
บทที 4

อภิปรายและสรุปผลการทดลอง

จากผลการวิจัยในบทที่ 3 แสดงให้เห็นวา silymarin มีผล 2 แบบตอ 
การทายใจของไมโตคอนเดรีย ได ้แก แบบที่ 1 silymarin ออกฤทธํ่เป็น uncoupler กระตุ้น 
การทายใจ state 4 ของไมโตคอนเดรียเมื่อใช้ succinate เป็น substrate (ร ูป ท ี่ 1 9 )  และ 
แบบที่ 2 silymarin ออกฤทธิ้ยับยั้งการขนสงอิเลคตรอนของลูกโชการทายใจทำให้ state 3 
และ รน respiration มีอัตราลดลงด้วย ( รูปที่ 17 และ 20 ) สวนผลของ silymarin ตอการ 
ทำงานอื่นๆของไมโตคอนเดรียที่แสดงไว้ก็คือ silymarin สามารถกระตุ้นการทำงานของเอนไซม ์
ATPase ของไมโตคอนเดรีย (ตารางที่ 11 ) ยับยั้งการกระตุ้นการทายใจของไมโตคอนเดรีย 
โดยแคลเซียมและยับยัง activity ของเอนไซม m onoam ine oxidase เมือไช benzylam ine 
เป็น substrate ( รูปที 25 )

ผลของ silymarin ตอการหายใจของ ไมโตคอนเตรีย

จากทีกลาวขางตน silymarin ออกฤทธิเป็นทัง uncoupler และ respiratory 
chain inhibitor ในที่นี้จะกลาวถึงผลดังกลาวรวมทั้งกลไกการออกฤทธึ๋ที่นาจะเป็นไปได้

1. silymarin ออกฤทธิเป็น uncoupler

จากผลการวิจัยในบทที่ 3 พบวา silymarin มีลักษณะบางประการเหมือนกับ 
classical uncouplers คือ เมื่อพิจารณาจากคุณสมบัติของสารซึ่งละลายในไขมันได้ดี
( lipophilic ) และจากผลของ silymarin ตอ activity ของเอนไซม์ ATPase ( ตารางที่ 11 ) 
พบวา silymarin สามารถกระตุ้นการทำงานของเอนไซม์ ATPase เมื่อไมมี DNP ได้ และม ี
ความแรงตอการตอบสนองแปรผันตามความเข้มข้นของยาที่ใช้ แตฤทธี้ uncoupling น้อยกวา 
DNP มาก อยางไรก็ตามฤทธี้ uncoupling นี้เก ิดเมื่อใช้ succinate เป็น substrate เทานั้น
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เมือใซ glutam ate + malate เป็น substrate silymarin จะออกฤทธิยับยัง state 4 แต้ไมมี 
นัยสำคัญทางสถิติ ชงผลนีเหมือนกับ nonclassical uncouplers หลายตัวเชน ketam ine
(63), dipyridamol (64), disulfuram (65), halothane (66) และ am ine local anesthetics  
(67,68)

2. silymarin ออกฤทธิเป็น respiratory chain inhibitor

นอกจาก silymarin มืฤทธิเป็น uncoupler เมือใช succinate เป็น
substrate แล้วยังมืฤทธเป็น respiratory chain inhibitor หรือสารที่ยับยั้งการขนสง 
อิเลคตรอนในลูกโซการหายใจของไมโตคอนเดรืยอีกด้วย โดยยับยั้งการหายใจ state 3 และ 3น 
จากผลการวิจัย รูปที 18 1 20 ซึงแสดง dose-response curve ของ silymarin ตอ 
การหายใจ state 4 1 3 และ 3น ของไมโตคอนเดรืย เมื่อใช้ substrate คือ glutam ate + 
m alate และ succinate ตามสำดับ พบวาเมือใซ glutam ate + m alate ซึงให reducing  
equivalent เช้าท่ี com plex I ของลูกโซการหายใจเป็น substrate silymarin ออกฤทธิ ้
ยับยั้งการหายใจใน state 3 และ 3น แตเมื่อเปลี่ยน substrate เป็น succinate ซึ่งให้ 
reducing equivalent เช้าท่ี com plex II ของลูกโซการหายใจ พบวา silymarin กระตุ้นการ 
หายใจ state 4 และยับยั้งการหายใจ state 3 และ 3น ของไมโตคอนเดรืย ผลในการยับยั้ง 
นีนอยก'วาเมือ'โซ glutam ate + m alate เป็น substrate แสดงวา silymarin ยับยังการขนสง 
อิเลคต'รอน'ท่ี com plex I มากกวาที่ com plex อื่น ของลูกโซการหายใจ

เมื่อทำการวิจัยหาข้อสนับสนุน โดยทำการทดลองดูผลของ silymarin ในการยับยั้ง
state 3u ของ ไมโตคอนเดรืย ซึงทำทังใน intact และ osm otic-shocked mitochondria 
( ตารางที่ 6 และ 7 ) พบวาใน intact m itochondria ซึ่งถูกกระตุ้นให้เกิด state รน โดย
การเติม DNP แล้วดูผล silymarin ตอการหายใจเมื่อใช้ substrate 3 ขนิด แตละชนิดให้ 
reducing equivalent เช้าท่ี com plex ตางๆของ ลูกโซการหายใจ ผลที่ได้คือ silymarin 
ยับยังการหายใจ state 3u เมือใซ glutam ate 4- m alate และ succinate เป็น substrate 
และไมเกิดผลนี้เมื่อใช้ ascorbate + TMPD เป็น substrate สวนผลการทดลองกับ 
osm otic-shocked mitochondria ซึ่งไมโตคอนเดรืยอถูในภาวะ uncoupling อยู่แล้ว จึงไม 
ตองเติม DNP ไปกระตุ้นแล้วดูผลของ silymarin ตอการหายใจ state 3u โดยใช้
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substrates 3 ชนิดเซนเดียวกับใน intact mitochondria ผลคือ silymarin ความเขมขน 
300 pM ไมสามารถยับยั้ง state รน เมื่อใช้ substrates ท้ัง 3 ชนิด แต่เมื่อเพิ่มความเข้มข้น 
ของ silymarin เป็น 1125 pM จึงยับยั้งการหายใจ state รน เมื่อใช้ NADH และ succinate  
เป็น substrates ผลนีสนับสนุนวา silymarin ออกฤทธิเป็น respiratory chain inhibitor 
ท่ี com plex I และ com plex II และ /  หรือ com plex III ของลูกโซการหายใจ แตไม่มีผล 
ยับยั้ง com plex IV สวนท่ีวา silymarin ในความเข้มข้น 300 pM ซึ่งเห็นผลการยับยั้งชัดเจน 
เมือทดลองกับ intact m itochondria แตไมเห็นผลเมือทดลองกับ osm otic-shocked
m itochondria อาจเป็นเพราะวา ใน osm otic-shocked mitochondria นันผนังชันในของ 
ไมโตคอนเดรืยมืการยืด ทำให้ความไวในการออกฤทธิ้ของ silymarin ลดลงจึงเห็นผลการยับยั้ง 
เมื่อใช้ความเข้มข้นสูง

จากการที silymarin กระตุนการหายใจ state 4 เมือใซ succinate เป็น substrate 
และยับยั้งการหายใจ state 3 ของไมโตคอนเดรืยทั้งที่เมื่อใช้ glutam ate + malate หรือ 
succinate เป็น substrate ทำให้คา RCI ของไมโตคอนเดรืยลดลงหรืออีกนัยหนึ่ง silymarin 
ลดการควบคูของกระบวนการออกชิเดซั่นและกระบวนการฟอสฟอรืลเลชั่น เป็นผลให้การสร้าง
ATP โดยไมโตคอนเดรืยเกิดน้อยลง ( ตารางที่ 5 )

เมื่อพิจารณาผลของ pH แล้วพบวา silymarin สามารถออกฤทธิ้ในการยับยั้งการใช  ้
ออกชิเจนของไมโตคอนเดรืยได้ดีเมื่ออยูใน incubation m edium  ท่ี pH 7.2 มากกวาที่ 6.8 
และ 7.6 ( ตารางที่ 8 ) อาจเป็นไปได้วา silymarin ซึ่งมืคุณสมบัติละลายในไขมันได้ดีแม้จะ 
อยูในรูป ionized form หรือ unionized form ก็สามารถออกฤทธได้พอๆกันและเมื่อมี 
silymarin ท้ัง 2 รูปแบบในอัตราสวนที่เทากันใน incubation m edium  ( pH 7.2 ) จะทำให ้
silymarin ออกฤทธิ’ไดดีที่สุด

คุณสมบัติของ silymarin อีกประการหนึ่งคือสามารถจับกับ plasm a protein ได ้ 
90-95% จึงได้ทำการทดลองดูผลของ bovine serum  ฟbumin ( BSA ) ตอการออกฤทธํ ่
ของ silym arin ที่ม ืตออัตราการหายใจของไมโตคอนเดรืยดังผลวิจัยในรูปที่ 23 ซึ่งแสดงวา 
เมื่อให้ silymarin รวมกับ BSA เปรียบเทียบกับผลทีไมได้เติม BSA ผลคือ BSA สามารถ 
ลดผลของ silymarin ที่มืตออัตราการหายใจของไมโตคอนเดรืยได้อยางมืนัยสำคัญซึ่งผลนี้
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สนับสนุนรายงานการวิจัยที่วา silymarin จับได้ดีกับ serum ฟbum in แตสามารถกลับสู่สภาวะ 
เดิมได้ ( reversibly bound ) (69) ดิงนั้นจากผลการวิจัยจะเห็นวา BSA ไมสามารถทำให้อัตรา 
การนายใจ state ร ของไมโตคอนเดรียกลับมาเทากับกลุมควบดุมได้ และเนื่องจาก BSA เป็น 
โปรตีนโมเลกุลใหญซึ่งไมสามารถเคลื่อนที่ผานผนังชั้นในของไมโตคอนเดรีย การที่ BSA
สามารถลดผลของ silymarin ที่มีตออัตราการหายใจของไมโตคอนเดรีย ชั้แนะวา silymarin 
ควรมีตีาแหนงการออกฤทธิ้ที่ผิวด้านนอกของผนังชั้นในของไมโตคอนเดรีย

การทดลองดูผลของ DTT ที่มีตอการออกฤทธื้ของ silymarin ( ตารางที่ 9 
และ 10 ) ทำเพื่อพิสูจน์วา silymarin ออกฤทธิ๋ตอการหายใจของไมโตคอนเดรียโดยการจับ 
sulhydryl group ( -SH ) ของไมโตคอนเดรียหรือไม ทั้งนี้เพราะ DTT มีคุณสมบัติป้องกัน 
sulhydryl group ชึ่งมีความสำคัญตอการทำงานของเอนไซม์บางชนิด รวมทั้งการทำงาน
ของโปรตีนที่ผนังชั้นในของไมโตคอนเดรียที่ควบคุมการขนสงสารผานเข้า-ออกจากไมโตคอนเดรีย

โ i  1  " I  . ,น อกจากน ีย ังม ีความสำค ัญ ตอการควบค ูก ัน ของกระบวน การออกซ ิเดช ัน และกระบวน การ  
ฟอสฟอริลเลชั้นอีกด้วย จากผลการวิจัยพบวา DTT ไมสามารถลดผลของ silymarin
ที่มีตอการหายใจของไมโตคอนเดรีย แสดงวา silymarin ไมได้ออกฤทธิ้ตอการหายใจของ
ไมโตคอนเดรียโดยผานกลไกการจับกับ -SH group ของ ไมโตคอนเดรีย แต่อย่างใด

ผลของ silymarin ตอการทำงานอนของไมโตคอ!นตรีย

1. ผลของ silymarin ตอ ATPase activity

จากผลการวิจัยบทที่ 3 ตารางที่ 11 แสดงให้เห็นวา silymarin ยับยั้ง
activity ของเอนไซม์ ATPase ของไมโตคอนเดรียที่ถูกกระตุ้นด้วย DNP และกระตุ้น 
ATPase activity เมื่อไมได้เติม DNP ด้วย แต่ฤ'ทธโนการกระตุ้น ATPase activity ของ
silymarin ออนกวา DNP มาก ในการวิจัยนี้ใข้ DNP ในปริมาณที่สามารถกอการกระตุ้น
ATPase activity ได้สูงสุด จากผลที่ได้สามารถบงช!,ด้วา silymarin ออกฤทธํ่ 2 แบบ คือมี 
ฤทธิ้กอการกระตุ้นและยับยั้ง activity ของเอนไซม์ได้ แตจะออกฤทธแบบใดขึ้นกับภาวะ
(condition) ของการทำการทดลองโดยถ้า ATPase activity ถูกกระตุ้นเต็มที่อยู่แล้วด้วยการให้ 
DNP silymarin จะแสดงฤทธิ้ในการยับยั้ง ATPase activity แตความแรงในการยับยั้งนี้
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นอยกวา oligom ycin มาก สวนกรณีที่ไมเติม DNP ลงไปกระตุ้น ATPase activity ของ 
ไมโตคอนเดรีย ซึ่งในภาวะน!มโตคอนเดรีย จะมี ATPase activity ที่ตํ่ามาก พบวา silymarin 
สามารถกระตุ้น activity ของเอนไซม์ ATPase ได ้ ผลนี้สอดคล้องกับฤทธของ silymarin ใน 
การกระตุ้นการหายใจใน state 4 ของไมโตคอนเดรียเมื่อใช้ succinate เป็น substrate

2. ผลของ silymarin ตอการกระตุ้นการหายใจของไมโตคอนเดรียโดยแคลเซียม

ปกติแล้วไมโตคอนเดรืยสามารถสะสมแคลเซ ียมได้โดยอาดัยพลังงานที่ได ้จาก 
การขนสงณิลคตรอนในลูกโซการหายใจ หรือใช้พลังงานจาก protonm otive force นั่นเอง 
silymarin สามารถยับยั้งการกระตุ้นการหายใจของไมโตคอนเดรืยโดยแคลเซียม (ร ูป ท ี่ 24 ) 
ทั้งนี้เนื่องจาก silymarin ยับยั้งการสงผานที่ระดับของ com plex I และ com plex II และ / 
หรือ com plex III ในลูกโซการหายใจ ดังนั่นจึงไมเกิด protonmotive force โดยเฉพาะ
อยางยิ่ง m em brane potential ที่จำเป็นสำหรับใช้ในการนำแคลเซียมเช้าสูไมโตคอนเดรืย 
โดยผาน Ca2+ uniporter และการยับยั้งการขนสงแคลเซียมที่เกิดขึ้นนี้ ไมควรเกิดจากการที่
silymarin ไปมีผลยับยั้งการทำงานของ Ca2+ uniporter รวมอยู่ด้วย โดยพิจารณาจากผล
การทดลองในรูปที่ 24 silymarin ยับยั้งการกระตุ้นการใช้ออกซิเจนโดยแคลเซียมให้ลดลงได้ 
พอๆกับที่สามารถยับยั้งการใช้ออกซิเจนใน state 3u respiration เมื่อใช้ silymarin ความเข้ม 
ข้นเทากัน แสดงวา การยับยั้งการกระตุ้นการหายใจโดยแคลเซียม ควรมีผลจากการที่ silymarin 
ยับยั้งการสงผานอิเลคตรอนของไมโตคอนเดรืยเพียงอยางเดียว

3. ผลของ silymarin ตอ activity ของเอนไชม m onoam ine oxidase

การทดลองนีดูผลของ silymarin ตอ activity ของเอนไชม monoam ine 
oxidase ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่อยู่ที่ผนังชั้นนอกของไมโตคอนเดรืย และทำหน้าที่ออกซิไดช้สาร
โมโนเอมีน ในการทดลองนีใซ benzylam ine เป็น m onoam ine substrate และใซ
pargyline ซึ่งเป็นสารที่มีคุณสมบัติยับยั้ง activity ของเอนไซม์ m onoam ine oxidase  
เป็นมาตรฐานในการประเมินผลของ silymarin จากผลการวิจัยที่แสดงในรูปที่ 25 ขึ้ให้เห็นวา 
silymarin สามารถยับยัง activity ของเอนไชม m onoam ine oxidase ของไมโตคอนเดรืย
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ความเกี่ยวข้องระ,พวางผลวิจัยที่ไต้กับคุณสมบัติทาง๓ สัชวิทยา และ/หรือพิษวิทยาของ 
silymarin

จากข้อมูลของ silymarin ที่ได้มีการศึกษากอนหน้านี้ทั้งการทดลองภายนอก
รางกาย ( in vitro ) และภายในรางกาย ( in vivo ) ในสัตว์ทดลอง พบวา silymarin มีฤทธใน 
การป้องกันเชลล์ตับจากการใด้รับสารที่เป็นพิษตางๆ เซน CC14 1 paracetamol 1
galactosam ine เป็นด้น โดยอาศัยกลไกที่สำคัญคือ ปิดกั้น binding sites ( ที่เชลล์
เมมเบรนของตับ ) ของสารที่เป็นพิษ 1 antiperoxidative action และกระตุ้นการสังเคราะห์ 
โปรตีนเรงให้เชลล์ regenerate ได้เร็วและเมื่อได้มีการศึกษาในทางคลีนิกโดยนำมาใช้กับผู้ป ่วยที ่
เป็นโรคตับอักเสบและตับแข็งจากสาเหตุตางๆก็พบวาสามารถลดความรุนแรงของโรคและลดอัตรา 
การตายของผู้ป่วยลงได้ ทำให้ได้มีการนำ silymarin มาใช้ในการป้องกันและรักษาโรคตับ และ 
จนกระทั้งถึงป็จจุบันนี้อาการช้างเคียงที่พบจากการใช้ยามีเพียง อาการท้องรวงอยางออนเทานั้น

สวนข้อมูลที่ได้จากการวิจัยในครั้งนี้ปรากฎวา silymarin มีฤทธี้ uncoupling  
และสามารถยับยั้งการสงผานอิเลคตรอนในลูกโชการหายใจของไมโตคอนเดรีย นอกจากนี้ยังเพิ่ม 
การสลายของ ATP มากขึ้นโดยการกระตุ้น ATPase activity ซึ่งฤทธเหลานี้อาจจะทำให้ 
ปริมาณของ ATP ภายในเชลล์ลดน้อยลงได้ และเนื่องจาก ATP เป็นสิงจำเป็นสำหรับการ 
ทำงานของเชลล์ การลดลงของ ATP นาจะสงผลที่ไมพึงประสงค์เมื่อได้มีการใช้ยานี้ติดตอกัน 
เป็นระยะเวลานาน ซึ่งตรงกันข้ามกับข้อมูลช้างด้นที่พบวา silymarin มีฤทธในการป้องกันตับ 
ทั้งนี้อาจเป็นเพราะวากลไกที่ทำให้ silymarin มีฤทธี้ในการป้องกันเซลล์ตับเดนซัดกวาการที่ไปม ี
ผลตอการทำงานของไมโตคอนเดรีย รวมทั้งความสามารถในการกระตุ้นการสร้างโปรตีนทำให้
เซลล์มีการ regenerate ได้เร็วซวยลดผลเสืยดังกลาวด้วย นอกจากนี้การวิจัยในครั้งนี้เป็นการ 
วิจัยภายนอกรางกาย ( in vitro ) และให้สาร silymarin ลงไปในไมโตคอนเดรียที่ปกติไมได้รับ 
สารที่เป็นพิษมากอน ซึ่งถ้าหากทำการวิจัยภายในรางกาย ( in vivo ) ซึ่งมีกลไกที่ชับช้อนหรือให้ 
สารนี้ภายหลังจากที่ได้รับสารที่เป็นพิษก็อาจให้ผลที่แตกตางไปจากการวิจัยครั้งนี้ก็ได้ แต่อย่างไร 
ก็ตามการวิจัยในครั้งนี้ก็สามารถที่จะขึ้แนะได้วาหากมีการใช้ยา silymarin อยางไมเหมาะสมอาจ 
กอให้เกิดผลเสิยที่เกิดจากกลไกที่ม ีผลตอการทำงานของไมโตคอนเดรียได้ และในกรณีที่พบวา
silymarin สามารถยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ m onoam ine oxidase ได้นั้นนาจะเป็นช้อที่
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ควรระว้งสำหรับผู้ป่วยที่มีการใช้ยาพวก sym pathom im etic am ines ซึ่งอาจสงผลให้เกิด
อาการไมพึงประสงค์ตอระบบหัวใจและหลอดเลือด ( cardiovascular system  ) ได้

กลาวโดยสรุป silymarin มีผล 2 แบบตอการหายใจของไมโตคอนเดรีย คือ 
แบบที่ 1 เป็น uncouple! กระตุ้นการหายใจ state 4 เมื่อใช้ succinate เป็น substrate
และกระตุ้นการทำงานของ ATPase ของไมโตคอนเดรีย แบบที่ 2 silymarin ออกฤทธ
ยับยังการขนสงอิเลคตรอนที com plex I และ com plex II และ / หรือ com plex III ของ 
ลูกโซการหายใจ ทำให้การหายใจ state 3 และ state 3u ของไมโตคอนเดรืยมีอัตราลดลง
เป็นผลทำให้การควบคูกันระหวางกระบวนการออก?เดชั่นและกระบวนการฟอสฟอริลเลซั่นเสืยไป 
และทำให้ความสามารถในการสังเคราะห์ ATP ของไมโตคอนเดรืยลดลง นอกจากนี้ยังพบวา 
silymarin ยับยั้งการกระตุ้นการหายใจของไมโตคอนเดรืยด้วยแคลเ?ยม และยังมีฤทธในการ 
ยับยั้ง m onoam ine oxidase การใช้ silymarin อยางไมถูกต้องหรือกรณีใช้ติดตอกันเป็น
เวลานาน อาจกอให้เกิดอาการไมพึงประสงค์ตอการทำงานของตับเนื่องจากระดับของ ATP
ภายในเซลสลดลง แตรยางไรก็ตาม คงต้องมีการศึกษาตอไปถึงผลของ silymarin ตอการ 
ทำงานของไมโตคอนเดรืยดังกลาววามีความเกี่ยวช้องหรือไมกับฤทธทางเภสัซวิทยาและ / หรือพิษ 
วิทยาของยาตัวนี้
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