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บทที่ 1 
 
บทนํา 

 
ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

ปจจุบันการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับสมุนไพรนั้นกําลังเปนสาขาที่นักวิจัยกําลังใหความสนใจกนั

อยางกวางขวาง ประเทศไทยก็เปนประเทศหนึ่งที่อุดมไปดวยพืชสมุนไพรนานาชนิด โดยหลาย

ชนิดก็มีการนํามาใชในการบําบัดรักษาโรคตางๆ มาตั้งแตสมัยโบราณ ซึ่งการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับ

สมุนไพรนั้นก็มีทั้งการคนควาวิจัยหาสมุนไพรชนิดใหมๆ ที่อาจมีแนวโนมในการนํามาพัฒนาเพื่อ

ใชประโยชนในทางคลินิกตอไป หรือเปนการวิเคราะหหาสารสําคัญในสมุนไพรที่มีการนํามา

ประโยชนแลว เพื่อนําไปศึกษาหากลไกการออกฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของสาร นอกจากนี้ก็อาจจะ

เปนการศึกษาวิจัยเบื้องตนในแงพิษวิทยาเพื่อนําไปประเมินถึงความปลอดภัยในการนําไปใช

เพื่อใหทราบวาสมุนไพรที่มีใชกันมาแตโบราณนั้นมีความปลอดภัยมากนอยเพียงใด และมีโอกาส

ในการเกิดพิษไดหรือไม อยางไร เพื่อใหการนําเอาสมุนไพรหรือสารสกัดจากสมุนไพรเหลานั้นมาใช 

มีความปลอดภัยมากยิ่งขึ้น 

สาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol เปนสารบริสุทธิ์ชนิดหนึ่งที่สกัดไดจากแกน

ของไมแดงซึ่งเปนสมุนไพรที่มีการนํามาใชประโยชนทางยามาตั้งแตสมัยโบราณ ไมแดงหรือตน

แดงนั้นมีชื่อทางพฤกษศาสตรวา Xylia xylocarpa (Roxb.) Taub จัดอยูในวงศ  Leguminosae 

(Smitinand, 2001)   ในแงประโยชนทางยาของแกนไมแดงนั้นมีระบุในตํารายาไทยวาใชเปน

สวนผสมของยาแกโรคกษัยโลหิต (อาการมะเร็งที่มดลูกและรังไขในเพศหญิง หรือมะเร็งปอดใน

เพศชาย)  สวนการนํามาใชเปนยาพื้นบานจะใชแกนไมแดง 1 กํามือมาตมน้ําดื่มเพื่อรักษาอาการ

ช้ําใน และอาการตกเลือด โดยดื่มวันละ 1 แกว ทุกวันจนกวาจะหาย (หามใชในสตรีมีครรภ) หรือ

อาจจะนําแกนไมแดง  1 กํามือนั้นมาตมน้ําดื่มกอนนอนเปนยาถายก็ได  (มหาวิทยาลัยมหิดล, 

คณะเภสัชศาสตร, 2538)  

การศึกษาวิจัยที่ผานมาเกี่ยวกับสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol นั้นมีเพียง

การศึกษาที่พบวาสารชนิดนี้มีฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานการกินอาหารของปลวกในระดับสูง 
ในขณะที่ไมมีผลยับยั้งการเจริญของกลาผักกาด   (Sittiwong, 2003)   แตอยางไรก็ตามการศึกษา

ในแงกลไกการออกฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาและ/หรือพิษวิทยาของสาร 8(14),15-isopimaradiene-

3β,18-diol ทั้งในสัตวทดลองและในระดับเซลลหรือระดับออรกาเนลลที่สําคัญๆ นั้นยังไมมีผูทํา

การศึกษาแตอยางใด ดังนั้นในการศึกษาวิจัยครั้งนี้จึงไดออกแบบการทดลองขึ้น เพื่อศึกษาผลของ

สาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ตอการทําหนาที่ของไมโตคอนเดรีย (เปนออรกาเนลล
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ที่มีหนาที่สําคัญภายในเซลล) ที่แยกจากเซลลของตับหนูแรท โดยการศึกษาจะเปนแบบ in vitro 

เนื่องจากตองการทราบผลของสารที่มีตอการทําหนาที่ของไมโตคอนเดรียโดยตรง และผลที่ไดอาจ

ใชเปนขอมูลเบื้องตนของสาร 8(14), 15-isopimaradiene-3β, 18-diol ในการประเมินโอกาสใน

การทําใหเกิดพิษ และกลไกในการกอใหเกิดอาการพิษ เพราะไมโตคอนเดรียนั้นเปนออรกาเนลลที่

มีความสําคัญมากในเซลลของสิ่งมีชีวิตจําพวกยูคารีโอต ทําหนาที่เปนแหลงผลิตพลังงานใหกับ

เซลล  (Nisoli และคณะ, 2004)  โดยพบวารอยละ  95 ของสารพลังงานสูงคือ  adenosine 

triphosphate (ATP)  ที่ถูกสรางขึ้นในเซลลนั้นถูกสรางโดยไมโตคอนเดรีย  (Nadanaciva และ

คณะ, 2007)  และไมโตคอนเดรียก็มีบทบาทที่สําคัญในกระบวนการเมแทบอลิซึมของเซลล 

(Fowler และคณะ, 1994)  โดยการทําหนาที่ของไมโตคอนเดรียนั้นจะมีความเกี่ยวของกันในวิถี

ตางๆ ระหวาง metabolic routes กับกระบวนการอื่นของเซลลโดยรวม นอกจากนี้ไมโตคอนเดรียก็

ยังมีบทบาทที่สําคัญอ่ืนๆ อีกมากมาย เชน บทบาทในการควบคุมสมดุลของแคลเซียม (Ca2+ 

homeostasis) ภายในเซลล (Cardoso และคณะ, 2001)  บทบาทที่เกี่ยวของกับการสงสัญญาณ

ตางๆ ภายในเซลล (cell signalling) โดยเฉพาะอยางยิ่งการสงสัญญาณที่เกี่ยวของกับการตาย

ของเซลลแบบ apoptosis (apoptotic cell death) (Schapira, 2006) เปนตน ดังนั้นยาหรือ

สารเคมีใดๆ ที่มีผลไปรบกวนการทําหนาที่ของไมโตคอนเดรียยอมอาจจะกอใหเกิดการ

เปลี่ยนแปลงการทําหนาที่ของเซลลไดไมทางตรงก็ทางออม 

 
วัตถุประสงคของงานวิจัย 

เพื่อศึกษาผลของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ตอการทําหนาที่ของไมโต

คอนเดรียที่แยกจากตับหนูแรท ไดแก กระบวนการหายใจ (กระบวนการออกซิเดทีฟ ฟอสฟอริลเล

ชัน) การทํางานของเอนไซม  ATPase การหายใจของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ช็อกดวยแรงดัน

ออสโมติก และการหายใจของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซียม  
 

สมมติฐานของงานวิจัย 

สาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol มีผลเปลี่ยนแปลงการทําหนาที่ของไมโตคอน 

เดรียที่แยกจากตับหนูแรทได 
 

ขอบเขตของงานวิจัย 

1. ศึกษาผลของสาร  8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ตอกระบวนการหายใจของ 

ไมโตคอนเดรีย 
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2. ศึกษาผลของสาร  8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  ตอการทํางานของเอนไซม 

ATPase 

3.   ศึกษาผลของสาร   8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  ตออัตราการใชออกซิเจน

ของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ช็อกดวยแรงดันออสโมติก 

            4.   ศึกษาผลของสาร  8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  ตออัตราการใชออกซิเจน

ของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซียม 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

ไดขอมูลที่เกี่ยวของกับการออกฤทธิ์ของสาร 8(14), 15-isopimaradiene-3β,18-diol ที่มี

ตอการทําหนาที่ของไมโตคอนเดรีย ไดแก กระบวนการหายใจ (ออกซิเดทีฟ ฟอสฟอริลเลชัน)  การ

ทํางานของเอนไซม ATPase   การหายใจของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ช็อกดวยแรงดันออสโมติก

และการหายใจของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซียม ผลที่ไดอาจใชเปนขอมูล

เบื้องตนของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ในการนําไปประเมินดานพิษวิทยาโดย

อาศัยกลไกในการกอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงการทําหนาที่ของไมโตคอนเดรีย 

 
 

 
 
 

 



   บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
 
   1. แดง (Iron wood) 

แดงมีชื่อทางพฤกษศาสตรวา Xylia xylocarpa (Roxb.) Taub  ชื่อภาษาอังกฤษคือ Iron 

wood  นอกจากนี้ก็ยังมีชื่อเรียกอื่นๆ อีกในภาษาไทย ซึ่งจะเรียกแตกตางกันไปตามถิ่นที่พบ เชน 

กรอม ควาย ไคว เพรจะลาน จาลาน ตะกรอม  ปราน ไปรน ผาน เพย สะกรอม เปนตน แดงหรือ

ไมแดงมีลักษณะเปนไมยืนตนขนาดใหญ สูง 15-30 เมตร ลําตนมักโคงงอ แตกกิ่งต่ํา เปลือกตนสี

ครีมอมน้ําตาล แตกลอนเปนสะเก็ดแผนบางๆ กิ่งกานและยอดออนมีขนละเอียดสีเหลือง ลักษณะ

ภายในของเนื้อไมเปนสีแดงเรื่อๆ หรือสีน้ําตาลอมแดง ใบเปนใบประกอบแบบขนนกสองชั้นเรียง

สลับ ประกอบดวย 2 ชอใบแตกออกเปน 2 งาม ใบยอย 4-5 คู รูปไขหรือรูปไขแกมขอบขนาน กวาง 

3-7 เซนติเมตร ยาว 7-20 เซนติเมตร ใบออนสีน้ําตาลแดง ดอกออกเปนชอแบบชอกระจุกแนน 

ทรงกลม คลายดอกกระถินออกที่ปลายกิ่งและซอกใบ กลีบดอกสีขาวหรือขาวนวล ผลเปนฝกรูปไต

หรือขนมเปยกปูน แบน แข็ง ฝกแกมีสีน้ําตาลอมเทา เมล็ดมีสีน้ําตาล ลักษณะเปนมัน แบนเรียว

และแหลม   ยาวรีหรือเกือบกลม   (นันทวัน บุณยะประภัศร  และ อรนุช โชคชัยเจริญพร, 2541; 

มหาวิทยาลัยมหิดล, คณะเภสัชศาสตร, 2538) (รูปที่ 1)  ไมแดงสามารถพบไดทั่วไปทั้งในปา

เบญจพรรณ ปาไมสัก และปาเต็งรัง (Gardner, Sidisunthorn และ Anusarnsunthom, 2000) 

ไมแดงสามารถจําแนกหมวดหมูตามพฤกษานุกรมวิธานไดดังนี้ 

Kingdom Plantae  

  Division    Magnoliophyta  

    Class      Magnoliopsida  

      Order         Fabales  

        Family            Leguminosae 

          Genus             Xylia

                                    Species               xylocarpa  

(Smitinand, 2001; http://www.en.wikipedia.org/wiki/Xylia [2551, มีนาคม 20])   

 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Plant
http://en.wikipedia.org/wiki/Flowering_plant
http://en.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
http://en.wikipedia.org/wiki/Fabales
http://www.en.wikipedia.org/wiki/Xylia%20%5B2551
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รูปที่ 1 ลักษณะของลําตน ใบ ดอก ฝก และเมล็ดของไมแดง (Xylia xylocarpa (Roxb.) Taub) 

(http://www.tistr.or.th/sakaerat/Plant%20in%20Sakaerat/plant%20list/056แดง.pdf [2551, 

มีนาคม 20]) 

ในตํารายาไทย เปลือกตน ซึ่งมีรสฝาดใชสมานธาตุ แกนใชผสมเพื่อเปนยาแกโรคกษัย

โลหิต (อาการมะเร็งที่มดลูกและรังไขในเพศหญิง หรือมะเร็งปอดในเพศชาย)  ดอกใชผสมเพื่อเปน

ยาแกไข บํารุงหัวใจ สวนที่มีการนํามาใชเปนยาพื้นบานจะใชเปลือกตนผสมกับสมุนไพรอื่น ตมน้ํา

ดื่ม แกประดง (อาการโรคผิวหนังมีผ่ืนคันเปนเม็ดขึ้นคลายผด คันมาก และมักมีไขรวมดวย) แกน 

1 กํามือ   ตมน้ําดื่มกอนนอนเปนยาถาย  เปลือกตนหรือแกน 1 กํามือ ตมน้ําดื่ม แกอาการช้ําใน 

และตกเลือด โดยดื่มวันละ 1 แกว ทุกวันจนกวาจะหาย (หามใชในสตรีมีครรภ) เมล็ดก็สามารถ

รับประทานได  (มหาวิทยาลัยมหิดล, คณะเภสัชศาสตร, 2538)  

มีผูทําการศึกษาเกี่ยวกับองคประกอบทางเคมีและฤทธิ์ทางชีวภาพเบื้องตนของสารสกัด

จากแกนไมแดง พบวาส่ิงสกัดไดคลอโรมีเทนจากแกนไมแดงสามารถแยกเปนสารบริสุทธิ์ได 8 

ชนิด ไดแก β-sitosterol, 8(14),15-isopimaradiene,  8(14),15-isopimaradiene-3-one,  3-

oxomanoyl oxide, 8(14),15-isopimaradiene-3α-ol,   8(14),15-isopimaradiene-3β-ol, 

8(14),15-isopimaradiene-18-oic acid และ 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  โดยสาร

บริสุทธิ์ทั้ง 8 ชนิดนี้แสดงฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานการกินอาหารของปลวกในระดับสูง ในขณะที่

ไมแสดงการยับยั้งการเจริญของกลาผักกาด (Sittiwong, 2003)   

 

http://www.tistr.or.th/sakaerat/Plant%20in%20Sakaerat/plant%20list/056%E0%B9%81%E0%B8%94%E0%B8%87.pdf%20%5B2551
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สาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ที่ใชในงานวิจัยนี้เปนสารประเภท diterpene 

ซึ่งเปนสารประกอบหลักที่สกัดไดจากแกนของไมแดงดวยตัวทําละลายเอทิลอะซีเตต แลวแยกให

เปนสารบริสุทธิ์ดวยวิธีโครมาโทกราฟ ลักษณะของสารที่สกัดแยกไดจะไดเปนผลึกรูปเข็มสีขาว มี

ลักษณะมัน  วาว   มีสูตรโมเลกุลคือ C20H32O2   น้ําหนักโมเลกุลเทากับ  304   จุดหลอมเหลวอยูที่ 

152.0 °C และมีสูตรโครงสรางดังแสดงในรูปที่ 2 

 

รูปที่ 2 โครงสรางทางเคมีของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol 

  
2. ไมโตคอนเดรีย 
หนาที่และความสําคัญของไมโตคอนเดรีย 
ในเซลลยูคารีโอตจะประกอบไปดวยออรกาเนลลหลายชนิดที่มีบทบาทหนาที่ที่แตกตาง

กันไป เพื่อทําใหเซลลนั้นสามารถดํารงชีวิตและทําหนาที่ตางๆ ไดตามปกติ (Fowler และคณะ, 

1994) โดยการทําหนาที่ตางๆ ของเซลลก็มีความจําเปนที่จะตองอาศัยพลังงาน ซึ่งออรกาเนลล

หลักที่ทําหนาที่สําคัญในการสรางพลังงานใหแกเซลลและเปนแหลงกําเนิดพลังงานของเซลลก็คือ

ไมโตคอนเดรีย ดังนั้นจะพบไมโตคอนเดรียไดในเซลลยูคารีโอตทุกชนิด ภายในไมโตคอนเดรียจะมี

ปฏิกิริยาชีวเคมีที่สําคัญตางๆ ซึ่งเกี่ยวของกับการสรางพลังงาน อาทิเชน ปฏิกิริยาการออกซิไดซ

กรดไขมัน ปฏิกิริยาการออกซิไดซกรดอะมิโน ปฏิกิริยาในวัฏจักรเครปส ปฏิกิริยาออกซิเดทีฟ 

ฟอสฟอริลเลชั่น ผลที่ไดจากปฏิกิริยาตางๆ ดังกลาว จะทําใหไดพลังงานออกมาเพื่อใชในการ

สังเคราะห ATP ซึ่งเปนสารพลังงานสูงที่จําเปนในการดํารงชีวิตของเซลล (Avers, 1986; Garrette 

และ Grisham, 2002; Murphy และ Smith, 2007; Voet, Voet และ Pratt, 2006) โดยพบวารอย

ละ 95 ของ ATP ที่เกิดขึ้นในเซลลเกิดจากปฏิกิริยาออกซิเดทีฟ ฟอสฟอริลเลชันซึ่งเกิดขึ้นที่เยื่อหุม

ชั้นในของไมโตคอนเดรีย (Nadanaciva และคณะ, 2007) 
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ลักษณะและโครงสรางของไมโตคอนเดรีย 
ไมโตคอนเดรียจะมีลักษณะรูปรางที่แตกตางกันออกไปในเซลลแตละชนิด เชน ในเซลลตบั

จะมีลักษณะคอนขางกลม  ในเซลลกลามเนื้อหัวใจมีลักษณะเปนทรงกระบอก สวนใน fibroblasts 

จะมีลักษณะคลายเสนดาย เปนตน จํานวนของไมโตคอนเดรียที่พบในแตละเซลลก็จะไมแนนอน

ข้ึนอยูกับชนิดและกิจกรรมของเซลล เชน ไมโตคอนเดรียที่เซลลตับของสัตวเลี้ยงลูกดวยนมจะมี

จํานวนอยูระหวาง 800-2,000 แตในเซลลเม็ดเลือดแดงที่เจริญเต็มที่แลวจะไมมีไมโตคอนเดรีย 

(Devlin, 2006) นอกจากนี้ขนาดของไมโตคอนเดรียที่พบในแตละเซลลก็จะไมเทากัน แตโดยทั่วไป

แลวไมโตคอนเดรียจะมีขนาดกวางประมาณ 0.5 μm และยาวประมาณ 1 μm (Voet และคณะ, 

2006) ซึ่งแมวาไมโตคอนเดรียนั้นจะมี ขนาด รูปรางและจํานวนที่แตกตางกันในแตละเซลล แต

โดยทั่วไปก็จะมีโครงสรางที่สําคัญคลายกัน คือมีสวนประกอบหลักที่สําคัญอยู 3 สวน คือ เยื่อหุม

ชั้นนอก เยื่อหุมช้ันใน และ เมทริกซ โดยระหวางเยื่อหุมชั้นนอกกับเยื่อหุมช้ันในจะเปนชองวาง 

(intermembrane space) ซึ่งมีของเหลวบรรจุอยูภายในดังแสดงในรูปที่ 3  

1. เยื่อหุมชั้นนอก มีลักษณะของผิวเรียบ มีสวนประกอบเปนไขมัน 30-40% และโปรตีน 

60-70% (Devlin, 2002) ที่เยื่อหุมช้ันนอกนั้นมี phosphatidylinositol ในปริมาณที่สูง (Garrett 

และ Grisham, 1999) และมีโปรตีนจัดเรียงตัวกันเปนชองที่เรียกวา porin หรือ voltage-

dependent anion channel (VDAC) ซึ่งยอมใหสารที่มีขนาดโมเลกุลเล็กกวา 10,000 daltons 

เชน ADP, ATP, sucrose รวมทั้งอิออนตางๆ สามารถผานเขาออกไดอยางอิสระ (Voet และ Voet, 

1995) ดังแสดงในรูปที่ 4 นอกจากนี้ในโครงสรางจะมีสวนที่เชื่อมติดตอกันระหวางเยื่อหุมช้ันนอก

และเยื่อหุมช้ันในที่เรียกวา contact site และที่บริเวณ contact site จะมีโครงสรางคลายทอที่

เรียกวา mitochondrial permeability transition pore (PTP) วางอยู (รูปที่ 4,5)  ในสภาพที่เปดจะ

ยอมใหสารที่มีน้ําหนักโมเลกุลตํ่ากวา 1,500 daltons สามารถผานเขาออกระหวางเมทริกซกับไซ

โตพลาซึมไดอยางอิสระ ปจจัยที่ทําให PTP เปดได ไดแก ปริมาณแคลเซียมที่สะสมอยูในไมโตคอน

เดรียมากขึ้น หรือสภาวะที่มี mitochondrial transmembrane potention ต่ํา ที่บริเวณเยื่อหุม

ชั้นนอกนี้มีเอนไซมที่สําคัญที่ใชเปน marker enzyme คือ เอนไซม monoamine oxidase 

(Szewczyk และ Wojtczak, 2002) (ตารางที่ 1) ทําหนาที่เรงปฏิกิริยา oxidative deamination 

ของสารสื่อประสาทเอมีนตางๆ เชน epinephrine, norepinephrine และ dopamine เปนตน 

(Davison, 1958) 

2. เยื่อหุมชั้นใน จะมีความยืดหยุนและพื้นที่ผิวมากกวาเยื่อหุมชั้นนอก มีสวนประกอบเปน

โปรตีนประมาณ 80% และมีกรดไขมันไมอ่ิมตัวอยูมาก ลักษณะโครงสรางจะพับไปพับมายื่นเขา

ไปในสวนของเมทริกซ ที่เรียกวา cristae เยื่อหุมชั้นในจะมีคุณสมบัติไมยอมใหสารและอิออนตางๆ 

ผานเขาออกไดอยางอิสระ แตจะยอมใหเฉพาะ O2, CO2, H2O และ NH3 ผานเขาออกไดอยาง
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อิสระ สวนสารอื่นๆ จําพวก  hydrophilic metabolites และ inorganic ions ที่สําคัญตอ

กระบวนการชีวเคมีของเซลลจะสามารถเคลื่อนที่ผานเยื่อหุมช้ันในไดตองอาศัย specific 

channels และ carrier proteins ที่เยื่อหุมช้ันในนี้จะเปนบริเวณที่เกิดการถายทอดอิเลคตรอนของ

ลูกโซการหายใจ ดังนั้นก็จะมีเอนไซมตางๆ ที่สําคัญอยูในบริเวณนี้ ไดแก respiratory chain 

enzymes และ ATP synthase หรือ F1F0 ATPase (ตารางที่ 1) เปนตน 

3. เมทริกซ (matrix) จะอยูถัดจากเยื่อหุมชั้นในเขาไป มีลักษณะเปนของเหลวคลายวุน 

ภายใน matrix จะประกอบไปดวยเอนไซมตางๆ ของปฏิกิริยาในวัฏจักรเครปส (ยกเวนเอนไซม 

succinate dehydrogenase ซึ่งจะอยูที่เยื่อหุมชั้นในของไมโตคอนเดรีย) เอนไซมตางๆ ที่ใชใน

ปฏิกิริยาการออกซิไดซกรดไขมัน ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 1 นอกจากนี้ภายใน matrix ก็ยัง

ประกอบดวย mitochondrial DNA (mtDNA), ไรโบโซม และโปรตีนที่จําเปนตองใชในกระบวนการ 

transcription ของ mtDNA และกระบวนการ translation ของ mRNA (Devlin, 2006; Szewczyk 

และ Wojtczak, 2002)   

 

 
 

 

รูปที่ 3 ลักษณะและโครงสรางของไมโตคอนเดรีย (Lodish และคณะ, 2004) 
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รูปที่ 4 โครงสรางและสวนประกอบที่สําคญัของไมโตคอนเดรีย 

(Szewczyk และ Wojtczak, 2002) 

 

 
 

รูปที่ 5  ลักษณะและสวนประกอบของ permeability transition pore (PTP) ภาพดานขวาแสดง

ใหเห็นวา PTP จะอยูบริเวณ contact site ซึ่งเชื่อมระหวางเยื่อหุมช้ันในและชั้นนอกของไมโตคอน

เดรีย สวนภาพดานซายแสดงใหเห็นสวนประกอบบริเวณ  contact site ไดแก peripheral 

benzodiazepine receptor, HK: hexokinase, ANT: adenine nucleotide translocase, CK: 

creatine kinase (พบในไมโตคอนเดรียของเซลลกลามเนื้อ), CpD: cyclophilin D (เปนบริเวณที่ 

cyclosporine A มาจับได) (Szewczyk และ Wojtczak, 2002) 



ตารางที่ 1 เอนไซมชนิดตางๆ ในแตละสวนของไมโตคอนเดรีย (Devlin, 2006) 
 

Outer Membrane Intermembrane Space Inner Membrane Matrix 
 

Monoamine oxidase 

Kynurenine hydroxylase 

Nucleoside diphosphate kinase 

Phospholipase A 

Fatty acyl-CoA synthetases 

NADH: cytochrome-c reductase  

(rotenone-insensitive) 
Choline phosphotransferase 

Adenylate kinase 

Nucleoside diphosphate kinase 

Creatine kinase 

Succinate dehydrogenase 

F1F0 ATP synthase 

NADH dehydrogenase  

β-Hydroxybutyrate dehydrogenase 

Cytochrome b, c1, c, a, a3

Carnitine: acyl-CoA transferase 

Adenine nucleotide translocase 

Mono-, di-, and 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 

dehydrogenase 

Carbamoyl phosphate synthetase I 

Heme synthesis enzymes 
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กระบวนการสรางพลังงานโดยไมโตคอนเดรีย 
โดยทั่วไปแลวเมื่อรับประทานสารอาหารที่ใหพลังงานตางๆ เขาไป ไดแก โปรตีน ไขมัน

และคารโบไฮเดรต สารอาหารตางๆ ดังกลาวนั้นจะตองถูกยอยสลายใหมีขนาดโมเลกุลเล็กๆ กอน 

เพื่อรางกายสามารถดูดซึมและนําไปใชได เชน โปรตีนก็จะถูกยอยไดเปนกรดอะมิโน ไขมันถูกยอย

ไดเปนกรดไขมัน และคารโบไฮเดรตถูกยอยไดเปนกลูโคส จากนั้นสารอาหารโมเลกุลเล็กตางๆ 

เหลานี้ก็จะถูกเปลี่ยนแปลงดวยกระบวนการตางๆ ไปเปน acetyl coenzyme A (acetyl CoA) ซึ่ง

เปนตัวกลางที่สําคัญเขาสูวัฏจักรเครปสตอไป หลังจากเกิดการเปลี่ยนแปลงโดยวัฏจักรเครปสก็จะ

ไดคารบอนไดออกไซด น้ํา และไฮโดรเจนที่ถูกปลดปลอยออกมาจากสารตัวกลางตาง ๆ เกิดการ

ถายทอด reducing equivalent (ไฮโดรเจนหรืออิเลคตรอนที่มีพลังงานสูง) โดยมี NAD+ และ FAD 

มารับ และกลายเปน NADH และ FADH2 จากนั้น NADH และ FADH2 ก็จะถายทอด reducing 

equivalent ผานทางลูกโซการหายใจ (respiratory chain หรือ electron transport chain) ที่อยูใน

เยื่อหุมชั้นในของไมโตคอนเดรียตอไป โดยมีออกซิเจนเปนตัวมารับอิเลคตรอนตัวสุดทายกลายเปน

น้ํา และระหวางที่เกิดการถายทอดอิเลคตรอนนั้นจะมีพลังงานอิสระเกิดขึ้น พลังงานทีเ่กดิข้ึนนีม้าก

พอที่จะถูกเอนไซม ATP synthase (อยูในเยื่อหุมช้ันในของไมโตคอนเดรีย) นําไปสรางเปน ATP 

จากปฏิกิริยาฟอสฟอริลเลชัน ของ ADP ได  วิถีการสราง ATP โดยใชพลังงานที่ไดจากการ

ถายทอดอิเลคตรอนนี้เรียกวา ปฏิกิริยาออกซิเดทีฟ ฟอสฟอริลเลชัน (รูปที่ 6) 
 

 
 

รูปที่ 6 ความสัมพันธระหวางวัฏจักรเครปส, ลูกโซการหายใจ และปฏิกิริยาออกซิเดทีฟ 

ฟอสฟอริลเลชนั (Avers, 1986) 

 



  
  12 

การถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ (Devlin, 2002; Voet, 1995) 
การถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ เปนการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน-รีดักชัน 

หลายขั้นตอนของสารตัวกลางที่ทําหนาที่รับสงอิเลคตรอนซึ่งมีการจัดเรียงตัวกันอยูในรูปของ 

complex ตางๆ  4 complexes แตละ complex ก็จะประกอบดวยเอนไซมหลักที่เรงปฏิกิริยาการ

ขนสงอิเลคตรอน ตัวขนสงอิเลคตรอนที่มี prosthetic group และโปรตีนโครงสรางที่ทําให 

complex คงรูปอยูได นอกจากนี้ก็ยังมีตัวขนสงอิเลคตรอนขนาดเล็กทําหนาที่ขนสงอิเลคตรอน

ระหวาง complex ไดแก cytochrome c และ coenzyme Q หรือ ubiquinone (พัชรา วีระกะลัส, 

2544) ตัวอยางของตัวขนสงอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ (Garrett และ Grisham, 1999; 

Zubay, 1993) ไดแก  

1. Flavoprotein เปนโปรตีนที่มี prosthetic group เชื่อมอยู เชน Flavin mononucleotide 

(FMN) เปน  prosthetic group ของ  flavoprotein ของ complex I สวน  flavin adenine 

dinucleotides (FAD) เปน prosthetic group ของ flavoprotein ของ complex II (รูปที่ 7) 

 2. Coenzyme Q หรือ ubiquinone (CoQ หรือ UQ) เปนโมเลกุลขนาดเล็กที่สามารถ

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

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

c1, a และ a3 ทําหนาที่รับสงอิเลคตรอนไดคร้ังละ 1 ตัว  เมื่อ cytochrome อยูในสภาพออกซิไดซ

โมเลกุลของเหล็กที่อยูภายในจะอยูในรูปเฟอริก (Fe3+) แตเมื่อรับอิเลคตรอนมา 1 ตัวจะทําให

โมเลกุลของเหล็กที่อยูภายในเปลี่ยนจากเฟอริก (Fe3+) เปนเฟอรัส (Fe2+) ทําให cytochrome อยู

ในสภาพรีดิวซ และเมื่อสงอิเลคตรอนไป 1 ตัวก็จะกลายเปน cytochrome ที่อยูในสภาพออกซิไดซ

ตามเดิม (รูปที่ 9) 

 4. Iron-sulfur protein (Fe-S protein) เปนโปรตีนที่ทําหนาที่ขนสงอิเลคตรอนที่มีเหล็ก

เปนสวนประกอบ และการรับสงอิเลคตรอนจะทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงระหวาง Fe2+และ Fe3+ 

คลายกับใน  cytochrome แตอะตอมของเหล็กจะจับอยูกับอะตอมของซัลเฟอรดวยพันธะโควา

เลนทแลวเกิดเปน Fe-S center ไมไดอยูในรูปของ heme เหมือนกับใน cytochrome (รูปที่ 9) 

 5. Protein-bound copper จะทําหนาที่ขนสงอิเลคตรอนครั้งละ 1 ตัว ซึ่งก็จะทําใหมีการ

เปลี่ยนแปลงระหวาง Cu+ และ Cu2+
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รูปที่ 7 ลักษณะโครงสรางของ 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 การเกิดปฏิกิริยารีดักชันของ Coenzyme Q (Voet และคณะ, 2006) 
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รูปที่ 9 ดานซายแสดงลักษณะโครงสรางของ Heme a, b, และ c ซึ่งเปนสวนประกอบของ 

cytochrome a, b และ c ตามลําดับ สวนดานขวาแสดงลักษณะโครงสรางของ iron-sulfur 

protein แตละชนิดที่เปนสวนประกอบของลูกโซการหายใจ (Voet และคณะ, 2006) 
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การถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจผานสารตัวกลางตางๆ ทั้ง 4 complexes จะมี

หลายขั้นตอนเปนไปตามคา redox potential (E0) ที่เพิ่มข้ึนโดยมีออกซิเจนเปนตัวรับอิเลคตรอน

ตัวสุดทาย (รูปที่ 10) ซึ่งแตละ complex ก็จะมีสวนประกอบที่แตกตางกันดังแสดงในตารางที่ 2 

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

ทําหนาที่ออกซิไดซ   NADH  ที่อยูใน matrix ของไมโตคอนเดรีย แลวสงอิเลคตรอนตอไปให 

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

protein ซี่งอิเลคตรอนจาก Fe-S protein ก็จะถูกสงตอไปยัง coenzyme Q 

 2. complex II หรือ succcinate dehydrogenase หรือ ubiquinone oxidoreductase 

ทําหนาที่ออกซิไดซ succinate ไดเปน fumarate และอิเลคตรอน ซึ่งอิเลคตรอนจะถูกสงตอไปให 

coenzyme Q เชนเดียวกับ complex I โดยเริ่มจาก FAD มารับอิเลคตรอนจาก succinate ผานไป

ตาม Fe-S centers แลวจึงสงตอไปยัง coenzyme Q  

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

complex ประกอบดวย cytochrome b, cytochrome c1 และ iron-sulfur protein ทําหนาที่ขนสง

อิเลคตรอนจาก coenzyme Q ไปยัง cytochrome c ซึ่ง cytochrome c เปนตัวขนสงอิเลคตรอนที่

เคลื่อนที่ได มีคุณสมบัติเปน hydrophilic protein ขนาดเล็ก อยูบนผิวดานนอกของเยื่อหุมช้ันใน 

ของไมโตคอนเดรีย เมื่อ cytochrome c จับกับ complex III ก็จะไดรับอิเลคตรอนจาก complex III 

ทําใหกลายเปน reduced cytochrome c จากนั้นจะเคลื่อนที่ไปตามผิวของเยื่อหุมแลวไปจับกับ 

subunit II ของ complex IV ทําใหเกิดการสงอิเลคตรอนตอไปใหยัง complex IV ตอไป 

4. complex IV หรือ cytochrome c oxidase ทําหนาที่ในการขนสงอิเลคตรอนจาก 

cytochrome c ไปยังโมเลกุลของออกซิเจน ทําใหออกซิเจนถูกรีดิวซพรอมกับรับโปรตอน (H+) 

กลายเปนน้ํา โดยเริ่มจาก CuA รับอิเลคตรอนจาก cytochrome c แลวสงตอไปยัง cytochrome a 

และ cytochrome a3-CuB เพื่อสงตอใหออกซิเจนในที่สุด B

 



 

 

 

 
 

 

รูปที่ 10 การถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจผานสารตัวกลางตางๆ ทั้ง 4 complexes (Bhagavan, 2002) 
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ตารางที่ 2 สวนประกอบของลูกโซการหายใจ 4 complexes ที่อยูภายในเยื่อหุมชั้นในของไมโต

คอนเดรีย (Avers, 1986) 

Complex Components 

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 (FeS) centers 

Cytochrome b558  

Phospholipids 

Cytochrome b 

Cytochrome c1

Nonheme iron protein 

Coenzyme Q10

Phospholipids 

Cytochrome a 

Cytochrome a3

Copper 

Phospholipids 
   

เราสามารถแบงสับสเตรทที่ไมโตคอนเดรียสามารถออกซิไดซและทําใหมีการถายทอด

อิเลคตรอนเขาสูตําแหนงตางๆ ของลูกโซการหายใจไดเปน 2 ชนิด คือ 

1. สับสเตรทชนิด NAD+-linked ไดแก glutamate, malate, pyruvate, α-ketoglutarate 

ซึ่งเมื่อเกิดการเปลี่ยนแปลงโดยวัฏจักรเครปสในไมโตคอนเดรีย สับสเตรทเหลานี้จะปลดปลอย

ไฮโดรเจนอะตอม (2H) ไปรีดิวซ NAD+ ไดเปน NADH และ H+ ซึ่งจะใหอิเลคตรอนเขาสูลูกโซการ

หายใจที่ complex I 

2. สับสเตรทชนิด FAD-linked ไดแก succinate ซึ่งเมื่อเกิดการเปลี่ยนแปลงโดยวัฏจักร

เครปสในไมโตคอนเดรียจะปลดปลอยไฮโดรเจนอะตอม (2H) ไปรีดิวซ FAD ไดเปน FADH2 ซึ่งจะ
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ใหอิเลคตรอนเขาสูลูกโซการหายใจที่ complex II หรือเขาสู coenzyme Q โดยตรง (Lehninger, 

Nelson และ Cox, 2000; Mathews, Holde และ Ahern, 2000) 
 
ความสัมพันธระหวางปฏิกิริยาออกซิเดชัน-รีดักชันและการสังเคราะห ATP  
ในขณะที่มีการถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจโดยปฏิกิริยาออกซิเดชัน-รีดักชัน

จาก  NADH หรือ  FADH2 ไปยังออกซิเจนผานตัวกลางตางๆ ที่รับสงอิเลคตรอนก็จะมีการ

ปลดปลอยพลังงานอิสระออกมาจํานวนหนึ่ง ซึ่งมากพอที่จะถูกนําไปใชในการสังเคราะห ATP 

จาก ADP และ Pi โดยกระบวนการออกซิเดทีฟ ฟอสฟอริลเลชันซึ่งสามารถพบไดในลูกโซการ

หายใจทั้งหมด 3 ตําแหนง ไดแก บริเวณ complex I, complex II และ complex III หรือเรียกวา 

site I, site II และ site III ตามลําดับ เพราะทั้ง 3 ตําแหนงนั้นพลังงานอิสระที่ถูกปลดปลอยออกมา

นั้นมีคามากกวา 30.5 กิโลจูลตอโมล (kJ/mol) (พลังงานที่ตองใชในการสราง ATP 1 โมล) (Voet 

และคณะ, 2006) จึงสามารถเกิดการสังเคราะห ATP ได สวนที่ complex II นั้นพบวาพลังงาน

อิสระที่ถูกปลดปลอยออกมามีคานอยกวา 30.5 กิโลจูลตอโมล ดังนั้นจึงไมเกิดการสังเคราะห ATP 

ข้ึน (รูปที่ 11) 

ในสภาวะปกติแลวทั้งปฏิกิริยาออกซิเดชัน-รีดักชันที่เกิดขึ้นในขณะที่มีการถายทอด

อิเลคตรอน และการสังเคราะห ATP นั้นจะเกิดขึ้นควบคูกัน (tightly coupled) แตในบางกรณีก็

พบวาทั้ง 2 กระบวนการอาจเกิดแยกจากกันได เชน กรณีที่ไมโตคอนเดรียที่เตรียมไดมีคุณภาพไม

ดีหรือเก็บนานเกินไป (aging mitochondria) หรือกรณีที่ไมโตคอนเดรียไดรับสารบางอยาง เชน 

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

chlorophenylhydrazone) เปนตน สารประเภทนี้จะสามารถกระตุนใหไมโตคอนเดรียใชออกซิเจน

ในการออกซิไดซสับสเตรทในลูกโซการหายใจอยางอิสระและรวดเร็วโดยไมเกิดการสังเคราะห ATP 

เรียกสภาวะนี้วา uncoupling (Lehninger และคณะ, 2000) 
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รูปที่ 11 การถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจไปตาม complex ตางๆ ตามคา redox     

potential (E0) ที่เพิ่มข้ึน และตําแหนงที่เกิดการสังเคราะห ATP (Voet และคณะ, 2006) 

 
ทฤษฎีเกี่ยวกับการสังเคราะห ATP  
การสังเคราะห  ATP ในไมโตคอนเดรียนั้นจําเปนตองใชพลังงานจากการถายทอด

อิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ แตกลไกในการนําพลังงานดังกลาวไปใชในการสังเคราะห ATP นั้น

ยังไมทราบแนชัด เชื่อวาพลังงานที่เกิดขึ้นจากการถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจนั้นจะมี

การสงวนไวในรูปใดรูปหนึ่งกอนที่จะนํามาใชในการสังเคราะห ATP ไดมีการเสนอแนวความคิด

หรือทฤษฎีมากมายเพื่อใชอธิบายความสัมพันธนี้  แตปจจุบันทฤษฎีที่ไดรับการยอมรับคือ 

chemiosmotic theory  ซึ่งถูกเสนอโดยนักวิทยาศาสตรชาวอังกฤษชื่อ Peter Mitchell ในป 1961 

โดยเสนอไววา ในขณะที่มีการถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจจะมีการปลดปลอยพลังงาน

อิสระออกมาเพื่อใชในการผลักดัน (pump) H+ จาก matrix ผานเยื่อหุมชั้นในของไมโตคอนเดรีย 

ออกไปยัง intermembrane space ทําใหที่ intermembrane space มีความเขมขนของ H+ มาก 

และที่ matrix มีความเขมขนของ H+ นอย จึงเกิดความแตกตางของประจุ หรือ proton gradient 

ข้ึนที่เยื่อหุมชั้นใน ทําใหเกิด electrical gradient ซึ่งรวมเรียกวา electrochemical proton 

gradient หรือ proton-motive force (Voet และคณะ, 2006) ซึ่งจะเกิดขึ้นไดไมโตคอนเดรียนั้น

ตองเปน intact ไมโตคอนเดรีย คือสามารถควบคุมการเคลื่อนที่ผานเขาออกของโปรตอนได และ 

electrochemical proton gradient นี้เองจะเปนสวนที่ใหพลังงานและผลักดันใหมีการสังเคราะห 
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ATP จาก ADP และ Pi (รูปที่12) โดยโปรตอนจาก intermembrane space จะผานกลับเขาสู 

matrix ทาง F0 domain ของเอนไซม ATP synthase หรือ F1F0-ATPase และไปกระตุน F1 domain 

ใหสังเคราะห ATP ข้ึนจากปฏิกิริยาฟอสฟอริลเลชันของ ADP ดังแสดงในสมการ 

  ATP synthase / F0F1ATPase 

ATP + H2O       ADP + Pi + H+  

จากสมการแสดงใหเห็นวาปฏิกิริยาการสังเคราะหและปฏิกิริยาการสลาย ATP นั้นเปน

ปฏิกิริยาที่ผันกลับได โดยในสภาวะปกติเอนไซม ATP synthase จะเรงปฏิกิริยาไปในทิศทางของ

การสังเคราะห ATP เปนสําคัญ แตในกรณีที่ไดรับสารใดๆ ก็ตามที่ทําใหไมโตคอนเดรียเกิดสภาวะ 

uncoupling ข้ึน นั่นคือทําใหปฏิกิริยาออกซิเดชัน-รีดักชันและฟอสฟอริลเลชันแยกออกจากกัน จะ

มีผลทําให electrochemical proton gradient เสียไป พบวาในสภาวะเชนนี้ F1 domain ซึ่งปกติ

จะกระตุนใหเกิดการสราง ATP กลับไปกระตุนใหมีการสลาย ATP ข้ึนมาแทนเพื่อเปนการผลักดัน

ใหเกิด electrochemical proton gradient ข้ึนอีกทางหนึ่ง ซึ่งการกระตุนใหเกิดการสลาย ATP นั้น

เปนผลจาก ATPase activity ที่เพิ่มข้ึน (ในสภาวะปกติเอนไซมนี้จะมี activity ต่ํา) (Danishefsky, 

1980; Zubay, 1993; Devlin, 2006; Lehninger และคณะ, 2000; Voet และคณะ, 2006) 

 

 
 

รูปที่ 12 การควบคู (coupling) กันระหวางการถายทอดอิเลคตรอนและการสังเคราะห ATP  

(Voet และคณะ, 2006) 

 

 ปฏิกิริยาการสังเคราะห ATP จะเกิดขึ้นไดจะตองอาศัยเอนไซม ATP synthase หรือ F1F0-

ATPase ซึ่งจัดวาเปน complex V ของลูกโซการหายใจ  พบวาโครงสรางของเอนไซมดังกลาวจะ

ประกอบไปดวยโปรตีนหลายหนวยยอยมารวมกัน (multisubunit protein) มีน้ําหนักโดยรวม

มากกวา 500,000 daltons มี head protein เปนสวนหัวของเอนไซม เรียกวา F1 domain (F1 

ATPase) ประกอบดวยวงแหวนจํานวน  6 subunits คือ 3α และ 3β และยังมีโปรตีนเปน

สวนประกอบยอยอีก 3 ชนิดคือ γ, δ และ ε ยื่นจากผนังชั้นในของไมโตคอนเดรียไปยัง matrix อีก

สวนของเอนไซมจะเปน F0 domain ซึ่งเปน transmembrane H+ carrier ประกอบดวยวงแหวน
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โปรตีน 10-14 subunits ซึ่งเปนสวนที่สามารถหมุนได จึงเรียกไดอีกอยางวา rotor ring ที่ F1 

domain จะมีโครงสรางที่มีลักษณะเปนแขนยื่นยาวออกมา (elongated arm) ไปสัมผัสกับสวน F0 

domain ซึ่งเรียกสวนนี้วา stator ขณะที่ H+ เคลื่อนที่ผานชองที่เกิดขึ้นระหวางรอยสัมผัสของ rotor 

และ statorจะทําใหเกิดการหมุนของ rotor ring ซึ่งการหมุนนี้จะทําใหเกิดการหมุนของ rotating 

stalk อยางรวดเร็ว ผลที่เกิดขึ้นคือ เกิดการเปลี่ยนรูปของพลังงานที่เกิดจาก proton motive force 

เปลี่ยนไปเปนพลังงานกล (mechanical energy) แลวเปลี่ยนรูปอีกครั้งไปเปนพลังงานเคมีโดย

อาศัย head protein ซึ่งจะมี bindind site สําหรับ ADP และ Pi เปนตัวชวยผลักดันใหเกิดการ

สราง ATP ซึ่งเอนไซม ATP synthase จะสามารถสราง ATP ไดมากกวา 100 โมเลกุลตอวินาทโีดย

อาศัยการเคลื่อนที่ผานของ H+ โดยการสราง ATP 1 โมเลกุลจะอาศัยการเคลื่อนที่ผานประมาณ 

3-4 โปรตอน (รูปที่ 13) (Alberts และคณะ, 2002; Garrett และ Grisham, 2002; Karp, 2002; 

Lehninger และคณะ, 2000) 
 

 
 

รูปที่ 13 ลักษณะและโครงสรางของเอนไซม ATP synthase หรือ F1F0-ATPase 

(Bhagavan, 2002) 
 
การเกิดพิษตอไมโตคอนเดรีย 
 ไมโตคอนเดรียนั้นมีหนาที่สําคัญในการสรางพลังงานใหกับเซลล ดังนั้นสารใดก็ตามที่

รบกวนการทํางานของไมโตคอนเดรียก็จะมีผลตอการสรางพลังงานของเซลลซึ่งอาจจะกอใหเกิด

ความผิดปกติตอเซลลได จากการที่เยื่อหุมชั้นในของไมโตคอนเดรียนั้นมีคุณสมบัติเปนเยื่อเลือก

ผานที่ไมยอมใหสารตางๆ ผานเขาออกไดอยางอิสระ การจะเคลื่อนที่ผานเขาออกไดตองอาศัย 
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specific channels และ carrier proteins เยื่อหุมช้ันในจึงเปนเปาหมายของการเกิดพิษตอไมโต

คอนเดรีย โดยสารเคมีหรือสารพิษอาจทําใหเกิดความเสียหายตอไมโตคอนเดรียไดโดยการเพิ่ม

ความสามารถในการผานเขาออกของสารที่เยื่อหุมช้ันในนี้ หรือโดยการยับยั้งการขนสงของ 

specific channels และ carrier proteins ก็ได อยางไรก็ดีกลไกการเกิดพิษสวนใหญจะเกิดจาก

การเปลี่ยนคุณสมบัติของการเปนเยื่อเลือกผานของเยื่อหุมช้ันในของไมโตคอนเดรีย ซึ่งจะมีผลทํา

ใหพลังงานที่ไมโตคอนเดรียสงวนไวในรูปของ electrochemical proton gradient ถูกนํามาใชใน

การสรางและปลดปลอยออกมาในรูปพลังงานความรอนแทน ดังนั้นไมโตคอนเดรียจึงสูญเสีย

พลังงานที่ไดจากการเมตาบอไลทสาร (Wallace และ Starkov, 2000) 

 นอกจากความเปนพิษตอไมโตคอนเดรียดังที่ไดกลาวไปแลวขางตน ยังพบวามีสารอีก

หลายประเภทที่กอใหเกิดความผิดปกติตอการทํางานของไมโตคอนเดรียดวยกลไกอื่นๆ อีก ซึ่ง

สามารถแบงสารที่มีผลตอการทํางานของไมโตคอนเดรียไดเปน 3 ประเภทใหญๆ คือ 

 1. สารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ (Wallace และ 

Starkov, 2000; Devlin, 2002) 

  1.1  สารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอนที่ complex I (site I) คือ สารที่

ออกฤทธิ์ยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอนจาก NADH dehydrogenase ไปยัง coenzyme Q 

โดยทั่วไปแลว complex I จะเปนตําแหนงที่เกิดความเสียหายไดงายที่สุดในลูกโซการหายใจ มี

สารเคมีมากกวา  60 ชนิดทั้งสารจากธรรมชาติและสารสังเคราะหที่ทราบแลววามีผลยับยั้งการ

ทํางานของไมโตคอนเดรียที่ complex I ยกตัวอยางเชน rotenone, rhein, ptericidin, amytal, 

ยากลุม barbiturates, mercurials, demerol เปนตน และพบวาโครงสรางของเอนไซมใน 

complex I และความไวตอตัวยับยั้งของ complex I นั้นจะไมเหมือนกันในแตละ species โดย

พบวาไมโตคอนเดรียจากแมลงและปลาจะไวตอการยับยั้งที่ complex I มากที่สุด ในขณะที่ไมโต

คอนเดรียจากพืชและรามักจะไมคอยไวตอสารยับยั้ง สวนในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมพบวาไมโตคอน

เดรียที่ไวตอสารยับยั้งมากที่สุดเปนไมโตคอนเดรียจากเซลลประสาท 

  1.2  สารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอนที่ complex II คือสารที่ออก

ฤทธิ์ยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอนจาก succinate ไปยัง coenzyme Q เชน malonate ซึ่งออก

ฤทธิ์เปน  competitive inhibitor ของ  succinate ในการแยงจับกับเอนไซม  succinate 

dehydrogenase ตัวยับยั้งอื่นๆ เชน carboxin, thenoyl trifluoroacetone (TTFA) เปนตน 

  1.3  สารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอนที่ complex III (site II) คือ สาร

ที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอนจาก cytochrome b ไปยัง cytochrome c ตัวอยางเชน 

myxothiazol (จากเชื้อ myxobacterium Myxococcus fulvus), antimycin A, funicolusin, zinc 

ion เปนตน ซึ่งความไวตอตัวยับยั้งของ complex III ในแตละ species ก็จะแตกตางกัน 
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  1.4  สารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอนที่ complex IV (site III) คือ 

สารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอนจาก cytochrome c ไปยังออกซิเจน โดยถามีการ

ยับยั้งที่ complex IV แลว นอกจากจะไมสามารถถายทอดอิเลคตรอนไปยังออกซิเจนไดแลว ยังทํา

ใหไมเกิดการสังเคราะห ATP ดวย ไมวาจะใชสับสเตรทชนิดใดก็ตาม ตัวอยางสารที่ออกฤทธิ์ยับยั้ง

ในกลุมนี้ เชน cyanide, azide, carbon monoxide เปนตน 

 2. สารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการเกิดฟอสฟอริลเลชัน หรือการสังเคราะห ATP ซึ่งไดแก 

  2.1  oligomycin และ dicyclohexycarbodiimide (DCDD) สารทั้ง 2 ชนิดนี้ออก

ฤทธิ์โดยการไปยับยั้งการทํางานของเอนไซม ATP synthase ปกติแลวที่ F0 domain ของเอนไซม 

ATP synthase นั้นจะมี subunit c ทําหนาที่จัดเรียงตัวเปนชองเพื่อใหโปรตีนเคลื่อนที่ผาน F0 

domain และไปกระตุน F1 domain ใหสังเคราะห  ATP ตอไป พบวา DCDD จะออกฤทธิ์โดยการ

ไปจับกับ subunit c ดังกลาวนี้  ทําใหโปรตอนเคลื่อนที่ผานไปไมได  ในทํานองเดียวกัน  

oligomycin ก็ออกฤทธิ์ตอเอนไซม ATP synthase โดยการไปจับกับ subunit ของ F0 domain ทํา

ใหโปรตอนเคลื่อนที่ผานไปไมไดเชนกัน เมื่อไมเกิดการเคลื่อนที่ผานของโปรตอน การทํางานของ

เอนไซม ATP synthase ก็จะถูกยับยั้ง และการสังเคราะห  ATP ก็จะไมเกิดขึ้น (Garrett และ 

Grisham, 1999) 

  2.2 atractyloside ออกฤทธิ์โดยการไปยับยั้ง  adenosine nucleotide 

translocator ซึ่งทําหนาที่เปนตัวขนสง  ADP จากภายนอกเขาสูไมโตคอนเดรีย ดังนั้นการ

สังเคราะห  ATP จึงถูกยับยั้งเพราะขาด ADP ที่เปนสารตั้งตนที่จะนําไปใชในการสังเคราะห ATP 

นั่นเอง (Lehninger และคณะ, 2000) 

  2.3  5,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoate (DTNB) เปน aromatic disulfide ออก

ฤทธิ์โดยการไปทําปฏิกิริยากับหมู sulfhydryl (-SH) ที่อยูบนผนังชั้นในของไมโตคอนเดรียทําให

การสงผาน Pi จากภายนอกเขาสูไมโตคอนเดรียถูกยับยั้ง การสังเคราะห  ATP จึงถูกยับยั้งเพราะ

ขาด Pi ในการทําปฏิกิริยา (Haugaard และคณะ, 1969) 

  2.4  N-ethylmaleimide (NEM) หรือ mersalyl จะมีผลไปยับยั้ง phosphate 

translocator ซึ่งจะทําใหไมโตคอนเดรียขาด Pi เขาสูภายใน ดังนั้นจึงมีผลทําใหเกิดการสลาย ATP 

เพื่อใหได Pi ข้ึนมาแทน จึงมีผลยับยั้งการสราง ATP เชนเดียวกัน (Erecinska และ Wilson, 1981) 
 3. สารที่ออกฤทธิ์ทําใหไมโตคอนเดรียเกิดสภาวะ uncoupling 

สารในกลุมนี้เรียกวา uncouplers ออกฤทธิ์ทําใหปฏิกริิยาออกซิเดชัน-รีดักชันและฟอสฟอ

ริลเลชันแยกออกจากกัน จากการที่สารในกลุมนี้มีคุณสมบัติเปน  H+ carrier หรือ proton-

ionophore ซึ่งสามารถทําใหโปรตอนที่อยูใน intermembrane space ไหลกลับเขาสู matrix ผาน

ผนังชั้นในของไมโตคอนเดรียไดอยางอิสระ โดยไมผานเอนไซม ATP synthase สารเหลานี้จะทําให 
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proton gradient ถูกทําลาย ดังนั้นไมโตคอนเดรียจะพยายามสราง proton gradient ข้ึนมาใหม 

ทําใหเกิดการออกซิไดซสับสเตรทและใชออกซิเจนในสภาวะที่สูงกวาปกติ นั่นคือ ยังเกิดการ

ถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจอยู แตจะไมเกิดการสังเคราะห ATP และทําใหพลังงานที่

ถูกปลดปลอยออกมาในระหวางที่เกิดการถายทอดอิเลคตรอนนั้นถูกเปลี่ยนเปนพลังงานความรอน

แทน (Garrett และ Grisham, 1999) ในสภาวะเชนนี้ F1 domain ซึ่งในสภาวะปกติจะกระตุนให

เกิดการสราง ATP กลับมีผลไปกระตุนใหเกิดการสลาย ATP (ATP hydrolysis) ข้ึนมาแทน เพื่อ

เปนการผลักดันใหเกิด proton gradient ข้ึน โดยการกระตุนใหเกิดการสลาย ATP นั้นเปนผลมา

จากการที่เอนไซม ATPase มี activity เพิ่มข้ึน ซึ่งถาไมโตคอนเดรียอยูในสภาวะปกติเอนไซมนี้จะ

มี activity ต่ํา  

 สามารถแบงสารในกลุมนี้ตามกลไกในการออกฤทธิ์ไดดังนี้ คือ (Erecinska และ Wilson, 

1981; Hanstein, 1976; Wallace และ Stakov, 2000) 

  3.1 สารที่ออกฤทธิ์เปน  structural uncoupling ไดแก สารตางๆ รวมถึง

กระบวนการใดๆ ที่มีผลไปทําใหความแข็งแรงของเยื่อหุมชั้นในของไมโตคอนเดรียเสียไป ซึ่งมีผล

ทําใหการควบคุมการหายใจ (respiratory control) และประสิทธิภาพในการเกิดฟอสฟอริลเลชัน 

ของไมโตคอนเดรียลดลง  และมีผลเพิ่ม   ATPase activity ดวย   ตัวอยางเชน  detergent, 

phospholipase และการ sonicate เปนตน 

  3.2  ionophores คุณสมบัติของสารในกลุมนี้ คือ ชวยเพิ่มความสามารถในการ

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

ถูกนํามาใชในการผลักดัน cation เขาสู matrix แทน  สามารถแบงสารในกลุมนี้ตามกลไกไดเปน 2 

กลุม ไดแก 

    3.2.1  channel type สารในกลุมนี้จะจัดเรียงตัวเปนชองที่บริเวณชั้น

ไขมันของไมโตคอนเดรียทําใหอิออน เชน H+ และ K+ สามารถเคลื่อนที่ผานผนังชั้นในของไมโต

คอนเดรียได ตัวอยางเชน gramicidin เปนตน 

    3.2.2    carrier type สารกลุมนี้จะเกิดเปนสารประกอบเชิงซอนที่ละลาย

ไดในไขมัน (lipid-soluble-complex) กับอิออน แลวเคลื่อนที่ผานเยื่อหุมช้ันในของไมโตคอนเดรีย 

ตัวอยางเชน valinomycin, nigericin เปนตน 

  3.3  สารพวก phenols และ anionic aromatic compounds อ่ืนๆ สารกลุมนี้จะ

มีคุณสมบัติเปน  lipophilic weak acid ทําใหสามารถจับกับ H+ ที่ดานนอกของเยื่อหุมช้ันใน แลว

เคลื่อนที่เขาไปใน matrix แตกตัวให H+ ซึ่งการจับและการแตกตัวนี้เกิดจากการที่ดานใน matrix มี 

pH สูงกวาดานนอก   ตัวอยางสารในกลุมนี้   ไดแก   2,4-dinitrophenol  (DNP),  carbonyl 
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cyanide p-trifluoromethoxyphenylhydrazone (FCCP), carbonyl cyanide m-

chlororophenylhydrazone)   (CCCP)   เปนตน 

   3.4  สารที่ออกฤทธิ์ทําใหเกิดสภาวะ uncoupling โดยเกี่ยวของกับการเกิดพันธะ

โควาเลนต ไดแก alkylating agents เชน สารจําพวก mustard gas และ electrophiles เชน 

isothiocyanates สารเหลานี้มีรายงานการเกิดสภาวะ uncoupling แตยังไมทราบกลไกการเกิดที่

แนนอน 

   3.5  indirect uncouplers เปนสารที่ทําใหไมโตคอนเดรียเกิดสภาวะ uncoupling 

ดวยกลไกตางๆ เชน picrate และ desaspidin จะจับกับโปรตีนเฉพาะ (specific protein) ที่

เกี่ยวของกับการสราง ATP (F1 ATPase) แลวทําใหเกิด uncoupling โดยเฉพาะ desaspidin ซึ่ง

เปนสารจากพืชที่มี phenolic groups อยูในโครงสราง สามารถจับกับโปรตีนไดถึง 0.7 nmole/mg 

protein สวน arsenic กับ cadmium ทําใหเกิด uncoupling โดยการไปจับกับหมู sulfhydryl 

อยางไรก็ตาม สารในกลุม indirect uncouplers นี้จะไมมีผลไปกระตุน ATPase activity 

 
 

 

 

 

รูปที่ 14 ตําแหนงตางๆ ที่ตัวยับยั้งออกฤทธิ์ตอการถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจและ/

หรือกระบวนการออกซิเดทีฟ ฟอสฟอริลเลชัน (Garrett และ Grisham, 1999) 
 
การขนสงและการสะสมแคลเซียมในไมโตคอนเดรีย 
 ปจจุบันเปนที่ทราบกันดีวาไมโตคอนเดรียมีหนาที่ที่ สําคัญในการสังเคราะห ATP 

(Carafoli, 2003; Devlin, 2002) ใหแกเซลล แตนอกเหนือจากหนาที่ดังกลาวไมโตคอนเดรียก็ยังมี

 



  
  26 

อีกหนาที่ซึ่งมีความสําคัญเชนเดียวกันคือ หนาที่ในการควบคุมสมดุลของอิออนบวก (cation) 

ตางๆ ภายในเซลลทั้ง monovalent และ divalent cation โดยเฉพาะอยางยิ่งการควบคุมสมดุล

ของแคลเซียม (Ca2+ homeostasis) โดยการนําแคลเซียมเขาไปเก็บสะสมไวภายใน matrix ซึ่งเปน

การควบคุม metabolic activity ทั้งของไมโตคอนเดรียเองและของเซลลดวย เพราะแคลเซียมที่อยู

ใน matrix ของไมโตคอนเดรียจะเปนตัวกระตุนการทํางานของเอนไซมในวัฏจักรเครปส 3 ชนิด 

ไดแก เอนไซม pyruvate dehydrogenase, เอนไซม α-ketoglutarate dehydrogenase และ

เอนไซม isocitrate dehydrogenase  และแคลเซียมที่อยูใน matrix ก็ยังเปน positive modulator 

ตอการสราง ATP และสามารถควบคุมการทํางานของ metabolite transporters บางชนิด สวน

แคลเซียมภายในเซลลก็จะมีหนาที่กระตุนการทํางานตางๆ ของเซลล นอกจากนี้ปริมาณแคลเซียม

ภายในเซลลยังมีความสัมพันธกับการตายของเซลลแบบ necrosis และ apoptosis ดวย กลาวคือ

ถาใน cytosol มีปริมาณแคลเซียมมากเกินไป อาจมีผลไปกระตุน hydrolyzing enzymes และทํา

ใหเซลลเกิดการตายแบบ  necrosis ได สวนกรณีที่มีปริมาณแคลเซียมต่ําทั้งใน cytosol และใน

แหลงเก็บสะสม  ไดแก  ไมโตคอนเดรีย  และ  endoplasmic  reticulum  จะสามารถพบ  anti-

apoptotic Bcl-2 family อยูในปริมาณสูง ทําใหสามารถยับยั้งการเกิด  apoptosis ได เปนตน 

(Giacomello และคณะ, 2007)  

 การขนสงแคลเซียมเขาไปสะสมภายในไมโตคอนเดรียจะเกิดขึ้นผานทาง Ca uniporter ซึง่

อยูในเยื่อหุมชั้นในของไมโตคอนเดรีย และตองอาศัยความตางศักยที่อยูระหวางเยื่อหุมชั้นในของ

ไมโตคอนเดรีย (proton motive force หรือ electrochemical potential) ที่เกิดขึ้นจากกระบวนการ

ถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ (Murphy และ Smith, 2000) ดังนั้นถาสารใดๆ ก็ตามมีผล

ไปทําลาย electrochemical potential ของไมโตคอนเดรีย เชน uncoupler, respiratory chain 

inhibitor ก็จะทําใหการขนสงแคลเซียมเขาไปสะสมภายในไมโตคอนเดรียถูกยับยั้งได สวนการ

ขนสงแคลเซียมออกจากไมโตคอนเดรียจะเกิดขึ้นไดหลายทาง (Bernardi, 1999; Carafoli, 2003) 

(รูปที่15) ดังนี้ 

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

การแลกเปลี่ยนกับ H+ ประมาณ 3 โมเลกุล 

  2. sodium calcium exchange เปนการนํา Ca2+ 1 โมเลกุลออกจาก matrix โดยการ

แลกเปลี่ยนกับ Na+ ประมาณ 3 โมเลกุล 

  3.  ผานทาง permeability transition pore (PTP) 
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 รูปที่ 15 กระบวนการควบคุมสมดุลของแคลเซียมภายในเซลล โดยการนําแคลเซียมเขามาสะสม

ภายในไมโตคอนเดรียจะเกิดขึ้นผานทาง uniporter สวนการปลดปลอยแคลเซียมออกจากไมโต

คอนเดรียจะเกิดขึ้นผานทาง Ca2+/3H+ antiport system, Ca2+/3Na+ antiport  และ PTP รวมทั้ง

แสดงใหเห็นถึงบทบาทของแคลเซียมตอการทํางานตางๆ ของเซลล (ETC: electron transport 

chain, VDAC: voltage-dependent anion channel, OMM: outer mitochondrial membrane, 

IMM: inner mitochondrial membrane, PTP: permeability transition pore) (Giacomello และ

คณะ, 2007)  
 
 
 
 
 

 



บทที่ 3 
 

อุปกรณและวิธีการวิจัย 
 
1. วัสดุและอุปกรณ 
   1.1 สัตวทดลอง 
 หนูแรทสายพันธุ  Wistar เพศผู  น้ําหนัก 200-250 กรัม จากสํานักสัตวทดลองแหงชาติ 

มหาวิทยาลัยมหิดล ถนนพุทธมณฑลสาย 4 ตําบลศาลายา อําเภอพุทธมณฑล จังหวัดนครปฐม 

สัตวทดลองดังกลาวจะถูกนํามาพักเพื่อปรับสภาพรางกายกอนนํามาทําการทดลอง อยางนอยเปน

เวลา  1 สัปดาห ในโรงเลี้ยงสัตวทดลอง คณะเภสัชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ซึ่งควบคุม

อุณหภูมิหองใหอยูระหวาง 25 + 2°C มีแสงสวางพอเหมาะ จัดใหมีชวงมืดสลับกับชวงสวางอยาง

ละ  12 ชั่วโมง มีระบบระบายอากาศ และเลี้ยงสัตวทดลองในกรงที่มีวัสดุรองนอน โดยเลี้ยงดู

สัตวทดลองดวยอาหารสําเร็จรูปจากบริษัทเจริญโภคภัณฑอาหารสัตว จํากัด และมีน้ําสะอาด

อยางเพียงพอตามความตองการ และปฏิบัติกับสัตวทดลองตามหลักจรรยาบรรณการใช

สัตวทดลองของสภาวิจัยแหงชาติ 

 
 1.2 สารเคมี 
       แหลงที่มาของสารเคมีที่ใชในการทําวิจัย 
       สารทดสอบ 

       สาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol จากแกนไมแดง ไดรับความเอื้อเฟอจาก 

รศ.ดร.ชัยโย ชัยชาญทิพยุทธ ภาควิชาเภสัชเวท  คณะเภสัชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

       สารเคมีอ่ืนๆ  

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

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

serum albumin (BSA), calcium chloride (CaCl2), cupric sulfate (CuSO4), 2,4-

dinitrophenol (DNP), dithiothreitol (DTT), Folin & Ciocalteu’s phenol reagent, HEPES,     

L-glutamic acid, magnesium chloride (MgCl2), malic acid, nicotinamide adenine 

dinucleotide reduced form (NADH), 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) 
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       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) และ Rotor (model RPR 18-3) 

   5.  Oxygraph 

   Biological Oxygen Monitor (YSI Model 53) 

   Clark Oxygen Electrode (YSI 5331) 

   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) 
 
2. วิธีการวิจัย 
 2.1 การเตรียมสารละลายสําหรับใชในการทดลอง 
 ความเขมขนและขนาดที่ใชบอยของสารเคมีที่ละลายไดในน้ําบริสุทธิ์ (ultrapure water) 

ไดแก 0.3 M ADP + 0.6 M Pi 2 μl, 0.1 M ATP (pH 7.2) 150 μl, 250 mg/ml BSA 20-120 μl, 

0.4 M CaCl2 2 μl, 1.05 M DTT 2 μl, 0.05 M DNP 2-6 μl, 1 mM EGTA (pH 7.2), 1 M HEPES 

buffer (pH 7.2), 2.5% ammonium molybdate, 1 M glutamate + 1 M malate (pH 7.2) 10 μl, 
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0.2 M NADH ใน 1% NaHCO3 10 μl, 0.5 M NaOH, 1 M succinate (pH 7.2) 10 μl, 0.05 M 

MgCl2, 2.3 M KCl, 0.025 M KH2PO4, 0.2 M H2SO4, 0.25 M sucrose และ 20% w/v 

trichloroacetic acid  

 สารเคมีที่ละลายใน absolute ethanol ไดแก สารทดสอบ 8(14),15-isopimaradiene-

3β,18-diol ความเขมขนตางๆ ปริมาณที่ใชคร้ังละ 10 μl และ 5 mg/ml rotenone 2 μl 

 ในกรณีที่ตองปรับ pH ของสารละลายใหไดตามตองการจะใชสารละลาย 1 N KOH และ 

1 N HCl  

 
2.2 การเตรียมไมโตคอนเดรียจากตับหนูแรท 

 เตรียมโดยวิธี Differential centrifugation ตามวิธีของ Hogeboom (1955) ซึ่ง Myer และ 

Slater (1957) เปนผูดัดแปลงวิธีเล็กนอย ทําการปนแยกไมโตคอนเดรียจาก liver homogenate 

ของหนูแรทโดยใช refrigerated centrifuge ซึ่งควบคุมอุณหภูมิตลอดการเตรียมไวที่  4 °C โดย

ข้ันตอนการเตรียมไมโตคอนเดรีย แบงออกเปน 2 ข้ันตอนหลัก คือ 

 ข้ันตอนที่ 1 การเตรียม liver homogenate 

 นําสลบหนูแรทดวยอีเธอร แลวทํา cervical dislocation จากนั้นผาตัดเปดหนาทอง เท

ราดสารละลาย 0.85% NaCl  ที่เย็นจัด ประมาณ 100 ml ลงบนตับและชองทอง แลวรีบตัดตับ

ออกมาอยางรวดเร็ว ลางทันทีดวยสารละลาย 0.85% NaCl  ที่เย็นจัด ประมาณ 50 ml และลาง

ตอดวย homogenizing medium (ซึ่งประกอบดวย 0.25 M sucrose และ 1 mM EGTA, pH 7.2) 

ที่เย็นจัดหลายๆ คร้ังจนเลือดหมด แชตับใน homogenizing medium ปริมาตรประมาณ 60-70 

ml จากนั้นใชกรรไกรตัดตับเปนชิ้นเล็กๆ ลางเลือดโดยใชสารละลาย homogenizing medium 

หลังจากนั้นนําชิ้นตับเล็กๆ แชใน homogenizing medium เทแบงใสหลอด Thomas glass 

homogenizer ที่แชเย็นจัด แลวทําการ homogenize ดวยเครื่อง Homogenizer (Heidolph Type 

50203 RZR 2) ประมาณ 6-7 คร้ัง จนกระทั่งได liver homogenate ปริมาตรประมาณ 60-80 ml 

นํามาเทใสหลอด centrifuge เพื่อนําไปปนแยกตอไป 

 ข้ันตอนที่ 2 การปนแยกไมโตคอนเดรียจาก liver homogenate 

 นํา liver homogenate ที่บรรจุอยูในหลอด centrifuge มาทําการปนแยกเพื่อใหไดไมโต

คอนเดรีย โดยใช High Speed Refrigerated Centrifuge (Hitachi Himac model CR20B3) และ

ใช rotor (model RPR 18-3) ซึ่งจะทําการปนแยกทั้งหมด 3 คร้ัง ดังนี้ (รูปที่ 16) 

 คร้ังที่ 1: นํา liver homogenate มาปนแยกที่ 600 × g (2,500 rpm) เปนเวลา 5 นาที 

จากนั้นนําสวนที่เปน supernatant ใสในหลอด centrifuge หลอดใหม สําหรับสวนที่เปน pellets 

ใหทิ้งไป 
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(หมายเหตุ:  สวนที่เปน supernatant ที่ไดคือ ไมโตคอนเดรีย และไมโครโซม 

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

       cells) 

 คร้ังที่ 2: นําสวนที่เปน supernatant มาปนแยกตอที่ 4,500 × g (7,000 rpm) เปนเวลา 

10 นาที เมื่อครบเวลาใหรินแยก supernatant fluid ทิ้งไป เอาเฉพาะสวน pellets มา resuspend 

ดวย 0.25 M sucrose ที่แชเย็น ทําการ homogenize ดวยมือโดยใช glass homogenizer เพื่อให

ตะกอนของไมโตคอนเดรียกระจายตัวเปนเนื้อเดียวกัน  

 คร้ังที่ 3: นํามาปนแยกตอที่ 13,000 × g (8,000 rpm) เปนเวลา 10 นาที เมื่อครบเวลาให

รินสวน supernatant fluid ทิ้งไป สวนของ pellets นั้นจะมีชั้นของไมโครโซมสีชมพูเกาะกันอยาง

หลวมๆ  อยูชั้นบนของตะกอน  ใหกําจัดออกโดยใช  0.25 M sucrose  ประมาณ  2-3 ml แลว 

homogenize  เบาๆ  ดวยมือ  จะได  mitochondrial suspension  จากนั้นจึงนํา  mitochondrial 

suspension ที่ไดไปแชเก็บในภาชนะแชน้ําแข็งตลอดการทดลอง 

(หมายเหตุ: ไมโตคอนเดรียที่ใชในการวิจัยจะตองมีคา respiratory control index (RCI) มากกวา  

      4 ข้ึนไป) 
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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 16 ข้ันตอนการแยกไมโตคอนเดรียจาก rat liver homogenate โดยใชวิธี differential 

centrifugation (Hogeboom, 1955; Myers และ Slater, 1957) 

 

 

 

 

 



  
  33 

2.3 การเตรียมไมโตคอนเดรียใหอยูในสภาวะที่ช็อกดวยแรงดันออสโมติก 
(osmotic-shocked mitochondria)   

นํา mitochondrial pellets ที่ไดจากการปนแยกครั้งที่ 3 ในขอ 2.2 มาเติมน้ํากลั่นปริมาตร 

2 เทาจากที่เตรียมได หมุนกวนชาๆ ให  suspension เขากันตลอดเวลาดวย magnetic stirrer ที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ชั่วโมง ก็จะทําใหได  osmotic-shocked mitochondria  จากนั้นจึงนํา 

osmotic-shocked mitochondria ที่ไดเก็บในภาชนะแชน้ําแข็งเพื่อนําไปใชในการทดลองตอไป  

 
 2.4 การเตรียม incubation medium ที่ใชในการทดลอง 
  2.4.1 incubation medium ที่ใชเปนมาตรฐานสําหรับการศึกษาอัตราการใช

ออกซิเจนในกระบวนการหายใจ และศึกษาผลของสารทดสอบตอการทํางานของเอนไซม ATPase 

ของไมโตคอนเดรีย 

 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 และปรับ pH ของ incubation medium นี้ใหเปน 7.2 จากนั้นจึงปรับ

ปริมาตรดวย ultrapure water จนครบ 50 ml จะไดเปน isotonic buffer ความเขนขนรวม 250 

mOsm  

  2.4.2 incubation medium สําหรับการศึกษาผลของสารตออัตราการใช

ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซียม 

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

                MgCl2      2   mM  (6 mOsm) 

                KCl    92   mM  (184 mOsm) 

                KH2PO4   1     mM 

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 

     KH2PO4   0.025 M ปริมาณ 2 ml 
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 นํามาผสมรวมกัน และปรับ pH ของ incubation medium นี้ใหเปน 7.2 จากนั้นจึงปรับ

ปริมาตรดวย ultrapure water จนครบ 50 ml  

  2.4.3 hypotonic incubation medium สําหรับการศึกษาผลของสารตออัตราการ

ใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะช็อกดวยแรงดันออสโมติก 

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

               MgCl2      2     mM  (6 mOsm) 

              KCl    29.5  mM  (59 mOsm) 

              (เปน hypotonic buffer ความเขมขนรวม 125 mOsm) 

ซึ่งเตรียมไดจาก   HEPES buffer, pH 7.2  1         M ปริมาณ 2 ml 

                MgCl2    0.05     M ปริมาณ 2 ml 

                KCl    0.7375 M ปริมาณ 2 ml 

 นํามาผสมรวมกัน และปรับ pH ของ incubation medium นี้ใหเปน 7.2 จากนั้นจึงปรับ

ปริมาตรดวย ultrapure water จนครบ 50 ml จะไดเปน hypotonic buffer ความเขนขนรวม 125 

mOsm  

 
 2.5 การหาปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรีย 
 ปริมาณไมโตคอนเดรียที่อยูใน mitochondrial suspension ที่เตรียมไดจากตับหนูแรท

สําหรับใชในการทดลองในแตละครั้งจะมีปริมาณไมเทากัน ซึ่งจะมีผลตอการเปรียบเทียบอัตราการ

ใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ ดังนั้นจึงจําเปนตองหาปริมาณหรือความเขมขนของ

ไมโตคอนเดรียที่ใชในการทดลองแตละครั้ง เพื่อนํามาเปนมาตรฐานในการเปรียบเทียบผลที่ได 

 การหาปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรียในการทดลองนี้ ใชวิธีของ Lowry และคณะ 

(1951) ซึ่งดัดแปลงเพิ่มเติมโดย Miller (1959) เปนการหาปริมาณโปรตีนโดยการเกิดสี เมื่อโปรตีน

ทําปฏิกิริยากับ copper sulfate ในสารละลายดางจะเกิดเปน co-ordinated complex ของ 

copper กับอะตอมของไนโตรเจนใน  peptide chain เกิดเปนสีน้ําเงิน นําสารละลายสีน้ําเงินที่ได

ไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  540 นาโนเมตร ดวยเครื่อง spectrophotometer (UV-

160A, Shimadzu) โดยใชน้ํากลั่นที่มีปริมาตรเทากับ sample เปน blank นําคาการดูดกลืนแสงที่

ไดไปเปรียบเทียบหาปริมาณโปรตีนจาก standard curve ซึ่งใช bovine serum albumin ในชวง

ความเขมขนที่ครอบคลุมคาของ sample เปนมาตรฐาน  

ข้ันตอนการปฏิบัติการหาปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรีย 

1.  เจือจาง mitochondrial suspension ปริมาณ 10 μl ดวยน้ํากลั่น 3 ml (1:300) จะได 

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

agent 1 ml เขยาใหเขากัน ปลอยใหทําปฏิกิริยา 10 นาที  (กรณีเปน blank จะใชน้ํากลั่น 1 ml 

สวนในกรณีที่ทํา 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 เขยาใหเขากัน 

4.  นําไปแชใน water bath ที่มีอุณหภูมิ 50°C เปนเวลานาน 10 นาที 

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

ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

 7. นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดไปเปรียบเทียบหาปริมาณโปรตีนจาก   standard curve 

แลวคูณดวย dilution factor (ในที่นี้คือ 3 × 100) จะไดคาความเขมขนและปริมาณโปรตีนของไม

โตคอนเดรีย มีหนวยเปน mg/ml 

(หมายเหตุ: การเตรียมสารละลายที่ใชในการหาปริมาณโปรตีน 

 - Alkaline copper reagent เปนสารละลายที่ประกอบดวย 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 ดวยน้ํากลั่นในอัตราสวน 1:10 (v/v) และเตรียมใชทันที) 

 
 2.6 การวัดอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะตางๆ 
 การวัดอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะตางๆ ใชเทคนิคที่เรียกวา 

polarographic oxygen electrode technique เครื่องมือที่ใชประกอบดวยสวนสําคัญคือ Gilson 

reaction chamber ซึ่งมีความจุประมาณ 2.0 ml ประกอบดวยผนังแกว  2 ชั้น และมีฝาจุก 

(stopper) เปดและปดได ตรงกลางฝาจุกมีชองสําหรับเติมสารตางๆ ลงไปทําปฏิกิริยากับไมโต

คอนเดรียใน  reaction chamber สามารถติดตามดูอัตราการเปลี่ยนแปลงปริมาณของออกซิเจน

ดวย Clark oxygen electrode ซึ่งตอเชื่อมกับ reaction chamber โดยสวนของ electrode จะ

สัมผัสอยูกับ  reaction mixture ใน  chamber และสัญญาณการเปลี่ยนแปลงปริมาณของ

ออกซิเจนใน  reaction mixture ที่วัดโดย oxygen electrode จะถูกสงไปยังเครื่อง biological 

oxygen monitor ซึ่งมีหนาปดบอกปริมาณออกซิเจนที่มีอยูใน reaction chamber ในขณะนั้นๆ 

สามารถบันทึกอัตราการเปลี่ยนแปลงปริมาณออกซิเจนดวย Gilson recorder (model N2) 

สามารถบันทึกผลที่ไดออกมาบนกระดาษบันทึก ในลักษณะของกราฟแสดงการเปลี่ยนแปลง
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ปริมาณออกซิเจนในสภาวะตางๆ เรียกวา polarographic tracing หรือ oxygraph tracing โดยใน

ระหวางการวิจัยนั้นการ  incubate ไมโตคอนเดรียกับสารตางๆ ใน  reaction chamber จะมี 

magnetic stirrer ขนาดเล็กหมุนกวนสารละลายใหเขากันอยูตลอดเวลา และที่บริเวณชั้นนอกสุด

ของ chamber (water jacket)  ซึ่งหอหุม reaction chamber  ก็จะมีน้ําจากเครื่อง  water bath 

(ที่ตั้งคากําหนดอุณหภูมิไวที่ 37°C) ไหลผานเขาออกตลอดเวลา ทําใหสามารถควบคุมอุณหภูมิ

ใน reaction chamber ใหคงที่ที่ 37°C ได (รูปที่ 17) 

   

รูปที่ 17 ลักษณะของ Gilson Oxygen chamber ที่ใชในการทดลองเพื่อวัดอัตราการหายใจของ

ไมโตคอนเดรียในสภาวะตางๆ ซึ่งจะมี oxygen electrode คอยติดตาม oxygen tension ใน 

reaction chamber แลวอานและบันทึกผลดวย oxygraph apparatus (oxygen monitor และ 

recorder) 

 

 เมื่อเร่ิมทําปฏิกิริยาปริมาณออกซิเจนใน chamber จะมีคาที่ระดับ 100% saturation แต

เมื่อไมโตคอนเดรียมีการหายใจ ปริมาณออกซิเจนใน chamber จะคอยๆ ลดลง วัดอัตราการ

เปลี่ยนแปลงของออกซิเจนใน  chamber ไดดวย  Clark oxygen electrode (รูปที่ 18) ซึ่งมี 

Ag/AgCl electrode เปนขั้ว anode ลอมรอบดวย platinum electrode ซึ่งทําหนาที่เปนขั้ว 

cathode เมื่อตองการใชงานจะใช half saturated KCl solution ฉาบผิวขั้ว electrode ทั้งสอง ทํา

หนาที่เปน salt bridge และมี YSI membrane (standard type) หุมปดที่ข้ัวของ electrode โดย 

membrane ชนิดนี้ยอมใหเฉพาะออกซิเจนผานเทานั้น  

ปฏิกิริยาที่เกิดขั้นที่ข้ัวทั้งสองขณะทําการทดลอง คือ 

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

 Cathode : 4H+ + 4e- + O2   2H2O 
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 ปกติระหวางขั้วทั้ง 2 จะมี polarizing voltage 0.8 volts เมื่อทําปฏิกิริยาดังสมการขางตน

จะมีการไหลของกระแสไฟฟาระหวาง 2 ข้ัวเกิดขึ้น และกระแสที่เกิดขึ้นนี้จะถูกสงไปยัง amplifier 

ซึ่งทําหนาที่ขยายกระแสสู recorder บันทึกไดเปน tracing ตอไป ปริมาณกระแสจะแปรผันตาม

ปริมาณออกซิเจนใน chamber ทําใหสามารถวัดอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียได 
 

 
 

 

รูปที่ 18 ลักษณะของ Clark oxygen electrode ซึ่งมี Ag/AgCl electrode เปนขั้ว anode และมี 

platinum electrode เปนขั้ว Cathode 

 
การแบงภาวะการหายใจของไมโตคอนเดรีย (mitochondrial respiratory states) 
 เนื่องจากองคประกอบสําคัญของการหายใจของไมโตคอนเดรียมีหลายประการ เชน 

ออกซิเจน, สับสเตรท, ADP + Pi หรือ uncoupler เปนตน ซึ่ง Chance และ William (1956) ได

จัดแบงภาวะการหายใจของไมโตคอนเดรียตามองคประกอบสําคัญในปฏิกิริยาออกเปน 6 ภาวะ 

ดังตารางที่ 3 

 

ตารางที่ 3 การแบงภาวะ (state) ตางๆ ของการหายใจของไมโตคอนเดรีย 

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 การหายใจถูกยับยั้งดวย excess calcium 
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การคํานวณคาดัชนีควบคุมการหายใจ (Respiratory Control Index, RCI) 
 นอกจาก Chance และ William จะแบงการหายใจของไมโตคอนเดรียเปนภาวะตางๆ 

ดังกลาวแลว ยังไดแสดงวิธีคํานวณคาดัชนีควบคุมการหายใจ (RCI) ซึ่งเปนคาที่ใชแสดงการควบคู 

(coupling) กันของกระบวนการออกซิเดชันและกระบวนการฟอสฟอริลเลชัน ซึ่งคา RCI นี้แสดงถึง

คุณภาพของไมโตคอนเดรียที่เตรียมขึ้นวามีคุณภาพดี คือ เปน intact mitochondria หรือไม ซึ่ง

โดยปกติแลวจะมีคา RCI = 4-8 การคํานวณคา RCI ทําตามวิธีดังตอไปนี้ (รูปที่ 19) 
 

 RCI =  อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 3 

             อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 4 
 

         =  ความชัน (slope) ของ tracing ใน state 3 

             ความชัน (slope) ของ tracing ใน state 4 
 

 จากตัวอยาง oxygraph tracing ในรูปที่ 19 การหาความชันของ tracing ใน state 3 และ  

state 4 ทําไดโดยกําหนดใหเสนที่ลากขนานแกน X ของทั้งสอง states ยาวเทากัน ดังนั้น 

 

 

RCI    =       Y1/X      =       Y1

       Y2/X                Y2

 

 

 
 

รูปที่ 19 ตัวอยาง oxygraph tracing เพื่อแสดงวิธีการหาคา RCI  
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การคํานวณอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ 
จากตัวอยาง oxygraph tracing ในรูปที่ 20 สามารถคํานวณอัตราการใชออกซิเจนของไม

โตคอนเดรียไดดังนี้ 
 

 

 

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

                            P 

 

โดยที่  R =   ความสูงของเสน R ในรูป 

            P  =  ความสูงของเสน P ในรูป 

            S =  จํานวน  n atoms  ของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวอยูใน  reaction mixture 

กอนที่จะถูกไมโตคอนเดรียใชไปในการทําปฏิกิริยา 

 

 
 

รูปที่ 20 ตัวอยาง oxygraph tracing เพื่อแสดงวิธีการหาอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย

ในระยะตางๆ 

 

ถาทราบปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรีย แลวนํามาหารอัตราการใชออกซิเจนที่คํานวณ

ไดตามวิธีขางบน  จะทําใหไดคาอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียมีหนวยเปน  n atoms 

O/min/mg protein 

 คา S นี้ข้ึนอยูกับปริมาตรของ reaction mixture ที่ทําปฏิกิริยาใน reaction chamber 

และอุณหภูมิของการทดลอง กลาวคือ ถา reaction mixture  มีปริมาตรมาก ก็จะมีออกซิเจน

ละลายอิ่มตัวอยูไดมาก หรือถาอุณหภูมิต่ํา ก็จะมีออกซิเจนละลายอิ่มตัวอยูไดมากกวาเมื่อมี

อุณหภูมิสูง ซึ่งการคํานวณหาคา  S จะหาไดจากคาปริมาณของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวใน 

reaction mixture 1 ml (A) คูณดวยปริมาตรทั้งหมดของ reaction mixture ที่ทําปฏิกิริยา ก็จะได
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จํานวนของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวใน reaction mixture ทั้งหมด (S) ซึ่งคา A สามารถหาไดจาก

สมการ     

A        =        s x p x N x 109   n atoms O/ml 

                       V x 100 

 

เมื่อ A = จํานวน n atoms ออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวในน้ํา 1 ml 

       s = คาสัมประสิทธิ์การดูดซึมออกซิเจน (absorption coefficient) ที่อุณหภูมิที่ทํา 

  การทดลอง (ปริมาตรของออกซิเจนเมื่อถูกเปลี่ยนแปลงไปอยูที่ 0°C และ 760  

  mmHg) โดยมีคาเทากับ 0.02373 ที่อุณหภูมิ 37°C 

            p = สัดสวนของออกซิเจนในบรรยากาศ = 21% 

            N = จํานวนอะตอมใน 1 โมเลกุลของออกซิเจน = 2 

            V = ปริมาตรกาซที่ 0°C ความดัน 1 บรรยากาศเทียบกับ 1 กรัมโมล มีคาเทากับ 

    22,400 ml 

 เมื่อแทนคา s, p, N และ V ลงในสมการ จะทําใหสามารถคํานวณหาคาปริมาณออกซิเจน

ที่ละลายอิ่มตัวในน้ํา 1 ml (A) ที่อุณหภูมิ 37°C ไดเทากับ 444.9 n atoms O/ml 

 นอกจากนี้ยังสามารถคํานวณอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ 

ออกมาในหนวยของจํานวน n atoms O/ml/min ได จากตัวอยาง oxygraph tracing ในรูปที่ 20 

เชนกัน ตามสูตรการคํานวณดังนี้ คือ 

 

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 ของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวอยูในน้ํา 1 ml 

         โดยคา A นี้ หาไดตามวิธีที่กลาวมาแลว ซึ่งในการวิจัยจะควบคุมอุณหภูมิใหคงที่ที่ 37°C 

ดังนั้นคา A ในที่นี้จึงเทากับ 444.9 n atoms O/ml 

      การคํานวณอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ ของ oxygraph 

tracing ก็สามารถคํานวณไดในทํานองเดียวกัน 
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2.7 การศึกษาผลของสารทดสอบตอการอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอน    
เดรียใน state 3 respiration เมื่อใชสับสเตรทตางๆ กัน 

2.7.1 การศึกษาผลของสาร  8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  ตออัตราการใช

ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 3 respiration เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 

(สับสเตรทชนิด NAD+-linked) 

1) เติม incubation medium ลงใน  reaction chamber จากนั้นก็ตามดวยการเติมไมโต

คอนเดรียลงไป  

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

 3) เติมสารทดสอบความเขมขนตางๆ  ปริมาณ 10 μl   (ในกลุมควบคุมจะเติม   absolute 

ethanol ปริมาณ 10 μl)  

 4) เติม 0.3 M ADP + 0.6 M Pi ปริมาณ 2 μl เพื่อกระตุนใหเกิด state 3 respiration แลว

จึงทําการเปรียบเทียบผลการเปลี่ยนแปลงอัตราการใชออกซิเจนใน state 3 respiration ที่ไดกับ

กลุมควบคุม  
 

Incubation Mitochondria Glutamate + Malate สารทดสอบ/EtOH         ADP + Pi 

  medium 

 
2.7.2 การศึกษาผลของ rotenone ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 3 

respiration เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท (สับสเตรทชนิด NAD+-linked) 

1) เติม incubation medium ลงใน  reaction chamber จากนั้นก็ตามดวยการเติมไมโต

คอนเดรียลงไป  

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

 3) เติม rotenone ความเขมขนตางๆ   ปริมาณ 10 μl    (ในกลุมควบคุมจะเติม   absolute 

ethanol ปริมาณ 10 μl) 

 4) เติม 0.3 M ADP + 0.6 M Pi ปริมาณ 2 μl เพื่อกระตุนใหเกิด state 3 respiration แลว

จึงทําการเปรียบเทียบผลการเปลี่ยนแปลงอัตราการใชออกซิเจนใน state 3 respiration ที่ไดกับ

กลุมควบคุม  
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Incubation Mitochondria Glutamate + Malate   rotenone/EtOH         ADP + Pi 

  medium 

 
2.7.3 การศึกษาผลของสาร  8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  ตออัตราการใช

ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน   state 3 respiration    เมื่อใช  succinate เปนสับสเตรท  

(สับสเตรทชนิด FAD-linked) 

1) เติม incubation medium ลงใน  reaction chamber จากนั้นก็ตามดวยการเติมไมโต

คอนเดรียลงไป  

2) เติมสับสเตรทสําหรับ complex II คือ 1 M succinate ปริมาณ 10 μl  

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

 3) เติมสารทดสอบความเขมขนตางๆ  ปริมาณ 10 μl   (ในกลุมควบคุมจะเติม   absolute 

ethanol ปริมาณ 10 μl) 

 4) เติม 0.3 M ADP + 0.6 M Pi ปริมาณ 2 μl เพื่อกระตุนใหเกิด state 3 respiration แลว

จึงทําการเปรียบเทียบผลการเปลี่ยนแปลงอัตราการใชออกซิเจนใน state 3 respiration ที่ไดกับ

กลุมควบคุม  
 

Incubation   Mitochondria    Succinate      Rotenone  สารทดสอบ/EtOH     ADP + Pi 

  medium 

 
2.8 การศึกษาผลของสารทดสอบตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน  

state 3u respiration เมื่อใชสับสเตรทตางๆ กัน 

2.8.1 การศึกษาผลของสาร  8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  ตออัตราการใช

ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 3u respiration เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 

(สับสเตรทชนิด NAD+-linked) 

1) เติม incubation medium ลงใน  reaction chamber จากนั้นก็ตามดวยการเติมไมโต

คอนเดรียลงไป  

2) เติมสับสเตรทสําหรับ complex I คือ 1 M glutamate + 1 M malate ปริมาณ 10 μl  
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 3) เติมสารทดสอบความเขมขนตางๆ  ปริมาณ  10 μl (ในกลุมควบคุมจะเติม absolute 

ethanol ปริมาณ 10 μl)  

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

respiration แลวจึงทําการเปรียบเทียบผลการเปลี่ยนแปลงอัตราการใชออกซิเจนใน state 3u 

respiration ที่ไดกับกลุมควบคุม  
 

          Incubation     Mitochondria     Glutamate + Malate     สารทดสอบ/EtOH       DNP 

            medium 

 
2.8.2 การศึกษาผลของ rotenone ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 

3u respiration เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท (สับสเตรทชนิด NAD+-linked) 

1) เติม incubation medium ลงใน  reaction chamber จากนั้นก็ตามดวยการเติมไมโต

คอนเดรียลงไป  

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

 3) เติม rotenone ความเขมขนตางๆ   ปริมาณ 10 μl   (ในกลุมควบคุมจะเติม  absolute 

ethanol ปริมาณ 10 μl)  

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

respiration แลวจึงทําการเปรียบเทียบผลการเปลี่ยนแปลงอัตราการใชออกซิเจนใน  state 3u 

respiration ที่ไดกับกลุมควบคุม  
 

           Incubation     Mitochondria     Glutamate + Malate     rotenone/EtOH       DNP 

            medium 

 
2.8.3 การศึกษาผลของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol   ตออัตราการใช

ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน  state 3u respiration   เมื่อใช  succinate เปนสับสเตรท 

(สับสเตรทชนิด FAD-linked) 

1) เติม incubation medium ลงใน  reaction chamber จากนั้นก็ตามดวยการเติมไมโต

คอนเดรียลงไป  

2) เติมสับสเตรทสําหรับ complex II คือ 1 M succinate ปริมาณ 10 μl  
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3) เติม complex I inhibitor คือ 5 mg/ml rotenone ปริมาณ 2  μl 

4) เติมสารทดสอบความเขมขนตางๆ   ปริมาณ 10 μl   (ในกลุมควบคุมจะเติม  absolute 

ethanol ปริมาณ 10 μl)  

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

respiration แลวจึงทําการเปรียบเทียบผลการเปลี่ยนแปลงอัตราการใชออกซิเจนใน  state 3u 

respiration ที่ไดกับกลุมควบคุม  
 

Incubation     Mitochondria      Succinate      Rotenone    สารทดสอบ/EtOH         DNP 

  medium 

 
2.9 การศึกษาผลของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ตออัตราการใช

ออกซิเจนใน osmotic-shocked mitochondria เมื่อใช NADH จากภายนอก (exogenous 
NADH) เปนสับสเตรท 
 ในการทดลองมีการเตรียมไมโตคอนเดรียใน hypotonic solution ทําใหเยื่อหุมช้ันในของ

ไมโตคอนเดรียนั้นบวม (De Robertis และ De Robertis, 1987) และไดเปน osmotic-shocked 

mitochondria (เพื่อให exogenous NADH ที่เติมลงไปนั้นสามารถซึมผานเยื่อหุมช้ันในของไมโต

คอนเดรียเขาไปได (Lehninger และคณะ, 2000) ปกติแลวถาเปน intact mitochondria จะไม

สามารถออกซิไดซ exogenous NADH ได เพราะ exogenous NADH ที่เติมลงไปมีขนาดโมเลกุล

ใหญจึงไมสามารถซึมผานเยื่อหุมช้ันในของไมโตคอนเดรียเขาไปได) จากนั้นจึงนํา osmotic-

shocked mitochondria ที่เตรียมไดมาทําการศึกษาตอโดยมีข้ันตอนการปฏิบัติดังตอไปนี้ คือ 

1) เติม hypotonic incubation medium ลงใน reaction chamber จากนั้นก็ตามดวยการ

เติมไมโตคอนเดรียลงไป  

2) เติมสารทดสอบความเขมขนตางๆ  ปริมาณ 10 μl (ในกลุมควบคุมจะเติม absolute 

ethanol ปริมาณ 10 μl) ตามดวยการเติมสับสเตรท คือ 0.2 M NADH ใน 1% NaHCO3 ปริมาณ 

10 μl ลงไป เพื่อกระตุนการหายใจ แลวจึงทําการเปรียบเทียบผลการเปลี่ยนแปลงอัตราการใช

ออกซิเจนที่ไดกับกลุมควบคุม  
 

Incubation medium    Mitochondria     สารทดสอบ/EtOH     NADH    
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2.10 การศึกษาผลของปจจัยอื่นๆ ที่อาจเกี่ยวของหรือสงผลตอการออกฤทธิ์ของ

สาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ไดแก 

2.10.1 การศึกษาผลของ  bovine serum albumin (BSA)  ที่มีตอการออกฤทธิ์ของสาร 

8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท  

1) เติม incubation medium ลงใน  reaction chamber จากนั้นก็ตามดวยการเติมไมโต

คอนเดรียลงไป  

2) เติมสับสเตรท คือ 1 M glutamate + 1 M malate ปริมาณ 10 μl  

3) เติม BSA ในขนาดตางๆ ปริมาณ 10 μl (ในกลุมควบคุมจะไมเติม BSA) 

3) เติมสารทดสอบความเขมขนที่ทําการศึกษาปริมาณ 10 μl   

4) เติม 0.3 M ADP + 0.6 M Pi ปริมาณ 2 μl เพื่อกระตุนใหเกิด state 3 respiration แลว

จึงทําการเปรียบเทียบผลการเปลี่ยนแปลงอัตราการใชออกซิเจนใน  state 3 respiration  ที่ไดกับ

กลุมควบคุม 
 

      Incubation medium                 Glutamate + Malate                     สารทดสอบ      

                                   Mitochondria                                +/-BSA                            ADP + Pi 

2.10.2 การศึกษาผลของ dithiothreitol (DTT) ที่มีตอการออกฤทธิ์ของสาร 8(14),15 

isopima

็ตามดวยการเติมไมโต

คอนเดร

จึงทํากา

radiene-3β,18-diol เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท  

1) เติม incubation medium ลงใน  reaction chamber จากนั้นก

ียลงไป  

2) เติมสบัสเตรท คือ 1 M glutamate + 1 M malate ปริมาณ 10 μl  

3) เติม 1.05 M DTT ปริมาณ 2 μl (ในกลุมควบคุมจะไมเติม DTT) 

3) เติมสารทดสอบความเขมขนที่ทําการศึกษาปริมาณ 10 μl                                            

4) เติม 0.3 M ADP + 0.6 M Pi ปริมาณ 2 μl เพื่อกระตุนใหเกิด state 3 respiration แลว

รเปรียบเทียบผลการเปลี่ยนแปลงอัตราการใชออกซิเจนใน  state 3 respiration  ที่ไดกับ

กลุมควบคุม  

5) เติมสาร uncoupler คือ 0.05 M DNP ปริมาณ 2 μl แลวดูผลการเปลี่ยนแปลงอัตรา

การใชออกซิเจนใน state 3U respiration เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม  
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 Incubation medium      Glutamate + Malate     สารทดสอบ                      DNP 

            Mitochondria                              +/-DTT                       ADP + Pi 

 
2.11 การศึกษาผลของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ตอการทํางาน

ของเอนไซม ATPase ของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูแรท 
   ATPsynthase (F0F1ATPase) 

ATP + H2O       ADP + Pi + H+  

จากสมการแสดงใหเห็นวาเอนไซม ATPase สามารถเรงปฏิกิริยาการสลายตัวของ ATP 

ไดเปน ADP, Pi และ H+ ดังนั้นในการศึกษาการทํางานของเอนไซม ATPase ของไมโตคอนเดรีย 

สามารถทําได 2 วิธี ดังนี้คือ 

1. การวัดจํานวน H+ ที่เพิ่มข้ึนใน medium โดยใช pH meter (Bertina และ Slater, 1975) 

2. การวัดปริมาณของ Pi ที่เกิดจากการสลายตัวของ ATP (Weinbach, 1956) 

ซึ่งในงานวิจัยนี้จะศึกษาผลของสารทดสอบตอการทํางานของเอนไซม ATPase ของไมโต

คอนเดรียจากการวัดปริมาณ Pi ที่เกิดจากการสลายตัวของ ATP ซึ่งมีข้ันตอนและหลักการทีสํ่าคญั

ดังนี้ คือ 

ข้ันตอนที่ 1  เปนการ   incubate   ไมโตคอนเดรียใหทําปฏิกิริยากับสารละลายที่ตองการ

ศึกษาใน  reaction mixture ที่เหมาะสม เมื่อครบเวลาที่กําหนดไวทําการหยุดปฏิกิริยาทันทีโดย

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

ปริมาณ 1 ml อยูกอน แลวเขยาใหเขากันและนําไปแชในน้ําแข็งทันที 

ข้ันตอนที่ 2  เปนการวิเคราะหหาปริมาณ Pi ที่เกิดขึ้น ในการวิจัยนี้ใชวิธีของ Fiske และ 

Subbarow (1925) ซึ่งเปนวิธีวัดความเขมขนของสีที่เกิดขึ้นของสารประกอบเชิงซอนจากปฏิกิริยา 

reduction ของ phosphomolybdate complex กับ Fiske Subbarow reducing agent เมื่อ

ปฏิกิริยาดําเนินไปครบตามเวลาที่กําหนด ก็นําสารละลายซึ่งเกิดเปนสีน้ําเงินไปวัดการดูดกลืนแสง

ที่ความยาวคลื่น  650 นาโนเมตร ดวยเครื่อง spectrophotometer โดยใชน้ํากลั่นที่มีปริมาตร

เทากับตัวอยางเปน  blank แลวนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเทียบหาปริมาณ  Pi จากกราฟ

มาตรฐานของ Pi ซึ่งมีชวงความเขมขนตางๆ ครอบคลุมคาตัวอยาง 

ซึ่งมีข้ันตอนการปฏิบัติโดยละเอียด ดังนี้คือ 

1. เติม incubation medium ปริมาตร 2.63 ml ลงในภาชนะทรงสูงเล็กๆ ที่สวนลางแชอยู

ใน water bath ซึ่งจะควบคุมอุณหภูมิของการทดลองใหคงที่ที่ 37 °C 
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2. เติม mitochondrial suspension 200 μl 

3. เติมสาร   8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol   ความเขมขนตางๆ   ปริมาณ 10 μl 

หรือ   0.0275 M DNP  ปริมาณ 10 μl  แลวรอเวลา 1 นาที  (ในกลุมควบคุมจะเติม  absolute 

ethanol ปริมาณ 10 μl) 

4. เติม 0.1 M ATP 150 μl แลวปลอยใหทําปฏิกิริยา 10 นาที 

5. เมื่อครบกําหนดเวลา 10 นาทีแลว ทําการหยุดปฏิกิริยาทันที โดยดูด reaction mixture 

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

กอนแลว เขยาใหเขากัน แลวนําหลอดทดลองไปแชในน้ําแข็งทันที 

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

7. ดูดสวน supernatant ปริมาณ 1 ml  (ถาเปน blank ใชน้ํากลั่น 1 ml แทน ถาทํา 

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 เขยาใหเขากัน แลวตั้งทิ้งไวใหเกิด 

ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที 

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

ที่ความยาวคลื่น 650 นาโนเมตร โดยใชน้ํากลั่นที่มีปริมาตรเทากับ sample เปน blank และคาการ

ดูดกลืนแสงที่วัดไดจาก sample จะนํามาคํานวณหาปริมาณ Pi จาก standard curve ของ Pi 

แลวคูณดวย dilution factor (ในที่นี้ คือ 3 x 2 = 6) จะไดเปนคาปริมาณ Pi ที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยา

การสลายตัวของ ATP 

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

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

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

naphthol-4-sulfonic acid ละลายไมหมด ใหกรองออกโดยใชกระดาษกรอง และเก็บสารละลาย  

Fiske Subbarow reducing agent ในขวดสีชา เก็บไวใชไมเกิน 1 เดือน)    

        2.12 การศึกษาผลของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ตออัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซียมเมื่อใช glutamate + 
malate เปนสับสเตรท                       
 การควบคุมสมดุลของแคลเซียมภายในเซลลเปนอีกบทบาทหนึ่งที่มีความสําคัญของไมโต

คอนเดรีย (Giacomello และคณะ, 2007)  ไมโตคอนเดรียจะทําหนาที่นําแคลเซียมเขาไปสะสมไว

ภายใน matrix ซึ่งการที่แคลเซียมจะถูกขนสงเขาไปภายในไมโตคอนเดรียไดนั้นก็จะตองอาศัย
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ความตางศักยที่อยูระหวางเยื่อหุมช้ันในของไมโตคอนเดรีย ซึ่งเปนสวนหนึ่งของ electrochemical 

proton gradient ที่เกิดขึ้นจากกระบวนการถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ  (Murphy และ 

Smith, 2000)    ในการศึกษานี้จะมีการเติมแคลเซียมลงไปในปฏิกิริยาเพื่อไปกระตุนอัตราการ

หายใจของไมโตคอนเดรีย และสามารถติดตามผลของสารทดสอบตอการเปลี่ยนแปลงอัตราการ

หายใจของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซียมไดจากอัตราการใชออกซิเจนของไม

โตคอนเดรียที่เปลี่ยนแปลงไปนั่นเอง  

ข้ันตอนและวิธีปฏิบัติ มีดังนี้คือ 

1) เติม incubation medium ลงใน  reaction chamber จากนั้นก็ตามดวยการเติมไมโต

คอนเดรียลงไป  

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

3) เติมสารทดสอบความเขมขนตางๆ   ปริมาณ 10 μl   (ในกลุมควบคุมจะเติม  absolute 

ethanol ปริมาณ 10 μl)  

4) เติม  0.4 M CaCl2   ปริมาณ 2 μl   แลวดูผลการเปลี่ยนแปลงอัตราการใชออกซิเจน

เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม  
 

           Incubation      Mitochondria Glutamate + Malate สารทดสอบ/EtOH      CaCl2
            medium 

 
3. การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
 ผลการทดลองที่ไดจะแสดงเปนคาเฉลี่ย   +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของ

คาเฉลี่ย (mean + standard error of the mean) การวิเคราะหขอมูลเพื่อเปรียบเทียบความ

แตกตางทางสถิติระหวาง 2 กลุมการทดลองจะใช the two-tailed paired Student’s t-test สวนใน

กรณีที่ตองการเปรียบเทียบความแตกตางของกลุมการทดลองที่มากกวา 2 กลุมข้ึนไปจะใช one-

way analysis of variance (ANOVA) และเปรียบเทียบผลดวย Scheffe multiple comparison 

test โดยจะใชโปรแกรม SPSS version 13.0 ในการประมวลผลขอมูลทั้งหมด และจะตัดสินผล

การทดลองวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ p < 0.05  
 
 
 

 



   บทที่ 4 
 

ผลการวิจัย 
 

1. ผลของสาร  8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโต
คอนเดรีย เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 
 
รูปที่ 21 Oxygraph tracing มาตรฐานของการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช 
glutamate + malate เปนสับสเตรท 
 
  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 และไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ  0.79 mg protein/ml  ปริมาตร

ทั้งหมด 1.914 ml อุณหภูมิ 37°C 

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บมีหนวย

เปน n atoms O/min/ml 
 

 

5.2 mM Glutamate + 5.2 mM Malate 

0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi 
Sta(14.46) te 4 respiration 

 

(78.97) 
State 3 respiration 

Sta
(14.46) 

te 4 respiration 

0.05 mM DNP 

State 3u respiration (103.66) 

10
0 

n 
at

om
s O
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m
l 

 1 min 
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จากรูปที่ 21 เปน control respiratory response แสดงถึงอัตราการใชออกซิเจนตามปกติ

ของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูแรทใน state ตางๆ ของ oxygraph tracing ตัวเลขที่กํากับทุก

ระยะของ oxygraph tracing คือ คาอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state ตางๆ มี

หนวยเปน n atoms O/min/ml สวนประกอบที่สําคัญในปฏิกิริยามีไมโตคอนเดรีย incubate อยูใน 

medium  และมีการเติม  glutamate + malate  ซึ่งเปนสับสเตรทลงไปในปริมาณที่มากเกินพอ 

อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะแรกมีคา 14.46 n atoms O/min/ml เรียกระยะนี้

วา state 4 respiration เมื่อเติม ADP + Pi ลงไปในปฏิกิริยา พบวาอัตราการใชออกซิเจนจะเพิ่ม

สูงขึ้นเปน  78.97 n atoms O/min/ml เรียกระยะการหายใจของไมโตคอนเดรียที่มีอัตราการใช

ออกซิเจนเพิ่มสูงขึ้นอยางรวดเร็วเนื่องจากเกิดการสราง ATP จากการเติม ADP + Pi นี้วา state 3 

respiration จนกระทั่งเมื่อ ADP ถูกใชหมดไป อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียก็จะลดลง

เปน 14.46  n atoms O/min/ml  กลับเขาสู  state 4 respiration  ตามเดิม  การที่อัตราการใช

ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียถูกควบคุมดวยการเติม ADP เรียกวาไมโตคอนเดรียมีการควบคุมการ

หายใจ  (respiratory control) ซึ่งเปนคุณสมบัติที่สําคัญประการหนึ่งของไมโตคอนเดรีย คา 

respiratory control index (RCI) เปนตัวบงชี้ถึงคุณภาพของไมโตคอนเดรียที่ใชในการทดลองวามี

คุณสมบัติเปน tightly couple mitochondria หรือไม โดยสามารถคํานวณไดจาก อัตราการหายใจ

ใน state 3 / อัตราการหายใจใน state 4 ดังนั้นคา RCI ของไมโตคอนเดรียที่ใชในการทดลองตาม

รูปนี้จึงมีคาเทากับ 78.97/14.46 = 5.46 และพบวาการเติม DNP ซึ่งเปนสารประเภท uncoupler 

ลงไปในปฏิกิริยาจะมีผลทําใหการควบคุมการหายใจของไมโตคอนเดรียเสียไป  โดย DNP จะ

สามารถกระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรียไดโดยไมตองมี  ADP ในปฏิกิริยา  (ไมมีการสราง 

ATP เกิดขึ้น) ทําใหไมโตคอนเดรียเกิดการใชออกซิเจนอยางรวดเร็วจนกระทั่งออกซิเจนนั้นหมดไป

จาก  reaction medium  อัตราการใชออกซิเจนในระยะนี้ก็จะเพิ่มข้ึนเปน  103.66 n atoms 

O/min/ml เรียกระยะนี้วา state 3u respiration 

 รูปที่ 22 B, C, D, E และ F แสดงถึงผลของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol 

ขนาดตางๆ  ตั้งแต 40 μg (68.46 μM), 60 μg (102.69 μM), 100 μg (171.15 μM), 140 μg 

(239.61 μM) และ 200 μg (342.30 μM) ตามลําดับ ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย

ที่แยกจากตับหนูแรท  เมื่อใช  glutamate + malate  เปนสับสเตรท  พบวาสาร 8(14),15-

isopimaradiene-3β,18-diol ขนาด 60 μg (102.69 μM), 100 μg (171.15 μM), 140 μg 

(239.61 μM) และ 200 μg (342.30 μM) สามารถทําใหอัตราการใชออกซิเจนใน state 3 

respiration ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม โดยมีคาเปน 58.67 + 4.66, 

39.70 + 4.12, 30.57 + 4.95 และ 30.45 + 0.40 ตามลําดับ (รูปที่ 23) เมื่อนํามาคิดเปนรอยละ

ของการยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนใน state 3 respiration พบวาขนาดสารสูงสุดที่ทําการทดสอบ
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นั้นสามารถยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนใน state 3 respirationไดรอยละ 70.86 + 0.38 และคา 

IC50 ของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ตอ state 3 respiration มีคาเทากับ 79.92 

μg (136.79 μM)  (รูปที่ 24) นอกจากนี้ยังพบวาสารทดสอบขนาด 40 μg (68.46 μM) และ 60 μg 

(102.69 μM) ทําใหคา RCI ลดลงไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ดังแสดงในตารางที่ 4 

 
2. ผลของ rotenone ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช glutamate + 
malate เปนสับสเตรท 
 รูปที่ 25 B, C, D, E, F, G และ H แสดงถึงผลของ rotenone ในขนาดตางๆ ตั้งแต 9.90 

ng (21.76 nM), 14.85 ng (32.65 nM), 19.80 ng (43.53 nM), 29.70 ng (65.30 nM), 39.60 

ng (87.06 nM), 49.50 ng (108.82 nM), 59.40 ng (130.59 nM) ตามลําดับ ตออัตราการใช

ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูแรท เมื่อใช  glutamate + malate  เปนสับสเตรท  

พบวา  rotenone  ทุกขนาดที่ทําการศึกษาสามารถทําใหอัตราการใชออกซิเจนใน  state 3 

respiration ลดลงไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุมควบคุมดังแสดงในรูปที่ 26  และ

เมื่อนํามาคิดเปนรอยละของการยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนใน  state 3 respiration  (รูปที่ 27) 

พบวาขนาดสารสูงสุดที่ทําการทดสอบนั้นสามารถยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนใน   state 3 

respiration ไดรอยละ 88.23 + 0.29 และคา IC50 ของ rotenone ตอ state 3 respiration มีคา

เทากับ 13.54 ng (29.77 nM) นอกจากนี้ยังพบวา rotenone ขนาด 9.90 ng (21.76 nM), 14.85 

ng (32.65 nM) สามารถทําใหคา RCI ลดลงไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 5) 
 

3. ผลของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโต
คอนเดรีย เมื่อใช succinate เปนสับสเตรท 

รูปที่ 28  เปน  control respiratory response  เชนเดียวกับรูปที่ 21  แตมีการเปลี่ยน

สับสเตรท จาก glutamate + malate มาเปน succinate แทน และมีการเติม 0.01 mM rotenone 

ลงไปดวยเพื่อยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจของ  complex I   จากรูปพบวา

อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 4 respiration และ state 3 respiration มีคา

เทากับ 21.35 และ 96.54 n atoms O/min/ml ตามลําดับ เมื่อนํามาคํานวณหาคา RCI จึงมีคา

เทากับ 96.54/21.35 = 4.52 และเมื่อเติม DNP ลงไปในปฏิกิริยา ซึ่งสามารถกระตุนการหายใจ

ของไมโตคอนเดรียทําใหเกิด state 3u respiration ข้ึน อัตราการใชออกซิเจนในระยะนี้จะเพิ่มข้ึน

เปน 163.72 n atoms O/min/ml   

ผลของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ในขนาดตางๆ  ตออัตราการใช

ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูแรท เมื่อใช succinate เปนสับสเตรท แสดงในรูปที่ 
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29 B, C, D, E และ F พบวาสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ทุกขนาดที่ทําการศึกษา

นั้นไมมีผลเปลี่ยนแปลงอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 3 respiration อยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (รูปที่ 30)  

 

4. ผลของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโต
คอนเดรียใน state 3u respiration เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 

 รูปที่ 31 B, C, D, E และ F แสดงผลของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol 

ขนาดตางๆ  ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนการหายใจดวย 

DNP ทําใหเกิด state 3u respiration ข้ึน เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท พบวาสาร 

8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  ในทุกขนาดที่ทําการศึกษาไดแก  ขนาด  40 μg  (68.46 

μM), 60 μg (102.69 μM), 100 μg (171.15 μM), 140 μg (239.61 μM) และ 200 μg (342.30 

μM) สามารถทําใหอัตราการใชออกซิเจนใน state 3u respiration ลดลงไดอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (รูปที่ 32)  และคิดเปนรอยละของการยับยั้งเทากับ 38.40 + 2.86, 

57.06 + 4.60, 71.45 + 2.20, 77.60 + 4.36 และ 80.17 + 0.36 ตามลําดับ (รูปที่ 33) และคา 

IC50 ของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ตอ state 3u respiration มีคาเทากับ 51.87 

μg (88.78 μM)   
 
5. ผลของ rotenone ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 3u respiration 
เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 
 รูปที่ 34 B, C, D, E, F, G และ H แสดงผลของ rotenone ในขนาดตางๆ ตั้งแต 9.90 ng 

(21.76 nM), 14.85 ng (32.65 nM), 19.80 ng (43.53 nM), 29.70 ng (65.30 nM), 39.60 ng 

(87.06 nM), 49.50 ng (108.82 nM) และ 59.40 ng (130.59 nM) ตามลําดับ ตออัตราการใช

ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนการหายใจดวย DNP ทําใหเกิด state 3u 

respiration ข้ึน เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท จากผลการทดลองพบวา rotenone 

ทุกขนาดที่ทําการศึกษาสามารถทําใหอัตราการใชออกซิเจนใน state 3u respiration ลดลงอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (รูปที่ 35) และเมื่อนํามาคิดเปนรอยละของการยับยั้ง

อัตราการใชออกซิเจนใน state 3u respiration พบวาขนาดสารสูงสุดที่ทําการทดสอบนั้นสามารถ

ยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนใน state 3u respiration ไดรอยละ 93.49 + 0.11 และคา IC50 ของ 

rotenone ตอ state 3u respiration มีคาเทากับ 10.83 ng (23.81 nM) (รูปที่ 36)  
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6. ผลของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโต
คอนเดรียใน state 3u respiration เมื่อใช succinate เปนสับสเตรท 

 รูปที่ 37 B, C, D, E และ F แสดงผลของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol 

ขนาดตางๆ  ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนการหายใจดวย 

DNP ทําใหเกิด state 3u respiration ข้ึน เมื่อใช succinate เปนสับสเตรท พบวาสาร 8(14),15-

isopimaradiene-3β,18-diol ทุกขนาดที่ทําการทดสอบไมมีผลเปลี่ยนแปลงอัตราการใชออกซิเจน

ใน state 3u respiration อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ดังแสดงในรูปที่ 38 
 

7. ผลของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ตออัตราการใชออกซิเจนใน osmotic-
shocked mitochondria เมื่อใช exogenous NADH เปนสับสเตรท 

  รูปที่ 39 B, C, D, E, F และ G แสดงผลของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol 

ขนาดตางๆ  ตออัตราการใชออกซิเจนใน  osmotic-shocked mitochondria  เมื่อใช  exogenous 

NADH เป นสับส เตรท  พบว าสาร  8 (14 ) ,15-isopimaradiene-3β,18-diol ในทุกขนาดที่

ทําการศึกษา ไดแก ขนาด 10 μg (17.12 μM), 20 μg (34.23 μM), 40 μg (68.46 μM), 60 μg 

(102.69 μM), 100 μg (171.15 μM) และ 140 μg (239.61 μM) นั้นสามารถทําใหอัตราการใช

ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียลดลงไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (รูปที่ 40) ซึ่งคิดเปนรอยละของ

การยับยั้งไดเทากับ 27.79  + 0.98, 66.14 + 1.37, 70.37 + 1.30, 78.56 + 1.57  81.21 + 0.61 

และ 81.64 + 0.17 ตามลําดับ  ดังแสดงในรูปที่ 41 กลาวคือสารทดสอบนั้นสามารถยับยั้งอัตรา

การใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียไดแปรผันตามขนาดของสาร 
 
8. ผลของ bovine serum albumin (BSA) ที่มีตอการออกฤทธิ์ของสาร 8(14),15-

isopimaradiene-3β,18-diol เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 
 จากผลการทดลองในรูปที่ 42 ซึ่งเปนการศึกษาผลของ BSA ตอการออกฤทธิ์ของสาร 

8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ในขนาด 60 μg (102.69 μM)  เมื่อใช glutamate + 

malate เปนสับสเตรท พบวาสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ขนาด 60 μg (102.69 

μM)  นั้นสามารถทําใหอัตราการใชออกซิเจนใน  state 3 respiration  ลดลงไดอยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ และการเติม BSA 5 mg ลงไปในปฏิกิริยาเปนเวลา 1 นาที กอนการเติมสารก็ไมสามารถ

ลดความสามารถของสารในการยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนใน  state 3 respiration  ไดอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ แตพบวาการเติม BSA 10 และ 20 mg ลงไปในปฏิกิริยากอนการเตมิสารนัน้จะ

สามารถลดความสามารถของสารในการยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนใน  state 3 respiration  ได 

โดยทําใหผลของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ที่ทําใหอัตราการใชออกซิเจนใน 
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state 3 respiration ที่ลดลงไปนั้นเพิ่มข้ึนไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุมที่ไมไดเติม 

BSA  

 
9. ผลของ dithiothreitol (DTT) ที่มีตอการออกฤทธิ์ของสาร 8(14),15-isopimaradiene-

3β,18-diol เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 
  จากผลการทดลองในรูปที่ 43 แสดงใหเห็นวาการเติม 1.05 mM DTT ลงไปในปฏิกิริยา

เปนเวลา   1 นาที  กอนการเติมสารทดสอบนั้นไมมีผลไปเปลี่ยนแปลงความสามารถของสาร 

8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol [ขนาด 60 μg (102.69 μM)] ในการยับยั้งอัตราการใช

ออกซิเจนทั้งใน  state 3  และ  state 3u respiration  (กรณีที่ใช  glutamate + malate  เปน

สับสเตรท) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

  

10. ผลของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ตอการทํางานของเอนไซม ATPase  
 จากรูปที่ 44 พบวาสาร DNP (เปนสารประเภท uncoupler) มีผลทําใหปริมาณ Pi ที่เกิด

จากปฏิกิริยาการสลาย  ATP (ซึ่งใชเอนไซม  ATPase เปนตัวเรงปฏิกิริยา) นั้นเพิ่มข้ึนอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม แสดงวาสาร DNP นั้นสามารถกระตุนการทํางานของ

เอนไซม  ATPase ได  ในขณะที่สาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ในทุกขนาดที่

ทําการศึกษา ไดแก 40 μg (68.46 μM), 60 μg (102.69 μM), 100 μg (171.15 μM) และ 140 μg 

(239.61 μM) นั้นไมมีผลเปลี่ยนแปลงการทํางานของเอนไซม ATPase อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

และเมื่อทําการศึกษาโดยการใหสารทดสอบในขนาด 100 μg (171.15 μM) รวมกับสาร DNP ก็

พบวาสารทดสอบนั้นไมมีผลไปรบกวนการออกฤทธิ์ของ DNP ในการไปกระตุนการทํางานของ

เอนไซม  ATPase อยางมีนัยสําคัญทางสถิติเชนกัน กลาวคือสาร 8(14),15-isopimaradiene-

3β,18-diol นั้นไมมีผลไปเปลี่ยนแปลงการทํางานของเอนไซม ATPase ทั้งในกรณทีีถ่กูกระตุนและ

ไมถูกกระตุนดวยสาร DNP 

 

11. ผลของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโต
คอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซียม เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 

  รูปที่ 45 B, C, D และ E แสดงผลของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ใน

ขนาดตางๆ ตั้งแต 40 μg (68.46 μM), 60 μg (102.69 μM), 100 μg (171.15 μM) และ 140 μg 

(239.61 μM) ตามลําดับ ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวย

แคลเซียม  เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท  พบวาสาร 8(14),15-isopimaradiene-

3β,18-diol ทุกขนาดที่ทําการศึกษาสามารถทําใหอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน
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สภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซียมลดลงไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุมควบคุมตาม

ขนาดของสารที่ เพิ่มข้ึน  ( รูปที่ 46) เมื่อคิดเปนรอยละของการยับยั้งพบวาสาร 8(14),15-

isopimaradiene-3β,18-diol ในขนาด 40 μg (68.46 μM), 60 μg (102.69 μM), 100 μg 

(171.15 μM) และ 140 μg (239.61 μM) นั้นสามารถยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนไดรอยละ 31.44 

+ 1.46, 44.04 + 1.47, 68.63 + 1.59 และ 81.16 + 0.41 ตามลําดับ (รูปที่ 47) 
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รูปที่ 22 Oxygraph tracing แสดงผลของ 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ตออัตรา
การใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 
 
  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  และไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ  0.91 mg protein/ml  ปริมาตรทั้งหมด 1.922 ml 

อุณหภูมิ 37°C โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) จะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl 

สวนในกลุมทดลองจะเติมสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 

10 μl 

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บมีหนวย

เปน n atoms O/min/ml 
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5.2 mM Glutamate + 5.2 mM Malate 

0.31 mM ADP  
+ 0.62 mM Pi 

(25.80) 
102.69 μM 8(14),1 aradiene-3β,18-diol  5-isopim

(22.73) 

(27.36) 

(59.62) 

C 

(77.41) 

(27.87) 

5.2 mM Glutamate + 5.2 mM Malate 

68.46 μM 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  
(22.69) 

(21.47) 

0.31 mM ADP  
+ 0.62 mM Pi 

B 

(111.22) 

(26.92) 

(23.13) 

5.2 mM Glutamate + 5.2 mM Malate 

A 

(23.13) 

0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi 

1 min 

100 n atom
s O/m

in/m
l 

10 μl Absolute ethanol 
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5.2 mM Glutamate + 5.2 mM  Malate 

0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi 
(25.58) 

5.2 mM Glutamate + 5.2 mM Malate 

239.61 μM 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  

0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi 

5.2 mM Glutamate + 5.2 mM Malate 

171.15 μM 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  

0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi 

(30.16) 

(33.37) 

342.30 μM 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  
(23.78) (24.77) 

(24.09) 

(26.03) 

F 

(33.37) 

E 

(63.18) 

D 

100 n atom
s O/m

in/m
l 

1 min 
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รูปที่ 23 กราฟแสดงผลของ    8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol    ตออัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 3 respiration เมื่อใช glutamate + malate เปน
สับสเตรท 
 

 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 และไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ 1.12 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.922 ml 

อุณหภูมิ 37°C โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) จะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl 

สวนในกลุมทดลองจะเติมสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 

10 μl 

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลี่ย  + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 5 การ

ทดลอง (n=5)  

 

0

20

40

60

80

100

120

Control 68.46 102.69 171.15 239.61 342.3
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      *

    *
     *     *

 
* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ control 
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รูปที่ 24 กราฟแสดงผลของ  8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  ตอการยับยั้งอัตราการ
ใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 3 respiration เมื่อใช glutamate + malate เปน
สับสเตรท 
 

 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 และไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ 1.12 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.922 ml 

อุณหภูมิ 37°C โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) จะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl 

สวนในกลุมทดลองจะเติมสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 

10 μl 

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลี่ย  + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 5 การ

ทดลอง (n=5)  

 

0

20

40
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80

100

0 50 100 150 200 250 300 350 400
Concentration (μM)

%
 In

hi
bi

tio
n   *

  *

    *    *

 
* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ control 

 IC50 คํานวณโดยใช probit analysis มีคาเทากับ 79.92 μg (136.79 μM) 
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ตารางที่ 4 ผลของ 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ตออัตราการใชออกซิเจนของไม
โตคอนเดรียใน state 3 respiration และ state 4 respiration รวมถึงคา respiratory control 
index (RCI) เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 
 

สวนประกอบในปฏิกิริยา: 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 และไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ  1.12 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.922 

อุณหภูมิ 37°C โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) จะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl 

สวนในกลุมทดลองจะเติมสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ที่ความเขมขนตางๆ 

ปริมาณ 10 μl  

 คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย  + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 5 

การทดลอง (n = 5) 

 

อัตราการใชออกซิเจน 

(n atoms O/min/mg protein) 

ปริมาณของ

8(14),15-

isopimaradiene-

3β,18-diol (μg) 

ความเขมขนของ

8(14),15-

isopimaradiene-

3β,18-diol (μM) 

State 3 

respiration 

State 4 

respiration 

Respiratory 

Control Index 

(RCI) 

Control 0.00 104.48 + 10.42 18.02 + 1.20 5.78 + 0.31 

40 68.46 85.75 + 3.58 24.62 + 0.95 3.49 + 0.11* 

60 102.69 58.67 + 4.66* 20.96 + 2.18 2.83 + 0.14* 

100 171.15 39.70 + 4.12* (n.m.) (n.m.) 

140 239.61 30.57 + 4.95* (n.m.) (n.m.) 

200 342.30 30.45 + 0.40* (n.m.) (n.m.) 
 

* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ control 

(n.m.) = not measurable (ไมสามารถวัดคาได) 
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รูปที่ 25  Oxygraph tracing  แสดงผลของ  rotenone  ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโต
คอนเดรีย เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 
  

 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 และไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ 1.57 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.922 ml 

อุณหภูมิ 37°C โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) จะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl 

สวนในกลุมทดลองจะเติม rotenone ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl 

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บมีหนวย

เปน n atoms O/min/ml 
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(117.90) 

(29.63) 

(28.92) 

C 

      

5.2 mM Glutamate  
+ 5.2 mM Malate 

32.65 nM Rotenone 
(27.79) 

A B 

0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi 

(166.59) 

(32.37) 

(31.14) 

(31.14) 

0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi 
 

5.2 mM Glutamate + 
5.2 mM Malate 

21.76 nM Rotenone 

(198.31) 

(32.30) 

5.2 mM Glutamate + 5.2 mM Malate 
10 μl Absolute ethanol 

0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi 
(30.99) 

(29.12) 
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(36.04) 

F 

(30.03) 

(30.03) 

0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi 

5.2 mM Glutamate  
+ 5.2 mM Malate 

87.06 nM Rotenone 

(43.49) 

E 

(28.12) 

(29.14) 

0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi 

5.2 mM Glutamate  
+ 5.2 mM Malate 

65.30 nM Rotenone 

(64.58) 

5.2 mM Glutamate + 5.2 mM Malate 

43.53 nM Rotenone 

0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi 

(27.29) 

(27.29) 

D 
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G H 

(22.47) 

(23.36) 

5.2 mM Glutamate  
+ 5.2 mM Malate 

130.59 nM Rotenone 
(24.47) 

0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi 

(27.29) 

(27.29) 

(27.29) 

0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi 

108.82 nM Rotenone 

5.2 mM Glutamate + 5.2 mM Malate 
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รูปที่ 26 กราฟแสดงผลของ  rotenone  ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน 
state 3 respiration เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 
 

 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 และไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ 1.59 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.922 ml 

อุณหภูมิ 37°C โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) จะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl 

สวนในกลุมทดลองจะเติม rotenone ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl 

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลี่ย  + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 5 การ

ทดลอง (n=5)  
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* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ control 
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รูปที่ 27 กราฟแสดงผลของ rotenone ตอการยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอน 
เดรียใน state 3 respiration เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 
 

 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 และไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ 1.59 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.922 ml 

อุณหภูมิ 37°C โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) จะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl 

สวนในกลุมทดลองจะเติมสาร rotenone ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl 

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลี่ย  + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 5 การ

ทดลอง (n=5)  
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* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ control 

IC50 คํานวณโดยใช probit analysis มีคาเทากับ 13.54 ng (29.77 nM) 
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ตารางที่ 5 ผลของ  rotenone  ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน  state 3 
respiration และ state 4 respiration รวมถึงคา respiratory control index (RCI) เมื่อใช 
glutamate + malate เปนสับสเตรท 
 

 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 และไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ 1.59 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.922 ml 

อุณหภูมิ 37°C โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) จะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl 

สวนในกลุมทดลองจะเติม rotenone ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl 

 คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย  + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 5 

การทดลอง (n=5)  

 

อัตราการใชออกซิเจน 

(n atoms O/min/mg protein) 

ปริมาณของ 

rotenone (ng) 

ความเขมขนของ 

rotenone (nM) 

State 3 

respiration 

State 4 

respiration 

Respiratory 

Control Index 

(RCI) 

Control 0.00 121.23 + 7.43 18.78 + 1.01 6.46 + 0.21 

9.90 21.76 83.75 + 12.84* 18.55 + 0.86 4.43 + 0.49* 

14.85 32.65 53.54 + 9.59* 17.36 + 0.67 3.03 + 0.45* 

19.80 43.53 33.65 + 3.77* (n.m.) (n.m.) 

29.70 65.30 24.18 + 2.51* (n.m.) (n.m.) 

39.60 87.06 18.92 + 1.05* (n.m.) (n.m.) 

49.50 108.82 16.79 + 0.62* (n.m.) (n.m.) 

59.40 130.59 14.27 + 0.35* (n.m.) (n.m.) 
 

* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ control 

(n.m.) = not measurable (ไมสามารถวัดคาได) 
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รูปที่ 28 Oxygraph tracing  มาตรฐานของการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช 
succinate เปนสับสเตรท 
 
  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 และไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ  0.79 mg protein/ml ปริมาตร

ทั้งหมด 1.916 ml อุณหภูมิ 37°C 

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บมีหนวย

เปน n atoms O/min/ml 
 

 

5.2 mM Succinate 
0.01 mM Rotenone 

0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi 
(21.35) 

(21.35) State 4 respiration 

(96.54) State 3 respiration 

(21.35) 
State 4 respiration 

0.05 mM DNP 
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(163.72) State 3u respiration 

1 min 
 

 



  
  70 

รูปที่ 29 Oxygraph tracing  แสดงผลของ  8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  ตออัตรา
การใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช succinate เปนสับสเตรท 
 
  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 และไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ  0.69 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.924 ml 

อุณหภูมิ 37°C โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) จะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl 

สวนในกลุมทดลองจะเติมสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 

10 μl 

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บมีหนวย

เปน n atoms O/min/ml 
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M 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  

(77.55) 

(24.59) 

 
 

5.2 mM Succinate 

102.69 μ

0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi 

C 

(22.59) 
(22.59) 0.01 mM Rotenone 

(69.63) 

5.2 mM Succinate 

68.46 μM 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  
(21.55) 

(21.55) 
0.01 mM Rotenone 

0.31 mM ADP + 0.62 mMPi 
(22.24) 

B 

(91.87) 

0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi 

5.2 mM Succinate 

0.01 mM Rotenone 
(22.13) 

(21.03) 
(21.03) 

10 μl Absolute ethernol 

A 

1 min 

100 n atom
s O/m

in/m
l 
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(67.18) 

5.2 mM Succinate 

 

5.2 mM Succinate 

239.61 μM 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  
(26.88) 

0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi 

(21.79) 
(21.79) 

342.30 μM 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  
(27.49) 

(22.13) 

(22.13) 
0.01 mM Rotenone 

0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi 

F 

(77.86) 

E 

0.01 mM Rotenone 

(78.12) 

5.2 mM Succinate 

171.15 imaradien -diol  
(25.37) 

μM 8(14),15-isop e-3β,18

(22.44) 
(22.44) 0.01 mM Rotenone 

0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi 

D 

1 min 

100 n atom
s O/m

in/m
l 
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รูปที่ 30 กราฟแสดงผลของ    8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol    ตออัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน  state 3 respiration  เมื่อใช  succinate  เปนสับสเตรท 
   

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 และไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ  0.70 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.924 ml 

อุณหภูมิ 37°C โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) จะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl 

สวนในกลุมทดลองจะเติมสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 

10 μl 

  แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลี่ย  + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 5 การ

ทดลอง (n=5)  
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รูปที่ 31 Oxygraph tracing  แสดงผลของ  8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  ตออัตรา
การใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 3u respiration เมื่อใช glutamate + malate 
เปนสับสเตรท 
 
  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 และ

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ 0.99 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) จะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนในกลุม

ทดลองจะเติมสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl 

  อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บมีหนวย

เปน n atoms O/min/ml 
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C 

 

 

 
  

 
    

5.2 mM Glutamate + 5.2 mM Malate 

10 μl Absolute ethanol 
0.05 mM DNP 

 

100 n atom
s O/m

in/m
l 

1 min 

(160.16) 

5.2 mM Glutamate + 5.2 mM  Malate 

0.05 mM DNP 
 

(111.22) 

68.46 μM 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  

5.2 mM Glutamate + 5.2 mM Malate 

0.05 mM DNP 

(95.76) 

 
102.69 μM 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  

A B 
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F 

 
  

 
   

5.2 mM Glutamate + 5.2 mM Malate 

0.05 mM DNP 

 

(65.62) 

171.15 μM 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol 

5.2 mM Glutamate + 5.2 mM Malate 

0.05 mM DNP 
 

(39.82) 

239.61 μM 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  

5.2 mM Glutamate + 5.2 mM Malate 

0.05 mM DNP 
 

(24.47) 

342.30 μM 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  

D E 

1 min 

100 n atom
s O/m

in/m
l 
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รูปที่ 32 กราฟแสดงผลของ    8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol    ตออัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 3u respiration เมื่อใช glutamate + malate เปน
สับสเตรท 
 
  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 และ

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ 1.16 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) จะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนในกลุม

ทดลองจะเติมสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl 

  แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลี่ย  + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 5 การ

ทดลอง (n=5) 
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รูปที่ 33 กราฟแสดงผลของ  8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  ตอการยับยั้งอัตราการ
ใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 3u respiration เมื่อใช glutamate + malate เปน
สับสเตรท 
 
  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 และ

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ 1.16 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) จะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนในกลุม

ทดลองจะเติมสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl 

  แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลี่ย  + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 5 การ

ทดลอง (n=5) 
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          *    *

 
  * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ control 

IC50 คํานวณโดยใช probit analysis มีคาเทากับ 51.87 μg (88.78 μM) 
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รูปที่ 34 Oxygraph tracing แสดงผลของ  rotenone  ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโต
คอนเดรียใน state 3u respiration เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 
 
 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 และ

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ 1.59 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) จะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนในกลุม

ทดลองจะเติมสาร rotenone ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl 

  อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บมีหนวย

เปน n atoms O/min/ml 
 

 



   
 

80  

(47.83) 

E 

0.05 mM DNP 

5.2 mM Glutamate +  
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0.05 mM DNP 

C 
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(290.74) 

B 

0.05 mM DNP 

5.2 mM Glutamate + 5.2 mM Malate 

10 μl Absolute ethanol 21.76 nM Rotenone 
0.05 mM DNP 
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5.2 mM Malate 

(361.48) 
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H 

(23.37) 

F G 

0.05 mM DNP 

      

5.2 mM Glutamate + 
 5.2 mM Malate 

130.59 nM Rotenone 

(29.70) 

0.05 mM DNP 

108.82 nM Rotenone 

5.2 mM Glutamate +  
5.2 mM Malate 

(36.70) 

0.05 mM DNP 

87.60 nM Rotenone 

5.2 mM Glutamate + 5.2 mM Malate 
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รูปที่ 35 กราฟแสดงผลของ  rotenone  ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน 
state 3u respiration เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 
 
  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 และ

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ 1.59 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) จะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนในกลุม

ทดลองจะเติมสาร rotenone ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl 

  แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลี่ย  + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 5 การ

ทดลอง (n=5) 
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* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ control 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



  
  83 

รูปที่ 36 กราฟแสดงผลของ  rotenone  ตอการยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอน 
เดรียใน state 3u respiration เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 
 
  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 และ

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ 1.59 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) จะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนในกลุม

ทดลองจะเติมสาร rotenone ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl 

  แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลี่ย  + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 5 การ

ทดลอง (n=5) 
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* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ control 

IC50 คํานวณโดยใช probit analysis มีคาเทากับ 10.83 ng (23.81 nM) 
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รูปที่ 37 Oxygraph tracing แสดงผลของ  8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  ตออัตรา
การใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน  state 3u respiration  เมื่อใช  succinate เปน
สับสเตรท 
 
  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 และ

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ 0.73 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.924 ml อุณหภูมิ 37°C 

โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) จะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนในกลุม

ทดลองจะเติมสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl 

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บมีหนวย

เปน n atoms O/min/ml 
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5.2 mM Succinate 

 

0.05 mM DNP 

(156.16) 

102.69 μM 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  
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5.2 mMSuccinate 

0.05 mM DNP 
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342.3 μM 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  
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(137.92) 

0.05 mM DNP 
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0.01 mM Rotenone 
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รูปที่ 38 กราฟแสดงผลของ    8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol    ตออัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน  state 3u respiration  เมื่อใช  succinate  เปนสับสเตรท 
 
  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 และ

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ 0.73 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.924 ml อุณหภูมิ 37°C 

โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) จะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนในกลุม

ทดลองจะเติมสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl 

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลี่ย  + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 5 การ

ทดลอง (n=5) 
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  * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ control 
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รูปที่ 39 Oxygraph tracing  แสดงผลของ  8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  ตออัตรา
การใชออกซิเจนใน osmotic-shocked mitochondria เมื่อใช exogenous NADH เปน
สับสเตรท 
 
  สวนประกอบของปฏิกิริยา: 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 1.04 mM NADH, 0.52 mM sucrose และไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ 0.62 mg 

protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml อุณหภูมิ 37°C โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) จะ

เติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนในกลุมทดลองจะเติมสาร 8(14),15-isopimaradiene-

3β,18-diol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl 

  อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บมีหนวย

เปน n atoms O/min/ml 
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1.04 mM NADH 
34.23 μM 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  

(22.69) 

C  A B 

17.12 μM 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  

(47.83) 

1.04 mM NADH 

(75.63) 

1.04 mM NADH 

10 μl Absolute ethanol 

1 min 

100 n atom
s O/m

in/m
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1.04 mM NADH 
102.69 μM 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  

(15.79) 

E 

68.46 μM 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  

(20.69) 

D 

1.04 mM NADH 

100 n atom
s O/m

in/m
l 

1 min 
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1.04 mM NADH 
239.61 μM 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  

(11.57) 

G 

1.04 mM NADH 
171.15 μM 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  

(12.68) 

F 

100 n atom
s O/m

in/m
l 

1 min 
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รูปที่ 40 กราฟแสดงผลของ    8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol    ตออัตราการใช
ออกซิเจนใน  osmotic-shocked mitochondria  เมื่อใช exogenous NADH เปนสับสเตรท 
 
  สวนประกอบของปฏิกิริยา: 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 1.04 mM NADH, 0.52 mM sucrose และไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ 0.62 mg 

protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml อุณหภูมิ 37°C โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) จะ

เติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนในกลุมทดลองจะเติมสาร 8(14),15-isopimaradiene-

3β,18-diol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl 

  แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลี่ย  + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 5 การ

ทดลอง (n=5) 
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    * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ control 
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รูปที่ 41 กราฟแสดงผลของ  8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  ตอการยับยั้งอัตราการ
ใชออกซิเจนใน osmotic-shocked mitochondria เมื่อใช exogenous NADH เปนสับสเตรท 
 
  สวนประกอบของปฏิกิริยา: 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 1.04 mM NADH, 0.52 mM sucrose และไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ 0.62 mg 

protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml อุณหภูมิ 37°C โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) จะ

เติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนในกลุมทดลองจะเติมสาร 8(14),15-isopimaradiene-

3β,18-diol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl 

  แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลี่ย  + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 5 การ

ทดลอง (n=5) 
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    * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ control 
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รูปที่ 42 กราฟแสดงผลของ  bovine serum albumin (BSA)  ตอการออกฤทธิ์ของสาร 

8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 
 
  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 และไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ 0.96 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.932 ml 

อุณหภูมิ 37°C โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) จะไมเติม BSA กอนเติมสาร 8(14),15-

isopimaradiene-3β,18-diol ในขนาด 60 μg (102.69 μM) สวนในกลุมทดลองจะเติม BSA กอน

เติมสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ในขนาด 60 μg (102.69 μM)  

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลี่ย  + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 5 การ

ทดลอง (n=5) 
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   * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ A  

  # p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ B 

 

A = absolute ethanol 

B = 60 μg (102.69 μM) 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol (control) 

C = 60 μg (102.69 μM) 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol + 5 mg BSA 

D = 60 μg (102.69 μM) 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol + 10 mg BSA 

E = 60 μg (102.69 μM) 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol + 20 mg BSA 
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รูปที่ 43 กราฟแสดงผลของ  dithiothreitol (DTT)  ตอการออกฤทธิ์ของสาร 8(14),15-

isopimaradiene-3β,18-diol เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 
 
  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 และไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ 1.54 mg 

protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.926 ml อุณหภูมิ 37°C โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) 

จะไมเติม DTT กอนเติมสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ในขนาด 60 μg (102.69 

μM) สวนในกลุมทดลองจะเติม DTT กอนเติมสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ใน

ขนาด 60 μg (102.69 μM)  

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลี่ย  + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 5 การ

ทดลอง (n=5) 
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* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ A 

 

A = absolute ethanol 

B = absolute ethanol + 1.05 mM DTT  

C = 60 μg (102.69 μM) 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol (control) 

D = 60 μg (102.69 μM) 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol + 1.05 mM DTT 
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รูปที่ 44 กราฟแสดงผลของ   8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol   ตอการทํางานของ
เอนไซม  ATPase  ทั้งในกรณีที่ถูกกระตุนและไมถูกกระตุนดวย DNP  
 
  สวนประกอบของปฏิกิริยา: 35.18 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.76 mM MgCl2, 80.92 

mM KCl, 16.72 mM sucrose และสวนประกอบที่เติมตามลงไปคือ 5.02 mM ATP, 0.17 mM 

DNP  และไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ  1.90 mg protein/ml  ปริมาตรทั้งหมด 2.99 ml 

อุณหภูมิ 37°C โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) จะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl 

สวนในกลุมทดลองจะเติมสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 

10 μl 

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลี่ย  + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 5 การ

ทดลอง (n=5) 
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    * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ control 

 

A = absolute ethanol (control) 

B = 40 μg (68.46 μM) 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol 

C = 60 μg (102.69 μM) 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  

D = 100 μg (171.15 μM) 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  

E = 140 μg (239.61 μM) 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  

F = 0.17 mM DNP 

G = 0.17 mM DNP + 100 μg (171.15 μM) 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  
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รูปที่ 45 Oxygraph tracing แสดงผลของ  8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  ตออัตรา
การใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซียม เมื่อใช 
glutamate + malate เปนสับสเตรท 
 
  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 และ

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ 1.34 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) จะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนในกลุม

ทดลองจะเติมสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl 

  อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บมีหนวย

เปน n atoms O/min/ml 
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102.69 μM 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  

C 

5.2 mM Glutamate + 5.2 mM Malate 

 

0.42 mM CaCl2
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5.2 mM Glutamate + 5.2 mM Malate 

B 

 

0.42 mM CaCl2
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5.2 mM Glutamate + 5.2 mM Malate 
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รูปที่ 46 กราฟแสดงผลของ    8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol    ตออัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซียม เมื่อใช glutamate + 
malate เปนสับสเตรท 
 
  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 และ

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ 1.33 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) จะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนในกลุม

ทดลองจะเติมสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl 

  แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลี่ย  + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 5 การ

ทดลอง (n=5) 
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* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ control 
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รูปที่ 47 กราฟแสดงผลของ  8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  ตอการยับยั้งอัตราการ
ใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซียม เมื่อใช glutamate + 
malate เปนสับสเตรท 
 

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 และ

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ 1.33 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) จะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนในกลุม

ทดลองจะเติมสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl 

  แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลี่ย  + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 5 การ

ทดลอง (n=5) 
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  * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ control 
 
 
 
 
 
 
 

 



บทที่ 5 
 

สรุปและอภิปรายผลการวิจัย 
 
 งานวิจัยนี้เปนการศึกษาผลของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ตอการทํา

หนาที่ของไมโตคอนเดรียที่แยกจากเซลลของตับหนูแรท  เปนการศึกษาแบบ  in vitro  และจาก

ผลการวิจัยแสดงใหเห็นวาสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol จากแกนไมแดงนั้นมีผล

เปลี่ยนแปลงการทําหนาที่ของไมโตคอนเดรียได  ดังตอไปนี้ 

 

1. ผลของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ตอกระบวนการหายใจของไมโตคอน
เดรียที่แยกจากตับหนูแรท 
  จากผลการศึกษา เมื่อใชสับสเตรทชนิด NAD+-linked คือ glutamate + malate (ซึ่งเปน

สับสเตรทที่เมื่อเกิดการเปลี่ยนแปลงโดยวัฏจักรเครปสใน  matrix  ของไมโตคอนเดรียแลวจะให

อิเลคตรอนเขาสูลูกโซการหายใจที่ complex I) พบวาสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol 

จะออกฤทธิ์ยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียทั้งใน   state 3  และ  state 3u 

respiration  โดยในระยะ  state 3  respiration  สารจะเริ่มแสดงฤทธิ์ยับยั้งอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติตั้งแตขนาด 102.69 μM ข้ึนไป (รูปที่ 24) สวนในระยะ state 3u สารจะแสดงฤทธิ์การยับยั้ง

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติในทุกขนาดที่ทําการศึกษา (รูปที่ 33) และฤทธิ์การยับยั้งของสารจะ

เพิ่มข้ึนแปรผันตามขนาดของสาร  แตเมื่อเปลี่ยนสับสเตรทที่ใชเปนชนิด  FAD-linked  คือ 

succinate (ซึ่งเปนสับสเตรทที่เมื่อเกิดการเปลี่ยนแปลงโดยวัฏจักรเครปสใน matrix ของไมโตคอน

เดรียแลวจะใหอิเลคตรอนเขาสูลูกโซการหายใจที่ complex II) สารจะไมแสดงฤทธิ์การยับยั้งอัตรา

การใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียทั้งใน state 3 (รูปที่ 30) และ state 3u respiration (รูปที่ 38) 

จากผลการศึกษาแสดงวาสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol อาจไปมีฤทธิ์ยับยั้ง

กระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรีย โดยออกฤทธิ์เปนตัวยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซ

การหายที่ complex I (site I inhibitor)  

การออกฤทธิ์เปน site I inhibitor ของสารนั้นสามารถยืนยันไดจากผลการศึกษาเพิ่มเติม

ใน  osmotic-shocked mitocondria ซึ่งไมโตคอนเดรียถูกทําใหอยูในสภาวะ uncoupling ทําได

โดยการ incubate ไมโตคอนเดรียอยูใน  hypotonic incubation medium จึงมีผลทําใหเยื่อหุม

ชั้นในของไมโตคอนเดรียนั้นบวม (De Robertis และ De Robertis, 1987) ทําให exogenous 

NADH ที่ใชเปนสับสเตรทนั้น สามารถซึมผานเยื่อหุมชั้นในของไมโตคอนเดรียเขาไปสูภายใน 

matrix ของไมโตคอนเดรียไดโดยตรง  (Lehninger และคณะ 2000)  ไมโตคอนเดรียจึงสามารถ
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ออกซิไดซ  exogenous  NADH  ได  (ถาเปน  intact  mitchondria  จะไมสามารถออกซิไดซ 

exogenous NADH ได เพราะ NADH มีขนาดโมเลกุลใหญ จึงไมสามารถซึมผานเยื่อหุมช้ันในของ

ไมโตคอนเดรียได)   จากนั้น  NADH  ก็จะใหอิเลคตรอนเขาสูลูกโซการหายใจที่  complex I  ได

โดยตรง แลวจึงเกิดการถายทอดอิเลคตรอนไปตาม complex ตางๆ ของลูกโซการหายใจตอไป  

จากผลการศึกษาพบวาสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ในทุกขนาดที่ทําการศึกษา

นั้นสามารถยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนใน osmotic-shocked mitochondria ไดอยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ (รูปที่ 41) โดยฤทธิ์การยับยั้งก็จะเพิ่มข้ึนแปรผันตามขนาดสารทดสอบเชนเดียว          

กับในกรณีที่ใช   glutamate + malate   เปนสับสเตรท     จึงเปนการยืนยันวาสาร   8(14),15-

isopimaradiene-3β,18-diol   ออกฤทธิ์ยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายที่ NADH-

ubiquinone oxidoreductase หรือ complex I 

อยางที่ไดกลาวไวขางตนวา complex I มักจะเปนตําแหนงที่เกิดความเสียหายไดงายที่สุด

ในลูกโซการหายใจ มีสารเคมีหลายชนิดทั้งสารจากธรรมชาติและสารสังเคราะหที่ทราบแลววามี

ฤทธิ์ยับยั้งการทําหนาที่ของไมโตคอนเดรียที่ complex I (รูปที่ 14) ยกตัวอยางเชน rotenone ซึ่ง

เปนสารสําคัญที่พบในรากของโลติ๊นหรือหางไหล [Derris elliptica (Roxb.) Benth] (เปนสมุนไพร

ในวงศ Leguminosae เชนเดียวกับไมแดง) (Wallace และ Starkov, 2000) ที่เคยนํามาใชปองกัน

และกําจัดแมลง แตเนื่องจากมีพิษมากภายหลังจึงไมนิยมนํามาใช กลไกการเกิดพิษที่สําคัญของ 

rotenone ก็คือยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจของไมโตคอนเดรียที่ NADH-

ubiquinone oxidoreductase หรือ complex I นั่นเอง เมื่อเปรียบเทียบความแรงในการยับยั้ง

กระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช   glutamate + malate  เปนสับสเตรท   ระหวาง 

rotenone  กับ  สาร  8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  จากคา IC50 พบวา rotenone นั้นมี

ความแรงในการยับยั้งมากกวาสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  ทั้งในระยะ state 3 

และระยะ state 3u respiration นอกจากนี้ยังพบวาสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol 

ยังสามารถทําใหคา  RCI ของไมโตคอนเดรียลดลงได  (ตารางที่ 4)  คา  RCI เปนคาที่แสดงถึง

ความสามารถของไมโตคอนเดรียในการเกิดการควบคูกัน (coupling) กันระหวางพลังงานที่เกิด

จากการถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจกับกระบวนการฟอสฟอริลเลชัน (กระบวนการ

สราง  ATP) ดังนั้นอาจเปนไปไดวาสาร  8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol อาจทําให

ความสามารถในการสรางพลังงาน  ATP ของไมโตคอนเดรียลดลงได  
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2. ผลของปจจัยอื่นๆ ที่มีตอการออกฤทธิ์ของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol 
 2.1 ผลของ BSA 
ปกติแลวเมื่อยาหรือสารเคมีถูกดูดซึมเขาสูกระแสเลือดแลว สวนหนึ่งก็จะจับกับ plasma 

protein  คือ albumin เปนสวนใหญ กลายเปน bound drug ซึ่งเปนสวนที่ไมออกฤทธิ์ สวนที่ไมจับ

กับ plasma protein ก็จะกลายเปน free drug ซึ่งเปนสวนที่สามารถออกฤทธิ์ได (Gilman และ

คณะ, 1985; Katzung, 1998) ดังนั้นถายาหรือสารเคมีใดมี protein binding สูงก็จะออกฤทธิ์ได

ลดลง สวนถายาหรือสารเคมีใดมี protein binding ต่ําก็จะสามารถออกฤทธิ์ไดดี ในการศึกษาเรา

ใช BSA ซึ่งเปนโปรตีนโมเลกุลใหญ มาเปนตัวแทนของ albumin ซึ่งเปนโปรตีนสําคัญในกระแส

เลือด จากผลการศึกษาในรูปที่ 42 ที่พบวา BSA ในขนาด 10 และ 20 mg นั้นสามารถลดฤทธิ์ของ

สารในการยับยั้งกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรียใน   state 3 respiration  ไดอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ และผลดังกลาวจะแปรผันตามขนาดของ BSA ที่เพิ่มข้ึน แสดงวาสารอาจจะมี

ความสามารถในการจับกับโปรตีนในกระแสเลือดได แตอยางไรก็ตามยังไมทราบวาผลที่เกิดขึ้น

ดังกลาวนี้จะมีความสําคัญในทางคลินิกหรือไม อยางไร 
2.2 ผลของ DTT  

  จากการที่หมู  sulfhydryl   มีความสําคัญตอการควบคุมการทํางานของเอนไซมบางชนิด 

รวมถึงการทํางานของโปรตีนที่เปนสวนประกอบภายในเยื่อหุมช้ันในของไมโตคอนเดรียซึ่งมีหนาที่

ควบคุมการขนสงสารผานเขาออกจากไมโตคอนเดรีย นอกจากนี้ก็ยังมีความสําคัญตอการเกิด

กระบวนการออกซิเดทีฟ ฟอสฟอริลเลชันของไมโตคอนเดรียดวย (Godinot และคณะ, 1981; Le-

quoc และ Le-quoc, 1982; Robillard และ Konings, 1982) และเนื่องจากสาร DTT เปนสารที่

สามารถปองกันการเกิดออกซิเดชันของหมู  sulfhydryl  ได  (Cleland, 1964)  การทดลองนี้จึง

ออกแบบขึ้นเพื่อศึกษาวาการออกฤทธิ์ของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ในการ

ยับยั้งกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรียนั้นเกี่ยวของกับการที่สารทดสอบไปจับกับหมู 

sulfhydryl   ของโปรตีนหรือเอนไซมตางๆ   ที่เปนสวนประกอบภายในเยื่อหุมช้ันในของไมโตคอน

เดรียหรือไม ซึ่งจากผลการทดลองในรูปที่ 43 ที่พบวาการเติม 1.05 mM DTT ลงไปใน reaction 

medium กอนการเติมสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol นั้นไมมีผลไปเปลี่ยนแปลงฤทธิ์

ของสารในการยับยั้งกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรียทั้งใน   state 3  และ  state 3u 

respiration อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ซึ่งหมายความวา DTT นั้นไมสามารถลดผลของสารในการ

ไปยับยั้งกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรียได แสดงวากลไกการออกฤทธิ์ของสาร 8(14),15-

isopimaradiene-3β,18-diol ในการยับยั้งกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรีย (โดยการไป

ยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ) นั้นไมไดเกิดจากการที่สารไปจับกับหมู 
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sulfhydryl   ของโปรตีนหรือเอนไซมตางๆ   ที่เปนสวนประกอบภายในเยื่อหุมช้ันในของไมโตคอน

เดรีย  

 

3. ผลของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ตอการทํางานของเอนไซม ATPase  
    เอนไซม ATPase สามารถเรงปฏิกิริยาการสลาย ATP ไปเปน ADP, Pi และ H+ ไดดัง

สมการ 

ATPsynthase (F0F1ATPase) 

ATP + H2O       ADP + Pi + H+  

ในสภาวะปกติเอนไซม ATPase จะมี activity ต่ํา (เนื่องจากเอนไซม ATP synthase จะเรง

ปฏิกิริยาในทิศทางของการสังเคราะห ATP เปนสําคัญ) แตในกรณีที่ไดรับสาร uncoupler เชน 

DNP เขาไป จะมีผลทําใหการทํางานของเอนไซม ATPase ถูกกระตุนได เพราะ DNP มีคุณสมบัติ

เปน H+ carrier หรือ proton-ionophore สามารถทําใหโปรตอนที่อยูใน intermembrane space 

ไหลกลับเขาสู  matrix ผานผนังชั้นในของไมโตคอนเดรียไดอยางอิสระ โดยไมผานเอนไซม ATP 

synthase เพราะฉะนั้นจะทําให proton gradient ที่เคยมีอยูถูกทําลาย ดังนั้นไมโตคอนเดรียจะ

พยายามสราง proton gradient ข้ึนมาใหมโดยการไปกระตุนการทํางานของเอนไซม ATPase ใน

การเรงปฏิกิริยาการสลาย  ATP เพื่อใหได H+ ออกมาทดแทน การศึกษานี้จะวัด  activity ของ

เอนไซม ATPase ที่เพิ่มข้ึนจากปริมาณ Pi ที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาการสลาย ATP  

จากผลการศึกษาในรูปที่ 44 พบวาสาร DNP ซึ่งเปนสาร uncoupler นั้นสามารถกระตุน

การทํางานของเอนไซม ATPase ในการสลาย ATP ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ จากเหตุผลดังที่

ไดกลาวไวขางตน สวนสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ทุกขนาดที่ทําการศึกษานั้นไม

มีผลไปเปลี่ยนแปลงการทํางานของเอนไซม ATPase (ในการสลาย ATP) อยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติ  ทั้งในกรณีที่ใหรวมกับสาร  DNP  และในกรณีที่ไมไดใหรวมกับสาร  DNP  แสดงวาสาร 

8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ในชวงขนาดที่ทําการศึกษานั้นไมมีผลไปกระตุนการ

ทํางานของเอนไซม   ATPase  และไมมีผลไปรบกวนการออกฤทธิ์ของสาร  DNP  ในการกระตุน

การทํางานของเอนไซม ATPase ดวย  

 

4. ผลของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโต
คอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซียม   
 ไมโตคอนเดรียนั้นนอกจากจะมีหนาที่ที่สําคัญในการสรางพลังงานใหแกเซลลแลว ยังมีอีก

หนาที่ซึ่งมีความสําคัญเชนเดียวกันคือ หนาที่ในการควบคุมสมดุลของแคลเซียมภายในเซลล 

(Ca2+ homeostasis)  โดยการนําแคลเซียมเขาไปเก็บสะสมไวภายใน  matrix  ซึ่งเปนการควบคุม 
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metabolic activity ทั้งของไมโตคอนเดรียเองและของเซลลดวย การขนสงแคลเซียมเขาไปเก็บ

สะสมใน matrix ของไมโตคอนเดรียจะเกิดขึ้นไดนั้นตองอาศัยความตางศักยที่อยูระหวางเยื่อหุม

ชั้นในของไมโตคอนเดรีย  ซึ่งเปนสวนหนึ่งของ  proton motive force  หรือ  electrochemical 

potential ที่เกิดขึ้นจากกระบวนการถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ (Murphy และ Smith, 

2000)  ดังนั้นถาสารใดก็ตามไปมีผลเปลี่ยนแปลง electrochemical potential ของไมโตคอนเดรีย 

เชน uncoupler, respiratory chain inhibitor ก็จะทําใหแคลเซียมไมสามารถเขาไปสะสมในไมโต

คอนเดรียได ดังนั้นถามีการเติม  Ca2+  ลงไปในปฏิกิริยา ไมโตคอนเดรียก็จะถูกกระตุนการหายใจ

และรับเอา Ca2+ เขาไปเก็บสะสมใน matrix ของไมโตคอนเดรีย ซึ่งพบวาอัตราการใชออกซเิจนของ

ไมโตคอนเดรียในชวงนี้ก็จะเพิ่มสูงขึ้น และเมื่อแคลเซียมเขาไปสะสมภายใน  matrix หมดแลว 

อัตราการใชออกซิเจนก็จะลดลง      ซึ่งจากผลการศึกษาในรูปที่ 47  พบวาสาร  8(14),15-

isopimaradiene-3β,18-diol ในชวงขนาดที่ทําการศึกษาตั้งแต 40 – 140 μg (68.46 – 239.61 

μM) นั้นสามารถยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวย

แคลเซียม (เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท) ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ และฤทธิ์ใน

การยับยั้งจะเพิ่มข้ึนตามขนาดของสารทดสอบที่เพิ่มข้ึน ซึ่งก็สอดคลองกับผลการทดลองที่วาสาร

นั้นสามารถยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจใน  complex I  ได  เพราะเมื่อการ

ถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจถูกยับยั้งก็จะทําใหขาด proton motive force ซึ่งใชในการ

ขนสงแคลเซียมเขาไปสะสมภายในไมโตคอนเดรีย แคลเซียมก็จะเขาไปสะสมภายใน  matrix ได

นอยลง อัตราการใชออกซิเจนจึงลดลงตามไปดวย ซึ่งการที่สารมีผลไปยับยั้งการขนสงแคลเซียม

เขาไปสะสมในไมโตคอนเดรียนั้น จะมีความสําคัญอยางไรตอการทําหนาที่ของเซลลก็เปนประเด็น

ที่ควรมีการศึกษาตอไป 
 

จากการศึกษาทั้งหมดสามารถสรุปผลของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ตอ
การทํางานของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูแรท ไดดังนี้ 

 1. สาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol มีฤทธิ์ยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอนใน

ลูกโซการหายใจที่ complex I หรือเรียกวา site I inhibitor เชนเดียวกับ rotenone แตความแรงใน

การยับยั้งที่  complex I ของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol จะนอยกวา rotenone 

ถึง 4,594.89 เทา เมื่อเปรียบเทียบจากคา IC50 ของสารตอระยะ state 3 respiration ของไมโต

คอนเดรียที่แยกจากตับหนูแรท (กรณีที่ใช glutamate + malate เปนสับสเตรท) และเมื่อพิจารณา

จากคา IC50 ของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ตอระยะดังกลาว ซึ่งเทากับ 136.79 

μM พบวาเปนคาที่คอนขางสูง จึงอาจกลาวไดวาสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol เปน 

weak site I inhibitor ตอไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูแรท  
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 2. BSA ขนาด 10 และ 20 mg นั้นสามารถฤทธิ์ของสาร 8(14),15-isopimaradiene-

3β,18-diol  ขนาด 60 μg (102.69 μM) ในการยับยั้งกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรีย      

ใน state 3 respiration ได    แสดงวาสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol   นั้นอาจจะมี

ความสามารถในการจับกับโปรตีนในกระแสเลือดได 

3. DTT  ไมสามารถลดฤทธิ์ของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ในการยับยั้ง

กระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรียทั้งใน state 3 และ state 3u respiration ได แสดงวาการ

ออกฤทธิ์ของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ตอการยับยั้งกระบวนการหายใจของไม

โตคอนเดรียนั้นไมเกี่ยวของกับการที่สารไปจับกับหมู  sulfhydryl (-SH)  ของโปรตีนหรือเอนไซม

ตางๆ   ที่เปนสวนประกอบภายในเยื่อหุมชั้นในของไมโตคอนเดรีย  

4. สาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ในชวงขนาดที่ทําการศึกษานั้นไมมีผล

กระตุนการทํางานของเอนไซม ATPase อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ทั้งในกรณีที่ถูกกระตุนและไม

ถูกกระตุนดวยสาร uncoupler คือ DNP 

 5. สาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ในทุกขนาดที่ทําการศึกษา มีฤทธิ์ยับยั้ง

การหายใจของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซียมไดเมื่อใช glutamate + malate 

เปนสับสเตรท  

6. การศึกษานี้เปนการศึกษาแบบ  in vitro  ซึ่งผลของสาร 8(14),15-isopimaradiene-

3β,18-diol ที่เกิดขึ้นเปนการออกฤทธิ์ของสารโดยตรงตอไมโตคอนเดรีย อยางไรก็ตามยังไมมี

ขอมูลวาสารนี้เมื่อเขาสูรางกายแลวจะถูกระบบเอนไซมตางๆ ในรางกายเปลี่ยนแปลงแลวไดสารที่

เปน active/toxic metabolite เกิดขึ้นหรือไม อยางไร ซึ่งคิดวานาจะเปนประเด็นที่ควรมีการศึกษา

ตอไป เพื่อใหไดขอมูลการออกฤทธิ์ของสารมากขึ้น 

จากการศึกษาครั้งนี้เปนเพียงการศึกษาผลของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-

diol ซึ่งเปนองคประกอบหลักที่ไดจากสิ่งสกัดเอทิลอะซีเตตของแกนไมแดงเพียงชนิดเดียว แตใน

การนํามาใชประโยชนโดยทั่วไปของแกนไมแดงนั้นยังไมมีการนําสารสกัดเดี่ยวๆ มาใชเพียงตัว

เดียว ผลตางๆ ที่เกิดขึ้นจากการนํามาแกนไมแดงมาใชนั้นอาจเปนผลโดยรวมของสารหลายๆ ชนดิ

ที่เปนองคประกอบอยูภายใน ดังนั้นการศึกษาในอนาคตอาจทําการศึกษาเพิ่มเติมถึงผลของ

สารประกอบตัวอื่นๆ ที่เปนองคประกอบภายในแกนไมแดงดวย รวมไปถึงอาจศึกษาผลของสาร

สกัดหยาบ (crude extract) จากแกนไมแดง ซึ่งเปนการศึกษาถึงผลของการไดรับสารหลายๆ ตัว

รวมกัน นอกเหนือไปจากการศึกษาผลของสารเพียงตัวเดียว แลวทําการเปรียบเทียบผลที่เกิดขึ้น

ตอไมโตคอนเดรียกับผลของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ที่ไดในครั้งนี้ เพื่อใหได

ขอมูลเบื้องตนทางเภสัชวิทยาและ/หรือพิษวิทยาของสมุนไพรตัวนี้มากขึ้น  
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อนึ่งจากขอมูลที่มีการศึกษาพบวาสารสกัดจากพืชสมุนไพรโรสแมรีไดแก carnosic acid, 

carnosol, rosmanol และ epirosmanol ซึ่งเปนสารประเภท diterpene นั้นแสดงฤทธิ์ตานการเกิด 

lipid peroxidation ภายในไมโตคอนเดรียและไมโครโซมได (Haraguchi และคณะ, 1995) ดังนั้น

การศึกษาในแงการปองกันการเกิด   lipid peroxidation ของสาร 8(14),15-isopimaradiene-

3β,18-diol ซึ่งเปนสารประเภท diterpene เชนกันนั้น ก็เปนประเด็นที่นาจะทําการศึกษาตอไป 

และไมโตคอนเดรียเองก็เปนตนแบบที่ดีในการศึกษาในแงนี้ เพราะในขั้นตอนการถายทอด

อิเลคตรอนของไมโตคอนเดรียนั้นมีออกซิเจนเปนตัวรับอิเลคตรอนตัวสุดทาย จึงมีโอกาสที่จะเกิด 

reactive oxygen species (ซึ่งเปนอนุมูลอิสระ) ตางๆ ข้ึนได เชน superoxide anion (O2˙-), 

hydrogen peroxide (H2O2) และ hydroxyl radical (OH˙) เปนตน และเมื่อมีอนุมูลอิสระตางๆ 

เหลานี้เกิดขึ้นก็มีโอกาสที่จะเกิด lipid peroxidation ได ผลจากการเกิด lipid peroxidation ก็จะ

สงผลใหเยื่อหุมของไมโตคอนเดรียสูญเสียความทรงตัวและไมสามารถทําหนาที่ไดตามปกติ 

(Haraguchi และคณะ, 1995) ซึ่งอาจกอใหเกิดพยาธิสภาพตามมาได เชนเกิด aging, apoptosis 

เปนตน  
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ตารางที่ 6 ผลของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ตออัตราการใชออกซิเจนและ
รอยละของการยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 3 respiration เมื่อ
ใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 
 

สวนประกอบในปฏิกิริยา: 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 และไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ  1.12 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.922 

อุณหภูมิ 37°C โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) จะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl 

สวนในกลุมทดลองจะเติมสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ที่ความเขมขนตางๆ 

ปริมาณ 10 μl  

 คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย  + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 5 

การทดลอง (n = 5) 

 

ปริมาณของ

8(14),15-

isopimaradiene-

3β,18-diol (μg) 

ความเขมขนของ

8(14),15-

isopimaradiene-

3β,18-diol (μM) 

อัตราการใชออกซิเจนใน 

state 3 respiration 

(n atoms O/min/mg protein) 

 

รอยละของการยับยั้ง 

อัตราการใชออกซิเจน

ใน state 3 

respiration 

Control 0.00 104.48 + 10.42 0.00 + 0.00 

40 68.46 85.75 + 3.58 17.93 + 3.42 

60 102.69 58.67 + 4.66* 43.85 + 4.46* 

100 171.15 39.70 + 4.12* 62.01 + 3.94* 

140 239.61 30.57 + 4.95* 70.74 + 4.74* 

200 342.30 30.45 + 0.40* 70.86 + 0.38* 
 

* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ control 
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ตารางที่ 7 ผลของ rotenone ตออัตราการใชออกซิเจนและรอยละของการยับยั้งอัตราการ
ใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 3 respiration เมื่อใช glutamate + malate เปน
สับสเตรท 
 

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 และไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ  1.59 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.922 ml 

อุณหภูมิ 37°C โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) จะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl 

สวนในกลุมทดลองจะเติมสาร rotenone ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl 

 คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย  + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 5 

การทดลอง (n=5)  

 

ปริมาณของ

rotenone (ng) 

ความเขมขนของ 

rotenone (nM) 

อัตราการใชออกซิเจนใน 

state 3 respiration 

(n atoms O/min/mg protein) 

 

รอยละของการยับยั้ง 

อัตราการใชออกซิเจน

ใน state 3 

respiration 

Control 0.00 121.23 + 7.43 0.00 + 0.00 

9.90 21.76 83.75 + 12.84* 30.92 + 10.59* 

14.85 32.65 53.54 + 9.59* 55.83 + 7.91* 

19.80 43.53 33.65 + 3.77* 72.24 + 3.11* 

29.70 65.30 24.18 + 2.51* 80.05 + 2.07* 

39.60 87.06 18.92 + 1.05* 84.39 + 0.87* 

49.50 108.82 16.79 + 0.62* 86.15 + 0.51* 

59.40 130.59 14.27 + 0.35* 88.23 + 0.29* 
 

* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ control 
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ตารางที่ 8 ผลของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ตออัตราการใชออกซิเจนของ
ไมโตคอนเดรียใน state 3 respiration เมื่อใช succinate เปนสับสเตรท 
 
 สวนประกอบในปฏิกิริยา: 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 และไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ  0.70 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.924 

อุณหภูมิ 37°C โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) จะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl 

สวนในกลุมทดลองจะเติมสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ที่ความเขมขนตางๆ 

ปริมาณ 10 μl  

 คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย  + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 5 

การทดลอง (n = 5) 

 

ปริมาณของ

8(14),15-

isopimaradiene-

3β,18-diol (μg) 

ความเขมขนของ

8(14),15-

isopimaradiene-

3β,18-diol (μM) 

อัตราการใชออกซิเจน ใน 

state 3 respiration 

(n atoms O/min/mg protein) 

 

Control 0.00 143.11 + 14.28 

40 68.46 129.66 + 11.84 

60 102.69 120.78 + 5.46 

100 171.15 111.28 + 3.63 

140 239.61 105.20 + 7.59 

200 342.30 104.53 + 14.79 
 

* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ control 
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ตารางที่ 9 ผลของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ตออัตราการใชออกซิเจนและ
รอยละของการยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 3u respiration 
เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 
 
  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 และ 

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ 1.16 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) จะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนในกลุม

ทดลองจะเติมสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl 

  คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย  + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 5 

การทดลอง (n=5) 

 

ปริมาณของ

8(14),15-

isopimaradiene-

3β,18-diol (μg) 

ความเขมขนของ

8(14),15-

isopimaradiene-

3β,18-diol (μM) 

อัตราการใชออกซิเจนใน 

state 3u respiration 

(n atoms O/min/mg protein) 

 

รอยละของการยับยั้ง

อัตราการใชออกซิเจน

ใน state 3u 

respiration 

Control 0.00 151.33 + 5.34 0.00 + 0.00 

40 68.46 93.22 + 4.32* 38.40 + 2.86* 

60 102.69 64.98 + 6.96* 57.06 + 4.60* 

100 171.15 43.20 + 3.33* 71.45 + 2.20* 

140 239.61 33.90 + 6.60* 77.60 + 4.36* 

200 342.30 30.02 + 0.54* 80.17 + 0.36* 
 

* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ control 
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ตารางที่ 10 ผลของ rotenone ตออัตราการใชออกซิเจนและรอยละของการยับยั้งอัตรา
การใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 3u  respiration เมื่อใช glutamate + malate 
เปนสับสเตรท 
 

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 และ 

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ 1.59 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) จะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนในกลุม

ทดลองจะเติมสาร rotenone ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl 

  คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย  + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 5 

การทดลอง (n=5) 

 

ปริมาณของ 

rotenone (ng) 

ความเขมขนของ

rotenone (nM) 

อัตราการใชออกซิเจนใน state 

3u respiration 

(n atoms O/min/mg protein) 

รอยละของการยับยั้ง

อัตราการใชออกซิเจน

ใน state 3u 

respiration 

Control 0.00 215.24 + 12.74 0.00 + 0.00 

9.90 21.76 126.86 + 10.74* 41.06 + 4.99* 

14.85 32.65 80.03 + 13.48* 62.82 + 6.26* 

19.80 43.53 45.91 + 6.59* 78.67 + 3.06* 

29.70 65.30 27.71 + 3.17* 87.13 + 1.47* 

39.60 87.06 20.12 + 1.17* 90.65 + 0.54* 

49.50 108.82 16.85 + 0.53* 92.17 + 0.25* 

59.40 130.59 14.02 + 0.24* 93.49 + 0.11* 
 

* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ control 
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ตารางที่ 11 ผลของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ตออัตราการใชออกซิเจน
ของไมโตคอนเดรียใน state 3u respiration เมื่อใช succinate เปนสับสเตรท 
 
  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 และ

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ 0.73 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.924 ml อุณหภูมิ 37°C 

โดยการทดลองในกลุมควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนในกลุมทดลองจะเติม

สาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl 

 คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย  + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 5 

การทดลอง (n=5) 
 

ปริมาณของ

8(14),15-

isopimaradiene-

3β,18-diol (μg) 

ความเขมขนของ

8(14),15-

isopimaradiene-

3β,18-diol (μM) 

อัตราการใชออกซิเจน 

state 3u respiration 

(n atoms O/min/mg protein) 

 

Control 0.00 240.47 + 14.75 

40 68.46 234.43 + 26.92 

60 102.69 259.99 + 15.62 

100 171.15 244.23 + 11.91 

140 239.61 226.75 + 13.76 

200 342.30 246.25 + 10.27 
 

* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ control 
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ตารางที่ 12 ผลของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ตออัตราการใชออกซิเจนใน 
osmotic-shocked mitochondria เมื่อใช exogenous NADH เปนสับสเตรท 
  สวนประกอบของปฏิกิริยา: 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 1.04 mM NADH, 0.52 mM sucrose และไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ 0.62 mg 

protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml อุณหภูมิ 37°C โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) จะ

เติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนในกลุมทดลองจะเติมสาร 8(14),15-isopimaradiene-

3β,18-diol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl 

  คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย  + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 5 

การทดลอง (n=5) 

 

ปริมาณของ

8(14),15-

isopimaradiene-

3β,18-diol (μg) 

ความเขมขนของ

8(14),15-

isopimaradiene-

3β,18-diol (μM) 

อัตราการใชออกซิเจน 

(n atoms O/min/mg protein) 

รอยละของการ

ยับยั้งอัตราการ

ใชออกซิเจน 

Control 0.00 105.65 + 11.88 0.00 + 0.00 

10 17.12 76.29 + 1.03* 27.79 + 0.98* 

20 34.23 35.77 + 1.45* 66.14 + 1.37* 

40 68.46 31.31 + 1.38* 70.37 + 1.30* 

60 102.69 22.65 + 1.66* 78.56 + 1.57* 

100 171.15 19.85 + 0.64* 81.21 + 0.61* 

140 239.61 19.39 + 0.18* 81.64 + 0.17* 
 

* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ control 
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ตารางที่ 13 ผลของ bovine serum albumin (BSA) ตอการออกฤทธิ์ของสาร 8(14),15-

isopimaradiene-3β,18-diol เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 
 
  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 และไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ 0.96 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.932 ml 

อุณหภูมิ 37°C โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) จะไมเติม BSA กอนเติมสาร 8(14),15-

isopimaradiene-3β,18-diol ในขนาด 60 μg (102.69 μM) สวนในกลุมทดลองจะเติม BSA กอน

เติมสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ในขนาด 60 μg (102.69 μM)  

 คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย  + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 5 

การทดลอง (n=5)  
  

การทดลอง อัตราการใชออกซิเจน state 3 

(n atoms O/min/mg protein) 

Absolute ethanol  75.92 + 5.65 

60 μg (102.69 μM)  

8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol (control) 

27.15 + 3.58* 

60 μg (102.69 μM)  

8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  

+ BSA 5 mg 

31.83 + 1.03* 

60 μg (102.69 μM)  

8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  

+ BSA 10 mg 

45.19 + 0.92*#

60 μg (102.69 μM)  

8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol  

+ BSA 20 mg 

61.43 + 3.59#

  

* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol  
# p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ control 
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ตารางที่ 14 ผลของ dithiothreitol (DTT) ตอการออกฤทธิ์ของสาร 8(14),15-isopimara 

diene-3β,18-diol เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 
 
  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 และไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ 1.54 mg 

protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.926 ml อุณหภูมิ 37°C โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) 

จะไมเติม DTT กอนเติมสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ในขนาด 60 μg (102.69 

μM) สวนในกลุมทดลองจะเติม DTT กอนเติมสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ใน

ขนาด 60 μg (102.69 μM)  

 คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย  + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 5 

การทดลอง (n=5)  
 

อัตราการใชออกซิเจน 

(n atoms O/min/mg protein) 

การทดลอง 

state 3 state 3u 

Absolute ethanol  122.63 + 4.71 239.57 + 8.96 

Absolute ethanol + 1.05 mM DTT 123.35 + 3.70 234.95 + 3.58 

60 μg (102.69 μM) 8(14),15-isopimaradiene-

3β,18-diol (control) 

66.83 + 2.29* 109.04 + 5.16* 

60 μg (102.69 μM) 8(14),15-isopimaradiene-

3β,18-diol + 1.05 mM DTT 

70.98 + 0.95* 116.79 + 2.74* 

 

* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol 
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ตารางที่ 15 ผลของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ตอการทํางานของเอนไซม 
ATPase ทั้งในกรณีที่ถูกกระตุนและไมถูกกระตุนดวย DNP  
 
  สวนประกอบของปฏิกิริยา: 35.18 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.76 mM MgCl2, 80.92 

mM KCl, 16.72 mM sucrose และสวนประกอบที่เติมตามลงไปคือ 5.02 mM ATP, 0.17 mM 

DNP และไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ 1.90 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 2.99 ml 

อุณหภูมิ 37°C โดยการทดลองในกลุมควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนใน

กลุมทดลองจะเติมสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl 

 คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย  + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 5 

การทดลอง (n=5) 

 

การทดลอง  ปริมาณ Pi ทีเ่กิดขึ้นจาก

ปฏิกิริยาการสลาย ATP 

(μ moles/mg protein/10 min) 

Control 4.20 + 0.45 

40 μg (68.46 μM) 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol 4.61 + 0.51 

60 μg (102.69 μM) 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol 5.04 + 0.37 

100 μg (171.15 μM) 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol 5.33 + 0.17 

140 μg (239.61 μM) 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol 5.74 + 0.11 

0.17 mM DNP 13.17 + 0.83* 

0.17 mM DNP + 100 μg (171.15 μM) 8(14),15- 

isopimaradiene-3β,18-diol 

14.48 + 1.92* 

   

* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ control 
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ตารางที่ 16 ผลของสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ตออัตราการใชออกซิเจน
ของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซียม เมื่อใช glutamate + malate เปน
สับสเตรท 
 
  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 และ

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ยมีคาเทากับ 1.33 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

โดยการทดลองในกลุมควบคุม (control) จะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนในกลุม

ทดลองจะเติมสาร 8(14),15-isopimaradiene-3β,18-diol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl 

  คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย  + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 5 

การทดลอง (n=5) 

 

ปริมาณของ

8(14),15-

isopimaradiene-

3β,18-diol (μg) 

ความเขมขนของ

8(14),15-

isopimaradiene-

3β,18-diol (μM) 

อัตราการใชออกซิเจน 

(n atoms O/min/mg protein) 

 

รอยละของการ

ยับยั้งอัตราการ

ใชออกซิเจน 

Control 0.00 236.88 + 2.13 0.00 + 0.00 

40 68.46 162.40 + 3.46* 31.44 + 1.46* 

60 102.69 132.57 + 3.49* 44.04 + 1.47* 

100 171.15 74.30 + 3.76* 68.63 + 1.59* 

140 239.61 44.62 + 0.96* 81.16 + 0.41* 
 

* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ control 
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นางสาวกวนิธดิา จียาศักดิ์ เกิดเมื่อวนัที่ 26 พฤศจิกายน 2523 ที่จังหวดัมุกดาหาร สําเรจ็

การศึกษาระดับปริญญาตรีเภสัชศาสตรบัณฑิต จากมหาวทิยาลยัขอนแกน เมื่อปการศึกษา 2547 

จากนั้นก็ไดเขารับราชการในตําแหนงเภสัชกรที่โรงพยาบาลมุกดาหาร จังหวัดมกุดาหาร จนกระทั่ง

ปจจุบันและไดรับอนุมัติใหลาศึกษาตอในปการศึกษา 2549 ในหลักสูตรเภสัชศาสตรมหาบัณฑิต 

สาขาวิชาเภสชัวิทยา ภาควชิาเภสัชวทิยา คณะเภสัชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย  
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