
อุปกรณ์และวิธีทำการวิจัย

1. สัตว์ทดลอง

ใช้หนูขาว (rat) พันธุ Wistar เพศผู้หนักประมาณ 180-250 กรัม จากสำนักสัตว์ทดลอง
แหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล ตำบลศาลายา อำ๓ อนครชัยศรี จังหวัดนครปฐม

2. การเตรียมไมโตคอนเดรียจากตับหนูขาว

เตรียมโดยใช้วิธีของ Hogeboom (1955) ซ่ึง Myers และ Slater (1957) เป็นผู้บรรยายไว้โดย 
ดัดแปลงเล็กน้อย การเตรียมและการปฏิบัติการ ตับและไมโตคอนเดรียจะแช่อยู่ใน medium ท่ีเย็น 
จัด ซ่ึงบรรจุอยู่ใ,นภา1ชนะ'ท่ีแช,โน'น้าแข็ง (ice-cold) การบันแยกไมโตคอนเดรีย จากตับหนูขาวทำโดยใช้ 
refrigerated centrifuge ซ่ึงควบคุมอุณหภูมิตลอดการเตรียมไว้ท่ี 4 ° c

ข้ันตอนการเตรียมไมโตคอนเดรีย แบงเป็น 2 ข้ันตอนหลัก คือ
ข้ันตอนท่ี 1 การเตรียม liver homogenate
ข้ันตอนท่ี 2 การบันแยกไมโตคอนเดรียจาก liver homogenate

ข้ันตอนท่ี 1 การเตรียม liver homogenate

ทำให้หนูตายทันทีโดยการติท่ีหัวบริเวณท้ายทอยแล้วทำ cervical dislocation เปิดหน้าท้อง 
แล้วรีบแยกตับมาล้างด้วยสารละลายท่ีประกอบด้วย 0.25 M sucrose และ 1 mM EGTA (pH 7.2) 
ที่เย็นจัดหลายๆ คร้ังจนหมดเลือด แล้วแชตับในสารละลายเดิมปริมาตรประมาณ 60-70 ml
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จากน้ัน ตัดตับออกเป็นชิ้นเล็กๆ ด้วยกรรไกร ล้างด้วยสารละลายเดิมจนหมดเลือด จากน้ันนำไป 
homogenize ดวย Heidolph homogenizer type 50203 RZR 2 ประมาณ 2-3 นาที ไนขันตอนนี 
จะได liver homogenate ประมาณ 60-80 ml ตอหนู 1 ตัว

ข้ันตอนท่ี 2 การปันแยกไมโตคอนเดรียจาก liver homogenate

นำ liver homogenate ท่ีได้จากข้ันตอนท่ี 1 มาปันแยก (centrifuge) ไห!ดไมโตคอนเดรีย 
โดยไช Hitachi High Speed Refrigerated Centrifuge Himac model CR 20B 3 โดยไช rotor 
model RP 18-3 โดยปันแยกทั้งหมด 3 คร้ัง ตามแผนภาพ ในรูปท่ี 16

I

II

III

Liver homogenate
600g (2,500 rpm) 5 min 
pellets (unbroken cells, nuclei,

erythrocytes, connective tissue) 
Supernatant fluid

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

Pellets (primary mitochondria fi action)

resuspend pellets with 0.25 M sucrose 
and slightly homogenize

13,000g (8,000 rpm) 10 mm

Pellets (mitochondria)

รูปท่ี 16 แสดงข้ันตอนการปันแยกไมโตคอนเดรียจาก rat liver homogenate โดยวิธ ี
differential centrifugation (Hogeboom, 1955 ; Myer and slater, 1957)
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Pellets ท่ีได้จากการป่นคร้ังท่ี 3 จะเห็นแยกเป็น 2 ช้ันชัดเจนในหลอด centrifuge ช้ันบนจะ 
เห็นเป็นสีชมพูและเกาะกันอยู่อยางหลวมๆ คือช้ันของไมโครโซม (microsomes) สวนช้ันลางท่ีมีสี
น้ําตาลและเกาะกันแน่น คือ ช้ันของไมโตคอนเดรีย รินสวนของ Supernatant fluid ทิงและลางสวน'ท่ี 
เป็นไมโครโซมออกให้หมดด้วย 0.25 M sucrose เล็กน้อย จนเหลือเพียงสวนของไมโตคอนเดรียท่ีมี 
สีนำตาล นำมา resuspendดวย 0.25 M sucrose ประมาณ 2-3 ml homogenize ดวยมีออยางเใกๆ 
ให้ตะกอนและของเหลวเข้ากันดี จะได้ mitochondrial suspension สำหรับใช้ในการทดลอง ความ 
เข้มข้นของไมโตคอนเดรียคิดเป็นปริมาณโปรตีน มีคาประมาณ 30-60 mg/ml และเม่ือใช้ glutamate 
+ malate เป็นสับสเตรท จะได้คา RCI ประมาณ 5-8

การเตรียม osmotic-shocked mitochondria

นำ mitochondrial pellets ท่ีเตรียมได้จากการป่นคร้ังท่ี 3 ดังวิธีข้างต้นมา resuspend ในสาร 
ละลาย 0.01 M sucrose ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลาประมาณ ใ ช่ัวโมง หมุนกวนช้าๆ ด้วย magnetic 
stirrer ให suspension เขากันตลอดเวลา เมือครบกำหนดเวลา นำ osmotic-shocked 
mitochondria ท่ีได้เก็บในภาชนะแชน้าแข็ง (ice-bath) เพอนำไปใช้ในการทดลองตอไป

3. การเตรียม Incubation medium ท่ีใช้ในการทดลอง

Incubation medium ท่ีใช้ในการวิจัยแบงตามสภาวะการทดลอง ได้ดังน้ี
3.1 Incubation medium ท่ีใช้เป็นมาตรฐาน สำหรับ การรัดอัตราการหายใจของไมโตคอน-

เดรียประกอบดวย HEPES buffer 40 mM ( 60 mOsm)
MgCl2 2 mM ( 6 mOsm)
KC1 92 mM (184 mOsm)

(เป็น isotonic buffer ความเขมขนรวม 250 milliOsmolar) ปรับ pH ของ Incubation 
medium นีใหเป็น 7.2

3.2 Incubation medium ทีใชศึกษาผลของการเปลียนแปลง pH ใน medium จะมีสวน 
ประกอบเชนเดียวกับใน Incubation medium ในข้อ 3.1 แตปรับ pH ให้เป็น 6.8, 7.2 และ 7.6

3.3 Hypotonic incubation medium สำหรับรัดอัตราการหายใจของ osmotic-shocked 
mitochondria ประกอบดวย HEPES buffer 40 mM, MgCl2 2 mM, KC1 29.5 mM
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3.4 Incubation medium สำหรับศึกษาการทำงานของเอนไซม์โมโนเอมีนออกชิเดส
(monoamine oxidase, MAO) ประกอบดวย 0.025 M inorganic phosphate (KH2PO,,) buffer
pH 7.2

4. การวัดอัตราการใช้ออกชิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะตางๆ

การวัดอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย ใช้เทคนิคท่ีเรียกวา Polarographic oxygen 
electrode technique (Sordahl et ฟ., 1971) เคร่ืองมีอท่ีใช้ประกอบด้วยสวนสำคัญ คือ Gilson 
reaction chamber รูปท่ี 17 ซ่ึงมีความจุประมาณ 1.8-2.0 ml ประกอบด้วยผนังแก้ว 2 ช้ัน และมี 
ฝาจุก (stopper) เปิดและปิดได้ ตรงกลางฝาจุกมีรูเล็กๆ สำหรับเติมสารตางๆ ลงไปทำปฏิกิริยากับ
ไมโตคอนเดรีย ใน reaction chamber ทำให้ออกซิเจนจากภายนอกไมสามารถเช้าไปรบกวนปริมาณ 
ออกซิเจนใน reaction chamber ขณะทำการทดลอง เม่ือไมโตคอนเดรียใช้ออกซิเจนไปในการทำ 
ปฏิกิริยาปริมาณของออกซิเจนใน reaction chamber จะลดลง ซ่ึงสามารถติดตามดูอัตราการลดลง 
ของออกซิเจนน้ีได โดยใช Clark oxygen electrode ตอเชือมกับ reaction chamber โดยสวนของ 
electrode จะสัมผัสอยูกับของเหลวใน chamber และปริมาณการเปล่ียนแปลงของออกซิเจนท่ีวัดได้ 
โดย oxygen electrode นี จะถูกสงไปยังเครีอง biological oxygen monitor (YSI model 53) ชง 
จะมีหน้าปัดบอกปริมาณออกซิเจนท่ีมีอยูใน reaction chamber ในขณะน้ันๆ ทำให้ทราบปริมาณ 
ออกซิเจนท่ีมีอยูตลอดเวลา สามารถปันทึกอัตราการลดลงของออกซิเจนใน reaction chamber ด้วย 
Gilson recorder (Model N2) ซึงจะมีปากกา (recorder pen) ปันทึกผลทีไดออกมาในลักษณะของ 
กราฟแสดงการเปล่ียนแปลงระดับของออกซิเจนในสภาวะตางๆ tracing ท่ีปรากฎบนกระดาษปันทึก 
โดยวิธีนีเรียกวา oxygen-electrode tracing (polarographic tracing, oxygraph tracing)
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นอกจากน้ีในระหวางการ incubate ไมโตคอนเดรียท่าปฏิกิริยากับสารตางๆ ใน reaction 
chamber น้ัน จะมี magnetic stirrer ขนาดเล็กหมุนกวนสารละลายอยูตลอดเวลา เพ่ือให้สวน 
ประกอบตางๆ ของปฏิกิริยาใน reaction chamber เข้ากันดีตลอดเวลา โดยใช้น้ีาท่ีถูกปรับอุณหภูมิ 
จากอางควบคุมอุณหภูมิไหลผานเข้าออกสวนของ chanber ช้ันนอก (water jacket) ซึงหอทุม 
reaction chamber ไว้อีกทีหน่ึง น้ีาท่ีมีอุณหภูมิตามท่ีต้องการ จะวนเวียนหล่อเล้ืยงอยู่รอนนอก 
reaction chamber ท่าให้อุณหภูมิของการทดลองใน reaction chamber คงท่ีตามท่ีต้องการ ในท่ีน้ี 
ควบคุมอุณหภูมิให้คงท่ีท่ี 37 ๐C

water outlet

OXYGRAPH APPARATUS

1 = reaction chamber
2 = stopper
3 = magnetic stirrer
4 = water jacket

รูปท่ี 17 แสดง incubation chamber ท่ีใข้ในการทดลองเพ่ือวัดอัตราการหายใจของ 
ไมโตคอนเดรียในสภาวะตางๆ ซ่ึงจะมี oxygen electrode คอยติดตาม
oxygen tension ใน reaction chamber แลวอานบันทึกผลดวย
oxygraph apparatus (oxygen monitor + recorder)

I  n r  ๆพ
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เม่ือเร่ิมทำปฏิกิริยาปริมาณออกซิเจนใน chamber จะคงท่ีท่ีระดับ 100% saturation และเม่ือ 
ไมโตคอนเดรียมีการหายใจ ปริมาณออกซิเจนใน chamber จะคอยๆ ลดลง วัดอัตราการลดลงของ 
ออกซิเจนใน chamber ไดดวย Clark oxygen electrode ซึงประกอบดวย electrode 2 ชนิดรวม 
กัน คือ Ag/AgCl electrode เป็นฃัว anode ลอมรอบดวย platinum electrode ชงทำหนาทํเป็นขัว 
cathode (ดังรูปที 18) โดยมี half saturated KC1 solution ฉาบผิวขัว electrode ทังสอง ทำหนาที 
เป็น salt bridge และมี YSI membrane (standard type) ทุมปิดทีขัวของ electrode โดย 
membrane ชนิดน้ียอมให้เฉพาะออกซิเจนผานเทาน้ัน

ปฏิกิริยาท่ีเกิดท่ีข้ัวท้ังสองขณะทำการทดลอง คือ
anode 4Ag + c r  -------------- ►

cathode 4H + 4e” + 0 2 ------------- ►
4AgCl + 4e~ 
2H20

CATHODE : platinum electrode

รูปที 18 แสดงลักษณะของ Clark oxygen electrode ซึงมี Ag/AgCl electrode 
เป็นขัว anode และมี platinum electrode เป็นขัว cathode
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ปกติระหวางข้ัวท้ังสองจะมี polarizing voltage 0.8 V เม่ือทำปฏิกิริยาดังสมการขางตนจะมี 
การไหลของกระแสไฟฟ้าระหวาง 2 ข้ัว เกิดข้ึนและกระแสท่ีเกิดข้ึนน้ีจะถูกสงไปยัง amplifier ซ่ึงทำ 
หน้าท่ีขยายกระแสเข้าสู recorder บันทึกเป็น tracing ตอไป ปริมาณกระแสไฟฟาจะแปรผันตาม 
ปริมาณออกซิเจนใน chamber ทำให้สามารถวัดอัตราการใช้ ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียได้

สำหรับการศึกษาถึงการทำงานของเอนไซม์ monoamine oxidase น้ัน อาศัยหลักการในการ 
ติดตามการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียเชนเดียวกัน monoamine oxidase เป็นเอนไซม์ท่ีพบ 
บริเวณเย่ือหุ้มข้ันนอก (outer membrane) ของไมโตคอนเดรีย ทำหน้าท่ีในการออกซิไดซ์สารพวก 
amines โดยกระบวนการ oxidative deamination ดังปฏิกิริยาตอไปนี

R-CH2NH2 + 0 2 + HzO -------------- * R-CHO + NH3 + H20 2

เน่ืองจากปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนน้ีจำเป็นจะต้องใช้ออกซิเจน ดังน้ัน จึงสามารถศึกษาการทำงานของ 
เอนไชม monoamine oxidase ไดโดยการติดตามปริมาณออกซิเจนทีลดลงใน reaction chamber 
เมือใชลับสเตรท และ incubation medium ทีเหมาะสม ในการวิจัยครังนีใช tyramine เป็น 
ลับสเตรท และ ใช phosphate buffer เป็น incubation medium นอกจากนีจะเติม respiratory 
chain inhibitor คือ rotenone ลงใน reaction chamber ดวย เพีอยับยังการออกซิไดช 
endogenous substrates โดยไมโตคอนเดรีย ทำให้ออกซิเจนท่ีถูกใช้ในน้ันเกิดจากการท่ี
monoamine oxidase ออกซิไดช์ amine substrate ท่ีเติมลงไปเพียงอยางเดียว จากหลักการท่ีกลาว 
มานี ทำใหทราบถึง monoamine oxidase activity ได
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การแบงสภาวะการหายใจของไมโตคอนเดรีย (Mitochondrial respiratory states)

เนื่องจากองค์ประกอบสำคัญของการหายใจของไมโตคอนเดรีย มีหลายประการ เชน การมี 
ออกซิเจน สับสเตรท ADP+Pi หรือการมี uncoupler หรือไม เป็นตน C hance and William 
(1956) ได้จ ัดแบงสภาวะการหายใจของไมโตคอนเดรืยตามองค์ประกอบสำคัญ เป็นดังนี้

state
1
2
3 (active state) 
3u
4 (resting state)
5
6

Condition
มีเพียง (ว2
มี O2 และ ADP
มี 0 2 ADP และ Substrate
มี uncoupler
มี 0 2 และ Substrate
มีเพียง Substrate
การหายใจถ ูกย ับยั้งด ้วย ex cess  Ca2+

5. การคำนวณค่าดัชนีควบคุมการหายใจ 1 อัตราสวน ADP/0 และ อัตราการใช้ออกซิเจนของ 
ไมโตคอนเดรีย

5.1 การคำนวณคาดัชนีควบคุมการหายใจ 
(Respiratory Control Index 1 RCI)

นอกจาก Chance and William จะแบ่งสภาวะ (states) การหายใจของไมโตคอนเด'รัย 
เป็นภาวะตางๆ ดังกลาวมาแล้ว ยังแสดงวิธีคำนวณคาดัชนีควบคุมการหายใจ (RCI) ซึ่งเป็นคาที่ใช้ 
แสดงการควบคู (coupling) กันของกระบวนการออกซิเดชันและกระบวนการฟอสฟอวิลเลชน คา RCI 
นี้บอกถึงคุณภาพของไมโตคอนเดรืยที่เตรียมขึ้นวามีคุณภาพดี คือเป็น intact mitochondria หรือไม 
การคำนวณคา RCI ทำตามวิธีดังตอไปนี้
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RCI = ภัตราการไชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 3 
ภัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 4 

= ความชัน (slope) ของ tracing ใน  state 3 
ความชัน (slope) ของ tracing ใน  state 4

จากตัวอยาง oxygraph tracing ในรูปที่ ใ9  การหาความชันของ tracing ใน  state 3 
และ state 4 ทำได้โดยกำหนดให้เส้นที่ลากขนานแกน X ของทั้ง 2 sta tes ยาวเทากัน ตังนัน

RCI = Ï1ZX = Ï 1
Y2/X Y2

5.2 การคำนวณคา ADP/0

A D P /0  คือ ภัตราสวนระหวาง nm oles ของ ADP ที่ใช้ในการสร้าง ATP ตอจำนวน 
ท atom s ของออกซิเจนที่นำมาใช้สร้าง ATP หรืออาจกลาววา เมื่อไมโตคอนเดรืยรับเอาออกซิเจน 
1 อะตอม (1/2 (ว2) เช้าไปจะเกิดการสร้าง ATP ได ้ก ี่โมเลก ุล คา A D P /0  สามารถคำนวณได้ตามวิธีที่ 
บรรยายไว้โดย Estabrook (1967) ซึ่งพอสรุปได้ตังนี้

A D P /0  = จำนวน nm oles ของ ADP ที่เติมลงไปทำปฏิกิริยา
จำนวน ท atom s ของออกซิเจนที่ถูกใช้ระหวางการเกิด state 3

จำนวน nm oles ของ ADP ที่เต ิมถงไปทำปฏิกิริยานั้น ค่านวณจากความเข้มข้นแสะ 
ปรืมาตรของ ADP ที่เติม'ลงไปทํฟฏิโทบา

จำนวน ท atom s ของออกซิเจนที่ถูกใช้ในการทำปฏิกิริยาระหวางการเกิด state 3 
คำนวณไดจาก oxygraph tracing ตังตัวอยางในรูปที 20 ตังนี
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<ว2 = ร

รูปที 19 ตัวอยาง oxygraph tracing 
เพี่อแสดงวิธีการหาคา RCI

รูปที 20 ตัวอยาง oxygraph tracing 
เพี่อแสดงวิธีการหาคา 
อัตราสวน A D P /0

รูปที 21 ตัวอยาง oxygraph tracing 
เพี่อแสดงวิธีการหาอัตราการ 
ใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย 
ในระยะตางๆ

TIME (min)
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จำนวน ท atom s ของออกซิเจนที่ใช้ระหวางการเกิด state 3 = _Q x ร
P

โดยท ี่ P = ความสูงของเส้น P ในรูป 
Q = ความสูงของเส้น Q ในรูป 
ร = จำนวน ท atom s ของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวอยูใน

reaction mixture กอนที่จะถูกไมโตคอนเดรียใช!ปในการทำปฏิกิริยา

คา ร นีขึ้นอยูกับปริมาตรของ reaction mixture ทีทำปฏิกิริยาใน reaction chamber 
และอุณหภูมิของการทดลอง คือ ถ้ามีปริมาตร reaction mixture มาก ออกซิเจนก็จะละลายอิ่มตัวอย  ู
ได ้มาก และถ้าอุณหภูมิตํ่า ออกซิเจนก็จะละลายอิ่มตัวอยูได้มากกวาเมื่ออุณหภูมิสูง

การคำนวณหาคา ร จะหาได้จาก การคำนวณคาปริมาณของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวใน 
incubation m ixture 1 ml (A) คูณดวยปริมาตรทังหมดของ reaction m ixture ททำปฏิกิริยา จะได 
จำนวนของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวใน reaction mixture ทั้งหมด การคำนวณคาปริมาณของ 
ออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวใน incubation mixture ใ ml ทำได้ ดังนี้

A  = S x P x N x l O  ท atom s o /m l  
V 100

เมื่อ A = จำนวน ท atom s ออกซิเจน ที่ละลาย'ใน'นา 1 ml
ร = คาส้มประสิทธิ้การดูดซึมออกซิเจน (absorption coefficient) ที่อุณหภูมิ 

ที่ทำการทดลอง (ปริมาตรของออกซิเจนเมื่อถูกเปลี่ยนไปอยูที่ 0 ° c  และ 
760 mm  แล้วถูกดูดซึมโดยนำหนี้งหนวยปริมาตร เมื่อความดันของทาซ

เทากับ 760 mm) โดยม ีคา เทากับ 0.02373 ที่อ ุณหภูมิ 3 7 ° c  
P = สัดสวนของออกซิเจนในบรรยากาศ = 21%
N = จำนวนอะตอมใน 1 โมเลกุลของออกซิเจน = 2 

V = ปริมาตรก๊าชที่ 0 ° c  ความดัน 1 บรรยากาศเทียบกับ 1 กรัมโมล มีคา 
เทากับ 22,400 ml
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เมื่อแทนคาเหล่านี้ลงในสมการดังกลาว คำนวนหาคาปริมาตรของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัว 

ใน'นา 1 ml (A) ที่อ ุณหภูมิ 3 7 ° c  มีคาเทากับ 444.9 ท atom s (ว/!ท!

5.3 การคำนวณอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ

จากตัวอยาง oxygraph tracing ในรูปที่ 21 สามารถคำนวณอัตราการใช้ออกซิเจาเของ 
ไมโตคอนเดรีย ได ้ด ังน ี้

อ ัตราการใชออกซิเจนใน state 3 = R X ร ท atom s o /m in
P

ความสูงของเส้น R ในรูป 
ความสูงของเส้น P ในรูป
จำนวน ท atom s ของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวอยูใน reaction mixture 
กอนที่จะถูกไมโตคอนเดรียใช้!ปในการทำปฏิกิร ิยา

ถ้าทราบปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรียแล้วนำมาหาอัตราการใช้ออกซิเจนที่คำนวณได้ 
ตามวิธีข้างบน จะทำให้ทราบอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดริย มีหนวยเป็น ท atom s
(ว/ทา!ท/ทาg  protein

นอกจากนี้ย ังสามารถคำนวณอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ ออก 
มาในหนวยของ จำนวน ท atom s o /m l/m in  ได ้ ดังตัวอยางจาก oxygraph tracing ในรูปที่ 21
เชนกัน

โดยท ี่ R = 
P = 
ร =

อัตราการใช้ออกซิเจนใน state 3 = R X ร ท atom s o /m in
P
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โดยท ี่ R = ความสูงของเส้น R ในรูป 
P — ความสูงของเส้น P ในรูป
ร = จำนวน ท atom s ของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัว อยูในนํ้า 1 ml

คา A นี้ หาได้ตามวิธีที่กลาวมาแล้ว ในหัวข้อ 5.2 ในการวิจัยนี้ควบคุมอุณหภูม ิให ้คงที่ท ี่ 

3 7 ° c  ซึ่งคา A ในที่น ี้จ ึงเทากับ 444.9 ท atom s (ว/!•ฝ

การคำนวณอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะอิ่นๆ ของ oxygraph
tracing ก็สามารถคำนวณได้ในทำนองเดียวกัน

6. การวัด ATPase activity ของไมโตคอนเดรีย

เนื่องจากปฏิกิริยาไฮโดรไลส์ ATP จะเก ิดผลิตผลคีอ ADP, Pi และ H+ ดังปฏิกิริยา ตอไปนี ้

ATP synthase (F0F1 ATPase)

ATP + H20  <— .......... ................ ................ ............  — >  ADP + Pi + H+

ดังนั้นในการศึกษา ATPase activity ของไมโตคอนเดรีย สามารถทำได้ 2 วิธี คือ
6.1 โดยวัดจำนวน H ทีเพิมขึ้นใน m edium  โดยใช pH meter (Bertina and Slater,

1975)
6.2 โดยการวัดปริมาณของ Pi ที่เกิดจากการสลายตัวของ ATP (W einbach, 1956)

ในการวิจัยนี้จะเสือกใช้ว ิธ ีว ัดปริมาณ Pi ที่เกิดจากการสลายตัวของ ATP ในการวัด ATPase 
activity ของไมโตคอนเดรีย โดยมีข ั้นตอนและหลักการที่สำคัญดังนี้

ข้ันตอนท่ี 1 เป็นการ incubate ไมโตคอนเดริย ให้ทำปฏิกิร ิยากับสารตางๆ ที่ต ้องการศึกษา 
ใน  reaction mixture ที่เหมาะสม เมื่อครบเวลาที่กำหนดไว้ทำการหยุดปฏิกิริยาทันทีโดยการดูด 
reaction mixture ใสลงใน centrifuge tube ทีมี 20% นน./ปริมาตร ของ trichloroacetic acid  
จำนวน 1 ml อยู่ก ่อนแล้วเขย่าให ้เข ้ากัน และนำไปแชในนี้าแข็งทันที



44

ขั้นตอนที่ 2 เป็นการวิเคราะห์หาปริมาณ Pi ที่เกิดขึ้น จากที่ได้ในขั้นตอนที่ 1 ในการวิจัยนี้ใช ้ 
วิธีของ Fiske and Subbarow (1925) เป็นวิธีวัดความเข้มข้นของสีที่เกิดขึ้นของสารประกอบ
เชิงช้อนจากปฏิกิริยารีดักชันของ phosphom olybdate com plex กับ Fiske Subbarow reducing  
agent (ประกอบดวย 15% sodium  bisulfite 97.5 ml 20% sodium  sulfite 2.5 ml และ 
1 -am ino-2-naphthol-4-sulfonic acid 0.25 กรัม) เมื่อปฏิกิริยาดำเนินไปครบตามเวลาที่กำหนดแล้ว 
นำสารละลายซึ่งเกิดเป็นสีนี้าเงินไปวัดค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) ที่ความยาวคลื่น 650
นาโนเมตร ด้วยเครื่อง spectrophotom eter (Ultrospec II) โดย'ใช้'นี้ากลั่นเป็น blank แล้วนำคาการ 
ดูดกลืนแสงที่ได้ไปเทียบหาปริมาณ Pi จากกราฟมาตรฐานของ Pi ซึ่งมีชวงความเข้มข้นตางๆ คลอบ 
คลุมคาของ sam ple

วิธีการหา ATPase activity  ของไมโตคอนเ ด รีย มีขั้นตอนการปฏิบัติดังนี้

1. เติม incubation m edium  ปริมาตร 2.63 ml ลงในภาชนะทรงสูงเล็กๆ ที่ส่วนล่างแช่อยู ่
ใน  water bath ซึ่งจะปรับอุณหภูมิของการทดลองให้คงที่ที่ 37 ๐ C สวนลางของภาชนะทรงสูงจะมี 
m agnetic  stirrer คอยหมุนกวนสวนประกอบของปฏิกิริยาให้เช้ากันอยูตลอดเวลา

2. เติม m itochondrial suspension  200 pi
3. เติมตัวยาที่ต ้องการทดสอบลงไป ทิ้งไว้ 1 min (ถ้าเป็นการทดลองที่ใช้เป็น control อาจจะ 

เติม solvent ที่ใช ้ละลายตัวยาในปริมาตรที่เทากัน หรืออาจจะข้ามไปทำข้อ 4 เลย)
4. เติม 0.1 M ATP 150 pi ปลอยให้ทำปฏิกิริยานาน 10 min
5. ดูด reaction mixture มาเป็น sam ple ปริมาตร 1 ml แลวใสลงใน centrifuge tube ที 

มี 20% นน./ปริมาตร ของ trichloroacetic acid 1 ml อยูกอน แล้วเขยาให้เข้ากันแล้วนำหลอดไปแช 
ใน'น้ีาแข็ง'ทันที

6. นำไป centrifuge ที่ 4,000 rpm นาน 10 min เพื่อตกตะกอนโปรตีน
7. ดูดสวน supernatant มา 1 ml (ถ้าเป็น blank ใช้น ี้ากลั่น 1 ml แทน ถ้าจะทำ 

standard curve ของ Pi ใช ้ 1 ml ของ K2HPO„ ที่ความเข้มข้น 0.1, 0.25, 0.50, 1.0, 1.5, 2.0 และ
3.0 mM แทน) แล้วใสลงในหลอดทดลองที่ม ี 0.2 M H2S 0 4 5 ml อยู่ก ่อนแล้ว เขยาให้เข้ากัน

8. เติม 2.5% นน./ปริมาตร am m onium  m olybdate 0.8 ml
9. เติม Fiske Subbarow reducing agen t 0.4 ml เขยาใหเขากันดี แลวตังไวใหเกิด 

ปฏิกิริยาที่อ ุณหภูมิห้องนาน 10 min
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10. นำไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ว ัดได้จาก sam ple คำนวณหาปริมาณ Pi จาก standard 
curve ของ Pi แลวคูณดวย dilution factor (ในทีนีคึอ 3 X 2 = 6) จะไดเป็นคาปริมาณ Pi ทีเกิดขน 
ตามที่ต้องการ

(หมายเหตุ : ในการเตรียม Fiske รน)ว)วarow reducing agen t จะมีบางสวนของ 1-amino- 
2-naphthol-4-sulfonic acid ละลายไมหมด ให้กรองออก โดยใช้กระดาษกรอง และเก็บสารละลาย 
Fiske Subbarow reducing agent ในขวดสีชา เก็บไวใช้!มเกิน 1 เดือน)

7. การหาปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรีย

ความเข้มช้นหรีอปริมาณไมโตคอนเดรียที่อยูใน mitochondrial suspension  ที่เตรียมได้จาก 
ตับของหนูขาวสำหรับใช้ในการทดลองในแตละครั้งจะมีปริมาณไมเทากัน ซึ่งจะมีผลตอการเปรียบเทียบ 
อัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย ในระยะตางๆ ดังนั้น จึงจำเป็นต้องหาความเข้มข้นของ
ไมโตคอนเดรียที่ใช ้ในการทดลองแตละครั้ง โดยการวัดปริมาณโปรตีนของ mitochondrial
suspension  เพื่อนำมาเป็นมาตรฐานในการเปรียบเทียบผลที่ได้

การหาปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรียในการวิจัยนี้ ใช้วิธีของ Lowty และคณะ (1951) ซ่ึง 
ดัดแปลงเพ ิ่มเต ิมโดย Miller (1959) เป็นการหาปริมาณโปรตีนโดยการเกิดสี เมื่อโปรตีนทำปฏิกิริยา 
กับ copper sulfate ในสารละลายดางจะเกิดเป็น co-ordinated com plex ของ copper กับอะตอม 
ของไนโตรเจนใน peptide chain เกิดเป็นสีนี้าเงิน นำสารละลายสีนี้าเงินที่ได้ไปวัดการดูดกลืนแสงที่ 
ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง spectrophotom eter (Ultrospec II) โดยใช ้ นี้ากลั่นที่มี 
ปริมาตรเทากับ sam ple เป็น blank นำคาการดูดกลืนแสงที่ได้ไปเทียบหาปริมาณโปรตีนจาก 
standard curve ซึงใ'ช bovine serum  albumin ในชวงความเขมขนทีครอบคลุมคาของ sam ple  
เป็นตัวมาตรจาน
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วิธีการหาปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรีย มีขันตอนการปฏิบัติ ดังนี

1. เจือจาง m itochondrial suspension  10 (ป ดายนำกลัน 3 ml (1:300) จะได
สารละลาย A

2. ดูดสารละลาย A ปริมาตร 1 ml ใสในหลอดทดลอง เติม alkaline copper reagent 
1 ml (ในกรณีเป ็น blank จะใชนำ 1 ml สวนกรณีทีทำ standard curve จะใช 1 ml ของ bovine 
serum  album in ทีมีความเขมฃน 0.05, 0.10, 0.15, 0.20, 0.25, 0.30 m g/m l แทนสารละลาย A)
เขยาให้เข้ากัน ปลอยให้ทำปฏิกิร ิยา 10 min

"  _ 1 . . . .  „
3. เติม Folin-Phenol reagent (dilution 1:10) 3 ml เขยา1หเขากัน
4. นำไปแชใน water bath ที่ม ีอุณหภูมิ 50 ๐ C เป็นเวลานาน 10 min
5. ตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง
6. นำไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร
7. นำคาการดูดกลืนแสงที่ว ัดได!ปเทียบหาปริมาณโปรตีนจาก standard curve แล้วคูณด้วย 

dilution factor (ในที่นี้คือ 3 X 100) จะได้คาความเข้มข้นและปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรีย 
หนวยเป็น m g /m l

การเตรียมสารละลายที่ใช ้
- Alkaline copper reagent เป็นสารละลายที่ประกอบด้วย 1 สวนของ 0.5 % C u S 0 4 ท่ี 

ละลายอยูใน 1% (นน. /ปริมาตร) ของ potassium  tartrate และ 10 สวนของ 10% N a?CO 3  ท ี่ 

ละลายอยูใน 0.5 M NaOH
- Folin-phenol reagent (1:10) เตรียมไดจากการเจือจาง concentrated

Folin-Ciocalteu’s Phenol reagent ด้วยนํ้ากลื่นในอัตราส่วน 1:10 (ปริมาตร/ปริมารเร) และเตรียม 
เซทนทํ
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8. การเตรียมสารละลายสำหรับใช้ในการทดลองและแหลงที่มาของสารเคมี

ในการเตรียมสารเคมี และตัวยาตางๆ จะใช้ตัวทำละลายเป็น นํ้ากลั่น 3 ครั้ง สวนสารเคมีที่ 
ละลายได้น้อยหรือไมละลายในนํ้า จะใช้ absolute ethanol เป็นตัวทำละลายแทน และในกรณีที่ต ้อง 
ปรับ pH ของสารละลายใต้ได้ตามต้องการจะใช้สารละลายของ KOH และ IICI ที่ความเข้มข้นตางๆ 
เป็นหลัก

8.1 การเตรียมสารละลายที่ใช้ในการทดลอง

ความเข้มข้นและขนาดที่ใช้บอยๆ ของสารเคมีท ี่ละลายได้ในน้ากล่ัน ได ้แก 
1 M glutam ate + 1 M m alate (pH7.2) ขนาด 10 (.il 1 1 M su ccin ate  (pH7.2) 

ขนาด 10 pi 1 0.2 M NADH ใน  1% N aH C 03 ขนาด 10 pi 1 0.3 M ADP + 0.6 M Pi 
ขนาด 2 pi 1 0.05 M DNP ขนาด 2-6 pi 1 0.1 M ATP (pH7.2) ขนาด 150 pi 1 0.1 M 
tyram ine ขนาด 2 pi , 0.1 M pargyline ขนาด 1 pi , 1 M DTT ขนาด 2-3 pi 1 bovine serum  
albumin 250 m g/m l ขนาด 20-80 pi 1 0.001 และ 0.25 M sucrose, 1 mM EGTA 
(pH7.2) 1 1 M HEPES buffer, 1 M MgCl2 1 2.3 M KC1 1 0.025 M และ 0.05 M 
potassium  phosphate (KH2P 0 4 ) , 0.2 M H2S 0 4 ขนาด 5 ml, 0.4 M CaCl2 10 pi,
CU-763-10-01 10 m g/m l ขนาด 0.5-10 pi

ความเข้มข้นและขนาดที่ใช้บอยๆ ของสารเคมีท ี่ละลายใน absolute ethanol ได ้แก  
5 m g/m l oligom ycin ขนาด 2 pi

8.2 แหลงที่มาของสาวเคมีที่ใช้ในการวิจัย

สาร CU-763-10-01 ได้รับความเอื้อเฟ ือจาก ผศ.ดร. ชำนาญ ภัตรพานิช ภาควิชาเภสัช 
เคมี คณ ะ๓ สัชศ'ไสต'ร จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย
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สารเคม ีจากบริพ! sigm a chem ical คือ
L-glutam ic acid 1 malic acid 1 su ccin ic  acid 1 ADP 1 ATP 1 DNP 1 

m agnesium  chloride 1 potassium  chloride 1 H E P E S  buffer 1 E G T A  1 oligom ycin 1 
potassium  dihydrogen phosphate 1 d ipotassium  hydrogen phosphate 1 tyramine 1 
pargyline 1 DTT 1 bovine serum  albumin 1 sodium  sulfite 1 sodium  bisulfite 1 
am m onium  m olybdate 1 l-am ino-2-naphthol-4-sulfonic acid 1 cupric sulfate 1 sodium  
hydroxide 1 Folin & C iocalteu’s Phenol reagent 1 sodium  carbonate 1 potassium  tartrate, 
sucrose 1 rotenone

สารเคม ีจากบ ร ิพ ั E.M erck.Darmastadt คือ sulfuric acid 1 hydrochloric acid 
absolute ethanol

9. การแสดงผลการทดลองและการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

9.1 Oxygraph tracings

เป็น oxygraph tracings ทีได้'จากการ'ทดลอง แสดงอัตราการใช้ออกซิเจนในระยะตางๆ 
ด้วยตัวเลขที่อยูในวงเล็บ ซึ่งกำกับแตละระยะของ oxygraph tracing มีหนวยเป็น
ท atom s 0 /  ml/min

9.2 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

การวิจัยครังนีใชสถิติชนิด tw o-tailed paired student’s L Lost ในกาวทดสอบความ 
แตกต่างระหว่างกลุ่มตัวอย่างที่ใช้เฟ ้นกลุ่มควบคุม และกลุ่มตัวอย่างที่ใช้เฟ ้นกลุ่มทดลอง
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