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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

ADP   =  adenosine 5’-diphosphate 

ATP   =  adenosine 5’-triphosphate 

ATPase  =  adenosinetriphosphatase 

BSA   =  bovine serum albumin 

Ca2+   =  calcium ion 

CoQ   =  coenzyme Q, ubiquinone 

°C   =  degree celcius 

DNP   =  2,4-dinitrophenol 

DTT   =  dithiothreitol 

EGTA  = ethyleneglycol-bis-(β-amino-ethyl ether) N,N,N’,N’-  

tetraacetic acid 
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FADH2   =  reduced flavin adenine dinucleotide 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

วานชักมดลูกมีชื่อวิทยาศาสตรวา Curcuma comosa Roxb. จัดอยูในวงศ 

Zingiberaceae วานชกัมดลูกเปนสมนุไพรที่มกีารใชประโยชนในประเทศไทยมาตัง้แตสมัยโบราณ 

โดยมีสรรพคุณพื้นบานในตํารายาไทย คือ ราก แกทองอืดทองเฟอ หัว แกมดลูกพิการ ทําใหมดลูก

เขาอูเร็วขึ้น ทําใหประจําเดือนมาตามปกติ ชวยยอยอาหาร แกริดสีดวงทวารหนัก แกเจ็บปวด

เนื่องจากไสเลือ่น (นราภรณ ฐานะโชติพันธ, 2545) ในสวนของเหงาซึง่เปนสวนที่นาํมาใช

ประโยชน พบวาประกอบดวยสารที่สาํคญั 2 กลุม ไดแก สารกลุม diarylheptanoids และ 

phloracetophenone glucoside (Jurgens และคณะ, 1994; Suksamrarn และคณะ, 1997) 

 สําหรับฤทธิท์างเภสัชวทิยาของ Curcuma comosa ทีน่าสนใจมหีลายอยาง เชน ฤทธิ์ฆา

พยาธิตัวกลม (Jurgens และคณะ, 1994) ฤทธิ์ลดการหดตัวของกลามเนื้อมดลูก (อนุกูล สวัสด์ิ

พาณิชย, 2537) ฤทธิ์กระตุนการหลั่งน้ําด ี (Piyachaturawat และคณะ, 1996) ฤทธิ์ลดไขมันใน

เลือด (Piyachaturawat และคณะ, 2002) ฤทธิ์ตานการอักเสบ (Jantaratnotai และคณะ, 2006)  

เปนตน               ซึ่งในปจจุบนัมีการนําเอาวานชกัมดลูกผสมเขาไปในสูตรยาสตรีหลายสตูร

ดวยกนั  เนื่องจากมีฤทธิ์คลายฮอรโมนเอสโตรเจน  (Piyachaturawat และคณะ, 1995) และจาก

ขอมูลการศึกษาฤทธิท์างเภสัชวิทยาของวานชกัมดลูก      ทาํใหทราบวาวานชักมดลูกมีศักยภาพ

นาสนใจที่จะนํามาพฒันาเพื่อใชเปนยารกัษาโรคได เชน ใชลดคอเลสเตอรอลและไตรกลีเซอไรดใน

เลือด ลดการหดตัวของกลามเนื้อมดลูก เปนตน จากการศึกษาเพื่อสกัดแยกสารบรสิุทธิ์จากเหงา

วานชักมดลูก  (Curcuma comosa Roxb.)  และศึกษาหาสูตรโครงสรางของสารบริสุทธิ์ที่แยกได      

โดยชนิดา โสมขันเงนิ และวันสิริ ชืน่จิตกลุถาวร พบวาสารสกัดจากเฮกเซนมีสารสาํคัญ คือ 1,7-

diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ซึ่งสามารถพบไดในสารสกัดวานชักมดลูกดวยเอทานอลอีกดวย 

ซึ่งการนําวานชักมดลูกมาใชประโยชนนยิมสกัดดวยเอทานอล จงึเปนทีน่าสนใจวาสาร 1,7-

diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol นาจะเปนสารทีม่ีฤทธิท์างเภสัชวทิยาดวย (ชนิดา โสมขันเงิน และ 

วันสิริ ชืน่จิตรกุลถาวร, 2548) 

แตกอนที่จะนาํเอาสารเคมีตางๆมาใชประโยชนในทางการแพทย ควรตองมีการศึกษาการ

ออกฤทธิ์ของสารเคมีนัน้ๆตอการทาํงานระบบตางๆของรางกาย เพือ่ใหมีขอมูลเกีย่วกับฤทธิ์ทาง

เภสัชวิทยาและพิษวิทยามากที่สุดเทาที่จะมากได         และจนถงึปจจุบันยงัไมมีการศึกษาถึงผล



   

 

 

ของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ที่สกัดจากเหงาวานชกัมดลูกสายพนัธุ Curcuma 

comosa   ที่เปนสายพนัธุพืน้เมืองของประเทศไทยในระดับออรแกเนลล   เชน  ไมโตคอนเดรีย  ซึง่ 

ไมโตคอนเดรียเปนออรแกเนลลทีท่ําหนาที่ในการสรางพลังงานใหแกเซลล โดยเปนแหลงสําคญั

ที่สุดในการสราง ATP (adenosine triphosphate) ซึง่เปน high energy compound ทีจ่ําเปนตอ

การดํารงชวีิตของสิ่งมีชวีิตทีห่ายใจโดยใชออกซิเจน (aerobic eukaryotic) ที่จะนาํพลงังานไปใช

ในกระบวนการตางๆของเซลล             พลงังานดงักลาวจะสังเคราะหจากกระบวนการออกซิเดทฟี  

ฟอสฟอริลเลชนั ซึง่เกิดขึ้นที่เยื่อหุมช้ันในของไมโตคอนเดรีย (inner membrane) (Voetและคณะ, 

1999) นอกจากนีก้ารทําหนาที่ของไมโตคอนเดรียยังมีความเกี่ยวของกนัในวิถตีางๆระหวาง 

mitochondrial metabolic routes กับกระบวนการอืน่ของเซลลโดยรวม ดังนั้นยาหรือสารเคมี

ตางๆที่มีผลตอ intramitochondria metabolic process หรือ transport pathways ที่เปนจุดเชื่อม

ไมโตคอนเดรียกับไซโตซอลก็อาจมีผลตอ cell metabolism ไดดวย   ไมโตคอนเดรียจึงสามารถใช

เปน ตนแบบ (model) ในการศึกษาเกีย่วกับฤทธิ์ทางเภสัชวทิยาและพิษวิทยาของสารได และ

เนื่อง จากในตําราสมุนไพรไทย ไดมกีารกลาวถึงสรรพคุณทางยาของวานชกัมดลกูไววาสามารถ

นํามาใชชักมดลูกใหเขาอูหลังคลอด และมีการศึกษาวาสามารถลดการหดตัวของกลามเนื้อมดลูก

ได (อนุกูล สวัสด์ิพาณชิย, 2537) ซึ่งการหดตัวของกลามเนือ้เรียบนั้นมีความเกีย่วของกบั

แคลเซียมภายในเซลล ในงานวิจยันี้จงึตองการศึกษาผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-

3-ol ตออัตราการหายใจของไมโตคอนเดรยีในสภาวะทีถ่กูกระตุนดวยแคลเซียม เนือ่งจากปจจุบัน

เปนทีท่ราบดวีาไมโตคอนเดรียเปนอีกออรแกเนลลหนึง่ทีม่ีบทบาทสาํคัญในการสะสมแคลเซียม 

และควบคุมการเปลี่ยนแปลง intracellular Ca2+ signaling ของเซลล (Carafoli, 2003; Devlin, 

2002)  ดังนัน้การศึกษาผลของ 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol จึงอาจจะเปนขอมูลในการ

อธิบายกลไกการลดการหดตวัของกลามเนือ้มดลูกที่อาจจะเกี่ยวของกบัการสรางพลงังาน  ATP  

ซึ่งอาจเปนกลไกหนึง่ที่สามารถอธิบายฤทธิล์ดการหดตัวของกลามเนื้อมดลูกได ดงันัน้งานวิจัยนี้

จึงมีวัตถุประสงคหลักในการศึกษาผลของสาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol     ตอการ

ทํางานของไมโตคอนเดรียทีแ่ยกจากตับหนูขาว เพื่อเปนขอมูลเบื้องตนถงึฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาและ/

หรือพิษวิทยาของสารสกัดนี ้ และอาจใชเปนขอมูลสนบัสนุนในการอธิบายฤทธิ์ลดการหดตัวของ

กลาม เนื้อมดลูกได 
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วัตถุประสงคของงานวิจัย 
ศึกษาผลของสาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol    ที่สกัดแยกจากเหงาวานชัก

มดลูก 

ตอกระบวนการหายใจ   (ออกซิเดทีฟ ฟอสฟอริลเลชัน)    การทาํงานของเอนไซม ATPase และ          

เอนไซมโมโนเอมีนออกซิเดส และผลตอการหายใจของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวย

แคลเซียม ในไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูขาว 

 
สมมติฐานของงานวจิัย 

สาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-olมีผลกระตุนหรือยับยั้งการทาํงานของไมโตคอน- 

เดรียที่แยกจากตับหนูขาว 

 
ขอบเขตของงานวจิัย 
 1. ศึกษาผลของสาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ตอกระบวนการหายใจของไม-

โตคอนเดรยี 

 2. ศึกษาผลของสาร     1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol    ตอการทํางานของเอนไซม 

ATPase 

 3. ศึกษาผลของสาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ตออัตราการหายใจของไมโต-

คอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซยีม  

4. ศึกษาผลของสาร     1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol    ตอการทํางานของเอนไซม 

โมโนเอมีนออกซิเดส  

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 

ไดขอมูลเบื้องตนเกี่ยวกับผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตอกระบวน 

การหายใจ (ออกซิเดทฟี ฟอสฟอริลเลชัน)   การทาํงานของเอนไซม ATPase   และเอนไซมโมโน- 

เอมีนออกซิเดส และผลตอการหายใจของไมโตคอนเดรียในสภาวะทีถู่กกระตุนดวยแคลเซียม  

รวมทัง้กลไกเกี่ยวกับการออกฤทธิ์ของสารตอไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูขาว ซึ่งอาจใชเปน

ขอมูลในการอธิบายฤทธิ์ลดการหดตัวของกลามเนื้อมดลูกได 
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บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 

สาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ที่นาํมาศกึษานี้ ไดจากการสกัดแยกสารบริสุทธิ์

จากเหงาวานชักมดลูก (Curcuma comosa Roxb.) ดวยเฮกเซน และศึกษาหาสูตรโครงสรางของ

สารบริสุทธิท์ี่แยกไดโดยชนิดา  โสมขันเงนิ  และวันสิริ  ชื่นจิตกุลถาวร  พบวาสารสกัดจากเฮกเซน

มีสารสําคัญ คือ 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol มีลักษณะเปนผลึกสีขาว มีจุดหลอมเหลว 

80-82°C และมีสูตรโครงสรางดังรูปที่ 1 

 
     OH 

                                      β                   5                      1              β´ 

                         γ                          α  7     6            4       
3     2         α´                 γ´ 

                         δ                                                                                                        
 

   C19H20O 

รูปที่ 1  แสดงโครงสรางทางเคมีของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 

(น้ําหนกัโมเลกุล 264 ) 

 

เมื่อทําการวิเคราะหสารสกัดจากเหงาวานชักมดลูกที่ไดจากการสกัดดวยเอทานอล ดวย

เทคนิค High performance liquid chromatography (HPLC) พบวาประกอบดวยสารประกอบ

หลัก 4 ชนิด โดย 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol นี้ก็เปนสวนประกอบของสารสกัดวานชัก

มดลูกในเอทานอลดวย ซึง่การนาํวานชกัมดลูกมาใชประโยชนนิยมสกัดดวยเอทานอล จึงเปนที่

นาสนใจวา 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol นาจะเปนสารที่มีฤทธิ์ทางเภสัชวทิยาดวย (ชนิดา 

โสมขันเงิน และ วนัสิริ ชืน่จิตรกุลถาวร, 2548) ซึ่งการศึกษาวิจัยนี้ เปนการศึกษาถงึผลของสาร 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ที่สกัดแยกจากเหงาวานชักมดลูกตอการทํางานของไมโต

คอนเดรียที่แยกจากตับหนูขาว  ดังนัน้ในบทนี้จะกลาวถึงเรื่องของวานชักมดลกู และฤทธิ์ทางเภสัช

วิทยาที่นาสนใจ และกลาวถึงเรื่องของไมโตคอนเดรีย ซึ่งเปนออรแกเนลลที่สาํคญัในการสราง

พลังงานใหกับเซลล ทัง้ในดานลักษณะโครงสราง สวนประกอบและการถายทอดอิเลคตรอนใน

ลูกโซการหายใจ กระบวนการสราง ATP สารตางๆทีม่ผีลรบกวนหรอืเปลี่ยนแปลงการทาํงานของ



   

 

 

ไมโตคอนเดรีย   การขนสงและการสะสมแคลเซียมของไมโตคอนเดรีย   รวมทั้งหนาที่และการ

ทํางานของเอนไซมโมโนเอมีนออกซิเดส 

 
วานชกัมดลกู 

วานชักมดลูกเปนสมนุไพรทีม่ีการใชประโยชนในประเทศไทยมาตัง้แตสมัยโบราณ วานชกั

มดลูกเปนพืชในวงศ Zingiberaceae ทีพ่บในประเทศไทยมี 2 ชนิด คือ Curcuma xanthorrhiza 

Roxb. และ Curcuma comosa Roxb. แตสารบริสุทธิ์ทีน่ํามาใชในการศึกษานี้สกัดมาจากเหงา

ของสายพันธุ  Curcuma comosa 

 
ลักษณะทางพฤกษศาสตร 

วานชักมดลูกเปนพืชลมลุก สูงประมาณ 1-2 เมตร มีเหงาใตดินขนาดใหญคอนขางกลม 

เนื้อภายในสีเหลือง โดยวานชักมดลกูที่ไดจาก Curcuma comosa จะเปนสีเหลอืงออนออกมวง

เล็กนอย แตถาเปนชนิด Curcuma xanthorrhiza จะเปนสีเหลืองสม ทั้ง 2 ชนิดมีกลิ่นฉุนรอน ใบมี

ลักษณะเปนใบเดี่ยว เรียงตัวเปนกระจกุใกลราก ใบรูปขอบขนานแกมวงรี ถาเปนชนิด C. 

xanthorhiza ดานลางใบมีเสนกลางใบสีมวง และมขีนทีท่องใบ กานใบสัน้ แตถาเปนชนิด C. 

comosa ดานลางใบมีเสนกลางใบสีเขยีวตลอด ไมมีขน และมีกานใบยาวกวา ดอกออกเปนชอ

แทงจากพืน้ดนิสีชมพู เกสรตัวผูเปนหมนัสีขาว ใบประดับที่ไมไดรองรับดอกยอยมีสีมวง สวนใบ

ประดับที่รองรับดอกยอยมีสีเขียวออน (ชนดิา  โสมขนัเงนิ   และ   วนัสิริ  ชืน่จิตกลุถาวร, 2548)   

(รูปที่  2)   สามารถจําแนกหมวดหมูตามพฤกษอนกุรมวิธานไดดังนี ้

      Kingdom: Plantae 

                  Division: Magnoliophyta  

                     Class: Liliopsida  

                          Subclass: Commelinidae  

    Order: Zingiberales 

                                  Family: Zingiberaceae  

                                      Subfamily: Zingiberoideae  

                                         Tribe: Zingibereae                                       

       Genus: Curcuma 

                                                Species: Curcuma comosa 

(http://www.en.Wikipedia.org/wiki/Curcuma[2550, มีนาคม 20]) 
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รูปที่ 2 แสดงลักษณะของลาํตนเหนือดิน เหงาและดอกของวานชกัมดลูกสายพันธุ Curcuma 

comosa (http://www.ics.trieste.it/MedicinalPlant/-MedicinalPlant.aspx?id=18[2550, 

มีนาคม 20]) 

 
องคประกอบทางเคมีของสวนเหงาวานชักมดลูกสายพันธุ Curcuma comosa 
  สวนเหงาของ Curcuma comosa ประกอบดวยสารที่สําคัญ 2 กลุม ไดแก (1) สารกลุม 

diarylheptanoids เชน trans-1,7-diphenyl-5-hydroxy-1-heptene,  trans-1,7-diphenyl-6-

heptene-3-one-5-ol,  trans-1,7-diphenyl-3-acetoxy-6-heptene,  trans-1,7-diphenyl-6-

heptene-3-one, trans,trans-1,7-diphenyl-1,3-heptadien-5-ol, 1,7-diphenyl-5-hydroxy-

(1E)-1-heptene, 5-hydroxy-7-(4-hydroxyphenyl)-1-phenyl-(1E)-1-heptene, 7-(3,4-

dihydroxyphenyl)-5-hydroxy-1-phenyl-(1E)-1-heptene เปนตน (Jurgens และคณะ, 1994) 

(2) สารกลุม acetophenones เชน phloracetophenone glucoside (4,6-dihydroxy-2-O-(β-D-

glucopyranosyl) acetophenone) เปนตน (Suksamrarn และคณะ, 1997) 
 
สรรพคุณพื้นบานในตํารายาไทยของวานชักมดลูก 

วานชักมดลูกมีสรรพคุณพื้นบานในตํารายาไทย คือ ราก แกทองอืดทองเฟอ หวั แกมดลูก

พิการ ทําใหมดลูกเขาอูเร็วขึ้น ทาํใหประจําเดือนมาตามปกติ ชวยยอยอาหาร แกริดสีดวงทวาร

หนกั แกเจ็บปวดเนื่องจากไสเลื่อน วิธีการใชในตํารายาพื้นบาน คือ สําหรับคนคลอดบุตรใหมๆ แก

เจ็บปวดมดลกู ทําใหมดลูกเขาอู ใหนาํหัวมาตํา ดองดวยสุรา รับประทานครั้งละไมเกิน 2 ชอนโตะ 

และในผูชายทีเ่ปนไสเลื่อน ใชวานฝนกับสุราทาบริเวณทีเ่จ็บปวด (นราภรณ ฐานะโชติพันธ, 2545) 

 

 

6 



   

 

 

การศึกษาฤทธิ์ทางเภสชัวทิยาของวานชักมดลกูสายพันธุ Curcuma comosa  
1. ฤทธิ์ตอพยาธิตัวกลม  
สารประกอบในกลุม diphenylheptanoids เชน trans-1,7-diphenyl-5-hydroxy-1-

heptene,  trans-1,7-diphenyl-6-heptene-3-one-5-ol,  trans-1,7-diphenyl-3-acetoxy-6-

heptene, trans-1,7-diphenyl-6-heptene-3-one, trans,trans-1,7-diphenyl-1,3-heptadien-5-

ol ที่สกัดแยกจากเหงาวานชกัมดลูกดวยเมทานอลมฤีทธิ์ฆาพยาธติัวกลม Caenorhabditis 

elegans ได โดยออกฤทธิ์ยบัยั้งการเคลื่อนไหวของพยาธิตัวกลม (Jurgens และคณะ, 1994)  

 
2. ฤทธิ์ตอมดลูก  
สารสกัดจากเหงาวานชกัมดลูกดวยตัวทาํละลายเอทานอล 95% มีฤทธิ์ลดการหดตัวของ

กลามเนื้อมดลูกหนูขาวไดโดยไมเจาะจงตัวรับสัมผัสใดๆที่กระตุนดวยสารละลายชนิดตางๆ เชน 

oxytocin, acetylcholine, serotonin เปนตน (อนกุูล สวัสด์ิพาณิชย, 2537) นอกจากนี้สารสกัด

จากเหงาวานชักมดลูกดวยตัวทําละลายเฮกเซน พบวามีผลในการเพิม่น้ําหนักมดลกู เหนีย่วนําให

เกิดการหนาตัวของเยื่อบุผวิชองคลอด และเพิ่มปริมาณไกลโคเจนในหนูขาว ซึ่งมีผลคลายกับการ

ใหเอสตราไดออล (Piyachaturawat และคณะ, 1995)   

 
3. ฤทธิ์ตอการหลั่งน้าํดี  
สารสกัดจากเหงาวานชกัมดลูกดวยเอธิลอะซีเตต มีฤทธิ์กระตุนการหลั่งน้าํดีไดตามขนาด

สารสกัดที่ไดรับ หากไดรับสารสกัดในขนาดสูง (1,000 mg/kg) จะทําใหอัตราการไหลของน้ําดี

เพิ่มข้ึน และพบปริมาณคอเลสเตอรอลในน้ําดีเพิ่มข้ึนดวย (Piyachaturawat และคณะ, 1996) ซึ่ง

สารที่มีฤทธิก์ระตุนการหลั่งน้าํดีคือ สารกลุม phloracetophenone glucoside (Suksamrarn และ

คณะ, 1997)  ตอมามีการศกึษาผลของสารสังเคราะห  phloracetophenone (2,4,6-trihydroxy 

acetophenone; THA)  ตอการไหลของน้าํดีและการหลัง่ของไขมันในทอน้าํดีในหนขูาวเพศผู   พบ 

วาการฉีด THA ขนาด 10-150 mg/kg ทางลําไสเล็ก มีผลเพิ่มอัตราการไหลของน้ําดีโดยขึน้กบั

ขนาดสารที่ไดรับ ซึ่งสมัพนัธกับการเพิ่มการหลั่งน้ําด ี และยังพบการลดลงของคอเลสเตอรอลใน

พลาสมาอีกดวย (Piyachaturawat และคณะ, 1998) และเมื่อศึกษาความสัมพนัธระหวางสูตร

โครงสรางกับฤทธิก์ระตุนการหลั่งน้ําดีของ phloracetophenone analogues พบวา THA มีฤทธิ์

กระตุนการหลัง่น้าํดีไดมากทีสุ่ด (Piyachaturawat และคณะ, 2000)  
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4. ฤทธิ์ตอระบบสืบพนัธุเพศผู  
สารสกัดจากเหงาวานชกัมดลูกดวยเฮกเซน ขนาด 500 mg/kg เมื่อใหทางกระเพาะ

อาหาร เปนเวลา 7 วนั ทาํใหน้าํหนักของ testis, ventral prostate และ seminal vesicle ในหนู

ขาวเพศผูที่ยงัโตไมเต็มวัยลดลง นอกจากนี้ผลการตรวจพยาธิสภาพเนื้อเยื่อยงัพบวาเซลลที่ให

กําเนิดตัวอสุจ ิ (spermatogonium) ในหลอดที่ผลิตน้ําอสุจิ (seminiferous tubules) มีจํานวน

ลดลง และพบการตายของเซลลเยื่อบุผิวในหลอดน้าํเลีย้งอสุจ ิ (epididymis) (Piyachaturawat 

และคณะ, 1998) ในขณะที่การใหสารสกดัจากเหงาวานชักมดลกูดวยเฮกเซนในหนูขาวเพศผูทีโ่ต

เต็มวัย ทําใหน้ําหนกัของ testis, ventral prostate และ seminal vesicle ลดลง และทําใหปริมาณ

ความเขมขนและการเคลื่อนไหวของอสุจิใน cauda epididymis ลดลงดัวย (Piyachaturawat และ

คณะ, 1999)  
 
5. ฤทธิล์ดไขมันในเลือด  
สารสกัดจากเหงาวานชกัมดลูกดวยเอธิลอะซีเตต เมื่อใหในหนูตะเภาเพศเมยีทีถู่กเหนีย่ว 

นําใหเกิดภาวะคอเลสเตอรอลในเลือดสูง มีผลในการลดระดับคอเลสเตอรอลและไตรกลีเซอไรดใน

กระแสเลือดไดตามขนาดของสารสกัดที่ไดรับ โดยสารสกัดขนาด 500 mg/kg เมื่อใหทางกระเพาะ

อาหาร เปนเวลา 7 วัน พบวาเพิ่มระดับ high density lipoprotein (HDL) cholesterol และลด

ระดับ low density lipoprotein (LDL) cholesterol ในเลือดไดอยางมนีัยสําคัญ (Piyachaturawat 

และคณะ, 1999)   และการศึกษาโดยใหสาร  THA  ขนาด  300-600 μM/kg  ทางกระเพาะอาหาร  

วันละ 2 คร้ัง เปนเวลา 7 วัน แกหนูตะเภาเพศผูที่ถูกเหนี่ยวนาํใหเกิดภาวะคอเลสเตอรอลในเลือด

สูง พบวา THA สามารถลดระดับคอเลสเตอรอลและไตรกลีเซอไรดไดตามขนาดและระยะเวลาที่

ไดรับสาร (Piyachaturawat และคณะ, 2002) 

 
 6. ฤทธิ์ตานการอักเสบ 
 สารสกัดจากเหงาวานชกัมดลูกดวยเฮกเซน สามารถกดการหลัง่ไนตริกออกไซดใน rat 

microglial cell line ที่ถูกกระตุนดวย lipopolysacharide (LPS) ได (Jantaranotai และคณะ, 

2006) 
 
การศึกษาทางพิษวทิยาของวานชกัมดลูกสายพันธุ Curcuma comosa 

การศึกษาผลพิษเฉียบพลนัของสารกลุม phloracetophenone (2,4,6-trihydroxy 

acetophenone; THA ) ในหนถูีบจักร หนูขาว และหนตูะเภา พบวาพิษเฉียบพลนัของ THA ขึ้นอยู

กับสายพันธุของสัตวทดลอง และวิธกีารบริหารยา แตไมข้ึนอยูกับเพศและอายุของสัตวทดลอง 
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โดยเมื่อฉีด THA ในขนาด 0.1-6 g/kg เขาชองทองของหนูตะเภา หนถูีบจักร และหนูขาว คร้ังเดียว 

พบวามีคา LD50 เทากับ 338 mg/kg, 365 mg/kg และ 489 mg/kg ตามลําดับ และพบวาการให

ทางกระเพาะอาหารจะมีคา LD50 สงูกวาการใหทางชองทอง สวนการศึกษาผลพิษกึง่เฉียบพลัน

ของ THA ในหนถูีบจักรเพศผู โดยใหทางกระเพาะอาหารในขนาด 37-300 mg/kg นานติดตอกัน 

30 วัน พบวา THA  ในขนาดสูง  (150 และ 300 mg/kg) เหนี่ยวนาํใหเกิด periportal hepatocyte 

degeneration แตความเขมขนของ alanine, aspartate aminotransferases, bilirubin, blood 

urea nitrogen และ hepatic triglyceride ในเลือดเพิม่ข้ึนเพยีงเลก็นอย (Piyachaturawat และ

คณะ, 2002) 

 
การหายใจของไมโตคอนเดรียและกระบวนการออกซิเดทีฟ ฟอสฟอรลิเลชัน  
 ไมโตคอนเดรียเปนออรแกเนลล (organelle) ที่พบไดในเซลลยูคารีโอตทุกชนิด มหีนาที่

สําคัญในการสรางพลงังานใหแกเซลล โดยไมโตคอนเดรียเปนแหลงสําคัญที่สุดในการสราง ATP 

(adenosine triphosphate) เนื่องจากมีปฏิกิริยาชีวเคมีที่สําคญัตางๆซึ่งเกี่ยวของกับการสราง

พลังงานเกิดขึน้ในไมโตคอนเดรีย เชน ปฏิกิริยาการออกซิไดสกรดไขมัน (fatty acid oxidation)

ปฏิกิริยาการออกซิไดสกรดอะมิโน (amino acid oxidation) ปฏิกิริยาในวัฏจักรเครปส (Kreb’s 

cycle หรือ citric acid cycle) ปฏิกิริยาออกซิเดทีฟ ฟอสฟอริลเลชนั (oxidative phosphoryla- 

tion) ผลที่ไดจากปฏิกิริยาดังกลาว จะใหพลงังานออกมาเพื่อใชในการสังเคราะห ATP ซึ่งจําเปน

ตอการดํารงชวีิตทีห่ายใจโดยใชออกซิเจน   (aerobic eukaryotic)   (Avers,1986)   โดยพลงังาน

ดังกลาว จะสงัเคราะหจากกระบวนการทีเ่รียกวา   ออกซิเดทฟี  ฟอสฟอริลเลชัน   ซึ่งเกิดขึ้นที่เยื่อ

หุมช้ันในของไมโตคอนเดรีย (inner membrane) 

 
ลักษณะและโครงสรางของไมโตคอนเดรีย 
 ไมโตคอนเดรียจะมีขนาด รูปรางและจํานวนแตกตางกนัในแตละเซลล ขึ้นอยูกับอวัยวะที่

เซลลนัน้อยูและข้ึนอยูกับอัตราการเมแทบอลิซึมของเซลล  เชน  ไมโตคอนเดรียที่ตบัจะมีลักษณะ

คอนขางกลม (nearly spherical) สวนไมโตคอนเดรียทีก่ลามเนื้อหวัใจมีลักษณะเปนทรงกระบอก 

(cylindrical) และใน fibroblasts มีลักษณะคลายเสนดาย (threadlike) ไมโตคอนเดรียที่เซลลตบั

ของสัตวเลี้ยงลูกดวยนมจะมีจํานวนอยูระหวาง 800-2,000 ไมโตคอนเดรีย แตในเซลลเม็ดเลือด

แดงที่เจริญเตม็ที่แลวจะไมมีไมโตคอนเดรีย    (Devlin, 2002)     สวนขนาดของไมโตคอนเดรยี

โดยทัว่ไป จะมีขนาดกวางประมาณ 0.5 μm และยาวประมาณ 1 μm  (Voet, 1995)  และแม

ขนาด รูปรางและจํานวนอาจแตกตางกนัในแตละเซลล แตจะมีโครงสรางที่สําคัญคลายคลึงกัน คือ 
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ประกอบดวยเยื่อหุม 2 ชั้น  (รูปที่ 3)  คือ 

 1. เยื่อหุมชั้นนอก (outer membrane) มีลักษณะของผิวเรียบ (smooth และ unfold) 

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

วางตัวทาํใหเกิดชองใหสารผานไดแบบไมเฉพาะเจาะจงที่เรียกวา porin อยู ทําใหเยือ่หุมชัน้นอกมี

คุณสมบัติยอมใหสารที่มีโมเลกุลขนาดเลก็กวา 10,000 daltons ผานไดอยางอิสระ (Voet, 1995) 

เชน ADP, ATP, sucrose รวมทัง้อิออนตางๆ  นอกจากนี้ในโครงสรางจะมีสวนทีเ่ชื่อมติดตอกัน

ระหวางเยื่อหุมช้ันนอกและเยื่อหุมช้ันใน เรียกวา contact site และทีบ่ริเวณนี้จะมีโครงสรางคลาย

ทอที่เรียกวา mitochondrial permeability transition pore (PTP) (รูปที่ 4,5) ซึ่งในสภาพทีเ่ปดจะ

ยอมใหสารทีม่ีน้ําหนักโมเลกุลตํ่าจนถึงน้าํหนักโมเลกุล 1,500 daltons สามารถผานเขาออก

ระหวาง matrix กับไซโตพลาสซึมอยางอิสระ โดยปจจยัที่จะทําให PTP เปดได เชน แคลเซียมที่

สะสมอยูในไมโตคอนเดรีย สภาวะที่มี mitochondrial transmembrane potential ต่ํา เอนไซม

สําคัญที่อยูในเยื่อหุมชัน้นอก คือ monoamine oxidase ซึ่งมักใชเปน marker enzyme  ของเยื่อ

หุมชัน้นอกของไมโตคอนเดรยี (Szewczyk และ Wojtczak, 2002) ระหวางเยื่อหุมชัน้นอกกับเยื่อ

หุมชัน้ในเปนชองวาง (intermembrane space) ซึ่งมีของเหลวบรรจุอยูภายใน 

 2.  เยื่อหุมชัน้ใน (inner membrane) จะมีความยืดหยุน (elastic) และมีพืน้ที่ผวิมากกวา

เยื่อหุมชัน้นอก เนื่องจากเยือ่หุมในช้ันนี้จะพับไปพับมา (fold) ยื่นเขาไปในสวนของ matrix ซึ่งเรียก

ลักษณะเชนนีว้า cristae เยื่อหุมช้ันในจะประกอบดวยโปรตีนเปนสวนใหญประมาณ 80% มี

คุณสมบัติไมยอมใหสารและอิออนตางๆผานเขาออกไดอยางอิสระ แตจะยอมใหเฉพาะ O2, CO2, 

H2O และ NH3 ผานเขาออกอยางอิสระ สวนสารจําพวก hydrophilic metabolites และ inorganic 

ions ที่สําคัญตอกระบวนการชีวเคมีของเซลลจะสามารถผานเยื่อหุมช้ันในไดโดยอาศัย specific 

channels และ carrier proteins ที่อยูในเยื่อหุมช้ันนี้ นอกจากนี้ทีเ่ยื่อหุมช้ันในยงัมีเอนไซมตางๆที่

ทําหนาทีเ่ฉพาะ เชน respiratory chain enzymes และ ATP synthase  

สวนภายในไมโตคอนเดรียจะเรียกวา matrix มีลักษณะเปนของเหลวขนคลายวุน (gel) 

ภายในจะประกอบดวยเอนไซมตางๆ ของปฏิกิริยาในวฏัจักรเครปส ยกเวนเอนไซม succinate 

dehydrogenase ซึ่งจะอยูที่เยื่อหุมชัน้ในของไมโตคอนเดรีย เอนไซมตางๆในกระบวนการ fatty 

acid oxidation นอกจากนีย้งัมี mitochondrial DNA (mtDNA), ribosome และโปรตีนที่จาํเปนใน

กระบวนการ transcription ของ mtDNA และกระบวนการ translation ของ mRNA   (Devlin, 

2002; Szewczyk และ Wojtczak, 2002)  ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 1 
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ตารางที่ 1 แสดงเอนไซมชนดิตางๆในแตละสวนของไมโตคอนเดรีย (Devlin, 2006) 

  
Outer Membrane Intermembrane 

Space 
Inner Membrane Matrix 

Monoamine oxidase 

Kynurenine hydroxylase 

Nucleoside diphosphate  

     kinase 

Phospholipase A 

Fatty acyl-Co A    

     Synthetases 

NADH: cytochrome-c    

     reductase 

(rotenone-insensitive) 

Choline  

     phosphotransferase 

Adenylate kinase 

Nucleoside   

     diphosphate  

     kinase 

Creatine 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-, และ   

     tricarboxylate  

     transporters 

Glutamate-aspartate  

     transporters 

Glycerol 3-phosphate  

     dehydrogenase 

Pyruvate   

     dehydrogenase 

     complex 

Citrate synthase 

Isocitrate  

     dehydrogenase 

α-Ketoglutarate   

     dehydrogenase    

     complex 

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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รูปที่ 3 แสดงลักษณะและโครงสรางของไมโตคอนเดรีย (Berg และคณะ, 2001) 

 

 
 

 
 

รูปที่ 4 แสดงโครงสรางและสวนประกอบที่สําคัญของไมโตคอนเดรีย 

(Szewczyk และ Wojtczak, 2002) 
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รูปที่ 5 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) (Szewczyk และ Wojtczak, 2002) 

 
กระบวนการสรางพลังงานโดยไมโตคอนเดรีย 

กระบวนการสรางพลงังานโดยไมโตคอนเดรียนั้น เร่ิมจากเมื่อรางกายไดรับสารอาหารที่ให

พลังงานจําพวกคารโบไฮเดรต ไขมัน และโปรตีน สารอาหารพวกคารโบไฮเดรตจะถูกยอยไดเปน 

monosaccharide ที่สําคัญคือ กลูโคส โดยกลูโคสจะถูกเปลี่ยนแปลงดวยกระบวนการ glycolysis 

ภายในไซโตพลาสซึมของเซลลทําใหไดเปน  pyruvate  จากนั้น  pyruvate  จะผานเขาสูไมโตคอน- 

เดรีย ภายในไมโตคอนเดรีย pyruvate จะถกูเปลี่ยนแปลงตอไปไดเปน Acetyl CoA (acetyl 

coenzyme A) ซึ่งเปนตัวกลางที่สําคัญเขาสูวัฏจักรเครปส สวนไขมันจะถูกยอยไดเปนกรดไขมัน 

จากนั้นจะถูกเปลี่ยนแปลงดวยกระบวนการตางๆไดเปน Acetyl CoA เขาสูวัฏจกัรเครปส และ

สําหรบัโปรตีนเมื่อถูกยอยแลวจะไดกรดอะมิโน ซึ่งสวนใหญจะถกูนาํไปสรางเนื้อเยื่อสวนตางๆของ

รางกาย สวนที่เกินความตองการจะถูกนําไปสรางเปนกลูโคสหรือกรดไขมันเก็บสะสมในรางกาย 

หรืออาจถกูเปลี่ยนแปลงไปเปน Acetyl CoA แลวสงเขาสูวัฏจักรเครปสเชนเดียวกัน (รูปที่ 6) 

หลังจากการเปลี่ยนแปลงโดยวัฏจักรเครปสจะไดคารบอนไดออกไซด น้ํา และมีไฮโดรเจน (H+) ที่

ถูกปลดปลอยออกมาจากสารตัวกลาง เกดิปฏิกิริยารีดักชัน (reduction) ไปรีดิวซ (reduce) NAD+ 

และ FAD กลายเปน NADH และ FADH2 ตามลําดับ ซึ่งเปน reducing equivalents ที่สาํคัญ 
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จากนั้น NADH และ FADH2 จะถายทอด reducing equivalent ไปให O2 โดยอาศัย respiratory 

chain หรือ  electron transport chain  ที่อยูในเยื่อหุมชั้นในของไมโตคอนเดรีย พลังงานที่เกิดขึ้น

จากการถายทอดอิเลคตรอนจะถูก ATP synthase นําไปสราง ATP จาก ADP และ Pi วิธีการสราง 

ATP นี้เรียกวา ออกซิเดทฟี ฟอสฟอริลเลชัน (Garrett และ Grisham, 1999; Lodish และคณะ, 

2004) 

 
 

รูปที่ 6 แสดงความสัมพนัธระหวาง Kreb’s cycle, electron transport chain และปฎิกิริยา 

oxidative phosphorylation (Avers, 1986) 

 



   

 

 

สวนประกอบของลกูโซการหายใจ (respiratory chain) 
Electron transport chain หรือ  respiratory chain  ในไมโตคอนเดรียประกอบดวยตัว

ขนสงอิเลคตรอนชนิดตางๆ จัดเรียงตัวกนัอยูในรูปของ complex ตางๆ 4 complex อยูในเยื่อหุม

ชั้นในของไมโตคอนเดรีย ทําหนาที่ในการขนสงอิเลคตรอนจาก NADH และ FADH2 ไปยัง

ออกซิเจน แตละ complex ประกอบดวยเอนไซมหลกัที่เรงปฏิกิริยาการขนสงอิเลคตรอน ตัวขนสง

อิเลคตรอนที่ม ี prosthetic group และโปรตีนโครงสรางที่ทาํให complex คงรูปอยูได นอกจากนี้

ยังมีตัวขนสงอเิลคตรอนขนาดเล็กทําหนาทีข่นสงอิเลคตรอนระหวาง complex ไดแก 

cytochrome c และ coenzyme Q หรือ ubiquinone (พัชรา วรีะกะลัส, 2544) ซึ่งตัวขนสง

อิเลคตรอนใน electron transport chain ไดแก (Garrett และ Grisham, 1999; Zubay, 1993)  

 1. Flavoprotein เปนโปรตีนที่มี  prosthetic group เชื่อมอยู ซึง่  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)  เปนโมเลกุลขนาดเล็ก   สามารถ

เคลื่อนที่ไดในชั้นไขมัน ทาํหนาที่รับสงอิเลคตรอนระหวาง complex I,II และ III (รูปที่ 8) 

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

c1, a  และ  a3  ทําหนาที่รับสงอิเลคตรอนไดคร้ังละ  1  ตัว   โดย   cytochrome    เมื่ออยูในสภาพ  

ออกซิไดส โมเลกุลของเหล็กจะอยูในรูปเฟอริก (Fe3+) และเมื่อไดรับอิเลคตรอนมา 1 ตัวจะ

กลายเปน cytochrome ที่อยูในสภาพรีดิวซ โมเลกุลของเหล็กจะอยูในรูปเฟอรัส (Fe2+) ซึ่งเมื่อสง

อิเลคตรอนไป 1 ตัว ก็จะกลายเปน cytochrome ที่อยูในสภาพออกซไิดสตามเดิม (รูปที่ 9) 

4. Iron-sulfur protein   เปนโปรตีนที่ทาํหนาที่ขนสงอิเลคตรอนที่มีเหล็กเปนสวนประกอบ 

แตเหล็กไมไดอยูในรูป  heme  เหมือนกบั  cytochrome แตใน Fe-S อะตอมของเหล็กจะจับอยูกับ

อะตอมของซลัเฟอรดวยพันธะโควาเลนตแลวเกิดเปน Fe-S center การสงรับอิเลคตรอนทําใหเกดิ

การเปลี่ยนแปลงระหวาง Fe2+ และ Fe3+ (รูปที่ 9) 

 5. Protein-bound copper  จะขนสงอิเลคตรอนครั้งละ 1 อิเลคตรอน   ทาํใหมีการเปลี่ยน 

แปลงระหวาง Cu+ และ Cu2+ 
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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 แสดงการเกิดปฎิกิริยา reduction ของ Coenzyme Q (Voet, 1995) 
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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, 1995) 
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ซับสเตรตที่ไมโตคอนเดรียสามารถออกซิไดส และทําใหมีการสงผานอิเลคตรอนเขาสู

ตําแหนงตางๆของลูกโซการหายใจแบงเปน 2 พวก คือ  

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

ซับสเตรตที่เมือ่เกิดการเปลีย่นแปลงโดยปฏิกิริยาในไมโตคอนเดรียโดยวัฏจักรเครปสจะปลดปลอย 

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

chain ที่ complex I 

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

มาจะไปรีดิวซ  FAD  ไดเปน FADH2 ใหอิเลคตรอนเขาสู respiratory chain ที่ complex II หรือเขา

สู coenzyme Q โดยตรง (Mathews และคณะ, 1990; Lehninger และคณะ, 2000) 
 
การถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ (Devlin, 2002; Voet, 1995) 

  การถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ เปนการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน – รีดักชัน 

(oxidation-reduction) หลายขั้นตอนตามลําดับ ตามคา redox potential (E0) ของสารตัวกลางที่

รับสงอิเลคตรอน และมีออกซิเจนเปนตวัรับอิเลคตรอนตัวสุดทาย หลงัจากนัน้ออกซิเจนจะถูก

รีดิวซพรอมกบัรับ H+ กลายเปนโมเลกลุของน้ําในที่สดุ (รูปที่ 10) โดยในตอนแรกซับสเตรตที่ได

จากการเปลี่ยนแปลงสารอาหารที่ใหพลงังานตางๆจะอยูในสภาพถูกรีดิวซ จากนั้นจะถูกออกซิไดส 

โดยจะสงอิเลคตรอนไปยัง NAD+ และ FAD กลายเปน NADH และ FADH2 ซึ่งจะสงอิเลคตรอนตอ

ไปใหกับ complex ตางๆ ในลูกโซการหายใจ ซึ่งประกอบดวย 4 complex (ตารางที ่2) ดังนี ้

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

ทําหนาที่ออกซิไดส   NADH   ที่อยูใน    matrix    ของไมโตคอนเดรีย    แลวสงอิเลคตรอนตอไปให 

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

protein ซึ่งอิเลคตรอนจาก Fe-S protein ก็จะถกูสงตอไปยัง coenzyme Q 

 2. complex II หรือ succinate dehydrogenase หรือ ubiquinone oxidoreductase  ทาํ

หนาที่ออกซิไดส  succinate  ไดเปน fumarate และอิเลคตรอน  ซึ่งอิเลคตรอนจะถกูสงไปให 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 ทาํ

หนาที่ในการขนสงอิเลคตรอนจาก coenzyme Q ไปยัง cytochrome c ซึ่ง cytochrome c เปนตัว

ขนสงอิเลคตรอนที่เคลื่อนที่ได มีคุณสมบัติเปน hydrophilic protein ขนาดเล็ก อยูบนผิวดานนอก

ของเยื่อหุมไมโตคอนเดรียชัน้ใน   เมื่อ cytochrome c จับกับ complex III  จะไดรับอิเลคตรอนทํา
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ใหกลายเปน reduced cytochrome c จากนัน้จะเคลื่อนที่ไปตามผิวของเยื่อหุม จบักับ subunit II 

ของ complex IV หรือ cytochrome c oxidase แลวสงตออิเลคตรอนให CuA site  

 4. complex IV  หรือ  cytochrome  c  oxidase      ทําหนาที่ในการขนสงอิเลคตรอนจาก 

cytochrome c ไปยังโมเลกลุของออกซิเจน ทําใหออกซเิจนถกูรีดิวซกลายเปนน้าํ โดยเริ่มจาก CuA 

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

ใหออกซิเจนในที่สุด 

 ในขณะที่มกีารถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจจาก NADH หรือ FADH2 ไปยัง

ออกซิเจน โดยผานตวักลางที่รับสงอิเลคตรอนหลายชนดิจะมีการปลดปลอยพลังงานอิสระ (free 

energy) ออกมาจาํนวนหนึง่ซึ่งมากเพยีงพอที่จะนาํไปใชในการสงัเคราะห ATP โดยการ 

phosphorylate    ของ    ADP    กระบวนการทั้งหมดที่เกดิขึ้นนี้  เรียกวา  กระบวนการออกซิเดทีฟ  

ฟอสฟอริลเลชนั (oxidative phosphorylation) ในลูกโซการหายใจจะมีอยู 3 ตําแหนงทีก่าร

ปลดปลอยพลงังานอิสระมมีากเพียงพอที่จะนําไปใชในการสังเคราะห ATP คือ complex I, III 

และ IV ซึ่งตรงกับ site I, site II และ site III ตามลําดับ ในสภาวะปกตพิบวาการสงผาน

อิเลคตรอนและการสังเคราะห ATP จะตองเกิดควบคูกนั (tightly coupled) แตในบางกรณี ทัง้สอง

กระบวนการอาจเกิดแยกจากกันได     เชน    กรณีที่ไมโตคอนเดรียที่เตรียมไดมีคุณภาพไมดีหรือ 

เก็บนานเกินไป (aging mitochondria) หรือกรณีที่ไมโตคอนเดรียไดรับสารบางอยาง เชน 

uncouplers   ตัวอยางเชน   DNP (2,4   dinitrophenol)   หรือ   CCCP (carbonylcyanide m-

chlorophenylhydrazone) ซึ่งสารประเภทนี้สามารถกระตุนใหไมโตคอนเดรียใชออกซิเจนในการ

ออกซิไดสซับสเตรตในลูกโซการหายใจอยางอิสระและรวดเร็วโดยไมเกิดการสังเคราะห ATP เรียก

สภาวะนี้วา uncoupling (Lehninger และคณะ, 2000)  
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รูปที่ 10 แสดงการเปลีย่นแปลง redox potential และ free energy ระหวางขั้นตอนการขนสง

อิเลคตรอนผานลูกโซการหายใจ (Lodish และคณะ, 2004) 
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ตารางที ่2 แสดงสวนประกอบของลูกโซการหายใจ  4 complexs  ที่อยูภายในเยื่อหุมชั้นในของไม-

โตคอนเดรีย (Avers, 1986) 

Complexes Component 

I   NADH dehydrogenase complex 

 

 

 

 

II  Succinate dehydrogenase complex 

 

 

III Cytochrome b-c1 complex 

 

 

 

 

 

IV Cytochrome oxidase complex 

NAD 

FMN 

Iron sulfur (FeS) centers 

Coenzyme Q10 

Phospholipids 

FAD 

Iron sulfur (FMS) centers 

Cytochrome b 558 

Cytochrome b 

Cytochrome c1 

Nonheme iron protein 

Coenzyme Q10 

Phospholipids 

Cytochrome a 

Cytochrome a3 

Copper 

Phospholipids 

 

 
Chemiosmotic theory 

การสังเคราะห ATP ในไมโตคอนเดรีย จําเปนตองใชพลังงานจากการสงผานอิเลคตรอน

ในลูกโซการหายใจ แตกลไกที่แทจริงในการนําพลังงานดังกลาวไปใชในการสงัเคราะห ATP นั้นยงั

ไมเปนทีท่ราบแนชัด มหีลายทฤษฎีที่ใชในการอธิบายความสัมพันธนี้ แตทฤษฎีทีไ่ดรับการยอมรับ

มากที่สุด คือ chemiosmotic hypothesis ซึ่งเสนอโดยนักวิทยาศาสตรชาวองักฤษชื่อ Peter 

Mitchell ในป 1961 ซึ่งไดเสนอไววา ในขณะที่มีการสงผานอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจจะมีการ

ปลดปลอยพลงังานออกมาเพื่อใชในการผลักดัน (pump) โปรตอน (H+) จาก matrix ผานเยื่อหุม

ชั้นในของไมโตคอนเดรียออกไปยัง intermembrane space  ซึง่ทําใหเกิดความแตกตางของประจ ุ
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หรือเกิด proton gradient ข้ึน จากการที่มีความแตกตางของระดบั H+ ระหวาง matrix กบั 

intermembrane space และเนื่องจาก H+ มีประจุบวก จึงทาํใหมีความแตกตางระหวางประจุข้ึนที่

เยื่อหุมช้ันใน ทําใหเกิด electrical gradient  ซึง่รวมเรยีกวา electrochemical proton gradient 

หรือ proton-motive force และจะเกิดขึ้นไดตองเปน intact ไมโตคอนเดรีย คือ สามารถควบคุม

การเคลื่อนที่เขาออกของโปรตอนได ซึ่ง electrochemical proton gradient จะเปนสวนที่ให

พลังงานและผลักดันใหมกีารสังเคราะห ATP จาก ADP และ Pi (รูปที่ 11) โดยโปรตอนจาก 

intermembrane space จะผานกลบัเขาสู matrix ทางเอนไซม ATPsynthase (F1F0-ATPase) เกดิ

การ phosphorylate ADP ทาํใหได ATP ดังสมการ 

ATPsynthase (F1F0-ATPase) 

  ADP + Pi + H+                    ATP + H2O 
 
 ปฏิกิริยาการสังเคราะห ATP เปนปฏิกริิยาที่ผันกลับไดระหวางการ synthesis และ 

hydrolysis ซึ่งพบวาสารใดก็ตามทีท่ําใหเกิดภาวะ uncoupling ของไมโตคอนเดรีย คือทําให 

oxidation และ phosphorylation แยกออกจากกนั เชน uncoupler (DNP) จะมีผลทําให 

electrochemical proton gradient เสยีไป ในสภาวะเชนนี้จะกระตุนใหมกีารสลาย ATP (ATP 

hydrolysis) ซึ่งเปนผลจาก ATPase activity ที่เพิ่มข้ึน ซึ่งสามารถวัด ATPase activity ไดโดยการ

วัดปริมาณ Pi ที่เกิดจากการสลาย ATP (Danishefsky, 1980; Devlin, 2006; Lehninger และ

คณะ, 2000; Voet, 1995)  

2  
รูปที่ 11 แสดง chemiosmotic hypothesis และ electron transport chain (Lehninger และคณะ

, 2000) 
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ATPsynthase และการสังเคราะห ATP โดยไมโตคอนเดรีย 
 ในชวงป ค.ศ.1948-1950 Eugene Kennedy และ Albert Lehninger ไดแสดงใหเห็นวา

กระบวนการสราง ATP จะเกิดคูกับปฎิกิริยา oxidation (oxidative phosphorylation) และ

กระบวนการนีเ้กิดขึ้นภายในไมโตคอนเดรีย ซึง่ในปจจุบนัเปนทีท่ราบกันดีวาในสวนของ oxidation

จะเกิดขึ้นโดย electron transport chain หรือ respiratory chain และในสวนของ 

phosphorylation จะเกิดขึ้นโดยเอนไซม ATPsynthase (Zubay, 1993)  

เอนไซม ATPsynthase หรือ F1F0-ATPase ซึ่งจัดวาเปน complex V ของลูกโซการหายใจ 

โครงสรางของเอนไซมดังกลาวจะประกอบดวยโปรตีนหลายชนิดยอยรวมกัน (multisubunit 

protein) มีน้ําหนกัโดยรวมมากกวา 500,000 daltons โดยประกอบดวย head protein ซึ่งเปน

สวนหัวของเอนไซม เรียกวา F1 domain (F1 ATPase) ซึ่งประกอบดวยวงแหวนจํานวน 6 subunits 

ประกอบดวย 3α, 3β และยังมีโปรตนีเปนสวนประกอบยอยอีก 3 ชนิดคือ γ, δ และ ε ยื่นจาก

ผนังชัน้ในของไมโตคอนเดรียไปยัง matrix และสวน F0 domain ซึง่เปน transmembrane H+ 

carrier ประกอบดวยวงแหวนโปรตีน 10-14 subunits ซึ่งเปนสวนทีส่ามารถหมนุได (rotor) จึง

เรียกไดอีกอยางวา rotor ring ที่ F1 domain จะมีโครงสรางที่มีลักษณะเปนแขนยื่นยาวออกมา 

(elongated arm) ไปสัมผัสกับสวน F0 domain ซึ่งเรียกสวนนีว้า stator ขณะที่ H+ เคลื่อนที่ผาน

ชองที่เกิดขึ้นระหวางรอยสมัผัสของ rotor และ stator ทําใหเกิดการหมุนของ rotor ring ซึ่งการ

หมุนนี้จะทาํใหเกิดการหมนุของ rotating stalk อยางรวดเร็ว ผลที่เกดิขึ้น คือ เกิดการเปลี่ยนรูป

ของพลังงานทีเ่กิดจาก proton motive force เปลี่ยนไปเปนพลงังานกล (mechanical energy) 

แลวเปลี่ยนรูปอีกครั้งไปเปนพลังงานเคมีโดยอาศัย head protein ซึ่งจะมี binding site สําหรับ 

ADP และ Pi เปนตัวชวยผลักดนัใหเกิดการสราง ATP ซึ่งกระบวนการดงักลาว เอนไซม 

ATPsynthase สามารถสราง ATP ไดมากกวา 100 โมเลกุลตอวนิาทีโดยอาศยัการเคลื่อนที่ของ 

H+  ผานประมาณ 3-4 โปรตอนตอการสราง ATP 1 โมเลกุล (รูปที่ 12) (Lehninger และคณะ, 

2000; Alberts และคณะ, 2002; Garrett และ Grisham, 2002) 
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รูปที่ 12 แสดงโครงสรางของเอนไซม ATPsynthase (Lodish และคณะ, 2004) 
 
ความเปนพษิตอไมโตคอนเดรีย 
 ไมโตคอนเดรียมีหนาที่สําคญัในการสรางพลังงานใหกับเซลล ดังนั้นสารใดก็ตามที่รบกวน

การทาํงานของไมโตคอนเดรยี ก็จะมีผลตอการสรางพลังงานของเซลล ซึ่งอาจกอใหเกิดความ

ผิดปกติตอเซลลได ซึ่งสารพิษทีจ่ะมีผลตอการสรางพลงังานของไมโตคอนเดรีย อาจเกิดไดจากการ

ไปยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ การไปรบกวนหรือไปทําลายการเกิด 

electrochemical proton gradient  (รูปที่ 13) นอกจากนี้สารพิษที่กอใหเกิดผลเสยีตอการทาํงาน

ของไมโตคอนเดรียดวยกลไกอื่นๆอีก ซึง่สามารถแบงสารที่มีผลตอการทาํงานของไมโตคอนเดรยี

ไดดังนี้  

1. สารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ  (Wallace และ

Starkov, 2000; Devlin, 2002) 

1.1 สารที่ออกฤทธิย์ับยัง้การถายทอดอิเลคตรอนที่ complex I คือ สารที่ออกฤทธิ์

ยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอนจาก NADH dehydrogenase ไปยัง coenzyme Q โดยทัว่ไป 

complex I จะเปนจุดที่เกดิความเสียหายไดงายที่สุดในลูกโซการหายใจ มีสารเคมีมากกวา 60 

ชนิดทัง้สารจากธรรมชาติและสารสังเคราะหทีท่ราบแลววามีผลยับยัง้ complex I เชน rotenone, 

rhein, ptericidin, amytal, ยาพวก barbiturate, mercurials, demerol เปนตน 
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  1.2 สารที่ออกฤทธิ์ยับยัง้การถายทอดอิเลคตรอนที่ complex II คือ สารที่ออก

ฤทธิย์ับยัง้การถายทอดอิเลคตรอนจาก succinate ไปยัง coenzyme Q เชน malonate ซึ่งออก

ฤทธิ์เปน competitive inhibitor ของ succinate ในการจับกับเอนไซม succinate 

dehydrogenase, carboxin, thenoyl trifluoroacetone (TTFA) 

  1.3 สารที่ออกฤทธิ์ยับยัง้การถายทอดอิเลคตรอนที่ complex III คือ สารที่ออก

ฤทธิย์ับยัง้การถายทอดอิเลคตรอนจาก cytochrome b ไปยัง cytochrome c เชน myxothiazol 

(จากเชื้อ myxobacterium Myxococcus fulvus), antimycin A, funiculosin, zinc ion เปนตน 

  1.4 สารที่ออกฤทธิ์ยับยัง้การถายทอดอิเลคตรอนที่ complex IV คือ สารที่ออก

ฤทธิย์ับยัง้การถายทอดอิเลคตรอนจาก cytochrome c ไปยังออกซิเจน โดยถามีการยับยัง้ที ่

complex IV แลว นอกจากจะไมสามารถถายทอดอิเลคตรอนไปยังออกซิเจนไดแลว ยงัทําใหไม

เกิดการสังเคราะห ATP ไมวาจะใชซบัสเตรตชนิดใดก็ตาม ตวัอยางสารที่ออกฤทธิ์ยับยัง้ในกลุมนี้ 

เชน cyanide, azide, carbon monoxide เปนตน 

2. สารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการเกิด phosphorylation หรือการสังเคราะห  ATP  เชน 

- oligomycin  และ  dicyclohexycarbodiimide   (DCDD)  ออกฤทธิ์โดยไปจับกับโปรตีน

จําเพาะที่อยูในสวน F0 ของเอนไซม ATPsynthase แลวทําใหไมเกิดการไหลของโปรตอนผาน F0 มี

ผลทําใหโปรตอนบริเวณ   intermembrane  space   มากจนทาํใหการถายทอดอิเลคตรอนเกิดขึ้น

ตอไปไมได (Garrett และ Grisham, 1999) 

- atractyloside ออกฤทธิ์ยับยั้ง adenosine nucleotide translocator ซึ่งทําหนาทีเ่ปนตัว

ขนสง ADP จากภายนอกเขาสูไมโตคอนเดรีย ทําใหขาด ADP สําหรับใชในการสังเคราะห ATP 

(Lenninger และคณะ, 2000) 

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

จากภายนอกเขาสูไมโตคอนเดรีย โดยไปทาํปฏิกิริยากับ sulfhydryl groups (-SH groups) ที่อยู

บนผนงัชัน้ในของไมโตคอนเดรีย ทาํใหขาด Pi ในการทาํปฏกิิริยา (Haugaard และคณะ, 1969) 

- N-ethylmaleimide (NEM) หรือ mersalyl จะมีผลยับยั้ง phosphate translocator ซึ่ง

ทําใหไมโตคอนเดรียขาด Pi เขาสูภายใน ดังนัน้จึงมผีลทําใหเกิดการสลาย ATP เพื่อใหได Pi 

ข้ึนมาแทน จึงมีผลยับยัง้การสราง ATP เชนเดียวกัน (Erecinska และ Wilson, 1981) 
3. สารที่ออกฤทธิ์ uncoupling 
สารในกลุมนี้เรียกวา uncoupler สาร uncoupler จะออกฤทธิโ์ดยทําใหโปรตอนที่อยูใน 

intermembrane space ไหลกลับเขาสู matrix โดยไมผานเอนไซม ATPsynthase ดังนัน้ gradient 

ของโปรตอนทีเ่คยมีอยูนัน้กจ็ะสลายไป ซึ่งมีผลทําใหการถายทอดอิเลคตรอนและการสังเคราะห 
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ATP ถูกแยกออกจากกัน กลาวคือการถายทอดอิเลดตรอนยังคงเกิดขึ้นแตจะไมเกดิการสังเคราะห 

ATP และทําใหพลงังานที่ไดรับจากสารอาหารถกูเปลี่ยนเปนพลงังานความรอนแทน (Garrett และ 

Grisham, 1999) 

กลไกการเกิด uncoupling มีหลายกลไก สามารถแบงสาร uncoupler ตามกลไกการเกิด

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

3.1 สารที่ออกฤทธิ์เปน structural uncoupling ไดแก สารและกระบวนการตางๆ

ที่มีผลทาํใหความแข็งแรงของ inner membrane เสียไป ซึ่งมีผลทาํให respiratory control และ

ประสิทธิภาพในการ phosphorylation ลดลง และมีผลเพิ่ม ATPase activity เชน detergent, 

phospholipase, การ sonicate เปนตน 

  3.2 ionophores  คุณสมบัติของสารในกลุมนี้  คือ  ชวยเพิ่มความสามารถในการ 

ผานเขาออกของ H+และ cation เชน  K+  ดังนัน้พลงังานที่ไดจาก  electrochemical gradient  จึง

ถูกนาํมาใช ในการผลกัดัน  cation  เขาสู  matrix แทน สามารถแบงสารในกลุมนี้ตามกลไกไดเปน  

2  กลุม ไดแก 

         3.2.1 channel type  สารในกลุมนี้จะเรียงตัวเปนชองในชั้นไขมันของ 

ไมโตคอนเดรีย เชน gramicidin เปนตน 

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

แลวเคลื่อนที่ผานเยื่อหุมของไมโตคอนเดรีย เชน valinomycin, nigericin เปนตน 

3.3 สารพวก phenols และ anionic aromatic compounds อ่ืนๆ สารกลุมนี้จะมี 

คุณสมบัติเปน  lipophillic weak acid  ทาํใหสามารถจับกับ  H+  ที่ดานนอกของเยื่อหุมช้ันใน แลว

เคลื่อนที่เขาไปใน  matrix  แตกตัวให  H+  ซึ่งการจับและการแตกตัวนีเ้กิดจากการทีด่านใน matrix 

จะมี  pH  สูงกวาดานนอก  เชน  DNP  ( 2,4-dinitrophenol ) ,   FCCP  (carbonyl  cyanide   p-

trifuoromethoxyphenylhydrazone),   CCCP (carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone) 

เปนตน  

3.4 สารที่ออกฤทธิ ์uncoupling โดยเกี่ยวของกับการเกดิพันธะโควาเลนต   ไดแก 

alkylating  agents   เชน  สารจําพวก  mustard gas  และ  electrophiles เชน  isothiocyanates 

สารเหลานี้มีรายงานการเกดิ uncoupling แตยังไมทราบกลไกการเกิดที่แนนอน 
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รูปที่ 13 แสดงตําแหนงที่สารสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งกระบวนการ oxidative phosphorylation  

(Garrett และ Grisham, 1999)   

 
การขนสงและการสะสมแคลเซียมในไมโตคอนเดรีย 
 แคลเซียมมีบทบาทสําคัญตอการทํางานของเซลล โดยการเปลีย่นแปลงความเขมขนของ

แคลเซียมภายในเซลลเปนขั้นตอนสําคัญที่ทาํใหมกีารกระตุน หรือยับยั้งการทํางานของเอนไซม

ภายในเซลล การหดหรือการคลายตัวของกลามเนื้อ การสงสัญญาณของสารสื่อประสาท รวมทั้ง

การทาํงานของฮอรโมนในรางกาย ปจจบุันเปนทีท่ราบดีวาไมโตคอนเดรียเปนอีกออรแกเนลลหนึ่ง

ที่มีบทบาทสําคัญในการสะสมแคลเซียมและควบคุมการเปลี่ยนแปลง intracellular Ca2+ 

signaling ของเซลล นอกจากการทาํหนาที่ในการสังเคราะห ATP (Carafoli, 2003; Devlin, 2002) 

 การขนสงแคลเซียมเขาไปสะสมในไมโตคอนเดรียจะเกิดขึ้นผานทาง Ca uniporter ซึ่งอยู

ในเยื่อหุมชัน้ในของไมโตคอนเดรีย และตองอาศัย membrane potential ซึ่งเปนสวนหนึง่ของ 

electrochemical potential ที่เกิดขึ้นจากกระบวนการถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ 

(Murphy และ Smith, 2000)  ดังนั้นถาสารใดก็ตามไปมีผลทําลาย electrochemical potential 

ของไมโตคอนเดรีย เชน uncoupler, respiratory chain inhibitor ก็จะทาํใหแคลเซียมไมสามารถ

เขาไปสะสมในไมโตคอนเดรียได สําหรบัการขนสงแคลเซียมออกจากไมโตคอนเดรียจะเกิดขึ้นได

หลายทาง (Bernardi, 1999; Carafoli, 2003 ) ดังนี้ (รูปที่ 14) 
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1. sodium-independent calcium exchange เปนการนํา 1 Ca2+ ออกจาก matrix โดย

แลกเปลี่ยนกบั H+ 2 โมเลกุล 

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

Na+ 2 โมเลกลุ 

3. ผานทาง permeability transition pore (PTP) 

 

 
 

รูปที่ 14 แสดงการขนสงแคลเซียมของไมโตคอนเดรีย 

      การขนสงแคลเซียมเขาไปสะสมในไมโตคอนเดรียจะเกิดขึ้นผานทาง Ca uniporter (U)  

      สวนการขนสงแคลเซียมออกจากไมโตคอนเดรียจะเกิดขึ้นโดย Ca2+/2H+ antiport system (I),  

      Ca2+/2Na+ antiport system (D) และโดยอาศัย permeability transition pore (PTP)  

      (Chakraborti และคณะ, 1999) 
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โมโนเอมีนออกซิเดส (Monoamine oxidase; MAO) 
 เอนไซมโมโนเอมีนออกซิเดส (Monoamine oxidase; MAO) พบไดทั่วไปในสัตวเลี้ยงลูก

ดวยนม ในอวยัวะตางๆ เชน สมอง ตับ ลาํไส และอวัยวะอื่นๆ ในปริมาณที่แตกตางกนั เอนไซมนี้

จะอยูที่ผนังชัน้นอกของไมโตคอนเดรีย โดยฝงตัวแนนในลกัษณะของ integral protein 

(Schnaitman และคณะ, 1967)  เอนไซมโมโนเอมนีออกซิเดสทําหนาที่เรงปฏิกิริยา  oxidative 

deamination ของสารสื่อประสาทเอมนีตางๆ เชน epinephrine, norepinephrine, dopamine, 

tyramine และ 5-hydroxytryptamine (5-HT) เปนตน (Davison, 1958) ดังสมการ 

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

เอนไซมโมโนเอมีนออกซิเดสมีบทบาทสาํคัญในการควบคุมปริมาณของสารเหลานีใ้น

ระบบประสาท นอกจากนี้ยงัทาํหนาทีค่วบคุมปริมาณสารเอมีนอืน่ๆไมวาจะเปนยาหรืออาหารที่

รางกายไดรับจากภายนอกอีกดวย 

 
Multiple forms ของโมโนเอมีนออกซิเดส  

ในปจจุบันเปนทีท่ราบกนัแลววาเอนไซมโมโนเอมนีออกซิเดส มี 2  isozymatic forms คือ 

MAO-A และ MAO-B ซึ่งมีความแตกตางกนัที่ความจําเพาะเจาะจงตอซับสเตรตและความไวตอ 

inhibitor โดย MAO-A จะเดนในการออกซไิดส serotonin ซึ่งเปน neurotransmitters และสามารถ

ออกซิไดสซับสเตรตบางชนดิไดเชนเดียวกับ MAO-B ไดแก tyramine, adrenaline และ 

dopamine สวน MAO-B จะเดนในการออกซิไดสสารพวก arylalkylamines เชน benzylamine 

และมีสวนรวมในการเมแทบอลิซึม exogenous amines (ตารางที ่ 3) (Binda และคณะ, 2004; 

Houslay และ Tipton, 1976) สําหรับความไวตอ inhibitor พบวา MAO-A จะมคีวามไวในการ

ยับยั้งดวย clorgyline สวน MAO-B จะมคีวามไวในการยับยั้งดวย pargyline (Urban และคณะ, 

1991) อยางไรก็ตาม ความจําเพาะเจาะจงตอซับสเตรตและความไวตอการยับยัง้ของเอนไซมโมโน

เอมีนออกซิเดสนี้ไมเหมือนกนัในสัตวแตละชนิด และแมแตในสัตวชนิดเดียวกันแตตางบริเวณหรอื

ตางอวยัวะก็จะมีการกระจายของ isozymatic form ของเอนไซมโมโนเอมนีออกซิเดสแตละ 

isozymatic form แตกตางกัน ดงัตัวอยางในตารางที่ 4 ซึ่งแสดงสัดสวนของสมรรถนะของเอนไซม

โมโนเอมีนออกซิเดสทัง้สองชนิดของหนูขาวในแตละอวยัวะ พบวามสีัดสวนของ MAO-A และ 

MAO-B แตกตางกัน โดยพบสมรรถนะของ MAO-A สูงที่สุดในสวนของมาม (spleen) สวน

สมรรถนะของ MAO-B พบสงูที่สุดในสวนของ denervated pineal gland  
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ตารางที่ 3 แสดงตัวอยางซับสเตรตของเอนไซมโมโนเอมีนออกซิเดส         จากการศึกษาในหนูขาว

(Houslay และ 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 แสดงสัดสวนสมรรถนะของเอนไซมโมโนเอมีนออกซิเดสชนิดเอและชนดิบี       ในแตละ 

อวัยวะของหนขูาว (Houslay และ Tipton, 1976) 

Organs Species A activity 

(percent of total) 

Species B activity 

(percent of total) 

Liver 

Liver Parenchymal Cells 

Denervatrd Liver 

Kidney 

Intestine 

Intestinal Mucosa 

Spleen 

Lung 

Testis 

Brain 

Superior Cervical Ganglia 

Pineal Glและ 

Denervatrd Pineal Gland 

Vas Deferens 

Denervatrd 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 
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ประโยชนในทางการแพทยของ monoamine oxidase inhibitors (MAOIs) 
 ประโยชนในทางการแพทยทีส่ําคัญของสารที่สามารถยับยั้งเอนไซมโมโนเอมนีออกซิเดส 

คือ การใชเปนยารักษาโรคซึมเศรา เนื่องจากเมื่อมีการยับยั้งเอนไซมโมโนเอมนีออกซิเดส 

โดยเฉพาะชนดิเอ ในระบบประสาทสวนกลางจะทําใหเกิดการสะสมของระดับ monoamine 

transmitter ในสมองเพิ่มข้ึน MAOIs ตัวแรกที่นาํมาใชบรรเทาอาการซึมเศรา คือ iproniazid โดย

ในราวป 1957 ไดมีการคนพบยานี้เพื่อนาํมาใชรักษาวณัโรค แตปรากฏวาเมื่อใชยากับผูปวยแลว 

ผูปวยมีอารมณซึมเศราลดลง จงึไดมีการนํายานี้มาใชรักษาผูปวยโรคซึมเศราดวย (Pletscher, 

1966) และตอมาก็มกีารพฒันา MAOI เพิ่มข้ึนอีกหลายตัว ซึง่สามารถแบงตามสตูรโครงสรางทาง

เคมีได 2 กลุม คือ อนพุันธของ hydrazine เชน phenelzine, isocarboxazid และอนุพันธของสาร

อ่ืน (non-hydrazine) เชน tranylcypromine 

 ปญหาในการใชยากลุมนี้ คอื ถารับประทานอาหารที่มสีารเอมีนสงู จะทาํใหเกิดความดนั

โลหิตสูงอยางเฉียบพลนั หรือ cheese reaction ได แตเนื่องจากในลําไสของคนสมรรถนะของ

เอนไซม  MAO-B มากกวา MAO-A ดังนัน้ถายามีความจําเพาะตอ MAO-A มากกวาก็นาจะชวย

ใหผลขางเคยีงนอยกวายา MAOI แบบไมเฉพาะเจาะจง (Houslay และ Tipton, 1976) ดังนัน้จึงมี

การพัฒนายาที่เปน reversible inhibitor ของ MAO-A เชน moclobemide และ brofaromine 

 นอกจากนี้สารที่ยับยัง้เอนไซม  MAO-B กส็ามารถใชเปนยารกัษาโรค Parkinson ได เชน 

deprenyl หรอื selegilline ซึ่งออกฤทธิ์ยบัยั้ง MAO-B อยางจาํเพาะเจาะจงและยับยั้งแบบถาวร 

สําหรับการใชรักษาผูปวยโรคนี้จะให selegilline รวมกบั L-dopa เพือ่ทําใหระดับของ dopamine 

ในสมองถูกทําลายนอยลง นอกจากนีย้ังเชื่อวา selegilline ยังสามารถลดการทาํลายเซลล

ประสาทอนัเนือ่งจากกระบวนการ oxidation ของ dopamine และสารพิษอ่ืนๆ โดยการออกฤทธิ์

เปน antioxidant (Aminoff, 1995) 
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บทที่ 3 
 

อุปกรณและวิธีการวิจัย 
1. วสัดุและอปุกรณ 

1.1 สัตวทดลอง 
หนูขาวสายพนัธุ  Wistar  เพศผู  น้ําหนัก  200 – 250 กรัม จากสาํนกัสัตวทดลองแหงชาติ  

มหาวิทยาลยัมหิดล ถนนพทุธมณฑลสาย 4 ตําบลศาลายา อําเภอพุทธมณฑล จงัหวัดนครปฐม 

สัตวทดลองดงักลาวจะถูกนาํมาพักเพื่อปรับสภาพรางกายกอนนํามาทาํการทดลอง อยางนอย

เปนเวลา 1 สัปดาห ในโรงเลี้ยงสัตวทดลอง คณะเภสัชศาสตร จฬุาลงกรณมหาวทิยาลยั ซึ่ง

ควบคุมอุณหภูมิหองใหอยูระหวาง 25 + 2°C มีแสงสวางพอเหมาะ จัดใหมีชวงมืดและชวงสวาง

อยางละ 12 ชั่วโมงสลับกนัใน 1 วัน มีระบบระบายอากาศ และเลีย้งสัตวทดลองในกรงทีม่ีวัสดุ

รองนอนเปนขีเ้ลื่อยสะอาด โดยเลี้ยงดูสัตวทดลองดวยอาหารสําเร็จรูปจากบริษทัเจรญิโภคภัณฑ

อาหารสัตว จาํกัด และมีน้าํสะอาดใหกินอยางเพียงพอตามความตองการของสัตวทดลอง (ad 

libitum) 

หมายเหต:ุ จํานวนสัตวทดลองที่ใชในแตละสภาวะการทดลองจะมีจาํนวน 4 ตัว ตอ 1 สภาวะ

การทดลอง (n=4) โดยหน ู 1 ตัว เมื่อเตรียมไดไมโตคอนเดรียแลว จะนาํมาทดสอบกับสาร 1,7- 

diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม คือ การเติม 

absolute ethanol ซึ่งเปนตวัทาํละลายของสาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ภายใต

สภาวะการทดลองเดียวกัน 

 
1.2 สารเคมี 

 แหลงที่มาของสารเคมีทีใ่ชในการทําวิจัย 
 สารทดสอบ 

     สาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol จากเหงาวานชักมดลูก ไดรับความเอื้อเฟอ

จาก รศ.ดร.ชัยโย ชัยชาญทพิยทุธ ภาควิชาเภสัชเวท คณะเภสัชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั 

       สารเคมีอ่ืนๆ 

       สารเคมีจากบริษทั Sigma ไดแก adenosine 5’ diphosphate (ADP), adenosine 5’ 

triphosphate (ATP), 1-amino-2-naphthol-4-sulfonic acid, ammonium molybdate, 

benzylamine hydrochloride, bovine serum albumin (BSA), calcium chloride (CaCl2), 

cupric sulfate (CuSO4), 2,4-dinitrophenol (DNP), dithiothreitol (DTT), Folin&Ciocalteu’s 



   

 

 

phenol reagent, HEPES, 5-hydroxytryptamine (5-HT), L-glutamic acid, magnesium 

chloride (MgCl2), malic acid, oligomycin, potassium chloride (KCl), potassium 

phosphate monobasic anhydrous (KH2PO4), rotenone, sodium bisulfate, sodium 

hydroxide (NaOH), sodium phosphate dibasic anhydrous, sodium phosphate 

monobasic, sodium potassium tartrate, sodium sulfite, succinic acid, sucrose, 

trichloroacetic acid (TCA), tyramine hydrochloride 

       สารเคมีจากบริษัท E. Merck ไดแก absolute ethanol, sodium carbonate 

anhydrous (Na2CO3), sulfuric acid (H2SO4), hydrochloric acid (HCl), potassium 

hydroxide (KOH) 

 
1.3 เครื่องมือและอุปกรณ 

1. Heidolph motor drive tissue homogenizer (Type 50203 RZR 2) 

2. Thomas glass homogenizer tube with teflon pestle 

3. pH-meter 

4. Hitachi automatic high speed refrigerated centrifuge, Himac model   

    CR20B3, Rotor model RPR 18-3 

5. Oxygraph 

       Biological Oxygen Monitor (YSI Model 53) 

       Clark Oxygen Electrode  

     Gilson Oxygen chamber 

     Strip chart  recorder (Gilson recorder model N2) 

  Oxygen Probe Service Kit (YSI 5775) ประกอบดวย 

   - Clark-type membrane booklets (Std.)  

   - O2 Probe Solution: half saturated KCl solution 

   - O-rings 

6. Temperature controlled circulator water bath 

7. UV / Visible spectrophotometer  (UV-160A, Shimadzu)  

8. Autometric pipette ขนาด 200, 1,000 และ 5,000 μl (Gilson, France) 

9. Hamilton microsyringe 10 และ 25 μl 

10. Vortex mixer (Velp. Scientifica, Europe) 
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2. วธิีการวิจยั 
2.1 การเตรยีมสารละลายสําหรบัใชในการทดลอง 
ความเขมขนและขนาดที่ใชบอยของสารเคมีที่ละลายไดในน้ําบริสุทธิ์ (ultrapure water) 

ไดแก 0.3 M ADP + 0.6 M Pi 2 μl, 0.1 M ATP 150 μl, 0.05-0.30 mg/ml BSA, 0.4 M CaCl2 2 

μl, 1.05 M DTT 2 μl,  0.05 M DNP 2 μl, 1 mM EGTA, 40 mM HEPES buffer (pH 7.2), 0.1 M 

5-HT 10 μl, 2.5% ammonium molybdate, 0.1 M benzylamine hydrochloride 10 μl, 1 M 

glutamate + 1 M malate (pH 7.2) 10 μl, 0.5 M NaOH, 1 M succinate (pH 7.2) 10 μl, 2 mM 

MgCl2, 92 mM KCl, KH2PO4, H2SO4, 0.25 M sucrose, 20% w/v trichloroacetic acid และ 

0.1 M tyramine hydrochloride 10 μl 

สารเคมีที่ละลายใน absolute ethanol ไดแก สารทดสอบ 1,7-diphenyl-4,6-

heptadiene-3-ol  ความเขมขนตางๆปรมิาณที่ใชคร้ังละ 10 μl,    5 mg/ml oligomycin 2 μl  และ   

5 mg/ml rotenone 2 μl 

ในกรณีที่ตองปรับ pH ของสารละลายใหไดตามตองการจะใชสารละลาย 1 N KOH และ 

1 N HCl  

 
2.2 การเตรยีม incubation medium ที่ใชในการทดลอง 

  2.2.1 incubation medium ที่ใชเปนมาตรฐานสาํหรับการศึกษาอตัราการใช

ออกซิเจนในกระบวนการหายใจ    และศึกษาผลของสารตอการทํางานของเอนไซม  ATPase  ของ 

ไมโตคอนเดรีย 

ประกอบดวย :   HEPES buffer, pH 7.2   40  mM ( 60 mOsm) 

             MgCl2      2  mM (6 mOsm) 

             KCl    92  mM (184 mOsm) 

(เปน isotonic buffer ความเขมขนรวม 250 mOsm ) 

ซึ่งเตรียมไดจาก HEPES buffer, pH 7.2   1       M  ปริมาณ 2 ml 

             MgCl2    0.05  M  ปริมาณ 2 ml 

             KCl    2.3    M  ปริมาณ 2 ml 

นํามาผสมรวมกัน และปรบัปริมาตรดวย ultrapure water จนครบ 50 ml จะไดเปน 

isotonic buffer ความเขมขนรวม 250 mOsm  ปรับ pH ของ incubation medium นี้ใหเปน 7.2 

  2.2.2    incubation  medium   สําหรับการศึกษาผลของสารตออัตราการใช

ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะทีถ่กูกระตุนดวยแคลเซียม  
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 :  HEPES buffer, pH 7.2   40  mM ( 60 mOsm) 

             MgCl2      2  mM (6 mOsm) 

             KCl    92  mM (184 mOsm) 

   KH2PO4      1 mM 

 HEPES buffer, pH 7.2   1       M  2 ml 

             MgCl2    0.05  M  2 ml 

             KCl    2.3    M  2 ml 

  KH2PO4                 0.025 M  2 ml 

 ultrapure water  50 ml  pH 

incubation medium  7.2 

2.2.3 incubation medium

 monoamine oxidase (MAO)  0.025 M inorganic phosphate 

buffer (KH2PO4), pH 7.2 

2.3
 Differential centrifugation  Hogeboom (1955)  Myer 

 Slater (1957)  liver 

homogenate  refrigerated centrifuge 

 4 °C  2

 1  liver homogenate 

 cervical dislocation 

 0.85% NaCl  100 ml 

 0.85% NaCl  50 ml 

 homogenizing medium (  0.25 M sucrose  1 mM EGTA (pH 7.2)) 

 homogenizing medium  60-70 

ml

homogenizing medium  homogenizing medium 

 Thomas glass homogenizer  homogenize  Heidolph 

motor drive tissue homogenizer  Type 50203 RZR  2  6-7 

liver
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homogenate ปริมาตรประมาณ 60-80 ml นํามาเทใสหลอด centrifuge เพื่อนําไปปนแยกตอไป 

ขั้นตอนที ่2 การปนแยกไมโตคอนเดรียจาก liver homogenate 

นํา liver homogenate ที่บรรจุอยูในหลอด centrifuge มาปนแยก (centrifuge) เพื่อใหได

ไมโตคอนเดรียโดยใช Hitachi Automatic High Speed Refrigerated Centrifuge Himac model 

CR 20B3 และใช rotor model RPR 18-3 ทําการปนแยกทัง้หมด 3 คร้ัง ดังนี ้(รูปที่ 15) 

 คร้ังที่ 1: นํา liver homogenate มาปนแยกที ่ 600 x g (2,500 rpm) เปนเวลา 5 นาท ี

จากนั้นนําสวนที่เปน supernatant ใสในหลอด centrifuge หลอดใหม สําหรับสวนที่เปน pellets 

ใหทิง้ไป 

หมายเหต ุ: สวนที่เปน supernatant ที่ไดคือ mitochondria, microsome 

     สวนที่เปน pellets จะประกอบดวย nuclei, red blood cells, cell wall, unruptured 

cells 

คร้ังที่ 2: นาํสวนที่เปน supernatant มาปนแยกตอที ่ 4,500 x g (7,000 rpm) เปนเวลา 

10 นาที เมื่อครบเวลาใหรินแยก supernatant fluid ทิ้งไป เอาเฉพาะสวน pellets มา resuspend 

ดวย 0.25 M sucrose ที่แชเย็น ทาํการ homogenize ดวยมือโดยใช glass homogenizer เพื่อให

ตะกอนของไมโตคอนเดรียกระจายตัวเปนเนื้อเดียวกัน 

คร้ังที ่3: นํามาปนแยกตอที ่13,000 x g (8,000 rpm) เปนเวลา 10 นาท ีเมื่อครบเวลาให

รินสวน supernatant fluid ทิง้ไป สวนของ pellets นัน้จะมีชัน้ของไมโครโซมสีชมพูเกาะกนัอยาง

หลวมๆอยูชั้นบนของตะกอน ใหกาํจัดออกโดยใช 0.25 M sucrose ที่แชเยน็ใสลงไปเล็กนอย แลว

คอยๆเทออกดวยความระมัดระวัง ทาํซ้าํจนกระทั่งชัน้ของไมโครโซมเหลือนอยที่สุด สวนชัน้ลางทีม่ี

สีน้ําตาลเกาะกันแนนคือช้ันของไมโตคอนเดรีย  จากนัน้ทําการ resuspend ตะกอนไมโตคอนเดรีย

ดวย 0.25 M sucrose ประมาณ 2-3 ml แลว homogenize เบาๆดวยมือ จะได mitochondrial 

suspension โดยเก็บในภาชนะแชน้าํแข็ง (ice-bath) ตลอดการทดลอง 

หมายเหต:ุไมโตคอนเดรียที่ใชในการวิจัยจะตองมีคา respiratory control index (RCI) มากกวา 4 
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Rat liver homogenate 

600 g (2,500 rpm) 5 min, 4 °C 

 
      Pellets        Supernatant 
        (unbroken cell, nuclei,   (mitochondria, microsome, lysosome, etc.) 

erythrocytes, connective tissue)       4,500 g   

                                        (7,000 rpm)10 min, 4 °C 

 
            Pellets         Supernatant 
                              (mitochondria) (microsome, lysosome, 

          macromolecule, etc) 
             resuspend in isolation medium 
             13,000 g (8,000 rpm) 10 min, 4 °C 

 

    
           Pellets                           Supernatant 

          (mitochondria)   (mitochondria contamination) 
            resuspend in 0.25 M sucrose medium 

 

        mitochondrial suspension    
 
 
รูปที่ 15 แสดงขั้นตอนการแยกไมโตคอนเดรียจาก rat liver homogenate โดยใชวธิี differential 

centrifugation (Hogeboom, 1955; Myers และ Slater, 1957) 
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2.4 การหาปริมาณโปรตนีของไมโตคอนเดรีย 
ปริมาณไมโตคอนเดรียที่อยูใน mitochondrial suspension ที่เตรียมไดจากตับหนูขาว 

สําหรับใชในการทดลองในแตละครั้งจะมีปริมาณไมเทากนั ซึง่จะมีผลตอการเปรียบเทียบอัตราการ

ใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ ดงันัน้จงึจําเปนตองหาปริมาณหรือความเขมขนของ

ไมโตคอนเดรียที่ใชในการทดลองแตละครั้ง เพื่อนาํมาเปนมาตรฐานในการเปรียบเทยีบผลที่ได 

 การหาปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรียในการทดลองนี้ ใชวิธีของ Lowry และคณะ 

(1951) ซึ่งดัดแปลงเพิ่มเตมิโดย Miller (1959) เปนการหาปริมาณโปรตีนโดยการเกิดสี เมื่อโปรตีน

ทําปฏิกิริยากบั copper sulfate ในสารละลายดางจะเกิดเปน co-ordinated complex ของ 

copper  กับอะตอมของไนโตรเจนใน peptide chain เกิดเปนสนี้ําเงนิ นําสารละลายสีน้าํเงินที่ได

ไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร ดวยเครื่อง spectrophotometer (UV-

160A, Shimadzu) โดยใชน้าํกลั่นที่มีปริมาตรเทากับ sample เปน blank นําคาการดูดกลืนแสงที่

ไดไปเปรียบเทียบหาปริมาณโปรตีนจาก standard curve ซึ่งใช bovine serum albumin ในชวง

ความเขมขนทีค่รอบคลุมคาของ sample เปนมาตรฐาน 

 ขั้นตอนการปฏิบัติการหาปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรีย  

 1. เจือจาง   mitochondrial  suspension  ปริมาณ 10 μl ดวยน้าํกลัน่ 3 ml  ( 1:300 ) จะ

ไดสารละลาย A 

 2. ดูดสารละลาย  A  ปริมาณ 1 ml  ใสในหลอดทดลอง  เติม alkaline copper reducing 

agent 1 ml เขยาใหเขากัน ปลอยใหทาํปฏิกิริยา 10 นาท ี

(กรณีเปน  blank  จะใชน้าํกลั่น 1 ml   สวนในกรณีทีท่าํ standard curve จะใช  1 ml ของ bovine 

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

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

 4. นําไปแชใน water bath ที่มีอุณหภูม ิ50°C เปนเวลานาน 10 นาท ี

 5. ตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมหิอง 

 6. นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง   spectrophotometer  (UV-160A, Shimadzu) 

ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

 7. นําคาการดูดกลืนแสงที่วดัไดไปเปรียบเทียบหาปริมาณโปรตีนจาก   standard   curve 

แลวคูณดวย  dilution factor   (ในทีน่ี้คือ 3 x 100)    จะไดคาความเขมขนและปริมาณโปรตีนของ 

ไมโตคอนเดรีย มหีนวยเปน mg/ml 
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หมายเหต:ุ การเตรียมสารละลายที่ใชในการหาปริมาณโปรตีน 

- Alkaline  copper  reagent เปนสารละลายทีป่ระกอบดวย 1 สวน ของ 0.5% CuSO4 ที่

ละลายอยูใน 1% (w/v)  ของ potassium tartrate และ 10 สวน ของ 10% Na2CO3 ที่ละลายอยูใน 

0.5 M NaOH 

- Folin - Phenol  reagent  ( 1:10 )   เตรียมไดจากการเจือจาง   concentrated  Folin  & 

Ciocalteu’s Phenol reagent ดวยน้ํากลัน่ ในอัตราสวน 1:10 (v/v) และเตรียมใชทันท ี
 
2.5 การวัดอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะตางๆ 
 การวัดอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะตางๆโดยใชเทคนิคที่เรียกวา 

polarographic oxygen electrode technique เครื่องมือที่ใชประกอบดวยสวนสําคัญคือ Gilson 

reaction chamber ซึ่งมีความจุประมาณ 2.0 ml ประกอบดวยผนังแกว 2 ชั้น และมีฝาจุก 

(stopper) เปดและปดได    ตรงกลางฝาจุกมีชองสําหรับเติมสารตางๆลงไปทาํปฏิกิริยากับไมโต-

คอนเดรียใน reaction chamber สามารถติดตามดูอัตราการเปลี่ยนแปลงของออกซิเจนดวย 

Clark oxygen electrode ซึ่งตอเชื่อมกับ reaction chamber โดยสวนของ electrode จะสัมผัสอยู

กับ reaction mixture ใน chamber และสัญญาณการเปลี่ยนแปลงปริมาณของออกซิเจนใน 

reaction mixture ที่วัดโดย oxygen electrode จะถูกสงไปยังเครื่อง biological oxygen monitor 

ซึ่งมหีนาปทมบอกปริมาณออกซิเจนที่มีอยูใน reaction chamber ในขณะนัน้ๆ สามารถบนัทึก

อัตราการเปลีย่นแปลงปริมาณออกซิเจนดวย Gilson recorder (model N2) สามารถบันทึกผลที่

ไดออกมาบนกระดาษบนัทกึ ในลกัษณะของกราฟแสดงการเปลี่ยนแปลงปรมิาณออกซิเจนใน

สภาวะตางๆ เรียกวา polarographic tracing หรือ oxygraph tracing  โดยในระหวางการวิจัยนัน้

การ incubate ไมโตคอนเดรียกับสารตางๆใน reaction chamber จะมี magnetic stirrer ขนาด

เล็กหมนุกวนสารละลายอยูตลอดเวลา และควบคุมอุณหภูมิใน reaction chamber ใหคงที่ที ่

37°C โดยใชน้ําจากเครื่อง water bath ที่กําหนดอุณหภูมิไว ไหลผานเขาและออกสวน chamber 

ชั้นนอก (water jacket) ซึ่งหอหุม reaction chamber ไวตลอดเวลา (รูปที่ 16 ) 
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รูปที่ 16 แสดง       Gilson  Oxygen  chamber       ที่ใชในการทดลองเพื่อวัดอัตราการหายใจของ 

ไมโตคอนเดรียในสภาวะตางๆ ซึ่งจะมี oxygen electrode คอยติดตาม oxygen tension ใน 

reaction chamber แลวอานและบันทึกผลดวย oxygraph apparatus (oxygen monitor และ 

recorder) 

 

เมื่อเร่ิมทาํปฏิกิริยาปริมาณออกซิเจนใน chamber จะมีคาที่ระดับ 100 % saturation แต

เมื่อไมโตคอนเดรียมีการหายใจ ปริมาณออกซิเจนใน chamber จะคอยๆลดลง วัดอัตราการ

เปลี่ยนแปลงของออกซิเจนใน chamber ไดดวย Clark oxygen electrode (รูปที ่ 17) ซึ่งมี 

Ag/AgCl electrode เปนขัว้ anode ลอมรอบดวย platinum electrode ซึ่งทําหนาทีเ่ปนขั้ว 

cathode เมื่อตองการใชงานจะใช half saturated KCl solution ฉาบผิวขั้ว electrode ทั้งสอง ทํา

หนาทีเ่ปน salt bridge และมี YSI membrane (standard type) หุมปดที่ขั้วของ electrode โดย 

membrane ชนิดนี้ยอมใหเฉพาะออกซิเจนผานเทานัน้ 

ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นที่ข้ัวทั้งสองขณะทําการทดลอง คือ 

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

 Cathode : 4H+ + 4e- + O2   2H2O 

 ปกติระหวางขัว้ทัง้สองจะม ี polarizing voltage 0.8 volts เมื่อทําปฏิกิริยาดงัสมการ

ขางตนจะมีการไหลของกระแสไฟฟาระหวาง 2 ข้ัวเกดิขึ้น และกระแสที่เกิดขึ้นนีจ้ะถูกสงไปยัง 

amplifier ซึ่งทําหนาที่ขยายกระแสเขาสู recorder บันทกึเปน tracing ตอไป ปริมาณกระแสจะ

แปรผันตามปริมาณออกซิเจนใน chamber ทําใหสามารถวัดอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอน

เดรียได 
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รูปที่ 17 แสดงลักษณะของ Clark oxygen electrode ซึ่งมี Ag/AgCl electrode เปนขั้ว anode 

และมี platinum electrode เปนขั้ว Cathode 

 
การแบงภาวะการหายใจของไมโตคอนเดรีย (mitochondrial respiratory states) 

เนื่องจากองคประกอบสําคญัของการหายใจของไมโตคอนเดรียมีหลายประการ เชน การมี

ออกซิเจน ซบัสเตรต ADP + Pi หรือการมี uncoupler หรือไม เปนตน Chance และ William 

(1956) ไดจัดแบงภาวะการหายใจของไมโตคอนเดรียตามองคประกอบสําคัญในปฏิกิริยาออกเปน 

6 ภาวะ ดังตารางที ่5 

 

ตารางที ่5  แสดงการแบงภาวะ (states) ตางๆของการหายใจของไมโตคอนเดรีย 

State Condition 

1 มีเพียง O2 

2 มี O2 และ ADP 

3 (active state) มี O2, ADP และ Substrate 

3u มี Uncoupler 

4 (resting state) มี O2 และ Substrate 

5 มีเพียง Substrate 

6 การหายใจถกูยับยั้งดวย excess calcium 
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การคํานวณคาดัชนีควบคุมการหายใจ (Respiratory Control Index, RCI)  
นอกจาก Chance และ William จะแบงภาวะ (states) การหายใจของไมโตคอนเดรยีเปน

ภาวะตางๆดังกลาวมาแลว ยังแสดงวิธคีํานวณคาดัชนีควบคุมการหายใจ (RCI) ซึ่งเปนคาทีใ่ช

แสดงการควบคู (coupling) กันของกระบวนการออกซิเดชันและกระบวนการฟอสฟอริลเลชัน ซึง่

คา RCI นี้แสดงถงึคุณภาพของไมโตคอนเดรียที่เตรียมขึ้นวามีคณุภาพดี คอื เปน intact 

mitochondria หรือไม ซึ่งโดยปกติแลวจะมีคา RCI = 4-8 การคาํนวณคา RCI ทําตามวธิีดงั 

ตอไปนี้ (รูปที่ 18 ) 

RCI =   อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 3 

            อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 4 

       =   ความชัน (slope) ของ tracing ใน state 3 

            ความชัน (slope) ของ tracing ใน state 4 

จากตัวอยาง oxygraph tracing ในรูปที ่19  การหาความชันของ tracing ใน state 3 และ 

state 4 ทําไดโดยกําหนดใหเสนที่ลากขนานแกน X ของทั้งสอง states ยาวเทากนั ดงันัน้ 

 

RCI  =  Y1/X  =    Y1 

                                    Y2/X      Y2 

 
 

 
รูปที่ 18 แสดงตัวอยาง oxygraph tracing เพื่อแสดงวธิีการหาคา RCI 
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การคํานวณอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ 
 จากตัวอยาง oxygraph tracing ในรูปที ่19   สามารถคํานวณอัตราการใชออกซิเจนของ

ไมโตคอนเดรียไดดังนี ้

  

อัตราการใชออกซิเจนใน state 3      =     R x S         n atoms O/min 

                            P 

 

โดยที่ R = ความสูงของเสน R ในรูป 

         P = ความสูงของเสน P ในรูป 

         S = จํานวน n atoms ของออกซิเจนที่ละลายอิม่ตัวอยูใน reaction mixture 

     กอนที่จะถกูไมโตคอนเดรียใชไปในการทําปฏิกิริยา 

คา S นี้ขึ้นอยูกับปริมาตรของ reaction mixture ที่ทาํปฏิกิริยาใน reaction chamber 

และอุณหภูมิของการทดลอง คือ ถามีปริมาตรของ reaction mixture มาก ออกซิเจนก็จะละลาย

อ่ิมตัวอยูไดมาก และถาอุณหภูมิต่ํา ออกซเิจนก็จะละลายอิ่มตัวอยูไดมากกวาเมื่อมอุีณหภูมิสูง 

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 ออกซิเจนที่ละลายในน้ํา 1 ml 

s = คาสัมประสิทธิ์การดูดซึมออกซิเจน   (absorption  coefficient)   ที่อุณหภูมทิี่ทาํ  

      การทดลอง  ( ปริมาตรของออกซิเจนเมื่อถูกเปลี่ยนแปลงไปอยูที่  0°C  และ  760   

      mmHg ) โดยมีคาเทากบั 0.02373 ทีอุ่ณหภูมิ 37°C 

       p = สัดสวนของออกซิเจนในบรรยากาศ = 21% 

       N = จํานวนอะตอมใน 1 โมเลกุลของออกซิเจน = 2 

       V = ปริมาตรกาซที่ 0°C ความดนั 1 บรรยากาศเทยีบกับ 1 กรัมโมล มีคาเทากบั   

              22,400 ml 

เมื่อแทนคาเหลานี้ลงในสมการดังกลาว คํานวณหาคาปริมาตรของออกซิเจนที่ละลาย

อ่ิมตัวในน้ํา 1 ml (A) ที่อุณหภูมิ 37°C มีคาเทากับ 444.9 n atoms O/ml 
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ถาทราบปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรีย แลวนํามาหารอัตราการใชออกซิเจนที่คํานวณ

ไดตามวิธีขางบน จะทาํใหทราบอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียมีหนวยเปน n atoms 

O/min/mg protein 

 
รูปที่ 19 แสดงตัวอยาง oxygraph tracing เพื่อแสดงวธิีการหาอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอน

เดรียในระยะตางๆ  

 

นอกจากนีย้ังสามารถคาํนวณอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ ออก 

มาในหนวยของจํานวน n atoms O/ml/min ได ดังตัวอยางจาก oxygraph tracing ในรูปที่ 20   

เชนกนั 

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

                         P 

 

โดยที่ R = ความสูงของเสน R ในรูป 

         P = ความสูงของเสน P ในรูป 

         A = จํานวน n atoms ของออกซิเจนที่ละลายอิม่ตัวอยูในน้ํา 1 ml 

คา A นี้ หาไดตามวิธทีี่กลาวมาแลว ในการวิจยันี้ควบคุมอุณหภูมิคงที่ ที่ 37°C ซึ่งคา A 

ในทีน่ี้จึงเทากบั 444.9 n atoms O/ml 

การคํานวณอตัราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆของoxygraph tracing 

ก็สามารถคํานวณไดในทํานองเดียวกัน 
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2.6 การศึกษาผลของสาร   1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol   ตอการหายใจของ
ไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ 

2.6.1 การศึกษาผลของสารทดสอบ  ( 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ) ตออัตราการ

ใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย   เมื่อใช   glutamate  +  malate   เปนซับสเตรต    (NAD+-linked 

substrates) 

 1) เติมซับสเตรตสําหรับ complex I  คือ 1 M glutamate  +  1 M malate  ปริมาณ 10 μl 

ลงใน incubation medium ที่มีไมโตคอนเดรียอยู  

 2) เติมสารทดสอบความเขมขนตางๆ  ปริมาณ  10 μl แลวดูผลการเปลีย่นแปลงอัตราการ

ใชออกซิเจนใน  state 4 respiration  เปรยีบเทยีบกับกลุมควบคุม  คือ absolute ethanol ปริมาณ 

10 μl 

 3) เติม  0.3 M ADP + 0.6 M Pi    ปริมาณ  2  μl   แลวดูผลการเปลีย่นแปลงอัตราการใช

ออกซิเจนใน state 3 respiration เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม  คือ absolute ethanol ปริมาณ 10 

μl 
 

Incubation        Mitochondria       Glutamate + Malate     สารทดสอบ       ADP + Pi 

  medium     

 

     

                                                                              

2.6.2 การศึกษาผลของสารทดสอบ  (1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol)   ตออัตราการ 

ใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช succinate เปนซับสเตรต (FAD-linked substrate) 

 1) เติมซับสเตรตสําหรับ complex II คือ 1 M succinate ปริมาณ 10 μl ลงใน incubation 

medium ที่มีไมโตคอนเดรียอยู 

 2) เติม complex I inhibitor คือ 5 mg/ml rotenone ปริมาณ 2 μl   

 3) เติมสารทดสอบความเขมขนตางๆ  ปริมาณ 10 μl  แลวดูผลการเปลีย่นแปลงอัตราการ

ใชออกซิเจนใน state 4 respiration เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม คือ  absolute  ethanol  ปริมาณ 

10 μl 

 4) เติม  0.3 M ADP  +  0.6 M Pi   ปริมาณ  2  μl  แลวดูผลการเปลี่ยนแปลงอัตราการใช

ออกซิเจนใน state 3 respiration เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม  คือ absolute ethanol ปริมาณ 10 

μl 
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Incubation      Mitochondria      Succinate      Rotenone     สารทดสอบ     ADP + Pi 

  medium     

 

     

                                                                             

2.6.3 การศึกษาผลของสารทดสอบ (1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol) ตอการหายใจ 

ของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถกูกระตุนดวยสาร DNP    เมื่อใช  glutamate  +  malate  เปนซับ-

สเตรต (NAD+-linked substrates) 

1) เติมซับสเตรตสําหรับ  complex I  คือ 1 M glutamate +  1 M malate  ปริมาณ  10 μl 

ลงใน incubation medium ที่มีไมโตคอนเดรียอยู  

 2) เติมสาร uncoupler คือ 0.05M DNP ปริมาณ 2 μl เพือ่ทําใหเกิด state 3u respiration 

3) เติมสารทดสอบความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl   แลวดูผลการเปลี่ยนแปลงอัตราการ

ใชออกซิเจนใน  state 3u respiration เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม คือ absolute ethanol ปริมาณ 

10 μl 

 

Incubation        Mitochondria       Glutamate + Malate        DNP              สารทดสอบ        

  medium     

 

     

 

Incubation        Mitochondria       Glutamate + Malate       สารทดสอบ         DNP                

  medium     

 

     

 

2.6.4 การศึกษาผลของสารทดสอบ (1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol)  ตอการหายใจ 

ของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถกูกระตุนดวยสาร  DNP  เมื่อใช  succinate เปนซบัสเตรต  (FAD-

linked substrate) 

1) เติมซับสเตรตสําหรับ complex II คือ 1 M succinate ปริมาณ 10 μl ลงใน incubation 

medium ที่มีไมโตคอนเดรียอยู  
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2) เติม complex I inhibitor คือ 5 mg/ml  rotenone ปริมาณ 2 μl   

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

respiration 

4) เติมสารทดสอบความเขมขนตางๆ  ปริมาณ  10 μl แลวดูผลการเปลีย่นแปลงอัตราการ

ใชออกซิเจนใน  state 3u respiration เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม คือ absolute ethanol ปริมาณ 

10 μl 

 

Incubation      Mitochondria      Succinate      Rotenone           DNP       สารทดสอบ 

  medium     

 

     

 

Incubation      Mitochondria      Succinate      Rotenone     สารทดสอบ          DNP  

  medium     

 

     
 

2.6.5 การศึกษาปจจัยอืน่ๆที่อาจเกี่ยวของกับการออกฤทธิ์ของสาร  1,7-diphenyl-4,6-

heptadiene-3-ol  ตอการหายใจของไมโตคอนเดรีย ไดแก   

2.6.5.1 การศึกษาผลของ     dithiothreitol    ( DTT )    ที่มีตอการออกฤทธิ์ของสาร   1,7-

diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol เมื่อใช glutamate + malate เปนซับสเตรต 

1) เติมซับสเตรต  คือ 1 M glutamate +  1 M malate  ปริมาณ  10  μl  ลงใน incubation 

medium ที่มีไมโตคอนเดรียอยู  

 2) เติม 1.05 M DTT ปริมาณ 2 μl  

3) เติมสารทดสอบความเขมขนทีท่ําการศึกษาปริมาณ 10 μl    แลวดผูลการเปลี่ยนแปลง

อัตราการใชออกซิเจนใน  state 4 respiration  เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม คือ กลุมสารทดสอบที่

ไมเติม DTT 

4) เติม  0.3 M ADP  +  0.6 M Pi   ปริมาณ 2 μl    แลวดูผลการเปลี่ยนแปลงอัตราการใช 

ออกซิเจนใน  state 3 respiration เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม คือ กลุมสารทดสอบที่ไมเติม DTT 
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5) เติมสาร  uncoupler  คือ 0.05 M DNP ปริมาณ 2 μl   แลวดูผลการเปลี่ยนแปลงอัตรา

การใชออกซิเจนใน state 3u respiration     เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม คือ กลุมสารทดสอบที่ไม

เติม DTT 

 

Incubation medium           Glutamate + Malate           สารทดสอบ                      DNP 

                        Mitochondria                              DTT                     ADP + Pi                                      

     

 

 

2.6.5.2 การศึกษาผลของ  bovine  serum  albumin ( BSA ) ที่มีตอการออกฤทธิ์ของสาร 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol เมื่อใช glutamate + malate เปนซับสเตรต 

1) เติมซับสเตรต  คือ 1 M glutamate +  1 M malate  ปริมาณ  10 μl  ลงใน  incubation 

medium ที่มีไมโตคอนเดรียอยู  

 2) เติม BSA ขนาดตางๆ  ปริมาณ 10 μl  

3) เติมสารทดสอบความเขมขนตางๆ  ปริมาณ  10 μl แลวดูผลการเปลีย่นแปลงอัตราการ

ใชออกซิเจนใน    state 4 respiration    เปรียบเทียบกบักลุมควบคุม คือ กลุมสารทดสอบที่ไมเตมิ 

BSA 

4) เติม  0.3 M ADP  +  0.6 M Pi   ปริมาณ  2 μl   แลวดูผลการเปลี่ยนแปลงอัตราการใช

ออกซิเจนใน state 3 respiration เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม คือ กลุมสารทดสอบที่ไมเติม BSA 

 

Incubation medium            Glutamate + Malate                     สารทดสอบ                       

                        Mitochondria                                BSA                                     ADP + Pi                                
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2.7 การศึกษาผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตอการทํางานของ
เอนไซม ATPase ของไมโตคอนเดรียที่เตรียมจากตับของหนูขาว 

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

สมการ 

   ATPsynthase(F0F1ATPase) 

ATP + H2O     ADP + Pi + H+ 

 

ดังนัน้ในการศึกษา ATPase activity ของไมโตคอนเดรีย สามารถทําได 2 วิธี คือ  

1. โดยการวัดจํานวน  H+  ทีเ่พิ่มข้ึนใน  medium  โดยใช pH meter (Bertina และ Slater, 

1975) 

2. โดยการวัดปริมาณของ Pi ที่เกิดจากการสลายตัวของ ATP (Weinbach, 1956) 

 

สําหรับในการศึกษาผลของสารทดสอบ (1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol) ตอการ

ทํางานของเอนไซม ATPase ของไมโตคอนเดรียนี้จะใชวิธีการวิเคราะหหาปริมาณ Pi ที่เกิดจาก

การสลายตวัของ ATP โดยมขีั้นตอนและหลักการที่สําคญัดังนี้ คือ 

ขั้นตอนที ่1 เปนการ     incubate    ไมโตคอนเดรียใหทาํปฏิกิริยากับสารละลายที่ตองการ

ศึกษาใน   reaction mixture   ที่เหมาะสม  เมื่อครบเวลาที่กาํหนดไวทําการหยุดปฎิกิริยาทนัทโีดย

การดูด    reaction mixture   ใสลง  centrifuge tube  ทีม่ี  20 % w/v  ของ  trichloroacetic  acid 

ปริมาณ 1 ml อยูกอน แลวเขยาใหเขากันและนําไปแชในน้าํแข็งทนัท ี

ขั้นตอนที ่2 เปนการวิเคราะหหาปริมาณ  Pi  ที่เกิดขึน้  ในการวิจัยนี้ใชวิธีของ  Fiske  และ 

Subbarow (1925)  ซึง่เปนวธิีวัดความเขมขนของสีที่เกิดขึ้นของสารประกอบเชิงซอนจากปฏิกิริยา 

reduction  ของ  phosphomolybdate  complex  กับ  Fiske Subbarow  reducing  agent  เมื่อ

ปฏิกิริยาดําเนนิไปครบตามเวลาที่กําหนด นําสารละลายซึ่งเกิดเปนสีน้าํเงนิไปวัดการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลืน่ 650 นาโนเมตร ดวยเครื่อง spectrophotometer  โดยใชน้ํากลั่นทีม่ีปริมาตรเทากับ

ตัวอยางเปน blank  แลวนาํคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเทียบหาปริมาณ Pi จากกราฟมาตรฐานของ 

Pi ซึ่งมีชวงความเขมขนตางๆ ครอบคลุมคาตัวอยาง 

วิธีการวัดเพื่อหา ATPase activity ของไมโตคอนเดรียมขีั้นตอนการปฏิบัติดังนี ้

1. เติม  incubation medium  ปริมาตร 2.63 ml ลงในภาชนะทรงสงูเล็กๆที่สวนลางแชอยู

ใน water bath ซึ่งจะควบคุมอุณหภูมิของการทดลองใหคงทีท่ี่ 37°C  

2. เติม mitochondrial suspension 200 μl 
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3. เติมสารทดสอบความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl แลวรอเวลา 1 นาท ี (ในกลุมควบคุม

จะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl) 

4. เติม 0.1 M ATP 150 μl แลวปลอยใหทาํปฏิกิริยา 10 นาท ี

5. เมื่อครบกําหนดเวลา 10 นาทีแลว  ทาํการหยุดปฏิกิริยาทนัท ีโดยดูด reaction mixture 

มาปริมาณ  1  ml  แลวนําไปใสใน  centrifuge tube  ทีม่ี  20% w/v  trichloroacetic  acid  1  ml 

อยูกอนแลว เขยาใหเขากัน แลวนําหลอดทดลองไปแชในน้าํแข็งทนัท ี 

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

7. ดูดสวน  supernatant  ปริมาณ  1  ml    (ถาเปน  blank  ใชน้ํากลัน่  1  ml แทน ถาทาํ

standard curve ของ Pi ใช 1 ml ของ K2HPO4 ที่ความเขมขน 0.1, 0.25, 0.50, 1.0, 1.5, 2.0 และ 

3.0 mM แทน) แลวใสลงในหลอดทดลองที่มี 0.2 M H2SO4  5 ml อยูกอนแลว เขยาใหเขากัน 

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

9. เติม Fiske Subbarow reducing  agent  0.4 ml  เขยาใหเขากนัดี  แลวตั้งทิ้งไวใหเกิด 

ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิหอง นาน 10 นาท ี

10. นาํไปวัดคาการดูดกลนืแสงดวยเครื่อง spectrophotometer  (UV-160A, Shimadzu) 

ที่ความยาวคลื่น 650 นาโนเมตร โดยใชน้าํกลั่นที่มีปริมาตรเทากับ sample เปน blank และคาการ

ดูดกลืนแสงทีว่ัดไดจาก  sample  จะนํามาคํานวณหาปริมาณ  Pi  จาก  standard curve  ของ Pi 

แลวคูณดวย dilution factor (ในทีน่ี้ คือ 3 x 2 = 6) จะไดเปนคาปริมาณ Pi ที่เกิดขึน้ 

หมายเหต ุ: - 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-

naphthol-4-sulfonic acid  ละลายไมหมด  ใหกรองออกโดยใชกระดาษกรอง และเก็บสารละลาย 

Fiske Subbarow reducing agent ในขวดสีชา เก็บไวใชไมเกิน 1 เดือน 

 

Incubation  medium             Mitochondria                สารทดสอบ                    ATP      
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 2.8 การศึกษาผลของสาร      1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol     ตออัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซยีม     (Calcium-stimulated 
respiration)  เมื่อใช glutamate + malate และ succinate เปนซับสเตรต 
 เนื่องจากการขนสงแคลเซียมเขาไปสะสมในไมโตคอนเดรียตองอาศัยความตางศักย ที่อยู

ระหวางเยื่อหุมช้ันในของไมโตคอนเดรีย (membrane potential) ซึ่งเปนสวนหนึง่ของ 

electrochemical potential ที่เกิดขึน้จากกระบวนการถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ 

(Murphy และ Smith, 2000) ดังนั้นเมือ่มีการเติม CaCl2 ลงไปในปฏิกิริยาทีม่ีซบัสเตรตมากพอ

และมี Pi อยูดวย จะพบวาอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียเพิ่มสูงขึ้น และเมื่อแคลเซียม

หยุดการเขาไปสะสมภายใน matrix อัตราการใชออกซเิจนก็จะลดลง 

 การศึกษาผลของสารทดสอบ (1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol)  ตอการหายใจของ

ไมโตคอนเดรียในสภาวะทีถ่กูกระตุนดวยแคลเซียม สามารถทําไดโดยการติดตามการเปลี่ยน 

แปลงอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะการทดลอง ดังนี ้

1) เติมซับสเตรตสําหรับ complex I  คือ 1 M glutamate +  1 M malate หรือซับสเตรต

สําหรับ complex II คือ1 M succinate  ปริมาณ 10 μl ลงใน incubation medium ที่มีไมโตคอน

เดรียอยู  

 2) เติมสารทดสอบความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl 

 3) เติม   0.4   M  CaCl2  ปริมาณ  2  μl   เพื่อกระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรีย   แลว

เปรียบเทยีบอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียกับกลุมควบคุม    คือ     absolute   ethanol

ปริมาณ 10 μl 

 

Incubation       Mitochondria    Glutamate + Malate   สารทดสอบ           CaCl2                      

  medium 

 

     

 

Incubation   Mitochondria    Succinate     Rotenone     สารทดสอบ         CaCl2                      

  medium 
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2.9 การศกึษาผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตอการทํางานของ
เอนไซม monoamine oxidase (MAO) ของไมโตคอนเดรียที่เตรยีมจากตับของหนูขาว 

monoamine oxidase (MAO) เปนเอนไซมที่พบบริเวณเยื่อหุมชัน้นอกของไมโตคอนเดรีย 

มีหนาที่ในการออกซิไดสสารพวก amine โดยกระบวนการ oxidative deamination ดังปฏิกิริยา

ตอไปนี้  

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

 

เนื่องจากปฏิกริิยาที่เกิดขึ้นนีจ้ําเปนจะตองใชออกซิเจน ดังนัน้จึงสามารถศึกษาการทาํงาน

ของเอนไซม   MAO   ไดโดยการติดตามปรมิาณออกซิเจนที่ลดลงใน  reaction  chamber  เมื่อใช 

ซับสเตรตและ incubation medium ที่เหมาะสม โดยในการทดลองใช sodium phosphate buffer 

pH 7.2 เปน incubation medium สวนซบัสเตรตที่ใช ไดแก  0.1 M tyramine HCl เปนซับสเตรต

สําหรับ MAO-A และ MAO-B, 0.1 M 5-HT เปนซับสเตรตสําหรับ MAO-A และ 0.1 M 

benzylamine HCl เปนซับสเตรตสําหรับ MAO-B นอกจากนี้จะเติม respiratory chain inhibitor 

คือ rotenone ลงใน reaction chamber ดวย เพื่อยับยัง้การออกซิไดส endogenous substrates 

ของไมโตคอนเดรีย ทําใหออกซิเจนที่ถกูใชไปนั้นเกิดจากการที่ monoamine oxidase ออกซิไดส 

amine substrate ที่เติมลงไปเพียงอยางเดียว จากหลักการทีก่ลาวมานี้ ทําใหทราบถึงการทาํงาน

ของ monoamine oxidase ได 

รูปแบบการทดลองศึกษาผลของสารทดสอบ  (1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol)  ตอ

การทาํงานของเอนไซม MAO ของไมโตคอนเดรีย  

2.9.1 การศึกษาผลของสารทดสอบตอการทํางานของเอนไซม MAO-A และ MAO-B 

1) เติมซับสเตรตสําหรับ MAO-A และ MAO-B คือ 0.1 M tyramine HCl ปริมาณ 10 μl 

ลงใน incubation medium ที่มีไมโตคอนเดรียและ 5 mg/ml  rotenone ปริมาณ 2 μl  อยู  

 2) เติมสารทดสอบความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl แลวดูผลการเปลีย่นแปลงอัตราการ

ใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียเปรียบเทยีบกับกลุมควบคุม คือ absolute ethanol ปริมาณ 10 μl 
 

Incubation          Mitochondria         Rotenone           Tyramine  HCl       สารทดสอบ                    

  medium   
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2.9.2 การศึกษาผลของสารทดสอบตอการทํางานของเอนไซม MAO-A  

1) เติมซับสเตรตสําหรับ MAO-A คือ 0.1 M 5-HT ปริมาณ 10 μl ลงใน incubation 

medium ที่มีไมโตคอนเดรียและ 5 mg/ml  rotenone ปริมาณ 2 μl  อยู  

 2) เติมสารทดสอบความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl แลวดูผลการเปลีย่นแปลงอัตราการ

ใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียเปรียบเทยีบกับกลุมควบคุม  คือ absolute ethanol ปริมาณ 10 μl 
 

Incubation          Mitochondria         Rotenone                    5-HT             สารทดสอบ                    

  medium   

 

     

 

2.9.3 การศึกษาผลของสารทดสอบตอการทํางานของเอนไซม MAO-B 

1) เติมซับสเตรตสําหรับ MAO-B คือ 0.1 M benzylamine HCl ปริมาณ 10 μl ลงใน 

incubation medium ที่มีไมโตคอนเดรียและ 5 mg/ml  rotenone ปริมาณ 2 μl  อยู  

 2) เติมสารทดสอบความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl แลวดูผลการเปลีย่นแปลงอัตราการ

ใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียเปรียบเทยีบกับกลุมควบคุม คือ absolute ethanol ปริมาณ 10 μl 
 

Incubation          Mitochondria         Rotenone           Benzylamine  HCl    สารทดสอบ                    

 medium   

 

     

 
3. การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ  

ขอมูลที่ไดแสดงเปนคาเฉลีย่ + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ย (mean + 

standard error of mean) และใช one-way analysis of variance (ANOVA) ในการวิเคราะห

ขอมูลและเปรียบเทยีบความแตกตางทางสถิติระหวางกลุมการทดลอง และเปรียบเทียบความ

แตกตางของแตละคูโดยใช Scheffe ในกรณีที่ตองการเปรียบเทียบความแตกตางทางสถิติเฉพาะคู

ของกลุมการทดลองจะใช  the two-tailed paired Student’s t-test  ทีร่ะดับนัยสําคญั p < 0.05 
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บทที่ 4 
 

ผลการวิจัย 
 
1. ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอน
เดรีย เมื่อใช glutamate + malate เปนซับสเตรต 
 รูปที่ 20 แสดง control respiratory response ของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูขาวซึง่

นํามาใชในการทดลอง ตัวเลขที่กํากับอยูทุกระยะของ oxygraph tracing คือ คาอัตราการใช

ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state ตางๆ มีหนวยเปนจํานวน n atoms O/min/ml อัตราการใช

ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะแรกมีคา 22.24 n atoms O/min/ml ระยะนีเ้รียกวา state 4 

respiration เมื่อเติม ADP + Pi ลงไปในปฏิกิริยา พบวาอัตราการใชออกซิเจนจะเพิ่มสูงขึ้นเปน 

120.12 n atoms O/min/ml เรียกระยะการหายใจของไมโตคอนเดรียที่มีอัตราการใชออกซิเจนเพิม่

สูงขึ้นอยางรวดเร็วจากการเติม ADP + Pi นีว้า state 3 respiration ซึ่งเมื่อ ADP ถูกใชหมดไป 

อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียจะลดลงเปน 22.24 n atoms O/min/ml กลับสู state 4 

respiration ตามเดิม การทีอั่ตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียถูกควบคุมดวยการเติม ADP 

เรียกวาไมโตคอนเดรียมีการควบคุมการหายใจ (respiratory control) ซึ่งเปนคุณสมบัติที่สําคญั

ประการหนึ่งของไมโตคอนเดรีย คา respiratory control index (RCI) เปนตัวบงชีถ้ึงคุณภาพของ

ไมโตคอนเดรียที่ใชในการทดลองวามีคุณสมบัติเปน tightly couple mitochondria หรือไม 

คํานวณไดจาก อัตราการหายใจใน state 3 / อัตราการหายใจใน state 4 ดังนัน้คา RCI ของไมโต-

คอนเดรียที่ใชในการทดลองตามรูปที ่ 20 จึงมีคาเทากับ 120.12 / 22.24 = 5.40  และเมื่อเติม 

DNP  ซึ่งมีคณุสมบัติเปน  uncoupler  ลงไป   อัตราการใชออกซิเจนในระยะนี้จะเพิม่เปน  124.57  

n atoms O/min/ml เนื่องจาก DNP สามารถกระตุนการหายใจทําใหไมโตคอนเดรียเกิดการใช

ออกซิเจนอยางรวดเร็วจนกระทั่งออกซิเจนหมดไปจาก reaction medium ระยะนี้เรียกวา state 3u 

respiration  

จากรูปที ่ 21 แสดงถึงผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ

ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรยีที่แยกจากตบัหนูขาว เมือ่ใช glutamate + malate 

เปนซับสเตรต โดยเติม 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ขนาด 5 μg (9.85 μM), 10 μg 

(19.72 μM), 25 μg (49.27 μM), 50 μg (98.54 μM) และ 100 μg (197.09 μM) เปนเวลา 1 นาที 

กอนเติม 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi  จากรูปที ่22  พบวาสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-

3-ol ในขนาดทีท่ําการศึกษาไมมีผลตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 4 



   

 

 

respiration แตทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 3 

respiration กลาวคือสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol สามารถลดอัตราการใชออกซิเจน

ใน state 3 respiration ไดตามขนาดของสารทดสอบ โดยคิดเปนรอยละของการยับยั้ง state 3 

respiration  ดังแสดงในรูปที่ 24 พบวาขนาดของสารทดสอบสูงสุดทีท่ําการศึกษา   คือ   100 μg 

(197.09 μM) ยับยัง้ state 3 respiration ไดรอยละ 85.51 + 2.38 และเมื่อคํานวณคา IC50 ตอ 

state 3 respiration ไดเทากบั 29.57 μg (58.28 μM)  นอกจากนี้สาร 1,7-diphenyl-4,6-

heptadiene-3-ol ขนาด 10 μg (19.72 μM), 25 μg (49.27 μM), 50 μg (98.54 μM) และ 100 

μg (197.09 μM) ทําใหไมโตคอนเดรียมีคา RCI ลดลงเทากับ 4.11 + 0.18, 2.91 + 0.16, 0.90 + 

0.08 และ 0.79 + 0.12 ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที ่24    

 
2. ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอน
เดรีย เมื่อใช succinate เปนซับสเตรต 
 รูปที่ 25 แสดง control respiratory response ของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูขาวซึง่

นํามาใชในการทดลอง ตัวเลขที่กํากับอยูทุกระยะของ oxygraph tracing คือ คาอัตราการใช

ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state ตางๆ มีหนวยเปนจํานวน n atoms O/min/ml อัตราการใช

ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 3 และ state 4 เทากับ 142.37 n atoms O/min/ml และ 

33.37 n atoms O/min/ml ตามลําดับ ดงันัน้คา RCI ของไมโตคอนเดรียที่ใชในการทดลองตามรปู

ที่ 25 จึงมีคาเทากบั 142.37 / 33.37 = 4.27  

ผลของ 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย

ที่แยกจากตับหนูขาว เมื่อใช succinate เปนซับสเตรต แสดงในรูปที ่26  พบวาสาร 1,7-diphenyl-

4,6-heptadiene-3-ol    ขนาดตางๆทีท่าํการศึกษาไมมีผลตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอน- 

เดรียใน state 4 respiration และพบวา 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ขนาด 5 μg (9.85 

μM), 10 μg (19.72 μM), 25 μg (49.27 μM), 50 μg (98.54 μM) และ 100 μg (197.09 μM) ทาํ

ใหอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรยีใน state 3 respiration ลดลง ดงัแสดงในรูปที ่ 27      

พบวาที่ความเขมขน 25 μg (49.27 μM), 50 μg (98.54 μM) และ 100 μg (197.09 μM) สามารถ

ยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียไดอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติ (p < 0.05) โดยมีคา

รอยละของการยับยั้ง state 3 respiration ดังนี้ คือ 56.25 + 3.15, 84.65 + 0.72 และ 87.10 + 

0.89 ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที ่ 29 และมีคา IC50 เทากับ 21.53 μg (42.44 μM)  เมื่อคํานวณ 

หาคา RCI พบวา 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ทําใหคา RCI ลดลงตามขนาดของสาร

ทดสอบที่เพิ่มข้ึน โดย 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ขนาด 25 μg (49.27 μM), 50 μg 
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(98.54 μM) และ 100 μg (197.09 μM) คํานวณคา RCI ไดเทากบั 1.44 + 0.25, 0.77 + 0.06 

และ 0.76 + 0.04 ตามลาํดับ ดังแสดงในรูปที่ 28   

  
3. ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอน
เดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวย DNP เมื่อใช glutamate + malate เปนซับสเตรต  

รูปที่ 30 และ 31 แสดงผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตออัตราการใช

ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะทีถ่กูกระตุนดวย DNP เมื่อใช  glutamate + malate เปนซบั- 

สเตรต พบวาสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ในขนาดที่ทาํการศึกษา สามารถยับยั้งอตัรา

การใชออกซิเจนในชวง state 3u respiration ได ซึ่งเมื่อคิดเปนรอยละของการยบัยั้งตอ state 3u 

respiration สาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ขนาด 5 μg (9.85 μM), 10 μg (19.72 μM), 

25 μg (49.27 μM), 50 μg (98.54 μM) และ 100 μg (197.09 μM) ยับยั้งไดรอยละ 4.34 + 2.17, 

18.74 + 6.16, 50.71 + 5.90, 84.13 + 2.29 และ 86.73 + 1.73 ตามลําดับ สวนในกรณีที่เติมสาร

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol หลังจากใส  DNP เปนเวลา 1 นาที พบวามคีารอยละของการ

ยับยั้งตอ state 3u respiration ใกลเคียงกับการเติมสารทดสอบกอนเติม DNP โดยที่สาร 1,7-

diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ขนาดสงูสุดที่ทาํการศกึษาคือ 100 μg (197.09 μM) สามารถ

ยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนใน state 3u respiration ไดรอยละ  92.70 + 0.51 ดังแสดงในรูปที ่32       
 
4. ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอน
เดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวย DNP เมื่อใช succinate เปนซับสเตรต 

รูปที่ 33 และ 34  ทาํการศึกษาโดยการเติม succinate เปนซับสเตรต ลงใน reaction 

mixture ที่มีไมโตคอนเดรียอยู จากนั้นเติมสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ขนาดตางๆ

เปนเวลา 1 นาที กอนเติม DNP พบวา 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ในขนาดที่

ทําการศึกษาสามารถยับยัง้อัตราการใชออกซิเจนในชวง state 3u respiration ได ซึ่งเมื่อคิดเปน

รอยละของการยับยั้งมีดงันี ้ขนาดสาร 5 μg (9.85 μM), 10 μg (19.72 μM), 25 μg (49.27 μM), 

50 μg (98.54 μM) และ 100 μg (197.09 μM) ยับยั้งไดรอยละ 1.23 + 1.23, 6.54 + 0.54, 

16.56 + 2.72, 81.06 + 3.28 และ 86.30 + 0.57 ตามลาํดับ สวนการเติมสาร 1,7-diphenyl-4,6-

heptadiene-3-ol หลงัจากเติม  DNP เปนเวลา 1 นาท ีพบวามีคารอยละของการยบัยั้งตอ state 

3u respiration ไดใกลเคียงกัน ยกเวนขนาดของสาร 25 μg (49.27 μM) พบวากรณีที่เติมสาร 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol หลงัจากเติม DNP สามารถยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนใน 

state 3u respiration ไดมากกวาอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05)  เมื่อเปรียบเทียบกับกรณี

ที่เติมสาร1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol กอนเติม DNP  ดังแสดงในรูปที ่35 
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5. ผลของ dithiothreitol (DTT) ที่มีตอการออกฤทธิข์องสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-
3-ol เมื่อใช glutamate + malate เปนซับสเตรต 
  รูปที่ 36 ทาํการศึกษาโดยการเติม glutamate + malate เปนซับสเตรตลงใน reaction 

mixture ที่มีไมโตคอนเดรียอยู พบวาสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ขนาด 25 μg 

(49.27 μM) ทําใหอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในชวง state 3 และ state 3u 

respiration  ลดลงอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05)  และเมื่อเตมิ 1.05 mM DTT เปนเวลา 1 

นาที กอนเติมสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ขนาด 25 μg (49.27 μM) ลงไป  DTT ไม

มีผลตอการเปลี่ยนแปลงอัตราการใชออกซิเจนในชวง state 3 และ state 3u respiration ดังนัน้ 

DTT ในขนาดที่ทาํการศึกษาไมสามารถลดฤทธิ์ในการยบัยั้งอัตราการใชออกซิเจนใน state 3 และ 

state 3u respiration ของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ได 

 
6. ผลของ bovine serum albumin (BSA) ที่มีตอการออกฤทธิ์ของสาร 1,7-diphenyl-4,6-
heptadiene-3-ol เมื่อใช glutamate + malate เปนซับสเตรต 

รูปที่  37  ทําการศึกษาผลของ  BSA  ตอการออกฤทธิ์ของสาร 1,7-diphenyl-4,6-

heptadiene -3-ol  ขนาด 25 μg (49.27 μM) ในการทาํใหเกิด state 3 respiration พบวา BSA 

ขนาด 5, 10 และ 15 mg ทําใหอัตราการใชออกซิเจนใน state 3 respiration ที่ลดลงเพิม่ข้ึนอยาง

มีนัยสาํคัญทางสถิติ (p < 0.05)  เมื่อเทยีบกับกลุมควบคมุที่ไมไดเติม BSA  

 
7. ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตอการทาํงานของเอนไซม ATPase 
 ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆตอการทาํงานของ

เอนไซม ATPase  แสดงในรูปที่  38  พบวาสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ในขนาดที่

ทําการศึกษามีผลเปลี่ยนแปลงการทํางานของเอนไซม ATPase กลาวคือสาร 1,7-diphenyl-4,6-

heptadiene-3-ol ทําใหปริมาณ Pi ที่เกิดจากปฏกิิริยาการสลาย ATP จากผลของเอนไซม 

ATPase  เพิม่สูงขึ้นตามขนาดของสารทดสอบ โดยที่ขนาด 100 μg (126.69 μM) ทําใหปริมาณ 

Pi เพิ่มข้ึนอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติ (p < 0.05) สําหรับ DNP ซึ่งเปนสาร uncoupler พบวามผีล

ทําใหปริมาณ Pi ที่เกิดจากปฏิกิริยาเพิม่สูงขึ้นอยางมนีัยสําคัญทางสถติิ (p < 0.05) เชนเดยีวกนั 

และ oligomycin ซึ่งเปนสารที่ยับยั้งการทํางานของเอนไซม ATPase พบวาทาํใหผลการกระตุน

การทาํงานของเอนไซม ATPase ของทั้ง DNP และสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 

ลดลง 
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8. ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอน
เดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซยีม เมื่อใช glutamate + malate เปนซับสเตรต 
 รูปที่ 39 แสดงผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตออัตราการใชออกซิเจน

ของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถกูกระตุนดวยแคลเซียม เมื่อใช glutamate + malate เปนซับ- 

สเตรต  พบวาสารทดสอบในขนาดทีท่ําการศึกษา สามารถยับยั้งอตัราการใชออกซิเจนของไมโต-

คอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซยีมไดตามขนาดที่เพิ่มข้ึน เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม โดย 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ขนาด 25 μg (49.27 μM), 50 μg (98.54 μM) และ 100 μg 

(197.09 μM) สามารถยบัยั้งอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวย

แคลเซียม ไดอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อคิดเปนรอยละของการยบัยั้ง  ไดคาดงันี้ 

คือ 16.12 + 1.91, 70.74 + 5.39 และ 88.50 + 0.65 ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที ่ 40   

 
9. ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอน
เดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซยีม เมื่อใช succinate เปนซับสเตรต 

ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอน-

เดรียในสภาวะที่ถกูกระตุนดวยแคลเซียม เมื่อใช succinate เปนซบัสเตรต  แสดงในรูปที ่ 41 

ทําการศึกษาโดยการเติม succinate เปนซบัสเตรต ลงใน reaction mixture ทีม่ีไมโตคอนเดรียอยู 

เติมสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ขนาดตางๆลงไป จากนั้นจงึกระตุนการหายใจของ

ไมโตคอนเดรยีโดยการเติม CaCl2 พบวา 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ในขนาดที่

ทําการศึกษา สามารถยบัยั้งอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวย

แคลเซียมไดตามขนาดของสารทดสอบที่เพิม่ข้ึน โดย 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ขนาด 

25 μg (49.27 μM), 50 μg (98.54 μM) และ 100 μg (197.09 μM) สามารถยบัยั้งอัตราการใช

ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียไดอยางมนีัยสําคัญทางสถติิ (p < 0.05) เมื่อคิดเปนรอยละของการ

ยับยั้ง  ไดคาดังนี ้คือ 28.42 + 4.91, 70.77 + 5.45 และ 88.66 + 1.59 ตามลาํดับ ดังแสดงในรูป

ที่  42  

 
10. ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตอการทํางานของเอนไซม MAO-A 

รูปที่ 43 ทาํการศึกษาโดยการเติมซับสเตรตสําหรับ  MAO-A  คือ 0.1 M 5-HT ลงใน 

reaction mixture ที่มีไมโตคอนเดรียอยู นอกจากนี้จะเติม respiratory chain inhibitor คือ 

rotenone ลงใน reaction chamber ดวย เพื่อยับยัง้การออกซิไดส endogenous substrates ของ

ไมโตคอนเดรีย ทําใหออกซิเจนที่ถูกใชไปนั้นเกิดจากการที ่ monoamine oxidase ออกซิไดส 

amine substrate ที่เติมลงไปเพียงอยางเดียว พบวาสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol มี
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ผลยับยั้งการทํางานของเอนไซม MAO-A ไดเฉพาะทีข่นาดตั้งแต 25 μg (49.27  μM) ขึ้นไป โดย

คิดเปนรอยละของการยับยั้งเทียบกับกลุมควบคุม มีคาเทากบั 17.14 + 6.06 และเมื่อเพิม่ขนาด

ของสารทดสอบจนถงึขนาดสูงสุดทีท่ําการศึกษา คือ 200 μg (394.17 μM) ฤทธิ์ในการยับยัง้การ

ทํางานของเอนไซม MAO-A เพิ่มข้ึนเปนรอยละ  37.14 + 2.86  

 
11. ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตอการทํางานของเอนไซม MAO-B 

ผลของ 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตอการทาํงานของเอนไซม MAO-B แสดงใน

รูปที่   43   ทําการศึกษาโดยการเติมซับสเตรตสําหรับ    MAO-B    คือ  0.1  M benzylamine     

ลงใน    reaction   mixture    ที่มีไมโตคอนเดรียและ   rotenone  อยู พบวาสาร      1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene-3-ol ยับยั้งการทาํงานของเอนไซม MAO-B ไดเฉพาะที่ขนาดตั้งแต 25 μg  

(49.27  μM)   ข้ึนไป       โดยคิดเปนรอยละของการยบัยัง้เทยีบกับกลุมควบคุม มีคาเทากับ 10.83 

+ 3.94 และเมื่อขนาดของสารทดสอบเพิม่ข้ึน ฤทธิ์ในการยับยัง้การทํางานของเอนไซม MAO-B 

จะเพิ่มข้ึนอีกเพียงเล็กนอย โดยที่ขนาดสูงสุดที่ทาํการศกึษา คือ 200 μg (394.17 μM) มีฤทธิ์ใน

การยับยัง้การทํางานของเอนไซม MAO-B ไดเพียงรอยละ 19.59 + 1.97  

 
12. ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตอการทํางานของเอนไซม MAO ชนิด
ไมจําเพาะเจาะจง 

ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตอการทํางานของเอนไซม   MAO  ชนิด

ไมจําเพาะเจาะจง  แสดงในรูปที่ 43 ทําการศึกษาโดยการเติมซับสเตรตสําหรับ MAO ชนิดไม

จําเพาะเจาะจง คือ 0.1 M tyramine ลงใน reaction mixture ที่มีไมโตคอนเดรียและ rotenone อยู 

พบวา สาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol มีผลยบัยั้งการทาํงานของเอนไซม MAO ชนิดไม

จําเพาะเจาะจงไดเฉพาะที่ขนาดตั้งแต 25 μg (49.27  μM) ขึ้นไป โดยคิดเปนรอยละของการยับยั้ง

เทียบกับกลุมควบคุม มีคาเทากบั 9.07 + 1.18 และเมือ่ขนาดของสารทดสอบเพิ่มข้ึน ฤทธิ์ในการ

ยับยั้งการทํางานของเอนไซม MAO  ชนิดไมจําเพาะเจาะจงเพิ่มข้ึนอกีเล็กนอย โดยที่ขนาดสงูสุดที่

ทําการศึกษา คือ 200 μg (394.17 μM) มีฤทธิ์ในการยบัยั้งการทาํงานของเอนไซม MAO ชนิดไม

จําเพาะเจาะจงไดเพียงรอยละ 23.81 + 2.53  
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รูปที่ 20 แสดง  oxygraph tracing  มาตรฐานการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย   เมื่อใช 
glutamate + malate  เปนซับสเตรต 
  

 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 0.05 mM 

DNP, 13.02 mM sucrose และไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.85 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.914 

ml อุณหภูมิ 37°C 

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บ คํานวณ

ออกมามหีนวยเปน n atoms O/min/ml 
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รูปที่ 21 แสดง oxygraph tracing  ผลของ  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ตออัตราการ
ใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช glutamate + malate เปนซับสเตรต 
  

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 13.02 mM 

sucrose ในการทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อ

ศึกษาจะเติมสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.85 mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ แสดงเปนตวัเลขในวงเล็บคํานวณ

ออกมามหีนวยเปน n atoms O/min/ml 
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รูปที่ 22 แสดงผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตออัตราการใชออกซิเจนของ
ไมโตคอนเดรียในชวง  state 3  และ  state 4 respiration  เมื่อใช glutamate + malate เปน
ซับสเตรต 
  

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 13.02 mM 

sucrose ในการทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อ

ศึกษาจะเติมสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.85 mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ 

ทดลอง (n=4)  
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รูปที่ 23 แสดงผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ตอ respiratory control index 
(RCI) ของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช glutamate + malate เปนซับสเตรต 
  

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 13.02 mM 

sucrose ในการทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อ

ศึกษาจะเติมสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.85 mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4)   
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รูปที่ 24 แสดงผลของสาร   1 ,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol   ตอการยับยัง้อัตราการใช 
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในชวง state 3 respiration   เมื่อใช glutamate + malate เปน
ซับสเตรต 
 

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 13.02 mM 

sucrose ในการทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อ

ศึกษาจะเติมสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.85 mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ 

ทดลอง (n=4)   
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รูปที่ 25 แสดง  oxygraph tracing  มาตรฐานการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย   เมื่อใช 
succinate  เปนซับสเตรต 
  

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM succinate, 0.01 mM rotenone, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 0.05 mM 

DNP, 13.02 mM sucrose และไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.29 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.916 

ml อุณหภูมิ 37°C 

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บ คํานวณ

ออกมามหีนวยเปน n atoms O/min/ml 
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รูปที่ 26 แสดง  oxygraph tracing  ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ตออัตรา
การใชออกซเิจนของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช succinate เปนซับสเตรต 
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM succinate, 0.01 mM rotenone, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 13.02 mM 

sucrose ในการทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อ

ศึกษาจะเติมสารสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.29 mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.924 ml อุณหภูมิ 37°C 

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ แสดงเปนตวัเลขในวงเล็บคํานวณ

ออกมามหีนวยเปน n atoms O/min/ml 
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รูปที่ 27 แสดงผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตออัตราการใชออกซิเจนของ
ไมโตคอนเดรียในชวง state 3 respiration และ state 4 respiration   เมื่อใช succinate เปน
ซับสเตรต 
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM succinate, 0.01 mM rotenone, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 13.02 mM 

sucrose ในการทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อ

ศึกษาจะเติมสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.29 mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.924 ml อุณหภูมิ 37°C 

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4)      
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รูปที่ 28 แสดงผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ตอ respiratory control index 
(RCI) ของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช succinate เปนซับสเตรต 
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM succinate, 0.01 mM rotenone, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 13.02 mM 

sucrose ในการทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อ

ศึกษาจะเติมสารสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.29 mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.924 ml อุณหภูมิ 37°C 

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4)   
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รูปที่ 29 แสดงผลของสาร   1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol    ตอการยับยัง้อัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในชวง state 3 respiration เมื่อใช succinate เปนซับสเตรต 
 

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM succinate, 0.01 mM rotenone, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 13.02 mM 

sucrose ในการทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อ

ศึกษาจะเติมสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.29 mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.924 ml อุณหภูมิ 37°C 

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4)   
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รูปที่ 30 แสดง  oxygraph tracing ผลของสาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ตออัตรา
การใชออกซเิจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถกูกระตุนดวย   DNP   เมือ่ใช glutamate 
+ malate เปนซับสเตรต (เมื่อเติม 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol กอนเติม DNP) 
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate , 0.05 mM DNP, 13.02 mM sucrose ใน

การทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติมสาร 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.35 

mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ แสดงเปนตวัเลขในวงเล็บคํานวณ

ออกมามหีนวยเปน n atoms O/min/ml 
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รูปที่ 31 แสดง  oxygraph tracing  ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ตออัตรา
การใชออกซเิจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถกูกระตุนดวย  DNP  เมื่อใช glutamate + 
malate เปนซับสเตรต (เมื่อเติม 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol หลังเติม DNP) 
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate , 0.05 mM DNP, 13.02 mM sucrose ใน

การทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติมสาร 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.35 

mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ แสดงเปนตวัเลขในวงเล็บคํานวณ

ออกมามหีนวยเปน n atoms O/min/ml 
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รูปที่ 32 แสดงผลของสาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol     ตอการยับยัง้อัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวย DNP เมื่อใช glutamate + malate 
เปนซับสเตรต  
 

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate , 0.05 mM DNP, 13.02 mM sucrose ใน

การทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติมสาร 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.35 

mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4)   
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รูปที่ 33 แสดง  oxygraph tracing  ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ตออัตรา
การใชออกซเิจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถกูกระตุนดวย   DNP  เมื่อใช   succinate 
เปนซับสเตรต (เมื่อเติม 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol กอนเติม DNP) 
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM succinate , 0.01 mM rotenone, 0.05 mM DNP, 13.02 mM sucrose ใน

การทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติมสาร 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.17 

mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.924 ml อุณหภูมิ 37°C 

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ แสดงเปนตวัเลขในวงเล็บคํานวณ

ออกมามหีนวยเปน n atoms O/min/ml 
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 34   oxygraph tracing  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol
   DNP    succinate 

 (  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  DNP) 

 : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM succinate, 0.01 mM rotenone, 0.05 mM DNP, 13.02 mM sucrose 

 absolute ethanol  10 l

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  10 l  1.17 

mg protein/ml  1.924 ml  37°C 

 n atoms O/min/ml
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รูปที่ 35 แสดงผลของสาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol     ตอการยับยัง้อัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวย    DNP   เมื่อใช  succinate  เปน
ซับสเตรต  
 

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM succinate, 0.01 mM rotenone, 0.05 mM DNP, 13.02 mM sucrose ใน

การทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติมสาร 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.17 

mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.924 ml อุณหภูมิ 37°C 

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4)   

 

0

20

40

60

80

100

9.85 19.72 49.27 98.54 197.09

Concentration (  M)

%
 In

hib
itio

n

เม่ือเติมสารทดสอบ
กอนเติม DNP

เม่ือเติมสารทดสอบ
หลังเติม DNP

**
* *

*

*

μ

#

 
* p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol 

           # p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับเมื่อเติมสารทดสอบกอนเติม DNP 
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รูปที่ 36 แสดงผลของ  dithiothreitol  (DTT)     ตอการออกฤทธิข์องสาร 1,7-diphenyl-4,6- 
heptadiene-3-ol เมื่อใช glutamate + malate เปนซับสเตรต 
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate, 1.05 mM DTT 2 μl, 0.31 mM ADP + 0.62 

mM Pi, 0.05 mM DNP, 13.02 mM sucrose ในการทดลองควบคุมจะไมเติม DTT สวนการ

ทดลองเพื่อศึกษาจะเติม DTT  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 4.21 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.926 

ml อุณหภูมิ 37°C 

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4)   
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* p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol  

 

A = absolute ethanol   

B = absolute ethanol + 1.05 mM DTT 

C =   25 μg   (49.27 μM) 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol   

            D =   25 μg   (49.27 μM) 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol + 1.05 mM DTT 
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รูปที่ 37 แสดงผลของ   bovine  serum  albumin  (BSA)     ตอการออกฤทธิข์องสาร  1,7-
diphenyl - 4,6-heptadiene-3-ol เมื่อใช glutamate + malate เปนซับสเตรต 
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 13.02 mM 

sucrose ในการทดลองควบคุมจะไมเติม BSA สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติม BSA 5, 10 และ 

15 mg ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 4.72 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.932 ml อุณหภูมิ 37°C 

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4)   
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 * p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol 

** p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ 49.27 μM 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 

A = absolute ethanol   

B = 25 μg (49.27 μM) 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 

C = 25 μg (49.27 μM) 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  +   5 mg  BSA  

            D = 25 μg (49.27 μM) 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  +  10 mg  BSA 

            E = 25 μg (49.27 μM)  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  +  15 mg  BSA 
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รูปที่ 38 แสดงผลของสาร   1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol   ตอการทํางานของเอนไซม 
ATPase  และเปรียบเทยีบผลกับ  DNP  ทั้งในสภาวะที่มีและไมมี  oligomycin   ซ่ึงเปนตัว
ยับยั้งเอนไซม ATPase 
 

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 35.18 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.76 mM MgCl2, 80.92 

mM KCl, 16.72 mM sucrose สวนประกอบที่เติมตามลงไปคือ 5.02 mM ATP, 0.17 mM DNP

ในการทดลองควบคุมจะเตมิ absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติม

สาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl และไมโตคอนเดรีย

เฉลี่ย 1.03 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 2.99 ml อุณหภูมิ 37°C 

 คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 

การทดลอง (n=4)   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

90 



   

 

 

  

0

5

10

15

20

25

30

35

A B C D E F G H I J K

Pi
 lib

er
at

ed
 fr

om
 A

TP

 (u
 m

ole
s/m

g 
pr

ot
ein

/1
0 

m
in) *

*

** ***

 
* p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol  

           ** p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับ DNP 

          *** p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับ 100 μg 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  

 

A     =     non absolute ethanol  

B     =     absolute ethanol  

C     =     0.17 mM DNP  

D     =     5 μg     (6.32 μM)  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol   

E     =    10 μg   (12.68 μM)  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  

F     =    25 μg   (31.67 μM)  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  

G     =   50 μg   (63.34 μM)  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  

H     = 100 μg (126.69 μM)  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  

I      =     0.17 mM DNP + 5mg/ml oligomycin 2 μl  

         J     =     25 μg   (31.67 μM) 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol +  

                         5 mg/ml oligomycin 2 μl oligomycin 

            K     =  100 μg (126.69 μM) 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol +  

    5 mg/ml oligomycin 2 μl  

 

91 



   

 

 

รูปที่ 39 แสดง oxygraph tracing ผลของสาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol   ตออัตรา
การใชออกซเิจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถกูกระตุนดวยแคลเซียม เมื่อใช 
glutamate + malate เปนซับสเตรต 
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate, 0.42 mM CaCl2, 13.02 mM sucrose ใน

การทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติมสาร 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆปริมาณ 10 μl ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.42 

mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บ คํานวณ

ออกมามหีนวยเปน n atoms O/min/ml 
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รูปที่ 40 แสดงผลของสาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol     ตอการยับยัง้อัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซยีม   เมื่อใช   glutamate + 
malate   เปนซับสเตรต 
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate, 0.42 mM CaCl2, 13.02 mM sucrose ใน

การทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติมสาร 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆปริมาณ 10 μl ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.42 

mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4)   
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รูปที่ 41 แสดง  oxygraph tracing ผลของสาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ตออัตรา
การใชออกซเิจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถกูกระตุนดวยแคลเซียม             เมื่อใช 
succinate เปนซับสเตรต 
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM succinate, 0.01 mM rotenone, 0.42 mM CaCl2, 13.02 mM sucrose ใน

การทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติมสาร 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆปริมาณ 10 μl ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.42  

mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.924 ml อุณหภูมิ 37°C 

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บ คํานวณ

ออกมามหีนวยเปน n atoms O/min/ml 
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รูปที่ 42 แสดงผลของสาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol     ตอการยับยัง้อัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซยีม  เมื่อใช succinate เปน
ซับสเตรต 
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM succinate, 0.01 mM rotenone, 0.42 mM CaCl2, 13.02 mM sucrose ใน

การทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติมสาร 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆปริมาณ 10 μl ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.42  

mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.924 ml อุณหภูมิ 37°C 

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่ +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4)   
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รูปที่ 43 แสดงผลของสาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ตอการยับยั้งการทํางานของ
เอนไซม MAO 
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา :phosphate buffer pH 7.2, 0.01 mM rotenone, 13.02 mM 

sucrose, 0.1 M 5-HT, 0.1 M tyramine และ 0.1 M benzylamine 10 μl    ในการทดลองควบคมุ

จะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติมสาร 1,7-diphenyl-4,6-

heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆปรมิาณ 10 μl ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 0.99 mg protein/ml 

ปริมาตรทั้งหมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4)   
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บทที่ 5 
 

สรุปผลการวิจัยและอภิปรายผล 
 

จากการศึกษาผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ซึ่งเปนสารบริสุทธิ์ที่แยก

จากเหงาวานชักมดลูกดวยตัวทําละลายเฮกเซน      เมื่อนํามาศึกษาทาง in vitro โดยใชไมโตคอน- 

เดรียที่แยกจากตับหนูขาว พบวาสารทดสอบในขนาดทีท่ําการศึกษาสามารถเปลี่ยนแปลงหนาที่

สําคัญของไมโตคอนเดรียได โดยมีฤทธิ์ยับยัง้การถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจไดทัง้ 

complex I และ complex II สําหรับสมนุไพรในประเทศไทยตัวอืน่ที่มีรายงานวามีฤทธิ์ยับยัง้การ

หายใจของไมโตคอนเดรีย เชน rotenone ซึ่งเปนสารสาํคัญที่พบในรากของตนโลติน๊หรือหางไหล 

(Derris elliptica (Roxb.) Benth.) จัดอยูในวงศ Fabaceae ทีน่ํามาใชในการปองกนัและกําจัด

แมลง (สมสุข ศรีจักรวาล, 2534) ออกฤทธิ์เปน respiratory chain inhibitor โดยยับยั้งที่ complex 

I ในลูกโซการหายใจของไมโตคอนเดรีย (Wallace และ Starkov, 2000) สาร 22-hydroxytinge- 

none ที่สกัดจากเปลือกของลําตนแฮนคอคําใหญ (Glyptopetalum sclerocarpum M. A. 

Lawson) ทีม่รีายงานวาทําใหเกิดความเปนพษิตอเซลล (cytotoxicity) (Bavovada และคณะ, 

1990) พบวามีผลยับยัง้การหายใจของไมโตคอนเดรียในชวง state 3 และ state 3u respiration 

โดยยับยัง้การหายใจที ่complex I ของลูกโซการหายใจมากกวา complex II (นุตติยา วีระวัธนชยั, 

2538) สาร 6-deoxyclitoriacetal ที่สกัดจากรากของตนหนอนตายหยาก (Clitoria macrophylla 

Wall.) ซึ่งเปนสารกลุม rotenoid ที่มีรายงานวาสามารถลดการหดตัวของกลามเนื้อเรียบของมดลกู 

และหลอดเลือดแดงใหญของหนูขาว และกลามเนื้อลําไสสวน ileum ของหนูตะเภาได    (การะเกด 

สายบรรดาศักดิ์, 2540)    พบวามีผลยบัยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรียในชวง state 3 และ 

state 3u โดยออกฤทธิย์ับยัง้การหายใจที ่complex I ของลูกโซการหายใจ (มรกต อมรรัตนายทุธ, 

2540) เปนตน ซึง่ขอมลูที่ไดจากงานวิจัยในครัง้นี้เปนขอมูลเกี่ยวกับสาร 1,7-diphenyl-4,6-

heptadiene-3-ol ที่เปนสารสกัดจากสมนุไพรในประเทศไทยอีกตวัหนึง่คือวานชกัมดลูก ทีท่ําการ 

ศึกษาถงึฤทธิท์างเภสัชวทิยาและพิษวทิยาเบื้องตนตอการทํางานของไมโตคอนเดรีย ดังราย 

ละเอียดตอไปนี ้ 
1. ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตอกระบวนการออกซิเดทีฟ ฟอสฟอริล
เลชัน 

จากผลการวิจยัในบทที่ 4 พบวาสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ในชวงขนาดที่

ทําการศึกษาตั้งแต 10 μg (19.72 μM) ออกฤทธิ์ยับยัง้ state 3 respiration ของไมโตคอนเดรีย แต



   

 

 

มีผลนอยมากตอ state 4 respiration ทัง้ในกรณทีี่ใช NADH-linked substrate และ succinate 

เปนซับสเตรต แสดงวาสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ออกฤทธิ์ยบัยั้งการถายทอด

อิเลคตรอนที่ตําแหนง complex I ของลูกโซการหายใจเชนเดียวกับ rotenone (Wallace และ 

Starkov, 2000) และยังสามารถยับยั้ง complex II ของลูกโซการหายใจไดอีกดวย   เนื่องจาก

ยับยั้งกระบวนการออกซิเดทีฟ  ฟอสฟอริลเลชันที่ใช  succinate เปนซับสเตรต ซึ่งอาจเกิดจากการ

ที่สาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol มีผลยับยั้งการทาํงานของเอนไซม succinate 

dehydrogenase ที่ทําหนาที่ออกซิไดส  succinate  ใหเปน  fumarate  และสงอเิลคตรอนเขาสู 

complex II ในลูกโซการหายใจของไมโตคอนเดรีย  เชนเดยีวกับการออกฤทธิ์ของ cadmium 

(Miccadei และ Floridi, 1993) ดังนัน้สาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol จึงแสดงฤทธิ์เปน 

respiratory chain inhibitor แตออกฤทธิย์ับยั้งทั้ง complex I และ complex II โดยขนาดความ

แรงในการเปน respiratory chain inhibitor นั้น พบวาคา IC50 ตอ state 3 respiration เมื่อใช 

glutamate + malate และ succinate เปนซับสเตรต มคีาเทากับ  29.57 μg  (58.27 μM)  และ 

21.53 μg (42.44 μM) ตามลาํดับ และเมื่อพิจารณาความแรงของ 1,7-diphenyl-4,6-

heptadiene-3-ol ในการยบัยั้งการสงผานอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจที่ complex I เปรียบ 

เทียบกับ rotenone ซึ่งจากงานวิจัยของ Ernster และคณะ (1963) ไดทําการศึกษาผลของ 

rotenone ตอการสงผานอิเลคตรอนและการสรางพลังงานของไมโตคอนเดรีย พบวา rotenone ที่

ความเขมขน 30 pmol/mg protein สามารถยับยั้งการสงผานอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจที่ 

complex I ของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูขาวไดอยางสมบูรณ และจากงานวิจัยครั้งนี้ 1,7-

diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ที่ความเขมขนสูงสุดทีท่ําการศึกษา คือ 2.05 x 105 pmol/mg 

protein (197.09 μM/1.85 mg protein) สามารถยับยัง้การสงผานอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจที่ 

complex I ของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูขาวไดรอยละ 88.50 แสดงใหเห็นวา rotenone 

สามารถยับยัง้การสงผานอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจที่ complex I ของไมโตคอนเดรียได

มากกวา 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ประมาณ 7,711 เทา นอกจากนั้นยังพบวาสาร 1,7-

diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ทาํใหคา RCI ของไมโตคอนเดรียลดลง ซึ่งคา RCI เปนคาที่แสดง

ถึงความสามารถของไมโตคอนเดรียในการสราง ATP ดังนัน้ผลโดยรวมจะทําใหไมโตคอนเดรีย

สรางพลงังาน ATP ใหกับเซลลไดนอยลง โดยรบกวนการถายทอดอเิลคตรอนของ respiratory 

chain  และลดความสามารถของไมโตคอนเดรียในการเกิดการควบคู (coupling) กันของกระบวน 

การออกซิเดชนัและกระบวนการฟอสฟอริลเลชันอีกดวย (รูปที่ 22-24 และรูปที ่27-29) 

 ฤทธิ์ในการยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจของไมโตคอนเดรีย จากผล

ของ 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol นั้น ไมสามารถปกปองดวย DTT ในขนาดที่ทาํการศึกษา 
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คือ 1.05 mM ได  ซึ่ง DTT เปนสารปองกันการออกซิเดชันของ sulfhydryl groups (Cleland, 

1964)   เนื่องจากกลุม sulfhydryl groups มีความสําคัญตอการควบคุมการทาํงานของเอนไซม

บางชนิด รวมทั้งการทํางานของโปรตีนทีผ่นังชัน้ในของไมโตคอนเดรีย ซึง่ควบคมุการขนสงสาร

ผานเขาออกจากไมโตคอนเดรีย นอกจากนี้ยงัมีความสําคัญตอการควบคูกันของกระบวนการออก

ซิเดทีฟ ฟอสฟอริลเลชันดวย (Le-quoc และ Le-quoc, 1982; Robillard และ Konings, 1982) 

การทดลองนีต้องการศึกษาวา   1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol   ออกฤทธิ์ตอการทาํงานของ 

ไมโตคอนเดรียโดยจับกับ sulfhydryl groups ของไมโตคอนเดรียหรือไม จากการทดลองเมื่อให 

1.05 mM DTT กอนที่จะเติม 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ขนาด 25 μg  (49.27 μM)   

พบวา 1.05 mM DTT ไมสามารถลดผลการยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรยีใน 

state 3 และ state 3u respiration ได จากผลการทดลองอาจเปนไปไดวา 1,7-diphenyl-4,6-

heptadiene-3-ol   ไมไดออกฤทธิ์ยับยัง้การถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจของไมโตคอน- 

เดรีย โดยผานกลไกการจับกบั sulfhydryl groups ของไมโตคอนเดรีย ดังแสดงผลในรูปที่ 36  

 แตพบวาการเติม BSA สามารถลดฤทธิข์อง 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ในการ

ยับยั้ง state 3 respiration ของไมโตคอนเดรียได (รูปที่ 37) โดย BSA เปนโปรตีนโมเลกุลใหญ ใช

เปนตัวแทนของ albumin ซึ่งเปนโปรตีนสําคัญตัวหนึ่งในเลือด เนื่องจากยาหรือสารเมื่อเขาสู

กระแสเลือดจะจับกับ plasma protein ซึ่งสวนมากจะเปน albumin สวนที่ไมจับจะเปนสวน free 

drug ซึ่งเปนสวนที่ออกฤทธิ์ (Gilman และคณะ, 1985; Katzung, 1998) ดังนัน้จงึอาจกลาวไดวา 

สาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ขนาด 25 μg  (49.27 μM)   อาจจับกับ BSA ในขนาดที่

ทําการศึกษาได ทาํใหผลการออกฤทธิ์ของสารทดสอบลดลง แตอยางไรก็ตาม ในการศึกษานี้ใช 

BSA ขนาด 5, 10 และ15 mg ซึ่งอาจเปนขนาดที่สูงเกนิไป เนื่องจากพบวา BSA ขนาด 5 mg ก็

สามารถลดฤทธิ์ในการยับยัง้อัตราการใชออกซิเจนใน state 3 respiration ของไมโตคอนเดรีย จาก

ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ขนาด 25 μg  (49.27 μM) ไดอยางสมบูรณแลว 

ดังนัน้ควรมีการศึกษาตอไปในกรณีที่ลดขนาดของ BSA ลง เพื่อจะไดทราบวาขนาดของ BSA 

เทาใด ทีเ่ร่ิมมีผลในการลดฤทธิ์ของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ในการยับยัง้อัตรา

การใชออกซิเจนใน state 3 respiration ของไมโตคอนเดรีย 

การศึกษาผลของ 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตออัตราการใชออกซิเจนของไม-

โตคอนเดรียในสภาวะทีถู่กกระตุนดวย DNP ซึ่ง DNP เปนสาร uncoupler มีคุณสมบัติเปนกรด

ออน (weak acid) และละลายไดดีในไขมัน (lipophilic) ออกฤทธิ์ทาํลาย proton gradient ได

เนื่องจากมีคณุสมบัติเปน proton ionophore คือสามารถจับกับ proton (H+) ทีด่านนอกของเยื่อ

หุมชัน้ใน แลวเคลื่อนที่ผานเยื่อหุมช้ันในเขาไปใน matrix จากนัน้จึงแตกตัวให H+ไดโดยไมผาน 
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F0F1-ATPsynthase สงผลใหมีการกระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรยีโดยไมทาํใหเกิดการสราง 

ATP (Lehninger และคณะ, 2000)  จากผลการศึกษาเมื่อใช glutamate + malate และ 

succinate เปนซับสเตรต พบวา 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ในชวงขนาดที่ทาํการศึกษา

มีผลยับยัง้อัตราการใชออกซิเจนในสภาวะที่ถกูกระตุนดวย  DNP (state 3u respiration)  ของไม-

โตคอนเดรียทีแ่ยกจากตับหนูขาวไดใกลเคียงกนั โดยฤทธิ์ในการยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนใน

สภาวะที่ถูกกระตุนดวย DNP จากผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol จะเพิ่มข้ึนตาม

ขนาดของสารที่เพิม่ข้ึน (dose-dependent) ทั้งในกรณทีี่ใสสารทดสอบกอนเติม DNP และในกรณี

ที่ใสสารทดสอบหลังจากเติม DNP ดังแสดงในรูปที่ 32 และ 35 แตกลไกของสาร 1,7-diphenyl-

4,6-heptadiene-3-ol ในการออกฤทธิย์ับยั้งอัตราการใชออกซิเจนในสภาวะที่ถูกกระตุนดวย DNP 

ยังไมทราบแนชัด แตคาดวาไมนาจะเกีย่วของกับการทีส่าร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 

ไปทําปฏิกิริยากับ DNP โดยตรง เนื่องจากโครงสรางของสารทดสอบมคีวามไวในการเกิดปฎิกิริยา

กับ DNP ไดนอย ดงันัน้อาจตองทาํการศึกษาถงึกลไกการออกฤทธิ์ของสารทดสอบในการยบัยั้ง

อัตราการใชออกซิเจนในสภาวะที่ถกูกระตุนดวย DNP ทีอ่าจเปนไปไดตอไป 

 
2. ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตอการทาํงานของเอนไซม ATPase 
 จากผลการวิจยัในบทที่ 4 รูปที่ 38 แสดงใหเหน็วา 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 

ในชวงขนาดทีท่ําการศึกษาสามารถกระตุนการทํางานของเอนไซม ATPase ได โดยสารทดสอบใน

ทุกขนาดทีท่ําการศึกษามีผลใหปริมาณ Pi ที่เกิดจากการสลาย ATP เพิ่มสูงขึ้น ซึง่เปนผลมาจาก

การทาํงานของเอนไซม ATPase ที่เพิ่มข้ึน พบวา 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ขนาด 100 

100 μg (126.69 μM) มีฤทธิ์กระตุนการทาํงานของเอนไซม ATPase ไดอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติ 

(p<0.05) แตฤทธิ์ในการกระตุนการทํางานของเอนไซม ATPase ของสาร 1,7-diphenyl-4,6-

heptadiene-3-ol เมื่อเปรียบเทยีบกับ DNP พบวามีฤทธิ์ออนกวา ซึง่ DNP เปน classical 

uncoupler สามารถกระตุนใหเกิดการสลาย ATP (ATP hydrolysis) เพื่อผลักดันใหมี H+ gradient 

มากขึ้น จงึทาํใหมีปริมาณ Pi เพิ่มข้ึนดวย (Danishefsky,1980) และจากผลการทดลองพบวา 

oligomycin สามารถยับยัง้ฤทธิ์ในการกระตุน ATPase ของ DNP และของ 1,7-diphenyl-4,6-

heptadiene-3-ol ได ซึ่ง oligomycin เปนสารที่ยับยัง้การทํางานของเอนไซม  F0F1- ATPase 

/ATPsynthase  (Garrett และ Grisham, 1999)  ดงันัน้จากผลการทดลองที่ไดแสดงใหเห็นวาสาร 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ในขนาดทีท่ําการศึกษามฤีทธิ์กระตุนการทํางานของเอนไซม 

ATPase ซึ่งสามารถยับยัง้ไดดวย oligomycin เชนเดียวกับ DNP 
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3. ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอน
เดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซยีม  
 การทาํงานของไมโตคอนเดรยีนอกจากการสราง      ATP      โดยกระบวนการออกซิเดทีฟ  

ฟอสฟอริลเลชนัแลว ยงัสามารถขนสงแคลเซียมเขาไปสะสมในไมโตคอนเดรียได ซึง่ตองอาศยั 

membrane potential ซึ่งเปนสวนหนึ่งของ electrochemical gradient ที่เกิดขึน้จากกระบวนการ

ถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ (Murphy และ Smith, 2000) ดังนั้นการขนสงแคลเซียม

และการสราง ATP จึงเปนคณุสมบัติพื้นฐานที่สําคัญของไมโตคอนเดรยี  

 จากผลการทดลองในรูปที ่40 และ 42      พบวาสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 

ในขนาดที่ทาํการศึกษามีฤทธิ์ยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซียม ของ

ไมโตคอนเดรียที่แยกจากตบัหนูขาว และฤทธิ์ในการยับยั้งจะเพิม่ข้ึนตามขนาดของสารทดสอบที่

เพิ่มข้ึน (dose-dependent) ทั้งในกรณีที่ใช glutamate + malate และ succinate เปนซับสเตรต 

ผลที่ไดจึงนาจะสอดคลองกบัผลการทดลองที่กลาวมาแลววา 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 

สามารถยับยัง้การถายทอดอเิลคตรอนที่ตําแหนง complex I และ complex II ของลูกโซการ

หายใจได แสดงวาเมื่อไมมกีารสงผานอิเลคตรอนทําใหขาด proton gradient หรือพลังงานในการ

ขนสงแคลเซียมเขาไปสะสมภายในไมโตคอนเดรีย  

 
4. ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตอการทาํงานของเอนไซม MAO 
 monoamine oxidase เปน marker enzyme ที่ผนงัชั้นนอกของไมโตคอนเดรียและทํา

หนาที่ออกซิไดสสารพวก monoamine ในการทดลองใช 5-HT เปนซับสเตรตสําหรับ MAO-A, 

benzylamine เปนซับสเตรตสําหรับ MAO-B และ tyramine เปนซบัสเตรตสําหรับ MAO ชนิดไม

จําเพาะเจาะจง จากผลการทดลองแสดงใหเหน็วา 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ในขนาดที่

ทําการศึกษาตั้งแต 25 μg (49.27 μM) ขึ้นไป  มีฤทธิย์ับยั้ง MAO-A ไดดีกวา MAO-B ลักษณะ

ของ dose-response curve ของการยับยั้งการทาํงานของเอนไซม MAO-A จะเพิม่สูงขึ้นเมื่อขนาด

ของสารทดสอบเพิ่มข้ึนแตฤทธิ์การยับยัง้เพิ่มข้ึนไมมากนัก โดยขนาดของสารสูงสดุที่ทาํการศึกษา 

คือ 200 μg (394.14 μM) สามารถยับยัง้การทาํงานของเอนไซม MAO-A ไดรอยละ 37.14 + 2.86 

สวน dose-response curve ของการยับยั้งการทาํงานของเอนไซม MAO-B และ MAO ชนิดไม

จําเพาะเจาะจง ในชวงขนาดที่ทาํการศึกษาตั้งแต 25 μg (49.27 μM) จะแสดงฤทธิ์การยับยัง้ต่าํๆ

ตลอดชวงทีท่าํการศึกษา โดยที่ขนาดของสารสูงสุดที่ทาํการศึกษา คือ 200 μg (394.14 μM) 

สามารถยับยัง้การทาํงานของเอนไซม MAO-B และ MAO ชนิดไมจําเพาะเจาะจง ไดเพียงรอยละ  

19.59 + 1.97 และ 23.81 + 2.53 ตามลําดับ ดังนั้นสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol จึง
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ออกฤทธิเ์ปน non-selective MAO inhibitor โดยยับยั้ง MAO-A ไดมากกวา MAO-B ดังแสดงใน

รูปที่ 43 

 
จากการศึกษาขางตนทั้งหมดสามารถสรุปผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 
ตอการทํางานของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนขูาว ไดดังนี ้

1. สาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ในขนาดทีท่ําการศึกษาตั้งแต 10 μg (19.72 

μM)    ออกฤทธิ์เปน    respiratory  chain  inhibitor      โดยสามารถออกฤทธิย์ับยัง้ไดทั้งตําแหนง  

complex I และ complex II ในลูกโซการหายใจ 

2. DTT  ในขนาดทีท่ําการศึกษาคือ 1.05 mM   ไมสามารถลดผลการยบัยั้งการหายใจของ

ไมโตคอนเดรียในชวง state 3 และ state 3u respiration  ของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene  

-3-ol ได ดังนัน้การออกฤทธิ์ของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  จึงไมเกีย่วของกับการที่

สารไปจับกับหมู  sulfhydryl groups (-SH) ที่ผนงัชัน้ในของไมโตคอนเดรีย  

 3. BSA  ในขนาด  5, 10  และ  15 mg สามารถลดฤทธิ์การยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนใน 

state 3 respiration ของไมโตคอนเดรีย         จากผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 

ขนาด 25 μg (49.27 μM)  ได  

 4. สาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol   ในขนาดทีท่ําการศึกษาสามารถกระตุนการ

ทํางานของเอนไซม   ATPase   ได    แตฤทธิ์ในการกระตุนออนกวา   DNP    ซึ่งฤทธิ์ในการกระตุน  

ATPase    ของสาร    1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol     สามารถยับยั้งไดดวย    oligomycin 

เชนเดียวกับ DNP 

 5. สาร 1 ,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ในขนาดทีท่าํการศึกษาตั้งแต 25 μg (49.27 

μM)   มีฤทธิ์ยบัยั้งอัตราการใชออกซิเจนในสภาวะทีถู่กกระตุนดวยแคลเซียมของไมโตคอนเดรียได 

เมื่อใช glutamate + malate และ succinate เปนซับสเตรต  เนื่องจากสารทดสอบมีคุณสมบัติเปน  

respiratory chain inhibitor  ทาํใหขาด   proton gradient  หรือพลังงานในการขนสงแคลเซียมไป

สะสมภายในไมโตคอนเดรีย 

6. สาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ในขนาดทีท่าํการศึกษาตั้งแต 25 μg (49.27 

μM)   มีฤทธิ์ยบัยั้งการทาํงานของเอนไซม   MAO  ไดแบบไมจําเพาะเจาะจง    โดยออกฤทธยับยัง้ 

MAO-A  ไดมากกวา MAO-B แตฤทธิ์ในการยับยัง้คอนขางต่ํา 

จากผลการศึกษาทัง้หมดสรุปไดวาสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ซึ่งเปน

สารสําคัญตัวหนึง่จากเหงาของวานชักมดลูก ออกฤทธิ์ตอการทํางานของไมโตคอนเดรียหลาย

ประการ ฤทธิ์ที่สําคัญคือเปน respiratory chain inhibitor โดยสามารถยบัยั้งการสงผาน
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อิเลคตรอนในลูกโซการหายใจของไมโตคอนเดรียที่ตาํแหนง complex I และ complex II ทั้งยัง

สามารถกระตุนการทํางานของเอนไซม ATPase สงผลใหการสราง ATP ลดลง จึงทําใหเซลลขาด

แคลน ATP ได ซึ่งเปนที่ทราบกนัดีวา ATP มีความสาํคัญและจําเปนตอเซลลทกุชนิดในรางกาย 

เชน การหดตัวของกลามเนื้อทุกชนิด และจําเปนตอการดํารงชีวิตของสิ่งมชีวีิต เนื่องจากมี

ความสาํคัญในกระบวนการสังเคราะหสารชีวโมเลกุล (biosynthesis) และกระบวนการขนสงแบบ 

active transport (Olson, 1982) นอกจากนีย้ังมีฤทธิ์ในการยับยัง้การขนสงแคลเซียมเขาไปสะสม

ภายในไมโตคอนเดรีย ทาํใหไมสามารถทาํหนาที่สะสมแคลเซียมไดเหมือนในภาวะปกติ และยงั

พบวาสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol มีฤทธิย์ับยั้งการทํางานของเอนไซม  MAO ไดอีก

ดวย  

จากการที่ 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol มีฤทธิห์ลายประการ จึงควรมีการศึกษา

ตอไปถึงความสําคัญในฤทธิอ่ื์นที่ม ี  เชน การศึกษาผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-

ol ตอการเกดิ lipid peroxidation ซึ่งไมโตคอนเดรียเปนตนแบบที่ดีในการศึกษาการเกิด lipid 

peroxidation ซึ่งเปนปฏิกริิยาการเปลีย่นแปลงของไขมัน โดยการเกิดออกซิเดชันของกรดไขมัน

ชนิดไมอ่ิมตัว สงผลใหไมโตคอนเดรียสูญเสียคุณสมบัติและหนาที่ของเยื่อหุมไป (Haraguchi และ

คณะ, 1995)          และเนือ่งจากการขนสงอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจของไมโตคอนเดรียนั้นมี

ออกซิเจนเปนตัวรับอิเลคตรอนตัวสุดทาย จึงมีโอกาสเกดิ reactive oxygen species (ROS) ตางๆ

ขึ้นไดมาก เชน superoxide (O2
•-), hydrogen peroxide (H2O2), hydroxyl radical (OH•) ทําใหมี

โอกาสเกิด lipid peroxidation ในไมโตคอนเดรียไดมาก และหนาที่สําคัญในการสรางพลงังานของ

ไมโตคอนเดรียนัน้เปนกระบวนการที่ประกอบดวยการทํางานรวมกันของโปรตีนที่เปนองคประกอบ

ของลูกโซการหายใจที่อยูในเยื่อหุม ซึง่การเกิด lipid peroxidation จะทาํใหเกิดความเสยีหายตอ

เยื่อหุม ทาํใหไมโตคอนเดรียสูญเสียหนาที่และกอใหเกิดพยาธิสภาพตามมาได เชน aging, 

apoptosis เปนตน 

เมื่อพิจารณาในเชิงพิษวิทยา การที่สาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ซึ่งเปน

สารสําคัญตัวหนึง่ในเหงาวานชกัมดลูก ออกฤทธิ์ลดการสราง ATP ในเซลลตับนี้ อาจมีผล 

ขางเคียงในการลดการทํางานของกระบวนการอื่นๆที่สาํคัญในเซลลตับดวย โดยเฉพาะอยางยิง่

การสรางเอนไซม การสรางโปรตีนตางๆซึ่งเปนองคประกอบสําคัญของออรแกเนลลตางๆในเซลล 

ดังนัน้สาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol อาจกอพิษตอเซลลตับไดในกรณีที่ใชสารนี้ติดตอ 

กันเปนเวลานาน จึงควรมีการศึกษาเกี่ยวกับพิษวิทยาของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-

ol ใน in vivo ตอไป เชน ศึกษาผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตอการเปลี่ยน 

แปลงของเอนไซมตางๆที่ตับ ศึกษาการเปลี่ยนแปลงลกัษณะทางกายภาพของเซลลตับจากผลของ
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การไดรับสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ทัง้แบบเฉียบพลนั กึ่งเฉียบพลัน และการไดรับ

สารแบบเรื้อรังในระยะยาว เปนตน เนื่องจากงานวิจัยที่ผานมา พบวามสีารหรือยาหลายตัวที่แสดง

ฤทธิ์ตอไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูขาวเปน respiratory chain inhibitor และมีพิษตอตับ เชน 

gemfibrozil ซึ่งเปนยาลดไขมันในเลือด ออกฤทธิ์ยับยัง้การหายใจของไมโตคอนเดรยีที ่complex I 

ของลูกโซการหายใจ สงผลใหความสามารถในการสงัเคราะห ATP ลดลง พบวายาตัวนี้กอใหเกิด

ภาวะตับโต พบการบวมของ peroxisomes ในเซลลตับ และพบวามีผลกระตุนการทํางานของ

เอนไซมใน peroxisomes ที่เกี่ยวของกบักระบวนการสลาย เชน เอนไซม catalase เปนตน 

(กมลวรรณ ประภัสศิริพันธุ, 2536) นอกจากนี้อาจทําการศึกษาผลของสารประกอบหลกัอื่นๆที่

สกัดแยกไดจากเหงาวานชักมดลูกตอการทํางานของไมโตคอนเดรีย ทั้งการศึกษาผลของสารสกัด

แตละตัวแบบเดี่ยวๆหรือการใหสารสกัดหลายตัวพรอมๆกัน  เนื่องจากการนาํวานชักมดลูกมาใช

ประโยชนมักมสีารหลายตัวอยูรวมกนั ไมคอยนาํสารสกัดเดี่ยวๆมาใชเพียงตัวเดียว  จึงควร

ทําการศึกษาเพื่อดูผลที่เกิดจากการใหสารแตละตัวรวมกัน วามีผลรบกวนการทาํหนาที่ของไมโต 

คอนเดรียมากขึ้นหรือลดลง เมื่อเปรียบเทียบกับการใหสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 

หรือสารบริสุทธิ์อ่ืนที่สกัดแยกจากเหงาวานชักมดลกูเดี่ยวๆเพยีงอยางเดียว  

จากงานวิจยัทีผ่านมาเกีย่วกบัผลของสารสกัดดวยเอธานอลจากเหงาวานชกัมดลูก พบวา

มีฤทธิ์ลดการหดตัวของกลามเนื้อมดลูกได โดยฤทธิด์ังกลาวอาจเกิดจากการไปรบกวนระดับของ

แคลเซียมภายในเซลล (อนุกลู สวัสด์ิพาณชิย, 2537) ซึ่งสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 

ที่ใชในการศึกษาในครั้งนี ้ นอกจากจะพบในสารสกัดจากเหงาวานชกัมดลูกดวยเฮกเซนแลวยังพบ

ในสารสกัดจากเอธานอลดวย ดังนัน้จากผลการวิจยัในครั้งนี้จึงสนับสนนุผลของสารสกัดดวย

เอธานอลจากเหงาวานชักมดลูกที่มีฤทธิ์ลดการหดตัวของกลามเนื้อมดลูก สวนหนึ่งอาจจะเกิดจาก

การที่เซลลขาด ATP  

อยางไรก็ตามขอมูลที่ไดจากงานวิจัยในครั้งนี้เปนเพยีงขอมูลเกี่ยวกับฤทธิท์างเภสัชวิทยา

และพิษวทิยาเบื้องตนถงึผลของสาร 1,7 diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ที่สกัดแยกจากเหงาวาน

ชักมดลูกตอการทํางานของไมโตคอนเดรีย และจากการที่ 1,7 diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol มี

ฤทธิห์ลายประการ จงึควรมีการศึกษาเพิ่มเติมเกีย่วกับกลไกการออกฤทธิท์างเภสัชวิทยาและ

พิษวทิยาของสารสกัด 1,7 diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตอไป รวมทั้งสารประกอบหลักอืน่ๆใน

เหงาวานชักมดลูกดวย เพื่อจะไดขอมูลที่เปนประโยชนของสมนุไพรตัวนี้ โดยเฉพาะอยางยิ่ง

การศึกษา in vivo 
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ตารางที่ 6 แสดงผลของสาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ตออัตราการใชออกซิเจน  
ของไมโตคอนเดรียในชวง state 3 respiration, state 4 respiration และ respiratory control 
index (RCI) เมื่อใช glutamate + malate เปนซับสเตรต 
 

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 13.02 mM 

sucrose ในการทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อ

ศึกษาจะเติมสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.85 mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

 คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 

การทดลอง (n=4)   

 

อัตราการใชออกซิเจน 

 (n atoms O/min/mg protein) 

ขนาดของ 

1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene 

-3-ol 

(μg) 

ความเขมขนของ

1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene 

-3-ol ในปฏิกิริยา 

(μM) 

State 3 

respiration 

State 4 

respiration 

RCI 

Absolute ethanol   - 45.11 + 4.78 9.96 + 0.95   4.52 + 0.07 

5   9.85 43.32 + 4.34 9.97 + 1.05   4.36 + 0.13 

10 19.72 40.40 + 4.95 9.73 + 0.90  4.11 + 0.18* 

25 49.27 27.02 + 2.79 9.26 + 0.73  2.91 + 0.16* 

50 98.54    7.28 + 1.18* 8.09 + 0.97  0.90 + 0.08* 

100       197.09    6.34 + 0.97* 7.86 + 0.84  0.79 + 0.12* 

* p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol 
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ตารางที่ 7 แสดงผลของสาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol   ตอการยับยัง้อัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในชวง state 3 respiration   เมื่อใช glutamate + malate เปน 
ซับสเตรต 
 

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 13.02 mM 

sucrose ในการทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อ

ศึกษาจะเติมสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.85 mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 

การทดลอง (n=4)   

 

ขนาดของ 

1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene-3-ol 

 

(μg) 

ความเขมขนของ 

1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene-3-ol  

ในปฏิกิริยา 

(μM) 

รอยละของการยับยั้ง 

อัตราการใชออกซิเจนในชวง 

state 3 respiration 

Absolute ethanol -  0.00 + 0.00 

5   9.85              3.61 + 2.09 

10 19.72 10.95 + 2.52* 

25 49.27 39.96 + 1.34* 

50 98.54 83.66 + 2.21* 

100             197.09 85.51 + 2.38* 

* p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol 
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ตารางที่ 8 แสดงผลของสาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ตออัตราการใชออกซิเจน
ของไมโตคอนเดรียในชวง state 3 respiration, state 4 respiration และ respiratory control 
index (RCI) เมื่อใช succinate เปนซับสเตรต 
 

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM succinate, 0.01 mM rotenone, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 13.02 mM 

sucrose ในการทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อ

ศึกษาจะเติมสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.29 mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.924 ml อุณหภูมิ 37°C 

 คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 

การทดลอง (n=4)   
 

อัตราการใชออกซิเจน 

 (n atoms O/min/mg protein) 

ขนาดของ 

1,7-diphenyl- 

4,6-

heptadiene 

-3-ol 

(μg) 

ความเขมขนของ

1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene 

-3-ol ในปฏิกิริยา 

 

(μM) 

 

State 3 

respiration 

 

State 4 

respiration 

 

RCI 

Absolute 

ethanol 

- 158.06 + 52.95  36.58 +  14.73 4.80 +  0.44 

5   9.85  132.40 + 36.14 34.45 + 12.82 4.35 +  0.45 

10 19.72  123.05 + 34.52 34.10 + 12.79 4.01 +  0.38 

25 49.27    67.38 + 19.56 54.97 + 22.08 1.44 +  0.25* 

50 98.54 24.21 +  7.72 33.76 + 12.76 0.77 +  0.06* 

100       197.09 19.72 +  6.03  27.33 +   9.45 0.76 +  0.04* 

* p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol 
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ตารางที ่9 แสดงผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol    ตอการยับยัง้อัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในชวง state 3 respiration เมื่อใช succinate เปนซับสเตรต 
 

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM succinate, 0.01 mM rotenone, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 13.02 mM 

sucrose ในการทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อ

ศึกษาจะเติมสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.29 mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.924 ml อุณหภูมิ 37°C 

คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 

การทดลอง (n=4)   

 

ขนาดของ 

1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene -3-ol 

 

(μg) 

ความเขมขนของ 

1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene-3-ol  

ในปฏิกิริยา 

(μM) 

รอยละของการยับยั้ง 

อัตราการใชออกซิเจนในชวง 

state 3 respiration 

Absolute ethanol   - 0.00 + 0.00 

5   9.85             11.93 + 5.98 

10 19.72             19.17 + 6.35 

25 49.27             56.25 + 3.15* 

50 98.54             84.65 + 0.72* 

100              197.09 87.10 + 0.89* 

* p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol 
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ตารางที่ 10 แสดงผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ตอการยับยัง้อัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวย DNP เมื่อใช glutamate + malate 
เปนซับสเตรต  
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate, 0.05 mM DNP, 13.02 mM sucrose ใน

การทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติมสาร 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.35 

mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

 คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 

การทดลอง (n=4)   

 

รอยละของการยับยั้งอัตราการใชออกซิเจน 

ในชวง state 3u respiration 

 

ขนาดของ 

1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene 

-3-ol 

(μg) 

ความเขมขนของ 

1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene 

-3-ol ในปฏิกิริยา 

(μM) 

เติมสารทดสอบ 

กอนเติม DNP 

เติมสารทดสอบ 

หลังเติม DNP 

Absolute ethanol   -       0.00 + 0.00       0.00 + 0.00 

5   9.85       4.34 + 2.17       4.02 + 2.95 

10 19.72     18.74 + 6.16     10.65 + 3.17 

25 49.27     50.71 + 5.90*     59.89 + 5.29* 

50 98.54     84.13 + 2.29*     92.17 + 0.98* 

100          197.09 86.73 + 1.73* 92.70 + 0.51* 

* p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol  
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ตารางที ่11 แสดงผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ตอการยับยัง้อัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวย    DNP   เมื่อใช  succinate  เปน 
ซับสเตรต  
 

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM succinate, 0.01 mM rotenone, 0.05 mM DNP, 13.02 mM sucrose ใน

การทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติมสาร 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.17 

mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.924 ml อุณหภูมิ 37°C 

 คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 

การทดลอง (n=4)   

 

รอยละของการยับยั้งอัตราการใชออกซิเจน 

ในชวง state 3u respiration 

 

ขนาดของ 

1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene 

-3-ol 

(μg) 

ความเขมขนของ 

1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene 

-3-ol ในปฏิกิริยา 

(μM) 

เติมสารทดสอบ 

กอนเติม DNP 

เติมสารทดสอบ 

หลังเติม DNP 

Absolute ethanol   -       0.00 + 0.00       0.00 + 0.00 

5   9.85       1.23 + 1.23       1.95 + 1.12 

10 19.72       6.54 + 0.54       3.23 + 2.37 

25 49.27     16.56 + 2.72*     63.95 + 6.32* 

50 98.54     81.06 + 3.28*     86.85 + 3.09* 

100          197.09 86.30 + 0.57* 88.16 + 3.00* 

* p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol  
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ตารางที ่12 แสดงผลของ    dithiothreitol   (DTT)   ตอการออกฤทธิ์ของสาร 1,7-diphenyl-
4,6-heptadiene-3-ol เมื่อใช glutamate + malate เปนซับสเตรต 
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate, 1.05 mM DTT 2 μl, 0.31 mM ADP + 0.62 

mM Pi, 0.05 mM DNP, 13.02 mM sucrose ในการทดลองควบคุมจะไมเติม DTT สวนการ

ทดลองเพื่อศึกษาจะเติม DTT ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 4.21 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.926 

ml อุณหภูมิ 37°C 

 คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 

การทดลอง (n=4)   

 

อัตราการใชออกซิเจน 

 (n atoms O/min/mg protein) 

การทดลอง 

State 3 respiration State 3u respiration 

Absolute ethanol      12.31 + 0.44 17.61 + 0.98 

Absolute ethanol + 1.05 mM DTT      12.56 + 0.42 17.17 + 0.73 

25 μg   (49.27 μM)  

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 

       7.37 + 0.45*        8.64 + 0.85* 

 25 μg   (49.27 μM)  

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  

+ 1.05 mM DTT 

       7.96 + 0.65*      10.40 + 1.43* 

* p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol  
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ตารางที่ 13 แสดงผลของ  bovine  serum  albumin (BSA)   ตอการออกฤทธิข์องสาร 1,7-
diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol เมื่อใช glutamate + malate เปนซับสเตรต 
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 13.02 mM 

sucrose ในการทดลองควบคุมจะไมเติม BSA สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติม BSA 5, 10 และ 

15 mg ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 4.72 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.932 ml อุณหภูมิ 37°C 

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4)   

 

การทดลอง อัตราการใชออกซิเจน 

ในชวง state 3 respiration 

(n atoms O/min/mg protein) 

Absolute ethanol 11.98 + 1.25 

25 μg (49.27 μM)  

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 

                      7.48 + 0.58* 

25 μg (49.27 μM)  

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  

+ BSA 5 mg                                                    

                    12.11 + 1.18** 

25 μg (49.27 μM)  

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  

+ BSA 10 mg 

                    13.41 + 1.32** 

25 μg (49.27 μM)  

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  

+ BSA 15 mg 

                    13.64 + 1.81** 

* p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol 

           ** p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับ 25 μg 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 
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ตารางที ่14 แสดงผลของสาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol          ตอการทํางานของ
เอนไซม   ATPase   และเปรียบเทยีบผลกับ  DNP  ทั้งในสภาวะที่มีและไมม ี  oligomycin 
ซ่ึงเปนตัวยับยั้งเอนไซม ATPase 
  

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 35.18 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.76 mM MgCl2, 80.92 

mM KCl, 16.72 mM sucrose สวนประกอบที่เติมตามลงไปคือ 5.02 mM ATP, 0.17 mM DNP

ในการทดลองควบคุมจะเตมิ absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติม

สาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl และไมโตคอนเดรีย

เฉลี่ย 1.03 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 2.99 ml อุณหภูมิ 37°C 

 คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 

การทดลอง (n=4)   

 

การทดลอง Pi liberated 

(μmoles/mg protein/10 min) 

Non absolute ethanol 11.12 + 1.14 

Absolute ethanol                 9.68 + 0.28 

0.17 mM DNP                26.81 + 3.36* 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol     5 μg    (6.32 μM)               11.54 + 1.78 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol   10 μg  (12.68 μM)               11.99 + 1.45 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol   25 μg  (31.67 μM)               15.96 + 1.94 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol   50 μg  (63.34 μM)               17.21 + 2.10 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 100 μg (126.69 μM)               20.41 + 1.36* 

0.17 mM DNP + 5 mg/ml oligomycin 2 μl               12.66 + 1.77** 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol   25 μg   (31.67 μM)  

+ 5 mg/ml oligomycin 2 μl 

              10.90 + 1.17 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 100 μg (126.69 μM) 

+ 5 mg/ml oligomycin 2 μl 

              11.30 + 1.58*** 

    * p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol  

  ** p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับ DNP 

*** p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับ 126.69 μM 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 
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ตารางที่ 15 แสดงผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ตอการยับยัง้อัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซยีม    เมื่อใช  glutamate + 
malate เปนซับสเตรต 
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate, 0.42 mM CaCl2, 13.02 mM sucrose ใน

การทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติมสาร 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆปริมาณ 10 μl ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.42  

mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

 คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 

การทดลอง (n=4)  

  

ขนาดของ 

1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene 

-3-ol 

(μg) 

ความเขมขนของ 

1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene-3-ol  

ในปฏิกิริยา 

(μM) 

รอยละของการยับยั้ง 

อัตราการใชออกซิเจน 

ในสภาวะที่ถกูกระตุนดวยแคลเซียม 

Absolute ethanol   -                     0.00 + 0.00 

5   9.85                     1.80 + 1.24 

10 19.72                     6.81 + 2.34 

25 49.27                   16.12 + 1.91* 

50 98.54                   70.74 + 5.39* 

100           197.09 88.50 + 0.65* 

* p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol  
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ตารางที ่16 แสดงผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ตอการยับยัง้อัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซยีม  เมื่อใช succinate เปน
ซับสเตรต 
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM succinate, 0.01 mM rotenone, 0.42 mM CaCl2, 13.02 mM sucrose ใน

การทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติมสาร 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆปริมาณ 10 μl ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.42 

mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.924 ml อุณหภูมิ 37°C 

 คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 

การทดลอง (n=4)   

 

ขนาดของ 

1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene 

-3-ol 

(μg) 

ความเขมขนของ 

1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene-3-ol  

ในปฏิกิริยา 

(μM) 

รอยละของการยับยั้ง 

อัตราการใชออกซิเจน 

ในสภาวะที่ถกูกระตุนดวยแคลเซียม 

Absolute ethanol   -                    0.00 + 0.00 

5   9.85                    3.18 + 1.69 

10 19.72                  11.12 + 1.95 

25 49.27                  28.42 + 4.19* 

50 98.54                  70.77 + 5.45* 

100           197.09 88.66 + 1.59* 

* p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol  
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ตารางที่ 17 แสดงผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol    ตอการยบัยั้งการทํางาน
ของเอนไซม MAO 
 

สวนประกอบของปฏิกิริยา :phosphate buffer pH 7.2, 0.01 mM rotenone, 13.02 mM 

sucrose, 0.1 M 5-HT, 0.1 M tyramine และ 0.1 M benzylamine 10 μl    ในการทดลองควบคมุ

จะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติมสาร 1,7-diphenyl-4,6-

heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆปรมิาณ 10 μl ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 0.99 mg protein/ml 

ปริมาตรทั้งหมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

 คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 

การทดลอง (n=4)   

 

รอยละของการยับยั้งการทาํงานของเอนไซม MAO 

 

ขนาดของ 

1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene 

-3-ol 

(μg) 

ความเขมขนของ

1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene 

-3-ol ในปฏิกิริยา 

(μM) 

MAO  

ชนิดไมจําเพาะ

เจาะจง 

MAO-A MAO-B 

Absolute ethanol   -    0.00 + 0.00    0.00 + 0.00    0.00 + 0.00 

5   9.85    0.00 + 0.00    0.00 + 0.00    0.00 + 0.00 

10 19.72    0.00 + 0.00    0.00 + 0.00    0.00 + 0.00 

25 49.27    9.07 + 1.18*  17.14 + 6.06  10.83 + 3.94* 

50 98.54  10.86 + 1.51*  22.14 + 2.14*  15.00 + 1.68* 

100        197.09  21.73 + 3.01*  32.14 + 4.86*  17.50 + 0.83* 

200        394.17 23.81 + 2.53* 37.14 + 2.86* 19.59 + 1.97* 

* p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol  
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นางสาวพจณยี  พวงไพโรจน เกิดเมื่อวนัที่  7 มกราคม พ.ศ. 2524 ที่จังหวัดสมุทรปราการ 

สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรีเภสัชศาสตรบัณฑิต   จากมหาวทิยาลัยหวัเฉียวเฉลิมพระเกยีรติ 

เมื่อปการศึกษา    2546    และเขาศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต      สาขาวชิาเภสัชวทิยา 

บัณฑิตวทิยาลัย    จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย    เมื่อปการศึกษา  2548 ปจจุบันเปนอาจารยประจาํ

คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยหวัเฉียวเฉลิมพระเกยีรติ   จงัหวัดสมทุรปราการ 
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