
อุปกรณ์และวิธีทดลอง

สัตวทดลอง

ใช้หนูขาว (rat) พันธ์ Wistar เพศผู้หนักประมาณ 180- 200 กรัม จากสำนักสัตว์ 
ทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล ตำบลศาลายา อำ๓ อนครชัยศรี จังหวัดนครปฐม

การเตรียมไมโตคอนเดรียจากตับหนุขาว

เตรียมโดยใช้วิธีของ H ogeboom  (53) ซ่ึง Myers และ Slater (54) เป็นผู้บรรยายไว้ 
โดยดัดแปลงเล็กน้อย การเตรียมและการปฏิบัติการ ตับและไมโตคอนเดรียจะแชอยูใน
m edium  ที่เย็นจัด ซึ่งบรรจุอยู่ในภาชนะที่แชในน้าแข็ง (ice-cold) การบันแยกไมโตคอนเดรีย 
จากตับหนูขาวทำด้วย refrigerated centrifuge ซึ่งควบคุมอุณหภูมิตลอดการเตรียมไว้ที่ 4 °c

ขั้นตอนการเตรียมแบงเป็น 2 ขั้นตอนหลัก คือ

ขันตอนที 1 การเตรียม liver hom ogenate

1. ทำให้หนูตายทันทีโดยการติหัวบริเวณท้ายทอยแล้วทำ cervical dislocation ผาตัด
หน้าท้องแล้วรีบตัดตับมาล้างด้วยสารละลายที่ประกอบด้วย 0.25 M sucrose และ 1 mM  
EGTA (pH 7.2) ที่เย็นจัด หลายๆครั้งจนหมดเลือด แล้วแซตับในสารละลายเดิม
ปริมาตรประมาณ 60-70 ml .

2. ตัดตับด้วยกรรไกออกเป็นชิ้นเล็กประมาณ 0.3-0.5 ชม.ล้างเลือดอีกครั้งด้วยสาร 
ละลายเดิม จากนันนัาไป hom ogenize ดวย Heidolph glass hom ogenizer type 50203 
RZR 2 ประมาณ 2-3 นาที (6-7 ครั้ง) จะได้ liver hom ogenate ประมาณ 60-80 ml เทใส
หลอด centrifuge
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ขั้นตอนที่ 2

นำ liver hom ogenate ทีได มาปันแยก (centrifuge) ให!ด!มโตคอนเดรียโดย 
ใซ Hitachi High Speed Refrigerated Centrifuge Himac m odel CR 20B 3 rotor 
m odel RP 18-3 ปันทั้งหมด 3 ครั้ง ดังแผนภาพตอไปนี้

Liver homogenate
600 g 5 min

Pellets
nu cle i,R B C ’ s

ce ll พ ฟ !, unruptured ce lls , etc

Pellets Supernatant
m itochondria m icrosom es,lysosom es,

m acrom olecules,etc

Supernatant
m itochondria, m icrosom e, lysosom es, etc. 

4500 g 10 min.

resuspend in isolation m edium  

_____ 13,000 g 10 min

Pellets
m itochondria

Supernatant
m itochondrial contam ination

resuspend in 0.25 M sucrose medium

mitochondrial suspension

รุปท่ี 11 แส«งขั้นตอนการแยกไมโตคอนเดรียจาก rat liver hom ogenate โตยใข ั้
differential centrifugation
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Pellets ที่ได้จากการปันครั้งที่ 3 จะเห็นแยกเป็น 2 เนชัดเจนในหลอด
centrifuge ชั้นบนจะเห็นเป็นสีชมพูและเกาะกันอยางหลวมๆ คือชั้นของ m icrosom es สวน
ชันล่างมีสีนํ้าตาลและเกาะกันแน่น คือ ชั้นของไมโตคอนเดรีย รินสวน supernatant fluid 
ทิ้งและล้างสวนของ m icrosom es ออกให้หมดด้วย 0.25 M sucrose เล็กน้อยเขยาเบาๆเทของ 
เหลวออก ทำประมาณ 2 ครั้ง จนเหลือเพียงสวนของไมโตคอนเดรียที่มีสีน้าตาล นำมา
resuspend ด้วย 0.25 M sucrose ประมาณ 2-3 ml hom ogenize ด้วยมือเบาๆ จะได้ 
mitochondrial suspension  ใช้ในการทดลอง ความเข้มข้นของไมโตคอนเดรียคิดเป็น
ปริมาณโปรตีน 30-60 มก./ มล. และเมื่อใช้ glutam ate+m alate เป็นสับสเตรทควรมืคา
RCI อยู่-ระ'หวาง 5 - 8 (ที ่  37" C )

การเตรียม osmotic-shocked mitochondria

นำ mitochondrial pellets ที่เตรียมได้จากการปันครั้งที่ 3 ดังวิธีข้างต้นมา
resuspend ในสารละลาย 0.01 M sucrose ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลาประมาณ 1 ชั่วโมง 
หมุนกวนชา ๆ ดวย m agnetic  stirrer ให suspension  เขากันตลอดเวลา เมือครบ 
กำหนดเวลา นำมาทดสอบโดยใช้ NADH เป็นสับสเตรทแล้ว incubate นาน 1 นาที ใส 
uncoupler (DNP) เปรียบเทียบอัตราการใช้ออกซิเจนกอนใส uncoupler และหลังใส
uncoupler อัตราการใช้ออกซิเจนควรใกล้เคียงกับอัตราเดิม จากน้ันให้นำ osm otic-shocked  
mitochondria เก็บในภาชนะแชน้าแข็ง (ice-bath) เพื่อนำไปใช้ในการทดลองตอไป

การเตรียม Incubation medium ที่ใช้ในการทตลอง

Incubation m edium  ที่ใช้ในการวิจัยแบงตามสภาวะการทดลอง ได้ดัง'น้ี
1. Incubation m edium  ที่ใช้เป็นมาตรฐาน สำหรับการวัดอัตราการหายใจของไมโตคอนเดรีย 
ประกอบด้วย

HEPES 40 mM ( 60 m O sm  )
MgCl2 2 mM ( 6 m O sm  )
KC1 92 mM ( 184 m O sm  )
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( เป็น isotonic buffer ความเขมขนรวม 250 milliOsmolar ) ปรับ pH ของ 
incubation m edium  นีใหเป็น 7.2

2. Incubation m edium  ที่ใช้ศึกษาผลของการเปลี่ยนแปลง pH ใน m edium  จะมีสวน 
ประกอบเหมือนที่ใช้เป็นมาตรฐาน แต่ปรับ pH ให้เป็น 6.8 1 7.2 และ 7.6

3. Hypotonic incubation m edium  สำหรับวัดอัตราการหายใจของ osm otic-shocked  
mitochondria ประกอบดวย HEPES buffer 40 mM 1 MgCl2 2 mM 1 KC1 29.5 mM

4. Incubation m edium  สำหรับศึกษาการทำงานของ เอนไซม์โมโนเอมีน ออกชิเดส 
( m onoam ine oxidase 1 MAO ) ประกอบดวย 0.025 M inorganic phosphate  
(KH2P 0 4) buffer pH 7.2

การวัตอัตราการหายใจของไมโตคอนเดรีย

การวัดอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใช้เทคนิคที่เรียกวา polarographic
oxygen electrode technique (55) ซึงเป็นการนำไมโตคอนเดรียมา incubate ใน Gilson 
reaction chamber ที่อุณหภูมิ 37° C โดย chamber มีความจุประมาณ 2 มล. ประกอบ 
ด้วยผนังแก้ว 2 ชั้น มีฝาจุกปิด (stopper) ซึ่งตรงกลางมีฝามีรูกลวงใช้ในการเติมสับสเตรทและ 
reagent ตางๆ เช้าสู cham ber ขณะที่ทำการทดลองต้องปิดฝาจุกเพื่อป้องกันไมให้ 
ออกซิเจนนอก cham ber เช้าไปรบกวนปริมาณออกซิเจนภายในซึ่งอาจทำให้ผลวิจัยผิดพลาดได้ 
เราสามารถวัดอัตราการลดลงของปริมาณออกซิเจนใน cham ber ขณะที่ไมโตคอนเดรียมีการ
หายใจหรือไซออกซิเจน โดยใช oxygen  electrode (Clark type) ทีตอกับ oxygen monitor 
(YSI model 5300) และบันทึกผลโดย recorder ได้เป็น tracing บนกระดาษกราฟแสดงอัตรา 
การหายใจของไมโตคอนเดรีย และเรียก tracing นีวา oxygen  electrode tracing ( หรือ 
polarographic tracing 1 oxygraph tracing )

ในขณะท่ีไมโตคอนเดรียทำปฏิกิริยากับ reagent ตางๆ  ใน chamber อยูน้ันจะมี 
magnetic stirror ขนาดเล็กซวยหมุนกวนให้สารละลายใน chamber เช้าเป็นเนือเดียวกันและ
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สัมผัสกับ oxygen electrode ได้ทั่วถึง นอกจากนี้ยังสามารถควบคุมอุณหภูมิในขณะทำการ 
ทดลองให้คงทั่ ท่ี 37' C โดยการทำให้นี้าที่ปรับอุณหภูมิไว้คงที่ตลอดเวลา ไหลผานตามทอเข้า
ออกของ chamber ( water inlet and outlet ) ดังรูปที 12

water outlet

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

รุปที่ 12 แส«4 incubation  cham ber ท ี่ใช ้ในการทสลองเพ ื่อรสอัตรากาพายใจของ 
ไมโตคอนเสรียในสภาวะต่างๆ ซ่ึงจรม oxygen electrode คอยติสตาม
o x y g en  ten sio n  ใน  reaction chamber นลวอานนละปันทีกมลสวย 
oxygraph apparatus

เมื่อเรมทำปฏิกิริยา ปริมาณออกซิเจนใน chamber จะคง,ท่ีท่ี'ระดับ 100 %
saturation แตเมื่อไมโตคอนเดริยมีการหายใจปริมาณออกซิเจนใน cham ber จะคอยๆลดลง 
และเราวัดอัตราการลดลงของออกซิเจนใน chamber ได้ด้วย oxygen electrode ซึ่งประกอบ 
ดวย electrode 2 ชนิดรวมกัน คือ A g/A gC l electrode ซึ่งเป็นข้ัว anode ล้อมรอบด้วย
platinum electrode ซึ่งทำหน้าที่เป็นขั้ว cathode ( ดังรูปที่ 13 ) โดยมี half saturated KC1 
solution ฉาบผิวขัว electrode ทังสอง ทำหนาทีเป็น salt bridge และมี YSI m em brane 
(standard type) หุ้มปิดท่ี'ข้ัวของ electrode โดย membrane ชนิดนี้ยอมให้เฉพาะออกซิเจน 
ผานเทานั้น
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CATHODE : platinum electrode

ANODE : Ag/Ag/Cl electrode

amplifier

รูปที 13 นสดงลักช'ณ► ะของ Clark oxygen electrode ทีงมี Ag/AgCl electrode 
เป็น'ขัว anode และม platinum electrode เป็นชัว cathode

ปฏิกิริยาที่เกิดที่ขั้วทั้งสองขณะทำการทดลอง คือ
anode : 4A g+ + Cl —> 4AgCl + 4e
cathode : 4H + 4e + 0 2 —> 2H20

ปกติระหวางทั้งสองขั้วจะมี polarizing voltage 0.8 V เมื่อทำปฏิกิริยาดังสมการข้าง 
ตนจะมีการไหลของกระแสไฟฟ้าระหวาง 2 ข้ัว เกิดขึ้น และกระแสที่เกิดขึ้นนี้จะถูกสงไปยัง 
amplifier ซึ่งทำหน้าที่ขยายกระแสไฟฟ้าเข้าสู recorder บันทึกเป็น tracing ตอไป ปริมาณ 
กระแสจะแปรผันตามปริมาณออกซิเจนใน cham ber ทำให้สามารถวัดอัตราการใช้ออกซิเจนของ 
ไมโตคอนเดรียได้

สำหรับการศึกษาถึงการทำงานของเอนไซม์ m onoam ine oxidase นั้น อาดัยหสักการ 
ในการติดตามการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียเชนเดียวกัน m onoam ine oxidase เป็น
เอนไซม์ที่พบที่บริเวณเยื่อหุ้มขั้นนอก ( outer m em brane ) ของไมโตคอนเดริย ทำหน้าที่ใน
การออกซิไดชสารพวก am ines โดยกระบวนการ oxidative deam ination ดังปฏิกิริยาตอไปนี้
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R-CH2NH2 + 0 2 + H20  —» R-CHO+ NH3 + H20 2

เน ื่องจากปฏิก ิร ิยาที่เก ิดฃ ึ้นน ี้จำเป ็นจะต้องใช้ออกซิเจน ดังนั้นจึงสามารถคืกษาถึง
activity ของเอนไซม์ m onoam ine oxidase ไต้โดยการติดตามปริมาณออกซิเจนที่ลดลง
ไน reaction  cham ber เมือไชสับสเตรทและ incubation m edium  ทีเหมาะสม ใน  
การวิจัยนีจะไช benzylam ine เป็นสับสเตรท และไซ phosphate buffer เป็น incubation  
m edium  นอกจากนีจะเติม respiratory chain inhibitor คือ rotenone ลงไปใน reaction  
cham ber ด้วย เพื่อยับยั้งการออกซิไดช้ endogenous substrates โดยไมโตคอนเดรีย ทำ 
ไหออกซิเจนทีถูกใช้ไปนันเกิดจากการที m onoam ine oxidase ออกซิไดช am ine substrate 
ที่เติมลงไปเพียงอยางเดียว จากหลักการที่กลาวมานี้ ทำให้ทราบถึง m onoam ine
oxidase actvity ได

การแบ่งภาวะการหายใจของไมโตคอนเดรีย ( Mitochondrial respiratory states )

เนื่องจากองค์ประกอบสำคัญของการหายใจของไมโตคอนเดรีย มีหลายประการ เชน
การมี ออกซิเจน; สับสเต'รท; ADP+Pi หรือการมี uncoupler หรือไม เป็นต้น Chance and  
William (56) ไต้จัดแบงการหายใจของไมโตคอนเดรียตามองค์ประกอบสำคัญ ดังนี้

State
1
2

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

Condition
มีเพียง 0 2
มี 0 2 และ ADP
มี 0 2 1 ADP และ substrate
มี uncoupler
มี 0 2 และ substrate
มีเพียง substrate

การหายใจถูกยับยั้งด้วย excess Ca2+
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การคำนวณดัชนีควบคุมการหายใจ 1 อัตราส่วน ADP/0 และอัตราการใช้ออก5 เจนของ 
ไมโตคอนเตรีย

1. การคำนวณดัชนีควบคุมการหายใจ
( Respiration Control Index 1 RCI )

นอกจาก Chance and William จะแบงภาวะ (states) การหายใจของไมโตคอนเดรีย 
เป็นภาวะตางๆดังกลาวมาแล้ว ยังแสดงวิธีการคำนวณคาดัชนีควบคุมการหายใจ (RCI) ซึ่งเป็น 
คาที่แสดงการควบคู(coupling) กันของกระบวนการออกชิเดซั่นและกระบวนการฟอสฟอริลเลชัน 
คา RCI นี้บอกถึงคุณภาพของไมโตคอนเดรียที่เตรียมขึ้นวามีคุณภาพดี คือ เป็น intact
mitochondria หรือไม การคำนวณคา RCI ทำตามวิธีตอไปนี้

RCI = อัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดริยใน state 3 
อัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดริยไน state 4 

= ความชันของ tracing ไน state 3 
ความชันของ tracing ใน state 4

จากตัวอยาง oxygraph tracing ในรูปที 14 การหาความชันของ tracing ใน
state 3 และ state 4 ทำได้โดยกำหนดให้เส้นที่ลากขนานแกน X ของทั้ง 2 states ยาวเทา 
กันดัง,น้ัน

RCI = YjJX  ะ=
YzfX Y2
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2. การคำนวณคา ADP/0

A D P /0 คืออัตราสวนระหวาง นนม. ของ ADP ที่ใช้ในการสร้าง ATP ตอ 
จำนวน นนอ. ของออกซิเจนที่นำมาใช้สร้าง ATP หรืออาจกลาวได้วา เมื่อไมโตคอนเดรืยรัน 
เอาออกซิเจน 1 อะตอม ( 1/2 0 2 ) เช้าไปจะเกิดการสร้าง ATP ได้กี่โมเลกุล คา A D P /0  
สามารถคำนวณได้ตามวิธีที่บรรยายไร้โดย Estabrook (57) ซึ่งพอสรุปได้ดังนี้

A D P /0 = จำนวณ นนม. ของ ADP ที่เติมลงไปทำปฏิกิริยา
จำนวน นนอ. ของออกซิเจนที่ถูกใช้ระหวางการเกิด state 3

จำนวน นนม. ของ ADP ที่เติมลงไปทำปฏิกิริยานั้น คำนวณจากความเข้มข้นและ 
ปริมาตรของ ADP ที่เติมลงไปทำปฏิกิริยา

จำนวน นนอ. ของออกซิเจนที่ถูกใช้ในการทำปฏิกิริยาระหวางการเกิด state 3
คำนวณได้จาก oxygraph tracing ดังตัวอยางในรูปที่ 15 ดังนี้

จำนวน นนอ.ของออกซิเจนที่ใช้ระหวางการเกิด state 3 ะะ Q X ร
P

โดยที่ P ะะ ความสูงของเส้น P ในรูป
Q = ความสูงของเส้น Q ในรูป
ร = จำนวน นนอ.ของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวอยูใน reaction mixture 

กอนที่จะถูกไมโตคอนเดรืยใช้!ปในการทำปฏิกิริยา

คา ร นี้ฃึ้นอยูกับปริมาตรของ reaction mixture ที่ทำปฏิกิริยาใน reaction  
chamber และอุณหภูมิของการทดลอง คือ ส้ามีปริมาตร reaction mixture มาก
ออกซิเจนก็จะละลายอิ่มตัวอยูได้มาก และถ้าอุณหภูมิตํ่า ออกซิเจนก็จะละลายอิ่มตัวอยูได้มาก 
กวาเมื่ออุณหภูมิสูง
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การคำนวณคา ร จะหาได้จาก การคำนวณคาปริมาณของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวใน 
incubation mixture 1 มล. (A) คูณดวยปริมาตรทังหมดของ reaction mixture ทีทำ 
ปฏิกิริยา จะได้จำนวนของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวใน reaction mixture ทั้งหมด การ 
คำนวณคาปริมาณของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวใน incubation mixture 1 มล. (A) ทำได้ดังนี้

A = s X p x  N X 1C)9 นนอ. ออกซิเจน/มล.
V Too

จำนวน นนอ. ออกซิเจนที่ละลายในนี้า 1 มล.
คาส้มป'ระสิทธิ๋การดูด1ซึมออกซิเจน (absorption coefficient) ที่อุณหภูมิที ่
ทำการทดลอง (ปริมาตรของออกซิเจนเมื่อถูกเปลี่ยนไปอยูที่ 0° c  และ
760 มม. แล้วถูกดูดซึมในนี้า 1 หนวยปริมาตร เมื่อความดันของก๊าช
เทากับ 760 มม. ) โดยมีคาเทากับ 0.02373 ที่อุณหภูมิ 37 ๐C 

สัดสวนของออกซิเจนในบรรยากาศ = 21%
จำนวนอะตอม 1 โมเลกุลของออกซิเจน ะะ 2  

ปริมาตรของก๊าชที่ 0°G  ความดันบรรยากาศเทียบกับ 1 กรัมโมล มี 
คาเทากับ 22,400 มล.

เม ื่อแทนคาเหลานี้ลงในสมการดังกลาว คำนวณคาปริมาตรของออกซิเจนที่ละลายอิ่ม 
ตัวในนำ 1 มล. (A) ที่อุณหภูมิ 37 ° c  มีคาเทากับ 444.9 นนอ. ออกซิเจน/มล.

3 การคำนวณอัตราการใช้ออกซิเจนในระยะตางๆ

จากตัวอยาง oxygraph tracing ในรูปที่ 16 สามารถคำนวณอัตราการใช้ออกซิเจน 
ของไมโตคอนเดรีย ได้ดังนี้

อัตราการหายใจใน state 3 = EL X ร นนอ. ออกซิเจน/นาที
P

เมื่อ A =
ร  ะะ

P = 
N = 
V =
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โดยที่ R ะะ ความสูงของเส้น R ในรูป
P ะะ ความสูงของเส้น P ในรูป
ร = จำนวน นนอ. ของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวอยูใน reaction  m ixture

กอนที่จะถูกไมโตคอนเดรียใช!ปในปฏิริยา

ถ้าทราบปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรียแล้วนำมาหารอัตราการใช้ออกซิเจนที่คำนวณ  
ได้ตามวิธีช้างบนจะทำให้ทราบอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย มีหนวยเป็น นนอ.
ออกซิเจน /นาที /มก. โปรตีน

นอกจากนี้ยังสามารถคำนวณอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆออก 
มาในหนวยของจำนวน นนอ. ออกซิเจน/ มล./ นาที ได ้ ดังตัวอยางจาก oxygraph tracing 
ในรูปที่ เชนกัน

อัตราการหายใจใน state 3 = fL A  นนอ- ออกซิเจน/ มล./ นาที
P

โดยที่ R ะะ ความสูงของเส้น R ในรูป 
P = ความสูงของเส้น P ในรูป

A = จำนวน นนอ. ของออกซิเจน'ที่ละลายอิ่มตัวอยู่ใ1นน้ีา 1 มล.
กอนที่จะถูกไมโตคอนเดรียใช้ไปในปฎิริยา

ในที่นี้ควบคุมอุณหภูมิให้คงที่ที่ 37’ C ซึ่งคา A เทากับ 444.9 นนอ. ออกซิเจน/ มล.

การคำนวณอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะอิ่นๆของ oxygraph
tracing ก็สามารถคำนวณได้ในลักษณะเดียวกัน
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<ว2 = ร

02 = ร

ร!!yj 14 ตัวอย่าง oxygraph tracing
เพ่ีอนสดงวิธีการหาค่า RCI

รุ!เท 15 ตัวอย่าง oxygraph tracing
เพ่ีอแสดงวิธีการVทค่าอัตราส่วน

A D P / 0

รุ!เท 16 ตวอย่าง oxygraph tracing
เพ ี่อแสดงวิธ ีการหาอัตราการไซ้ 
ออกซ้เจนปีองไมโตคอนเดรียใน 
ระยะต่าง ๆ
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การวัด ATPase activity ของไมโตคอนเดรีย

เนื่องจากปฏิริยาไฮโดรไลส์ ATP จะเกิดผลิตผลคือ ADP 1 Pi และ H+ ดัง 
ปฏิกิริยาตอไปนี้

ATP synthase ( F1-F0 -ATPase )
ATP + H20  <.................................-> ADP + Pi + H+

ดังนั้นในการคืกษา ATPase activity ของไมโตคอนเดรีย สามารถทำได้ 2 วิธี คือ
1. โดยวัดจำนวน H+ ที่เพิ่มขึ้นใน m edium  โดยใช ้ pH m eter (58)
2. โดยการวัดปริมาณของ Pi ที่เกิดจากการสลายตัวของ ATP (59)

ในการวิจัยนี้จะเลือกใช้วิธีวัดปริมาณ Pi ที่เกิดจากการสลายตัวของ ATP ในการวัด 
ATPase activity ของไมโตคอนเดรีย โดยมีขั้นตอนและหลักการที่สำคัญดังนี้คือ

1. incubate ไมโตคอนเดริย ให้ทำปฏิกิริยากับสารตางๆที่ต้องการศึกษาใน reaction  
mixture ที่เหมาะสม เมื่อครบเวลาที่กำหนดไว้ทำการหยุดปฏิกิริยาทันทีโดยการดูด reaction  
mixture ใสลงใน centrifuge tube ทีมี 20% นน. /  ปริมาตรของ trichloroacetic acid  
จำนวน 1 มล. อยู่ก่อนแล้วเขย่าให้เข้ากัน และนำไปแชในนี้าแข็งทันที

2. วิเคราะห์หาปริมาณ Pi ที่เกิดขึ้นโดยใช้วิธีของ Fiske and Subbarow (60)
ซ ึ่งเป ็นว ิธ ีว ัดความเข ้มข ้นของส ีท ี่เก ิดข ึ้นของสารประกอบเซ ิงช ้อนจากปฏ ิก ิร ิยาร ีด ักซ ั่นของ  
phosphom olybdate com plex กับ Fiske Subbarow reducing agent (ประกอบดวย 
15% sodium  bisulfite 97.5 มล. และ l-am ino-2-naphthoT4-sulfonic acid 0.25 
กรัม ) เมื่อปฏิกิริยาดำเนินไปครบตามเวลาที่กำหนดแล้ว นำสารละลายซึ่งเกิดเป็นสืนี้าเงินไปวัด 
คาการดูดกลืนแสง (absorbance) ที่ความยาวคลื่น 650 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง
spectrophotom eter (Ultrospec II) โดยใช้นี้ากลั่นที่มีปริมาตรเทา sam ple เป็น blank 
แล้วนำคาการดูดกลืนแสงที่ได้ไปเทียบหาปริมาณ Pi จากกราฟมาตรฐานของ Pi ซ่ึงมีซวงความ 
เขมช้นตางๆ ครอบคลุมคาของ sam ple
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วิธีการหา ATPase activity ของไมโตคอนเดรีย มีขั้นตอนดังนี้

1. เติม incubation m edium  ปริมาตร 2.63 มล. ลงในภาชนะทรงสูงเล็ก ๆ ท่ี 
ส่วนล่างแช่อยู่ใน water bath ซึ่งปรับอุณหภูมิของการทดลองให้คงที่ ท่ี 37' C สวนลาง 
ของภาชนะทรงสูงจะมี m agnetic stirrer คอยหมุนกวนสวนประกอบของปฏิกิริยาให้เข้ากัน 
อยู่ตลอดเวลา

2. เติม mitochondrial suspension 200 มคล.
3. เติมตัวยาที่ต้องการทดสอบลงไป ทิ้งไว้ 1 นาที ( ถ้าเป็นการทดลองที่ใข้เป็น control 

อาจจะเติม solvent ที่ใข้ละลายตัวยาในปริมาตรที่เทากัน หรืออาจจะข้ามไปทำข้อ 4 เลย )
4. เติม 0.1 M ATP 150 มคล. ปลอยให้ทำปฏิกิริยานาน 10 นาที
5. ดูด reaction mixture มาเป็น sam ple ปริมาตร 1 มล. แลวใสลงใน 

centrifuge tube ที่มี 20% นน./ ปริมาตรของ trichloroacetic acid 1 มล. อยู่กอน 
แล้วเขยาให้เข้ากันแล้วนำหลอดไปแช่ในนํ้ไแข็งทันที

6. นำไป centrifuge ท่ี 4,000 rpm นาน 10 นาที เพื่อตกตะกอนโปรตีน
7. ดูดสวน supernatant มา 1 มล. ( ถ้าเป็น blank ใช ้น้ีากล่ัน 1 มล. แทน 

ถ้าจะทำ standard curve ของ Pi ใช ้ 1 มล. ของ KH2P 0 4 ท่ีความเข้มข้น 0.1 1 0.25 1 
0.50 1 1.0 ,1.5, 2.0 และ 3.0 mM แทน ) แล้วใสลงในหลอดทดลองท่ีมี 0.2 M H7SO, 5 มล.
’ 11 *  1" บ
อยูกอนแลว เขยาไหเขากัน

8. เติม 2.5% นน./ ปริมาตร am m onium  m olybdate 0.8 มล.
9. เติม Fisk Subbarow reducing agent 0.4 มล. เขยาใหเขากันดี แลวตังไว 

ให้เกิดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิห้องประมาณ 10 นาที
10. นำไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่วัดได้จาก sam ple คำนวณหาปริมาณ Pi จาก 

standard curve ของ Pi แล้วคูณด้วย dilution factor (ในที่นี้ คือ 3 * 2 = 6 ) จะได ้
เป็นคาปริมาณ Pi ที่เกิดขึ้นตามต้องการ

(หมายเหตุ : ในการเตรียม Fisk Subbarow reducing agent จะมีบางสวนของ
l-am ino-2-naphthol-4-sulfonic acid ละลายไมหมดให้กรองออก โดยใช้กระดาษกรองและ 
เกบสารละลาย Fisk Subbarow reducing agent ในขวดสีซา เก็บไวใช้ได้ไมเกิน 1 
เดือน )
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การหาปริมาณโปรตีนของไมโตคอน!,ตรีย

ความเขม'ขน'หรือปริมาณ'โม่โตคอนเด'รียทีมีอยู่โน mitochondrial suspension ที 
เตรียมไดจากตับของหนูขาวสำหรับใช้ในการทดลองแตละครั้งจะมีปริมาณไมเทากัน ซึ่งจะมีผล
ตอการเปรียบเทียบอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ ดังนั้น จึงจำเป็นต้อง 
หาความเข้มข้นของไมโตคอนเดรียที่ใช้ในการทดลองแตละครั้ง โดยการวัดปริมาณโปรตีนของ
mitochondrial suspension  เพื่อนำมาเป็นมาตรฐานในการเปรียบเทียบผลที่ไต้

การหาปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรียในการวิจัยนี้ ใช้วิธีของ Lowry และคณะ 
(61) ซึ่งดัดแปลงเพื่มเติมโดย Miller (62) เป็นการหาปริมาณโปรตีนโดยการเกิดสี เมื่อโปรตีน 
ทีาปฏิกิริยากับ copper sul fate ในสารละลายดางจะเกิดเป็น co-ordinate com plex  
ของ copper กับอะตอมของไนโตรเจนใน peptide chain เกิดเป็นสีนั้าเงิน นำสารละลาย 
สีนํ้าเงินที่ได!ปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง
spectrophotom eter (Ultraspec II ) โดยใช้นี้ากลั่นที่มีปริมาตรเทากับ sam ple เป็น blank 
นำคาการดูดกลืนแสงที่ได!ปเทียบหาปริมาณโปรตีนจาก standard curve ซึ่งใช้ bovine
serum ฟbum in ในซวงความเข้มช้น่ที่ครอบคลุมคาของ sam ple เป็นตัวมาตรฐาน

วิธีการหาโปรตีนของไมโตคอนเดรีย มีฃั้นตอนปฏิบัติดังนี้

1. เจือจาง mitochondrial suspension  10 มคล. ดวยนำกลัน 3 มล. ( 1: 300 ) 
จะไต้สารละลาย A

2. ดูดสารละลาย A ปริมาตร 1 มล. ใสในหลอดทดลอง เติม alkaline copper 
reagent 1 มล. ( กรณีเป็น blank จะใช้นี้า 1 มล. สวนกรณี'ท่ีทำ standard curve จะ 
ใซ 1 มล. ของ bovine serum  ฟbum in ทีมีความเฃมขน 0.05, 0.10, 0.15, 0.20, 0.25,
0.30 มก./ มล. แทนสารละลาย A ) เขยาให้เช้ากัน ปลอยให้ทีาปฏิกิริยา 10 นาที

3. เติม Folin-Phenol reagent ( dilution 1:10 ) 3 มล. เขยาใหเขากัน
4. นำไปแชใน water bath ที่มีอุณหภูมิ 50* C เป็นเวลานาน 10 นาที
5. ตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง
6. นำไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร
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7. นำคาการดูดกลืนแสงที่วัดได้เทียบหาปริมาณโปรตีนจาก standard curve แล้ว 
คูณดวย dilution factor (ในที่นื้ คือ 3 * 100 ) จะได้คาความเข้มข้นและปริมาณโปรตีน 
ของไมโตคอนเดรีย หนวยเป็น มก. /  มล.

การเตรียมสารละลาย,ที่ใข้
- Alkaline copper reagent เป็นสารละลายที'ประกอบด้วย 1 สวนของ 0.5 % 

C u S 04 ที่ละลายใน 1% ( นน./ ปริมาตร ) ของ potassium  tartrate และ 10 สวนของ 
10% Na2C 0 3 ที่ละลายอยูใน 0.5 M NaOH

- Folin-Phenol reagent (1:10) เตรียมไดจากการเจือจาง concentrated Folin- 
Ciocalteu’s Phenol reagent ด้วยนํ้ากลั่นในอัตราสวน 1:10 (ปริมาตร / ปริมาตร) และ 
เตรียมใช้ทันที

การเตรียมสารละลายสำหรับใช้ในการทดลองนละแหลงที่มาของสารเคมี

ในการเตรียมสารเคมี และตัวยาตางๆ จะใข้ตัวทีาละลายเป็นนํ้ากลั่น 3 ครั้ง สวนสาร 
เคมีทีละลายไดนอยหรือไมละลายในนำ จะใซ absolute ethanol หรือ dim ethylsulfoxide 
(DMSO) เป็นตัวทำละลายแทน และในกรณีที่ต้องปรับ pH ของสารละลายให!ด้ตามต้องการจะ 
ใช้สารละลายของ KOH และ HC1 ที่ความเข้มข้นตางๆเป็นหลัก

การเตรียมสารละลายที่ใข้ในการทดลอง

ความเข้มข้นและขนาดที่ใข้บอยๆของสารเคมีที่ละลายได้ในนํ้ากลั่น ได้แก
1 M glutam ate +1 M m alate (pH 7.2) ขนาด 10 มคล., 1 M succinate (pH 7.2) 

ขนาด 10 มคล., 0.8 M ascorbate 4- 0.2 M TMPD (pH 7.2) ขนาด 5 มคล., 0.2 M NADH  
ใน 1% N aH C 03 ขนาด 10 ม ค ล, 0.3 M ADP + 0.6 M Pi ขนาด 2 ม คล, 0.05 M DNP 
ขนาด 10 ม ค ล, 0.1 M ATP (pH 7.2) ขนาด 150 ม ค ล, 0.1 M benzylam ine ขนาด 
2 ม คล, 0.1 M pargyline ขนาด 1 ม คล, 10 มก./มล. atractyloside ขนาด 10 ม คล, 
1 M DTT ขนาด 2 ม ค ล, bovine serum album in 250 มก./มล. ขนาด 20-120 ม คล,
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0.001 และ 0.25 M sucrose 1 1 mM EGTA (pH 7.2) 1 1 M HEPES buffer, 1 M MgCl2 
1 2.3 M KC1 1 0.025 M potassium phosphate ( KH2P04 )1 0.2 M H2S04

ความเข้มข้นและขนาดท่ีใช้บอยๆ  ของสารเคมีท่ีละลายได้ใน absolute ethanol
ได้แก 5 มก./มล. oligomycin ขนาด 2 มคล.

ความเข้มข้นและขนาดท่ีใช้บ่อยๆ ของสารเคมีท่ีละลายได้ใน DMSO ได้แก่ 72.5
มก./มล. silymarin ขนาด 1-15 มคล.

แหลงท่ีมาของสารเคมีท่ีใช้ในการวิจัย

สารเคมีจากบริษัท Sigm a chem ical : ADP 1 ATP 1 l-am ino-2-napthol-4- 
sulfonic acid 1 ammonium m olybdate 1 ascorbic acid 1 benzylam ine 1 bovine  
sem m  ฟbum in (BSA) 1 copper sulfate (C uS04) 1 DMSO 1 DNP 1 DTT 1 EGTA 1 
Folin & ciocalteu's phenol reagent 1 L-glutamic acid 1 atractyloside 1 malic
acid 1 oligom ycin 1 potassium  phosphate 1 potassium  tartrate 1 rotenone 1 sodium  
bisulfite 1 sodium  carbonate 1 sodium  hydroxide 1 sodium  sulfite 1 succin ic  acid 1 
sucrose, m agnesium  chloride, potassium  chloride, HEPES buffer 1 TMPD

สารเคมีจากบริษัท E. Merck . Darmstadt : sodium  carbonate 1 sulfurie acid 1 
hydrochloric acid 1 potassium  hydroxide 1 absolute ethanol

สารเคมีจากบริษัท Aldrich chem ical : Silymarin group.
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การแสตงผลการทดลองและการวิเคราะห์ขอมูลทางสถิติ

1. Oxygraph tracings

เป็น oxygraph tracings ที่ได้จากการทดลอง แสดงอัตราการใช้ออกซิเจน 
ในระยะตางๆด้วยตัวเลขที่อยูในวงเล็บ ซึ่งกำกับแตละระยะของ oxygraph tracings มีหนวย 
เป็น นนอ. ออกซิเจน /มล. /นาที

2. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

การวิจัยนี้ใช้สถิติชนิด tw o-tailed unpaired student's t-test ในการทดสอบความ 
แตกตางระหวางกลุมตัวอยางที่ใช้เป็นกลมควบคุมและกลมตัวอยางที่ใช้เป็นกลมทดลอง โดยใน  
แตละหัวข้อการทดลองใช้จำนวนตัวอยาง 4 ตัวอยาง (ท=4)
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