคราะหขอมูลทางสถิต ิ

 1. ผลการทดลองแสดงเปนคา ̄x  ±  S.E. จากการทดลอง 4 การทดลอง (N = 4) ในแตละ

สภาวะการทดลอง 

 2. ใชสถิติชนดิ one-way analysis of variance (ANOVA) ในการทดสอบความแตกตาง

ทางสถิติระหวางกลุมทดลอง  และเปรียบเทียบความแตกตางของแตละคูโดยใช Scheffe   ที่ระดับ

นัยสําคัญ p < 0.05 

 

 



 
 

บทที่  4 

ผลการวิจัย 

1. ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช glutamate + 
malate เปนสับสเตรท 
 รูปที่ 23  แสดง control respiratory response ของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูขาว

ซึ่งนาํมาใชในการทดลอง  ตัวเลขที่กาํกับอยูทุกระยะของ oxygraph tracing คือ คาอัตราการใช

ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state ตางๆ มหีนวยเปนจํานวน n atoms O/min/mg protein   

สวนประกอบที่สําคัญในปฏกิิริยา ไดแก ไมโตคอนเดรียซึ่ง incubate อยูใน medium ที่มี 

glutamate + malate เปนสบัสเตรทปริมาณมากเกนิพอ  อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย

ในระยะแรกมคีา 25.67 n atoms O/min/mg  protein  ระยะนี้เรียกวา state 4 respiration  เมือ่

เติม ADP+Pi ลงไปในปฏิกริิยาจะทําใหเกิดการสังเคราะห ATP ข้ึน  พบวาอัตราการใชออกซิเจน

จะเพิ่มสูงขึ้นเปน 167.63  n atoms O/min/mg protein  เรียกระยะการหายใจของไมโตคอนเดรีย

ที่มีอัตราการใชออกซิเจนเพิม่สูงขึ้นอยางรวดเร็วจากการเติม ADP+Pi นี้วา state 3 respiration  

ซึ่งเมื่อ ADP ถูกใชหมดไปอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียจะลดลงเปน 29.56 n atoms 

O/min/mg protein  ซึ่งจะกลับสู state 4 respiration ตามเดิม  คา RCI ของไมโตคอนเดรียที่ใชใน

การทดลองตามรูปที่ 1  มีคาเทากับ 167.63/29.56 = 5.67  เมื่อเติม DNP  ซึ่งมคีุณสมบัติเปน 

uncoupler ลงไป DNP สามารถกระตุนการหายใจทาํใหไมโตคอนเดรียเกิดการใชออกซิเจนอยาง

รวดเร็วจนกระทั่งออกซิเจนหมดไปจาก reaction medium  ระยะนี้เรียกวา state 3u respiration  

ซึ่งจะเห็นไดวาอัตราการใชออกซิเจนในระยะนีจ้ะเพิ่มเปน 219.80 n atoms O/ml/min/mg protein 

 ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูขาว  เมื่อใช 

glutamate + malate เปนสับสเตรท  แสดงในรูปที ่ 24  ทําการศึกษาโดยการเตมิ  glutamate + 

malate เปนสบัสเตรท  ลงใน reaction mixture  ที่มีไมโตคอนเดรียอยู  จากนั้นเติม EGCG ความ

เขมขนตางๆ ลงไปพบวา EGCG มีผลเปลี่ยนแปลงอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน 

state 4 respiration ได  ซึง่จากตารางที ่ 5 และรูปที่ 25 แสดงใหเห็นวา EGCG ที่ความเขมขน 

454.48, 681.72, 908.96 μM ทําใหอัตราการใชออกซเิจนเพิม่ข้ึนอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติ (p < 

0.05 )  เมื่อเทียบกับ control คือ การเติม DMSO แทน EGCG  ซึ่งการเลือกใช DMSO เปน 

control  เนื่องจาก DMSO เปนสารละลาย EGCG ในการศึกษานี ้และจาก tracing ในรูปที ่ 24 

แสดงใหเหน็วา DMSO ไมมีผลเปลี่ยนแปลงอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรยี  สําหรับฤทธิ์

ในการกระตุนอัตราการใชออกซิเจนใน state 4 ของ EGCG  มีไมมากนกั  โดยเมือ่นําคาเฉลีย่ของ
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อัตราการหายใจมาคิดเปนเปอรเซ็นตการกระตุนทีเ่พิ่มข้ึนจาก control ไดคาดังนี้ คือ 55.64, 

58.00, 64.58  % ที่ความเขมขน 454.48, 681.72, 908.96 μM ตามลําดับ  และหลังจากที่เตมิ  

ADP + Pi ลงใน reaction mixture  ทําใหเกิด state 3 respiration  พบวา EGCG ที่ความเขมขน 

454.48, 681.72, 908.96 μM ทําใหอัตราการใชออกซิเจนลดลงอยางมนีัยสาํคัญทางสถิต ิ (p < 

0.05 )  ดงัแสดงในตารางที ่ 5 และรูปที่ 26 และเมื่อนําคาอัตราการใชออกซิเจนใน state 3 

respiration หารดวยอัตราการใชออกซิเจนใน state 4 respiration  จะไดคา RCI หรือดัชนีควบคุม

การหายใจ  ซึ่งเปนคาที่ใชแสดงการควบคู (coupling) กันของกระบวนการ oxidation และ

กระบวนการ phosphorylation  พบวา EGCG ทําใหคา RCI ลดลงตามความเขมขนที่เพิ่มข้ึนและ

ที่ความเขมขน 454.48, 681.72, 908.96 μM EGCG มผีลทําใหคา RCI ลดลงจาก control มาก  

โดย control มีคา RCI เทากับ 6.05 ± 0.62  แต EGCG ทั้ง 3 ความเขมขนทาํใหไมโตคอนเดรียมี

คา RCI เทากบั 3.20 ± 0.20, 2.29 ± 0.14 และ 2.11 ± 0.17 ตามลําดับ  ดังแสดงในตารางที ่5 

และรูปที่ 27 

2. ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย    เมื่อใช  succinate  เปน 
สับสเตรท 

ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูขาว  เมื่อใช 

succinate เปนสับสเตรท  แสดงในรูปที่ 28  ทําการศึกษาโดยการเติม  succinate เปนสับสเตรท  

ลงใน reaction mixture  ทีม่ีไมโตคอนเดรียอยู  ทาํใหเกิด state 4 respiration จากนั้นเติม EGCG 

ความเขมขนตางๆ ลงไป   พบวา  EGCG มีผลทาํใหอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน 

state 4 respiration ลดลงไดบางเล็กนอยที่ความเขมขนสูงๆ แตไมมนีัยสําคัญทางสถิติ ดังแสดง

ในตารางที ่6 และรูปที่ 29 และหลังจากที่เติม ADP + Pi ลงใน reaction mixture  เพื่อทาํใหเกดิ 

state 3 respiration  พบวา EGCG ที่ความเขมขน  454.48,  681.72,  908.96  μM      ทําให

อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 3 respiration ลดลงอยางมนียัสําคัญทางสถิติ 

(p < 0.05 )  ดังแสดงในตารางที ่6 และรูปที่ 30 และเมื่อนําอัตราการใชออกซิเจนจากทั้ง 2 state 

มาคํานวณหาคา RCI  พบวา EGCG ทําใหคา RCI ลดลงตามความเขมขนที่เพิ่มข้ึน  และที่ความ

เขมขน 454.48, 681.72, 908.96 μM EGCG มีผลทําใหคา RCI ลดลงจาก control มาก  โดย 

control มีคา RCI เทากับ 4.66 ± 0.25  แต EGCG ทัง้ 3 ความเขมขนทําใหไมโตคอนเดรียมีคา 

RCI เทากับ 2.75 ± 0.19, 2.23 ± 0.15 และ 2.16 ± 0.17 ตามลาํดับ  ดังแสดงในตารางที่ 6 และ

รูปที่ 31 
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3. ผลของ epigallocatechin gallate ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน
สภาวะที่ถูกกระตุนดวย DNP 

ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูขาวใน

สภาวะที่ถูกกระตุนการหายใจดวย DNP แสดงในรูปที่ 32  ทําการศึกษาโดยการเตมิ  glutamate 

+ malate เปนสับสเตรท  ลงใน reaction mixture  ที่มีไมโตคอนเดรียอยู  จากนั้นกระตุนการ

หายใจโดยการเติม DNP  ทาํใหเกิด state 3u respiration  จาก tracings จะเหน็ไดวา DNP ทาํให

อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียเพิ่มข้ึนมากอยางรวดเร็ว  และเมื่อเติม EGCG  ลงไป

พบวา EGCG มีผลยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนใน state 3u ได  ซึง่เมือ่คิดเปน % การยับยัง้ state 

3u respiration ดังแสดงผลในตารางที่ 7 และในรูปที ่33 พบวาที่ความเขมขนต่ําสุดที่ทาํการศึกษา

คือ 113.62 μM สามารถยบัยั้งอัตราการใชออกซิเจนใน state 3u ได 46.18% และเมื่อเพิม่ความ

เขมขนของ EGCG จนถงึความเขมขนสูงสุดที่ทาํการศกึษาคือ 908.96 μM พบวา EGCG สามารถ

ยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนใน state 3u respiration ไดอีกเพียง 12 %  คือยับยั้งได 61.20 %  

สําหรับคา IC50  ในการยับยัง้ state 3u respiration ของ EGCG = 398.11 μM 

4. ผลของ bovine serum albumin (BSA) ทีม่ีตอการออกฤทธิข์อง EGCG เมื่อใช 
glutamate + malate เปนสับสเตรท 

ผลของ bovine serum albumin (BSA)  ที่มีตอการออกฤทธิ์ของ EGCG เมื่อใช 

glutamate + malate เปนสับสเตรท  แสดงในรูปที ่ 34  ทําการศึกษาโดยการเตมิ  glutamate + 

malate เปนสบัสเตรท  ลงใน reaction mixture  ที่มีไมโตคอนเดรียอยู  จากนัน้เติม EGCG ความ

เขมขน 400 μg/10 μl  (454.48μM) พบวาอัตราการใชออกซิเจนเพิ่มข้ึนจากฤทธิ์การกระตุนการ

หายใจใน state 4 ของ EGCG    จากนั้นเมื่อเติม BSA ลงไป  พบวา BSA ขนาด 10 และ 15 mg 

ทําใหอัตราการใชออกซิเจนที่เพิม่ข้ึนจากการเติม EGCG ลดลงอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติ (p < 

0.05 ) เมื่อเทยีบกับ control ที่ไมไดเติม BSA  ดังแสดงในรูปที่ 35 และตารางที่ 8 

5. ผลของ  EGCG ตอไมโตคอนเดรียที่ไดรับการยับยั้งกระบวนการ phosphorylation ดวย 
atractyloside และ oligomycin  เปรียบเทียบกับผลของ DNP เมื่อใช glutamate + malate 
เปนสับสเตรท   

ผลของ  EGCG ความเขมขน 400 μg/10 μl  (454.48 μM) ตอไมโตคอนเดรียที่ไดรับการ

ยับยั้งกระบวนการ  phosphorylation ดวย atractyloside และ oligomycin  แสดงในรูปที ่ 36  

ทําการศึกษาโดยการเติม  glutamate + malate เปนสบัสเตรท     ลงใน   reaction mixture  ทีม่ี

ไมโตคอนเดรียอยู  จากนัน้เติม oligomycin หรือ atractyloside ลงไป  ตอมาจึงเตมิ ADP + Pi  ซึ่ง

จาก tracing จะเหน็วาการเติม ADP + Pi ไมทําใหอัตราการใชออกซเิจนเพิม่ข้ึนหรือไมเกิด state 
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3 respiration   จากนั้นเตมิ DNP ซึ่งเปนสาร uncoupler ลงไปพบวาทาํใหอัตราการใชออกซิเจน

ของไมโตคอนเดรียเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็ว  และในสภาวะการทดลองเดียวกนั  แตเติม EGCG ลงไป

แทน DNP พบวาอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียก็เพิ่มข้ึนไดเชนเดียวกัน แตผลการเพิม่

อัตราการใชออกซิเจนของ EGCG จะนอยกวา DNP มาก   

6. ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะทีถู่กกระตุนดวย
แคลเซียม  เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 

 ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซเิจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถกูกระตุนดวย

แคลเซียม  แสดงในรูปที ่37      ทําการศึกษาโดยการเตมิ  glutamate+malate เปนสับสเตรท  ลง

ใน reaction mixture  ที่มีไมโตคอนเดรียอยู  เติม EGCG ความเขมขนตางๆ ลงไปจากนั้นจึง

กระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรียโดยการเติม CaCl2  พบวา EGCG เฉพาะที่ความเขมขน

สูงสุดทีท่ําการศึกษา คือ 908.96 μM มีผลลดอัตราการใชออกซเิจนที่เกิดจากการกระตุนดวย

แคลเซียมไดอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p < 0.05 )  ดงัแสดงในรูปที่ 38 และตารางที่ 9 

7. ผลของ EGCG ตอการทํางานของเอนไซม ATPase 
จากรูปที ่39 และตารางที่ 10 แสดงผลของ EGCG ความเขมขนตางๆ ตอการทาํงานของ

เอนไซม ATPase  และเปรียบเทียบผลกบั DNP ทั้งในสภาวะที่มีและไมมี oligomycin ซึ่งเปนตวั

ยับยั้งเอนไซม ATPase  ทาํการศึกษาโดยวัดปริมาณของ Pi ที่เกิดขึน้จากการทํางานของเอนไซม 

ATPase ในการสลาย ATP  พบวา DMSO ซึ่งใชเปนสารละลาย EGCG ในการศึกษานี้ไมมีผล

เปลี่ยนแปลงการทํางานของเอนไซม ATPase เมื่อเทยีบกับกลุมการทดลองที่ไมเติม DMSO  สวน

กลุมการทดลองที่ไดรับ EGCG พบวา EGCG มีผลเปลี่ยนแปลงการทํางานของเอนไซม ATPase 

กลาวคือ EGCG ที่ความเขมขน 0.73, 4.57, 18.30 μM  มีฤทธิ์ยับยัง้การทํางานของเอนไซม 

ATPase ไดเล็กนอย (ไมมนีัยสําคัญทางสถิติ)  แต EGCG ความเขมขนที่สูงขึ้นมีผลกระตุนการ

ทํางานของเอนไซม ATPase  โดยที่ความเขมขน 219.54, 292.72, 439.08 และ 585.44 μM มีผล

ทําใหปริมาณ Pi ที่เกิดจากปฏิกิริยาเพิ่มสูงขึ้นอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05 )  สําหรบั 

DNP ซึ่งเปนสาร uncoupler  พบวามีผลทําใหปริมาณ Pi ที่เกิดจากปฏิกิริยาเพิม่สูงขึ้นอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05 ) เชนเดียวกัน  และในกรณีที่เติม oligomycin ซึ่งเปนสารยับยัง้การ

ทํางานของเอนไซม ATPase พบวาทาํใหผลการกระตุนเอนไซม ATPase ของทัง้ DNP และ 

EGCG ลดลง 
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8. ผลของ EGCG ตอการทํางานของเอนไซม MAO-A 
 จากรูปที ่ 40 และ ตารางที ่ 11 แสดงผลของ EGCG ตอการทํางานของเอนไซม MAO-A  

ทําการศึกษาโดยเติมสับสเตรทสําหรับ MAO-A คือ 0.1 M 5-HT  ลงใน reaction mixture  ที่มี       

ไมโตคอนเดรียและ rotenone อยู  โดย rotenone จะไปยับยัง้การออกซิไดซ endogenous 

substrates ของไมโตคอนเดรีย ทําใหออกซิเจนทีถู่กใชไปเกิดจาก monoamine oxidase 

ออกซิไดซ amine substrate ที่เติมลงไปเพยีงอยางเดียว  พบวา EGCG มีผลยับยัง้การทาํงานของ

เอนไซม MAO-A ได  โดยมีคา IC50 = 38.02 μM  ลักษณะของ dose-response curve ของการ

ยับยั้งสาํหรับ MAO-A จะเพิ่มสูงขึ้นเมือ่ขนาดเพิม่ข้ึนจนถึงความเขมขนคาหนึ่งการยับยัง้จะคอน 

ขางคงที่  และที่ความเขมขนสูงสุดที่ทาํการศึกษา คือ 227.24 μM   EGCG มีฤทธิ์ในการยับยัง้ 

MAO-A ได 77.73 %   

9. ผลของ EGCG ตอการทํางานของเอนไซม MAO-B 
 จากรูปที ่ 41 และ ตารางที ่ 12 แสดงผลของ EGCG ตอการทํางานของเอนไซม MAO-B  

ทําการศึกษาโดยเติมสับสเตรทสําหรับ MAO-B คือ 0.1 M benzylamine  ลงใน reaction mixture  

ที่มีไมโตคอนเดรียและ rotenone อยู  พบวา EGCG มีผลยับยัง้การทํางานของเอนไซม MAO-B 

ไดนอย  โดยที่ความเขมขนต่ําสุดที่ทาํการศึกษา คือ 227.24 μM  มีฤทธิ์ในการยับยั้ง MAO-B ได 

32.87 %  และเมื่อเพิม่ความเขมขนจนถึงความเขมขนสงูสุดทีท่ําการศึกษา คือ 1136.20 μM  ฤทธิ์

ในการยับยั้ง MAO-B ก็เพิ่มข้ึนอีกเพยีง 6% คือยับยั้งได 38.44 %   

10. ผลของ EGCG ตอการทํางานของเอนไซม MAO-A และ MAO-B 
 จากรูปที ่ 42 และ ตารางที ่ 13 แสดงผลของ EGCG ตอการทํางานของเอนไซม MAO-A 

และ MAO-B   ทําการศึกษาโดยเติมสับสเตรทสําหรบัทั้ง MAO-A และ MAO-B คือ 0.1 M 

tyramine  ลงใน reaction mixture  ที่มไีมโตคอนเดรียและ rotenone อยู  พบวา EGCG มีผล

ยับยั้งการทาํงานของเอนไซม MAO ในการออกซิไดซ tyramine ซึ่งเปนสับสเตรทแบบไมจําเพาะ

เจาะจงไดไมมากนกั  โดยทีค่วามเขมขนต่ําสุดทีท่ําการศึกษา คือ 227.24 μM  มีฤทธิ์ในการยับยัง้

การทาํงานของ MAO ได 36.96 %  และเมื่อเพิ่มความเขมขนจนถึงความเขมขนสงูสดุที่

ทําการศึกษา คือ 1136.20 μM  ฤทธิ์ในการยับยัง้ MAO ก็เพิม่ข้ึนอีก 12 % คือยับยั้งได 48.98 %   
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 รูปที่ 23   แสดง oxygraph tracing มาตรฐานการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช 

glutamate + malate เปนสบัสเตรท 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2, 

86.25 mM KCl, 5.21 mM glutamate + 5.21 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 0.05 

μM DNP, 13.02 mM sucrose  และไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.22 mg protein/ml  ปริมาตรทั้งหมด 

1.92 ml  อุณหภูม ิ37 ˚C  

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ  แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บคํานวณ

ออกมามหีนวยเปน n atoms O/min/mg protein 
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ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช glutamate + 
malate เปนสับสเตรท 

รูปที่ 24   แสดง oxygraph tracing ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย 

เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2, 

86.25 mM KCl, 5.21 mM glutamate + 5.21 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  

13.02 mM sucrose  ในการทดลองควบคุมจะเติม DMSO ปริมาณ 10 μl  สวนการทดลองเพื่อ

ศึกษาจะเติม EGCG ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.22 mg protein/ml  

ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml  อุณหภูมิ 37 ˚C  

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ  แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บคํานวณ

ออกมามหีนวยเปน n atoms O/min/mg protein 
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ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช glutamate + 
malate เปนสับสเตรท 

รูปที่ 25  กราฟแสดงผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนในชวง state 4 respiration ของ    

ไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท   

สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2, 

86.25 mM KCl, 5.21 mM glutamate + 5.21 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  

13.02 mM sucrose  ในการทดลองควบคุมจะเติม DMSO ปริมาณ 10 μl  สวนการทดลองเพื่อ

ศึกษาจะเติม EGCG ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.22 mg protein/ml  

ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml  อุณหภูมิ 37 ˚C  

แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่ ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4) 
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*  * * 

 

* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับ DMSO 
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ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช glutamate + 
malate เปนสับสเตรท 

รูปที่ 26 กราฟแสดงผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนในชวง state 3 respiration ของ     

ไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท   

สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2, 

86.25 mM KCl, 5.21 mM glutamate + 5.21 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  

13.02 mM sucrose  ในการทดลองควบคุมจะเติม DMSO ปริมาณ 10 μl  สวนการทดลองเพื่อ

ศึกษาจะเติม EGCG ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.22 mg protein/ml  

ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml  อุณหภูมิ 37 ˚C  

แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่ ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4) 
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* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับ DMSO 
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ผลของ EGCG ตอ  respiratory control index (RCI) ของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช 
glutamate + malate เปนสับสเตรท 

รูปที่ 27  กราฟแสดงผลของ EGCG ตอ respiratory control index (RCI) ของไมโตคอนเดรีย  

เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท   

สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2, 

86.25 mM KCl, 5.21 mM glutamate + 5.21 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  

13.02 mM sucrose  ในการทดลองควบคุมจะเติม DMSO ปริมาณ 10 μl  สวนการทดลองเพื่อ

ศึกษาจะเติม EGCG ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.22 mg protein/ml  

ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml  อุณหภูมิ 37 ˚C  

แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่ ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4) 
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ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช glutamate + 
malate เปนสับสเตรท 

ตารางที่  5  แสดงผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนในชวง state 4 respiration, state 3 

respiration และ RCI  ของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท   

สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2, 

86.25 mM KCl, 5.21 mM glutamate + 5.21 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  

13.02 mM sucrose  ในการทดลองควบคุมจะเติม DMSO ปริมาณ 10 μl  สวนการทดลองเพื่อ

ศึกษาจะเติม EGCG ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.22 mg protein/ml  

ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml  อุณหภูมิ 37 ˚C  

คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4) 

 

  Rate of oxygen consumption (n atom O/min/mg protein) Concentration of 

EGCG (μM) State 4 State 3 

RCI 

DMSO 26.31 ± 2.21          185.71 ±   8.22 6.05 ± 0.62 

113.62 35.68 ± 3.52          160.18 ±   8.01 4.62 ± 0.17 

227.24 35.96 ± 3.11          140.05 ± 14.71 4.04 ± 0.31 

454.48             40.95 ± 1.83*          129.80 ± 10.76* 3.20 ± 0.20 

681.72             41.57 ± 2.02*            93.48 ±   8.45* 2.29 ± 0.14 

908.96             43.30 ± 2.70*            89.55 ±   7.96* 2.11 ± 0.17 

 

* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับ DMSO 
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ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช succinate 
เปนสับสเตรท 

รูปที่ 28  แสดง oxygraph tracing ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรยี  

เมื่อใช succinate  เปนสับสเตรท   

 สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2, 

86.25 mM KCl, 5.21 mM succinate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  13.02 mM sucrose  ใน

การทดลองควบคุมจะเติม DMSO ปริมาณ 10 μl  สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติม EGCG ความ

เขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.13 mg protein/ml  ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml  

อุณหภูมิ 37 ˚C  

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ  แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บคํานวณ

ออกมามหีนวยเปน n atoms O/min/mg protein 
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ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช succinate 
เปนสับสเตรท 

รูปที่ 29   กราฟแสดงผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนในชวง state 4 respiration ของ   

ไมโตคอนเดรีย เมื่อใช succinate เปนสบัสเตรท   

สวนประกอบของปฏิกิริยา :   37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2, 

86.25 mM KCl, 5.21 mM succinate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  13.02 mM sucrose  ใน

การทดลองควบคุมจะเติม DMSO ปริมาณ 10 μl  สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติม EGCG ความ

เขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.13 mg protein/ml  ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml  

อุณหภูมิ   37 ˚C  

แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่ ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4) 
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ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช succinate  
เปนสับสเตรท 

รูปที่ 30   กราฟแสดงผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนในชวง state 3 respiration 

ของไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช succinate เปนสับสเตรท   

สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2,  

86.25 mM KCl, 5.21 mM succinate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  13.02 mM sucrose  ใน

การทดลองควบคุมจะเติม DMSO ปริมาณ 10 μl  สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติม EGCG ความ

เขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.13 mg protein/ml  ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml  

อุณหภูมิ   37 ˚C  

แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่ ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4) 
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* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับ DMSO 
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ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช succinate 
เปนสับสเตรท 

รูปที่ 31  กราฟแสดงผลของ EGCG ตอ respiratory control index (RCI) ของ              

ไมโตคอนเดรีย เมื่อใช succinate เปนสบัสเตรท   

สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2,  

86.25 mM KCl, 5.21 mM succinate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  13.02 mM sucrose  ใน

การทดลองควบคุมจะเติม DMSO ปริมาณ 10 μl  สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติม EGCG ความ

เขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.13 mg protein/ml  ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml  

อุณหภูมิ   37 ˚C  

แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่ ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4) 
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ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช succinate 
เปนสับสเตรท 

ตารางที่ 6   แสดงผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนในชวง state 4 respiration, state 3 

respiration และ RCI  ของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช succinate เปนสับสเตรท   

สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2,  

86.25 mM KCl, 5.21 mM succinate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  13.02 mM sucrose  ใน

การทดลองควบคุมจะเติม DMSO ปริมาณ 10 μl  สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติม EGCG ความ

เขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.13 mg protein/ml  ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml  

อุณหภูมิ   37 ˚C  

คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4) 

 

  Rate of oxygen consumption (n atom O/min/mg protein) Concentration of 

EGCG (μM) State 4 State 3 

RCI 

DMSO 55.53± 2.01          257.81 ±   9.30 4.66 ± 0.25 

113.62 55.51± 3.90          230.30 ± 13.09 4.16 ± 0.21 

227.24 55.15± 4.72          204.67 ± 15.09 3.89 ± 0.29 

454.48             52.45± 3.76          143.42 ±   6.60* 2.75 ± 0.19 

681.72             50.71 ± 4.34          105.80 ± 11.74* 2.23 ± 0.15 

908.96             43.36 ± 3.28            93.25 ±   7.82* 2.16 ± 0.17 

 

* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับ DMSO 
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ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูก
กระตุนดวย DNP 

รูปที่ 32 แสดง oxygraph tracing ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของ             

ไมโตคอนเดรียในสภาวะทีถ่กูกระตุนดวย DNP 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2,  

86.25 mM KCl, 5.21 mM glutamate + 5.21 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  

13.02 mM sucrose, 0.05 μM DNP  ในการทดลองควบคุมจะเตมิ DMSO ปริมาณ 10 μl  สวน

การทดลองเพือ่ศึกษาจะเตมิ EGCG ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.88 

mg protein/ml  ปริมาตรทัง้หมด 1.92 ml    อุณหภูม ิ37 ˚C  

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ  แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บคํานวณ

ออกมามหีนวยเปน n atoms O/min/mg protein 
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ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูก
กระตุนดวย DNP 

รูปที่ 33   กราฟแสดง % การยับยั้งของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน

สภาวะที่ถูกกระตุนดวย DNP   

 สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2,  

86.25 mM KCl, 5.21 mM glutamate + 5.21 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  

13.02 mM sucrose, 0.05 μM DNP  ในการทดลองควบคุมจะเตมิ DMSO ปริมาณ 10 μl  สวน

การทดลองเพือ่ศึกษาจะเตมิ EGCG ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.88 

mg protein/ml  ปริมาตรทัง้หมด 1.92 ml  อุณหภูมิ   37 ˚C  

แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่ ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4) 
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ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูก
กระตุนดวย DNP 

ตารางที ่7  แสดง % การยบัยั้งของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะ

ที่ถูกกระตุนดวย DNP 

สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2,  

86.25 mM KCl, 5.21 mM glutamate + 5.21 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  

13.02 mM sucrose, 0.05 μM DNP  ในการทดลองควบคุมจะเตมิ DMSO ปริมาณ 10 μl  สวน

การทดลองเพือ่ศึกษาจะเตมิ EGCG ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.88 

mg protein/ml  ปริมาตรทัง้หมด 1.92 ml  อุณหภูมิ   37 ˚C 

 คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4) 

 
 

Concentration of EGCG (μM)   % Inhibition of State 3u respiration 

DMSO                                0.00 ± 0.00 

113.62   46.18 ± 3.63 

227.24    51.73 ± 5.56 

454.48   56.28 ± 3.25 

681.72    60.03 ± 4.79 

908.96   61.20 ± 4.28 
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ผลของ bovine serum albumin (BSA)  ที่มีตอการออกฤทธิข์อง EGCG  เมื่อใช 
glutamate + malate เปนสับสเตรท 

รูปที่ 34   แสดง oxygraph tracing ผลของ BSA ที่มีตอการออกฤทธิ์ของ EGCG  เมือ่ใช 

glutamate + malate เปนสบัสเตรท 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2,  

86.25 mM KCl, 5.21 mM glutamate + 5.21 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  

13.02 mM sucrose, 454.48 μM EGCG    การทดลองเพื่อศึกษาจะเติม BSA 10 และ 15 mg 

สวนการทดลองควบคุมจะไมเติม BSA   ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.10 mg protein/ml  ปริมาตร

ทั้งหมด 1.92 ml  อุณหภูม ิ37 ˚C  

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ  แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บคํานวณ

ออกมามหีนวยเปน n atoms O/min/mg protein 
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ผลของ bovine serum albumin (BSA)  ที่มีตอการออกฤทธิข์อง EGCG เมื่อใช 
glutamate + malate เปนสับสเตรท 

รูปที่ 35   กราฟแสดงผลของ BSA ที่มีตอการออกฤทธิข์อง EGCG  เมื่อใช glutamate + malate 

เปนสับสเตรท 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2,  

86.25 mM KCl, 5.21 mM glutamate + 5.21 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  

13.02 mM sucrose, 454.48 μM EGCG    ในการทดลองควบคมุจะไมเติม BSA  สวนการ

ทดลองเพื่อศึกษาจะเติม BSA 10 และ 15 mg   ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.10 mg protein/ml  

ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml  อุณหภูมิ 37 ˚C  
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* * 

control BSA 10 mg BSA 15 mg 

 
       * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกบั control 
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ผลของ bovine serum albumin (BSA)  ที่มีตอการออกฤทธิข์อง EGCG เมื่อใช 
glutamate + malate เปนสับสเตรท 

ตารางที ่8  แสดงแสดงผลของ BSA ที่มีตอการออกฤทธิข์อง EGCG  เมื่อใช glutamate + malate 

เปนสับสเตรท 

สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2,  

86.25 mM KCl, 5.21 mM glutamate + 5.21 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  

13.02 mM sucrose, 454.48 μM EGCG    การทดลองเพื่อศึกษาจะเติม BSA 10 และ 15 mg 

สวนในการทดลองควบคุมจะไมเติม BSA   ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.10 mg protein/ml  ปริมาตร

ทั้งหมด 1.92 ml  อุณหภูม ิ37 ˚C  

คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4) 

 

condition 
rate of oxygen consumption 

(n atoms O/min/mg protein) 

454.48 μM EGCG 40.17 ± 1.19 

454.48 μM EGCG + BSA 10 mg  30.22 ± 2.01* 

454.48 μM EGCG + BSA 15 mg  27.97 ± 1.26* 
 

   * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับ control  
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ผลของ  EGCG ตอไมโตคอนเดรียที่ไดรับการยับยัง้กระบวนการ phosphorylation 
ดวย atractyloside และ oligomycin  เปรียบเทียบกับผลของ DNP เมื่อใช glutamate + 
malate เปนสับสเตรท   

รูปที่ 36    แสดง oxygraph tracing  ผลของ  EGCG ความเขมขน 400 μg/10 μl  (454.48μM) 

ตอไมโตคอนเดรียที่ไดรับการยับยั้งกระบวนการ  phosphorylation ดวย atractyloside และ 

oligomycin  เปรียบเทียบกบัผลของ DNP เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท   

สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2,  

86.25 mM KCl, 5.21 mM glutamate + 5.21 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  

13.02 mM sucrose สารทดสอบที่เติมลงไปทําปฏิกิริยา 5 mg/ml oligomycin หรือ 10 mg/ml 

atractyloside ปริมาณ 10 μl, 0.05 M DNP ปริมาณ 2 μl, 400 μg/10 μl  EGCG ปริมาณ 10 μl  

ไมโตคอนเดรีย 2.48 mg protein/ml  ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml  อุณหภูม ิ37 ˚C  

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ  แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บคํานวณ

ออกมามหีนวยเปน n atoms O/min/mg protein 
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ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูก
กระตุนดวยแคลเซียม  เมือ่ใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 

รูปที่ 37  แสดง oxygraph tracing ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน

สภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซียม เมื่อใช glutamate+malate เปนสับสเตรท 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2,  

86.25 mM KCl, 5.21 mM glutamate + 5.21 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  

13.02 mM sucrose, 0.42 mM CaCl2  ในการทดลองควบคุมจะเตมิ DMSO ปริมาณ 10 μl  สวน

การทดลองเพือ่ศึกษาจะเตมิ EGCG ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 3.12 

mg protein/ml  ปริมาตรทัง้หมด 1.92 ml  อุณหภูมิ 37 ˚C  

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ  แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บคํานวณ

ออกมามหีนวยเปน n atoms O/min/mg protein 
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ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูก

กระตุนดวยแคลเซียม  เมือ่ใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 

รูปที่ 38  กราฟแสดงผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะทีถ่กู

กระตุนดวยแคลเซียม  เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2,  

86.25 mM KCl, 5.21 mM glutamate + 5.21 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  

13.02 mM sucrose, 0.42 mM CaCl2  ในการทดลองควบคุมจะเตมิ DMSO ปริมาณ 10 μl  สวน

การทดลองเพือ่ศึกษาจะเตมิ EGCG ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 3.12 

mg protein/ml  ปริมาตรทัง้หมด 1.92 ml  อุณหภูมิ 37 ˚C  

แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่ ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4) 
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* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับ DMSO 
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ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูก
กระตุนดวยแคลเซียม  เมือ่ใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 

ตารางที ่9 แสดงผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถกูกระตุน

ดวยแคลเซียม   เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2,  

86.25 mM KCl, 5.21 mM glutamate + 5.21 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  

13.02 mM sucrose, 0.42 mM CaCl2  ในการทดลองควบคุมจะเตมิ DMSO ปริมาณ 10 μl  สวน

การทดลองเพือ่ศึกษาจะเตมิ EGCG ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 3.12 

mg protein/ml  ปริมาตรทัง้หมด 1.92 ml  อุณหภูมิ 37 ˚C  

คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4) 

 

Concentration of EGCG (μM) Rate of oxygen consumption  

(n atom O/min/mgprotein)   

DMSO 130.91 ± 4.58 

227.24                            124.27 ± 9.69 

454.48                            126.82 ± 13.44 

681.72                            125.56 ± 6.96 

908.96                              83.14 ± 5.71* 

 

* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับ DMSO 
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ผลของ EGCG ตอการทาํงานของเอนไซม ATPase 

รูปที่ 39  กราฟแสดงผลของ EGCG ความเขมขนตางๆ ตอการทาํงานของเอนไซม ATPase  และ

เปรียบเทียบผลกับ DNP ทัง้ในสภาวะที่มแีละไมมี oligomycin ซึ่งเปนตัวยับยั้งเอนไซม ATPase 

สวนประกอบของปฏิกิริยา :  35.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.74 mM MgCl2, 

81.17 mM KCl, 16.78 mM sucrose  และไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 4.09 mg protein/ml  ปริมาตร

ทั้งหมด 2.98 ml  อุณหภูมิ 37 ˚C 

แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่ ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4) 
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   *  * * 
 * 

 

  * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับ DMSO 

A = none (เปน medium อยางเดยีว), B = DMSO, C = 0.73 μM EGCG, D = 4.57 μM 

EGCG, E = 18.30 μM EGCG, F = 36.59 μM EGCG, G = 73.18 μM EGCG, H = 146.36 μM 

EGCG, I = 219.54 μM EGCG, J = 292.72 μM EGCG, K = 439.08 μM EGCG, L = 585.44 

μM EGCG, M = 0.05 M DNP 2 μl, N = 0.03 μM DNP + 5 mg/ml oligomycin 2 μl, O = 

292.72 μM EGCG + 5 mg/ml oligomycin 2 μl 
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ผลของ EGCG ตอการทาํงานของเอนไซม ATPase 

ตารางที่ 10 แสดงผลของ EGCG ความเขมขนตางๆ ตอการทํางานของเอนไซม ATPase  และ

เปรียบเทียบผลกับ DNP ทัง้ในสภาวะที่มแีละไมมี oligomycin ซึ่งเปนตัวยับยั้งเอนไซม ATPase 

สวนประกอบของปฏิกิริยา :  35.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.74 mM MgCl2, 

81.17 mM KCl, 16.78 mM sucrose  และไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.98 ml อุณหภูมิ 37 ˚C 

คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4) 

  

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

none 1.14 ± 0.02 

DMSO 10 μl 1.14 ± 0.08  

0.73 μM EGCG  0.86 ± 0.06 

4.57 μM EGCG  0.98 ± 0.09 

18.30 μM EGCG  1.09 ± 0.03 

36.59 μM EGCG  1.15 ± 0.07 

73.18 μM EGCG  1.45 ± 0.02 

146.36 μM EGCG  1.72 ± 0.22 

219.54 μM EGCG    2.29 ± 0.22* 

292.72 μM EGCG    2.83 ± 0.26* 

439.08 μM EGCG    3.09 ± 0.06* 

585.44 μM EGCG    3.19 ± 0.12* 

0.05 M DNP 2 μl   6.20 ± 0.30* 

0.03 μM DNP+5 mg/ml oligomycin 2 μl 1.46 ± 0.04  

292.72 μM EGCG +5 mg/ml oligomycin 2 μl 1.09 ± 0.07 

 

* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับ DMS 
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ผลของ EGCG ตอการทาํงานของเอนไซม MAO-A 

รูปที่ 40  กราฟแสดงผลของ EGCG ตอการทํางานของ MAO-A 

สวนประกอบของปฏิกิริยา : phosphate buffer pH 7.4, 5 mg/ml rotenone 2 μl, 

13.02 mM sucrose, 0.1 M 5-HT 10 μl  การทดลองควบคุมจะเตมิ DMSO ปริมาณ 10 μl  สวน

การทดลองเพือ่ศึกษาจะเตมิ EGCG ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 5.87 

mg protein/ml  ปริมาตรทัง้หมด 1.92 ml  อุณหภูมิ 37 ˚C 

0

20

40

60

80

100

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
concentration(μM)

%
 in

hib
itio

n

 

ตารางที่ 11   แสดงผลของ EGCG ตอการทํางานของ MAO-A 

Concentration of EGCG (μM)   % Inhibition of MAO-A activity 

DMSO    0.00 ± 0.00  

28.40   44.87 ± 4.37 

56.81   57.43 ± 2.23 

113.62  67.24 ± 3.09 

170.43  70.86 ± 2.01 

227.24  77.73 ± 3.83 
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ผลของ EGCG ตอการทาํงานของเอนไซม MAO-B 

รูปที่ 41  กราฟแสดงผลของ EGCG ตอการทํางานของ MAO-B 

สวนประกอบของปฏิกิริยา : phosphate buffer pH 7.4, 5 mg/ml rotenone 2 μl, 

13.02 mM sucrose, 0.1 M benzylamine 10 μl  การทดลองควบคุมจะเติม DMSO ปริมาณ 10 

μl  สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติม EGCG ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรยี

เฉล่ีย 5.40 mg protein/ml  ปริมาตรทัง้หมด 1.92 ml  อุณหภูมิ 37 ˚C 
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ตารางที่ 12  แสดงผลของ EGCG ตอการทํางานของ MAO-B 

Concentration of EGCG (μM)   % Inhibition of MAO-B activity 

DMSO     0.00 ± 0.00 

227.24   32.87 ± 1.74 

454.48   34.97 ± 3.17 

681.72   36.46 ± 2.12 

908.96   37.30 ± 2.45 

1136.20   38.44 ± 2.50 
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ผลของ EGCG ตอการทาํงานของเอนไซม MAO-A และ MAO-B 

รูปที่  42   กราฟแสดงผลของ EGCG ตอการทาํงานของ MAO-A และ MAO-B 

สวนประกอบของปฏิกิริยา : phosphate buffer pH 7.4, 5 mg/ml rotenone 2 μl, 13.02 

mM sucrose, 0.1 M tyramine 10 μl  การทดลองควบคมุจะเติม DMSO ปริมาณ 10 μl  สวนการ

ทดลองเพื่อศึกษาจะเติม EGCG ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 5.43 mg 

protein/ml  ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml  อุณหภูม ิ37 ˚C 
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ตารางที่ 13  แสดงผลของ EGCG ตอการทํางานของ MAO-A และ MAO-B 

Concentration of EGCG (μM)   % Inhibition of  MAO-A และ MAO-B activity 

DMSO     0.00 ± 0.00 

227.24   36.96 ± 2.93 

454.48   41.55 ± 3.87 

681.72   46.69 ± 4.34 

908.96   47.46 ± 4.34 

1136.20   48.98 ± 3.84 

 



 
 

บทที่  5 

สรุปผลการวิจัยและอภิปรายผล  

จากการศึกษาผลของ epigallocatechin gallate ซึ่งเปนสาร catechins ชนิดทีม่ีปริมาณ

มากที่สุดและมีฤทธิท์างเภสชัวิทยาเดนชัดเจนมากกวาตวัอื่นๆ ในชาเขียวตอกระบวนการหายใจ

และสมรรถนะของเอนไซม monoamine oxidase  ของไมโตคอนเดรยีที่แยกจากตบัหนูขาว พบวา 

EGCG มีผลเปลี่ยนแปลงกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรีย และสมรรถนะของเอนไซม 

monoamine oxidase ไดหลายประการดังนี ้

1. ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช glutamate + 
malate เปนสับสเตรท 
 EGCG มีผลเปลี่ยนแปลงอตัราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย    เมื่อใช glutamate + 

malate เปนสบัสเตรทไดดังนี้  คือ 

 state 4 respiration  EGCG มีผลกระตุนอตัราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียได  โดย

ที่ความเขมขนต่ํา EGCG จะกระตุนไดนอย  แตที่ความเขมขนสูงขึน้เปน 454.48, 681.72, 908.96 

μM  EGCG สามารถกระตุนอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียไดอยางมนีัยสําคัญทางสถติ ิ

(p < 0.05 )  แตอยางไรกต็ามฤทธิ์ในการกระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรียของ EGCG ยังไม

มากนัก โดยเมื่อนาํคาเฉลี่ยของอัตราการหายใจมาคิดเปนเปอรเซน็ตการกระตุนที่เพิม่ข้ึนจาก 

control พบวาที่ความเขมขนสูงสุดที่ทาํการศึกษา คือ 908.96 μM  สามารถกระตุนอัตราการใช

ออกซิเจนไดเพียง 64.58% 

state 3 respiration  EGCG มีผลยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน  state  

นี้ไดอยางมีนยัสําคัญทางสถติิ (p < 0.05 ) ที่ความเขมขน 454.48, 681.72, 908.96 μM  ซึ่งแสดง

ใหเหน็วา EGCG ที่ความเขมขนดังกลาวมีผลลด phosphorylation ของ ADP+Pi ไปเปน ATP 

 เมื่อนําอัตราการใชออกซิเจนใน state 3 respiration หารดวยอตัราการใชออกซิเจนใน 

state 4 respiration  ไดคา RCI  หรือดัชนีควบคุมการหายใจ  ซึ่งเปนคาที่ใชแสดงการควบคู 

(coupling) กันของกระบวนการ oxidation และกระบวนการ phosphorylation  พบวา EGCG มี

ผลทําใหคา RCI ลดลง  โดยเฉพาะที่ความเขมขน 454.48, 681.72, 908.96 μM ซึ่งเปนชวงความ

เขมขนที่อัตราการใชออกซิเจนใน state 4 เพิ่มข้ึนอยางมีนยัสําคญัทางสถิติ  และอัตราการใช

ออกซิเจนใน state 3 ลดลงอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ  ทําใหคา RCI ลดลงมาก  ซึง่แสดงใหเห็นวา 

EGCG ในชวงความเขมขนดังกลาวมีผลทําใหประสิทธิภาพของการควบคูระหวางกระบวนการ 

oxidation ที่เกิดขึ้นโดยลูกโซการหายใจและกระบวนการ phosphorylation  ซึ่งเปนกระบวนการ
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สําคัญในการสราง ATP ลดลงเมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรทหรืออาจกลาวไดวา 

EGCG ในชวงความเขมขนดังกลาวมีฤทธิ ์uncoupling  

2. ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย    เมื่อใช  succinate  เปน 
สับสเตรท 
 เมื่อใช succinate เปนสับสเตรท  พบวา EGCG ไมมีผลเปลี่ยนแปลงอัตราการใช

ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 4 respiration อยางมีนยัสําคญัทางสถิติ  หรืออาจกลาวได

วาในชวงความเขมขนทีท่ําการศึกษา EGCG ไมมีผลเปลี่ยนแปลงการทํางานของเอนไซม 

succinate dehydrogenase   ซึ่งทาํหนาที่ในการออกซิไดซ succinate  ใหเปน fumarate และ

อิเลคตรอนสงเขาสู complex II  แตอยางไรก็ตามมขีอสังเกตวา EGCG ความเขมขนสูงๆ มี

แนวโนมในการยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนใน state 4 ได เชน EGCG ที่ความเขมขน 908.96 μM 

เมื่อนําคาเฉลีย่ของอัตราการหายใจมาคิดเปนเปอรเซน็ตการยับยัง้ทีล่ดลงจาก control พบวา

สามารถยับยัง้ได 21.92 % ซึ่งแสดงใหเห็นวา EGCG ที่ความเขมขนสูงๆ (≥ 908.96 μM) มี

แนวโนมในการยับยั้งการทาํงานของเอนไซม succinate dehydrogenase ได สําหรับ state 3 

respiration    EGCG มีผลลดอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state นี้ไดอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05 ) ที่ความเขมขน 454.48, 681.72 และ 908.96 μM         ซึง่จากการ 

ศึกษาโดยใชสับเสตทของ complex I คือ glutamate + malate พบวา EGCG ในชวงความเขมขน

ดังกลาวมีฤทธิ์ uncoupling  ดังนั้นแมวาจะไมเหน็การกระตุนอัตราการใชออกซเิจนใน state 4 

respiration เหมือนการใช glutamate + malate เปนสับสเตรท  แตดวยฤทธิ์ uncoupling คือ

สามารถทําใหโปรตอนที่อยูบริเวณ intermembrance space กลับเขามาใน matrix โดยไมผาน

เอนไซม ATP synthase มีผลทําใหประสิทธิภาพของไมโตคอนเดรียในการเปลี่ยน ADP+Pi ใหเปน 

ATP ลดลง  ดงันัน้จึงทาํใหอัตราการใชออกซิเจนใน state 3 respiration ลดลง     

อัตราการใชออกซิเจนใน state 4 respiration ไมเปลี่ยนแปลง  แตอัตราการใชออกซิเจน

ใน state 3 respiration ลดลงอยางมนีัยสําคัญทางสถติิในชวงความเขมขนดังกลาว  จงึยงัมีผลทํา

ใหคา RCI ของไมโตคอนเดรยีลดลงมากเหมือนกับเมื่อใช glutamate+malate เปนสบัสเตรท  โดย

RCI มีคาต่ํากวา 3 ดังนัน้อาจกลาวไดวาเมื่อใช succinate เปนสับสเตรท EGCG ในชวงความ

เขมขนดังกลาวก็มีผลทําใหประสิทธิภาพการควบคูระหวางกระบวนการ oxidation และกระบวน 

การ phosporylation  ลดลงเชนเดียวกนั 
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3. ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะทีถู่กกระตุนดวย 
DNP 
 DNP เปนสาร uncoupler ทีรู่จักกันมานาน  สามารถออกฤทธิก์ระตุนการใชออกซเิจนของ

ไมโตคอนเดรียโดยไมเกิดการสราง ATP (Lehninger et al., 2000)  จากการศึกษานีพ้บวา  

EGCG มีผลยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถกูกระตุนดวย DNP ได  

และฤทธิ์ในการยับยั้งจะเพิ่มข้ึนตามความเขมขน  แตอยางไรก็ตามฤทธิ์ในการยับยัง้นี้มีไมมากนัก

โดยมีคา IC50  = 398.11 μM  และที่ความเขมขนสูงสุดที่ทาํการศึกษาคือ 908.96 μM ก็สามารถ

ยับยั้งไดเพยีง 61.20 ± 4.28 %  

 แมวา EGCG นาจะออกฤทธิ ์ uncoupling ไดเชนเดียวกับ DNP  แตเมื่อใหรวมกันกลับ

พบวา EGCG ยับยั้งฤทธิ ์ uncoupling ของ DNP ได  ทัง้นี้อาจเนื่องจาก EGCG เปนสารที่

สามารถแตกตัวให proton ได (Inoue et al., 2002) เชนเดียวกับ DNP  ดังนัน้อาจไปมีผลรบกวน

การแตกตัวและการรวมตวัของโปรตอนกับ DNP ได  แตอยางไรก็ตามสําหรับรายละเอียดของ

กลไกการยับยัง้นี้ควรมกีารศกึษาตอไป 

4. ผลของ bovine serum albumin (BSA) ทีม่ีตอการออกฤทธิข์อง EGCG เมื่อใช 
glutamate + malate เปนสับสเตรท 
 bovine serum albumin เปนโปรตีนโมเลกุลใหญ  ใชเปนตัวแทนของ plasma albumin  

จากการศึกษานี้พบวา BSA ขนาด 10 และ 15 mg มผีลยับยั้งการกระตุนอัตราการใชออกซิเจน

ของไมโตคอนเดรียที่ไดรับ EGCG ความเขมขน 400 g/10 μl  (454.48 μM)  ไดอยางมีนยัสําคัญ

ทางสถิติ  ซึ่งที่ผานมาเปนที่ทราบกันดวีาสาร catechins มีความสามารถในการจบักับโปรตีนไดดี  

ดังนัน้ในรางกาย EGCG ก็อาจจะจับกับโปรตีนใน plasma และ tissue ได (Chen et al., 1997)  

สําหรับในการศึกษานี้ก็แสดงใหเห็นวา EGCG อาจจะจับกับโปรตีนแลวมีผลทาํให EGCG ผาน

เขาไปในไมโตคอนเดรียไดลดลง  ผลการกระตุนอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียจึงลดลง

ดวย 

5. ผลของ  EGCG ตอไมโตคอนเดรียที่ไดรับการยับยั้งกระบวนการ phosphorylation ดวย 
oligomycin และ atractyloside  เปรียบเทียบกับผลของ DNP เมื่อใช glutamate + malate 
เปนสับสเตรท   
 เนื่องจาก oligomycin และ atractyloside มีผลยับยัง้กระบวนการ phosphorylation  

โดย oligomycin ออกฤทธิ์ไปจับกับสวน FO ของเอนไซม ATP synthase แลวทาํใหไมเกิดการไหล

กลับของโปรตอนผาน FO (Garrett and Grisham, 1999) สวน atractyloside ออกฤทธิย์ับยัง้ 

adenosine  nucleotide  translocater         ซึง่ทาํหนาที่เปนตัวขนสง  ADP  จากภายนอกเขาสู     
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ไมโตคอนเดรีย  ทําใหขาด ADP สําหรับใชในการสงัเคราะห ATP (Lehninger et al.,2000)  ดังนัน้

การเติม ADP + Pi ลงในไมโตคอนเดรียที่ไดรับ oligomycin หรือ atractyloside จึงไมสามารถ

กระตุนอัตราการใชออกซิเจนได  แตเมื่อเติมสาร uncoupler เชน DNP  ซึ่งมีความสามารถในการ

ทําใหโปรตอนจาก intermembrane space ไหลกลับเขาสู matrix โดยไมตองผานเอนไซม ATP 

synthase  มีผลทําใหกระบวนการถายทอดอิเลคตรอนไปสูออกซิเจนเกิดขึ้นไดตอไป  แมไมมีการ

สราง ATP  ทาํใหเห็นอัตราการใชออกซิเจนที่เพิ่มข้ึนได  สําหรบัผลของ EGCG ตอไมโตคอนเดรีย

ในสภาวะดงักลาวก็ใหผลเชนเดียวกับ DNP คือ เพิ่มอัตราการใชออกซิเจนได แมวาไมโตคอนเดรีย

จะไดรับสารทีย่ับยั้งการทาํงานของเอนไซม  ATP synthase  ดังนัน้การศึกษานี้กเ็ปนอีกการศึกษา

หนึง่ที่สนับสนนุวา EGCG นาจะออกฤทธิ ์uncoupling ตอไมโตคอนเดรีย 

สําหรับกลไกการเกิด uncoupling ของ EGCG นาจะเกิดจาก EGCG เปนสาร 

polyphenol  มี –OH group ที่สามารถแตกตัวใหโปรตอนไดหลายตาํแหนง (Inoue et al., 2002)    

และเนื่องจากพลังงานจากการถายทอดอิเลคตรอนผาน complex ตางๆ ในลูกโซการหายใจ  

นํามาใชในการผลักโปรตอนจาก matrix ไปสู intermembrane space  มีผลทําใหดานนอก 

matrix มี pH ต่ํากวาดานใน  ดังนั้น EGCG กอนเขาสู matrix ก็จะรวมตัวกับโปรตอน  แตเมื่อเขา

สู matrix ซึ่งม ีpH สูงกวากจ็ะแตกตัวใหโปรตอน  หรืออาจกลาวไดวา EGCG มี protonophoric 

activity  เชนเดียวกับ DNP   ซึ่งเปน lipophilic weak acid  แตฤทธิ์ uncoupling ของ EGCG 

นอยกวา DNP มาก  นาจะเกิดจากการที่ EGCG มีความเปน lipophilic นอยกวา   ทาํใหพา

โปรตอนผาน membrane เขาสู matrix ไดนอยกวา   

6. ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะทีถู่กกระตุนดวย
แคลเซียม  เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 

การทาํงานของไมโตคอนเดรยีนอกจากการสราง ATP  โดยกระบวนการ oxidative 

phosphorylation แลว  ยงัสามารถขนสงแคลเซียมเขาไปสะสมในไมโตคอนเดรียได ซึ่งตองอาศยั 

membrane potential ซึ่งเปนสวนหนึ่งของ electrochemical potential ที่เกิดขึ้นจากกระบวนการ

ถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ (Murphy and Smith, 2000)    จากการศึกษานีพ้บวา 

EGCG สามารถลดอัตราการใชออกซิเจนที่เกิดจากการกระตุนดวยแคลเซียมไดอยางมนีัยสาํคัญ

ทางสถิต ิ (p < 0.05 )  เฉพาะที่ความเขมขนสูงสุดทีท่ําการศึกษา คือ 908.96 μM  ทัง้นี้อาจ

เนื่องมาจากทีค่วามเขมขนดังกลาว EGCG มีฤทธิ์ uncoupling  ซึ่งมผีลเปลี่ยนแปลง membrane 

potential ของไมโตคอนเดรยีในปริมาณทีม่ากพอที่จะไปรบกวนกระบวนการขนสงแคลเซียมเขาสู

ไมโตคอนเดรียได    ซึ่งโดยทัว่ไปถาแคลเซียมเขาไปสะสมในออกาเนลไดนอยลงก็จะทาํให
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แคลเซียมใน cytoplasm ของเซลลเพิ่มมากขึ้น  และสงผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงกระบวนการ

ตางๆ ภายในเซลลตอไปได 

7. ผลของ EGCG ตอการทํางานของเอนไซม ATPase 
 ในการศึกษานีพ้บวา EGCG ที่ความเขมขนต่ํา คือ 0.73, 4.57, 18.30 μM  มีผลยับยั้ง

การทาํงานของเอนไซม ATPase ไดเล็กนอยไมมนีัยสาํคัญทางสถิต ิ  แต EGCG ความเขมขนที่

สูงขึ้นมีผลกระตุนการทํางานของเอนไซม ATPase ไดแก ที่ความเขมขน 219.54,  292.72,  

439.08  และ 585.44 μM  มีผลทําใหปริมาณ Pi ที่เกิดจากปฏิกิริยาการสลาย ATP เพิ่มสูงขึน้

อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p < 0.05 )  แตจากการศึกษาที่ผานมาของ Zheng และ Ramirez 

(2000) พบวา EGCG สามารถยับยัง้การทํางานของเอนไซม FOF1-ATPase / ATP synthase ของ

ไมโตคอนเดรียจากสมองหนูได  โดยมีคา IC50 = 17 μM   ซึ่งในการศึกษานี้ความเขมขนทีน่อยกวา 

18.30 μM พบผลการยับยั้งเพียงเล็กนอยเทานัน้  อาจเนื่องมาจากแหลงของไมโตคอนเดรียที่

ตางกนั  คือ การศึกษา Zheng และ Ramirez ใชไมโตคอนเดรียจากสมอง       แตการศึกษานี้ใช

ไมโตคอนเดรียจากตับ  และวิธีการศึกษาที่ตางกัน  โดยการศึกษาของ Zheng และ Ramirez จะ

แยกเอนไซมจากไมโตคอนเดรียมาศึกษา  แตในศึกษานี้เปนการศึกษา activity ของเอนไซมทีย่ัง

อยูในไมโตคอนเดรีย  ซึง่ทาํใหความไวและความจําเพาะตอการศกึษาผลของสารตอเอนไซมนี้

นอยกวาการศกึษาของ Zheng และ Ramirez  รวมทัง้ชวงความเขมขนที่สนใจศึกษาตางกัน    แต

โดยทั่วไปแลวถาสารใดก็ตามที่ทาํใหเกิดภาวะ uncoupling ของไมโตคอนเดรยี คือทําให 

oxidation และ phosphorylation แยกออกจากกัน  จะมีผลทาํให electrochemical gradient  

เสียไป  ในสภาวะเชนนีจ้ะกระตุนเอนไซม ATPase ใหมีการสลาย ATP เพิม่ข้ึน ซึ่งจากผล

การศึกษานี้กส็อดคลองกับขอมูลดังกลาว คือ EGCG มีฤทธิ ์uncoupling  และกระตุนการทํางาน

ของเอนไซม ATPase  ไดคลายกับ DNP ซึ่งเปนสาร uncoupler ที่รูจักกนัดี  และนอกจากนีย้ัง

พบวาฤทธิ์การกระตุน ATPase ของ EGCG และ DNP สามารถถูกยับยั้งไดดวย oligomycin ซึ่ง

เปนสารยับยั้งการทาํงานของเอนไซม FOF1-ATPase / ATP synthase  ไดเหมือนกัน 

8. ผลของ EGCG ตอการทํางานของเอนไซม monoamine oxidase 
 EGCG ในการศึกษานีพ้บวามีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม MAO-A ไดดีกวา MAO-B  โดยมี

คา IC50 สําหรบัการยับยัง้ MAO-A = 38.02 μM    สวนฤทธิ์ในการยับยั้ง MAO-B จะนอยกวามาก

โดยความเขมขนสูงสุดทีท่ําการศึกษา คือ 1136.20 μM  สามารถยับยั้ง MAO-B ไดเพียง 38.44 %  

เทานั้น  และสามารถยับยัง้เอนไซม MAO ในการออกซิไดซ tyramine  ซึ่งเปนสบัสเตรทชนิดไม

จําเพาะเจาะจงไดนอยเชนกนั โดยความเขมขนสูงสุดทีท่ําการศึกษา คือ 1136.20 μM  สามารถ
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ยับยั้ง MAO ในการออกซิไดซ tyramine ได 48.98 %  ลักษณะของ dose-response curve ของ

การยับยัง้สําหรับ MAO-A จะเพิ่มสูงขึ้นเมื่อขนาดเพิม่ข้ึนจนถึงความเขมขนคาหนึ่งการยับยัง้จะ

คอนขางคงที่  สวน dose-response curve ของการยบัยั้งสําหรับ MAO-B และ MAO เมื่อใช 

tyramine เปนสับสเตรทในชวงความเขมขนทีท่ําการศึกษาจะแสดงฤทธิก์ารยับยั้งต่ําๆ  ตลอดชวง

ความเขมขนทีท่ําการศึกษาดังแสดงในรูปที่ 41 และ 42   

จากการศึกษาขางตนทั้งหมดสามารถสรุปผลของ EGCG ตอกระบวนการหายใจ
และสมรรถนะของเอนไซม monoamine oxidase ของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนขูาว 
ไดดังนี้ 
 1. EGCG ที่ความเขมขนสงูมีฤทธิ์ uncoupling สามารถกระตุนอัตราการใชออกซเิจนใน     

state 4  ลดอัตราการใชออกซิเจนใน state 3 และมีผลทําใหคา RCI ของไมโตคอนเดรียลดลง  

การเติม bovine serum albumin  มีผลยับยัง้การออกฤทธิก์ระตุนอัตราการใชออกซิเจนของ 

EGCG เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรทได  สวนในกรณีทีใ่ช succinate เปนสับเสตท  

EGCG ไมมีผลเปลี่ยนแปลงอัตราการใชออกซิเจนใน state 4  แตอัตราการใชออกซเิจนใน state 3 

และ คา RCI ลดลงเชนเดยีวกับเมื่อ glutamate + malate เปนสับสเตรท 

2. EGCG สามารถยับยัง้ฤทธิก์ระตุนอตัราการใชออกซิเจนของ DNP  ซึ่งเปนสาร 

uncoupler ได 

 3. EGCG  ที่ความเขมขนสงูสุดทีท่ําการศึกษา คือ 908.96 μM  สามารถยับยัง้อัตราการ

ใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซียมได 

 4. EGCG  มีฤทธิ์กระตุนการทํางานของเอนไซม ATPase ได 

 5. EGCG  มีฤทธิ์ยับยั้งการทาํงานของเอนไซม MAO-A ไดมากกวา MAO-B 

 จากการศึกษาดานเภสัชจลศาสตรของ EGCG ทัง้ที่เปนสารเดี่ยวๆ  และสารผสมกบั 

catechins อ่ืนๆ ในชาเขียว  รวมทัง้จากการดื่มชาเขียวที่ชงจากใบชาพบวาระดับ EGCG ในเลือด

มีคาไมเกนิ 1 μM  เชน การรับประทาน EGCG ขนาด 800 mg แบบ single dose  ทาํใหมีระดบั 

EGCG ในเลือดสูงสุด 438.5 ng/ml หรือ 0.956 μM (Chow et al., 2001) ทั้งนี้เนื่องจาก EGCG มี

การดูดซึมตํ่า  และม ี first-pass metabolism สูง  สวนใหญถูกขจัดออกทางน้ําด ี  (Zaveri,2003) 

โดยจากการศกึษาในหนูพบวา metabolite ในน้ําดีสวนใหญจะอยูในรูปของ 4’’-di-O-methyl-

EGCG (Lambert and Yang, 2003)  สวน EGCG ทีพ่บในเลือดจะอยูในรูป unchanged form  

โดยมีคา bioavailability นอยกวา 1 %  จากการศึกษาในอาสาสมัคร (Zaveri,2003)   ซึง่จะเหน็

ไดวาความเขมขนของ EGCG ในรางกายหลังจากการรับประทานมคีาต่ํากวาความเขมขนทีม่ีผล

เปลี่ยนแปลงการทํางานของไมโตคอนเดรียในการศึกษานี้มาก ดังนัน้จากการศึกษานี้อาจกลาวได
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วาการรับประทานชาเขยีวหรือ EGCG ไมนาจะมีผลเปลีย่นแปลงการทํางานของไมโตคอนเดรียทัง้

ตอกระบวนการหายใจและสมรรถนะของเอนไซม monoamine oxidase  

แตอยางไรก็ตามในปจจุบันไดเร่ิมมีการพฒันาเพื่อใหระดับ  EGCG    ในเลือดเพิ่มมากขึ้น   

เชน การพัฒนาปรับปรุงสตูรโครงสรางของ EGCG ใหมีความเปน lyophilic มากขึ้นและ/หรือลด

การเกิด first-pass metabolism  แตยังคงมีประสิทธภิาพในการออกฤทธิ์ไดเหมือนเดิมหรือมาก

กวาเดมิในการศึกษาของ Zaveri และคณะ (2003)  เพื่อนาํมาใชในการรักษามะเร็งเตานม หรือ

การศกึษาพัฒนา EGCG ใหสามารถนํามาเตรียมในรูปแบบ injection  ได      ดังนัน้ถาระดบั 

EGCG ในเลอืดสูงขึ้นมากผลของ EGCG ตอไมโตคอนเดรียก็ควรนํามาพจิารณารวมดวยทัง้ใน

ดานฤทธิท์างเภสัชวิทยาและการเกิดพิษ  เพื่อใหเกิดประโยชนและความปลอดภัยตอผูใชมากที่สุด   
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