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บทคั ดย่อ ภำษำไทย 

กฤษกรณ์ ระย้ำศิลป์ : ผลของน ้ำส้มโอต่อเภสัชจลนศำสตร์ของยำ simvastatin กำรท้ำงำนของเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ2 
และกำรแสดงออกของเอ็มอำร์เอ็นเอ Mdr1a, Mdr1b และ Slc21a5 ในหนูแรท (EFFECT OF POMELO ON THE 
PHARMACOKINETICS OF SIMVASTATIN, CYP3a2 ACTIVITY AND Mdr1a, Mdr1b AND Slc21a5 mRNA 
EXPRESSIONS IN RATS) อ.ที่ปรึกษำวิทยำนิพนธ์หลัก: รศ.สุพีชำ วิทยเลิศปัญญำ, อ.ที่ปรึกษำวิทยำนิพนธ์ร่วม: ผศ. ดร. 
ปิยนุช วงศ์อนันต์ {, 111 หน้ำ. 

ส้มโอ (Citrus grandis L. Osbeck) เป็นผลไม้ประเภท citrus ด้วยควำมคล้ำยคลึงกันทำงพฤกษศำสตร์กับเกรปฟรุต 
(Citrus paradisi) ที่มีรำยงำนว่ำก่อให้เกิดกำรรบกวนเภสัชจลนศำสตร์ของยำหลำยชนิดรวมถึงยำ  simvastatin ที่ใช้รักษำโรคภำวะ
ไขมันในเลือดสูงแต่มีผลข้ำงเคียงที่เป็นอันตรำยได้โดยเฉพำะต่อกล้ำมเนื อ งำนวิจัยนี จึงศึกษำผลของน ้ำส้มโอต่อเภสัชจลนศำสตร์ของยำ 
simvastatin แ ละ ผลต่ อ ก ำ รท้ ำ ง ำน ข อ ง เ อ น ไ ซม์ ไ ซ โ ท โ ค รม พี 3a2 (CYP3a2) แ ละ ก ำ ร แ สด งอ อก ขอ ง เ อ็ ม อ ำ ร์ เ อ็ น
เอ Mdr1a,  Mdr1b และ Slc21a5 ในหนูแรทเพศผู้ โดยแบ่งหนูแรทออกเป็น 4 กลุ่มคือ กลุ่มควบคุม กลุ่มที่ได้รับน ้ำส้มโอ (2ml/kg) 
เท่ำนั นวันละ 2 ครั งเป็นเวลำ 7 วัน กลุ่มที่ได้รับยำ simvastatin เท่ำนั น (ขนำดยำ 20 mg/kg)  และกลุ่มที่ได้น ้ำส้มโอ (2ml/kg) วันละ 
2 ครั งเป็นเวลำ 7 วันร่วมกับยำ simvastatin (20mg/kg)  โดยท้ำกำรเก็บตัวอย่ำงเลือดในหนูกลุ่มที่ได้ยำ simvastatin เป็นเวลำ
ทั งหมด 12 ชั่วโมงเพื่อวัดระดับ simvastatin และ simvastatin acid ด้วยเทคนิค LC-MS/MS และศึกษำกำรแสดงออกของเอ็มอำร์
เอ็นเอ Mdr1a, Mdr1b และ Slc21a5 ในเซลล์ตับและล้ำไส้เล็กของหนูแรทด้วยเทคนิค real-time polymerase chain reaction 
(RT-PCR) รวมถึงศึกษำกำรท้ำงำนของเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ2 ด้วยเทคนิค HPLC ผลกำรทดลองพบว่ำหนูกลุ่มที่ได้รับน ้ำส้มโอร่วมกับ
ยำ simvastatin มีค่ำ AUC0-∞ ของ simvastatin เพิ่มขึ นเป็น 4 เท่ำ (p<0.01) และ simvastatin acid เป็น 3 เท่ำ (p<0.01) เมื่อเทียบ
กับหนูกลุ่มที่ได้รับยำ simvastatin อย่ำงเดียว ค่ำควำมเข้มข้นสูงสุดเฉลี่ยของยำ (Cmax) เพิ่มขึ น 3.9 เท่ำ (p<0.01) และ simvastatin 
acid เพิ่ม 3.6 เท่ำ (p<0.01) เมื่อเทียบกับหนูกลุ่มที่ได้รับยำ simvastatin อย่ำงเดียว ส่วนค่ำ Kel, t1/2 และ Tmax ไม่แตกต่ำงกันในทั ง
สองกลุ่ม พบกำรแสดงออกของเอ็มอำร์เอ็นเอ Mdr1a ในเซลล์ล้ำไส้เล็กในกลุ่มที่ได้รับน ้ำส้มโอเท่ำนั นและกลุ่มที่ได้รับน ้ำส้มโอร่วมกับ
ยำ simvastatin ลดลงอย่ำงมีนัยส้ำคัญทำงสถิติ  79.8% (p<0.01) และ 84.3% (p<0.01) ตำมล้ำดับเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 
เช่นเดียวกับกำรแสดงออกของเอ็มอำร์เอ็นเอ  Mdr1b ในล้ำไส้ของหนูทั งสองกลุ่มลดลง 52.6% (p<0.05) และ 56.9% (p<0.05) 
ตำมล้ำดับ ส่วนกลุ่มที่ได้รับยำ simvastatin เท่ำนั นมีกำรแสดงออกของเอ็มอำร์เอ็นเอ Mdr1a และ Mdr1b ในเซลล์ล้ำไส้เล็กไม่
แตกต่ำงอย่ำงมีนัยส้ำคัญจำกกลุ่มควบคุม ขณะที่กำรแสดงออกของเอ็มอำร์เอ็นเอ Slc21a5 ในล้ำไส้เล็กของหนูทุกกลุ่มไม่แตกต่ำงจำก
กลุ่มควบคุม ในเซลล์ตับของหนูแรทกลุ่มที่ได้รับน ้ำส้มโอเท่ำนั นและกลุ่มที่ได้รับน ้ำส้มโอร่วมกับยำ simvastatin พบว่ำมีกำรแสดงออก
ของเอ็มอำร์เอ็นเอ Slc21a5 ลดลงอย่ำงมีนัยส้ำคัญทำงสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม แต่กลุ่มที่ได้รับยำ simvastatin อย่ำง
เดียวไม่แตกต่ำงจำกกลุ่มควบคุม  ในขณะที่กำรแสดงออกของเอ็มอำร์เอ็ เอ Mdr1a และ Mdr1b ในเซลล์ตับของหนูแรททุกกลุ่มไม่
แตกต่ำงจำกกลุ่มควบคุม ผลกำรศึกษำกำรท้ำงำนของเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ2 พบว่ำหนูกลุ่มที่ได้รับน ้ำส้มโอเท่ำนั น และกลุ่มที่ได้รับ
น ้ำส้มโอร่วมกับยำ simvastatin มีกำรท้ำงำนของเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ2 ลดลงถึง 51.77% (p<0.01) และ 49.17% (p<0.01) 
ตำมล้ำดับ แต่ในหนูที่ได้รับยำ simvastatin เท่ำนั นไม่แตกต่ำงจำกกลุ่มควบคุม 

โดยสรุปน ้ำส้มโอมีผลต่อกำรเพิ่มระดับยำ simvastatin และ simvastatin acid ในพลำสมำของหนูแรท และมีผลลดกำร
แสดงออกของเอ็มอำร์เอ็นเอ Slc21a5 ในตับและลดกำรแสดงออกของเอ็มอำร์เอ็นเอ Mdr1a และ Mdr1b ในล้ำไส้เล็กของหนูแรท 
รวมถึงมีผลยับยั งกำรท้ำงำนของเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ2 ดังนั นกำรศึกษำครั งนี แสดงให้เห็นควำมเส่ียงของกำรเกิดอันตรกิริยำระหว่ำง
น ้ำส้มโอกับยำ simvastatin 
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# # 5787102820 : MAJOR PHARMACOLOGY 
KEYWORDS: SIMVASTATIN / POMELO / FOOD DRUG INTERACTION 

KRITSAKORN RAYASILP: EFFECT OF POMELO ON THE PHARMACOKINETICS OF SIMVASTATIN, CYP3a2 
ACTIVITY AND Mdr1a, Mdr1b AND Slc21a5 mRNA EXPRESSIONS IN RATS. ADVISOR: ASSOC. 
PROF.SUPEECHA WITTAYALERTPANYA, CO-ADVISOR: ASST. PROF. PIYANUCH WONGANAN, Ph.D. {, 111 pp. 

Pomelo (Citrus grandis L. Osbeck) is a citrus fruit which has been used as food or herbal medicine. It 
has been noted that pomelo is botanically related to grapefruit (Citrus paradisi) which has been demonstrated to 
interact with many drugs including simvastatin. It is an HMG-CoA reductase inhibitor used extensively for the 
treatment of dyslipidemia patients. However, simvastatin has been reported to be a risk of musculoskeletal side 
effects. This study aimed to investigate the effects of pomelo on the pharmacokinetics of simvastatin, CYP3a2 
activity and Mdr1a, Mdr1b and Slc21a5 mRNA expressions in rats. Male Sprague-Dawley rats were divided into four 
groups: control, simvastatin, pomelo and combine group. In pomelo group, they were orally administered pomelo 
juice (2 ml/kg, po) twice daily for 7 days. In combine group, they were orally received pomelo juice (2ml/kg, po) 
twice daily for 7 days and administered simvastatin (20mg/kg) single dose on day 7 with pomelo juices (2 ml/kg, po) 
and simvastatin group was orally administered simvastatin (20mg/kg) single dose. Plasma samples were collected 
over 12 hour period to measure level of simvastatin and simvastatin acid using LC-MS/MS. The expressions of 
hepatic and intestinal Mdr1a, Mdr1b and Slc21a5 mRNA were measured using the real-time RT-PCR. Enzyme 
CYP3a2 activity was investigated in rat hepatic microsomes using midazolam 1’-hydroxylation as probe reaction 
measured by HPLC. The results of this study clearly illustrated that area under the curve from time 0 to infinity 
(AUC0-∞) for simvastatin and simvastatin acid in combine group was significantly increased by 4-fold (p<0.01) and 3-
fold (p<0.01) respectively, compared with simvastatin group. Maximum concentration for simvastatin and 
simvastatin acid in combine group was higher than simvastatin group by 3.9-fold (p<0.01) and 3.6-fold 
(p<0.01) respectively, but no significant differences in Kel, t1/2 and Tmax. Real-time RT-PCR analysis showed the levels 
of Mdr1a and Mdr1b mRNA in the intestine of pomelo group and combine group were significantly lower than 
control group but did not alter in simvastatin group. The mRNA levels of Mdr1a were decreased by 79.8% (p<0.01) 
and 84.3% (p<0.01) of pomelo and combine group, respectively. Similar to the levels of Mdr1b mRNA in rat 
intestine, they were decreased by 52.6% (p<0.05) and 56.9% (p<0.05) in pomelo and combine group, respectively, 
whereas intestinal Slc21a5 mRNA expression remained unchanged. Conversely, pomelo and combine group 
dramatically down-regulated the expression of hepatic Slc21a5 mRNA by 61.5% and 58.6% (p<0.05) respectively, 
however the expressions of Mdr1a and Mdr1b mRNA in the livers did not change. Moreover, rat hepatic CYP3a2 
activity of pomelo group and combine group were dramatically decreased by 51.77% (p<0.01) and 49.17% (p<0.01), 
respectively, but remained unchanged in simvastatin group when compared with control. 

In conclusion, administration of pomelo significantly enhance plasma simvastatin and simvastatin acid 
levels, down-regulated the expression of intestinal Mdr1a and Mdr1b and hepatic Slc21a5 mRNAs in rats and also 
inhibit CYP3a2 activity. It can suggest that there is a risk of pomelo and drug interaction which is associated with 
inhibition of drug transporters expressions and CYP3A activity caused by pomelo. 
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ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อ 
 

%  Percent 

1’-OH-MDZ 1’-hydroxymidazolam 

AUC  Area under the curve 

BSA  Bovine serum albunmin 

cDNA  Complementary deoxyribonucleic acid 

CL  Clearance 

Cmax  Maximum concentration  

CV   Coefficient of Variation 

CYP  Cytochrome P450 

DZP  Diazepam 

EDTA  Ethylene diamine tetraacetic acid 

g  gram 

G6PD  Glucose-6-phosphate dehydrogenase  

GAPDH  Glyceraldehyde-3-phosephate dehydrogenase 

HPLC  High Performance Liquid Chromatography 

HMG-CoA  3-Hydroxy-3-methylglutaryl-coenzymeA 

hr  Hour 

Kel  Elimination rate constant 

l  Liter 

LC-MS/MS Liquid Chromatography-tandem mass spectrometry 

LLOQ  Lower limit of quantification 

LV  Lovastatin 

MDZ  Midazolam 

µg  Microgram 

MgCl2  Magnesium Chloride 

µg/ml   Microgram per milliliter 
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µl  Microliter 

M  Molar 

min  Minute 

ml  Milliliter 

mM  Millimolar 

Mw  Molecular weight 

NADP  Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

NADPH  Reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

ng  Nanogram 

ng/ml  Nanogram per milliliter 

OATP  Organic anion-transporting polypeptide 

PCR  Polymerase chain reaction 

P-gp  P-glycoprotein 

R2  Coefficient of determination 

RNA  Ribonucleic acid 

RT-PCR  Reverse transcription polymerase chain reaction 

SV  Simvastatin 

SVA  Simvastatin acid 

Tmax  Time at maximum concentration 

t1/2  Half-life  

V  Volt 
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บทที่1 

บทน า 

1.1 ที่มาและความส าคัญของปัญหาการวิจัย 

ปัจจุบันประเทศไทยมีการใช้ยากลุ่มสแตติน  (statins, 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-
coenzymeA reductase inhibitors, HMG-CoA reductase inhibitors) ไ ด้ แ ก่  ซิ ม ว า สแ ต ติ น 
(simvastatin) ปราว าสแตติ น  (pravastatin) ฟลู ว าสแตติ น  (fluvastatin) อะ โทวาสแตติน 
(atorvastatin) โรสุวาสแตติน (rosuvastatin) และ พิทาวาสแตติน (pitavastatin)1 โดยเฉพาะอย่าง
ยิ่งยาซิมวาสแตติน (simvastatin, SV) ซึ่งถูกน้ามาใช้เป็นยาอันดับแรก (first-line drug) ในการรักษา
ผู้ป่วยที่มีภาวะไขมันในเลือดสูง  (hyperlipidemia) หรือภาวะคลอเลสเตอรอลในเลือดสู ง 
(hypercholesterolemia) รวมถึงการรักษาผู้ป่วยโรคหลอดเลือดตีบตันหรือหลอดเลือดแข็ง 
(atherosclerosis)2, 3 

simvastatin เป็น inactive lactone prodrug เมื่อถูกไฮโดรไลส์จะถูกเปลี่ยนแปลงให้อยู่ใน
รูป hydroxy acid ชื่อว่า simvastatin acid (SVA) ซึ่งเป็น active form สามารถออกฤทธิ์ทางเภสัช
วิทยาในการลดระดับคลอเลสเตอรอลได้3 หลังจากรับประทาน simvastatin ยาจะถูกดูดซึมและเกิด
กระบวนการเมแทบอลิซึมเปลี่ยนแปลงโครงสร้างยาที่บริเวณล้าไส้เล็กและตับภายในเวลา 2-3 ชั่วโมง
และยาจะถูกขับออกจากร่างกายทางปัสสาวะและอุจจาระในที่สุด4 

simvastatin และ simvastatin acid เป็นสับสเตรทของเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ4 (CYP3A4) 
หากรับประทานยาในขนาดสูงหรือรับประทานยาหรือสารอ่ืนที่มีฤทธิ์ต่อกระบวนการเมแทบอลิซึม
ของยานี้อาจก่อให้เกิดอันตรกิริยาได้หากยานั้นมีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ4 (CYP3A4 
inhibitors) ผลดังกล่าวส่งผลให้ simvastatin และ simvastatin acid ในกระเลือดสูงขึ้นซึ่งเพ่ิมความ
เสี่ยงต่อการเกิดผลข้างเคียง เช่น กล้ามเนื้ออักเสบ (myopathy) ในรายที่รุนแรงอาจเกิดภาวะ
กล้ามเนื้อตาย (rhabdomyolysis) และเสียชีวิตได้5  

ยาที่เป็นตัวเหนี่ยวน้าไซโทโครมพี3เอ4 (CYP3A4 inducers) ก่อให้เกิดอันตรกิริยากับยา 
simvastatin และจะส่งผลในทางตรงกันข้ามกับยาที่มีฤทธิ์เป็นตัวยับยั้งเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ4  
เช่น การรับประทานยาร่วมกันระหว่างยา simvastatin และยาไรแฟมพิซิน (rifampicin)6 คาร์บามา
ซีปีน (carbamazepine) หรือยาเฟนิโทอิน (phenytoin) เป็นต้น7 พบว่าค่า AUC และ Cmax ของยา 
simvastatin จะลดลงอย่างมีนัยส้าคัญเนื่องด้วยยาที่เป็นตัวเหนี่ยวน้าเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ4 ท้าให้
เอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ4 ท้างานมากขึ้นส่งผลให้การรักษาด้วยยา simvastatin ประสิทธิภาพลงนั่น

http://haamor.com/th/%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%9A%E0%B8%9A%E0%B8%97%E0%B8%B2%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%AB%E0%B8%B2%E0%B8%A3
http://haamor.com/th/%E0%B8%9B%E0%B8%B1%E0%B8%AA%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0-%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B8%A7%E0%B8%88%E0%B8%9B%E0%B8%B1%E0%B8%AA%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0/
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คือการลดระดับไขมันหรือคลอเลสเตอรอลลดลง8 ซึ่งไม่เป็นผลดีต่อผู้ป่วยเมื่อมีการใช้ยาทั้งตัว
เหนี่ยวน้าเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ4 และตัวยับยั้งเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ4ร่วมกับยา simvastatin 

ปัจจุบันนิยมบริโภคอาหารเพ่ือสุขภาพมากขึ้น เช่น การบริโภคผัก ผลไม้ สมุนไพร หรือ
ผลิตภัณฑ์เสริมอาหารเป็นพิเศษเนื่องจากคุณประโยชน์และอุดมไปด้วยสารอาหาร แต่การรับประทาน
ดังกล่าวนั้นอาจก่อให้เกิดอันตรกิริยากับยา (food or herbal-drug interaction) และก่อให้เกิดผลที่
ไม่พึงประสงค์ได้เช่นเดียวกัน เช่นรับประทานสมุนไพรเซนต์จอห์นเวิร์ต (St. John’s Wort) สารสกัด
จากแปะก๊วย และเกรปฟรุต (grape fruit) เป็นต้น มีรายงานว่าหากรับประทานสมุนไพรเซนต์จอห์น
เวิร์ต9 หรือสารสกัดจากแปะก๊วย10  ร่วมกับยา simvastatin จะท้าให้ระดับยา simvastatin ใน
กระแสเลือดลดลง ในขณะที่หากรับประทานเกรปฟรุตร่วมกับยา  simvastatin ท้าให้ระดับยา 
simvastatin ในกระแสเลือดเพ่ิมขึ้น11 เพราะฉะนั้นการรับประทานอาหารหรือสมุนไพรร่วมกับยา 
simvastatin อาจท้าให้เปลี่ยนแปลงเภสัชจลนศาสตร์ของยา simvastatin จึงต้องพึงระวัง 

อย่างไรก็ตามข้อมูลความปลอดภัยในการรับประทานยาร่วมกับอาหารยังไม่เพียงพอส้าหรับ
ผู้ป่วยที่เพ่ิมขึ้นและมีความเป็นไปได้มากขึ้นที่ผู้ป่วยจะรับประทานร่วมกับยาแผนปัจจุบัน โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งหากทราบคุณสมบัติที่ เสริมฤทธิ์กัน เช่น ถ้ารับประทานอาหารบางชนิดร่วมกับยา  
simvastatin แล้วจะมีคุณสมบัติเสริมกันในการลดไขมันในกระแสเลือด ผู้ป่วยอาจเชื่อและท้าตามเพ่ือ
ท้าให้เพิ่มประสิทธิภาพในการรักษาโรคได้ดียิ่งข้ึน 

ส้มโอ (pomelo) เป็นผลไม้ท่ีพบได้ในแถบเอเชียมีคุณสมบัติเป็นยาที่ใช้กันมาตั้งแต่อดีตจนถึง
ปัจจุบันเนื่องด้วยส้มโอเป็นผลไม้ที่มีวิตามินและสารอาหาร เช่น วิตามินซี ฟลาโวนอยด์ (flavonoids) 
รวมถึงมีคุณค่าทางยาน้ามาใช้รักษาไข้ แก้ปวด เป็นต้น12 นอกจากนี้มีงานวิจัยพบว่าหากรับประทาน
ส้มโอสามารถลดระดับไขมันในเลือดได้13 จึงมีแนวโน้มที่ผู้ป่วยที่มีภาวะไขมันในเลือดสูงนั้นจะ
รับประทานส้มโอร่วมกับยา simvastatin เพ่ือลดปัญหาดังกล่าว แต่ยังไม่มีข้อมูลที่น่าเชื่อถือของการ
รับประทานยา simvastatin ร่วมกับส้มโอแล้วจะก่อให้เกิดประโยชน์หรือโทษอย่างไร โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งความคล้ายคลึงกันของส้มโอและเกรปฟรุตที่มีองค์ประกอบของฟลาโวนอยด์  และฟูราโนคูมา
ริน (furanocoumarins) เช่นเดียวกัน ซึ่งมีรายงานว่าสารประกอบดังกล่าวนี้สามารถยับยั้งการท้างาน
เอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ4ได้14, 15 ซ่ึงให้ผลเช่นเดียวกันกับตัวยับยั้งเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ416  

นอกจากนี้การขนส่งยาก็มีความส้าคัญ ปกติกระบวนการขนส่งยานั้นต้องอาศัย drug 
transporters โดยยา simvastatin นั้นเป็นสับสเตรทของพีไกลโคโปรตีน (P-glycoprotein, P-gp) 
ซึ่งเป็น efflux transporter และ organic anion-transporting polypeptide1B1 (OATP1B1) ซึ่ง
เป็น influx transporter ที่มีบทบาทต่อการการเกิดอันตรกิริยาระหว่างยาได้เนื่องจากการแสดงออก
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ของตัวขนส่งยานี้มีผลต่อยา simvastatin หากมีการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของ transporters 
จะมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงเภสัชจลนศาสตร์ของยาในร่างกายผู้ป่วยได้17, 18  

การศึกษาการแสดงออกของเอ็มอาร์เอ็นเอในงานวิจัยนี้ท้าการศึกษาในหนูแรทซึ่งมีลักษณะ
ใกล้เคียงกับมนุษย์โดยใช้ยีนเทียบเคียงเพ่ือศึกษาถึงผลกระทบต่อมนุษย์ได้ โดยพบว่ายีน Mdr1a, 
Mdr1b และ Slc21a5 มีความใกล้เคียงมีความใกล้เคียงกับยีน MDR1 และ SLCO1B1 ในมนุษย์เป็น 
76.5%, 75.3% และ 72% ตามล้าดับ19, 20 และศึกษาผลต่อการท้างานของเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ
โดยใช้ไอโซเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ2 (CYP3a2) ในหนูแรทมีลักษณะใกล้เคียงกับเอนไซม์ไซโทโครมพี
3เอ4 ของมนุษย์ประมาณ 73%21 

งานวิจัยนี้ต้องการศึกษาเภสัชจลนศาสตร์ของ simvastatin และ simvastatin acid เมื่อให้
ร่วมกับส้มโอ และศึกษาว่าการเกิดอันตรกิริยาของส้มโอต่อยา simvastatin นั้นมีผลต่อการท้างาน
ของเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ และการแสดงออกของ drug transporters เช่น P-gp และ OATPs 
หรือไม่ อันเป็นปัจจัยที่สามารถอธิบายถึงกลไกการเกิดอันตรกิริยา โดยใช้หนูแรทเป็นโมเดลใน
การศึกษาทดลอง 
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1.2 วัตถุประสงค์  

 1.2.1 เ พ่ือศึกษาผลของน้้ าส้ มโอต่อ เภสั ชจลนศาสตร์ ของ ยา  simvastatin และ 
simvastatin acid ในหนูแรท 

 1.2.2 เพ่ือศึกษาผลของน้้าส้มโอต่อการท้างานของเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ2 ในตับของหนู
แรทและการแสดงออกของเอ็มอาร์เอ็นเอ Mdr1a, Mdr1b และ Slc21a5 ในตับและล้าไส้เล็กของหนู
แรท 

 

1.3 สมมติฐานการวิจัย 

 1.3.1 น้้าส้มโอมีผลต่อการเพ่ิมระดับของ simvastatin และ simvastatin ในเลือดของหนู
แรท 

 1.3.2 น้้าส้มโอมีผลต่อการลดการท้างานของเอนไซม์ CYP3a2 ในตับและลดการแสดงออก
ของเอ็มอาร์เอ็นเอ Mdr1a Mdr1b และ Slc21a5 ในตับและล้าไส้เล็กของหนูแรท 

 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ทราบผลของน้้าส้มโอต่อเภสัชจลนศาสตร์ของยา simvastatin และผลของน้้าส้มโอต่อการ
ท้างานของเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ2 และผลต่อการแสดงออกของ drug transporters ในหนูแรท 
หากเกิดอันตรกิริยาต่อกันจะเป็นการท้านายผลที่มีโอกาสเกิดได้ในมนุษย์ซึ่งอาจได้รับความเสี่ยงอันจะ
เป็นข้อมูลที่เป็นประโยชน์ในการใช้ยาดังกล่าวในผู้ป่วยต่อไป 
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1.5 กรอบแนวคิดการวิจัย  
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(n=24) 

Combine 
group (n=6)  

 Control 
group (n=6)  

 Pomelo group 
(n=6)  

Simvastatin 
group (n=6)  

CYP3a2 Activities 

 1’- OH MDZ  
  

Pharmacokinetic 
parameters  

 

Hepatic and Intestinal mRNA 
Expressions 

- Mdr1a 
- Mdr1b 
- Slc21a5 
 

- AUC 
- Cmax 
- Tmax 
- t1/2 

simvastatin 
simvastatin acid 
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บทที่ 2 

ทบทวนวรรณกรรม 

2.1 โรคไขมันในเลือดสูง (Dyslipidemia) 

 ผู้ป่วยที่มีภำวะไขมันในเลือดผิดปกติหรือไขมันในเลือดสูง (dyslipidemia) มีควำมเสี่ยงต่อ

กำรเกิดภำวะหลอดเลือดแดงแข็ง (atherosclerosis) จนเป็นเหตุให้หลอดเลือดตีบก่อให้เกิดลิ่มเลือด 

(thrombosis) เกิดกำรอุดตันในหลอดเลือดและผู้ป่วยอำจเสียชีวิตในที่สุด22 ควำมผิดปกติดังกล่ำวนี 

จะมีควำมเสี่ยงต่อกำรเกิดโรคหลอดเลือดหัวใจ (coronary heart disease) หลอดเลือดสมอง 

(cerebrovascular disease หรือ stroke) และโรคหลอดเลือดแดงส่วนปลำย (peripheral arterial 

disease) ซึ่งเป็นสำเหตุของกำรเสียชีวิตมำกขึ นในปัจจุบันรวมถึงผู้ป่วยอำจมีสำเหตุมำจำกปัจจัยหรือ

พฤติกรรมเสี่ยงอ่ืน เช่น พฤติกรรมกำรรับประทำนอำหำร กำรสูบบุหรี่ และโรคเบำหวำนชนิดที่ 2 

เป็นต้น23, 24  

2.1.1 เกณฑ์ที่ใช้ตัดสินระดับไขมันผิดปกติในเลือด 

National Cholesterol Education Program (NCEP) ได้ระบุเกณฑ์กำรตัดสินระดับไขมัน

ผิดปกติในเลือดและควำมรุนแรงของควำมผิดปกติ25 ดังแสดงในตำรำงที่ 1 

มีกำรระบุว่ำผู้ที่มีควำมเสี่ยงน้อยต่อกำรเกิดโรคหลอดเลือดหัวใจนั น ควรมีระดับไขมันใน

เลือดดังนี คือ TC <200 mg/dL, LDL-C<100 mg/dL, HDL-C >40 mg/dL และ TG <150 mg/dL 

นอกจำกนี ควรมีอัตรำส่วน TC/ HDL-C <4.5 และ LDL-C/HDL-C < 3.0  
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ตารางท่ี 1 แสดงเกณฑ์กำรตัดสินภำวะผิดปกติของระดับไขมันในเลือด 

ระดับไขมัน (mg/dL) ความหมายทางคลินิก 

Non HDL-Cholesterol  
<130 เหมำะสม 

130-159 ใกล้เคียงค่ำเหมำะสม (ยอมรับได้) 
160-189 ก ้ำก่ึง 

190-219 สูง 

>220 สูงมำก 
LDL cholesterol  

<100 เหมำะสม 

100-129 ใกล้เคียงค่ำเหมำะสม (ยอมรับได้) 
130-159 ก ้ำก่ึง 

160-189 สูง 

>190 สูงมำก 
Total cholesterol (TC)  

<200 เหมำะสม 
200-239 ก ้ำก่ึง 

>240 สูง 

HDL cholesterol  
<40ชำย ต้่ำ 

<50 หญิง ต้่ำ 

Triglyceride (TG)  
<150 เหมำะสม 

150-199 ก ้ำก่ึง 

200-499 สูง 
>500 สูงมำก 
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2.1.2 การรักษาด้วยการใช้ยา simvastatin 

หำกกำรรักษำด้วยกำรควบคุมปัจจัยเสี่ยงแล้วระดับไขมันในเลือดยังสูงเกินเป้ำหมำยที่

ก้ำหนดไว้จึงพิจำรณำใช้ยำเพ่ือช่วยลดระดับไขมัน26 อย่ำงไรก็ตำมหำกเลือกยำไม่ถูกต้องอำจเกิด

ผลเสียรวมถึงสิ นเปลืองค่ำใช้จ่ำย ปัจจุบันยำที่ใช้ลดไขมันในเลือด (antihyperlipidemic drugs) มี

หลำยชนิดที่นิยมใช้มำกท่ีสุดคือยำกลุ่มสแตติน 

ย ำกลุ่ ม ส แตติ น  (3-Hydroxy-3-methylglutaryl-coenzymeA reductase inhibitors, 

HMG-CoA reductase inhibitors) ถูกค้นพบเมื่อปี ค.ศ.1976 ยำกลุ่มนี มีผลยับยั งกำรสังเครำะห์ 

mevalonate ซึ่งเป็น intermediate pathway ในกำรสังเครำะห์คลอเลสเตอรอล หลังจำกทรำบ

คุณสมบัติของยำแล้วจึ งถูกน้ำมำใช้ในทำงคลินิกในปี ค .ศ .19802, 27 โดยเฉพำะอย่ำงยิ่ งยำ 

simvastatin เนื่องจำกยำมีประสิทธิภำพสูงสุดและผู้ป่วยทนต่อยำได้ดี28 

 

2.2 โครงสร้างของยา simvastatin (Simvastatin structure) 

ยำ simvastatin มีโครงสร้ำง hydrogenated naphthalene มีคำร์บอนจ้ำนวน 7 อะตอม
และมีหมู่ methyl ที่ต้ำแหน่งที ่7 และหมู ่hydroxyl ต้ำแหน่งที่ 4 เมื่อถูกไฮโดรไลซิสจะเปลี่ยนแปลง
เป็น β–hydroxy simvastatin acid29 ดังแสดงในภำพที่ 1  
 

  (ก) simvastatin (SV)                                      (ข) simvastatin acid (SVA)  

ภาพที ่1 แสดงโครงสร้ำง (ก) simvastatin และ (ข) simvastatin acid (active form) 23 
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โครงสร้ำงของยำ simvastatin มีควำมคล้ำยคลึงกับเอนไซม์ HMG- CoA และมีควำมจ้ำเพำะ
กับเอนไซม์ HMG CoA reductase ดังนั นยำชนิดนี จึงเกิดปฏิกิริยำกับเอนไซม์ HMG CoA reductase 
เกิดเป็นสำรประกอบเชิงซ้อนและจับกันอย่ำงสมบูรณ์แต่สำมำรถเกิดปฏิกิริยำผันกลับได้23 
 
2.3 กลไกการออกฤทธิ์ของยา simvastatin (Mechanism of actions) 

ยำ simvastatin ออกฤทธิ์โดยยับยั งกำรท้ำงำนของเอนไซม์ HMG-CoA reductase โดย

ปกติคลอเลสเตอรอลถูกสร้ำงจำก acetyl-CoA โดยเอนไซม์ HMG-CoA reductase เป็นเอนไซม์ใน

ขั นก้ำหนดอัตรำ (rate limiting enzyme) ในกำรสร้ำงและสังเครำะห์คลอเลสเตอรอลที่ตับ หำก

เอนไซม์นี ถูกยับยั ง HMG CoA จะไม่ถูกเปลี่ยนไปเป็น  mevalonate จึงไม่ เกิด  mevalonate 

pathway ดังแสดงในภำพที่ 2 ท้ำให้กำรสร้ำงคลอเลสเตอรอลลดลงและระดับ LDL–C ในเลือดลดลง

ตำมไปด้วย23 กระบวนกำรดังกล่ำวนี มีผลต่อ LDL receptor gene ซึ่งท้ำให้ยีนมีกำรแสดงออกมำก

ขึ น LDL receptors ที่ผนังของเซลล์ตับเพ่ิมปริมำณมำกขึ นเพ่ิมกำรจับกับ LDL ท้ำให้ระดับ LDL–C 

ในกระแสเลือดถูกเก็บเข้ำเซลล์ตับมำกขึ นมีผลให้ระดับ LDL–C ในกระแสเลือดลดลงตำมล้ำดับ29 

 

2.4 ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา (Pharmacological effects) 

กำรศึกษำในสัตว์ทดลองและทำงคลินิกพบว่ำยำ simvastatin มีควำมแรงเป็น 2 เท่ำของ

ยำโลวำสแตติน (lovastatin) ปรำวำสแตติน (pravastatin) และมีควำมแรงเป็น 7 เท่ำของฟลูวำสแต

ติน (fluvastatin) โดย simvastatin เมื่อใช้ขนำด 40 mg ต่อวันสำมำรถลดระดับ total cholesterol 

ได้ถึง 30% ลด LDL cholesterol 35-45% และลดระดับ triglycerides 20-40% แต่จะเพ่ิม HDL-C 

5-10%23 ยำ simvastatin ยังมีผลท้ำให้ plaque stability และมีฤทธิ์เป็น anti-inflammation ลด

กำรเกิด collagenolytic activity และลดกำรเกิด thrombosis (antithrombotic)30 
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Acetyl-CoA and Acetyoacetyl-CoA 

 

3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA)  

                            simvastatin                HMG-COA Reductase 

L-Mevalonate 

 

 

ภาพที ่2 แสดงกลไกการท้างานของยา simvastatin โดยการยับยั้งเอนไซม์ HMG-CoA reductase ซึ่ง
เป็นเอนไซม์ที่มีความส้าคญัต่อ mevalonate pathway ในการสร้างคลอเลสเตอรอล31 

 

2.5 เภสัชจลนศาสตร์ของยา simvastatin (Pharmacokinetics of simvastatin) 

2.5.1 การดูดซึมยา (Absorption) 

มีรำยงำนกำรศึกษำกำรดูดซึมยำ simvastatin ไม่มำกนักในมนุษย์แต่มีงำนศึกษำวิจัยใน

สัตว์ทดลอง 32 simvastatin นั นจะถูกดูดซึม 60-80% ที่บริ เวณล้ ำไส้ เล็กของสุนัข  hepatic 

extraction ขอ ง  simvastatin ป ร ะม ำณ  90% และ  simvastatin acid (active form) 80% 

กำรศึกษำของ Todd และคณะ33 ได้ศึกษำกำรดูดซึมของ simvastatin ในอำสำสำสมัครโดยได้รับยำ 

simvastatin ที่ถูกติดฉลำกสำรกัมมันตรังสีพบว่ำยำส่วนใหญ่จะอยู่ในรูป inactive form จำกกำรวิจัย

ของ Lennernäs และคณะ34 ได้ศึกษำพำรำมิเตอร์อ่ืนๆในอำสำสมัครได้แก่ AUC0-∞ = 58.1 µg·h/L, 

Cmax 58.1 µg/L, Tmax= 1.2 ชั่วโมง กำรประเมินค่ำกำรดูดซึมของล้ำไส้เล็ก (intestinal absorption) 

และ first pass extraction ของยำ simvastatin ยังไม่มีกำรศึกษำในมนุษย์ แต่มีกำรศึกษำในสุนัข

พบว่ ำ มี ค่ ำ  fraction of the administered dose absorbed (fa)= 60-80% และ  ค่ ำ  liver 

extraction ratio (EH) =80%35 
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2.5.2 การกระจายตัวของยา (Distribution) 

Germershausen และคณะ36 ได้ศึกษำระดับควำมเข้มข้นของยำ  simvastatin และยำ 

lovastatin ในสัตว์ทดลองโดยใช้วิธีติดฉลำกสำรกัมมันตรังสีพบว่ำหลังจำกรับประทำนยำดังกล่ำว

ภ ำย ใน  24 ชั่ ว โ ม งพบว่ ำ ย ำ  lovastatin, lovastatin acid (active form), simvastatin และ 

simvastatin acid จะกระจำยตัวในเซลล์ตับมำกกว่ำยำ pravastatin 50% แต่พบในบริเวณไต ม้ำม 

ต่อมหมวกไต อัณฑะ และกระเพำะอำหำรน้อยกว่ำ 3-6 เท่ำ อำจเป็นเพรำะยำ simvastatin และยำ 

lovastatin มีควำมจ้ำเพำะกับเซลล์ตับมำกกว่ำบริเวณอ่ืนเมื่อเทียบกับยำ pravastatin นอกจำกนี 

พบว่ำยำ simvastatin มีค่ำชีวประสิทธิผล (bioavailability) ต่้ำ และ simvastatin acid เข้ำสู่กระแส

โลหิตน้อยกว่ำ 5% ของขนำดยำที่ให้ simvastatin และ simvastatin acid จับกับพลำสมำโปรตีน

ประมำณ 95%32 นอกจำกนี ยังมีกำรศึกษำพำรำมิเตอร์กำรกระจำยตัวของยำดังแสดงในตำรำงที่ 2 

ตารางท่ี 2 แสดงพำรำมิเตอร์หลังจำกอำสำสมัครได้รับ simvastatin acid โดยวิธีฉีด intravenous34 

พารามิเตอร์ ปริมาณ 

fu (L) 4-5 

Plasma : blood ratio 1.7 

CLH,b (L/h) 31.8 

EH (%) 35 

t1/2 (h) 1.9 

fu= ส่วนที่กระจำยตัวในพลำสมำ ( fraction unbound in plasma), CLH,b= ค่ำ clearance โดยตับ 

(hepatic blood clearance), EH= ค่ำอัตรำกำรไหลของเลือดผ่ำนตับ (hepatic extraction ratio) ,t1/2 = ค่ำครึ่ง

ชีวิต (elimination half-life) 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

18 

 

2.5.3 การเมแทบอลิซึมของยา (Metabolism)  

ยำ simvastatin จะอยู่ในรูปที่ยังไม่สำมำรถออกฤทธิ์ได้ (inactive prodrug หรือ inactive 

lactone prodrug) เมื่อผ่ำนกระบวนกำรไฮโดรไลสิสของวงแหวนแลคโตน (lactone ring) โดย

เอนไซม์เอสเทอร์เรส (esterase) หรือเปอรอกซิเดส (peroxidase) จะถูกเปลี่ยนแปลงกลำยเป็นยำที่

มีหมู่ ไฮดรอกซีซึ่งสำมำรถออกฤทธิ์ ได้ 32 เป็นรูป active acid form คือ β-hydroxy acid หรือ 

simvastatin acid (SVA) เป็น potent competitive inhibitor ของเอนไซม์ HMG-CoA reductuse 

ในขณะเดียวกัน simvastatin acid นั นสำมำรถถูกเปลี่ยนกลับไปเป็น simvastatin ได้โดยผ่ำน acyl 

glucuronide และ CoASH-dependent pathway นอกจำกนี  simvastatin อำจถูกเปลี่ยนเป็นวง

แหวนแลคโตนที่มีกำรออกฤทธิ์ที่คล้ำยคลึงกับ coenzyme A แต่กระบวนกำรนี ในมนุษย์จ้ำเป็นต้อง

อำศั ย เอนไซม์  UDP-glucuronosyltransferase (UGT) ซึ่ ง ไม่ ใ ช่ กระบวนกำรหลั กขอ งกำร

เปลี่ยนแปลงยำ simvastatin เพรำะวงแหวนแลคโตนของสแตตินนั นส่วนมำกถูกเปลี่ยนแปลงด้วย

เอนไซม์ไซโทโครมพี 450 อย่ำงรวดเร็ว3 เมื่อ simvastatin ผ่ำนกระบวนกำร oxidative metabolism 

โดยผ่ำนไซโทโครมพี 450 โดยเฉพำะอย่ำงยิ่งไอโซเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ4 (CYP3A4) ซึ่งพบเอนไซม์

นี ได้มำกที่บริเวณล้ำไส้เล็กและตับ ในขณะที่ simvastatin acid นั นจะมีกระบวนกำรเมแทบอลิซึม

ผ่ำน β-oxidation และ oxidative metabolism ซึ่งผ่ำนเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ4เช่นกัน37 ทั ง 

simvastatin และ simvastatin acid หำกผ่ำนกระบวนกำร oxidative metabolism ได้ผลิตภัณฑ์

กลำยเป็นสำรที่ไม่ออกฤทธิ์ (inactive metabolites)38 เช่น เปลี่ยนแปลงไปเป็น 6A-hydroxy 

3A,5A-dihydrodiol 6-hydroxy 6-hydroxymethyl และ 6-exomethylene derivatives ทั ง ใน

หนูแรทและในมนุษย์ ดังแสดงในภำพที่3 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

19 

 

 

ภาพที่ 3 แสดงกระบวนกำรเมแทบอลิซึมของ statins และ statin β-hydroxy acid29 

 

 

 

 

 

Statin glucuronide 

Statin lactone 

Metabolite lactone Metabolite open acid 

Metabolite glucuronide 

Hydrolysis 

CoASH 

CYP450s CYP450s 
β-Oxidation 

Statin open acid 
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2.5.4 การก าจัดยา (Excretion) 

มีรำยงำนกำรศึกษำในหนูแรทและในสุนัขด้วยวิธีสำรทดสอบติดแสง พบว่ำเมื่อสัตว์ทดลอง

ได้รับ simvastatin acid ด้วยวิธีฉีดเข้ำเส้นเลือดด้ำยำจะถูกก้ำจัดออกทำงปัสสำวะ 12.6% และถูก

ก้ำจัดออกทำงอุจจำระ 76.5% เมื่อเทียบกับในมนุษย์ที่ได้รับด้วยวิธีกำรกิน ยำจะถูกก้ำจัดออกทำง

ปัสสำวะ 12.9% และถูกก้ำจัดออกทำงอุจจำระ 57.6%32 

 

2.6 ผลที่ไม่พึงประสงค์จากยา (Adverse drug reaction) 

แม้ว่ำยำ simvastatin จะมีประสิทธิภำพในกำรรักษำผู้ป่วยได้ดีและนิยมใชย่ำงแพร่หลำย แต่

ก็มีผลข้ำงเคียงและข้อจ้ำกัดในกำรใช้ เนื่องด้วยเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ4 เมื่อถูกยับยั งกำรท้ำงำนจะ

ท้ำให้ระดับยำ simvastatin และ simvastatin acid เพ่ิมขึ น38 ส่งผลต่อระบบทำงเดินอำหำร อำจท้ำ

ให้ผู้ป่วยมีอำกำรปวดท้อง (abdominal pain) ท้องอืด (flatulence) คลื่นไส้ (nausea) ท้องผูก 

(constipation) ท้องเสีย (diarrhea) รวมถึงอำจเกิดควำมผิดปกติที่กล้ำมเนื อ (myotoxicity)39 ซึ่ง

เป็นผลข้ ำง เคี ยงส้ ำคัญที่ ถู กร ำยงำนไว้ เป็นจ้ ำนวนมำก โดย  The American College of 

Cardiology/American Heart Association/National Heart, Lung and Blood Institute 

(ACC/AHA/NHLBI) ได้แบ่งผลข้ำงเคียงต่อกล้ำมเนื อจำกกำรใช้ยำไว้เป็น 4 กลุ่มดังนี 40 

กลุ่มที่ 1 myopathy คือ ภำวะที่ผู้ป่วยมีควำมผิดปกติของกล้ำมเนื อจะเกิดกับกล้ำมเนื อมัด

ใดก็ได้ และอำกำรท่ีเกิดขึ นสัมพันธ์ต่อกำรใช้ยำในกลุ่มสแตติน  

กลุ่มที่ 2 myalgia คือ ภำวะที่ผู้ป่วยมีอำกำรปวดเมื่อยกล้ำมเนื อโดยที่ยังไม่พบกำรเพ่ิม

สูงขึ นของระดับเอนไซม์ครีเอตินไคเนส (creatine kinase ; CK) ในเลือด  

กลุ่มที่ 3 myositis คือ ภำวะที่ผู้ป่วยมีอำกำรปวดเมื่อยกล้ำมเนื ออำจมีอำกำรอ่อนแรงของ

กล้ำมเนื อร่วมด้วยและตรวจพบค่ำ CK สูงขึ นในกระแสเลือด 

กลุ่มที่ 4 rhabdomyolysis คือ ภำวะกล้ำมเนื อสลำยตัวโดยตรวจพบค่ำ CK สูงในกระแส

เลือดมำกกว่ำ 10 เท่ำของค่ำปกติ และอำจตรวจพบภำวะไตเสื่อมท่ีเกิดจำกกำรสลำยตัวของกล้ำมเนื อ 

ส่งผลให้มีควำมเสี่ยงต่อกำรเสียชีวิตได้41 
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ในกรณีที่ใช้ยำ simvastatin แบบกำรรักษำด้วยยำตัวเดียว (monotherapy) มีอุบัติกำรณ์

ของกำรเกิด myopathy และ myalgia พบได้น้อยกว่ำร้อยละ 5 ส่วนอุบัติกำรณ์ของกำรเกิด 

myositis และ rhabdomyolysis นั นพบได้น้อยมำก42  โดยองค์กำรอำหำรและยำในสหรัฐอเมริกำ 

(USFDA) ได้ระบุอัตรำกำรเกิด rhabdomyolysis ที่มีควำมสัมพันธ์ต่อกำรเสียชีวิตของผู้ป่วยที่ใช้ยำ 

simvastatin พบได้น้อย แต่อย่ำงไรก็ตำมยังไม่สำมำรถมองข้ำมอันตรำยที่อำจจะเกิดขึ นในผู้ป่วยที่

ต้องใช้ยำชนิดนี ได้ นอกจำกนี ยังพบอุบัติกำรณ์เกิด adverse effects ของ ยำsimvastatin เพ่ิมสูงขึ น

หำกใช้ยำหลำยตัวร่วมกัน เช่น ได้รับยำ simvastatin ร่วมกับยำไซโคลสปอริน (cyclosporine) ยำใน

กลุ่มไฟเบรต (fibrate) ยำกลุ่มแมคโครไลด ์(macrolide) หรือยำปฏิชีวนะ (antibiotics) เป็นต้น43-45 

ประเทศไทยมีกำรรวบรวมข้อมูลผู้ป่วยในปี ค .ศ.1984-2009 พบว่ำอุบัติกำรณ์กำรเกิด 

rhabdomyolysis จำกยำ simvastatin ถึงร้อยละ 6.36%46 นอกจำกนี ยังมีผลข้ำงเคียงอ่ืนๆที่เกิด

จำกยำได้ เช่น ผลกระทบต่อตับและระบบประสำทส่วนกลำง เพรำะฉะนั นกำรใช้ยำ simvastatin จึง

ต้องอยู่ภำยใต้กำรดูแลและค้ำสั่งของแพทย์เท่ำนั น 

2.7 การเกิดอันตรกิริยาของยา simvastatin (Drug interaction) 

กำรเกิดอันตรกิริยำของยำ simvastatin เกิดได้จำกยำหรืออำหำรที่ผู้ป่วยได้รับร่วมกันซึ่งอำจ

ส่งผลต่อเภสัชจลนศำสตร์ (pharmacokinetics) หรือเภสัชพลศำสตร์ (pharmacodynamics) ของ

ยำ simvastatin ได้ ผลดังกล่ำวนี อำจท้ำให้กำรรักษำด้วยยำชนิดนี ไม่ได้ผลหรืออำจก่อให้เกิดอำกำร

ข้ำงเคียงจำกยำ  

2.7.1 อันตรกิริยาระหว่างยา (Drug-Drug interaction)  

กำรรับประทำนยำ simvastatin ร่วมกับยำอ่ืนจะเพ่ิมควำมเสี่ยงต่อกำรเกิดอำกำรไม่พึง

ประสงค์ได้ เมื่อยำที่รับประทำนร่วมนั นมีฤทธิ์ในกำรยับยั งเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ4 มีกำรแบ่งระดับ

อันตรำยในกำรใช้ยำอื่นร่วมกับยำ simvastatin เป็น 4 ระดับดังนี  47 

ระดับที่ 1 severe มีหลักฐำนชัดเจนในกำรห้ำมใช้ ได้แก่ ยำไซโคลสปอริน (cyclosporine) 

และยำเจมไฟโบรซิล (gemfibrozil) เป็นต้น 
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ระดับที่ 2 major  โอกำสก่อให้เกิด ADR (adverse drug reaction) ได้มำก หำกจ้ำเป็นต้อง

ใช้ควรใช้อย่ำงระมัดระวังมำกขึ นหรือมีกำรปรับขนำดยำ ได้แก่ ยำแอมโลดิปีน (amlodipine) และยำ

เวอรำปำมิล (verapamil) เป็นต้น 

ระดับที่ 3 moderate โอกำสที่จะเกิดควำมรุนแรงจำก ADR น้อยลง ได้แก่ ยำดิจอกซิน 

(digoxin) ยำเฟนิโทอิน (phenytoin) และยำวำร์ฟำริน (warfarin) เป็นต้น  

ระดับที่ 4 mild แทบจะไม่เกิด ADR จำกยำ ได้แก่ ยำคำร์บำมำเซพีน (carbarmazepine) 

และยำโคลพิโดเกรล (clopidogrel) เป็นต้น  

ยำที่มีฤทธิ์เป็นตัวยับยั งเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ4 มีผลเพ่ิมชีวประสิทธิผลท้ำให้ระดับยำ 

simvastatin ในร่ำงกำยมำกขึ น โดยเฉพำะตัวยับยั งเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ4ชนิดแรง (potent 

CYP3A4 inhibitors) เช่น ยำคีโตโคนำโซล (ketoconazole) ยำไอทรำโคนำโซล (itraconazole) 

และยำเจมไฟโบรซิล (gemfibrozil) เป็นต้น ในทำงตรงกันข้ำมหำกรับประทำนยำที่มีฤทธิ์เป็นตัว

เหนี่ยวน้ำเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ4 เช่น ยำคำร์บำมำเซพีน (carbamazepine) ยำไรแฟมพิซิน 

(rifampicin) ยำโอเมพรำโซล (omeprazole) จะท้ำให้ยำ simvastatin ถูกก้ำจัดมำกขึ น ลด efficacy 

ของยำ จึงควรหลีกเลี่ยงในกำรใช้ร่วมกัน หำกมีควำมจ้ำเป็นต้องใช้ควรปรับขนำดยำให้เหมำะสม 

2.7.2 อันตรกิริยาระหว่างอาหารและยา (Food drug interaction) 

มีกำรศึกษำกำรเกิดอันตรกิริยำระหว่ำงอำหำรหรือสมุนไพรกับยำ  (food or herbal-drug 

interaction) มีรำยงำนวิจัยจ้ำนวนมำกที่พบว่ำเกรปฟรุตนั นสำมำรถก่อให้เกิดอันตรกิริยำกับยำได้

หลำยชนิด เช่น ยำต้ำนชัก (anticonvulsant) ยำคำร์บำมำเซพีน carbamazepine ยำกลุ่มปิดกั น

แคลเซียม (calcium channel blockers) เช่น ยำเวอรำปำมิล (verapamil) รวมถึงกลุ่มยำลดไขมัน 

(antihyperlipidemic drugs) เช่น ยำ lovastatin และยำ simvastatin เป็นต้น โดยพบว่ำเกรปฟรุต

ท้ำให้ระดับยำที่รับประทำนร่วมนั นมีในกระแสเลือดมำกขึ น โดยพิจำรณำจำก AUC และ Cmax ซึ่งอำจ

ส่งผลให้เกิดอำกำรไม่พึงประสงค์จำกยำ ดังนั นกำรศึกษำอันตรกิริยำระหว่ำงยำและอำหำรนั นจะเป็น

ประโยชน์ส้ำคัญต่อผู้ป่วย เพ่ือเป็นข้อมูลควำมปลอดภัยในกำรใช้ยำ48 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

23 

2.8 ส้มโอ (Pomelo) 

ส้มโอมีชื่อวิทยำศำสตร์คือ Citrus maxima หรือ Citrus grandis (L.) Osbeck ในปัจจุบัน

ชื่อ Citrus grandis มักน้ำมำใช้เรียกมำกกว่ำ แต่ชื่อทำงวิทยำศำสตร์ภำยใต้ International Code of 

Botanical Nomenclature จะใช้  Citrus maxima (J. Burman) Merrill49 ส้ ม โอ เป็ นผล ไม้ ที่ มี

ควำมส้ำคัญทำงเศรษฐกิจชนิดหนึ่งในประเทศไทยและเป็นผลไม้ที่มีควำมนิยมในกำรบริโภคอย่ำง

กว้ำงขวำงทั งในและต่ำงประเทศเนื่องด้วยมีคุณค่ำทำงโภชนำกำรสูง พันธุ์ส้มโอที่นิยมบริโภคและ

ส่งออกมำกท่ีสุดคือส้มโอพันธุ์ทองดีหรือขำวทองดี ขนำดผลใหญ่ประมำณ 15 เซนติเมตร เปลือกหนำ 

1 เซนติเมตร เนื อผลมีสีแดงและสีชมพูมีรสชำติดีมำกคือมีรสหวำนมำกกว่ำรสเปรี ยวและรสชำติหวำน

นุ่มจึงนิยมน้ำมำรับประทำนมำกท่ีสุดโดยอำจเป็นอำหำรว่ำงหรือน้ำมำท้ำเป็นสลัดหรือท้ำเป็นน ้ำผลไม้
12  

มีรำยงำนว่ำส้มโอมีคุณสมบัติในกำรรักษำโรคได้ เช่น พบว่ำในประเทศฟิลิปปินส์และในแถบ

เอเชียตะวันออกเฉียงใต้ใช้สำรสกัดจำกใบ ดอก และเปลือกจำกส้มโอมีคุณสมบัติระงับประสำทใช้

รักษำโรคลมชัก ชักกระตุกหรือไอที่มีกำรชักร่วม (epilepsy) สำรสกัดจำกใบส้มโอสำมำรถน้ำมำใช้

รักษำแผลบวมหรืออักเสบได้ เมล็ดน้ำมำใช้ลดอำกำรไอ รักษำอำกำรอำหำรไม่ย่อยและอำกำรปวด

ช่วงเอวได้  ในประเทศบรำซิลใช้ยำงจำกต้นส้มโอมำใช้รักษำอำกำรไอได้เช่นกัน12 เนื อของส้มโอมี

คุณสมบัติเป็นยำลดไข้ (antipyretics) ยำต้ำนพิษ (antitoxic) และมีฤทธิ์ เป็นสำรกระตุ้นหัวใจ 

(cardiac stimulant)50 นอกจำกนี เนื อส้มโอยังมีฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระ  (antioxidant) เนื่องจำก

สำรประกอบฟีนอลิก (phenolic compound) และฟลำโวนอยด์ (flavonoids) ซึ่งสำมำรถไปจับกับ 

reactive oxygen species ยับยั งกำรเกิดอนุมูลซูเพอร์ออกไซด์ (superoxide formation) และ 

scavenging reactive oxygen รวมถึงยับยั งกำรเกิดอนุมูลอิสระ (free radicals)51 นอกจำกนี ส้มโอ

มีฤทธิ์ลดไขมัน (antihyperlipidemic)13 โดยนักวิจัยพบว่ำส้มโอจะท้ำให้เกิด delay fat digestion 

คือท้ำให้กำรย่อยและดูดซึมไขมันช้ำลงที่บริเวณทำงเดินอำหำร ซึ่งส้มโอจะไปยับยั งกำรท้ำงำนของ

เอนไซม์ pancreatic lipase และ pancreatic cholesterol esterases52  รวมถึงยับยั งกำรเกิด 

formation ของ cholesterol micellization53 และจะเกิด bile acid binding54 
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ส้มโอมีองค์ประกอบทำงพฤกษเคมี (phytochemicals หรือ phytonutrients) ได้แก่ เจอรำ

นิ ออล  (geraniol) ลิ โ มนีน  (limomene) คำดินี น  (cadinene) ซิทรำล  (citral) และไล โคปี น 

(lycopene) เป็นต้น นอกจำกนี มีควำมใกล้เคียงกันทำงพฤกษศำสตร์กับเกรปฟรุต (grapefruit ; 

Citrus paradise MacFad.) เนื่องจำกอยู่ในสกุล (genus) เดียวกัน จึงมีองค์ประกอบทำงพฤกษเคมี

คล้ำยคลึงกันคือมีสำรประกอบฟลำโวนอยด์ (flavonoids) ที่เป็นองค์ประกอบที่ส้ำคัญเช่นเดียวกันกับ

เกรปฟรุต14, 55, 56  

2.8.1 สารประกอบฟลาโวนอยด์ (Flavonoids) 

 สำรประกอบฟลำโวนอยด์เป็นสำรประกอบอินทรีย์ประเภทโพลีฟีนอล (polyphenol) ส่วน

ใหญ่มักพบอยู่ รวมกับน ้ำตำลในรูปสำรประกอบไกลโคไซด์ (glycosides) ได้แก่ ฟลำวำนอล 

(flavanol) ฟลำวำโนน(flavanone) แคเทชิน (catechin) และแอนโทไซยำนิน anthocyanins เป็น

ต้น สำรประกอบฟลำโวนอยด์ที่พบในได้ในเกรปฟรุตและส้มโอ ได้แก่ นำรินจิน (naringin) นำรินจีนิน 

(naringenin) เฮสเพอริดิน (hesperidin) และนีโอเฮสเพอริดิน (neohesperidin) เป็นต้น ซึ่งมีฤทธิ์

เป็นสำรต้ำนอนุมูลอิสระ (antioxidant) และมีฤทธิ์ต้ำนมะเร็ง (anticancer)13 มีรำยงำนกำรศึกษำ

พบว่ำสำรประกอบฟลำโวนอยด์นี อำจก่อให้เกิดกำรรบกวนกระบวนกำรเมแทบอลิซึมได้ เช่น  ยับยั ง

กำรท้ำงำนเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ4 ใน human liver microsome57 

กำรศึกษำของ Lim และคณะ58 พบว่ำสำรประกอบนำรินจิน (naringin) สำมำรถยับยั งกำร

ท้ำงำนของ ไอโซเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ1และไอโซเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ2 รวมถึงสำมำรถยับยั ง

กำรท้ำงำนของพีไกลโคโปรตีน ในหนูแรทได้  กำรศึกษำของ Mandery และคณะ59 พบว่ำ

สำรประกอบฟลำโวนอยด์ในเกรปฟรุต เช่น นำรินจิน (naringin) นำรินจีนิน (naringenin) สำมำรถ

ยับยั งกำรท้ำงำนของ OATP1B1 และ OATP1B3 ในเซลล์ HEK293  

 

 

 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/003145/polyphenol-%E0%B9%82%E0%B8%9E%E0%B8%A5%E0%B8%B5%E0%B8%9F%E0%B8%B5%E0%B8%99%E0%B8%AD%E0%B8%A5
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/001679/sugar-%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A5
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/003146/catechin-%E0%B8%84%E0%B8%B2%E0%B9%80%E0%B8%97%E0%B8%8A%E0%B8%B4%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/001103/anthocyanin-%E0%B9%81%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B9%82%E0%B8%97%E0%B9%84%E0%B8%8B%E0%B8%A2%E0%B8%B2%E0%B8%99%E0%B8%B4%E0%B8%99
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2.8.2 สารประกอบฟิวแรโนคูมาริน (Furanocoumarins) 

สำรประกอบฟิวแรโนคูมำริน (furanocoumarins) เป็นสำรประกอบอินทรีย์ที่พบในพืช

หลำยชนิ ด โดย เฉพำะอย่ ำ งยิ่ ง พืช ในวงศ์  Rutaceae และ  Umbelliferae โ ครงสร้ ำ งของ 

furanocoumarins ประกอบด้วยวงแหวนฟิวแรน (furan ring) ต่ออยู่กับวงคูมำริน (coumarin) มี

หลำยไอโซเมอร์ได้แก่ psoralen (major) และ angelicin (minor)14, 15 ดังภำพที่ 4 (กสำรประกอบ 

furanocoumarins ที่พบในส้มโอและเกรปฟรุต ได้แก่ เบอร์กำมอททิน (bergamottin, BG) และ 

6’,7’-dihydroxybergamottin (DHBG) ดังแสดงในภำพที่4 (ข) และภำพที่ 4 (ค) สำรประกอบชนิด

นี อำจรบกวนกระบวนกำรเมแทบอลิซึมของยำ โดยเฉพำะอย่ำงยิ่งต่อไซโทโครมพี450 (cytochrome 

P450, CYP)60 พบว่ำมีฤทธิ์ยับยั งกำรท้ำงำนเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ4 และยับยั งกำรแสดงออกของพี

ไกลโคโปรตีนกำรดื่มน ้ำเกรปฟรุตจึงสำมำรถเพ่ิมระดับยำในเลือดซึ่งอำจก่อให้เกิดอันตรำยต่อผู้ป่วยได้
14, 15 

จำกกำรศึกษำของ Egashira และคณะ61พบว่ำส้มโอมีสำรประกอบ furanocoumarins 

เช่นเดียวกันกับเกรปฟรุต ดังนั นจึงคำดว่ำส้มโออำจจะมีผลไปเพ่ิมระดับยำทำโครลิมัส  (tacrolimus) 

โดยกำรยับยั งกำรท้ำงำนของเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ4หรือยับยั งกำรท้ำงำนของพีไกลโคโปรตีน  หรือ

ยับยั งกำรท้ำงำนทั งเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ4และพีไกลโคโปรตีน นักวิจัยจึงเตือนผู้ป่วยที่ได้รับยำทำ

โครลิมัสให้หลีกเลี่ยงกำรรับประทำนส้มโอหรือผลไม้ที่มีควำมใกล้เคียงกับเกรปฟรุต อย่ำงไรก็ตำมยัง

ไม่มีหลักฐำนที่แน่ชัด 
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ภาพที่ 4  แสดง (ก) โครงสรำ้งหลกัของสำรประกอบฟิวแรโนคูมำริน 

 (ข) bergamottin (ค) 6’,7’-dihydroxybergamottin62 

 

 

นอกจำกนี  ค.ศ.2004 Egashira และคณะ63 พบว่ำน ้ำส้มโอยับยั งกำรท้ำงำนของเอนไซม์ไซโท

โครมพี3เอ4และยับยั งกำรท้ำงำนของพีไกลโคโปรตีน โดยยับยั ง  6-hydroxylation ของสับสเตรท 

testosterone โดยน ้ำส้มโออำจจะมีผลต่อกำรยับยั งกระบวนกำร transcellular transport ของยำ

ทำโครลิมัสที่ศึกษำในเซลล์ LLC-GA5-COL150  

 

 

 

 

 

หรือ + 

furan coumarin furanocoumarins 

(ก) โครงสร้างหลักของ furanocoumarins 

(ข) bergamottin                                      (ค) 6’,7’-dihydroxybergamottin 
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2.9 เอนไซม์ไซโทโครมพี450 (Cytochrome P450) 

 เอนไซม์ไซโทโครมพี450 (CYP450) ถูกค้นพบเมื่อปี ค.ศ 195064 เป็นเอนไซม์ที่มีควำมส้ำคัญ

ต่อกระบวนกำรเมแทบอลิซึมของยำและสำรแปลกปลอมที่เข้ำสู่ร่ำงกำย โดยพบเอนไซม์ดังกล่ำวนี มำก

ที่บริเวณตับและล้ำไส้เล็ก นอกจำกนี ยังพบได้ที่สมอง ไต ปอด เป็นต้น แต่ในปริมำณที่น้อยกว่ำ

เอนไซม์ไซโทโครมนี ท้ำหน้ำที่เปลี่ยนแปลงสำรให้เป็นเมแทบอไลต์ที่มีขั วมำกขึ นเพ่ือก้ำจัดออกจำก

ร่ำงกำยได้ง่ำยและยังสำมำรถเร่งปฏิกิริยำ oxidation ท้ำให้เกิดเมแทบอไลต์เป็นสำรใหม่ที่มีคุณสมบัติ

เปลี่ยนแปลงไปคือลดฤทธิ์หรือหมดฤทธิ์หรืออำจมีฤทธิ์มำกขึ น65 

 2.9.1 เอนไซม์ไซโทโครมพี450 3เอ cytochrome P4503A (CYP3A) 

เอนไซม์ไซโทโครมพี4503เอ (CYP3A) เป็น subfamily ของเอนไซม์ไซโทโครมพี450 ซึ่งมี

ควำมส้ำคัญโดยมีบทบำทต่อกระบวนกำรเมแทบอลิซึมของยำ พบว่ำไอโซเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ มี

ปริมำณมำกที่สุด มีควำมเกี่ยวข้องกับกำรเปลี่ยนแปลงยำหลำยชนิด ได้แก่ ยำคำร์ บำมำเซพีน 

(carbamazepine) ยำไซโคลสปอริน (cyclosporine) ยำอิริโทรมัยซิน (erythromycin) และ ยำทำ

โครลิมัส (tacrolimus) เป็นต้น65 และมีกำรแสดงออกเป็นจ้ำนวนมำกเมื่อเทียบกับเอนไซม์ไซโทโครม

พีชนิดอ่ืน นอกจำกนี เอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ ยังมีควำมเกี่ยวข้องต่อกระบวนกำรเกิด  first-pass 

metabolism ของยำ66 พบว่ำกำรท้ำงำนและกำรแสดงออกของเอนไซม์นี ในสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิดมี

ควำมแตกต่ำงกัน67 

2.9.2 เอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ (CYP3A) ในมนุษย์ 

ไอโซฟอร์มของเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอที่พบในมนุษย์ ได้แก่ CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7, 

CYP3A43 โดยพบยำที่ถูกเมแทบอไลต์ผ่ำนเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ4 ซึ่งเป็นไอโซฟอร์มเอนไซม์ไซโท

โครมพี3เอที่มีมำกที่สุด67 ส่วน CYP3A5 มีเพียงร้อยละ 20 ส่วนไอโซฟอร์มเอนไซม์ CYP3A7 จะพบ

กำรแสดงออกในตับของทำรกเท่ำนั น ในขณะที่ CYP3A43 จะพบที่บริเวณตับได้เช่นกันแต่มีปริมำณ

น้อยเมื่อเทียบกับ CYP3A4  ดังนั นเอนไซม์ CYP3A4 จึงเป็นไอโซฟอร์มที่นิยมศึกษำในกลุ่ม CYP3A 

มำกที่สุด67 รวมถึงยำ simvastatin ที่เป็นสับสเตรทของ CYP3A4 ด้วยเช่นกัน โดยวิธีที่นิยมศึกษำ

ประสิทธิภำพกำรท้ำงำนของเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ ด้วยวิธี midazolam 1’-hydroxylation โดยใช้ 
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midazolam เป็นสับสเตรทและวัดผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ นของปฏิกิริยำคือ 1'-hydroxymidazolam (1’-

OH-MDZ)68 โดยเทคนิค HPLC ใช้ column C-18 และ UV-detector ด้วยควำมยำวคลื่น 254 nm 

เนื่องด้วยยำ simvastatin และ simvastatin acid นั นเป็นสับสเตรทของเอนไซม์ไซโทโครม

พี3เอ4 หำกเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ4 ถูกยับยั งกำรท้ำงำนจะท้ำให้ระดับยำ  simvastatin และ 

simvastatin acid ในร่ำงกำยมีมำกเกินไปซึ่งอำจส่งผลข้ำงเคียงจำกยำได้เนื่องด้วย simvastatin และ 

simvastatin acid ผ่ำนกระบวนกำรเมแทบอลิซึมด้วยเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ4เช่นเดียวกัน 

เพรำะฉะนั นกำรวัดระดับควำมเข้มข้นของยำ simvastatin และ simvastatin acid สำมำรถประเมิน

กำรเกิดอันตรกิริยำระหว่ำงอำหำรหรือยำที่รับประทำนร่วมกันกับยำ simvastatin ได้69 

2.9.3 เอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ (CYP3A) ในหนูแรท 

เอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ ในหนูแรทมี 5 ไอโซฟอร์มได้แก่ CYP3A1/3A23, CYP3A2, 

CYP3A9,  CYP3A18  และ CYP3A62 บำงไอโซฟอร์มของเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอในหนูแรทมีควำม

เชื่อมโยงจ้ำเพำะเจำะจงกับเพศของหนูแรท เช่น CYP3A2  และ CYP3A18 จะเป็นไอโซฟอร์มที่พบ

เฉพำะในหนูเพศผู้เท่ำนั นในขณะที่ CYP3A9 นั นจะพบเฉพำะในหนูแรทเพศเมีย70-76 

กำรศึกษำของ Wójcikowski และคณะ ปีค.ศ.201221 พบว่ำไอโซเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ2 

(CYP3A2) ในหนูแรทพบมำกที่เซลล์ตับในขณะที่ CYP3A1 มีปริมำณที่น้อยกว่ำ นอกจำกนี ไอโซ

เอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ2 ยังมีควำมคล้ำยคลึงกับไอโซฟอร์มไอโซเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ4ในมนุษย์

ถึง 73% จึงนิยมใช้ในศึกษำกำรท้ำงำนของไอโซเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ2ในหนูแรทเพศผู้  

เพรำะฉะนั นงำนวิจัยนี จึงเลือกศึกษำผลของกำรท้ำงำนของเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ2ในหนูแรทเพศผู้

เช่นเดียวกัน 
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2.10 ตัวขนส่งยา (Drug transporters) 

กำรขนส่งยำเข้ำสู่ร่ำงกำยโดย carrier mediated processes หรือ transporters ในปัจจุบัน

มีผู้ให้ควำมสนใจมำกขึ น เนื่องจำกอำจมีบทบำทต่อกำรเกิดอันตรกิริยำระหว่ำงยำหรือมีผลต่อเภสัช

จลนศำสตร์ของยำได้ เพรำะแต่ละกระบวนกำรทำงเภสัชจลนศำสตร์จะต้องอำศัย transporters เพ่ือ

แทรกผ่ำนเข้ำออก cell membrane โดยพบ transporters ได้ใน ล้ำไส้ ตับ ไต เป็นต้น  แบ่ง 

transporters ออกเป็นสองกลุ่มใหญ่ๆ กลุ่มแรกคือตัวขนส่งยำออก (efflux transporter, pump) 

เช่นพีไกลโคโปรตีน กลุ่มที่สองคือตัวขนส่งยำเข้ำเซลล์ (uptake, influx transporter) เช่น organic 

anion transporting polypeptides (OATPs)65 

2.10.1 พีไกลโคโปรตีน (P-glycoprotein) 

พีไกลโคโปรตีนเป็น transmembrane transporter โดยยีน ABCB1 ควบคุมกำรสร้ำงพีไกล

โ ค โ ป รตี น ซึ่ ง เ ป็ น ส ม ำชิ ก  adenosine triphosphate (ATP)-binding cassette transporter 

superfamily (ABC transporters) กำรขับยำหรือสำรออกจำกร่ำงกำยนั นจะมีพีไกลโคโปรตีนเป็นตัว

ส้ำคัญช่วยในกำรขับออกจำกร่ำงกำย เช่น ผ่ำนทำง biliary canalicular membrane ของเซลล์ตับ

ออกสู่น ้ำดีหรือผ่ำนทำง brush border membrane ของ proximal tubule ของไตออกสู่ปัสสำวะ

หรือออกสู่ท่อล้ำไส้จึงท้ำให้มีกำรดูดซึมยำลดลงหนูแรทมียีนที่ code เป็น P-gp transporters 

ด้วยกัน 2 ยีน คือ Mdr1a และ Mdr1b19 

 

ตารางที่ 3 แสดงควำมสัมพันธ์ด้วยค่ำ correlation coefficients ของ MDR1 gene ในมนุษย์และ

หนูแรท19 

 Human MDR1 Rat Mdr1a Rat Mdr1b 

Rat Mdr1a 0.762 1  

Rat Mdr1b 0.753 0.886 1 
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ปี ค.ศ.1998 Takanaga และคณะ77  ได้ศึกษำผลขององค์ประกอบของน ้ำเกรปฟรุตต่อกำร

ขนส่ง [3H]vinblastine ซึ่งเป็นสับสเตรทของพีไกลโคโปรตีนในเซลล์ CaCo-2 พบว่ำน ้ำเกรปฟรุต

สำมำรถยับยั งกระบวนกำรขนส่งได้แตกต่ำงกันขึ นอยู่กับชนิดของสำรประกอบฟลำโวนอยด์  

(flavonoids) หรือสำรส้ำคัญในเกรปฟรุต เช่น นำรินจินและนำรินจินินมีควำมสำมำรถในกำรยับยั ง

กำรท้ำงำนของพีไกลโคโปรตีนแตกต่ำงกันออกไป 

ในปี ค.ศ.2002 Tian และคณะ78 พบว่ำน ้ำเกรปฟรุตและน ้ำส้มสกัดสำมำรถยับยั ง efflux ที่

เป็นสับสเตรทของพีไกลโคโปรตีนที่บริ เวณล้ำไส้ เล็กของหนูแรทซึ่ งอำจก่อให้ เกิดกำรเพ่ิม 

bioavailability ของยำได้ 

จำกกำรศึกษำของ Lim และ คณะ ปี ค.ศ. 200879 พบว่ำน ้ำส้มโอมีควำมสำมำรถในกำร

ยับยั งกำรท้ำงำนของพีไกลโคโปรตีนที่ศึกษำใน L-MDR1 cell ได้เช่นเดียวกันกับน ้ำเกรปฟรุต 

นอกจำกนี ยังพบว่ำน ้ำส้มโอมีผลต่อกำรแสดงออกของพีไกลโคโปรตีนเกิด down regulated P-gp 

expression ในเซลล์ขณะที่น ้ำเกรปฟรุตนั นไม่เกิดผลดังกล่ำว 

2.10.2 Organic anion-transporting polypeptides (OATPs)  

OATPs เป็น membrane influx transporter ที่ encode ด้วยยีน solute carrier family 

21A (SLC21A) ส่วนในหนูแรทคือ Oatp2 ที่ encode ด้วยยีน Slc21a5 โดยในหนูแรทนั นจะมีควำม

คล้ำยคลึงกับในมนุษย์ถึง 72%20 กำรศึกษำของ Niemi ในปี ค .ศ .201180 พบว่ำ OATP1B1 มี

ควำมส้ำคัญต่อกำรขนส่งยำเข้ำเซลล์  (influx transporter) พบกำรแสดงออกที่  sinusoidal 

membrane ของ human hepatocyte OATP1B1 จะถูก code ด้วยยีน SLCO1B1 นอกจำกนี มี

กำรรำยงำนว่ำยำ simvastatin นั นมี simvastatin acid เป็นสับสเตรทของ OATP1B1 18 
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กำรศึกษำของ Bailey และคณะ81 ได้ศึกษำผลของนำรินจินที่มีในน ้ำเกรปฟรุตต่อ OATP1A2 

ใน OATP1A2 transfected Hela cell พบว่ำนำรินจินสำมำรถยับยั งกำรท้ำงำนของ OATP1A2 ได้

แต่ไม่มีผลต่อกำรแสดงออกของ OATP1A2  

นอกจำกนี ในปี ค.ศ.2012 Dolton และคณะ82 ได้ศึกษำผลของน ้ำเกรปฟรุตต่อกำรท้ำงำน

ของ OATPs ได้แก่ OATP1B1, OATP1B2 และ OATP2B1 ที่มีกำรแสดงออกที่เซลล์ตับโดยใช้เซลล์ 

HepG2 พบว่ำองค์ประกอบของน ้ำเกรปฟรุตสำมำรถยับยั งกำรท้ำงำนของ  OATP1B1, OATP1B2 

และ OATP2B1 ได ้แต่นักวิจัยยังไม่ได้ศึกษำผลน ้ำเกรปฟรุตต่อกำรแสดงออกของ OATPs 

กำรศึกษำผลของน ้ำส้มโอต่อ OATPs มีไม่มำกนักพบเพียงกำรศึกษำของ Al-Ghazawi และ

คณะ83 พบว่ำน ้ำส้มโอมีผลลดระดับยำซิลเดนำฟิลในกระแสเลือดอำจเนื่องมำจำกน ้ำส้มโอยับยั งกำร

ท้ำงำนของ OATP1A2 หรือยับยั งกำรแสดงออกของ OATP1A2 ที่ล้ำไส้เล็กแต่อย่ำงไรก็ตำมนักวิจัย

ยังไม่ได้ศึกษำกลไกที่แน่ชัด 

นอกจำกนี มีรำยงำนว่ำทั ง simvastatin และ simvastatin acid (active form) นั นเป็น

สับสเตรท ของพีไกลโคโปรตีนซึ่งเป็นตัวขนส่งยำออก (efflux transporter) ที่ล้ำไส้เล็กและตับ โดย 

simvastatin acid เป็นสับสเตรทของ OATP1B1 ที่บริเวณเซลล์ตับดังนั นเมื่อ OATP1B1 ถูกยับยั ง

กำรท้ำงำน simvastatin acid จะไม่ถูกขนส่งเข้ำเซลล์ตับอำจมีผลท้ำให้ระดับ simvastatin และ 

simvastatin acid ในกระแสเลือดเพ่ิมสูงขึ น และหำกพีไกลโคโปรตีนที่บริเวณล้ำไส้เล็กถูกยับยั งจะท้ำ

ให้ simvastatin และ simvastatin acid ดูดซึมเข้ำร่ำงกำยได้มำกขึ นและอำจก่อให้เกิดอันตรำยจำก

ยำที่มีระดับสูง18 
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2.11 การศึกษาผลที่เกี่ยวข้องกับส้มโอต่อเภสัชจลนศาสตร์ของยา (Related effect of pomelo 
on pharmacokinetics of drugs) 

Butterweck และคณะในปี ค .ศ .200984 ได้ศึกษำอันตรกิริยำของน ้ำเกรปฟรุตต่อยำ 

simvastatin ในหนูแรทพบว่ำหำกได้รับน ้ำเกรปฟรุตจะมีผลไปเพ่ิมระดับควำมเข้มข้นของทั ง 

simvastatin และ simvastatin acid (active form) ในหนูแรท 

ปี ค.ศ.2004 Lilja และคณะ11  ได้ศึกษำผลทำงคลินิกของกำรดื่มน ้ำเกรปฟรุตต่อเภสัช

จลนศำสตร์ของยำ simvastatin พบว่ำอำสำสมัครที่ได้รับยำ simvastatin ร่วมกับน ้ำเกรปฟรุต จะมี

ระดับ AUC ของยำ simvastatin เพ่ิมขึ นจำกกลุ่มควบคุม 3.6 เท่ำ และมีค่ำ Cmax เพ่ิมขึ น 3.9 เท่ำ 

ขณะที่ระดับ AUC ของ simvastatin acid (active form) มีค่ำเพ่ิมขึ น 3.3 เท่ำ และ Cmax เพ่ิมขึ น 

4.3 เท่ำ 

ปี ค.ศ.2000  Hou และคณะ85 ศึกษำผลของสำรสกัดจำกเปลือกส้มโอต่อเภสัชจลนศำสตร์

ของยำไซโคลสปอริน (cyclosporine) ในสุกร พบว่ำเมื่อสุกรได้รับสำรสกัดจำกเปลือกส้มโอ ระดับยำ

ไซโคลสปอรินเพ่ิมสูงขึ น โดยพิจำรณำจำก AUC และ Cmax เพ่ิมขึ นอย่ำงมีนัยส้ำคัญทำงสถิติ เมื่อ

เทียบกับสุกรที่ไม่ได้รับสำรสกัดจำกเปลือกส้มโอ  

กำรศึกษำทำงคลินิกของ Grenier และคณะ86 ได้ศึกษำผลของกำรดื่มน ้ำส้มโอหรือน ้ำแครน

เบอร์รี่ต่อเภสัชจลนศำสตร์ของยำไซโคลสปอรินในอำสำสมัคร พบว่ำผู้ที่ดื่มน ้ำส้มโอร่วมกับยำไซโคลส

ปอรินมีค่ำ AUC และ Cmax ของยำไซโคลสปอรินเพ่ิมขึ นเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม แต่ผู้ที่ดื่มแครน

เบอร์รี่ไม่แสดงผลดังกล่ำว 

ในปี ค.ศ.2015 Anlamlert และคณะ87 ศึกษำผลของเนื อส้มโอต่อเภสัชจลนศำสตร์ของยำไซ

โคลสปอรินในอำสำสมัคร พบว่ำผู้ที่ได้รับทั งส้มโอและยำไซโคลสปอรินจะมีระดับ AUC และ Cmaxของ

ยำไซโคลสปอริน เพ่ิมขึ นจำกกลุ่มควบคุม  
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จำกกำรศึกษำของ Lin และคณะในปี ค.ศ. 201188 ศึกษำผลของสำรสกัดจำกเปลือกส้มโอต่อ

เภสัชจลนศำสตร์ของยำไซโคลสปอรินและยำทำโครลิมัส (tacrolimus) ในหนูแรทเพศผู้ พบว่ำหำก

หนูที่ได้รับสำรสกัดจำกเปลือกส้มโอร่วมกับยำไซโคลสปอรินจะมีผลเพ่ิม  bioavailability ของยำไซ

โคลสปอรินและยำทำโครลิมัส เป็น 100% และ 234.7% ตำมล้ำดับ  

ในทำงตรงกันข้ำมกำรศึกษำปี83 ของ Al-Ghazawi และคณะ ศึกษำผลของกำรดื่มน ้ำส้มโอ

ต่อเภสัชจลนศำสตร์ของยำซิลเดนำฟิล (sildenafil) ในอำสำสมัครสุขภำพดี พบว่ำผู้ที่ดื่มน ้ำส้มโอจะมี

ค่ำ Cmax, AUC น้อยกว่ำกลุ่มควบคุม แต่นักวิจัยไม่ได้ศึกษำกลไกของกระบวนกำรดังกล่ำว 

เนื่องด้วยผู้ป่วยที่มีภำวะไขมันในเลือดสูงเพ่ิมจ้ำนวนมำกขึ นในปัจจุบันกอรปกับกระแสควำม

นิยมกำรใช้สุมนไพรหรือบริโภคอำหำรเพ่ือหวังผลทำงสุขภำพก็เป็นที่นิยมมำกขึ น กำรบริโภคอำหำร

หรือสมุนไพรเหล่ำนั นอำจก่อให้เกิดปัญหำที่ตำมมำเมื่อรับประทำนร่วมกับยำแผนปัจจุบัน (Food or 

Herbal-Drug interaction)89, 90 และมีควำมเป็น ไป ได้ที่ ผู้ ป่ วยจะรับประทำนส้ ม โอและยำ 

simvastatin ร่วมกัน ดังนั นหำกทรำบถึงอันตรกิริยำของส้มโอและยำก็จะเป็นประโยชน์ต่อผู้ป่วย แต่

เนื่องด้วยยังไม่มีกำรศึกษำผลทำงเภสัชจลนศำสตร์ของส้มโอและยำ simvastatin มีเพียงรำยงำนวิจัย

ก่อนหน้ำนี ที่ให้ผลขัดแย้งกันกับยำตัวอ่ืนที่ไม่ใช่ยำ simvastatin และยังไม่ทรำบกลไกของสำรในส้มโอ

ที่แน่ชัด รวมถึงผลกำรแสดงออกของ drug transporters ต่อกระบวนกำรทำงเภสัชจลนศำสตร์ 

นอกจำกนี กำรเกิดอันตรกิริยำ (Food-Drug interaction) ระหว่ำงกันอำจมีควำมเป็นไปได้ ดังนั นจึง

ต้องมีกำรศึกษำวิจัยเพ่ือเป็นข้อมูลควำมปลอดภัยเพ่ิมเติมของกำรใช้ยำและท้ำให้กำรรักษำผู้ป่วยนั น

เป็นไปอย่ำงถูกต้องและมีประสิทธิภำพมำกยิ่งขึ น หำกทรำบว่ำกำรได้รับยำ  simvastatin และส้มโอ

ร่วมกันนั นอำจก่อให้เกิดอันตรกิริยำระหว่ำงกันได้ซึ่งเป็นที่มำของงำนวิจัยครั งนี  
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บทที่ 3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 สัตว์ทดลอง (Animals) 

 กำรศึกษำนี ใช้หนูแรทสำยพันธุ์ Sprague-Dawley เพศผู้อำยุ 7-8 สัปดำห์ น ้ำหนัก 250-330 

กรัม จำกศูนย์สัตว์ทดลองแห่งชำติ มหำวิทยำลัยมหิดล เลี ยงในโรงเลี ยงสัตว์ทดลองคณะแพทยศำสตร์ 

จุฬำลงกรณ์มหำวิทยำลัย โดยปฏิบัติต่อสัตว์ทดลองตำมจรรยำบรรณกำรใช้สัตว์ทดลองของสภำวิจัย

แห่งชำติ สัตว์ทดลองจะอยู่ในสภำวะอุณหภูมิ 24±2 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 1 สัปดำห์ก่อนกำร

ทดลองซึ่งได้รับน ้ำและอำหำรแบบไม่จ้ำกัดปริมำณ ภำยใต้กำรควบคุมควำมมืดและสว่ำงอย่ำงละ 12 

ชั่วโมง ก่อนกำรทดลองหนูแรทจะถูกงดน ้ำและอำหำรข้ำมคืน  

 

3.2 การค านวณขนาดตัวอย่าง (Sample size determination)  

 วิธีค้ำนวณจ้ำนวนสัตว์ทดลองที่จะใช้ในงำนวิจัย อ้ำงอิงจำกงำนวิจัยของแก้วกังวำล และคณะ
91 โดยสูตรที่ใช้คือ  

𝑛 = 2𝑆. 𝐷.2
(𝑍

2
+  𝑍𝛽)

2


2  

n  = ขนำดตัวอย่ำงที่ต้องกำร 

  S.D.  = ส่วนเบี่ยงเบนมำตรฐำนของตัวแปรหลัก (50%)92 (Bangphumi K et al. 

2015)  

  𝑍

2
 = ค่ำนัยส้ำคัญทำงสถิติท่ีควำมเชื่อม่ัน 95% (1.96) 

  𝑍𝛽 = ควำมสำมำรถในกำรจ้ำแนกควำมแตกต่ำงที่ควำมเชื่อมั่น 95% (1.28) 

    = ค่ำควำมแตกต่ำงที่มีควำมส้ำคัญทำงสถิติ (100%)  

𝑛 = 2 • 0.52
(1.96 +  1.28)2

1.02
 

       = 5.25 
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สรุปใช้สัตว์ทดลองกลุ่มละ 6 ตัว  ออกแบบกำรทดลองเป็น 4 กลุ่ม ดังนั นกำรศึกษำนี ต้องใช้

หนูแรทจ้ำนวน 24 ตัว 

 

3.3 การเตรียมน  าส้มโอ (Pomelo juice preparation) 

น้ำเนื อส้มโอพันธุ์ทองดีมำปั่นด้วยเครื่องปั่น Hurom HU 500 Slow Juicer จำกนั นน้ำไป
กรองแยกเพ่ือเก็บเฉพำะส่วนที่เป็นน ้ำส้มโอ จำกนั นน้ำไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส จนกระทั่ง
ท้ำกำรทดลองและใช้ล็อตเดียวกันตลอดกำรทดลองโดยซื อจำกสวนส้มโอจำก อ้ำเภอนครชัยศรี 
จังหวัดนครปฐม ซื อในช่วงคือช่วงเดือนมีนำคม  
 

3.4 การเก็บตัวอย่างเลือด (Blood sampling)  

เก็บตัวอย่ำงเลือดโดยเจำะที่บริเวณหำง (tail vein) ครั งละ 0.3 ml เก็บใน eppendorf 

tube ที่หล่อหัวเข็มด้วย heparin เมื่อครบเวลำตำมที่ก้ำหนดจะท้ำกำรกำรุณยฆำต  (sacrified) 

จำกนั นน้ำเลือดที่ได้ไปปั่นเหวี่ยง ที่ 4500 rpm เป็นเวลำ 10 นำที 25 องศำเซลเซียส แยกส่วน

พลำสมำและเก็บไว้ที่ อุณหภูมิ –80 องศำเซลเซียส จนถึงวันที่ท้ำกำรวิเครำะห์วัดระดับยำ 

simvastatin และ simvastatin acid  

 

3.5 การเก็บตัวอย่างตับและล าไส้เล็กของหนูแรท (Liver and Intestinal tissues) 

เก็บตัวอย่ำงตับและล้ำไส้เล็กส่วนต้นของหนูแรทภำยหลังกำรกำรุณยฆำตเพ่ือวิเครำะห์กำร

แสดงออกของ transporters และกำรท้ำงำนของเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ2 โดยเริ่มต้นจำกกำรน้ำตับ

และล้ำไส้ส่วนต้นออกจำกร่ำงกำยหนูแรทหลังกำรท้ำกำรุณยฆำตทันทีและเก็บตัวอย่ำงไว้ในหลอด

ทดลองใส่ในภำชนะท่ีบรรจุไนโตรเจนเหลวเย็นจัด (liquid nitrogen) เพ่ือคงสภำพตัวอย่ำงไว้ จำกนั น

น้ำตัวอย่ำงเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศำเซลเซียสจนกระท่ังวันที่ท้ำกำรวิเครำะห ์
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3.6 รูปแบบการวิจัย (Research design) 

 Experimental research study 

 

3.7 การทดลอง (Experiments) 

3.7.1 การศึกษาผลของน ้าส้มโอต่อเภสัชจลนศาสตร์ของยา simvastatin ในหนูแรท  

แบ่งหนูแรทออกเป็น 4 กลุ่มคือ  

กลุ่มที่ 1 control group คือหนูแรทกลุ่มที่ได้รับ 0.5% CMC (Carboxymethyl cellulose) 
ปริมาณ 2 ml/kg  

กลุ่มที่ 2 simvastatin group คือหนูแรทกลุ่มที่ได้รับยา simvastatin ขนาด 20 mg/kg 
เท่านั้น 

กลุ่มที่ 3 pomelo group คือหนูแรทกลุ่มที่ได้รับน้้าส้มโอปริมาณ 2 ml/kg เท่านั้น 

กลุ่มที่ 4 combine group คือหนูแรทกลุ่มที่ได้รับน้้าส้มโอปริมาณ 2 ml/kg ร่วมกับยา 
simvastatin (20 mg/kg)  

โดยหนูกลุ่มที่ได้รับน้้าส้มโอจะได้รับครั้งละ 2 ml/kg เป็นเวลา 7 วันติดต่อกันในเวลา 9.00 
น. และ 17.00 น. ในขณะที่หนูกลุ่มอ่ืนที่ไม่ได้รับน้้าส้มโอจะได้รับน้้าเปล่าครั้งละ 2 ml/kg เป็นเวลา 
7 วันติดต่อกัน ในเวลา 9.00 น. และ 17.00 น. 

หนูกลุ่มที่ได้รับ simvastatin จะได้รับยา simvastatin ในสารละลาย 0.5% CMC ซึ่งมีขนาด
ยา 20 mg/kg ครั้งเดียว (single dose) ผ่านทาง oral gavage โดยหนูกลุ่ม combine group จะ
ได้รับน้้าส้มโอในวันที่ 7ก่อนได้รับยา simvastatin 30 นาท ี 

ในวันที่ท้าการทดลองเจาะวัดระดับยาในพลาสมาหนูแรท หนูจะถูกเก็บตัวอย่างเลือดโดยมี
ระยะเวลาในการเก็บตัวอย่างเลือดคือก่อนได้รับยา (predose) 0 ชั่วโมงและหลังได้รับยา (postdose) 
ที่เวลา 0.50, 1.00, 1.25, 1.50, 2.00, 3.00, 4.00, 6.00, 9.00 และ 12.00 ชั่วโมง ตามล้าดับ  
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3.7.2 การวัดระดับความเข้มข้นของยา simvastatin และ simvastatin acid (active 

form) ในตัวอย่างเลือดหนูแรท 

วัดระดับควำมเข้มข้นของยำ simvastatin และ simvastatin acid ด้วยเทคนิค Liquid 

Chromato graphy-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) ซึ่งดัดแปลงจำกวิธีของ Ahmed 

และคณะ93 โดยเริ่มจำกกำรประเมินควำมน่ำเชื่อถือของวิธีวิเครำะห์ (Method validation) จำกนั น

จึงท้ำกำรตรวจวัดระดับ simvastatin และ simvastatin acid ในตัวอย่ำงดังนี   

 

สารเคมีและวัสดุอุปกรณ์ 

สารเคมี 

- Acetonitrile (LC-MS grade) [Merck, Germany] 

- Ammonium acetate [Merck, Germany]  

- Glacial acetic acid [Fisher Scientific, USA] 

- Lovastatin [Toronto Research chemicals, Canada] 

- Methyl tertiary butyl ether (MTBE) [Merck, Germany] 

- Simvastatin [Toronto Research chemicals, Canada] 

- Simvastatin hydroxyl acid, ammonium salt [Toronto Research chemicals, 
Canada] 

วัสดุอุปกรณ์ 

- Autopipettes ขนำด 1-1000 ไมโครลิตร [Glison, USA and Band, Germany] 

- Centrifuge [Hettich, USA and Eppendrof, Germany] 

- Cylinder ขนำด 10-1,000 มิลลิลิตร 

- Evaporator [Genevac, USA] 

- Liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) [Shimadzu, 
Japan] 
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- Luna C18 100A, 3um, 100mm x 2mm [Phenomenex, USA] 

- pH meter [Mettler Toledo, Switzerland] 

- Volumetric flask 500-1,000 ml 

- Vortex mixer [Scientific Industries, USA] 

 

การเตรียมตัวอย่างส าหรับฉีดเข้าเครื่อง LC-MS/MS (เครื่องมือ Liquid chromatography-

tandem mass pectrometry (LC-MS/MS) ยี่ห้อ Shimadzu, Japan รุ่น 8040) 

1) การเตรียมสารละลายมาตรฐานเพื่อประเมินความน่าเชื่อถือของวิธีวิเคราะห์ มีขั นตอนดังนี  

1.1) ผสม mobile phase 180 µl + สำรละลำยมำตรฐำน simvastatin 5 µl + สำรละลำย

มำตรฐำน simvastatin acid 5 µl + สำรละลำยมำตรฐำน lovastatin (internal standard) 

10 µl 

1.2) น้ำสำรละลำยฉีดเข้ำเครื่อง LC-MS/MS ปริมำตร 10 µl    

 

2) การเตรียมตัวอย่างพลาสมาทั งในตัวอย่างทดสอบ และตัวอย่างที่ใช้ประเมินความน่าเชื่อถือ

ของวิธีวิเคราะห์   

มีขั นตอนดังนี  

2.1) blank plasma 50 µl + สำรละลำยมำตรฐำน simvastatin 5 µl + สำรละลำย

มำตรฐำน simvastatin acid 5 µl + สำรละลำยมำตรฐำน lovastatin (internal standard) 

10 µl 

2.2) เติม ammonium acetate buffer pH=5.0 ปริมำตร 50 µl    

2.3) ผสมให้เข้ำกันด้วย vortex mixer เป็นเวลำ 1 นำท ี

2.4) เติม MTBE ปริมำตร 1 ml 

2.5) ผสมให้เข้ำกันด้วย vortex mixer เป็นเวลำ 2 นำท ี
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2.6) น้ำส่วนใสด้ำนบนไประเหยด้วยเครื่อง evaporator เป็นเวลำ 40 นำท ี

2.7) ละล ำยกลั บ ด้ ว ย  mobile phase (10mM ammonium acetate: acetonitrile; 

25:75) ปริมำตร 200 µl 

2.8) กรองตัวอย่ำงด้วย nylon membrane filter ก่อนฉีดเข้ำเครื่อง LC-MS/MS 

2.9) น้ำสำรละลำยส่วนใสฉีดเข้ำเครื่อง LC-MS/MS ปริมำตร 10 µl 

 

สภาวะของเครื่อง LC-MS/MS ที่ใช้วิเคราะห์ 

เฟสเคลื่อนที่   : 10mM ammonium acetate: acetonitrile (25:75) 

คอลัมน์   : Luna C18 100A, 3µm,100mm x 2mm 

อัตรำกำรไหล  : 0.25 มิลลิลิตรต่อนำที 

เครื่องตรวจวัด  : Mass spectrometry 

อุณหภูมิคอลัมน์  : 25 องศำเซลเซียส 

อุณหภูมิ auto sampler : 4 องศำเซลเซียส 

 

สภาวะของ MS ที่ใช้ในการวิเคราะห์ 

 Scan mode  : MRM Scan 

 Ionization mode : ESI (positive mode)  

 Source temperature : 500 องศำเซลเซียส 
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สภาวะของ MS/MS ที่ใช้ในการวิเคราะห์ 

Compound Ion transitions 
(m/z) 

Collision Energy 
(C.E.) 

Dwell time 
(ms) 

simvastatin 419.00 > 199.00 
419.00 > 225.00 

-13.5 
-19.4 

100 
100 

simvastatin acid 437.00 > 303.00 
437.00 > 285.00 

-10.5 
-12.3 

100 
100 

lovastatin 405.00 > 243.00 
405.00 > 267.00 

-14.8 
-12.8 

50 
50 

 

3.7.3 การศึกษาผลของน  าส้มโอต่อการแสดงออกของเอ็มอาร์เอ็นเอ Mdr1a, Mdr1b 

และ Slc21a5 ในตับและล าไส้หนูแรท 

วิ เครำะห์กำรแสดงออกของเ อ็มอำร์ เ อ็นเอ Mdr1a, Mdr1b และ Slc21a5 โดยวิธี  

quantitative real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) โดยมีเ อ็มอำร์ เ อ็นเอ GAPDH 

เป็น internal control 

 

ตารางท่ี 4 แสดงล้ำดับของไพรเมอร์จ้ำนวนสี่คู่ส้ำหรับ quantitative real-time RT-PCR94 

mRNA orientation primer sequences 5’ to 3’ orientation 

Mdr1a 
Forward 5’-TCT GGC GGC CAT TAT CCA T-3’ 

Reverse 5’-TCA TAC TAC GGT TGT TTC CTA CAT TTG-3’ 

Mdr1b 
Forward 5’-TGA ATC CCA AAG TGA CAC TGG T-3’ 

Reverse 5’-ATA CTT CTG CGA ATT GAT CTC CTT ATT-3’ 

Slc21a5 
Forward 5′-CCA CTG CTG AGG TAG TCT TCC TTA TG-3′ 
Reverse 5′-CAG AGC CAG AAT GCT AAG TGT GC-3′ 

GAPDH 
Forward 5’-TGC ACC ACC AAC TGC TTA GC-3’ 

Reverse 5’-GGC ATG GAC TGT GGT CAT GAG-3’ 
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สารเคมีและวัสดุอุปกรณ์ 

สารเคมี 

- 2-Propanol [Merck, Germany] 

- Chloroform [Lab, scan, Thailand] 

- DEPC-treated water [Ambion, USA] 

- Dichloromethane [Merck, Germany] 

- Ethanol [Merck, Germany] 

- ImProm-IITM Reverse transcription system [Promega, USA] 

- Magnesium chloride  

- Primers 

- TaqMan® Universal PCR Master Mix No AmpErase® [Applied Biosystem, USA] 

- TaqMan® Gene expression assay Master Mix [Applied Biosystems, USA] 

- TRIzol® reagent [Gibco, USA] 

วัสดุอุปกรณ์ 

- Autoclave [Sanyo, Japan] 

- Autopipettes ขนำด 1-1000 ไมโครลิตร [Glison, USA and Band, Germany] 

- Centrifuge [Hettich, USA and Eppendrof, Germany] 

- Homogenizer [IKA®, Malaysia] 

- Nanodrop [Thermo, USA] 

- PCR Thermal cycler [Eppendorf, Germany] 

 - StepOnePlusTM Real-Time PCR system [Applied Biosystems, USA] 

- Volumetric flask 
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- Vortex mixer [Scientific Industries, USA] 

3.7.3.1 ขั น ต อ น ก า ร ส กั ด  RNA ด้ ว ย  TRIzol®reagent ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง 

StepOnePlusTM Real-Time PCR system [Applied Biosystems, USA] 

มีขั นตอนดังนี   

1.) น้ำล้ำไส้เล็กและตับของหนูแรทมำสกัด RNA โดยใช้ TRIzol® reagent 

2.) วัดปริมำณ RNA ด้วยเครื่อง Nanodrop ที่ควำมยำวคลื่น 260 nm 

3.) น้ำ total RNA ที่สกัดได้มำท้ำ reverse transcription เพ่ือสร้ำง complementary 

DNA (cDNA) โดยใช้ ImProm-IITM Reverse transcription system 

4.) น้ำ cDNA ที่ได้มำเพ่ิมจ้ำนวนด้วยเทคนิค PCR ด้วยเครื่อง PCR Thermal cycler  

5.) ตรวจสอบกำรแสดงออกของเอ็มอำร์เอ็นเอ Mdr1a, Mdr1b และ Slc21a5 ในล้ำไส้เล็ก

และตับของหนูแรทโดยใช้ไพรเมอร์ที่จ้ำเพำะต่อเอ็มอำร์เอ็นเอ  Mdr1a, Mdr1b และ 

Slc21a5 โ ด ย ใ ช้ เ อ็ ม อ ำ ร์ เ อ็ น เ อ  GAPDH เ ป็ น  internal control ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง 

StepOnePlusTM Real-Time PCR  

6.)  หำปริมำณ mRNA จำกกำรค้ำนวณค่ำ Ct ที่ได้จำกเครื่อง StepOnePlusTM Real-

Time PCR มำท้ำ normalization ด้วยเอ็มอำร์เอ็นเอ GAPDH จำกนั นค้ำนวณหำระดับ

กำรเปลี่ยนแปลงกำรแสดงออกของเอ็มอำร์เอ็นเอ ด้วยวิธี 2-∆∆Ct (ค่ำ Ct คือจ้ำนวนรอบ

ของกำรท้ำ PCR น้อยที่สุดแต่ได้ประสิทธิภำพสูงสุด [threshold cycle, Ct]) 

3.7.4 การศึกษาผลของน  าส้มโอต่อการท างานของเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ2ในตับหนูแรท 

3.7.4.1 การเตรียมไมโครโซมจากตับ 

เตรียมไมโครโซมจำกตับของหนูแรท โดยใช้วิธี homogenization  

มีขั นตอนดังนี  

1.) น้ำตัวอย่ำงตับของหนูแรทออกจำก freezer  

2.) ล้ำงตัวอย่ำงด้วย 0.9% normal saline และล้ำงด้วย cold wash buffer โดยใช้บีก

เกอร์ขนำด 100 ml วำงอยู่บนน ้ำแข็งตลอดเวลำที่ท้ำกำรทดลอง จำกนั นใส่ตัวอย่ำงลง

ใน borosilicate glass homogenization tube 
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3.) เติม homogenizing buffer แล้วน้ำไป homogenize ด้วยเครื่อง homogenizer (volt 

120V, rate 2000 rpm) 

4.) น้ำ homogenate ที่ได้ไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง centrifuge ที่ควำมเร็ว 9000 rpm 

อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 20 นำท ี

5.) น้ำ supernatant ที่ได้ไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง ultracentrifuge ที่ควำมเร็ว 95000 rpm 

อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 20 นำท ี

6.) น้ำตะกอน (pellet) ที่ได้มำเติม homogenizing buffer จำกนั นน้ำไป homogenize 

ด้วยเครื่อง homogenizer (volt 120V rate 2000rpm) 

7.) เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศำเซลเซียส จนถึงวันที่ท้ำกำรวิเครำะห์ 

 

3.7.4.2 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในไมโครโซม 

ท้ำกำรหำปริมำณโปรตีนในไมโครโซมด้วยวิธี Bio-Rad DC Protein assay เป็น 

standard protein ส้ำหรับตรวจวัดควำมเข้มข้นของโปรตีนในไมโครโซมจำกตับของหนูแรท หลัก

พื นฐำนของวิธีนี ใช้กำรเกิดปฏิกิริยำระหว่ำงโมเลกุลโปรตีนกับสำรละลำย alkaline copper tartrate 

(Reagent A) และสำร folin (Reagent B) ซึ่งจะเกิดระดับสีน ้ำเงินที่แตกต่ำงกัน และสำมำรถวัดค่ำ

ดูดกลืนแสดงได้ในช่วงควำมยำวคลื่น 405-750 นำโนเมตร ด้วยเครื่อง microplate reader อย่ำงไรก็

ตำมกำรเกิดปฏิกิริยำดังกล่ำวนี จะมีควำมคลำดเคลื่อนประมำณ 5-10%  

สารละลายท่ีใช้ในการวิเคราะห์ 

- โปรตีนมำตรฐำน bovine serum albumin (BSA) 

- สำรละลำยบัฟเฟอร์ phosphate buffer saline (PBS) 

- Reagent A: an alkaline copper tartrate solution 

- Reagent B: dilute folin reagent 

 

มีขั นตอนดังนี  

เตรียมโปรตีนมำตรฐำน BSA ควำมเข้มข้น 0.25, 0.5, 1, 1.5, 2 และ 4 mg/ml 

1.) เติม BSA ที่ควำมเข้มข้นต่ำงๆ, สำรละลำยบัฟเฟอร์ PBS (blank) และตัวอย่ำงไมโครโซม

ปริมำณ 5 µl ลงในแต่ละหลุมของ 96 well plate 
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2.) เติมสำร Reagent A ปริมำณ 25 µl 

3.) เติมสำร Reagent B ปริมำณ 200 µl 

4.)  ผสมกำรทุกชนิดให้เข้ำกันและบ่มที่อุณหภูมิห้อง (25 องศำเซลเซียส) เป็นเวลำ 15 นำที 

จึงท้ำกำรวัดค่ำดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 650 นำโนเมตร ด้วยเครื่อง microplate reader  

 

3.7.4.3 การศึกษาการท างานของเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ2ในตับของหนู

แรทโดยใช้ midazolam เป็นสับสเตรท 

กำรศึกษำนี จะเริ่มด้วยกำรประเมินควำมน่ำเชื่อถือของวิธีวิเครำะห์ จำกนั นจึง

ท้ำกำรตรวจวัดปริมำณของ 1’-OH-MDZ ซึ่งเป็นเมแทบอไลต์ที่เกิดจำกปฏิกิริยำ Midazolam 1’-

hydroxylation ที่เกิดขึ นผ่ำนเอนไซม์ ไซโทโครมพี3เอจำกตับหนูแรทในหลอดทดลอง โดยใช้ 

midazolam เป็นสับสเตรท กำรวัดปริมำณ 1’-OH-MDZ ใช้วิธีวิเครำะห์ด้วยเครื่อง HPLC ซึ่ง

ดัดแปลงจำกงำนวิจัยของ Jurica และคณะ95 

 
สารเคมีและวัสดุอุปกรณ์ 

สารเคมี 

- 1’-hydroxymidazolam (1’-OH-MDZ) [Cerilliant, USA] 

- Acetonitrile (HPLC grade) [Lab-Scan, Thailand] 

- Ethylene diamine tetra acetic acid (EDTA) [Aldrich-Sigma, USA] 

- Diazepam [Cerilliant, USA] 

- Di-potassium hydrogen phosphate (K2HPO4) [Merck, Germany] 

- Dichloromethane (HPLC grade) [Merck, Germany] 

- Glucose-6-phosphate (G6P) [Aldrich-Sigma, USA] 

- Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) [Aldrich-Sigma, USA] 

- Glycerol [BDH Chemical Ltd., England] 

- Hydrochloric (HCl) [Merck, Germany] 

- Magnesium Chloride (MgCl2) [Carlo Erba, France] 

- Methanol (HPLC grade) [Merck, Germany] 
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- Methyl Tertiary Butyl Ether (MTBE)  

- Midazolam [Cerilliant, USA] 

- Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADP) [Aldrich-Sigma, USA] 

- Reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) [Aldrich-

Sigma, USA] 

- Phosphoric acid [Merck, Germany] 

- Potassium Chloride [Carlo Erba, France] 

- Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) [Merck, Germany] 

- Sodium acetate trihydrate [Merck, Germany] 

- Sodium pyrophosphate [Aldrich-Sigma, USA] 

- TRIS base [Merck, Germany] 

 

วัสดุอุปกรณ์ 

- Autopipettes ขนำด 1-1000 µl 

- Centrifuge [Hettich, USA and Eppendorf, Germany] 

- Cylinder ขนำด 5-1,000 ml 

- Evaporator [Genevac, USA] 

- High Pressure Liquid Chromatography (HPLC) [Shimadzu] 

- Homoginizer [Ika, Malaysia]  

- pH meter [Mettler Toledo, Switzerland] 

- Reciprocal shaking water bath [Memmert, Germany] 

- Symmetry C18 column 3.5um, 4.6x100 mm [Water, Japan] 

- Ultra-centrifuge [Beckman, USA]  

- Volumetric flask 

- Vortex Mixer [Scientific Industries, USA] 

 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

46 

3.7.4.4 การศึกษาการท างานของเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ2ในไมโครโซมโดยใช้ 

midazolam เป็นสับสเตรท  

โดยกำรวั ด  1’-OHMDZ จำกปฏิ กิ ริ ย ำ  Midazolam hydroxylation โดยใช้  

Midazolam ค ว ำม เ ข้ ม ข้ น  100 µM เ ป็ น สั บ ส เ ต รท  ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง  High Pressure Liquid 

Chromatography ยี่ห้อ Shimadzu รุ่นprominence 

 

มีขั นตอนดังนี  

1.) เตรียมสำรละลำยที่จะท้ำปฏิกิริยำ (reaction mixture) 1000 มิลลิลิตร ซึ่งประกอบด้วย 

0.2 M ของ สำรละลำยบัพเฟอร์ K2HPO4 pH=7.4 ปริมำตร 500 µl, regenerating 

system (ประกอบด้วย 5 mM ของ  NADP, 100 mM ของ G6P, 100 mM MgCl2) 

ปริมำตร 100 µl ไมโครโซมที่มีปริมำณโปรตีนเท่ำกับ 200 µg, 100 µM ของไมโครโซม 

ปริมำตร 7 µl และเติม DI water จนปริมำตรครบ 995 µl  

2.) น้ำหลอดทดลองมำอุ่นใน reciprocal shaking water bath ที่ อุณหภูมิ  37 องศำ

เซลเซียส เป็นเวลำ 3 นำท ี

3.) เติม 1 unit/µl ของ G6PD ปริมำตร 5 µl ใน reciprocal shaking water bath ที่

อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 15 นำท ี

4.) เติม MTBE 2 ml ลงในหลอดทดลอง 

5.) ผสมให้เข้ำกันด้วย vortex mixer เป็นเวลำ 20 วินำที 

6.) เติม 40 mg/ml ของ diazepam (internal standard) ปริมำตร 10 µl 

7.) ผสมให้เข้ำกันด้วยเครื่อง vortex mixer เป็นเวลำ 2 นำท ี

8.) ดูดส่วนใสด้ำนบนมำระเหยแห้งด้วยเครื่อง evaporator เป็นเวลำ 45 นำที  

9.) ละลำยกลับด้วยสำรละลำยเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) ปริมำตร 150 µl 

10.)  น้ำสำรละลำยส่วนใสที่ได้ฉีดเข้ำเครื่อง HPLC ด้วยปริมำตรกำรฉีดครั งละ 10 µl 

11.)  น้ำระดับควำมเข้มข้นของ 1’-OH-MDZ ที่วัดได้ มำค้ำนวณกำรท้ำงำนของเอนไซม์ไซโท

โครมพี3เอ2จำกสูตร 

𝑠𝑝𝑒𝑐𝑖𝑓𝑖𝑐 𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦 =
𝑒𝑛𝑧𝑦𝑚𝑒 𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦 (µ𝑚𝑜𝑙)

𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 (𝑚𝑔)
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3.8 การวิเคราะห์ตัวแปรทางเภสัชจลนศาสตร์ (Pharmacokinetics analysis)  

หำค่ำ Cmax, Tmax , AUC0-12, AUC0-∞ ของ simvastatin, simvastatin acid  โดยค่ำ Cmax, 

Tmax สำมำรถวิเครำะห์ได้โดยตรงจำกข้อมูล ค่ำ AUC0-12 จะถูกค้ำนวณด้วย trapezoidal rule ส่วน 

AUC ในส่วนที่เป็นควำมเข้มข้นสุดท้ำยวิเครำะห์จำกช่วงสุดท้ำยของกรำฟควำมเข้มข้นของยำกับเวลำ 

ท้ำเป็น ln-linear regression ได้ค่ำคงที่กำรก้ำจัด (elimination rate constant: kel) น้ำมำค้ำนวณ

ด้วยสูตร AUC t-∞ = Clast/Kel เพ่ือหำค่ำ AUC0-∞ ส่วนค่ำครึ่งชีวิต (t1/2) ค้ำนวณได้จำกสมกำร t1/2 = 

ln2/kel  

 

3.9 การวิเคราะห์ทางสถิติ (Statistical analysis)  

 3.9.1 สถิติที่ใช้วิเคราะพารามิเตอร์ทางเภสัชจลนศาสตร์ 

 ข้อมูลที่ได้จะแสดงผลด้วยค่ำ mean±SD ยกเว้นค่ำ Tmax ซึ่งจะแสดงเป็น median (range) 

จะใช้ช่วงควำมเชื่อมั่นที่ 95% และ 99% ที่นัยส้ำคัญ p< 0.05 และ p< 0.01 เพ่ือศึกษำเปรียบเทียบ

ควำมแตกต่ำงของข้อมูล กำรเปรียบเทียบระหว่ำงกลุ่มทดสอบและกลุ่มควบคุมใช้สถิติ Student’s t-

test (two-tailed) ค่ำ Tmax จะใช้ Wilcoxon rank test และโปรแกรมทำงสถิติท่ีใช้คือ SPSS  

 3.9.2 สถิติที่ ใช้ วิเคราะห์การศึกษาการแสดงออกของ mRNA transporters และ

การศึกษาการท างานของเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ2 

ข้อมูลจะแสดงผลด้วยค่ำ mean±SEM เพ่ือศึกษำเปรียบเทียบควำมแตกต่ำงของกลุ่มหลำย

กลุ่มสถิติที่ ใช้คือ one way analysis of variance (Anova) post hoc tests กำรเปรียบเทียบ

ระหว่ำงกลุ่มทดสอบและกลุ่มควบคุมใช้สถิติ Student’s t-test (two-tailed) ช่วงควำมเชื่อมั่นที่ 

95% และ 99% ที่นัยส้ำคัญ p< 0.05 และ p< 0.01 และโปรแกรมทำงสถิติท่ีใช้คือ SPSS 
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3.10 จริยธรรมการใช้สัตว์เพื่อการทดลอง (Ethical Consideration) 

กำรศึกษำวิจัยในครั งนี ได้ปฏิบัติตำมเกณฑ์ของจรรยำบรรณกำรใช้สัตว์ทดลองเพ่ืองำน

วิทยำศำสตร์ โดยค้ำนึงถึงกำรใช้สัตว์ทดลองอย่ำงถูกต้องเหมำะสม ซึ่งจะผ่ำนกำรพิจำณำจำก

คณะกรรมกำรกำรใช้สัตว์ทดลองตั งแต่เริ่มท้ำโครงร่ำงงำนวิจัยเพ่ือให้กำรศึกษำในครั งนี เป็นที่ยอมรับ

ต่อด้ำนศีลธรรมอย่ำงเหมำะสม ทั งทำงด้ำนกฎหมำย กำรออกแบบกำรทดลอง สำยพันธุ์ของสัตว์ 

รวมถึงวิธีปฏิบัติต่อสัตว์ในกำรทดลองตั งแต่ต้นจนจบกำรทดลองเพ่ือให้เป็นไปตำมมำตรฐำนสำกล 

โดยอำศัยหลักกำรสำมอำร์ (Three Rs) เป็นแนวทำงดั งนี   

1.) การทดแทน (Replacement of animals) 

กำรศึกษำวิจัยในครั งนี ได้ศึกษำวิจัยในเซลล์ตับและล้ำไส้เล็กของหนูแรทเพ่ือศึกษำกำร

แสดงออกของ transporters และกำรท้ำงำนของเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ2เป็นกำรแทนกำรศึกษำใน

มนุษย์เพรำะสำมำรถเทียบเคียงกันได้  

2.) การลด (Reduction of animals) 

ใช้จ้ำนวนสัตว์ทดลองต่้ำสุดจำกกำรค้ำนวณขนำดตัวอย่ำง ที่ให้ควำมเชื่อมั่นทำงสถิติแม่นย้ำ

และถูกต้องของงำนวิจัย 

3.) การปรับให้ดีขึ น (Refinement of animals) 

เพ่ือให้สัตว์ทดลองมีกำรทรมำนน้อยที่สุด ก่อนกำรผ่ำตัดนักวิจัยจะให้หนูแรทดมยำ 

isoflurane ในขนำดที่เหมำะสมเพ่ือเหนี่ยวน้ำให้สลบเพ่ือไม่ให้เกิดควำมเจ็บปวด ควำมเครียด และ

ควำมทุกข์ทรมำนหรือให้เกิดน้อยที่สุดรวมถึงสถำที่เลี ยงหนูแรทที่มีมำตรฐำนสำกล 
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บทที่ 4 

ผลการศึกษา 

4.1 การศึกษาผลของน  าส้มโอต่อเภสัชจลนศาสตร์ของยา simvastatin ในหนูแรทด้วยเทคนิค
การวิเคราะห์ LC-MS/MS 

4.1.1 MS/MS optimization 

 ท้ ำกำร  optimization สำรละลำยมำตรฐำน  simvastatin, simvastatin acid และ

สำรละลำย internal standard lovastatin ควำมเข้มข้นเท่ำกับ 1 µg/ml โดยเลือกใช้ ESI source 

ที่เหมำะสมเพ่ือให้ได้แมสสเปคตรัมที่ดีที่สุดจึงได้สแกนไออนทั งในโหมด positive และ negative 

ด้วยกำรสแกนแบบ Full-scan mass spectrum ซึ่งบันทึกสัญญำณในช่วงมวลต่อประจุ (m/z) 350 

ถึง 500 จำกนั นจึงท้ำกำรประเมิน Full-scan daughter mass spectrum เพ่ือหำปริมำณ product 

ion ที่มีปริมำณมำกที่สุดของสำรทั งสำมชนิด 

 พบสัญญำณในโหมด positive ของ simvastatin, simvastatin acid และ lovastatin มี

ควำมหนำแน่นมำกกว่ำในโหมด negative และจำกผลกำรทดลองพบว่ำ Full-scan mass spectrum 

ของ simvastatin มีสัญญำณไอออนที่เด่นชัดที่มีค่ำมวลต่อประจุ (m/z) ได้แก่ 436.7, 447.20 และ 

419.30 ตำมล้ำดับ ดังแสดงในภำพที่ 5 (ก) กำรทดลองนี ได้เลือก simvastatin ที่มีค่ำมวลต่อประจุ

เท่ำกับ 419.30 เป็น protonated molecular ion [M+H]+ ซึ่งสอดคล้องกับงำนวิจัยของ Jemal 

และคณะ96 ขณะที่ Full-scan mass spectrum ของ simvastatin acid มีสัญญำณไอออนที่เด่นชัด

ทีมวลต่อประจุได้แก่ 468.5, 460.25 และ 437.50 เป็นต้น ดังแสดงในภำพที่5 (ข) กำรทดลองนี ได้

เลือก simvastatin acid ที่มีค่ำมวลต่อประจุเท่ำกับ 437.50 เป็น protonated molecular ion และ 

mass spectrum ของ lovastatin ที่มีสัญญำนไอออนที่เด่นชัดมีมวลต่อประจุได้แก่ 443.3 405.40 

และ 427.25 ตำมล้ำดับงำนวิจัยนี ได้เลือกมวลต่อประจุที่เป็น protonated molecular ion คือ 

405.40 ดังแสดงในภำพที่ 5 (ค)  
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เลือก precursor ion ของ simvastatin ที่มีค่ำมวลต่อประจุคือ 419.30 จะได้สเปคตรัม 

product ion ของ simvastatin มีค่ำมวลต่อประจุเท่ำกับ 199.00, 284.95 และ 225.15 เมื่อใช้ 

collision energy (CE) เท่ำกับ -13.5 eV จะได้ค่ำมวลต่อประจุ 199.00 มีปริมำณมำกที่สุดส้ำหรับ

ติดตำมกำรเปลี่ยนของปริมำณของค่ำมวลต่อประจุ 419.00>199.00 นอกจำกนี จะเลือก second 

transitions โดยเมื่อเลือกค่ำ CE เท่ำกับ -19.4 eV จะได้ m/z=225.15 (m/z 419>225.00) เพ่ือใช้

ในกำรยืนยันไอออนซึ่งเป็นลักษณะเฉพำะของ simvastatin ดังแสดงในภำพที่ 6(ก) หำกเลือก 

precursor ion ของ simvastatin acid ที่มีค่ำมวลต่อประจุคือ 437.50 ซึ่งสอดคล้องกับ protonated 

molecular ion [M+H]+ เมื่อท้ำกำรสแกน product ion จะได้สเปคตรัมของ simvastatin acid มี

ค่ำมวลต่อประจุเท่ำกับ 302.95, 285.05 และ 356.90 เมื่อใช้ CE เท่ำกับ -10.5 eV จะได้ค่ำมวลต่อ

ประจุ 302.95 มีปริมำณมำกทีสุดเ พ่ือติดตำมกำรเปลี่ยนของปริมำณของค่ำมวลต่อประจุ  

437.00>303.00 นอกจำกนี จะเลือก second transitions หำกเลือกค่ำ CE เท่ำกับ -12.3 eV จะได้

ค่ำมวลต่อประจุเท่ำกับ 285.05 (m/z 419>285.00) เพ่ือใช้ในกำรยืนยันไอออนซึ่งเป็นลักษณะเฉพำะ

ของ simvastatin acid ดังแสดงในรูปที่ 6(ข) นอกจำกนี จะเลือก precursor ion ของ lovastatin ที่

มีค่ำมวลต่อประจุคือ 405.40 จะได้สเปคตรัม product ion ของ lovastatin มีค่ำมวลต่อประจุ

เท่ำกับ 243.00, 266.90 และ198.90 หำกใช้ CE เท่ำกับ –14.8 eV จะได้ค่ำมวลต่อประจุ 243.00 

เพ่ือติดตำมกำรเปลี่ยนของปริมำณของค่ำมวลต่อประจุ 405.00>243.00 นอกจำกนี จะเลือก second 

transitions โดยเมื่อเลือกค่ำ CE เท่ำกับ -12.8 eV จะได้ค่ำมวลต่อประจุเท่ำกับ 266.90 (m/z 

405>267.00) เพ่ือใช้ในกำรยืนยันไอออนซึ่งเป็นลักษณะเฉพำะของ lovastatin ดังแสดงในภำพที่ 6 

(ค) 
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ภาพที่ 5 แสดงแมสสเปคตรมัของ (ก) simvastatin (ข) simvastatin acid 

 และ (ค) lovastatin ในโหมด positive ESI full scan 
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ภาพที่ 6 แสดงแมสสเปคตรมั Product ion ของ (ก) simvastatin (ข) simvastatin acid และ (ค) lovastatin 
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4.1.2 การวิเคราะห์ความเข้มข้นของ simvastatin และ simvastatin acid  

 กำรศึกษำครั งนี ดัดแปลงวิธีวิเครำะห์จำกงำนวิจัยของ Ahmed และคณะ93 พบว่ำสำรละลำย

มำตรฐำนsimvastatin acid lovastatin (internal standard) และ simvastatin มีระยะเวลำที่อยู่

ในคอลัมน์ (retention time) เท่ำกับ 2.51, 5.08 และ 6.31 นำทีตำมล้ำดับ ระยะเวลำที่ใช้ในกำร

วิเครำะห์เท่ำกับ 8 นำที ซึ่งใช้เวลำสั นกว่ำงำนวิจัยก่อนหน้ำนี ดังแสดงในภำพที่ 7  

 

 

ภาพที่ 7 แสดงโครมำโทแกรมของสำรละลำยมำตรฐำน simvastatin acid, lovastatin (internal standard) และ 

simvastatin  
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ผลการประเมินความน่าเชื่อถือของวิธีวิเคราะห์ (Validation method) ความเข้มข้น

ของ simvastatin และ simvastatin acid ในพลาสมาด้วยเทคนิค LC-MS/MS 

1) ความจ าเพาะเจาะจง (Specificity/Selectivity) 

ท้ำกำรทดสอบโดยวิเครำะห์ในแบลงค์พลำสมำของหนูแรทจ้ำนวน  6 ตัวเพ่ือทดสอบว่ำมีพี

กรบกวนต่อโครมำโทแกรมของสำรละลำย simvastatin, simvastatin acid และ lovastatin หรือไม่ 

พบว่ำที่ต้ำแหน่งพีกของ simvastatin, simvastatin acid และ lovastatin ไม่ถูกรบกวนจำกสำรอ่ืน

แสดงผลดังแสดงในภำพที่ 8(กและข) 

(ก)  

(ข) 

ภาพที ่8 (ก) แสดงโครมำโทแกรมของแบลงค์พลำสมำในหนูแรท 

 (ข) แสดงโครมำโทแกรมของสำรละลำยมำตรฐำน simvastatin acid และ simvastatin ในพลำสมำใน
หนูแรท (เติมlovastatin (internal standard) ก่อนกำรตรวจวิเครำะห์ 
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ขีดจ ากัดของการวิเคราะห์หรือความไว (Limit of Detection or Sensitivity) 

จำกกำรทดสอบควำมถูกต้องและควำมเที่ยงของค่ำควำมเข้มข้นต่้ำสุดที่สำมำรถตรวจวัดได้  

(lower limit of quantitation, LLOQ) จำกกรำฟมำตรฐำนของ simvastatin และ simvastatin 

acid จ้ำนวนละ 3 หลอดทดลอง โดยควำมเข้มข้นต่้ำสุดของกรำฟเทียบมำตรฐำนมีค่ำเท่ำกับ 0.092 

ng/ml และ 0.105 ng/ml ตำมล้ำดับ พบว่ำควำมถูกต้องของค่ำที่วัดได้อยู่ในเกณฑ์ร้อยละ 80 ถึง 

120 และมีค่ำควำมแปรปรวนของกำรวิเครำะห์ไม่เกินร้อยละ 20 ผลกำรทดลองแสดงในตำรำงที่ 5 

และตำรำงท่ี 6 

2) ความเป็นเส้นตรง (Linearity) 

จำกกำรวิเครำะห์สำรละลำยมำตรฐำน simvastatin ในพลำสมำหนูแรทจ้ำนวน 6 ควำม
เข้มข้นได้แก่ 0.092, 0.553, 0.955, 4.716, 10.400 และ 20.076 ng/ml เพ่ือสร้ำงกรำฟมำตฐำนโดย
ท้ำกำรทดลองจ้ำนวน 3 ชุด พบว่ำผลกำรทดลองทั ง 3 ชุดมีควำมเป็นเส้นตรงของวิธีวิเครำะห์ที่แสดง
โดยค่ำ R2 มีค่ำเป็นที่ยอมรับในเกณฑ์ค่ำ R2 มีค่ำมำกกว่ำหรือเท่ำกับ 0.99 ซึ่งมีค่ำเข้ำใกล้ 1 แสดงว่ำ
มีควำมสัมพันธ์เชิงเส้นตรง จำกกำรทดลองนี มีค่ำ R2 เท่ำกับ 0.9993 ดังแสดงในภำพที่ 9 (ก) 
เช่นเดียวกันกับกำรวิเครำะห์สำรละลำยมำตรฐำน simvastatin acid ในพลำสมำหนูแรทจ้ำนวน 6 
ควำมเข้มข้นได้แก่ 0.105, 0.458, 1.031, 5.442, 10.652 และ 18.935 ng/ml และ มีค่ำ R2 เท่ำกับ 
0.9956 ดังแสดงในภำพที่ 9 (ข) 

  (ก)                                                                 (ข) 

ภาพที ่9 (ก) แสดงกรำฟควำมสัมพันธ์ระหว่ำงควำมเข้มข้นของ  simvastatin กับอัตรำส่วนพื นที่ใต้กรำฟของ 
simvastatin (area ratio) ของกำรวิเครำะห์ผล 3 ชุด 

(ข) แสดงกรำฟควำมสัมพันธ์ระหว่ำงควำมเข้มข้นของ simvastatin acid กับอัตรำส่วนพื นที่ใต้กรำฟของ 
simvastatin (area ratio) ของกำรวิเครำะห์ผล 3 ชุด 

 

y = 1.0096x - 0.0265
R² = 0.9993

0

5

10

15

20

25

0 10 20 30

Co
nc

en
tra

tio
n

Area ratio

y = 0.9581x + 0.2595
R² = 0.9956

0

5

10

15

20

25

0 10 20 30

Co
nc

en
tra

tio
n

Area ratio



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

56 

3) ความถูกต้องและความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์ (Accuracy and Precision) 

จำกกำรทดสอบควำมถูกต้องและควำมเที่ยงของกำรวิเครำะห์ภำยในวันเดียวกันและต่ำงวัน

กัน  (intra-day and inter-day analysis) โดยตรวจสอบควำมเข้มข้นของ  simvastatin และ 

simvastatin acid ที่ 3 ควำมเข้มข้นในพลำสมำหนูแรท (ควำมเข้มข้นครอบคลุมระดับต่้ำ กลำง และ

สูง) ซึ่งอยู่ในช่วงควำมเข้มข้นของกรำฟมำตรฐำนและท้ำกำรทดลองสำมวันได้ผลกำรทดลองดังตำรำง

ที ่5 และ 6 

 

ตารางท่ี 5 ผลกำรตรวจควำมถูกต้องและควำมเท่ียงของวิธีวิเครำะห์ simvastatin 

level 
simvastatin 

(ng/ml) 

Intra-day analysis (n=3) Intra-day analysis (n=3) 

(%Accuracy) 
Precision 

(%CV) 
(%Accuracy) 

Precision 
(%CV) 

LLOQ 0.092 104.67 2.76 - - 

Low 0.296 99.56 5.03 98.26 9.29 
Medium 3.601 106.97 0.77 102.87 3.47 

High 14.866 104.71 3.35 99.24 4.93 

 

ตารางท่ี 6 ผลกำรตรวจควำมถูกต้องและควำมเท่ียงของวิธีวิเครำะห์ simvastatin acid 

level 
simvastatin 

acid 
(ng/ml) 

Intra-day analysis (n=3) Intra-day analysis (n=3) 

(%Accuracy) 
Precision 

(%CV) 
(%Accuracy) 

Precision 
(%CV) 

LLOQ 0.102 101.67 8.93 - - 
Low 0.324 107.89 3.71 101.63 10.20 

Medium 3.615 103.28 2.28 104.54 1.50 

High 16.792 111.95 2.23 108.79 4.21 
LLOQ: lower limit of quantitation, CV: Coefficient of variation 
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4.1.3 ระดับ simvastatin ในพลาสมาของหนูแรท 

ค่าเฉลี่ยระดับความเข้มข้นของ simvastatin ณ จุดเวลาต่างๆ ในพลาสมาของหนูแรท
ระหว่างหนูกลุ่มที่ได้รับยา simvastatin เท่านั้น และหนูกลุ่มที่ได้รับน้้าส้มโอร่วมกับยา simvastatin 
พบว่าหนูกลุ่มที่ได้รับน้้าส้มโอร่วมกับยา simvastatin มีระดับความเข้มข้นของ simvastatin สูงกว่า
หนูกลุ่มที่ได้รับยา simvastatin เท่านั้น ดังแสดงในภาพที่ 10 

ภาพที่ 10 แสดงค่าเฉลี่ยความเข้มข้นของ simvastatin ในพลาสมาของหนูแรทระหว่างหนูกลุ่มที่
ได้รับยา simvastatin (20 mg/kg) เท่านั้น และหนูกลุ่มที่ได้รับน้้าส้มโอ (2 ml/kg/day-7 days) 
ร่วมกับยา simvastatin (20 mg/kg) แสดงผลด้วยค่า mean±SD 
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ค่ำเฉลี่ยระดับควำมเข้มข้นของ simvastatin acid ณ จุดเวลำต่ำงๆ ในพลำสมำของหนูแรท

ระหว่ำงหนูกลุ่มที่ได้รับยำ simvastatin เท่ำนั น และหนูกลุ่มที่ได้รับน ้ำส้มโอร่วมกับยำ simvastatin 

พบว่ำหนูกลุ่มที่ได้รับน ้ำส้มโอร่วมกับยำ simvastatin มีระดับควำมเข้มข้นของ simvastatin acid ใน

พลำสมำสูงกว่ำหนูในกลุ่มท่ีได้รับยำ simvastatin เท่ำนั นดังแสดงในภำพที่ 11 

 

 

ภาพที่ 11 แสดงค่าเฉลี่ยความเข้มข้นของ simvastatin acid ในพลาสมาของหนูแรทระหว่างหนูกลุ่ม
ที่ได้รับยา simvastatin (20mg/kg) เท่านั้นและหนูกลุ่มที่ได้รับน้้าส้มโอ (2 ml/kg-7days) ร่วมกับยา 
simvastatin (20 mg/kg) แสดงผลด้วยค่า mean±SD  
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4.1.4 พารามิเตอร์ทางเภสัชจลนศาสตร์ของ simvastatin และ simvastatin acid ใน

หนูแรท 

 ค่ำพำรำมิเตอร์ทำงเภสัชจลนศำสตร์ของ simvastatin และ simvastatin acid ระหว่ำงหนู
กลุ่มท่ีได้รับยำ simvastatin เท่ำนั นและหนูกลุ่มที่ได้รับน ้ำส้มโอร่วมกับยำ simvastatin เปรียบเทียบ
ควำมแตกต่ำงแสดงในตำรำงที่ 7 

ตารางที่ 7 แสดงค่ำพำรำมิเตอร์ทำงเภสัชจลนศำสตร์ของยำ simvastatin และ simvastatin acid 
ในพลำสมำหนูแรทสองกลุ่มภำยหลังจำกได้รับยำ simvastatin (20 mg/kg) และกลุ่มที่ได้รับน ้ำส้มโอ 
(2 ml/kg/day-7days) ร่วมกับยำ simvastatin (20 mg/kg)  แสดงผลด้วยค่ำ mean±SD ยกเว้น ค่ำ 
Tmax ที่แสดงด้วยค่ำ median with ranges 

 หนูที่ได้รับยาซิม 
วาสแตตินเท่านั้น 

(simvastatin group) 

หนูที่ได้รับยาซิมวาส 
แตตินร่วมกับน้้าส้มโอ 
(combine group) 

 
p-value 

simvastatin 
    Cmax (ng/ml) 
    Tmax (hr) 
    t1/2 (hr) 
    AUC0-12 (ng·hr/ml) 
    AUC12-∞ (ng·hr/ml) 
    AUC0-∞ (ng·hr/ml) 
    Kel (hr-1) 
simvastatin acid 
    Cmax (ng/ml) 
    Tmax (hr) 
    t1/2 (hr) 
    AUC0-12 (ng·hr/ml) 
    AUC12-∞ (ng·hr/ml) 
    AUC0-∞ (ng·hr/ml) 
    Kel (hr-1) 
 

 
3.83 ± 0.75 
1.75 (1.25-3) 
2.01 ± 0.48 
9.34 ± 2.06 
0.37 ± 0.17 
9.70 ± 2.17 
0.36  ± 0.07 

 
1.89 ± 0.45 

3.5 (3-6) 
2.31 ± 0.63 
7.57 ± 2.30 
0.31 ± 0.10 
7.87 ± 2.36 
0.32 ± 0.08 

 
15.03 ± 1.52 

3 (2-3) 
2.12 ± 0.37 
39.36 ± 3.93 
0.84 ± 0.30 
40.20 ± 4.15 
0.34 ± 0.06 

 
6.78 ± 1.07 

 3 (3-4) 
2.36 ± 0.67 
21.91 ± 5.49 
0.93 ± 0.40 
22.85 ± 5.78 

0.31 ± 0.08 

 
**p<0.01 
p=0.068 
p=0.67  

 
 

**p<0.01 
p=0.56 

 
**p<0.01 
p=0.18 
p=0.83 

 
 
**p<0.01  
p=0.88  

* p<0.05 และ ** p<0.01 เมื่อเทียบกับหนูกลุ่มทีไ่ด้รับ simvastatin เท่ำนั น 
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จำกผลกำรทดสอบทำงสถิติของค่ำพำรำมิ เตอร์ทำงเภสัชจลนศำสตร์ของระดับยำ 
simvastatin พบว่ำค่ำ Cmax, AUC0-12 และ AUC0-∞ ในหนูกลุ่มที่ได้รับน ้ำส้มโอเป็นเวลำ 7 วันร่วมกับ
ยำ simvastatin มีค่ำมำกกว่ำกลุ่มที่ได้รับยำ simvastatin เท่ำนั น ซึ่งมีค่ำควำมแตกต่ำงกันอย่ำงมี
นัยส้ำคัญทำงสถิติค่ำ p<0.01 ในขณะที่ค่ำคงที่กำรก้ำจัด (Kel) ของยำ simvastatin ในหนูกลุ่มที่
ได้รับน ้ำส้มโอเป็นเวลำ 7 วันร่วมกับยำ simvastatin มีค่ำไม่แตกต่ำงอย่ำงมีนัยส้ำคัญเมื่อเทียบกับหนู
กลุ่มที่ได้รับยำ simvastatin เท่ำนั น รวมทั งค่ำ p=0.56 ค่ำครึ่งชีวิต (t1/2) ของ simvastatin ของหนู
แรทในกลุ่มที่ได้รับน ้ำส้มโอเป็นเวลำ 7 วันร่วมกับยำ simvastatin มีค่ำไม่แตกต่ำงอย่ำงมีนัยส้ำคัญ
ทำงสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มที่ได้รับยำ simvastatin เท่ำนั น โดยค่ำ  p<0.67 และค่ำ Tmax  ของยำ 
simvastatin ในหนูกลุ่มที่ได้รับน ้ำส้มโอเป็นเวลำ 7 วันร่วมกับยำ simvastatin ไม่แตกต่ำงอย่ำงมี
นัยส้ำคัญทำงสถิติเมื่อเทียบกับหนูกลุ่มทีไ่ด้รับ simvastatin เท่ำนั น (p=0.068)   

ผลกำรทดสอบพำรำมิเตอร์ทำงสถิติของระดับ simvastatin acid พบว่ำหนูในกลุ่มที่ได้รับ
น ้ำส้มโอเป็นเวลำ 7 วันร่วมกับยำ simvastatin มีค่ำ Cmax, AUC0-12 และ AUC0-∞ มำกกว่ำกลุ่มที่
ได้รับยำ simvastatin เท่ำนั น p<0.01 ในขณะทีค่่ำคงที่กำรก้ำจัด (Kel) ของยำ simvastatin acid ใน
หนูกลุ่มที่ได้รับน ้ำส้มโอเป็นเวลำ 7 วันร่วมกับยำ simvastatin มีค่ำไม่แตกต่ำงอย่ำงมีนัยส้ำคัญทำง
สถิติเมื่อเทียบกับหนูกลุ่มที่ได้รับ simvastatin เท่ำนั น ค่ำ p=0.88 รวมถึงค่ำครึ่งชีวิต (t1/2) ของ 
simvastatin acid ของหนูแรทในกลุ่มที่ได้รับน ้ำส้มโอเป็นเวลำ 7 วันร่วมกับยำ simvastatin มีค่ำไม่
แตกต่ำงอย่ำงมีนัยส้ำคัญทำงสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มที่ได้รับยำ simvastatin เท่ำนั นโดยค่ำ  p=0.83 
และค่ำ Tmax  ของยำ simvastatin acid ในหนูกลุ่มกลุ่มที่ได้รับน ้ำส้มโอเป็นเวลำ 7 วันร่วมกับยำ 
simvastatin ไม่แตกต่ำงอย่ำงมีนัยส้ำคัญทำงสถิติเมื่อเทียบกับหนูกลุ่มที่ได้รับยำ simvastatin 
เท่ำนั น (p=0.18) 

 

4.2 การศึกษาผลของน  าส้มโอต่อการแสดงออกของเอ็มอาร์เอ็นเอ Mdr1a, Mdr1b และ 

Slc21a5 ในตับและล าไส้เล็กของหนูแรท 

4.2.1 ผลการแสดงออกของเอ็มอาร์เอ็นเอ Mdr1a, Mdr1b และ Slc21a5 ในล าไส้เล็ก

ของหนูแรท 

พบว่ำหนูกลุ่มที่ได้รับน ้ำส้มโอเท่ำนั นและหนูกลุ่มที่ได้รับน ้ำส้มโอร่วมกับยำ simvastatin มี

กำรแสดงออกของเอ็มอำร์เอ็นเอ Mdr1a ในล้ำไส้เล็กลดลงถึง 79.8% และ 84.3% ตำมล้ำดับเมื่อ

เทียบกับหนูกลุ่มควบคุมอย่ำงมีนัยส้ำคัญทำงสถิติ **p<0.01 (p=0.009 และ p=0.007 ตำมล้ำดับ) 
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แต่กำรแสดงออกของเอ็มอำร์เอ็นเอ Mdr1a ในล้ำไส้เล็กของหนูกลุ่มที่ได้รับ simvastatin เท่ำนั นและ

หนูกลุ่มควบคุมไม่แตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส้ำคัญทำงสถิติ (p=0.932) นอกจำกนี พบว่ำหนูกลุ่มที่ได้รับ

น ้ำส้มโอเท่ำนั นและกลุ่มที่ได้รับน ้ำส้มโอร่วมกับยำ simvastatin และกำรแสดงออกของเอ็มอำร์เอ็นเอ 

Mdr1b ในล้ำไส้เล็กลดลง 52.6% และ 56.9% ตำมล้ำดับเมื่อเทียบกับหนูกลุ่มควบคุมอย่ำงมี

นัยส้ำคัญทำงสถิติ *p<0.05 (p=0.025 และ p=0.017 ตำมล้ำดับ) ขณะที่กำรแสดงออกของเอ็มอำร์

เอ็นเอ Mdr1b ในหนูกลุ่มที่ได้รับยำ simvastatin เท่ำนั นและหนูกลุ่มควบคุมไม่แตกต่ำงกันอย่ำงมี

นัยส้ำคัญทำงสถิติ (p=0.894) อย่ำงไรก็ตำมพบว่ำหนูกลุ่มที่ได้รับน ้ำส้มโอ หนูกลุ่มที่ได้รับน ้ำส้มโอ

ร่วมกับยำ simvastatin และหนูกลุ่มที่ได้รับยำ simvastatin เท่ำนั นมีกำรแสดงออกของเอ็มอำร์เอ็น

เอ Slc21a5 ในล้ำไส้เล็กหนูแรทไม่แตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส้ำคัญทำงสถิติเมื่อเทียบกับหนูกลุ่มควบคุม 

(p=0.720, p=0.581 และ p=0.826ตำมล้ำดับ) ดังแสดงในภำพที่ 12 

 

ภาพที่ 12 แสดงค่ำเฉลี่ยของกำรแสดงออกของเอ็มอำร์เอ็นเอ Mdr1a, Mdr1b และ Slc21a5 ในล้ำไส้เล็กของหนู

แรทด้วยเทคนิค quantitative real-time RT-PCR แสดงผลด้วยค่ำ mean±SEM 

**p<0.01 และ *p<0.05 เมื่อเทียบกับหนูกลุ่ม control 
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4.2.2 ผลการแสดงออกของเอ็มอาร์เอ็นเอ Mdr1a, Mdr1b และ Slc21a5 ในตับของหนู

แรท 

จำกผลกำรทดลองพบว่ำหนูแรทที่ได้รับน ้ำส้มโอเท่ำนั น และหนูกลุ่มที่ได้รับน ้ำส้มโอร่วมกับ

ยำ simvastatin มีกำรแสดงออกของเอ็มอำร์เอ็นเอ Slc21a5 ในตับของหนูแรทลดลง 61.5 % และ 

58.6% ตำมล้ำดับเมื่อเทียบกับหนูกลุ่มควบคุม p<0.05 (p=0.034 และ p=0.040 ตำมล้ำดับ) อย่ำงมี

นัยส้ำคัญทำงสถิติ แต่กำรแสดงออกของเอ็มอำร์เอ็นเอชนิดนี ในหนูกลุ่มที่ได้รับยำ simvastatin 

เท่ำนั นและกลุ่มควบคุมไม่แตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส้ำคัญทำงสถิติ  p<0.05 (p=0.902) ในขณะที่กำร

แสดงออกของเอ็มอำร์เอ็นเอ  Mdr1a ในตับของหนูแรทกลุ่มทีไ่ด้รับน ้ำส้มโอเท่ำนั น กลุ่มท่ีได้รับน ้ำส้ม

โอร่วมกับยำ simvastatin และกลุ่มที่ได้รับยำ simvastatin เท่ำนั นไม่แตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส้ำคัญ

ทำงสถิติเมื่อเทียบกับหนูกลุ่มควบคุม (p=0.867,  p=0.744 และ p=0.732 ตำมล้ำดับ) เช่นเดียวกัน

กับกำรแสดงออกของเอ็มอำร์เอ็นเอ Mdr1b ในตับของหนูแรทซึ่งพบว่ำหนูกลุ่มที่ได้รับน ้ำส้มโอเท่ำนั น 

หนูกลุ่มที่ได้รับน ้ำส้มโอร่วมกับยำ simvastatin และหนูกลุ่มที่ได้รับยำ simvastatin เท่ำนั นไม่มีควำม

แตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส้ำคัญทำงสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (p=0.898, p=0.909 และ p=0.688 

ตำมล้ำดับ) ดังแสดงในภำพที่ 13 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

63 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 13 แสดงค่ำเฉลี่ยของกำรแสดงออกของเอ็มอำร์เอ็นเอ Mdr1a, Mdr1b และ Slc21a5 ในตับของหนูแรท

ด้วยเทคนิค quantitative real-time RT-PCR แสดงผลด้วยค่ำ mean±SEM  *p<0.05 เมื่อเทียบกับหนูกลุ่ม 

control 
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4.3 ผลของน  าส้มโอต่อการท างานของเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ2 ในหนูแรทโดยใช้ midazolam 
เป็นสับสเตรท 

เมื่อศึกษำกำรท้ำงำนของเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ2โดยใช้ midazolam เป็นสับสเตรท พบว่ำ

หนูแรทกลุ่มที่ได้รับน ้ำส้มโอเท่ำนั นและหนูแรทกลุ่มที่ได้รับน ้ำส้มโอร่วมกับยำ  simvastatin มีกำร

ท้ำงำนของเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ2 ลดลง 51.77% และ 49.17% ตำมล้ำดับเมื่อเทียบกับหนูแรท  

กลุ่มควบคุมอย่ำงมีนัยส้ำคัญ (p<0.001) แต่กำรท้ำงำนของเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ2 ระหว่ำงหนูแรท 

กลุ่มที่ได้รับยำ simvastatin เท่ำนั นกับหนูแรทกลุ่มควบคุมไม่แตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส้ำคัญทำงสถิติ 

(p=0.356) ดังแสดงในภำพที่ 14 

 

ภาพที่ 14 แสดงผลของน ้ำส้มโอตอ่กำรท้ำงำนของเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ2ในหนูแรทเมื่อใช้ midazolam เป็น

สับสเตรท วิเครำะหร์ะดับ 1’-Hydroxymidazolam ด้วยเทคนิค HPLC แสดงผลด้วยค่ำ mean±SEM 

** p<0.01 เมื่อเทียบกับหนูกลุ่ม control 
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บทที่ 5 

การอภิปรายและสรุปผลการศึกษา 

5.1 การอภิปรายผลการศึกษา (Discussion) 

อันตรกิริยำระหว่ำงยำกับอำหำร (Food and Drug Interaction) ของยำ simvastatin ได้รับ

ควำมสนใจอย่ำงมำกในปัจจุบันเนื่องจำกเป็นยำ simvastatin ใช้กันอย่ำงแพร่หลำยในกำรรักษำ

ผู้ป่วยมีภำวะไขมันในเลือดสูงและมีกำรรำยงำนถึงควำมปลอดภัยของกำรใช้ยำ simvastatin ร่วมกับ

อำหำรหรือสมุนไพรที่มีผลต่อกระบวนกำรเมแทบอลิซึมหรือกระบวนกำรขจัดยำ อำหำรหรือสมุนไพร

เหล่ำนั นอำจก่อให้เกิดผลกระทบต่อยำและส่งผลต่อร่ำงกำยได้  ข้อมูลกำรศึกษำวิจัยที่เกี่ยวกับกำรใช้

ยำร่วมกับอำหำร พืช ผักผลไม้ ที่มีควำมเป็นไปได้สูงในกำรบริโภคร่วมกันจึงต้องมีเพียงพอเพ่ือเป็น

ประโยชน์ต่อผู้ใช้ยำ18 

ส้มโอเป็นผลไม้อีกชนิดหนึ่งที่คำดกำรณ์ว่ำอำจส่งผลกระทบต่อกระบวนกำรดูดซึมยำเข้ำสู่

ร่ำงกำย กำรกระจำยตัวของยำในร่ำงกำยและกำรก้ำจัดยำออกสู่ร่ำงกำย เนื่องจำกส้มโอมีลักษณะทำง

พฤกษศำสตร์คล้ำยคลึงกับเกรปฟรุตที่เป็นผลไม้จำกต่ำงประเทศ  โดยมีรำยงำนว่ำกำรรับประทำน

เกรปฟรุตร่วมกับยำ simvastatin ท้ำให้ระดับยำสูงขึ นมำกกว่ำปกติอำจเป็นผลจำกกำรยับยั งกำร

ท้ำงำนและกำรแสดงออกของพีไกลโคโปรตีนจึงส่งผลให้มีปริมำณยำที่เป็นสับสเตรทของพีไกลโค

โปรตีนมีปริมำณเพ่ิมขึ นในกระแสเลือดเนื่องจำกยำไม่ถูกส่งออกจำกร่ำงกำยจึงก่อให้เกิดอันตรำยจำก

ยำได้97,99 นอกจำกนี มีรำยงำนว่ำตัวขนส่ง (drug transporters) มีควำมส้ำคัญต่อกระบวนกำรดูดซึม

ยำและกระบวนกำรขจัด simvastatin ได้แก่ พีไกลโคโปรตีนและ OATP1B1103 ซึ่งส่วนใหญ่เป็นผล

จำกน ้ำเกรปฟรุต แต่อย่ำงไรก็ตำมยังไม่ได้มีกำรศึกษำอันตรกิริยำระหว่ำงส้มโอกับยำ simvastatin 

มำก่อน  

งำนวิจัยนี จึงศึกษำอันตรกิริยำระหว่ำงระหว่ำงน ้ำส้มโอร่วมกับยำ simvastatin โดยศึกษำ

ระดับยำในเลือดของหนูแรทและกำรแสดงออกของเอ็มอำร์เอ็นเอของพีไกลโคโปรตีนซึ่งเป็น efflux 

transporter ที่ถูกสร้ำงจำกยีน Mdr1a และ Mdr1b ในหนูแรท และศึกษำผลของน ้ำส้มโอต่อกำร

แสดงออกของ OATP1B1 (Oatp2 ในหนูแรท) ซึ่งเป็น influx transporter ที่ถูกสร้ำงจำกยีน 

Slc21a5 โดยศึกษำทั งในเซลล์ตับและเซลล์ล้ำไส้เล็กของหนูแรท 18, 19, 98 โดยมีสมมติฐำนของ

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjQt9__y6DYAhVGqo8KHbP1DHcQFgg_MAM&url=https%3A%2F%2Fkhoyanoi.blogspot.com%2F2016%2F10%2Fdrug-food-interactions.html&usg=AOvVaw3SBFDJUYvCa4RbE7DiSk7V
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กำรศึกษำคือน ้ำส้มโอมีผลต่อกำรเพ่ิมระดับของยำ simvastatin ในเลือดของหนูแรทและสมมติฐำนที่

สองคือน ้ำส้มโอมีผลลดกำรท้ำงำนของไอโซเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ2 ในไมโครโซมจำกเซลล์ตับและ

ลดกำรแสดงออกของเอ็มอำร์เอ็นเอ Mdr1a, Mdr1b และ Slc21a5 ในเซลล์ตับและล้ำไส้เล็กของหนู

แรท 

 

5.1.1 น  าส้มโอมีผลต่อการเพิ่มระดับของยา simvastatin ในเลือดของหนูแรท 

ผลจำกกำรศึกษำเภสัชจลศำสตร์ (Pharmacokinetics) และกำรพิจำรำณำค่ำพำรำมิเตอร์

ทำงเภสัชจลนศำสตร์ของยำ simvastatin และ simvastatin acid สนับสนุนสมมติฐำนนี โดยพบว่ำ

ระดับควำมเข้มข้นสูงสุดเฉลี่ย (Cmax) และค่ำ AUC0-∞ ของทั ง simvastatin และ simvastatin acid 

ในกลุ่มท่ีได้รับยำร่วมกับน ้ำส้มโอมีค่ำเพ่ิมขึ นอย่ำงมีนัยส้ำคัญทำงสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มท่ีได้รับยำอย่ำง

เดียวจึงส่งผลให้มีค่ำชีวประสิทธิผล (bioavailability) ของ simvastatin และ simvastatin acid 

เพ่ิมขึ น ซึ่งกำรศึกษำนี สอดคล้องกับงำนวิจัยของ Anlamlert และคณะ88 ที่ศึกษำผลของเนื อส้มโอต่อ

เภสัชจลนศำสตร์ของยำ cyclosporine ในอำสำสมัครเพศชำยชำวไทยสุขภำพดีพบว่ำกลุ่ม

อำสำสมัครที่ได้รับเนื อส้มโอร่วมกับยำ cyclosporine จะมีค่ำเฉลี่ยระดับ Cmax และ AUC0-∞ ของ

ระดับยำ cyclosporine สูงขึ นซึ่งแสดงให้เห็นว่ำเนื อส้มโอมีผลไปเพ่ิมชีวประสิทธิผลของระดับยำ 

cyclosporine ซึ่งเป็นสับสเตรทของเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ4 เช่นเดียวกับยำ simvastatin 

กำรศึกษำของ Lin และคณะ ในปี ค.ศ.201188 ได้สนับสนุนสมมติฐำนโดยพบว่ำสำรสกัดจำก

เปลือกส้มโอเมื่อให้ร่วมกับยำ cyclosporine และยำ tacrolimus พบว่ำสำรสกัดดังกล่ำวจะเพ่ิม

ระดับชีวประสิทธิผลของยำทั งสองชนิดในหนูแรท เนื่องจำกยำทั งสองชนิดนี จะถูกดูดซึมที่บริเวณล้ำไส้

เล็กเมื่อได้รับสำรสกัดดังกล่ำวส่งผลต่อกำรยับยั งกำรท้ำงำนของพีไกลโคโปรตีนท้ำให้ยำไม่ถูกก้ำจัด

ออกจำกบริเวณล้ำไส้เล็กจึงมีปริมำณยำ cyclosporine และ tacrolimus มำกขึ น รวมไปถึงน ้ำส้มโอ

อำจมีฤทธิ์ยับยั งกำรท้ำงำนของเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ4 ในล้ำไส้เล็กและตับจึงเพ่ิมปริมำณกำรดูดซึม

ยำทั งสองชนิด 
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กำรศึกษำของ Lilja ในปี ค.ศ.200411 พบว่ำเมื่ออำสำสมัครได้รับเกรปฟรุตร่วมกับยำ 

simvastatin มีค่ำชีวประสิทธิผลของยำ simvastatin และ simvastatin acid เพ่ิมขึ นเมื่อเทียบกับ

กลุ่มที่ได้รับยำ simvastatin อย่ำงเดียว นักวิจัยอ้ำงว่ำเกรปฟรุตรบกวนเมแทบอลิซึมของยำ 

simvastatin โดยมีกลไกคือน ้ำเกรปฟรุตมีผลยับยั งกำรท้ำงำนของเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ4 ซึ่งเป็น 

CYP3A4-mediated ที่มีผลต่อ first-pass metabolism บริเวณผนังล้ำไส้เล็กจึงท้ำให้เกิดอันตรกิริยำ

ระหว่ำงเกรปฟรุตและยำ simvastatin ได้ อันดับต่อไปคือเกิดสมดุลไดนำมิกระหว่ำง simvastatin 

และ simvastatin acid จึงท้ำให้ระดับกำรเพ่ิมขึ นของ simvastatin และ simvastatin acid เป็น

จ้ำนวนเท่ำที่ไม่แตกต่ำงกัน  

ฉะนั นงำนวิจัยนี จึงสอดคล้องกับงำนวิจัยข้ำงต้นที่แสดงให้เห็นว่ำกำรเพ่ิมขึ นของระดับ 

simvastatin และ simvastatin acid จะเพ่ิมขึ นเป็น 4 และ 3 เท่ำตำมล้ำดับซึ่งเพ่ิมขึ นเป็นจ้ำนวน

เท่ำที่ไม่แตกต่ำงกัน นั่นคือเกิดสภำวะสมดุลไดนำมิกระหว่ำง simvastatin และ simvastatin acid 

หลังได้รับน ้ำส้มโอร่วมกันกับยำ simvastatin รวมไปถึงน ้ำส้มโอมีฤทธิ์ยับยั งกำรท้ำงำนของเอนไซม์ไซ

โทโครมพี3เอ2 ในหนูแรทซึ่งเป็น first-pass metabolism ที่ตับท้ำให้ลดกำรก้ำจัด simvastatin 

aicd แต่เพ่ิมกำรดูดซึมยำมำกขึ นส่งผลให้ระดับยำของ simvastatin และ simvastatin acid เพ่ิม

มำกขึ นในหนูแรทซึ่งแสดงให้เห็นว่ำเกิดอันตรกิริยำระหว่ำงน ้ำส้มโอและยำ simvastatin แต่อย่ำงไรก็

ตำมกลไกในกำรอธิบำยกำรท้ำงำนของน ้ำส้มโอต่อกำรดูดซึมของยำยังมีไม่มำกนัก แต่มีกำรศึกษำใน

หลอดทดลอง58, 63, 99 ที่แสดงให้เห็นว่ำน ้ำส้มโอสำมำรถยับยั งกำรท้ำงำนของเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ4

และพีไกลโคโปรตีนซึ่งสำเหตุดังกล่ำวอำจเป็นเหตุให้กำรได้รับน ้ำส้มโอท้ำให้เกิดกำรดูดซึมยำ 

simvastatin และ simvastatin acid เพ่ิมมำกขึ นในกำรทดลองนี  

 

5.1.2 น  าส้มโอมีผลลดการท างานของไอโซเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ2 ในเซลล์ตับของหนู

แรท   

ผลที่ได้จำกกำรศึกษำกำรท้ำงำนของไอโซเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ2ในเซลล์ตับสนับสนุน

สมมติฐำนนี โดยพบว่ำน ้ำส้มโอมีผลลดกำรท้ำงำนของไอโซเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ2 ในหนูแรทหลัง

ได้รับน ้ำส้มโอเป็นเวลำ 7 วันทั งในกลุ่มที่ได้รับเพียงน ้ำส้มโอเท่ำนั นและกลุ่มที่ได้รับร่วมกับยำ 
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simvastatin ซึ่งสอดคล้องกับงำนวิจัยในน ้ำเกรปฟรุตที่มีผลต่อกำรยับยั งกำรท้ำงำนแบบ selectivity 

ต่อเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ4 ใน human liver microsome60 และงำนวิจัยที่ศึกษำผลของน ้ำส้มโอ

ต่อกำรลดกำรท้ำงำนของเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ4 ในหลอดทดลอง63 ซึ่งกลไกกำรเกิดกำรยับยั ง

นักวิจัยอ้ำงว่ำเนื่องมำจำกองค์ประกอบที่ซับซ้อนในน ้ำส้มโอสำรประกอบส้ำคัญดังกล่ำวจะไปจับกับ

เอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ4 ส่งผลให้เกิด irreversible deactivate ต่อเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ4 ในไม

โครโซมจำกเซลล์ตับของมนุษย์จึงส่งผลต่อกำรยับยั งฤทธิ์ต่อเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ4 

มีรำยงำนถึงกลไกที่น่ำจะเป็นไปได้ที่ส้มโอไปยับยั งกำรท้ำงำนของเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ4

โดยพบว่ำสำรประกอบเบอร์กำมอททินแสดงฤทธิ์เป็น substrate-dependent inhibition100 และ

ยับยั งเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ โดยสำรประกอบเบอร์กำมอททินเป็น mechanism-based, NADPH-

dependent และเป็น CYP3A-dependent metabolism68 ในกำรศึกษำจำกหลอดทดลองด้วยไม

โครโซมจำกตับของมนุษย์101 นอกจำกนี พบว่ำน ้ำส้มโอก็ถูกระบุว่ำมีกลไกเช่นเดียวกันกับเกรปฟรุต

โดยเฉพำะอย่ำงยิ่งมีฤทธิ์ ไป inactivate เอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ4 ในล้ำไส้เล็กของมนุษย์102 

กำรศึกษำน ้ำส้มโอในหลอดทดลองที่มีสำรประกอบ bergamottin พบว่ำแม้ว่ำจะมีปริมำณที่น้อยกว่ำ

ในเกรปฟรุตแต่น ้ำส้มโอก็มีฤทธิ์ยับยั งกำรท้ำงำนของเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ103 รวมไปถึง

สำรประกอบ flavonoid เช่น สำรประกอบ naringin ก็มีฤทธิ์ยับยั งกำรท้ำงำนของเอนไซม์ไซโทโครม

พี3เอในไมโครโซมของมนุษย์เช่นกัน104  

 

5.1.3 น  าส้มโอมีผลต่อการลดการแสดงออกของ Mdr1, Mdr1b และ Slc21a5 ในล าไส้

เล็กและตับ 

โปรตีนที่ท้ำหน้ำที่ ในกำรขนส่งยำบนผิวเชลล์ (membrane transport protein) เป็น

ตัวก้ำหนดที่ส้ำคัญในกำรดูดซึมยำเข้ำสู่ร่ำงกำย กำรกระจำยตัวของยำในร่ำงกำยและกำรก้ำจัดยำออก

สู่ร่ำงกำย โปรตีนเหล่ำนี บำงครั งถูกยับยั งกำรแสดงออกด้วยยำหรือสำรแปลกปลอมที่เข้ำไปในร่ำงกำย

ท้ำให้ส่งผลต่อกำรท้ำงำนเอ็มอำร์เอ็นเอ Mdr1a และ Mdr1b เป็นกำรแสดงออกของยีนที่ท้ำหน้ำที่ใน

กำรขับยำออกจำกร่ำงกำย ส่วนเอ็มอำร์เอ็นเอ Slc21a5 เป็นเอ็มอำร์เอ็นเอที่มีควำมส้ำคัญต่อกำร

ขนส่งยำเข้ำสู่เซลล์98  
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จำกผลกำรศึกษำกำรแสดงออกของเอ็มอำร์เอ็นเอ Mdr1a, Mdr1b และ Slc21a5 ในล้ำไส้

เล็กของหนูแรทที่ได้รับน ้ำส้มโอพบว่ำกำรแสดงออกของเอ็มอำร์เอ็นเอ Mdr1a และ Mdr1b ลดลงแต่

กำรแสดงออกของ เอ็มอำร์เอ็นเอ Slc21a5 ไม่แตกต่ำงอย่ำงมีนัยส้ำคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม

ควบคุมซึ่งแสดงให้เห็นว่ำน ้ำส้มโอก่อให้เกิด down regulated expression ของเอ็มอำร์เอ็นเอ 

Mdr1a และ Mdr1b แต่ไม่มีผลต่อเอ็มอำร์เอ็นเอ Slc21a5 ในเซลล์ล้ำไส้เล็กของหนูแรท กำรยับยั ง

กำรแสดงออกของ Mdr1a และ Mdr1b ท้ำให้อัตรำและปริมำณกำรดูดซึมยำ (Bioavailability) ใน

ล้ำไส้เล็กเพ่ิมขึ น  

อย่ำงไรก็ตำม ผลของน ้ำส้มโอต่อกำรแสดงออกของเอ็มอำร์เอ็นเอ Mdr1a, Mdr1b และ 

Slc21a5 ในเซลล์ตับของหนูแรทให้ผลที่แตกต่ำง โดยพบว่ำน ้ำส้มโอไม่มีผลต่อกำรแสดงออกของเอ็ม

อำร์เอ็นเอ Mdr1a และ Mdr1b แต่มีผลต่อกำรยับยั งกำรแสดงออกของเอ็มอำร์เอ็นเอ Slc21a5 ซึ่ง

แสดงให้เห็นว่ำน ้ำส้มโอก่อให้เกิด down regulated expression ของเอ็มอำร์เอ็นเอ Slc21a5 แต่ไม่

มีผลต่อเอ็มอำร์เอ็นเอ Mdr1a และ Mdr1b ในเซลล์ตับของหนูแรท กำรแสดงออกของเอ็มอำร์เอ็นเอ 

Slc21a5 ในตับที่ลดลงนั นส่งผลให้กำรน้ำเข้ำยำไปก้ำจัดในเชลล์ตับลดลงและท้ำให้ปริมำณยำใน

กระแสเลือดสูงขึ น  

จำกผลกำรทดลองพบว่ำเอ็มอำร์เอ็นเอ Slc21a5 ที่เซลล์ล้ำไส้เล็กและเอ็มอำร์เอ็นเอ Mdr1a 

และ Mdr1b ที่เซลล์ตับไม่ถูกลดกำรแสดงออกนั นขัดแย้งกับสมมติฐำนที่ว่ำน ้ำส้มโอมีผลต่อกำรลด

กำรแสดงออกของเอ็มอำร์เอ็นเอ Mdr1a, Mdr1b และ Slc21a5 ทั งสองเซลล์ กำรที่น ้ำส้มโอมีผลต่อ

กำรแสดงออกของเอ็มอำร์เอ็นเอ Mdr1a, Mdr1b และ Slc21a5 แตกต่ำงกันในล้ำไส้เล็กและเซลล์

ตับของหนูแรทอำจเป็นผลมำจำกควำมจ้ำเพำะในกำรแสดงออกของ transporter ในแต่ละต้ำแหน่งที่

แตกต่ำงกัน (site-specificity) โดยพบว่ำเอ็มอำร์เอ็นเอ Slc21a5 แสดงออกอย่ำงจ้ำเพำะที่เซลล์ตับ 

(liver-specific expression)105, 106  
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จำกผลกำรศึกษำสำมำรถสรุปได้ว่ำน ้ำส้มโอมีผลต่อเอ็มอำร์เอ็นเอ Mdr1a และ Mdr1b ใน

ล้ำไส้เล็กและเอ็มอำร์เอ็นเอ Slc21a5 ในตับของหนูแรทซึ่งสนับสนุนสมมติฐำนของกำรวิจัย 

นอกจำกนี พบว่ำฤทธิ์ของน ้ำส้มโอมีคุณสมบัติที่จ้ำเพำะต่อต้ำแหน่ง (site specificity) โดยที่น ้ำส้มโอมี

ฤทธิ์ลดกำรแสดงออกของเอ็มอำร์เอ็นเอ Mdr1a และ Mdr1b ที่ล้ำไส้เล็กแต่ไม่แสดงผลที่ตับขณะที่

น ้ำส้มโอมีผลลดกำรแสดงออกของเอ็มอำร์เอ็นเอ Slc21a5 ตับแต่ไม่แสดงผลที่บริเวณล้ำไส้เล็กของ

หนูแรท  

 

5.1.4 ข้อจ ากัดของงานวิจัย 

กำรศึกษำในครั งนี ไม่ได้ศึกษำผลของปริมำณน ้ำส้มโอที่แตกต่ำงกัน โดยก้ำหนดให้หนูได้รับ

น ้ำส้มโอในขนำดเดียวคือ 2 ml/kg จ้ำนวน 2 ครั งต่อวัน เป็นเวลำ 7 วัน หำกก้ำหนดปริมำณน ้ำส้มโอ

น้อยลง เช่นเป็นครั งเดียวต่อวันอำจจะไม่ท้ำให้เห็นผลดังในกำรทดลองครั งนี  เช่นในกำรศึกษำของ 

Egashira และคณะ109 ได้ศึกษำผลของกำรได้รับปริมำณควำมเข้มข้นของน ้ำส้มโอที่แตกต่ำงกันต่อ

เภสัชจลนศำสตร์ของยำ tacrolimus ในหนูแรท พบว่ำหนูที่ได้รับน ้ำส้มโอปริมำณควำมเข้มข้น100% 

จะมีค่ำชีวประสิทธิผลที่แตกต่ำงกับกลุ่มควบคุม ในขณะที่หนูที่ได้รับน ้ำส้มโอควำมเข้มข้น 50% ไม่

แตกต่ำงกับหนูในกลุ่มควบคุมซึ่งแสดงให้เห็นว่ำผลกระทบนั นขึ นกับควำมเข้มข้นของน ้ำส้มโอที่ให้ 

(concentration dependence)  

ข้อจ้ำกัดของงำนวิจัยอีกประกำรคือไม่ได้ตรวจวัดสำรส้ำคัญในน ้ำส้มโอ (พันธุ์ทองดี) ได้แก่ 

สำรประกอบ flavonoids และ furanocoumarins จึงไม่ทรำบปริมำณที่แน่นอนของสำรประกอบ

ดังกล่ำว นอกจำกนี ไม่ได้วัดกำรท้ำงำนเทียบเคียงกับไอโซเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ4 ที่บริเวณล้ำไส้เล็ก 

ซึ่งเป็นข้อจ้ำกัดของไอโซเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ2ในหนูแรทเพศผู้ที่ท้ำกำรตรวจวัดได้เฉพำะเซลล์ตับ

เท่ำนั น รวมถึงไม่ทรำบปริมำณของโปรตีนที่ถูกสร้ำงจำกยีน Mdr1a, Mdr1b และ Slc21a5 ทั งเซลล์

ตับและล้ำไส้เล็กซึ่งเป็นประเด็นที่ควรศึกษำต่อไป 
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5.2 สรุปผลการศึกษา (Conclusion) 

 กำรศึกษำนี พบว่ำน ้ำส้มโอมีผลต่อเภสัชจลนศำสตร์ของยำ simvastatin โดยน ้ำส้มโอมีผล

ยับยั งกำรแสดงออกของเอ็มอำร์เอ็นเอ Mdr1a และ Mdr1b ซึ่งเป็น efflux transporter ที่ส้ำคัญ

บริเวณล้ำไส้เล็กของหนูแรทส่งผลให้ simvastatin และ simvastatin acid ถูกดูดซึมที่ล้ำไส้เล็กมำก

ขึ นและลดกำรขับยำ simvastatin ออก ท้ำให้ปริมำณยำ simvastatin และ simvastatin acid 

เพ่ิมขึ นในกระแสเลือด ในขณะเดียวกัน น ้ำส้มโอมีผลต่อกำรลดกำรแสดงออกของเอ็มอำร์เอ็นเอ 

Slc21a5 ซึ่งเป็น liver–specific influx transporter มีผลลดกำรท้ำลำยยำลงจึงท้ำให้ปริมำณยำ 

simvastatin เพ่ิมขึ นในร่ำงกำยเช่นกัน นอกจำกนี น ้ำส้มโอที่เข้ำสู่เซลล์ตับได้มีผลลดกำรท้ำงำนของไอ

โซเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ2 ซึ่งส่งเสริมกำรลดกำรท้ำลำยยำ simvastatin ท้ำให้ชีวประสิทธิผลของยำ

เพ่ิมขึ นในร่ำงกำยด้วยเช่นกัน 

กำรรับประทำนร่วมกันระหว่ำงน ้ำส้มโอกับยำ simvastatin หรือยำที่มีควำมใกล้เคียงกับยำ 

simvastatin อำจก่อให้เกิดอันตรกิริยำระหว่ำงกันได้จึงต้องพึงระวังฉะนั นงำนวิจัยนี จึงใช้เป็นแนวทำง

ในกำรศึกษำกำรเกิดอันตรกิริยำของน ้ำส้มโอกับยำชนิดต่ำงๆที่มีควำมเป็นไปได้ที่จะได้รับร่วมกัน

รวมถึงใช้เป็นข้อมูลควำมปลอดภัยเบื องต้นส้ำหรับผู้ป่วยได้ 
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมสารละลาย 
1. การเตรียมสารละลายมาตรฐาน simvastatin, simvastatin acid และ  lovastatin ใน
พลาสมาหนูแรท สารละลายมาตรฐานที่เตรียมแล้วเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 °C  

1.1) การเตรียมสารละลายของ simvastatin เพื่อสร้างกราฟมาตรฐาน (standard 
curve) 

เตรียมสารละลายมาตรฐานที่ความเข้มข้น 80, 40, 20, 4, 2, 0.4 ng/ml โดยท้า serial 
solution จากสารละลายมาตรฐานความเข้มข้น 10 µg/ml แล้วน้าสารมาตรฐานที่ได้ความเข้มข้นละ 
5 µl spiked ลงใน mobile phase หรือ plasma ให้ได้ปริมาตรรวม 200 µl จะได้ simvastatin ใน 
mobile phase หรือ plasma ที่ความเข้มข้น  20, 10, 5, 1, 0.5, 0.1 ng/ml ตามล้าาดับ 

1.1.1) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 10 µg/ml จาก 1,000 µg/ml (stock 
solution) 

ค้านวณจาก   C1V1 = C2V2 

                (1,000 µg/ml)V1= (10 µg/ml) (500 µl) 
        V1 = 5 µl 

ดังนั้นต้องใช้สารละลายความเข้มข้นของ simvastatin เท่ากับ 1,000 µg/ml จ้านวน 5 µl 
และปรับปริมาตรด้วย acetonitrile 495 µl จะได้ simvastatin ที่ความเข้มข้น 10 µg/ml 

1.1.2) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 1,000 ng/ml จาก 10 µg/ml simvastatin 

ค้านวณจาก   C1V1 = C2V2 

             (10,000 ng/ml) V1 = (1,000 ng/ml) (1,000 µl) 
           V1 = 100 µl 

ดังนั้นต้องใช้สารละลายความเข้มข้นของ simvastatin 10,000 ng/ml จ้านวน 100 µl และ
ปรับปริมาตรด้วย acetonitrile 900 µl จะได้ simvastatin ที่ความเข้มข้น 1,000 ng/ml 

1.1.3) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 80 ng/ml จาก 1,000 ng/ml simvastatin 

ค้านวณจาก   C1V1 = C2V2 

                          (1,000 ng/ml)V1 = (80 ng/ml) (1,000 µl) 
                    V1 = 8 µl 

ดังนั้นต้องใช้สารละลายความเข้มข้นของ simvastatin 1,000 ng/ml จ้านวน 8 µl และปรับ
ปริมาตรด้วย acetonitrile 992 µl จะได้ simvastatin ที่ความเข้มข้น 80 ng/ml 
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1.1.4) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 40 ng/ml จาก 80 ng/ml simvastatin 

ค้านวณจาก   C1V1 = C2V2 

                (80 ng/ml)V1 = (40 ng/ml) (1,000 µl) 
                   V1 = 500 µl 

ดังนั้นต้องใช้สารละลายความเข้มข้นของ simvastatin 80 ng/ml จ้านวน 500 µl และปรับ
ปริมาตรด้วย acetonitrile 500 µl จะได้ simvastatin ที่ความเข้มข้น 40 ng/ml 

1.1.5) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 20 ng/ml จาก 40 ng/ml simvastatin 

ค้านวณจาก   C1V1 = C2V2 

                 (40 ng/ml)V1 = (20 ng/ml) (1,000 µl) 
            V1 = 500 µl 

ดังนั้นต้องใช้สารละลายความเข้มข้นของ simvastatin 40 ng/ml จ้านวน 500 µl และปรับ
ปริมาตรด้วย acetonitrile 500 µl จะได้ simvastatin ที่ความเข้มข้น 20 ng/ml 

1.1.6) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 4 ng/ml จาก 20 ng/ml simvastatin 

ค้านวณจาก   C1V1 = C2V2 

               (20 ng/ml)V1 = (4 ng/ml) (1,000 µl) 
            V1 = 200 µl 

ดังนั้นต้องใช้สารละลายความเข้มข้นของ simvastatin 20 ng/ml จ้านวน 200 µl และปรับ
ปริมาตรด้วย acetonitrile 800 µl จะได้ simvastatin ที่ความเข้มข้น 4 ng/ml 

1.1.7) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 2 ng/ml จาก 4 ng/ml simvastatin 

ค้านวณจาก   C1V1 = C2V2 

                (4 ng/ml)V1 = (2 ng/ml) (1,000 µl) 
                   V1 = 500 µl 

ดังนั้นต้องใช้สารละลายความเข้มข้นของ simvastatin 4 ng/ml จ้านวน 500 µl และปรับ
ปริมาตรด้วย acetonitrile 500 µl จะได้ simvastatin ที่ความเข้มข้น 2 ng/ml 

1.1.8) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 0.4 ng/ml จาก 2 ng/ml simvastatin 

ค้านวณจาก   C1V1 = C2V2 

                   (2 ng/ml)V1 = (0.4 ng/ml) (1,000 µl) 
            V1 = 200 µl 

ดังนั้นต้องใช้สารละลายความเข้มข้นของ simvastatin 4 ng/ml จ้านวน 200 µl และปรับ
ปริมาตรด้วย acetonitrile 800 µl จะได้ simvastatin ที่ความเข้มข้น 2 ng/ml 
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1.2) การเตรียมสารละลายของ simvastatin acid เพื่อสร้างกราฟมาตรฐาน (standard 
curve) 

เตรียมสารละลายมาตรฐานที่ความเข้มข้น 80, 40, 20, 4, 2, 0.4 ng/ml โดยท้า serial 
solution จากสารละลายมาตรฐานความเข้มข้น 10 µg/ml แล้วน้าสารมาตรฐานที่ได้ความเข้มข้นละ 
5 µl spiked ลงใน mobile phase หรือ plasma ให้ได้ปริมาตรรวม 200 µl จะได้ simvastatin 
acid ใน mobile phase หรือ plasma ที่ความเข้มข้น  20, 10, 5, 1, 0.5, 0.1 ng/ml ตามล้าาดับ 

1.2.1) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 10 µg/ml จาก 1,000 µg/ml (stock 
solution) 

ค้านวณจาก   C1V1 = C2V2 

           (1,000 µg/ml)V1= (10 µg/ml) (500 µl) 
                  V1 = 5 µl 

ดังนั้นต้องใช้สารละลายความเข้มข้นของ simvastatin acid เท่ากับ 1,000 µg/ml จ้านวน 
5 µl และปรับปริมาตรด้วย acetonitrile 495 µl จะได้ simvastatin acid ที่ความเข้มข้น 10 µg/ml 

1.2.2) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 1,000 ng/ml จาก 10 µg/ml simvastatin 
acid 

ค้านวณจาก   C1V1 = C2V2 

               (10,000 ng/ml)V1 = (1,000 ng/ml) (1,000 µl) 
           V1 = 100 µl 

ดังนั้นต้องใช้สารละลายความเข้มข้นของ simvastatin acid 10,000 ng/ml จ้านวน 100 µl 
และปรับปริมาตรด้วย acetonitrile 900 µl จะได้ simvastatin acid ที่ความเข้มข้น 1,000 ng/ml 

1.2.3) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 80 ng/ml จาก 1,000 ng/ml simvastatin 
acid 

ค้านวณจาก   C1V1 = C2V2 

             (1,000 ng/ml)V1 = (80 ng/ml) (1,000 µl) 
         V1 = 8 µl 

ดังนั้นต้องใช้สารละลายความเข้มข้นของ simvastatin acid 1,000 ng/ml จ้านวน 8 µl 
และปรับปริมาตรด้วย acetonitrile 992 µl จะได้ simvastatin acid ที่ความเข้มข้น 80 ng/ml 
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1.2.4) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 40 ng/ml จาก 80 ng/ml simvastatin 
acid 

ค้านวณจาก   C1V1 = C2V2 

                 (80 ng/ml)V1 = (40 ng/ml) (1,000 µl) 
            V1 = 500 µl 

ดังนั้นต้องใช้สารละลายความเข้มข้นของ simvastatin acid 80 ng/ml จ้านวน 500 µl และ
ปรับปริมาตรด้วย acetonitrile 500 µl จะได้ simvastatin acid ที่ความเข้มข้น 40 ng/ml 

1.2.5) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 20 ng/ml จาก 40 ng/ml simvastatin 
acid 

ค้านวณจาก   C1V1 = C2V2 

          (40 ng/ml)V1 = (20 ng/ml) (1,000 µl) 
            V1 = 500 µl 

ดังนั้นต้องใช้สารละลายความเข้มข้นของ simvastatin acid 40 ng/ml จ้านวน 500 µl และ
ปรับปริมาตรด้วย acetonitrile 500 µl จะได้ simvastatin acid ที่ความเข้มข้น 20 ng/ml 

1.2.6) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 4 ng/ml จาก 20 ng/ml simvastatin acid 

ค้าานวณจาก   C1V1 = C2V2 

              (20 ng/ml)V1 = (4 ng/ml) (1,000 µl) 
           V1 = 200 µl 

ดังนั้นต้องใช้สารละลายความเข้มข้นของ simvastatin acid 20 ng/ml จ้านวน 200 µl และ
ปรับปริมาตรด้วย acetonitrile 800 µl จะได้ simvastatin acid ที่ความเข้มข้น 4 ng/ml 

1.2.7) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 2 ng/ml จาก 4 ng/ml simvastatin acid 

ค้านวณจาก   C1V1 = C2V2 

                (4 ng/ml)V1 = (2 ng/ml) (1,000 µl) 
           V1 = 500 µl 

ดังนั้นต้องใช้สารละลายความเข้มข้นของ simvastatin acid 4 ng/ml จ้านวน 500 µl และ
ปรับปริมาตรด้วย acetonitrile 500 µl จะได้ simvastatin acid ที่ความเข้มข้น 2 ng/ml 
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1.2.8) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 0.4 ng/ml จาก 2 ng/ml simvastatin acid 

ค้านวณจาก   C1V1 = C2V2 

                   (2 ng/ml)V1 = (0.4 ng/ml) (1,000 µl) 
            V1 = 200 µl 

ดังนั้นต้องใช้สารละลายความเข้มข้นของ simvastatin acid 4 ng/ml จ้านวน 200 µl และ
ปรับปริมาตรด้วย acetonitrile 800 µl จะได้ simvastatin acid ที่ความเข้มข้น 2 ng/ml 

 

1.3) การเตรียมสารละลายของ lovastatin เพื่อใช้ เป็น internal standard ของ 
simvastatin และ simvastatin acid 

1.3.1) เตรียมสารละลายมาตรฐานที่ความเข้มข้น 1,000 ng/ml จากสารละลาย
มาตรฐานเข้มข้น 100 µg/ml (100,000 ng/ml) 

ค้านวณจาก   C1V1 = C2V2 

       (100,000 ng/ml)V1 = (1,000 ng/ml)(1,000 µl) 
                                              V1 = 10 µl 

ดังนั้นจะต้องใช้ lovastatin ความเข้มข้น 100,000 ng/ml ปริมาตร10 µl และปรับปริมาตร
ด้วย acetonitrile 990 µl จะได้ lovastatin ความเข้มข้น 1,000 ng/ml 

1.3.2) เตรียมสารละลายมาตรฐานที่ความเข้มข้น 3.5 ng/ml จากสารละลาย
มาตรฐานเข้มข้น 1000 ng/ml  

ค้านวณจาก   C1V1 = C2V2 

                     (1,000 ng/ml)V1 = (3.5 ng/ml)(1,000 µl) 
                                             V1 = 3.5 µl 

ดังนั้นจะต้องใช้ lovastatin ความเข้มข้น 1,000 ng/ml ปริมาตร 3.5 µl และปรับปริมาตร
ด้วย acetonitrile 996.5 µl จะได้ lovastatin ความเข้มข้น 3.5 ng/ml 
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2) การเตรียมสารละลายเฟสเคลื่ อนที่  (mobile phase) ในการแยกสาร simvastatin, 

simvastatin acid และ lovastatin 

2.1) เตรียมสารละลาย ammonium acetate ความเข้มข้น 10mM ปริมาตร 500 ml 

pH=5.00 

ค้ำนวนจำก  N=g/Mw  =  CV/1,000 

                g/77.08 = (10X10-3M)(500)/1000 

              g = 0.3854 

ดังนั นต้องชั่ง ammonium acetate เท่ำกับ 0.3854 กรัม ละลำยในน ้ำกลั่นปริมำตร 500 

ml จำกนั นปรับ pH ด้วย acetic acid เท่ำกับ 5.00 

 
3) การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 1´-Hydroxymidazolam (standard solution)  

สำรละลำยมำตรฐำนที่เตรียมแล้วเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 °C  

3.1) การเตรียมสารละลายของ 1´-Hydroxymidazolam เพื่อสร้างกราฟมาตรฐาน 

(standard curve)  

เตรียมสำรละลำยมำตรฐำนที่ควำมเข้มข้น 50, 40, 20, 10, 5, 2.5 µg/ml แล้วน้ำสำรละลำย

มำตรฐำนที่ได้ปริมำตรละ 10 µl เติมลงในสำรละลำยหรือในไมโครโซมปริมำตรรวม 50 µl จะได้

สำรละลำยหรือไมโครโซมที่มี 1´-Hydroxymidazolam ควำมเข้มข้น 10, 8, 4, 2, 1, 0.5 µg/ml 

ตำมล้ำดับ  

3.1.1) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 50 µg/ml จาก 1000 µg/ml (stock 
solution) 

ค้ำนวณจำก   C1V1 = C2V2 
                (1000 µg/ml) V1 = (50 µg/ml) (400 µl)  

   V1 = 20 µl  
ดังนั นต้องใช้สำรละลำย 1´-Hydroxymidazolam ควำมเข้มข้น 1000 µg/ml ปริมำตร 20 

µl และปรับปริมำตรด้วย methanol 380 µl จะได้ 1´-Hydroxymidazolam ที่มีควำมเข้มข้น 50 

µg/ml 
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3.1.2) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 40 µg/ml จาก 50 µg/ml (stock 
solution)  

ค้ำนวณจำก   C1V1 = C2V2 
                   (50 µg/ml) V1 = (40 µg/ml) (400 µl)  
                                                                 V1 = 320 µl  

ดังนั นต้องใช้สำรละลำย 1´-Hydroxymidazolam ควำมเข้มข้น 50 µg/ml ปริมำตร 320 µl 

และปรับปริมำตรด้วย methanol 60 µl จะได้ 1´-Hydroxymidazolam ทีม่ีควำมเข้มข้น 40 µg/ml 

3.1.3) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 20 µg/ml จาก 30 µg/ml (stock 
solution)  

ค้ำนวณจำก   C1V1 = C2V2 
              (30 µg/ml) V1 = (20 µg/ml) (360 µl)  
                                                                 V1 = 240 µl  

ดังนั นต้องใช้สำรละลำย 1´-Hydroxymidazolam ควำมเข้มข้น 30 µg/ml ปริมำตร 240 µl 

และปรับปริมำตรด้วย  methanol 120 µl จะได้ 1´-Hydroxymidazolam ที่มีควำมเข้มข้น  20 

µg/ml 

3.1.4) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 10 µg/ml จาก 20 µg/ml (stock 
solution)  

ค้ำนวณจำก   C1V1 = C2V2 
         (20 µg/ml) V1 = (10 µg/ml) (400 µl)  

    V1 = 200 µl  
ดังนั นต้องใช้สำรละลำย 1´-Hydroxymidazolam ควำมเข้มข้น 20 µg/ml ปริมำตร 200 µl 

และปรับปริมำตรด้วย  methanol 200 µl จะได้ 1´-Hydroxymidazolam ที่มีควำมเข้มข้น  10 

µg/ml 

3.1.5) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 10 µg/ml จาก 5 µg/ml (stock 
solution)  

ค้ำนวณจำก    C1V1 = C2V2 
                   (10 µg/ml) V1 = (5 µg/ml) (400 µl)  
           V1 = 200 µl  
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ดังนั นต้องใช้สำรละลำย 1´-Hydroxymidazolam ควำมเข้มข้น 10 µg/ml ปริมำตร 200 µl 

และปรับปริมำตรด้วย methanol 200 µl จะได้ 1´-Hydroxymidazolam ที่มีควำมเข้มข้น 5 µg/ml 

3.1.6) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 2.5 µg/ml จาก 5 µg/ml (stock 
solution)  

ค้ำนวณจำก   C1V1 = C2V2 
                       (5 µg/ml) V1 = (2.5 µg/ml) (400 µl)  

   V1 = 200 µl  
ดังนั นต้องใช้สำรละลำย 1´-Hydroxymidazolam ควำมเข้มข้น 5 µg/ml ปริมำตร 200 µl 

และปรับปริมำตรด้วย methanol 200 µl จะได้ 1´-Hydroxymidazolam ที่มีควำมเข้มข้น 2.5 

µg/ml 

 

3.2) เตรียมสารละลายของ Diazepam ที่ความเข้มข้น 40 µg/ml จาก 1,000 µg/ml 

ปริมาตร 1ml 

ค้ำนวณจำก   C1V1 = C2V2 
              (1,000 µg/ml) V1 = (40 µg/ml) (1,000 µl) 

           V1 = 40 µl 

ดังนั นต้องใช้สำรละลำย 1,000 µg/ml Diazepam 40 µl และปรับปริมำตรด้วย 

methanol ให้ครบ 1,000 µl จะได้ Diazepam ที่มีควำมเข้มข้น 40 µg/ml 
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4. ระดับซิมวาสแตตินในพลาสมาของหนูแรทหลังได้รับยาซิมวาสแตติน  

ภาพที่ 15-16 แสดงกราฟความสัมพันธ์ระหว่างระดับ simvastatin ในพลาสมาหนูแรทกับ
เวลาหลังจากได้รับยา simvastatin ในกลุ่มหนูแรทที่ได้รับยา simvastatin เท่านั้น (20 mg/kg) และ
กลุ่มหนูแรทที่ได้รับส้มโอ (2ml/kg-7day) ร่วมกับยา simvastatin (20 mg/kg) 

ภาพที่15 แสดงระดับความเข้มข้นของ simvastatin ในพลาสมาของหนูแรทกลุ่มที่ ได้รับยา 
simvastatin (20 mg/kg) เท่านั้น 

ภาพที่16 แสดงระดับความเข้มข้นของ simvastatin ในพลาสมาของหนูแรทกลุ่มที่ได้น้้าส้มโอ (2 
ml/kg-7days)ร่วมกับยา simvastatin (20 mg/kg)  
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5. ระดับ simvastatin acid ในพลาสมาของหนูแรทหลังได้รับยา simvastatin 

ภาพที ่17-18 แสดงกราฟความสัมพันธ์ระหว่างระดับ simvastatin acid ในพลาสมาหนูแรท
กับเวลาหลังจากได้รับยา simvastatin ในกลุ่มหนูแรทที่ได้รับยา simvastatin เท่านั้น (20 mg/kg) 
และกลุ่มหนูแรทที่ได้รับส้มโอ (2ml/kg-7day) ร่วมกับยา simvastatin (20 mg/kg) 

ภาพที่17 แสดงระดับความเข้มข้นของ simvastatin acid ในพลาสมาของหนูแรทกลุ่มที่ได้รับยา 
simvastatin (20mg/kg) เท่านั้น  

ภาพที่18 แสดงระดับความเข้มข้นของ simvastatin acid ในพลาสมาของหนูแรทกลุ่มที่ได้รับน้้าส้ม
โอ (2 ml/kg-7days) ร่วมกับยา simvastatin (20mg/kg)  
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6. การหาค่าความชันเพื่อหาค่า Kel  

จากกราฟเส้นตรง ln simvastatin และ ln simvastatin acid กับเวลา ดังแสดงในภาพที่ 
19-22 (โดยค่าความชันที่ได้จะแสดงในค่าพารามิเตอร์ในตารางที่ 8-9) 

 

ภาพที่ 19  แสดงกราฟความสัมพันธ์ระหว่าง ln simvastatin และเวลาของหนูแรทกลุ่มที่
ได้รับยา simvastatin เท่านั้น 

ภาพที่ 20 แสดงกราฟความสัมพันธ์ระหว่าง ln simvastatin และเวลาของหนูแรทกลุ่มที่
ได้รับน้้าส้มโอร่วมกับยา simvastatin  
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ภาพที่ 21 แสดงกราฟความสัมพันธ์ระหว่าง ln simvastatin acid และเวลาของหนูแรทก
ลุ่มที่ได้รับยา simvastatin เท่านั้น 

 

ภาพที่ 22 แสดงกราฟความสัมพันธ์ระหว่าง ln simvastatin acid และเวลาของหนูแรทก
ลุ่มที่ได้รับน้้าส้มโอร่วมกับยา simvastatin 
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7. ค่าพารามิเตอร์ทางเภสัชจลนศาสตร์ของยา simvastatin ในหนูแรท 

 ค่ำพำรำมิเตอร์ทำงเภสัชจลนศำสตร์ของ simvastatin และ simvastatin acid ในหนูกลุ่มที่

ได้รับยำ simvastatin เท่ำนั นและหนูกลุ่มที่ได้รับน ้ำส้มโอร่วมกับยำ simvastatin เปรียบเทียบควำม

แตกต่ำงแสดงในตำรำงที่ 8 และตำรำงท่ี 9 

ตารางที่ 8 เปรียบเทียบระดับ simvastatin ในพลาสมาของหนูแรทระหว่างหนูกลุ่มที่ได้รับยา 

simvastatin เท่ านั น  (20mg/kg) และหนูกลุ่ มที่ ไ ด้ รั บน  า ส้ ม โอร่ วมกับยา  simvastatin 

(20mg/kg) 

group 
Pharmacokinetic parameters 

Cmax 

(ng/ml) 
Tmax 

(hr) 
AUC0-12 

(ng·hr/ml) 
AUC0-∞ 

(ng·hr/ml) 
Kel 

(hr-1) 
t1/2 

(hr) 
Simvastatin group 

N=1 3.70 2.00 9.39 9.80 0.24 2.90 
N=2 4.37 1.25 10.99 11.68 0.32 2.14 
N=3 3.19 1.50 7.59 7.84 0.38 1.85 
N=4 3.71 3.00 8.90 9.16 0.43 1.60 
N=5 4.96 1.25 12.31 12.68 0.42 1.64 
N=6 3.04 2.00 6.83 7.06 0.36 1.95 

mean±SD 3.82±0.75 1.83±0.67 9.34±2.06 9.70±2.17 0.36±0.07 2.01±0.48 
Combine group 

N=1 15.16 2.00 39.12 40.18 0.26 2.64 
N=2 16.22 3.00 43.47 44.74 0.32 2.15 
N=3 13.71 3.00 36.24 36.89 0.31 2.23 
N=4 14.76 2.00 38.68 39.5 0.30 2.33 
N=5 13.14 3.00 44.34 45.13 0.40 1.72 
N=6 17.21 3.00 34.33 34.74 0.41 1.67 

Mean±SD 15.03±1.52 2.67±0.52 39.36±3.93 40.20±4.15 0.34±0.06 2.32±0.11 
p-value 0.000** 0.068 0.000** 0.000** 0.56 0.67 
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ตารางที่ 9 เปรียบเทียบระดับ simvastatin acid ในพลาสมาของหนูแรทระหว่างหนูกลุ่มที่ได้รับ
ยา simvastatin เท่านั น  (20mg/kg) และหนูกลุ่มที่ ได้รับน ้าส้มโอร่วมกับยา  simvastatin 
(20mg/kg) 

 

group 
Pharmacokinetic parameters 

Cmax 

(ng/ml) 
Tmax 

(hr) 
AUC0-12 

(ng·hr/ml) 
AUC0-∞ 

(ng·hr/ml) 
Kel 

(hr-1) 
t1/2 

(hr) 
Simvastatin group 

N=1 1.28 3.00 4.85 5.14 0.22 3.19 
N=2 2.14 4.00 10.27 10.70 0.31 2.27 
N=3 1.70 6.00 7.25 7.48 0.42 1.63 
N=4 2.60 3.00 10.31 10.65 0.36 1.92 
N=5 1.68 4.00 5.58 5.77 0.37 1.87 
N=6 1.95 3.00 7.15 7.50 0.24 2.94 

mean±SD 1.89±0.45 3.83±1.17 7.57±2.30 7.87±2.36 0.29±0.03 2.31±0.63 
Combine group 

N=1 5.09 3.00 14.96 15.91 0.36 1.942 
N=2 8.40 3.00 30.18 31.85 0.26 2.656 
N=3 6.92 4.00 21.44 22.04 0.39 1.768 
N=4 7.02 3.00 25.99 27.00 0.33 2.107 
N=5 6.35 4.00 17.84 18.52 0.42 1.670 
N=6 6.91 3.00 21.08 21.76 0.43 1.597 

Mean±SD 6.78±1.07 3.33±0.52 21.91 ±5.49 22.85±5.78 0.31±0.08 2.36±0.66 
p-value 0.000** 0.180 0.000* 0.002** 0.88 0.83 
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8.) ผลการทดสอบความน่าเชื่อถือของวิธีวิเคราะห์ (Validation method) ความเข้มข้นของ 1´-
Hydroxymidazolam ในไมโครโซมจากตับหนูแรทด้วยเทคนิค HPLC 

8.1) การทดสอบความจ้าเพาะเจาะจงของวิธีวิเคราะห์ (Specificity/Selectivity) 

ท้าการทดสอบในสารละลายพบว่า 1’Hydroxymidazolam และ Diazepam (internal standard) 
มีระยะเวลาอยู่ในคอลัมน์ (retention time) เท่ากับ 4.7±0.5 และ 9.2±0.5 นาทีตามล้าดับ พบว่าที่
ต้าแหน่งพีกของ 1’Hydroxymidazolam และ Diazepam ไม่ถูกรบกวนจากสารอ่ืนเมื่อเทียบกับ 
blank แสดงผลระยะเวลาที่ใช้ในการวิเคราะห์เท่ากับ 15 นาท ีดังแสดงในภาพที่ 23 

(ก) 

(ข) 
ภาพที่ 23 (ก) สารละลายที่ไม่มีสารตัวอย่าง (blank) และ  

(ข) สารละลายที่มีสารมาตรฐานบริสุทธิ์ 1’-Hydroxymidazolam และ Diazepam (internal 
standard) 
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8.2) ขีดจ้ากัดของการวิเคราะห์หรือความไว (Limit of Detection or Sensitivity) 

จากการทดสอบความถูกต้องและความเที่ยงของค่าความเข้มข้นต่้าสุดที่สามารถตรวจวัดได้ 
(lower limit of quantitation, LLOQ) จากกราฟมาตรฐานของ 1´-Hydroxymidazolam จ้านวน
ละ 3 หลอดทดลองพบว่าค่าความเข้มข้นต่้าสุดของ 1´-Hydroxymidazolam มีค่าเท่ากับ 0.563 
µg/ml พบว่าความถูกต้องของค่าที่วัดได้อยู่ในเกณฑ์ร้อยละ 80 ถึง 120 และมีค่าความแปรปรวนของ
การวิเคราะห์ไม่เกินร้อยละ 20 ผลการทดลองแสดงในตารางที่ x 

8.3) ค่าความเป็นเส้นตรง (linearity/Standard calibration curve) 

จากการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานของ 1´-Hydroxymidazolam จ้านวน 6 ความเข้มข้น
ได้แก่ 0.563, 1.003, 2.076, 3.977, 8.027 และ 10.156 µg/ml เพ่ือสร้างกราฟมาตฐานโดยท้าการ
ทดลองจ้านวน 3 ชุด พบว่าผลการทดลองทั้ง 3 ชุดมีความเป็นเส้นตรงของวิธีวิเคราะห์ที่แสดงโดยค่า 
R2 มีค่าเป็นที่ยอมรับในเกณฑ์ค่า R2 มีค่ามากกว่าหรือเท่ากับ 0.99 ซึ่งการทดลองนี้มีค่า R2 เท่ากับ 
0.9998 ดังแสดงในภาพที่ 24 

 

ภาพที่ 24 กราฟมาตรฐานของ 1´-Hydroxymidazolam 
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8.4) ความถูกต้องและความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์ (Accuracy and Precision) 

จากการทดสอบความถูกต้องและความเที่ยงของการวิเคราะห์ภายในวันเดียวกันและต่างวัน
กัน (intra-day and inter-day analysis) โดยตรวจสอบความเข้มข้นของ 1’-Hydroxymidazolam 
ด้วย 3 ความเข้มข้น (ความเข้มข้นครอบคลุมระดับต่้า กลาง และสูง) ซึ่งอยู่ในช่วงความเข้มข้นของ
กราฟมาตรฐานและท้าการทดลองสามวันได้ผลการทดลองดังตารางที่ 10 

ตารางท่ี 10 ความถูกต้องและเท่ียงตรงของการวิเคราะห์ 1´-Hydroxymidazolam   

level 
1´-OH-MDZ  

(µg/ml) 

Intra-day analysis (n=3) Inter-day analysis (n=3) 

%Accuracy 
Precision 

(%CV) 
%Accuracy 

Precision 

(%CV) 

LLOQ 
(0.5µg/ml) 

0.563 112.67 2.05 - - 

Low 
(1.5µg/ml) 

1.574 104.22 0.37 104.96 0.61 

Medium 
(3µg/ml) 

3.017 100.67 0.57 100.48 1.17 

High 
(6µg/ml) 

5.983 98.61 0.39 99.70 1.80 

ตารางที่ 11 แสดงผลการทดลองจากการวิเคราะห์ความเข้มข้นของ 1’-Hydroxymidazolam ในไม
โครโซมจากตับของหนูแรททั้ง 4 กลุ่ม ด้วยเทคนิค HPLC 

Group 
Sample  

No. 
Area of 

1’-OH- MDZ 
Area of 
DZP (IS) 

Area ratio 
Measured 

value 
(ug/ml) 

control 
group 

N=1 491703 375346 1.31 6.25 
N=2 567134 370676 1.43 6.99 
N=3 873678 395329 2.21 10.05 
N=4 475844 380675 1.25 6.07 
N=5 761209 388372 1.96 9.33 
N=6 663125 387792 1.71 7.75 

Mean 638782.17 383031.76 1.66 7.74 
SEM 64309.55 3740.37 0.15 0.67 
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ตารางที่ 11(ต่อ) แสดงผลการทดลองจากการวิเคราะห์ความเข้มข้นของ 1’-Hydroxymidazolam 
ในไมโครโซมจากตับของหนูแรททั้ง 4 กลุ่ม ด้วยเทคนิค HPLC 

Group 
Sample  

No. 
Area of 

1’-OH- MDZ 
Area of 
DZP (IS) 

Area ratio 
Measure
d value 
(ug/ml) 

pomelo 
group 

N=1 171623 373093 0.46 2.46 
N=2 244296 394026 0.72 3.72 
N=3 404055 374125 1.09 4.97 
N=4 315913 390017 0.83 4.09 
N=5 307915 370983 0.84 4.14 
N=6 218289 369981 0.59 3.03 

Mean 277015 378704 0.72 3.73 
SEM 33780 4285.26 0.09 0.36 

simvastatin 
group 

N=1 781497 398723 1.96 8.65 
N=2 554459 401782 1.48 7.16 
N=3 432020 378965 1.18 5.23 
N=4 588427 387123 1.75 7.81 
N=5 397005 389221 1.10 5.05 
N=6 550625 387764 1.52 7.38 

Mean 550672 390596 1.41 6.88 
SEM 55501 3407.97 0.13 0.59 

combine 
group 

N=1 379116 412083 0.94 4.40 
N=2 395743 391825 1.01 4.78 
N=3 254611 380017 0.69 3.50 
N=4 370827 398739 0.93 4.36 
N=5 227124 378541 0.60 3.08 
N=6 285337 401884 0.69 3.49 

Mean 318793.42 393848 0.81 3.93 
SEM 29387.89 5325.12 0.07 0.27 
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ความเข้มข้นที่ได้จากเครื่อง HPLC ในการทดลองครั้งนี้จะได้หน่วยความเข้มข้นเป็น
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (µg/ml) ท้าการเปลี่ยนหน่วยความเข้มข้นให้เป็นความเข้มข้นไมโครโมลต่อ
ลิตร (µmol/L) เพ่ือน้าไปค้านวณหา enzyme activity ดังนี้ 

ต้องเปลี่ยนความเข้มข้นจาก µg/ml เป็น µg/L 

ความเข้มข้น 1 µg/ml  = 1µ𝑔

𝑚𝑙
 x 1000𝑚𝑙

1𝐿
  

= 1000 µ𝑔

𝐿
 

 จากนั้นเปลี่ยนหน่วยความเข้มข้นจาก µg/L เป็น µmol/L ดังนี้ 

จาก 𝑀𝑜𝑙 =
𝑔

𝑀𝑤
  (1’-Hydroxymidazolam มีมวลโมเลกุลเท่ากับ 341.77 g/mol) 

ความเข้มข้น 1 µg/ml = 1000 µ𝑔

1𝐿
 x 1

𝑀𝑤
    

= 1000 µ𝑔

1𝐿
 x 1

341.77
𝑔

𝑚𝑜𝑙

    

     = 1000 µ𝑚𝑜𝑙

341.77 𝐿
 

ดังนั้นจาก 1 µg/ml จะได้ 2.926 µmol/L 
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ตารางท่ี 12 แสดงการเปลี่ยนหน่วยความเข้มข้นจากหน่วย µg/ml เป็นหน่วย µmol/L 

group 
sampl

e 
µg/ml µg/L 

µmol/
L 

group 
sampl

e 
µg/ml µg/L 

µmo
l/L 

con 

trol 

N=1 6.25 6250 18.29 

pome 

lo 

N=1 2.460 2460 7.20 

N=2 6.99 6997 20.47 N=2 3.724 3724 
10.9

0 

N=3 10.05 10058 29.43 N=3 4.970 4970 
14.5

4 

N=4 6.074 6074 17.77 N=4 4.085 4085 
11.9

5 

N=5 9.328 9328 27.29 N=5 4.140 4140 
12.1

1 

N=6 7.746 7746 22.66 N=6 3.027 3027 8.86 

simva 

statin 

N=1 8.650 8650 25.31 

com 

bine 

N=1 4.396 4396 12.8
7 

N=2 7.160 7160 20.95 N=2 4.782 4782 13.9
9 

N=3 5.230 5230 15.30 N=3 3.503 3503 10.2
4 

N=4 7.810 7810 22.85 N=4 4.357 4357 12.7
3 

N=5 5.050 5050 14.78 N=5 3.076 3076 8.98 

N=6 7.380 7380 21.59 N=6 3.492 3492 10.2
2 
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จากนั้นน้ามาค้านวณหาค่า specific activity  

𝑠𝑝𝑒𝑐𝑖𝑓𝑖𝑐 𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦 =
𝑒𝑛𝑧𝑦𝑚𝑒 𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦 (µ𝑚𝑜𝑙)

𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 (𝑚𝑔)
 

การทดลองครั้งนี้ใช้โปรตีน 200 mg ในสารละลาย 1000 mlค้านวนได้ดังนี้ 

Specific activity  = 𝑒𝑛𝑧𝑦𝑚𝑒 𝑎𝑐𝑖𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦 𝑜𝑓 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑒𝑠𝑡 µ𝑚𝑜𝑙

1𝐿
 x 1𝐿

200 𝑚𝑔𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛
  

   = 𝑒𝑛𝑧𝑦𝑚𝑒 𝑎𝑐𝑖𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦 𝑜𝑓 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑒𝑠𝑡 (µ𝑚𝑜𝑙)

200 𝑚𝑔𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛
  

ตารางที่ 13 แสดงการท้างานของเอนไซม์ไซโทโครมพี3เอ2ที่ได้จากการวัดความเข้มข้นของ 1’-
Hydroxymidazolam ด้วยเทคนิค HPLC 

Sample group 
1’OH-
MDZ 

(µmol/L) 

CYP3a2 
activity 
(µmol/ 

mgprotei
n) 

Sample group 
1’OH-
MDZ 

(µmol/L) 

CYP3a2 
activity 
(µmol/ 

mgprotei
n) 

control 

N=1 18.29 0.091 

pomelo 

N=1 7.20 0.036 
N=2 20.47 0.102 N=2 10.90 0.055 
N=3 29.43 0.147 N=3 14.54 0.073 
N=4 17.77 0.089 N=4 11.95 0.060 
N=5 27.29 0.136 N=5 12.11 0.061 
N=6 22.66 0.113 N=6 8.86 0.044 

mean 0.113 mean 0.056 
SEM 0.0098 SEM 0.0076 

     p-value 0.000** 

Simva 
statin 

N=1 25.31 0.127 

combine 

N=1 12.87 0.064 
N=2 20.95 0.105 N=2 13.99 0.070 
N=3 15.30 0.077 N=3 10.24 0.051 
N=4 22.85 0.114 N=4 12.73 0.064 
N=5 14.78 0.074 N=5 8.98 0.045 
N=6 21.59 0.108 N=6 10.22 0.051 

mean 0.106 mean 0.062 
SEM 0.0107 SEM 0.0040 

p-value 0.356 p-value 0.000** 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตารางท่ี 14 แสดงผลการทดลองเปรียบเทียบการแสดงออกของเอ็มอาร์เอ็นเอ Mdr1a ในล้าไส้เล็ก
ของหนูแรทด้วยวิธี realtime RT-PCR 
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ตารางท่ี 15 แสดงผลการทดลองเปรียบเทียบการแสดงออกของเอ็มอาร์เอ็นเอ Mdr1b ในล้าไส้เล็ก
ของหนูแรทด้วยวิธี realtime RT-PCR 
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ตารางท่ี 16 แสดงผลการทดลองเปรียบเทียบการแสดงออกของเอ็มอาร์เอ็นเอ Slc21a5 ในล้าไส้เล็ก
ของหนูแรททั้งด้วยวิธี realtime RT-PCR 
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ตารางท่ี 17 แสดงผลการเปรียบเทียบการแสดงออกของเอ็มอาร์เอ็นเอ Mdr1a ในตับของหนูแรททั้ง
ด้วยวิธี realtime RT-PCR 
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ตารางท่ี 18 แสดงผลการเปรียบเทียบการแสดงออกของเอ็มอาร์เอ็นเอ Mdr1b ในตับของหนูแรททั้ง
ด้วยวิธี real- time RT-PCR 
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ตารางท่ี 19 แสดงผลการทดลองเปรียบเทียบการแสดงออกของเอ็มอาร์เอ็นเอ Slc21a5 ในตับของ
หนูแรททั้งด้วยวิธี realtime RT-PCR 
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