
บทที 3

ผลการวิจัย

1. ผลของชิลไลมาริน ( silymarin ) ตอการหายใจของไมโตคอนเดรียท่ีแยกจากตับของหนูขาว

1.1 ผลของ silymarin ในขนาดตางๆ  ท่ีมีตออัตราการใช้ออกซิเจนใน state ตางๆ  ของ 
ไมโตคอนเดรีย

รูปที่ 17 tracing A แสดงถึงอัตราการใช้ออกซิเจนตามปกติของไมโตคอนเดรียที่ใช้ใน 
การทดลอง ( control ) โดยตัวเลขในวงเล็บบงชี้อัตราการใช้ออกซิเจนใน state ตางๆ ของ 
ไมโตคอนเดรีย มีหนวยเป็น นนอ.ออกซิเจน/มล./นาที ขณะเริ่มทำการทดลองจะมีไมโตคอนเดรีย 
incubate อยู่ใน incubation m edium  ทีมี substrate มากเกินพอซึงในทีนีใช glutam ate + 
m alate เป็น substrate การหายใจระยะเริ่มแรกของไมโตคอนเดรียที่เกิดชี้นมีอัตราการใช  ้
ออกซิเจนตํ่า เรียก state 4  respiration จากนั้นเมื่อเติม ADP + Pi ลงไป ไมโตคอนเดรีย
จะเกิดการสร้าง ATP ขึ้น ทำให้การใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียมีอัตราเพิ่มขึ้น เรียกการ 
หายใจภาวะนั้วา state 3 respiration เมื่อปริมาณ ADP + Pi ที่เติมลงไปถูกนำไปใช้สร้าง 
ATP จนหมด ภาวะการหายใจของ ไมโตคอนเดรีย จะกลับสู state 4  respiration อีกครั้งหนึ่ง 
เราสามารถหาคาดัชนีควบคุมการหายใจ ( RCI ) ได ้ โดยนำอัตราการหายใจของ state 3 หาร 
ด้วย อัตราการหายใจของ state 4  และเมื่อเติม DNP ชื่งมีคุณสมบัติเป็น uncoupler ลงไป 
ไมโตคอนเดรียจะเกิดการใช้ออกซิเจน แตไมเกิดการสร้าง ATP การใช้ออกซิเจนของ
ไมโต่ออนเดรียที่เกิดจากการกระตุ้นโดย DNP นี้จะมีอัตราเร็วสูงกวา state 3 respiration
เราเรียกการหายใจของ ไมโตคอนเดรีย ขณะเกิดภาวะ uncoupling น้ีวา state 3น 

respiration และไมโตคอนเดรียจะใช้ออกซิเจนใน reaction cham ber จนหมด ( <ว2 =  0 )
รูปท่ี 17 tracings B 1 C และ D แสดงผลของ silymarin ตอการหายใจของ

ไมโตคอนเดรีย จะเห็นวา silymarin ในขนาด 150 และ 300 pM ไมมีผลตอ state 4
respiration แตเม่ือเพ่ิมขนาดเป็น 375 pM จึงเห็นผลในการยับย้ัง state 4 respiration



คือในขณะที่ยังไมเติม silymarin อัตราการใช้ออกซิเจนใน state 4 เทากับ 33.37 นนอ. 
ออกซิเจน / มล./ นาที หลังจากเติม silymarin 375 pM อัตราการใช้ออกซิเจนลดลงเป็น
30.59 นนอ.ออกซิเจน / มล./ นาที

เมื่อพิจารณาถึงผลของ silymarin ตอการหายใจ state 3 และ state 3น พบวา 
silymarin ลดอัตราการหายใจของ ไมโตคอนเดรีย ทั้ง 2 states

รูปที 18 แสดง dose-response curve ของ silymarin ในขนาดตางๆ ทีมีตอ 
อัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช้ glutam ate + malate เป็น substrate 
จะเห็นวา ความแรงของการยับยั้งการหายใจ state 3 และ state 3น จะแปรผันตามปริมาณของ 
silymarin ที่เติมลงไป สวนการหายใจ state 4 นั้น silymarin มีผลเปลี่ยนแปลงอัตรา
การใช้ออกซิเจนเพียงเล็กน้อย

รูปท่ี 19 tracing A เชนเดียวกับรูปที่ 17 A ซึ่งแสดงถึงอัตราการใช้ออกซิเจน
ตามปกติของไมโตคอนเดรีย แตเปลี่ยน substrate ที่ใช้เป็น succinate tracing B 1 
C และ D แสดงผลของ silymarin ตอการหายใจของไมโตคอนเดรีย จะเห็นวา silymarin 
ความเข้มข้น 150 1 300 และ 375 pM มีผลกระตุ้น sta te  4 respiration และเมื่อ 
พิจารณาถึงผลของ silymarin ตอการหายใจ state 3 และ state 3u พบวา silymarin ลดอัตรา 
การหายใจของไมโตคอนเดริย ทั้ง 2 states เซนเดียวกับที่พบเมื่อใช้ glutam ate + malate 
เป็น substrate และจากรูปที 20 ซึงแสดง dose-response curve ของ silymarin 
ในขนาดตางๆ ที่มีตออัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียเมื่อใช้ succinate เป็น
substrate จะเห็นวาความแรงในการกระตุ้นการหายใจ state 4 และความแรงในการยับยั้ง 
state 3 1 3น แปรผันตามปริมาณของ silymarin ที่เติมลงไป และผลในการยับยั้งการหายใจ 
นีจะนอยกวาเมือใซ glutam ate + m alate เป็น substrate

1.2 ผลของ silymarin ในขนาดตางๆ ที่มีตอคาดัชนีควบคุมการหายใจ ( RCI ) และ 
อัตราสวน A D P/0 ของไมโตคอนเดรีย ( ตารางที่ 5 )

1.2.1 เมือใซ glutamate -I- malate เป็น substrate
ใน'ท่ีน้ี1ตัว'ทำละลาย silymarin ที่ใช้ คือ DMSO ซึ่งไมมีผลตอ

คุณภาพของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช้ glutam ate + m alate เป็น substrate คา RCI และ 
อัตราสวน A D P/0 ที่ได้มีคาเฉลี่ย 5.49 และ 2.90 ตามลำดับ เมื่อเติม silymarin
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ความเข้มข้น 75 1 150 1 225 และ 300 JJ.M ลงไป คา RCI ลดลงเป็น 3.75 1 2.88 1 1.95 
และ 1.26 ตามลำดับ และเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม พบวามีนัยสำคัญท้ัง 4 ความเข้มข้น 
สวนคา ADP/0 ลดลงอยางมีนัยสำคัญ เม่ือใช้ silymarin ในความเข้มข้น 150 แM ข้ึนไป

1.2.2 เม่ือใช้ succinate เป็น substrate
เซนเดียวกับข้อ 1.2.1 DMSO ไมมีผลตอคุณภาพของไมโตคอนเดรีย 

เม่ือใช้ succinate เป็น substrate คา RCI และ ADP/0 ท่ีได้มีคาเฉล่ีย 3.96 และ 1.83 
ตามลำดับ เม่ือเติม silymarin ในความเข้มข้น 75 1 150 1 225 และ 300 pM มีผลลดคา RGI 
และ อัตราสวน ADP/0 ของ ไมโตคอนเดรีย อยางมีนัยสำคัญทางสถิติ

I
1.3 ผลของ silymarin ตอ state 3u respiration

1.3.1 เมือทดลองกับ intact mitochondria
ไมโตคอนเดรีย ที่ใช้ในการทดลองนี้เป็น intact m itochondria คือ 

ไมโตคอนเดรีย ที่เตรียมขึ้นมาตามวิธีปกติและมีคุณภาพดี ผนังของไมโตคอนเดรียมีคุณสมบัต ิ
เยือเลือกผาน ( sem iperm eable m em brane ) substrate ทีใชมีอยู 3 ชนิด แตละชนิดให 
reducing equivalent เข้าท่ี com plex ของ ลูกโซการหายใจ ที่ตำแหนงตางๆกัน substrate 
ดังกลาวไดแก glutam ate + m alate ให reducing equivalent ( NADH ) เขาที com plex I, 
succinate ให reducing equivalent ( FADH2') เขาที com plex II และ ascorbate + 
TMPD ให ้ reducing equivalent เข้าท่ี com plex IV ของ ลูกโซการหายใจ เริ่มด้นเติม DNP 
ลงไปใน cham ber ทีมี ไมโตคอนเดรีย incubate อยู่ใน incubation m edium  โดย DNP 
ทำหน้าที่เป็น uncoupler กระตุ้นการหายใจ state 3น ( เกิดภาวะ uncoupling ) จน 
ไมโตคอนเดรีย ใช endogeneous substrate หมด จึงเติม silymarin 300 pM หรือ 
1125 pM ลงไป incubate นาน 1 นาที แล้วใส substrate ให้เก ิด state 3น ตอไปจน 
ปริมาณออกซิเจนใน chamber ลดลงเป็นศูนย์ เปรียบเทียบผลที่ได้กับกลุมควบคุม ซึ่งใช้
DMSO ปริมาตร 10 มคล. แทน silymarin
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1.3.1.1 กรณีใช glutam ate 4- m alate เป็น substrate
จากตารางที่ 6 จะเห็นวา silymarin ลดอัตราการใช้ออกซิเจนใน state รน ของ 

intact mitochondria เมือใช glutam ate + malate เป็น substrate อยางมีนัยสำคัญ
( P <  0.05 ) โดย silymarin ความเข้มข้น 300 pM ลดอัตราการใช้ออกซิเจนเฉลี่ยจากเดิม 
177.29 ±  19.08 เป็น 46.65 ±  1.01 นนอ.ออกซิเจน / มล./ นาที /  มก.โปรตีน และ 
silymarin ความเข้มข้น 1125 pM ลดอัตราการใช้ออกซิเจนจากเดิม 177.29 ±  19.08 เป็น 
8.86 ±  1.40 นนอ.ออกซิเจน / มล./ นาที /  มก.โปรตีน

1.3.1.2 กรณีใช succinate เป็น substrate
เชนเดียวกับข้อ 1.3.1.1 silymarin สามารถลดอัตราการใช้ออกซิเจน state รน 

ใด้อยางมืนัยสำคัญ ( P <  0.05 ) โดยลดอัตราการใช้ออกซิเจนเฉลี่ยจากเดิม 161.52 ±  9.12 
ลงเป็น 112.12 ±  12 และเป็น 45.78 ±  10.7 นนอ.ออกซิเจน / มล./ นาที / มก.โปรตีน เมื่อ 
เติม silymarin ความเข้มข้น 300 และ 1125 pM ตามสำดับ

1.3.1.3 กรณีใซ ascorbate + TMPD เป็น substrate
ข ้อยลู'ในตาราง'ท่ี 6 แสดงให้เห็นวา silymarin ไมเปลี่ยนแปลงอัตราการใช้

ออกซิเจน ใน state 3น อยางมืนัยสำคัญ ( P >  0.05 ) โดยอัตราการใช้ออกซิเจนเพิ่มขึ้นเล็ก 
น้อยจาก 226.33 ±  0.09 เป็น 232.56 ±  10.14 นนอ.ออกซิเจน / มล./ นาที /  มก.โปรตีน
เมื่อเติม silymarin ความเข้มข้น 300 pM และลดลงเป็น 175.21 ±  20.35 นนอ.ออกซิเจน / 
มล./ นาที /  มก.โปรตีน เมื่อเติม silymarin ความเข้มข้น 1125 pM

1.3.2 เมือทดลองกับ osm otic-shocked m itochondria
O sm otic-shocked m itochondria คือ ไมโตคอนเดรีย ทีถูกทีาใหสูญเสียคุณ  

สมบัติของเยื่อเสือกผานและอยูในสภาวะ uncoupling โดยการนำไมโตคอนเดรีย มา
resuspend ใน 0.01 M sucrose ซึ่งเป็น hypotonic กับ ไมโตคอนเดรีย substrate ที่ใข้มื
3 ชนิด เชนเดียวกับข้อ 1.3.1 แตเปลี่ยน glutam ate + m alate เป็น NADH ซึ่งเป็น
reducing equivalent ของ glutam ate + m alate เอง เนืองจากผนังของ osm otic-
shocked m itochondria นี้ยอมให้ NADH ผานเข้าได้เลย ขั้นตอนการทดลองเริ่มโดยนำ 
ไมโตคอนเดรีย มา preincubate กับ silymarin ขนาด 300 pM หรือ 1125 pM นาน 1 นาที



แล้วจึงเติม substrate ลงไปเพื่อให้เกิด state 3u จน ไมโตคอนเดรีย ใช้ออกซิเจนใน
chamber หมด เปรียบเทียบผลเซนเดียวกับข้อ 1.3.1

1.3.2.1 กรณีใช้ NADH เป็น substrate
จากข้อมูลในตารางที่ 7 จะเห็นวา silymarin ในขนาด 300 pM ไมสามารถ 

ยับยัง state 3น ของ osm otic-shocked mitochondria ไดอยางมีนัยสำคัญ ( P >  0.05 ) 
โดยอัตราการใช้ออกซิเจนลดลงจาก 35.55 ±  9.72 เป็น 27.19 ±  7.69 นนอ.ออกซิเจน /  มล. 
/ นาที /  มก.โปรตีน แตสามารถยับยัง state 3น ของ osm otic-shocked mitochondria น!ด 
เมื่อเติม silymarin ความเข้มข้น 1125 pM โดยอัตราการใช้ออกซิเจนลดลงเป็น 15.42 ±  4.44 

นนอ.ออกซิเจน / มล./ นาที /  มก.โปรตีน และมีนัยสำคัญทางสถิติ ( P <  0.05 )

1.3.2.2 กรณีใช su ccin ate  เป็น substrate
ผลการวิจัยในตารางที่ 7 แสดงให้เห็นวา silymarin ความเข้มข้น 300 pM  

ไมสามารถยับยั้งการใช้ออกซิเจนใน state รน โดยที่อัตราการใช้ออกซิเจนไมเปลี่ยนแปลงอยางม  ี
นัยสำคัญทางสถิติ ( P  >  0.05 ) โดยอัตราการใช้ออกซิเจนลดลงจาก 50.52 ±  7.10 เป็น 
48.62 ±  9.09 แตเมื่อใช้ silymarin ความเข้มข้น 1125 pM สามารถยับยั้งการใช้ออกซิเจนใน 
state รน โดยอัตราการใช้ออกซิเจนลดลงจาก 50.52 ±  7.10 เป็น 25.89 ±  6.86 นนอ. 
ออกซิเจน / มล./ นาที /  มก.โปรตีน และมีนัยสำคัญทางสถิติ ( P  <  0.05 )

1.3.2.3 กรณีใซ ascorbate + TMPD เป็น substrate
ข้อมูลในตารางที่ 7 แสดงให้เห็นวา silymarin ไมเปลี่ยนแปลงการใช้ออกซิเจน 

ใน state รน โดยที่อัตราการใช้ออกซิเจนเปลี่ยนแปลงจาก 163.65+16.82 เป็น 175.83±  25.97 
นนอ.ออกซิเจน / มล./ นาที /  มก.โปรตีน และเป็น 171.42 ±  47.09 นนอ.ออกซิเจน /
มล./ นาที /  มก.โปรตีน เมื่อใช้ silymarin ความเข้มข้น 300 และ 1125 pM ตามสำดับ โดย 
ไมมีนัยสำคัญทางสถิติ ( P  <  0.05 )

เมื่อเปรียบเทียบผลของตารางที่ 6 และตารางที่ 7 จะพบวา silymarin ยับยั้ง 
อัตราการใซออกซิเจนใน state 3u ทังใน intact m itochondria และใน osm otic-shocked  
mitochondria เมื่อใช้ substrate ที่'ให้อิเลคต'รอนเช้าสู com plex I และ II ของ ลูกโซการ 
หายใจ แตไมยับยั้งอัตราการใช้ออกซิเจนใน state รน เมื่อใช้ ascorbate + TMPD เป็น
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substrate ซึ่งให้ณิลคตรอนเข้าสู com plex IV ในไมโตคอนเดรีย ทั้ง 2 ชนิด นอกจากนี้จะ 
เห็นผลการยับยังอัตราการใชออกซิเจนใน state 3u ของ osm otic-shocked mitochondria 
อยางมีน้ยสำคัญเมื่อใช้ silymarin ความเข้มข้น 1125 pM เทานั้น กรณี'ที่ใช้ glutam ate + 
malate และ succinate เป็น substrate

1.4 ผลของ silymarin ตอการหายใจของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช้ NAD+ -linked
substrates ชนิดอึนที'ไม'ใช glutam ate + malate

1.4.1 เมือไซ (3-hydroxybutyrate เป็น substrate
ในรูปที่ 21 tracing A แสดงอัตราการหายใจของไมโตคอนเดรียในกลุมควบคุม 

สวน tracing B เป็นกลุ่ม,ทดลอง'ซ่ึง'จะเติม silymarin ความเข้มข้น 300 pM ลงไป incubate  
นาน 2 นาที กอนเติม ADP + Pi ผลคือ silymarin ยับยั้งอัตราการใช้ออกซิเจนใน state 4 
จาก 33.37 เป็น 25.03 นนอ.ออกซิเจน / มล./ นาที เมื่อพิจารณาผลของ silymarin ตออัตรา 
การใช้ออกซิเจนใน state 3 1 3u พบวา silymarin ยับยั้งการหายใจทั้ง 2 states

1.4.2 เมือใช cX - ketoglutarate เป็น substrate
จากรูปที่ 22 tracing B ซึ่งแสดงผลของ silymarin ความเข้มข้น 300 pM ตอ 

อัตราการหายใจของไมโตคอนเดรีย เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม ( tracing A ) จะเห็นวาหลัง 
จากเติม silymarin ลงไป incubate กับไมโตคอนเดรียนาน 2 นาที พบวาอัตราการใช้ออกซิเจน 
ใน state 4 ลดลงจาก 47.27 เป็น 33.37 นนอ.ออกซิเจน / มล./ นาที และ silymarin 
ออกฤทธึ๋ยับยั้ง state 3 และ 3น อยางชัดเจน

จากผลการทดลองดังกลาว แสดงให้เห็นวา silymarin สามารถยับยั้งการ
หายใจใน sta te  3 และ 3น ของ ไมโตคอนเดรีย และลดคา RCI เมื่อใช้ NAD+ -linked 
substrates ทัง 3 ชนิด คือ glutam ate + malate 1 (3-hydroxybutyrate และ
(X - ketoglutarate
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ใ .5 ปัจจัยอื่น'ที่มีผลตอการออกฤทธ'ของ silymarin ตอการหายใจของไมโตคอนเดรีย

1.5.1 ผลของการเปลี่ยนแปลง pH ของ incubation m edium  ตอการออก 
ฤทธิ้ของ silymarin ตอการหายใจใน state 3 และ รน ของ ไมโตคอนเดรีย

จากตารางที่ 8 จะเห็นวา silymarin ความเข้มข้น 300 (iM มีผลยับยั้งการ 
หายใจทั้ง state 3 และ รน อยางมีนัยสำคัญ ทุกคา pH และเมื่อเปรียบเทียบคา % inhibition  
พบวา silymarin มีฤทธิ้ยับยั้งยับยั้งการหายใจทั้ง state 3 และ รน ท่ี pH 7.2 ได้มากกวาที่ 
pH 6.8 และ 7.6 ซ่ึงท่ี pH ท้ัง 2 นี้พบวา % inhibition แตกตางกันน้อยมาก คือ การ 
หายใจ state 3 ถูกยับยั้ง 64.81 % และ 60.63 % ตามลำดับ สวนการหายใจ state รน 
ถูกยับยั้ง 51.24 % และ 53.23 % ตามลำดับ

1.5.2 ผลของ dithiothretiol ( DTT ) ที่มีตอการออกฤทธิ๋ของ silymarin 
ตอการหายใจของไมโตคอนเดรีย

DTT เป็นสารที่มีคุณสมบัติป้องกัน sulhydryl group ( -SH ) ชื่งจะถูกเติมลง 
ไป incubate กับไมโตคอนเดรีย นาน 1 นาทีกอนเติม silymarin จากตารางที่ 9 เป็นกรณี'ที่ใช้ 
glutam ate + m alate เป็น substrate เมื่อพิจารณาอัตราการหายใจใน state 4 ซ่ึง silymarin 
ความเข้มข้น 300 pM ไมมีผลเปลี่ยนแปลงอัตราการหายใจอยางมีนัยสำคัญ และเมื่อให้ DTT 
ลงไปกอนเติม silym ann ก็พบวาไมมีผลเปลี่ยนแปลงอัตราการหายใจเชนกัน นอกจากนี้ยัง
ไมมีผลเปลี่ยนแปลงฤทธิ๋ในการยับยั้งการหายใจใน state 3 และ รน อยางมีนัยสำคัญ 
( P >  0.05 )

จากตารางที่ 10 เป็นกรณี'ที่ใช้ succin ate  เป็น substrate พบวา DTT ไมม ี
ผลเปลี่ยนแปลงฤทธิ้ของ silymarin ในการกระตุ้นการหายใจใน state 4 และไมมีผลเปลี่ยน 
แปลงฤทธึ๋ในการยับยั้งการหายใจใน state 3 และ รน อยางมีนัยสำคัญ ( P >  0.05 )

1.5.3 ผลของ bovine serum ฟbum in ( BSA ) ที่มีตอการออกฤทธํ่'ของ 
silymarin ตอการหายใจของไมโตคอนเดรีย

จากรูปที่ 23 แสดงการเปรียบเทียบผลของการเติม BSA ในขนาดตางๆ คือ 
5 1 10 1 20 และ 30 มก. ตอการออกฤทธของ silymarin ความเข้มข้น 300 pM ที่มีตอการ 
หายใจของไมโตคอนเดรียใน state 3 จะเห็นวา BSA มีผลให้ silymarin ออกฤทธยับยั้งการ
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หายใจของไมโตคอนเดรียได้ลดลง หรือ สามารถ reverse การหายใจของไมโตคอนเดรียที่ถูก 
ยับยั้งด้วย silymarin ได ้ จากรูปจะเห็นวาอัตราการใช้ออกซิเจนใน state 3 respiration
ของ ไมโตคอนเดรืย ซึ่งเติม silymarin แตไมเติม BSA เทากับ 38.75 ± 8 .0 5  นนอ.ออกซิเจน / 
มล./ นาที /  มก.โปรตีน แตเมื่อเติม BSA ในขนาด 5 1 10 1 20 และ 30 มก. ลงไปพบวา 
BSA ในขนาด 5 มก. ก็สามารถลดผลการยับยัง state 3 respiration โดย silymarin ได 
โดยมีอัตราการใช้ออกซิเจนเพิ่มเป็น 58.79 ± 4 .9 7  นนอ.ออกซิเจน / มล./ นาที /มก.โปรตีน 
สวน BSA ขนาด ใ0 1 20 และ 30 มก. ก็ให ้ผลลดการยับยั้ง state 3 respiration โดย 
silymarin มากขึ้นเป็นลำดับ และพบวา BSA ในขนาด 20 มก. ให้ผลมากที่สุดโดยอัตราการ 

ใช้ออกซิเจนเพิ่มขึ้นเป็น 81.71+8.62 นนอ.ออกซิเจน / มล./ นาที /มก.โปรตีน ( P <  0.05 
เมื่อเปรียบเทียบกับ silymarin 300 pM ) สวน BSA ในขนาด 30 มก.ให้ผลใกล้เค ียงกัน  
คือให้อัตราการใช้ออกซิเจนเทากับ 76 .29±5.84  นนอ.ออกซิเจน / มล./ นาที /มก.โปรตีน
( p  = 0 . 0 5 )

2. ผลของ silymarin ตอ ATPase activity ของ ไมโตคอนเดรืย

ATPase เป็นเอนไซม์ที่สำคัญของไมโตคอนเดรืยมีหน้าที่สร้างและสลาย ATP 
จึงทำการคีกษาผลของ silymarin ที่มีตอ activity ของเอนไซม์นี้ เพื่อใช้เป็นดัชนีหนึ่งที่บงขึ้ผล 
ของ silymarin ตอการทำงานของ ไมโตคอนเดรืย ในการวิจัยนี้วัด activity ของเอนไซม์ 
ATPase โดยการวัดปริมาณ Pi ที่เกิดขึ้น ผลการวิจัยแบงออกเป็น 2 กรณีคือ

2.1 ผลของ ATPase activity เมื่อไมถูกกระตุ้นด้วย DNP
จากตารางที่ 11 จะเห็นวา silymarin ทั้งความเข้มข้น 300 และ 600 pM มี 

ผลกระตุ้น activity ของเอนไซม์ ATPase อยางมีนัยสำคัญ ( P <  0.05 ) และความแรงใน 
การกระตุ้นแปรผันตามขนาดของ silymarin ที่เติมลงไป

DNP สามารถกระตุ้นการสลายของ ATP ได้อยางมาก เนึ่องจากมีคุณสมบัต ิ
เป็น uncoupler ซึ่งสามารถกระตุ้น ATPase activity โดยทำให้มีการสลาย ATP ไปเป็น 
ADP + Pi และผลของการกระตุ้นเอนไซม์ ATPase ถูกยับยั้งได้ด้วย oligom ycin

จากตารางเมื่อเปรียบเทียบการกระตุ้น ATPase activity โดย DNP และ 
silymarin จะเห็นวา silymarin ความเข้มข้น 300 และ 600 pM สามารถกระตุ้นการทำงาน
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ของ ATPase ได้น้อยกวา 0.1 mM DNP มาก คือเมื่อเปรียบเทียบกับ 0.1 mM DNP พบวา 
สามารถกระตุ้นเอนไซม์ ATPase ได้เพียง 6.64 % และ 16.02 % ของ DNP ตามลำดับ

2.2 ผลของ ATPase activity เมื่อถูกกระตุ้นด้วย DNP
เมื่อใส 0.1 mM DNP รวมกับ silymarin ความเข้มข้น 300 และ 600 (iM 

จะทำให้ฤทธิ้ในการกระตุ้น ATPase activity ของ DNP ลดลงจาก 5.25 ± 0 .3 6  เป็น 4.38 
± 0 .2 5  และเป็น 2.80 ± 0 .5 5  มคม./มก.โปรตีน/ 10 นาที ตามลำดับและมีนัยสำคัญทาง
สถิติ ( P <  0.05 ) แตการยับยั้งที่เกิดขึ้นจะมีคาน้อยกวาผลของ oligom ycin ในการยับยั้ง 
การกระตุน ATPase activity ของ DNP อยางมาก

3. ผลของ silymarin ที่มีตอการกระตุ้นการหายใจ'โดย Ca2+

รูปท่ี 24 tracing A แสดงถึงการหายใจปกติของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช้ 
glutam ate + malate เป็น substrate

รูปท่ี 24 tracing B เมื่อมีการเติม Ca2+ ( ในสภาวะที่มี Pi อยู่ ) พบวา 
Ca2+ สามารถกระตุ้นให้มีการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย ได้เชนเดียวกับการใส ADP + Pi 
ลงไปทำปฏิกิริยาและอัตราการใช้ออกซิเจนจะลดลงเมื่อ Ca2+ ถูกสะสมโดยไมโตคอนเดรีย การใส 
silymarin ความเข้มข้น 300 gM  ลงไปทำปฏิกิริยากอนที่จะใส Ca2+ พบวา Ca2+ กระตุ้น 
การหายใจของไมโตคอนเดรียได้น้อยลง ดังรูปที่ 24 G และเมื่อใช้ silymarin ความเข้มข้น 
600 |iM  พบวา Ca2+ กระตุ้นการหายใจของไมโตคอนเดรียได้น้อยมาก ดังแสดงใน รูปท่ี
24 D

4. ผลของ silymarin ตอ m onoam ine oxidase ( MAO ) activity

การทดลองนี้ศึกษาถึงผลของ silymarin ตอ activity ของเอนไซม์ MAO 
ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่อยูที่ผนังชั้นนอกของไมโตคอนเดรียในที่นี้ใช้ benzylam ine เป็น m onoam ine 
substrate และมี rotenone ทำหน้าที่เป็น respiratory chain inhibitor ซึ่งจะยับยั้งการ 
ออก'ซิ'ไดช endogenous substrate ของ ไมโตคอนเดรีย เพอให้สามารถแปลผลได้วาการใช้ 
ออกซิเจนที่เกิดขึ้นเกิดจากการออกซิไดช์ benzylam ine โดย MAO เทานั้น
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รูปที่ 25 tracing A แสดงอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียกลุมควบคุม 
ซึ่งเติม DMSO 10 มคล. ลงไป incubate กับไมโตคอนเดรียนาน 2 นาที กอนเติม
benzylam ine พบวา ไมโตคอนเดรียมีการใช้ออกซิเจนในการออกซิไดช์ benzylam ine เทากับ
33.37 นนอ.ออกซิเจน / มล./ นาที สวน tracing B และ C ซึ่งเติม silymarin ความเข้มข้น 
300 และ 600 pM แทน DMSO ตามลำดับ จะเห็นวา silymarin ยับยั้งการใช้ออกซิเจนใน 
การออกซิไดช์ benzylam ine โดยมีอัตราการใช้ออกซิเจนเทากับ 22.25 และ 19.46 นนอ. 
ออกซิเจน / มล./ นาที ตามลำดับ

ในรูปที่ 25 D แสดงอัตราการใช้ออกซิเจนในการออกซิไดช้ benzylam ine 
ของไมโตคอนเดรียเมื่อเติม pargyline ซึ่งเป็นสารที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งของ MAO ลงไป 
incubate กับไมโตคอนเดรียนาน 2 นาที กอนเติม benzylam ine จะเห็นวาอัตราการใช้
ออกซิเจนหลังเติม benzylam ine ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมและลดลงมากกวา
กลุมทดลอง1ท่ี,ไข้ silymarin ความเข้มข้น 300 1 600 pM โดยอัตราการใช้ออกซิเจนเป็น 
13.90 นนอ.ออกซิเจน / มล./ นาที แสดงวา การออกซิไดช้ benzylam ine โดยเอนไซม์ 
MAO ถูกยับยั้งด้วย pargyline และผลในการยับยั้งมีมากกวา silymarin



รูปและตารางประกอบผลการวิจัย



59

ตัวอยาง tracings แสดงผลของ silymarin ในขนาด 150 1 300 1 375 pM  
ที่มีตออัตราการหายใจของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช้ glutam ate 4- m alate เป็น substrate

สวนประกอบปฏิกิริยา : 37.50 mM HEPES buffer pH 7.2 , 1.88 mM  
MgCl2 1 86.25 mM KC1 1 5.21 mM potassium  glutam ate + 5.21 mM
potassium  malate 1 13.02 mM sucrose และไมโตคอนเดรีย 1.52 มก.โปรตีน /  มล.
สวนประกอบอื่นที่เติมตามลงไปอีกดังแสดงในรูป คือ 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi 1

' "  . * v  ' 1  __ _  . 6, 6, :
0.05 mM DNP และ silymarin ความเขมขน 150 1 300 1 375 pM สวนไนกลุมควบคุมไช 
DMSO 10 มคล. ปริมาตรทั้งหมด 1.92 มล. อุณหภูมิ 37 'c

อัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในภาวะตางๆ แสดงเป็นตัวเลขใน
วงเล็บและมีหนวยเป็นจำนวน นนอ. ออกซิเจน / มล. /  นาที

รูปที่ 17
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D ose-response curve ของ silymarin ทีมีตอ state 4 1 3 และ รน respiration 
ของไมโตคอนเดรีย เมือใช glutam ate + m alate เป็น substrate

สวนประกอบปฏิกิริยา : 37.50 mM HEPES buffer pH 7.2 1 1.88 mM  
MgCl2 1 86.25 mM KC1 1 5.21 mM potassium  glutam ate + 5.21 mM potassium  
m alate 1 13.02 mM sucrose 1 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi 1 0.05 mM DNP และ 
ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.30 มก.โปรตีน /  มล. ความเข้มข้นของ silymarin ที่ใข้เติมได้แก่ 
75 1 150 1 225 1 300 1 375 และ 450 |iM  ปริมาตรทั้งหมด 1.92 มล. อุณหภูมิ 37 ’c

แตละจุดแสดงคาเฉลี่ย ±  ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก

รูปที่ 18

4 การทดลอง
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p <  0.05 เมือเปรียบเทียบกับ control
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ตัวอยาง tracings แสดงผลของ silymarin ในขนาด 150 1 300 1 375 (iM
ที่มีตออัตราการหายใจของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช้ succinate เป็น substrate

สวนประกอบปฏิกิริยา : 37.50 mM HEPES buffer pH 7.2 1 1.88 mM  
MgCl2 1 86.25 mM KC1 1 5.21 mM succinate 1 13.02 mM sucrose และไมโตคอนเดริย 
1.63 มก.โปรตีน / มล. สวนประกอบอื่นที่เติมตามลงไปอีกตังแสดงในรูป คือ 0.31 mM ADP 
+ 0.62 mM Pi 1 0.05 mM DNP และ silymarin ความเขมขน 150 1 300 1 375 (iM 
สวนในกลุมควบคุมใช้ DMSO 10 มคล. ปริมาตรทั้งหมด 1.92 มล. อุณหภูมิ 37 'C

อัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในภาวะตางๆ แสดงเป็นตัวเลขใน
วงเล็บและมีหนวยเป็นจำนวน นนอ. ออกซิเจน / มล. /  นาที

รูปที่ 19
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ร ูป ท ี่ 2 0

D ose-response curve ของ silymarin ทีมีตอ state 4 1 3 และ 3u respiration 
ของโมโตคอนเดรีย เมือโซ succinate เป็น substrate

สวนประกอบปฏิกิริยา 37.50 mM HEPES buffer pH 7.2 1 1.88
mM MgCl2 1 86.25 mM KC1 1 5.21 mM succinate 1 13.02 mM sucrose 1 0.31 mM  
ADP + 0.62 mM Pi 1 0.05 mM DNP และไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.51 มก.โปรตีน /  มล.
ความเข้มข้นของ silymarin ที่ใช้เติมได้แก 75 1 150 1 225 1 300 1 375 และ 450 |ปฬ 
ปริมาตรทั้งหมด 1.92 มล. อุณหภูมิ 37 °c

แตละจุดแสดงคาเฉลี่ย ±  ความคลาดเคลี่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก
4 การทดลอง
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* P <  0.05 เมือเปรียบเทียบกับ control
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ผลของ silymarin ตอคาดัชนีควบคุมการหายใจ ( RCI ) และอัตราสวน
A D P /0 เมือใช glutam ate + m alate และ su ccin ate  เป็น substrates

ตารางที่ 5

Experiments glutamate + malate succinate
RCI ADP/O RCI ADP/O

control (10 pi DMSO ) 5.49+0.14 2.90+0.25 3.96+0.33 1.83+0.17
Silymarin 75 pM 3.75+0.01* 2.48+0.22 2.74+0.19* 1.79+0.25
Silymarin 150 pM 2.88+0.01* 2.23+0.35* 1.84+0.22* 1.59+0.22*
Silymarin 225 pM 1.95+0.11* 2.52+0.25* 1.71+0.14* 1.58+0.01*
Silymarin 300 pM 1.26+0.03* 2.03+0.32* 1.39+0.04* 1.17+0.22*

* P <  0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ control

สวนประกอบปฏิกิริยา 37.50 mM HEPES buffer pH 7.2 1
1.88 mM MgCl2 1 86.25 mM KC1 1 5.21 mM potassium  glutam ate + 5.21 mM  
potassium  malate หรือ 5.21 mM succinate 1 13.02 mM sucrose 1 0.31 mM ADP 
+ 0.62 mM Pi , 0.05 mM DNP และไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.74 ม ก .โป ร ต ีน /ม ล .
เติม DMSO หรือ silymarin ไนความเข้มข้นตางๆ ลงไปเพื่อ preincubate กับ
ไมโตคอนเดรืยเป็นเวลานาน 1 นาที จากนั้นเติม ADP + Pi ปริมาตรทั้งหมด 1.92 มล.
อุณหภูมิ 37 'C

คาที่แสดงในตารางเป็นคาเฉลี่ย ±  ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก
4 การทดลอง



6 8

ผลของ silymarin ตอ state 3u respiration ของไมโตคอนเดรีย เมือใซ 
glutam ate + malate 1 succinate และ ascorbate + TMPD เป็น substrates

ตารางที่ 6

substrate
rate of state 3u respiration 

(ng-atoms 0 /  min/ mg protein)
Control 300 pM Silymarin 1125 pM Silymarin

Glutamate + malate 177.29 ±  19.08 46.65 ±  1.01* 8.86 ±  1.40*
succinate 161.52 ±  9.12 112.12 ±  12* 45.78 ±  10.7*
ascorbate + TMPD 226 .33 ±  0.09 232.56 ±  10.14 175.21 ±  20.35

* P <  0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ control

สวนประกอบปฏิกิริยา 37.50 mM HEPES buffer pH 7.2 1
1.88 mM MgCl2 1 86.25 mM KC1 1 5.21 mM potassium  glutam ate + 5.21 mM  
potassium  malate หรือ 5.21 mM succinate หรือ 2.08 mM ascorbate + 0.52 mM  
TMPD 1 0.05 mM DNP 1 13.02 mM sucrose และไมโตคอนเดรืยเฉลี่ย 1.43 มก. 
โปรตีน / มล. เติม DNP ลงไปใน cham ber กอน จึงเติม DMSO หรือ silymarin แล้ว 
incubate นาน 1 นาที จึงใส substrate ปริมาตรทั้งหมด 1.92 มล. อุณหภูมิ 37 ’c

คาที่แสดงในตารางเป็นคาเฉลี่ย ±  ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก
4 การทดลอง
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ตารางที่ 7
ผลของ silymarin ตอ state 3u respiration ของ osm otic-shocked  

mitochondria เมือใช NADH 1 succinate และ ascorbate + TMPD เป็น substrates

substrate
rate of state 3u respiration 

(ng-atoms 0  /min/ mg protein)
Control 300 (J.M Silymarin 1125 pM Silymarin

NADH 35.55 ±  9.72 27.19 ± 7 .6 9 15.42 ±  4.44*
succinate 50.52 ±  7.10 48.62 ±  9.09 25.89 ±  6.86*
ascorbate + TMPD 163.65 ±  16.82 175.83 ±  25.97 171.42 ±  47.09

* P <  0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ control

สวนประกอบปฏิกิริยา 37.50 mM HEPES buffer pH 7.2 1
1.88 mM MgCl2 1 86.25 mM KC1 1 1.04 mM NADH หรีอ 5.21 mM succinate  
หรือ 2.08 mM ascorbate + 0.52 mM TMPD 1 0.05 mM DNP 1 0.521 mM sucrose  
และไมโตคอนเดรียเฉล่ีย 1.42 มก.โปรตีน/มล. เติม silymarin ลงไป incubate
นาน 1 นาที กอนเติม substrate ปริมาตรท้ังหมด 1.92 มล. อุณหภูมิ 37 *c

คาท่ีแสดงในตารางเป็นคาเฉล่ีย ±  ความคลาดเคล่ือนมาตรฐานของคาเฉล่ียจาก
4 การทดลอง
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ตัวอยาง tracings แสดงผลของ silymarin ในขนาด 300 pM ท่ีมี
ตออัตราการหายใจของไมโตคอนเดรีย เมือใช P-hydroxybutyrate เป็น substrate

สวนประกอบปฏิกิริยา 37.50 mM HEPES buffer pH 7.2 1 1.88
mM MgCl2 1 86.25 mM KC1 1 5.21 mM P-hydroxybutyrate ,13.02 mM sucrose,
0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi 1 0.05 mM DNP และไมโตคอนเดรีย 1.25 มก.
โปรตีน /  มล. สวนประกอบอื่นที่เติมตามลงไปอีกดังแสดงในรูป คือ DMSO และ
silymarin ปริมาตรทั้งหมด 1.92 มล. อุณหภูมิ 37 *c

อัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในภาวะตางๆ แสดงเป็นตัวเลขใน
วงเล็บและมืหนวยเป็นจำนวน นนอ. ออกซิเจน / มล. /  นาที

รูป ที่ 21



1 m inute

10
0-n

g-a
tom

s 
o/m

l



72

ตัวอยาง tracings แสดงผลของ silymarin ในขนาด 300 pM ที่มี
ตออัตราการหายใจของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช้ a -k etog lu tarate  เป็น substrate

สวนประกอบปฏิกิริยา 37.50 mM HEPES buffer pH 7.2 1
1.88 mM MgCl2 1 86.25 mM KC1 1 5.21 mM OC-ketoglutarate 1 13.02 mM  sucrose,
0.31 mM ADP 4- 0.62 mM Pi 1 0.05 mM DNP และไมโตคอนเดรีย 1.25 มก. 
โปรตีน / มล. สวนประกอบอื่นที่เติมตามลงไปอีกดังแสดงในรูป คือ DMSO และ
silymarin ปริมาตรทั้งหมด 1.92 มล. อุณหภูมิ 37 ‘C

อัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในภาวะตางๆ แสดงเป็นตัวเลขใน
วงเล็บและมีหน่วยเป็นจำนวน นนอ. ออกซิเจน / มล. /  นาที

รูปที่ 22
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ผลของการเปลี่ยนแปลง pH ของ incubation m edium  ที่มืตอการออกฤทธ 
ของ silymarin ตอ state 3 1 3u respiration ของไมโตคอนเดรีย เมือใช glutam ate + 
malate เป็น substrate

ตารางที่ 8

Experiment
rate of respiration 

(ng-atoms 0  /min/mg protein)
S tate 3 State 3u

pH 6.8
control
300 |iM silymarin

66.63±4.27
23.43±ใ.3ใ * (64.81%)

71.66+7.40
34.94+2.75 * (51.24%)

pH 7.2 
control
300 ^M silymarin

74.24+9.45
21.38+1.16 * (71.20%)

100.47+2.82 
35.30+1.45 * (64.87%)

pH 7.6 
control
300 |iM  silymarin

60.63 +  8.90
23.87+2.24 * (60.63%)

102.27+5.81 
47.83+3.85 * (53.23%)

* P <  0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ control

สวนประกอบปฎิกิรียา : 37.50 mM HEPES buffer pH 6.8 1 7.2 1 7.6 
1.88 mM MgCl2 1 86.25 mM KC1 1 5.21 mM potassium  glutam ate + 5.21 mM  
potassium  m alate ,0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi 1 0.05 mM DNP , 13.02 mM  
sucrose 1และไมโตคอนเดรียเฉลี่ย ใ .90 มก.โปรตีน / มล. สวนประกอบอื่นๆที่เติมตาม
ลงไป คือ DMSO และ silymarin ปริมาตรทั้งหมด 1.92 มล. อุณหภูมิ 37 *c

คาที่แสดงในตารางเป็นคาเฉลี่ย ±  ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 
4 การทดลอง และตัวเลขในวงเล็บแสดงเปอร์เชนต์การยับยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรีย
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ผลของ DTT ที่มืตอการออกฤทธิ้ฃอง silymarin ในการยับยั้งการหายใจ
state 4, 3 และ รน respiration ของโมโตคอนเดรีย เมือใช glutam ate + m alate เป็น 
substrate

ตารางที่ 9

Experiments
rate of respiration 

(ng-atoms 0  /min/ mg protein)
state 4 state 3 state 3u

Control 19.11 ±0.64 99.03 ±9.07 145.73 ±12.50
300 |iM Silymarin 17.36 ±0.51 23.86 ±1.64 44.52 ±4.82

DTT+300 (iM Silymarin 18.42 ±3.48 25.10 ±3.89 47.17 ±3.138

สวนประกอบปฏิกิริยา 37.50 mM HEPES buffer pH 7.2 1 1.88
mM MgCl2 1 86.25 mM KG1 1 5.21 mM potassium  glutam ate + 5.21 mM  
potassium  m alate 1 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi 1 0.05 mM DNP 1 13.02 mM  
sucrose 1และไมโตคอนเดรียเฉลี่ย!.25 มก.โปรตีน /  มล. สวนประกอบอื่นที่เติมตามลงไป คือ
1.05 mM DTT และ 300 (iM silymarin ซึ่งจะต้อง incubate กับไมโตคอนเดรีย นาน 1 
นาที กอนเติม glutam ate + malate, ADP+Pi , DNP ปริมาตรทั้งหมด 1.92 มล.
อุณหภูมิ 37 'C

คาที่แสดงในตารางเป็นคาเฉลี่ย ±  ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก
4 การหดลอง
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ผลของ DTT ที่มิตอการออกฤทธื้ของ silymarin ในการกระตุ้นการหายใจ
state 4, การยับยั้งการหายใจ, 3 และ รน respiration ของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช้
succinate เป็น substrate

ตารางที่ 10

Experiment
rate of respiration 

( ng-atoms 0  /min/ mg protein)
state 4 state 3 state 3u

Control 25.98 ±0.84 102.44 ±16.13 164.18 ±9.68
300 [iM Silymarin 37.37 ±3.41 51.39 ±9.04 119.97 ±9.84

DTT+300 |aM Silymarin 38.67 ±3.488 55.14 ±8.44 126.41 ±4.38

สวนประกอบปฏิกิริยา 37.50 mM HEPES buffer pH 7.2 1
1.88 mM MgCl2 1 86.25 mM KC1 1 5.21 mM succinate ,13.02 mM sucrose 1
0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi 1 0.05 mM DNP 1 และไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.25 มก. 
โปรตีน /  มล. สวนประกอบอื่นที่เติมตามลงไป คือ 1.05 mM DTT และ 300 nM  
silymarin ซึ่งจะต้อง incubate กับไมโตคอนเดรีย นาน 1 นาที กอนเติม succin ate  1 
ADP+Pi 1 DNP ปริมาตรทั้งหมด 1.92 มล. อุณหภูมิ 37 ’C

คาที่แสดงในตารางเป็นคาเฉลี่ย ±  ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก
4 การหดลอง
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ผลของ bovine serum  albumin (BSA) ทีมีตอการออกฤทธิ1ของ silymarin ตอการ 
หายใจของไมโตคอนเดรีย เมือใช glutam ate + m alate เป็น substrate

สวนประกอบปฏิกิริยา 35.05 mM HEPES buffer pH 7.2 1 ใ .75
mM MgCl2 1 80.62 mM KC1 1 5.15 mM potassium  glutam ate + 5.15 mM  
potassium  malate, 12.89 mM sucrose, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi และไมโต 
คอนเดรียเฉลี่ย 1.61 มก.โปรตีน /  มล. สวนประกอบอื่นที่เติมตามลงไป คือ BSA ขนาด 5, 
10, 20, และ 30 ม ก , 300 piM silymarin ปริมาตรทั้งหมด 1.94 มล. อุณหภูมิ 37 'C 
เติม silymarin หลังจากเติม BSA 1 นาทีและเติม ADP + Pi หลังจาก silymarin 1 นาที

a : P <  0.05 เปรียบเทียบกับ 300 nM Silymarin 
b : P = 0.05 

c : P >  0.05

รูปที่ 23
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3 ๓  p M  SIL 

+ B S A  10 m g
3 ๓  p M  SIL  

+ B S A  20  m g
Q  3 ๓  pM  SIL  

+ B S A  30 m g

รปท่ี 23
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ผลของ silymarin ตอการกระตุ้น ATPase activity ของไมโตคอนเดรียเมื่อ 
มีหรือไมมี DNP

ตารางที่ 11

Pi liberated
Experiments ( pmoles /mg protein /10 min )

No DNP
control (DMSO ) 0.135 ±0.06
300 pM silymarin 0.475 ±0.06*
600 pM silymarin 0.955 ±0.08*

With 0.1 mM DNP
control (DMSO ) 5.25 ±0.36
300 pM silymarin 4.38 ±0.25*
600 pM silymarin 2.80 ±0.55*
10 meg. oligomycin 0.955 ±0.21*

* P <  0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ control

สวนประกอบปฏิกิริยา 35.30 mM HEPES buffer pH 7.2 1 1.77
mM MgCl2 1 81.19 mM KC1 1 16.78 mM sucrose, และไมโตคอนเดรืยเฉลี่ย 2.04 
มก.โปรตีน /  มล., DMSO 1 silymarin 1 DNP และ oligom ycin ดังแสดงในตาราง และ
5.03 mM ATP ปริมาตรทั้งหมด 2.98 มล. อุณหภูมิ 37 'C เติมตัวยาตางๆลงไปเพื่อ 
preincubate กับไมโตคอนเดรืยตามลำดับ ดังแสดงในตาราง การเติมตัวยาแตละครั้งเว้น
เวลา 1 นาที เติม ATP หลังจากเติมตัวยาตางๆครบแล้วเป็นเวลา 2 นาที

คาที่แสดงในตารางเป็นคาเฉลี่ย ±  ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก
4 การทดลอง
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ตัวอยาง tracings แสดงผลของ silymarin ที่มีตอการกระตุ้นการหายใจ 
ของ ไมโตคอนเดรียโดยแคลเซียม เมือใช glutam ate + m alate เป็น substrate

สวนประกอบปฏิกิริยา 37.50 mM HEPES buffer pH 7.2 1
1.88 mM MgCl2 1 86.25 mM KG1 1 5.21 mM potassium  glutam ate + 5.21 mM  
p otassiu m  m alate 1 0.26 Pi 1 13.02 mM sucrose และไมโตคอนเดรีย 1.84 มก.
โปรตีน / มล. สวนประกอบอื่นที่เติมตามลงไปอีก ดังแสดงในรูป คือ 0.31 mM ADP + 0.62 
mM Pi 1 0.05 mM DNP 1 DMSO 1 CaCl2 และ silymarin ความเข้มข้น 300 1 600 jxM 
ปริมาตรทั้งหมด 1.92 มล. อุณหภูมิ 37 *c

รูปที่ 24

อัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในภาวะตางๆ แสดงเป็นตัวเลขใน
วงเล็บและมืหนวยเป็นจำนวน นนอ. ออกซิเจน / มล. /  นาที
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รูปที, 25
แสดงผลของ silymarin ตอ m onoam ine oxidase activity ของไมโตคอนเดรีย

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 0.023 M KH2P 0 4 pH 7.2 1 13.02 mM  
sucrose 1 10 |ug rotenone และไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.92 มก.โปรตีน /  มล. สวนประกอบ 
ทีเติมตามลงไปอีก ดังแสดงในรูป คือ DMSO 1 benzylam ine 1 silymarin และ pargyline 
ปริมาตรทั้งหมด 1.92 มล. อุณหภูมิ 37 ’C

อัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในภาวะตางๆ แสดงเป็นตัวเลขใน
วงเล็บและมีหนวยเป็นจำนวน นนอ. ออกซิเจน / มล. /  นาที
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