
อ ุป ก ร ณ ์แ ล ช ั5ธ ท ำ ก า ร ว ิจ ัย

1 .  ส ัต ว ์ท ด ล อ ง

ใช ้ห น ูข า ว  ( r a t )  พ ัน ธ ุ W ista r  เพ ศ ผ ู้ห น ัก ป ร ะ ม า ณ  1 8 0 - 2 0 0  ก ร ัม  จ า ก ส ำ น ัก ส ัต ว ์ 
ท ด ล อ ง แ ฟ ง ช า ต ิ ม ห า ว ิท ย า ล ัย ม ห ิด ล  ต ำ บ ล ศ า ล า ย า  อำ๓ อ น ค ร ช ัย ศ ร ี จ ัง ห ว ัด น ค ร ป ฐ ม

2 . ก า ร เต ร ีย ม ไ ม โ ต ค อ น เด ร ีย จ า ก ต ับ ห น ูซ า ว

เต ร ีย ม โด ย ใช ้ว ิธ ีข อ ง  H o g e b o o m , 1 9 5 5  ช ัง  M y ers  แ ล ะ  S la ter  ( 1 9 5 7 )  เป ็น ผ ู้บ ร ร ย า ย  
ไ ว ัโ ด ย ด ัด แ ป ล ง เล ็ก ห ้อ ย  ก า ร เต ร ีย ม แ ล ะ ก า ร ป ฏ ิบ ัต ิก า ร  ด ับ แ ล ะ ไ ม โ ต ค อ น เด ร ีย จ ะ แ ช ัอ ย ู่ใน  m ed iu m  
ท ี่เย ็น จ ัด  ซ ี่ง บ ร ร จ ุอ ย ู่ใน ภ า ช น ะ ท ี่แ ช ้ไ น น ํ้า แ ข ็ง  ( i c e - c o l d )  ก า ร ป ่น แ ย ก ไ ม โ ต ค อ น เด ร ีย  จ า ก ด ับ ห น ู

ข า ว ท ำ ด ัว ย  refr igera ted  cen tr ifu g e  ซ ึ่ง ค ว บ ค ุม อ ุณ ห ภ ูม ิต ล อ ด ก า ร เต ร ีย ม ไ ว ัท ี่ 4 ° c

ข ั้น ต อ น ก า ร เต ร ีย ม ไ ม โ ต ค อ น เด ร ีย  แ บ ่ง เป ็น  2 ข ั้น ต อ น ห ล ัก  ค ือ
ข ั้น ต อ น ท ี่ 1 ก า ร เต ร ีย ม  liv e r  h o m o g en a te
ข ั้น ต อ น ท ี่ 2 ก า ร ป ่น แ ย ก ไ ม โ ต ค อ น เด ร ีย จ า ก  liv er  h o m o g en a te

ข ั้น ด อ น ท ี่ 1  ก า ร เต ร ีย ม  liv e r  h o m o g en a te

ท ำ ให ้ห น ูต า ย ท ัน ท ีโด ย ก า ร ต ิท ี่ห ัว บ ร ิเว ณ ท ำ ย ท อ ย แ ล ้ว ท ำ  cerv ica l d is lo c a t io n  ผ ่า ต ัด ห น ัา  
ท ัอ ง แ ล ้ว ร ีบ ต ัด ด ับ ม า ล ้า ง ด ัว ย ส า ร ล ะ ล า ย ท ี่ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย  0 . 2 5  M  su cr o se  แ ล ะ  1 m M  E G T A
(p H  7 . 2 )  ท ี่เย ็น จ ัด  ห ล า ย  ๆ ค ร ั้ง จ น ห ม ด เล อ ด  แ ล ้ว แ ช ัต ับ ใน ส า ร ล ะ ล า ย เต ิม ป ร ิม า ต ร ป ร ะ ม า ณ  
6 0 - 7 0  ม ล . จ า ก น ั้น ต ัด ต ับ อ อ ก เป ็น ช ิ้น เล ็ก  ๆ ป ร ะ ม า ณ  0 . 3 - 0 . 5  ซ ม . ด ้ว ย ก ร ร ไ ก ร  ล ้า ง เล ือ ด  
อ ีก ค ร ั้ง ด ้ว ย ส า ร ล ะ ล า ย เต ิม จ า ก น ั้น น ำ ไ ป  h o m o g e n iz e  ด ้ว ย  H e id o lp h  g la ss  h o m o g e n iz e r  typ e  
5 0 2 0 3  R Z R  2 ป ร ะ ม า ณ  2 - 3  น าท ี ไ น ข ั้น ต อ น น ี้จ ะ ไ ด ้ l iv e r  h o m o g en a te  ป ร ะ ม า ณ  6 0 - 8 0  ม ล .  
ต ่อ ห น ู 1 ต ัว
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ช ั้น ต อ น ท ี่ 2  ก า ร ข ั้น แ ย ก ไ ม โ ต ค อ น เด ร ิย จ า ก  liv e r  h o m o g e n a te

■ นำ liv e r  h o m o g e n a te  ท ี่ไ ด จ า ก ข ั้น ต อ น ท ี่ 1 ม า ! เน น ย ก  (c e n tr ifu g e )  ไ ห ไ ด ้
ไ ม โ ต ค อ น เด ร ีย  โ ด ย ใ ช ้ H ita ch i H ig h  S p e e d  R efr ig era ted  C en tr ifu g e  H im a c  m o d e l C R  2 0 B  3  
rotor m o d e l R P  1 8 - 3  โ ด ย ! ! น แ ย ก ท ั้ง ห ม ด  3  ค ร ั้ง  ต า ม แ ผ น ภ า พ  ใ น ร ูป ท ี่ 1 0

I

แ

III

Liver homogenate
6 0 0 g  ( 2 , 5 0 0  r p m ) 6 m in  

p e lle ts  (u n b ro k en  c e l l s ,  n u c le i ,
e ry th ro cy tes , c o n n e c t iv e  t is s u e )

Supernatant fluid
4 , 5 0 0 g  ( 7 , 0 0 0  rp m ) 1 0  m in

1 r

P e lle ts  (p r im a ry  m ito ch o n d ria  fr a c tio n )

7 7 7  ไ ’ ”resuspend pellets with 0 .2 5  M sucrose 
and slightly homogenize

1 3 , 0 0 0 g  ( 8,000 rp m ) 10  m in

P e lle ts  (m ito ch o n d r ia  and m ic r o s o m e )

ร ูป ท ี่ 10  แ ส ด ง ข ั้น ต อ น ก า ร ข ั้น แ ย ก ไ ม โ ต ค อ น เด ร ิย จ า ก  rat liv er  h o m o g e n a te  โ ด ย ว ิธ ี
d i f f e r e n t ia l  c e n tr ifu g a t io n  (  H o g e b o o m , 1 9 5 5  ; M y e r s  and  s la te r ,

1 9 5 7 )

P e lle ts  ท ี่ไ ด ้จ า ก ก า ร ข ั้น ค ร ั้ง ท ี่ 3  จ ะ เห ็น แ ย ก เป ็น  2  ข ั้น ช ัด เจ น ใน ห ล อ ด  cen tr ifu g e  ข ั้น  
บ น จ ะ เห ็น เป ็น ส ีช ม พ ูแ ล ะ เก า ะ ก ัน อ ย ู่อ ย ่า ง ห ล ว ม  ๆ  ค อ ข ั้น ข อ ง ไ ม โค ร โซ ม  (m ic r o s o m e s )  ส ่ว น ข ั้น  
ล ่า ง ม ีส ีน า ต า ล แ ล ะ เก า ะ ก ัน แ น ่น  ค ือ  ข ั้น ข อ ง ไ ม โต ค อ น เด ร ิย  ร ิน ส ่ว น ข อ ง  Su p ern atan t f lu id  ท ิ้ง
แ ล ะ ล า ง ส ่ว น ท ี่เป ็น ไ ม โค ร โซ ม อ อ ก ให ้ห ม ด ด ้ว ย  0 . 2 5  M  su cro se  เล ็ก น ้อ ย  แ ล ะ เข ย ่า ห ล อ ด เบ า  ๆ  เท  
ส ่ว น ข อ ง เห ล ว อ อ ก  ฑ ำข ั้าอ ีก  1 - 2  ค ร ั้ง จ น เห ล ือ เพ ีย ง ส ่ว น ข อ ง ไ ม โต ค อ น เด ร ิย ท ี่ม ีส ีน ํ้า ต า ล
'นำมา resu sp en d  ด ้ว ย  0 . 2 5  M  su cr o se  ป ร ะ ม า ณ  2 - 3  ม ล . h o m o g e n iz e  ด ้ว ย ม ีอ อ ย ่า ง เบ า  ๆ  
ใ ห ้ต  ะ ก อ น แ ล ะ ข อ ง เห ล ว เช ้า ก น ด  จ ะ ไ ด ้ m itoch on d ria l su sp e n s io n  ส ำ ห ร ับ ไ ช ใน ก า ร ท ด ล อ ง  ค ว า ม  
เช ้ม ช ้น ข อ ง ไ ม โต ค อ น เด ร ิย ค ืด เป ็น ป ร ิม า ณ โป ร ต น  ม ีค ่า ป ร ะ ม า ณ  3 0 - 6 0  ม ก . / ม ล .  แ ล ะ เม ื่อ ใ ช ้
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g lu tam a te  + m a l a te เป ็น ส ับ ส เต ร ท  จ ะ ไ ด ้ค ่า  R C I ป ร ะ ม า ณ  5 - 8

ก า ร เต ร ย ม  o sm o tic  -  sh o c k e d  m itoch on d ria

นำ m ito ch o n d r ia l p e lle ts  ท ี่เต ร ีย ม ไ ด ้จ า ก ก า ร น ั้น ค ร ั้ง ท ี่ 3  ด ัง ว ิธ ีข ้า ง ด ้น ม า  resu sp en d  
ใ น ส า ร ล ะ ล า ย  0 .0 1  M  su c r o se  ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง เป ็น เว ล า ป ร ะ ม า ณ  1 ช ั่ว โม ง  ห ม ุน ก ว น ข ้า  ๆ  ด ้ว ย  
m a g n e tic  stirrer ใ ห ้ su sp e n s io n  เข ้า ก ัน ต ล อ ด เว ล า  เม ี่อ ค ร บ ก ำ ห น ด เว ล า  น ำ ม า ท ด ส อ บ โ ด ย ใ ข ้ 
N A D H  เป ็น ส ับ ส เต ร ท แ ล ้ว  in cu b a te  น าน  1 น าท ี ใ ส ่ u n co u p ler  ( D N P )  เป ร ีย บ เท ีย บ อ ัต ร า ก า ร ใ ข  ้
อ อ ก ซ ิเจ น ก ่อ น ใส ่ u n co u p ler  แ ล ะ ห ล ัง ใส ่ u n co u p ler  อ ัต ร า ก า ร ใข ้อ อ ก ซ ิเจ น ค ว ร ใ ก ล ้เค ีย ง ก ับ อ ัต ร า  
เด ิม  จากน ั้น ให ้น ำ o s m o t ic - s h o c k e d  m itoch on d ria  ท ี่ใด ้เก ็บ ใน ภ าช น ะ แ ส ่'น า แ ข ็ง  ( i c e - b a t h )  เพ ี่อ  
น ำ ไ ป ใช ้ใน ก า ร ท ด ล อ ง ต ่อ ไ ป

3 .  ก า ร เต ร ีย ม  In c u b a tio n  m ed iu m  ท ี่ใ ช ้ใ น ก า ร ท ด ล อ ง

In cu b ation  m ed iu m  ท ี่ใซ ใน ก า ร ว ิจ ัย แ บ ่ง ต า ม ส ภ า ว ะ ก า ร ท ด ล อ ง  ไ ด ้ด ัง น ี้
3 .1  In cu b ation  m ed iu m  ท ี่โซ เป ็น ม า ต ร ฐ า น  ส ำห ร ับ  ก า ร ว ัด อ ัต ร า ก า ร ห า ย ใจ ข อ ง

ไ ม โ ต ค อ น เด ร ีย ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย  H E P E S  b u ffer  4 0  m M  (  6 0  m O sm )
M g C l2 2  m M  (  6 m O s m )

KC1 9 2  m M  ( 1 8 4  m O sm )
( เป ็น  iso to n ic  b u ffer  ค ว า ม เข ้ม ข ้น ร ว ม  2 5 0  m ilh O sm o la r ) ป ร ับ  p H  ข อ ง  

in cu b a tio n  m ed iu m  น ี้ให ้เป ็น  7 .2
3 .2  In cu b ation  m ed iu m  ท ีใช ค ีก ษ า ผ ล ข อ ง ก า ร เป ล ย น แ ป ล ง  p H  ใ น  m ed iu m  จ ะ ม  

ส ่ว น ป ร ะ ก อ บ เช ่น เค ีย ว ก ับ ใน  in cu b a tio n  m ed iu m  ใน ข ้อ  3 .1  แ ต ่ป ร ับ  p H  ใ ห ้เป ็น  6 . 8, 7 . 2  แ ล ะ
7 .6

3 . 3  H y p o to n ic  in cu b a tio n  m ed iu m  ส ำ ห ร บ ว ด อ ต ร า ก า ร ห า ย ใจ ข อ ง  o s m o t ic - s h o c k e d  
m ito ch o n d r ia  ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย  H E P E S  b u ffer  4 0  m M , M g C l2 2  m M , KC1 2 9 . 5  m M

3 . 4  In cu b ation  m ed iu m  ส ำ ห ร ับ ค ีก ษ า ก า ร ท ำ ง า น ข อ ง เอ น ไ ซ ม ์โม โน เอ ม ีน อ อ ก ซ ิเด ส
(m o n o a m in e  o x id a se , M L \0 )  ป ร ะ ก อ บ ด ว ย  0 . 0 2 5  M  in organ ic  p h o sp h a te  ( K H 2P O 4)

b u ffer  p H  7 .2

4 .  ก า ร ว ัด อ ัต ร า ก า ร ใ ช ้อ อ ก ซ ิเจ น ข อ ง ไ ม โ ต ค อ น เด ร ีอ ใ น ส ภ า ว ะ ต ่า ง  ๆ

ก า ร ว ัด อ ัต ร า ก า ร ใช ้อ อ ก ซ ิเจ น ข อ ง ไ ม โต ค อ น เด ร ีย  ใ ช ้เท ค น ิค ท ี่เร ีย ก ว ่า  p o la ro g ra p h ic  
o x y g e n  e le c tr o d e  tecn n iq u e  (S o r d a h l e t  a l . ,  1 9 7 1 )
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เค ร ื่อ ง ม ือ ท ี่ใช ้ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย ส ่ว น ส ำ ค ัญ  ค ือ  G ilso n  reaction  ch am b er  ร ูป ท ี่ 1 1  ม ื่ง ม ืค ว า ม จ ุ
ป ร ะ ม า ณ  1 . 8 - 2.0  ม ล . ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย ผ น ้ง แ ก ้ว  2 ช ั้น  น ล ะ ม ีฝ า จ ุก  ( s to p p e r )  เป ีด แ ล ะ ป ีด ไ ด ้
ต ร ง ก ล า ง ฝ า จ ุก ม ืร ูเล ็ก  ๆ  ส ำ ห ร ับ เต ิม ส า ร ต ่า ง  ๆ  ล ง ไ ป ท ำ ป ฏ ิก ิร ิย า ก ับ ไ ม โต ค อ น เด ร ัย  ใ น
rea ctio n  ch a m b er  ท ำ ให ้อ อ ก ร เจ น จ า ก ภ า ย น อ ก ไ ม ่ส า ม า ร ถ เช ้า ไ ป ร บ ก ว น ป ร ิม า ณ อ อ ก ร เจ น ใ น
r e a c t io n  c h a m b e r  ข ณ ะ ท ำ ก า ร ท ค ล อ ง  เม ื่อ ไ ม โ ต ค อ น เด ร ัย ใ ช ้อ อ ก ร เจ น ไ ป ใ น ก า ร ท ำ ป ฏ ิก ิร ิย า
ป ร ิม า ณ ข อ ง อ อ ก ร เจ น ใ น  rea ctio n  ch am b er  จ ะ ล ด ล ง  ม ื่ง ส า ม า ร ถ ต ิด ต า ม ค ูอ ัต ร า ก า ร ล ด ล ง ข อ ง
อ อ ก ร เจ น น ี่โ ด ้ โ ด ย ใ ช ้ C lark  o x y g e n  e lec tro d e  ต ่อ เม ื่อ ม ก ับ  rea ctio n  ch am b er  โด ย ส ่ว น ข อ ง
e le c tr o d e  จ ะ ส ัม ผ ัส อ ย ู่ก ับ ข อ ง เห ล ว ใน  ch am b er  แ ล ะ ป ร ิม า ณ ก า ร เป ล ี่ย น แ ป ล ง ข อ ง อ อ ก ร เจ น ท ี่ว ัด ไ ด ้ 
โ ด ย  o x y g e n  e le c tr o d e  น  จ ะ ถ ูก ส ่ง ไ ป ย ้ง เค ร ื่อ ง  b io lo g ic a l o x y g e n  m o n itor  (Y S I  m o d e l 5 3 )  ม ื่ง  
จ ะ ม ีห น า ป ด บ อ ก ป ร ิม า ณ อ อ ก ร เจ น ท ี่ม ีอ ย ู่ใ น  rea ctio n  ch am b er ใน ข ณ ะ น ั้น  ๆ  ท ำ ใ ห ้ท ร า บ ป ร ิม า ณ  
อ อ ก ร เจ น ท ี่ม ือ ย ู่ต ล อ ด เว ล า  ส า ม า ร ถ บ ัน ท ํก อ ัต ร า ก า ร ล ด ล ง ข อ ง อ อ ก ร เจ น ใน  rea ctio n  ch a m b er  
ด ้ว ย  G ils o n  record er  (M o d e l  N 2 )  ม ื่ง จ ะ ม ีป า ก ก า  (record er  p e n )  บ ัน ท ึก ผ ล ท ี่ไ ด ้อ อ ก ม า ใน  
ล ัก ษ ณ ะ ข อ ง ก ร า ฟ แ ส ด ง ก า ร เป ล ี่ย น แ ป ล ง ร ะ ค ับ ข อ ง อ อ ก ร เจ น ใ น ส ภ า ว ะ ต ่า ง  ๆ  trac in g  ท ี่ป ร า ก ฎ บ น  
ก ร ะ ด า ษ บ ัน ท ึก โด ย ว ิธ ีม ีเร ัย ก ว ่า  o x y g e n  -  e lec tro d e  tracing (p o la ro g ra p h ic  tra c in g , o x y g ra p h  
tra c in g )

น อ ก จ า ก น ี๋ไ น ร ะ ห ว ่า ง ก า ร  in cu b a te  ไ ม โต ค อ น เด ร ัย ท ำ ป ฏ ิก ิร ิย า ก ับ ส า ร ต ่า ง  ๆ  ใ น  rea ctio n  
ch am b er  น ั้น  จ ะ ม ี m a g n e tic  stirrer ข น า ด เล ็ก ห ม ุน ก ว น ส า ร ล ะ ล า ย อ ย ู่ต ล อ ด เว ล า  เพ ี่อ ใ ห ้
ส ่ว น ป ร ะ ก อ บ ต ่า ง  ๆ  ข อ ง ป ฏ ิก ิร ิย า ใ น  rea ctio n  ch am b er เช ้า ก ัน ด ีต ล อ ด เว ล า  โ ด ย ใ ช ้น า ท ี่ถ ูก
ป ร ับ อ ุณ ห ภ ูม ิจ า ก อ ่า ง ค ว บ ค ุม อ ุณ ห ภ ูม ิไ ห ล ฝ า น เข า แ ล ะ อ อ ก ส ่ว น ข อ ง  ch am b er ช ั้น น อ ก  (w a te r  
ja c k e t )  ม ื่ง ห ่อ ห ้ม  rea c tio n  ch am b er ไ ว ่อ ๊ก ท ึห น ี่ง  น ั้า ท ี่ม ีอ ุณ ห ภ ูม ิต า ม ท ี่ด ้อ ง ก า ร  จ ะ ว น เว ีย น ห ล ่อ  
เล ี่ย ง อ ย ู่ร อ บ น อ ก  rea ctio n  ch am b er ท ำ ให ้อ ุณ ห ภ ูม ิข อ ง ก า ร ท ด ล อ ง ใน  rea ctio n  ch a m b er  ค ง ท ี่ต า ม

ท ี่ต อ ง ก า ร  ใ น ท ี่น ั้ค ว บ ค ุม อ ุณ ห ภ ูม ิให ้ค ง ท ี่ท ี่ 3 7 ° c
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w ater outlet

OXYGRAPH APPARATUS
1 = reaction cham ber
2 = stopper
3 = magnetic stirrer
4 = w ater jacket

รูปท่ี 11 แ ส ด ง  in cu b a tio n  ch am b er ท ี่ใช น !ก า ร ท ด ล อ ง เพ ี่อ ว ัด อ ัต ร า ก า ร ห า ย ใจ ข อ ง  
ไ ม โ ต ค อ น เด ร ีย ใน ส ภ า ว ะ ต ่า ง  ๆ  ท ี่งจ ะม ี o x y g e n  e lec tro d e  ค อ ย ต ิด ต า ม  
o x y g e n  ten s io n  ใ น  reaction  ch am b er แ ล ้ว อ ่า น บ ัน ท ก ผ ล ด ้ว ย  
o x yg ra p h  apparatus (o x y g e n  m o n ito r  + reco rd er)

เม ื่อ เร ิ่ม ท ำ ป ฏ ิก ิร ิย า ป ร ิม า ณ อ อ ก ร เจ น ใ น  ch am b er จ ะ ค ง ท ี่ท ี่ร ะ ด ับ  1 0 0 9 6  satu ration
แ ล ะ เม ื่อ ไ ม โ ต ค อ น เด ร ิย ม ีก า ร ห า ย ใ จ  ป ร ิม า ณ อ อ ก ร เจ น ใน  ch am b er จ ะ ต ่อ ย ๆ  ล ด ล ง  ว ัด อ ัต ร า ก า ร  
ล ด ล ง ข อ ง อ อ ก ซ เจ น ใน  ch am b er  ไ ด ้ด ้ว ย  C lark  o x y g e n  e lec tro d e  ร ง ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย  e le c tr o d e  2  
ข น ด ร ว ม ก ัน  ต ่อ  A g /A g C l  e lec tro d e  เป ็น ข ั้ว  a n o d e ล ้อ ม ร อ บ ด ้ว ย  p la tin u m  e lec tro d e  ท ี่ง ท ำ ห น ้า ท ี ่
เป ็น ฃ ัว  c a th o d e  (ด ัง ร ูป ท ํ 1 2  )  โ ด ย ม  h a lf  saturated KC1 so lu tio n  ฉ าบ ผ ว ฃ ว  e le c tr o d e  ฑง 
ส อ ง  ท ำ ห น ้า ท เป ็น  sa lt  b r id g e  แ ล ะ ม  Y S I  m em b ra n e (stan d a rd  ty p e )  ห ุ้ม ป ็ด ท ฃ ว ฃ อ ง  e lec tro d e  
โ ด ย  m em b ra n e  ช น ิด น ี้ย อ ม ให ,เฉ พ า ะ อ อ ก ร เจ น ผ ่า น เท ่า น ั้น
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ปฏิกิริยาที๓ ดท่ีชั้วท้ังสองขณะทำการทดลอง คือ
a n o d e  ะ 4 A g  + c r  --------- ►  4 A g C l + 4 e ~

c a th o d e  ะ 4 H + + 4 e ~  + 0 2  --------- ►  2H 2O

CATHODE ะ platinum electrode

ANODE : Ag/Ag/Cl electrode

amplifier

ร ูป ท  1 2  แ ส ด ง ล ัก ษ ณ ะ ช อ ง  C la r k  o x y g e n  e le c t r o d e  ข ึ้ง ม  A g / A g C l  e le c tr o d e  
เป น ข ัว  a n o d e  แ ล ะ ม ี p la tin u m  e lec tro d e  เป น ฃ ว ca th od e

ป ก ต ิร ะ ห ว ่า ง ช ั้ว ท ั้ง ส อ ง จ ะ ม ี p o la r iz in g  v o lta g e  0 . 8  V  เม อ ท ำ ป ฏ ิก ิร ิย า ด ัง ส ม ก า ร ข ้า ง ต ้น  
จ ะ ม ีก า ร ไ ห ล ข อ ง ก ร ะ แ ส ไ ฟ ฟ ้า ร ะ ห ว ่า ง  2 ช ั้ว  เก ิด ข ึ้น แ ล ะ ก ร ะ แ ส ท ี่๓ ด ช ั้น  น ี้จ ะ ถ ูก ส ่ง ไ ป ย ้ง  a m p lifie r  
ข ึ้ง ท ำ ห น ้า ท ี่ข ย า ย ก ร ะ แ ส เข ้า ส ํ record er บ ัน ท ีก เป น  tracin g  ต ่อ ไ ป  ป ร ิม า ณ ก ร ะ แ ส จ ะ แ ป ร ผ ัน ต า ม  
ป ร ิม า ณ อ อ ก ท ีเจ น ใน  ch am b er  ท ำ ไ ห ส า ม า ร ถ ว ัด อ ัต ร า ก า ร ไ ข ้ อ อ ก ท ีเจ น ข อ ง ไ ม โต ค อ น เด ร ิย ไ ต ้

ส ำ ห ร ับ ก า ร ค ืก ษ า ท ง ก า ร ท ำ ง า น ข อ ง เอ น ไ ซ ม ์ m o n o a m in e  o x id a se  น ั้น  อ า ศ ัย ห ล ัก ก า ร ใ น  
ก า ร ต ิด ต า ม ก า ร ไ ข ้อ อ ก ท ีเจ น ข อ ง ไ ม โ ต ค อ น เด ร ิย  เข ้น เด ีย ว ก ัน  m o n o a m in e  o x id a se  เป ็น เอ น ไ ซ ม ์ท ี ่
พ บ  บ ร ิเว ณ เย ื่อ ท ุม ช ั้น น อ ก  (o u te r  m em b ra n e ) ข อ ง ไ ม โด ค อ น เด ร ีย  ท ำ ห น ้า ท ี่ใน ก า ร อ อ ก ท ีไ ด ซ ์
สารพ ว ก  a m in es  โด ย ก ร ะ บ ว น ก า ร  o x id a tiv e  d eam in atio n  ด ัง ป ฏ ิก ิร ิย า ต ่อ ไ ป น ี้

>R - C H 2N H 2 + อ 2 + H 2 0 R -C H O  + N H 3 + H 20 2
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เน ื่อ ง จ า ก ป ฏ ิก ิร ิย า ท ีเก ิด ซ ึ้น น ี้จ ำ เป ็น จ ะ ต ้อ ง ใช ้อ อ ก ร เจ น  ด ัง น ั้น  จ ึง ส า พ า ร ถ ส ิก ษ า  a c tiv ity  
ซ อ ง เอ น ไ ซ ม ์ m o n o a m in e  o x id a se  ไ ด ีโ ด ย ก า ร ต ิด ต า ม ป ร ิม า ณ อ อ ก ร เจ น ท ี่ล ด ล ง ใ น  rea ctio n  
ch am b er  เม ื่อ ใช ้ส ับ ส เต ร ท  แ ล ะ  in cu b a tio n  m ed iu m  ท ี่เท ม า ะ ส ม  ใ น ก า ร ว จ ัย น ี้จ ะ ใช ้ ty ra m in e  เป ็น  
ส ับ ส เต ร ท  แ ล ะ ใ ช ้ p h o sp h a te  b u ffer  เป ็น  in cu b a tio n  m ed iu m  น อ ก จ า ก น ี้จ ะ เต ม  resp iratory  ch a in  
in h ib itor  ส ือ  r o te n o n e  ล ง ใ น  rea ctio n  ch am b er ต ้ว ย  เพ ื่อ ย ับ ย ั๋ง ก า ร อ อ ก ร ใ ด ช ้e n d o g e n o u s  
su b stra tes โ ด ย ใ ม โ ต ค อ น เด ร ิย  ท ำ ใ ห ้อ อ ก ร เจ น ท ี่ถ ูก ใช ้!ป น ั้น เก ิด จ า ก ก า ร ท ี่ m o n o a m in e  o x id a se  
อ อ ก ร ใ ด ช ้ a m in e  su b stra te  ท ี่เต ิม ล ง ไ ป เพ ีย ง อ ย ่า ง เด ีย ว  จ า ก ห ล ัก ก า ร ท ี่ก ล ่า ว ม า น ี้ ท ำ ให ้ท ร า บ ถ ง  
m o n o a m in e  o x id a s e  a c t iv ity  ใ ต ้

ก า ร แ บ ่ง ภ า ว ะ ก า ร ห า ย ใ จ ซ อ ง ไ ม โ ต ค อ น เค ร ีย  (M ito c h o n d r ia l resp iratory  s ta te s )

เน ื่อ ง จ า ก อ ง ค ์ป ร ะ ก อ บ ส ์า ค ัญ ซ อ ง ก า ร ห า ย ใจ ซ อ ง ไ ม โต ค อ น เด ร ิย  ม ีห ล า ย ป ร ะ ก า ร  ฟ น  
ก า ร ม ีอ อ ก ร เจ น  ส ับ ส เต ร ท  A D P + P i ห ร ือ ก า ร ม ี u n co u p ler  ห ร ือไม , เป ็น ต ้น  C h a n ce  a n d  W illia m  
( 1 9 5 6 )  ไ ต ้จ ัด แ บ ่ง ภ า ว ะ ก า ร ห า ย ใจ ซ อ ง ไ ม โ ต ค อ น เด ร ืย ต า ม อ ง ค ์ป ร ะ ก อ บ ส ำ ค ัญ  เป ็น ค ัง น ี้

S ta te
1
2
3  (a c t iv e  s ta te )  

3 u
4  (r e s t in g  s ta te )

5

6

C o n d itio n
ม ีเพ ีย ง  ๐ 2

ม ี ๐ 2 แ ล ะ  A D P

ม  0 2  A D P  แ ล ะ  Su bstrate

ม  u n co u p ler
ม ี อ 2 แ ล ะ  Su bstrate

ม ีเพ ีย ง  Su bstrate

ก า ร ห า ย ใจ ถ ูก ย ับ ย ั้ง ต ้ว ย  e x c e s s  C a 2 +
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5 . ก า ร ค ำ น ว ณ ค ่า ด ัช น ีค ว บ ด ุม ก า ร ห า ย ใ จ  , อ ัต ร า ส ่ว น  A D P /O  แ ล ะ อ ัต ร า ก า ร ใ ช ้อ อ ก ช ัเ จ น ข อ ง  

ไ ม โ ต ค อ น เด ร ีย

5 .1  ก า ร ค ำ น ว ณ ค ่า ด ัช น ค ว บ ด ุม ก า ร ห า ย ใ จ  

(R e sp ira to ry  C o n tro l Index , R  C l )

น อ ก จ า ก  Chance and W illia m  จ ะ แ บ ่ง ภ า ว ะ  (states) ก า ร ห า ย ใ จ

ซ อ ง ไ ม โ ต ค อ น เด ร ีย เป ็น ภ า ว ะ ค ่า ง  ๆ ด ัง ก ล ่า ว ม า แ ล ้ว  ช ัพ ส ด ง ว ิธ ีค ำ น ว ณ ค ่า ด ัช น ีค ว บ ค ุม ก า ร ห า ย ใ จ  

(R C I)  ข ึ้ง เป ็น ค ่า ท ี่ใ ช ้แ ส ด ง ก า ร ค ว บ ค ู่ (co u p lin g ) ก ัน ข อ ง ก ร ะ บ ว น ก า ร อ อ ก ช ัเด ช ัน แ ล ะ ก ร ะ บ ว น ก า ร  

ฟ อ ส ฟ อ ร ิล เ ล ช ัน  ค ่า  R C I น ี้บ อ ก ถ ึง ค ุณ ภ า พ ซ อ ง ไ ม โ ต ค อ น เด ร ิย ท ี่เต ร ีย ม ข ึ้น ว ่า น ีค ุณ ภ า พ ด ี ค ือ เป ็น  

in tact m itochondria  ห ร ีอ ไ ม ่ ก า ร ค ำ น ว ณ ค ่า  R C I ท ำ ต า ม ว ิธ ีด ัง ต ่อ ไ ป น ี้

R C I = อ ัต ร าก า ร ใ ช ้อ อ ก ช ัเจ น ข อ ง ไ ม โ ต ค อ น เด ร ีย ใ น  state 3

• อ ัต ร า ก า ร ใ ช ้อ อ ก ช ัเจ น ซ อ ง ไ ม ่๒ ค อ น เด ร ีย ใ น  state 4

ค ว าม ช น  (s lope ) ซ อ ง  tracing ใ น  state 4

จ า ก ต ัว อ ย ่า ง  oxygraph tracing ใ น ร ูป ท ี่ 13  ก าร ห าค ว าม ช ัน ซ อ ง  tracing ใ น  state 

3 แ ล ะ  state 4  ท ำ ไ ด ัโ ด ย ก ำ ห น ด ใ ห ้เส ้น ท ี่ล า ก ข น า น แ ก น  X  ข อ ง ท ั้ง  2 states ย า ว เท ่า ก ัน ด ัง น ั้น

RCI = Yl/X  = Y1
Y2/X Y2

5 .2  ก า ร ค ำ น ว ณ ค ่า  A D P /O

A D P /O  ค ือ  อ ัต ร า ส ่ว น ร ะ ห ว ่า ง  น น ม . ข อ ง  A D P  ท ี่ใ ช ้ใน ก า ร ส ร า ง  A T P  ต ่อ  

จ ำ น ว น  น น อ . ข อ ง อ อ ก ช ัเจ น ท ี'น ำ ม า ใ ช ้ส ร ้า ง  A T P  ห ร ือ อ า จ ก ล ่า ว ว ่า  เม ื่อ ไ ม โ ต ค อ น เด ร ืย ร ับ เอ า :

อ อ ก ช ัเจ น  1 อ ะ ต อ ม  ( * / 2 0 2 )  เช ้า ไ ป จ ะ เก ิด ก า ร ส ร ้า ง  A T P  ไ ด ัก ี่โ ม เล ก ุล  ค ่า  A D P /O  ส า ม า ร ถ  

ค ำ น ว ณ ไ ด ัต า ม ว ิธ ีท ี่บ ร ร ย า ย ไ ร ้โ ด ย  Estabrook ( 1 9 6 7 )  ข ึ้ง พ อ ส ร ุป ไ ด ้ด ัง น ี้

A D P /O  = จ ำ น ว น  น น ม . จ อ ง  A DP ท ี่เต ิม ลงไป ท ำป ฏ ิก ิร ิย า

จ ำ น ว น  น น อ . ข อ ง อ อ ก ร เจ น ท ี่ถ ูก ใ ช ้ร ะ ห ว ่า ง ก า ร เก ิด  state 3
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ต ัว อ ย ่า ง  oxygraph tracing 

เพ ี่อ แ ส ด ง ว ิธ ีก า ร ห า ค ่า  R C I

ร ูป ท ี่ 1 4  ต ัว อ ย ่า ง  o x y g ra p h  tra c in g  

เพ ี่อ แ ส ด ง ว ิธ ีก า ร ห า ค ่า อ ัต ร า ส ่ว น  

A D P /O

02 = ร

ร ูป ท ี่ 15  ต ัว อ ย ่า ง  oxygraph tracing

เ พ ี่อ แ ส ด ง ว ิธ ีก า ร ห า อ ัต ร า ก า ร ใ . ช  

อ อ ก ธ ีเ จ น ข อ ง ใ ม โ ต ค อ น เ ด ร ีย ใ น  

ร ะ ย ะ ด ่า ง  ๆ
๐2 = ๐ TIME (min)
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จ ำ น ว น  น น ม . ข อ ง  A D P  ท ี่เต ิม ล ง ไ ป ท ำ ป ฏ ิก ิร ิย า น ั้น  ค ำ น ว ณ ว า ก ค ว า ม เข ้น ข ้น แ ล ะ  

ป ร ิม า ต ร ข อ ง  A D P  ท ี่เต ิม ล ง ไ ป ท ำ ป ฏ ิก ิร ิย า

จ ำ น ว น  น น อ . ข อ ง อ อ ก ส ิเจ น ท ี่ถ ูก ใ ข ้Iน ก า ร ท ำ ป ฏ ิก ิร ิย า ร ะ ห ว ่า ง ก า ร เก ิด  state 3 

ค ำน ว ณ ไ ด ้จ า ก  oxygraph tracing ต ิง ต ิว อ ย ่า ง ใ น ร ูป ท ี่ 14  ด ัง น ี้

จ ำ น ว น  น น อ . ข อ ง อ อ ก ส ิเจ น ท ี่ไ ข ้'ร ะ ห ว ่า ง ก า ร เก ิด  State3 = Q  x  ร

P
โ ด ย ท ี่ P = ค ว า ม ส ูง ข อ ง เส ัน  P ใ น ร ูป  

Q  = ค ว า ม ส ูง ข อ ง เส ้น  Q  ใน ร ูป

ร  = จ ำ น ว น  น น อ .  ข อ ง อ อ ก ส ิเ จ น ท ี่ล ะ ล า ย อ ิ่ม ต ัว อ ย ู่ใ น  re a c tio n  

m ixture  ก ่อ น ท ี่จ ะ ถ ูก ไ ม โ ต ค อ น เด ร ิย ใ ข ้1 ป ใ น ก า ร ท ำ ป ฏ ิก ิร ิย า

ค ่า  ร  น ี้ข น อ ย ู่ก ับ ป ร ิม า ต ร ข อ ง  reaction m ixture ท ี่ท ำ ป ฏ ิก ิร ิย า ใ น  reaction 

chamber แ ล ะ อ ุณ ห ภ ูม ิข อ ง ก า ร ท ด ล อ ง  ค ือ  ถ ้าม ิ ป ร ิม า ต ร  reaction m ixture  ม า ก  อ อ ก ส ิเจ น ก ็จ ะ

ล ะ ล า ย อ ิ่ม ต ัว อ ย ู่ไ ด ้ม า ก  แ ล ะ ถ ้า อ ุณ ห ภ ูม ิต ํ่า  อ อ ก ส ิเจ น ก ็จ ะ ล ะ ล า ย อ ิ่ม ต ัว อ ย ู่ไ ด ้ม า ก ก ว ่า เม ื่อ อ ุณ ห ภ ูม ิ 

ส ูง

ก า ร ค ำ น ว ณ ห า ค ่า  ร  จ ะ ห าไ ด ้จ า ก  ก า ร ค ำ น ว ณ ค ่า ป ร ิม า ณ ซ อ ง อ อ ก ส ิเจ น ท ี่ล ะ ล า ย  

อ ิ่ม ต ัว ใ น  incubation m ix tu re  1 ม ล .  ( A )  ค ูณ ด ้ว ย ป ร ิม า ต ร ท ั้ง ห ม ด ข อ ง  reaction m ixture  ที่ทำ

ป ฏ ิก ิร ิย า  จ ะ ไ ด ้จ ำ น ว น ข อ ง อ อ ก ส ิเจ น ท ี่ล ะ ล า ย อ ิ่ม ต ัว ใ น  reaction m ixture ท ั้ง ห ม ด  ก า ร ค ำ น ว ณ ค ่า

ป ร ิม า ณ ข อ ง อ อ ก ส ิเจ น ท ี่ล ะ ล า ย อ ิ่ม ต ัว ใ น  incubation m ixture 1 ม ล . ท ำ ไ ด ้ ด ัง น ี้

A  = s x E _ x N x l 0 9 น น อ . อ อ ก ส ิเ จ น /ม ล .  

V  1 0 0

เม ื่อ A  = จ ำ น ว น  น น อ . อ อ ก ส ิเจ น ท ี่ล ะ ล า ย ใ น ,เท  1 ม ล .

ร = ค ่า ส ้ม ป ร ะ ส ิท ธ ก า ร ด ูด ส ิม อ อ ก ส ิเ จ น  (absorp tion  c o e ff ic ie n t)  ท ี่ 

อ ุณ ห ภ ูม ิท ี่ท ำ ก า ร ท ด ล อ ง  ( ป ร ิม า ต ร ข อ ง อ อ ก ส ิเ จ น เม ื่อ ถ ูก เป ล ี่ย น  

ไ ป อ ย ู่ท ี่ o ° c  แ ล ะ  7 6 0  ม ม .  แ ล ้ว ถ ูก ด ูด ส ิม โ ด ย น ั้า ห น ึ่ง

ห น ่ว ย ป ร ิม า ต ร  เม ื่อ ค ว า ม ด ัน ข อ ง ก ัา ซ เท ่า ก ับ  7 6 0  ม ม . )  โ ด ย  

ม ิค ่า เท ่า ก ับ  0 .0 2 3 7 3  ท ํอ ุณ ห ภ ูม ิ 3 7 ° c  

P = ส ัด ส ่ว น ข อ ง อ อ ก ส ิเจ น ใ น บ ร ร ย า ก า ศ  = 2 1 #

N  = จ ำ น ว น อ ะ ต อ ม ใ น  1 โ ม เล ก ุล ข อ ง อ อ ก ส ิเ จ น  = 2
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V  = ป ร ิม า ต ร ก ้า ซ ท ี่ 0 ° c  ค ว า ม ด ัน  1 บ ร ร ย า ก า ศ เท ีย บ ก ับ

1 ก ร ัม โ ม ล  ม ีค ่า เท ่า ก ับ  2 2 ,4 0 0  ม ล .

เม ี่อ แ ท น ค ่า เห ล ่า น ี้ล ง ใ น ส ม ก า ร ด ้ง ่ก ล ่า ว  ค ำ น ว ณ ห า ค ่า ป ร ิม า ต ร ข อ ง อ อ ก ร เจ น ท ี่

ล ะ ล า ย อ ิ่ม ต ัว ใ น น า  1 ม ล .  ( A )  ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ี 3 7 ° c  ม ีค ่า เท ่า ก ับ  4 4 4 .9  น น อ . อ อ ก !แ จ น /ม ล .

5 .3  ก า ร ค ำ น ว ณ อ ัต ร า ก า ร ใ ช ้อ อ กรเจ น ข อ ง ไ ม โ ต ค อ น เด ร ิย ใ น ร ะ ย ะ ต ่า ง  ๆ

จ า ก ต ัว อ ย ่า ง  oxygraph tracing ใ น ร ูป ท ี่ 15  ส า ม า ร ถ ค ำ น ว ณ อ ัต ร า ก า ร ใ ช ้

อ อ ก ร เจ น ข อ ง ไ ม โ ต ค อ น เด ร ีย  ไ ด ้ด ้ง น ี้

อ ัต ร า ก า ร ใ ช ้อ อ กรเจ น ใ น  state 3 = R  X ร  น น อ . อ อ กรเ จ น /น า ท ี

P

โ ด ย ท ี่ R  = ค ว า ม ส ูงข อ ง เส น  R  ใ น ร ูป  

P = ค ว า ม ส ูง ข อ ง เส ัน  P ใน ร ูป

ร  = จ ำ น ว น  น น อ .  ข อ ง อ อ กร เ จ น ท ี่ล ะ ล า ย อ ิ่ม ต ัว อ ย ู่ใ น  rea c tion  

m ixture  ก ่อ น ท ี่จ ะ ถ ูก ไ ม โ ต ค อ น เด ร ีย ใ ช ้Iป ใ น ก า ร ท ่า ป ฎ ิก ร ิย า

ก ัา ท ร า บ า ]ร ิม า ณ โ ป ร ต ีน ข อ ง ไ ม โ ต ค อ น เด ร ีย แ ล ว น ำ ม า ห า ร อ ัต ร า ก า ร ใ ช ้อ อ กรเจ น ท ี่ 

ค ำ น ว ณ ไ ด ้ต า ม ว ธ ีช ้า ง บ น จ ะ ท ่า ใ ห ้ท ร า บ อ ัต ร า ก า ร ใ ช ้อ อ กรเจ น ข อ ง ไ ม โ ต ค อ น เด ร ิย  ม ีห น ่ว ย เา )น

น น อ . อ อ กรเ จ น /น า ท ี/ ม ก .  โ ป ร ต ีน

น อ ก จ า ก น ี้ย ัง ส า ม า ร ถ ค ำ น ว ณ อ ัต ร า ก า ร ใ ช ้อ อ ก ร เจ น ช อ ง ไ ม โ ต ค อ น เด ร ีย ใ น ร ะ ย ะ  

ต ่า ง  ๆ อ อ ก ม า ใ น ห น ่ว ย ข อ ง จ ำ น ว น  น น อ . อ อ ก ร เจ น  / ม ล .  /น า ท ี ไ ด ้ ด ัง ต ัว อ ย ่า ง จ า ก  oxygraph 

tracing ใ น ร ูป ท ี่ 15  ฟ น ก ัน

อ ัต ร า ก า ร ใ ช ้อ อ ก ร เจ น ใ น  state 3 = R  X A  น น อ . อ อ ก ร เ จ น / ม ล . / น า ท ี

P

โ ด ย ท ี่ R  = ค ว า ม ส ูง ข อ ง เส ้น  R  ใน ร ูป  

P = ค ว า ม ส ูง ข อ ง เส ้น  P ใ น ร ูป

A  = จ ำ น ว น  น น อ . ข อ ง อ อ กรเจ น ท ี่ล ะ ล า ย อ ิ่ม ต ัว  อ ย ู่ใ น น า  1 ม ล .



33

ค ่า  A  น ี้ ห า ไ ด ้ต า ม ว ิธ ีท ี่ก ล ่า ว ม า แ ล ้ว ใ น ห ้}ข ้อ  5 .2  ใ น ก า ร ว ิจ ัย น ี้ค ว บ ค ุม อ ุณ ห ภ ูม ิ 

ใ ห ้ค ง ท ี่ท ี่ 37°c ท ี่ง ค ่า  A  ใน ท ี,น ี้จ ัง เท ่า ก ับ  4 4 4 .9  น น อ . อ อ ก ข ้เ จ น /ม ล .

ก า ร ค ำ น ว ณ อ ัต ร า ก า ร ใ ข ้อ อ ก ข ้เจ น ข อ ง ไ ม โ ต ค อ น เด ร ีย ใ น ร ะ ย ะ อ ื่น  ๆ ข อ ง  oxygraph 

tracing ก ็ส า ม า ร ถ ค ำ น ว ณ ไ ค ํใ น ท ำ น อ ง เด ีย ว ก ัน

6 . ก า ร ว ัด  ATPase a c tiv ity  ข อ ง ไ ม โ ต ค อ น เด ร ิย

ต ่อ ไ ป น ี้

เน ื่อ ง จ า ก ป ฏ ิก ิร ิย า ไ ฮ โ ด ร ไ ล ส ํ A T P  จ ะ เก ิด ผ ล ิต ผ ล ด ีอ  A D P , P i แ ล ะ  H + ด ้ง ป ฏ ิก ิร ิย า

A T P  synthase (F oF jA T P ase)

A T P  + H 20  <— -------------------------- — » A D P  + Pi + H +

ด ้ง น ั้น ใ น ก า ร ด ีก บ า  ATPase ac tiv ity  ข อ ง ไ ม โ ด ค อ น เด ร ิย  ส า ม า ร ถ ท ำ ไ ด ้ 2 ว ิธ ี ด ีอ

6.1 โ ด ย ว ด จ ำ น ว น  H + ฑ เพ ม ฃ น ใน  m edium  โ ด ย ใ ข ้ pH  meter (B e rtina  and Slater,

1 9 7 5 )

6 .2  โ ด ย ก า ร ว ัด ป ร ิม า ณ ข อ ง  P i ท ี่เก ิด จ า ก ก า ร ส ล า ย ด ้ว ข อ ง  A T P  (W einbach, 1 9 5 6 )

ใ น ก า ร ว ิจ ัย น ี้จ ะ เล ือ ก ใ ข ้ว ิธ ีว ัด ป ร ิม า ณ  P i ท ี่เก ิด จ า ก ก า ร ส ล า ย ต ัว ข อ ง  A T P  ใ น ก า ร ว ัด  

ATPase activ ity  ข อ ง ไ ม โ ต ค อ น เด ร ีย  โ ด ย ม ีข ั้น ต อ น แ ล ะ ห ล ัก ก า ร ท ี่ส ำ ค ัญ ต ัง น ี้ด ีอ

ข ั้น ต อ น ท ี่ 1 เป ็น ก าร  incubate ไ ม โ ต ค อ น เด ร ีย  ใ ห ้ท ำ ป ฏ ิก ิร ิย า ก ับ ส า ร ต ่า ง  ๆ ท ี่

ด ้อ ง ก า ร ด ีก ษ า ใ น  reaction m ixture ท ี่เห ม า ะ ส ม  เม ื่อ ค ร บ เว ล า ท ี่ก ำ ห น ด ไ ว ้ท ำ ก า ร ห ย ุด ป ฏ ิก ิร ิย า ท ัน ท ี 

โ ด ย ก า ร ด ูด  reaction m ixture  ใ ส ่ล ง ใ น  centrifuge tube ท ี่ม ี 2096นน. /ป ร ิม า ต ร ข อ ง  

trichloroacetic acid จ ำ น ว น  1 ม ล . อ ย ู่ก ่อ น แ ล ัว เข ย ่า ใ ห ้เข ้า ก ัน  แ ล ะ น ำไ ป แ ข ้ใ น น ั้า แ ข ็ง ท ัน ท ี

ข ั้น ต อ น ท ี่ 2  เป ็น ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ห า ป ร ิม า ณ  P i ท ี่เก ิด ข ึ้น  จ าก ท ี่ไ ด ้1 น ข ั้น ต อ น ท ี่ 1 ใ น ก า ร  

ว ิจ ัย น ี้ใ ช ัว ิธ ีข อ ง  F iske and Subbarow ( 1 9 2 5 )  ซ ึ่ง เป ็น ว ิธ ีว ัด ค ว า ม เข ้ม ข อ ง ส ีท ี่เก ิด ข ึ้น ข อ ง ส า ร

ป ร ะ ก อ บ เข ้ง ซ ้อ น จ า ก ป ฏ ิก ิร ิย า ร ีด ัก ช ัน ข อ ง  phosphomolybdate com plex ก ับ  Fiske Subbarow 

reducing agent ( ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย  1596 sodium b isu lfite  9 7 .5  ม ล .  2096 sodium su lfite  2 .5  ม ล . 

แ ล ะ  1 -a m in o -2 -n a p h th o l-4 -s u lfo n ic  acid 0 .2 5  ก ร ัม )  เม ื่อ ป ฏ ิก ิร ิย า ด ำ เน ิน ไ ป ค ร บ ต า ม เว ล า

ท ี่ก ำ ห น ด แ ล ้ว  น ำ ส า ร ล ะ ล า ย ซ ึ่ง เก ิด เป ็น ส ีน ั้า เ ง ิน ไ ป ว ัด ค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง  (absorbance) ท ี่

ค ว า ม ย า ว ค ล ี่น  6 5 0  น า โน เม ต ร  ด ้ว ย เค ร ื่อ ง  spectrophotometer (U ltrospec แ )  โ ด ย ใ ข ้น ั้า ก ล ั่น ท ี่
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ม ี'ป ร ิม าต ร เท า  sample เป ็น  b lank แ ล ้ว น ำ ค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ไ ด ้ใ ป เท ีย บ ห า ป ร ิม า ณ  P i จ า ก ก ร า ฟ  

ม า ต ร ฐ า น ข อ ง  P i ข ึ้ง ม ี? }ว ง ค ว าม เข ้ม ข ้น ต ่า ง  ๆ ค ร อ บ ค ล ุม ค ่า ข อ ง  sample

ว ิธ ีก า ร ห า  A T P  ase ac tiv ity  ข อ ง ไ ม โ ต ค อ น เด ร ีย  ม ีข ั้น ต อ น ก า ร ป ฏ ิบ ัต ิด ้ง น ี้

1 . เต ิม  incubation m edium  ป ร ิม า ต ร  2 .6 3  ม ล . ล ง ใ น ภ า ช น ะ ท ร ง ส ูง เล ็ก ๆ  ท ี่ส ่ว น ล ่า ง  

น?}อย ู่ใน  w ater bath ข ึ้ง จ ะ ป ร ับ อ ุณ ห ภ ูม ิข อ ง ก า ร ท ด ล อ ง ไ ห ้ค ง ท ี่ ท ี่ 37 ° c  ส ่ว น ล ่า ง ข อ ง ภ า ช น ะ ท ร ง  

ส ูง จ ะ ม ี m agnetic stirrer ค อ ย ห ม ุน ก ว น ส ่ว น ป ร ะ ก อ บ ข อ ง ป ฏ ิก ิร ิย า ใ ห ้เข ้า ก ัน อ ย ู่ต ล อ ด เว ล า

2 . เต ิม  m itochondria l suspension 2 0 0  ม ค ล .

3. เต ิม ต ัว ย า ท ี่ต อ ง ก า ร ท ด ส อ บ ล ง ไ ป  ท ิ้ง ไ ว ้ 1 น าท ี ( ล ้า เป ็น ก า ร ท ด ล อ ง ท ี่ใ ข ้เป ็น  contro l 

อ า จ จ ะ เต ิม  s o lv e n t ท ี่ใ ข ้ล ะ ล า ย ต ัว ย า ใ น ป ร ิม า ต ร ท ี่เ ท ่า ก ัน  ห ร ือ อ า จ จ ะ ข ้า ม ไ ป ท ่า ข ้อ  4 เ ล ย )

4 . เต ิม  0 .1  M  A 1 P  1 5 0  ม ค ล . ป ล ่อ ย ใ ห ้ท ำ ป ฏ ิก ิร ิย า น า น  10 น าท ี

5 . ด ูด  reaction m ixture ม า เป ็น  sample ป ร ิม า ต ร  1 ม ล . แ ล ้ว ใ ส ่ล ง ใ น

centrifuge tube ท ี่ม ี 20  °/o น น . /ป ร ิม า ต ร ข อ ง  trichloroacetic acid 1 ม ล .  อ ย ู่ก ่อ น  แ ล ้ว เข ย ่า ไ ห ้เข ้า  

ก ัน แ ล ้ว น ำห ล อ ด ไ ป แ ? }ใ น น ี้า แ ข ็ง ท ัน ท ี

6 . น ำไ ป  centrifuge ท ี่ 4 ,0 0 0  rpm  น าน  10 น าท ี เพ ื่อ ต ก ต ะ ก อ น โ ป ร ต ีน

7. ด ูด ส ่ว น  supernatant ม า  1 ม ล . ( ล ้า เป ็น  blank ไ ข ้น ี้า ก ล ั่น  1 ม ล .แ ท น  ล ้าจะทำ 

standard curve ข อ ง  Pi ไ ข ้ 1 ม ล . ข อ ง  K 2H P 0 4 ท ี่ค ว า ม เข ้ม ข ้น  0 .1 , 0 .2 5 , 0 .5 0 , 1 .0 , 1 .5 ,

2 .0 , แ ล ะ  3 .0  m M  แ ท น )  แ ล ้ว ใ ส ่ล ง ใ น ห ล อ ด ท ด ล อ ง ท ี่ม ี 0 .2  M  แ 2ร ๐ 4 5 ม ล . อ ย ู่ก ่อ น แ ล ้ว  เข ย ่า  

ใ ห ้เข ้า ก ัน

8 . เต ิม  2 .5  °/6 น น . /ป ร ิม า ต ร  ammonium molybdate 0 .8  ม ล .

9 . เต ม  Fiske Subbarow reducing agent 0 .4  ม ล . เข ย ่า ใ ห ้เข ้า ก น ด  แ ล ้ว ต ง ไ ว ้ใ ห ้เก ด  

ป ฏ ิก ิร ิย า ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง น า น  10  น าท ี

1 0 . น ำ ไ ป ว ัด ค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ว ัด ไ ด ้จ า ก  sample ค ำ น ว ณ ห า ป ร ิม า ณ  Pi จ า ก  standard 

curve ข อ ง  P i แ ล ้ว ค ูณ ด ้ว ย  d ilu tion  factor (ไ น ท ี่น ี้ต ีอ  3 x 2  = 6 )  จ ะ ไ ด ้เป ็น ค ่า ป ร ิม า ณ  Pi ท ี่เก ิด  

ข ึ้น ต า ม ท ี่ด ้อ ง ก า ร

( ห ม า ย เห ต ุ ะ ใ น ก า ร เต ร ีย ม  Fiske Subbarow reducing agent จ ะ ม ีบ า ง ส ่ว น ข อ ง  1 -  

a m in o -2 - naphthol-  4 -s u lfo n ic  acid ล ะ ล า ย ไ ม ่ห ม ด  ใ ห ้ก ร อ ง อ อ ก  โ ด ย ไ ข ้ก ร ะ ด า ษ ก ร อ ง แ ล ะ เก ็บ  

ส า ร ล ะ ล า ย  Fiske Subbarow reducing agent ใน ข ว ด ส ีช า  เก ็บ ไ ว ้เข ้ไ ม ่เก ิน  1 เต ีย น )
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7 . ก า ร ห า ป ร ิม า ณ โ ป ร ต ีน ช อ ง ไ ม โ ต ค อ น เด ร ีย

ค ว า ม เข ม ข น ห ร อ ป ร ิม า ณ ไ ม โ ต ค อ น เด ร ย ท อ ย ู่ใ น  m itochondria l suspension ท ี่เต ร ีย ม ไ ด ้ 

จ า ก ต ับ ข อ ง ห น ูข า ว ส ำ ห ร ับ ใ ช ้ไ น ก า ร ท ด ล อ ง ใ น แ ต ่ล ะ ค ร ั้ง จ ะ ม ีป ร ิม า ณ ไ ม ่เท ่า ก ัน  ท ี่ง จ ะ ม ีผ ล ต ่อ

ก า ร เป ร ีย บ เท ีย บ อ ัต ร า ก า ร ใ ช ้อ อ ก ? } เจ น ข อ ง ไ ม โ ต ค อ น เด ร ีย ใ น ร ะ ย ะ ต ่า ง  ๆ ต ัง น ั้น  จ ึง จ ำ เป ็น ด ้อ ง ห า  

ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง ไ ม โ ต ค อ น เด ร ีย ท ี่ใ ช ้ไ น ก า ร ท ด ล อ ง แ ต ่ล ะ ค ร ั้ง  โ ด ย ก า ร ว ัด ป ร ิม า ณ โ ป ร ต ีน ซ อ ง

m itochondria l suspension เพ ื่อ น ำ ม า เป ็น ม า ต ร ฐ า น ใ น ก า ร เป ร ีย บ เท ีย บ ผ ล ท ี่ไ ด ้

ก า ร ห า ป ร ิม า ณ โ ป ร ต ีน ข อ ง ไ ม โ ต ค อ น เด ร ีย ใ น ก า ร ว ิจ ัย น ี้ ใ ซ ว ิธ ีข อ ง  L o w ry  แ ล ะ ค ณ ะ  

( 1 9 5 1 )  ท ิ้ง ต ัด แ ป ล ง เพ ื่ม เต ิม 'โ ด ย  M ille r  ( 1 9 5 9 )  เป ็น ก า ร ห า ป ร ิม า ณ โ ป ร ต ีน โ ด ย ก า ร เก ิด ส ี เม ี่อ  

โ ป ร ต ีน ท ำ ป ฏ ิก ิร ิย า ก ับ  copper sulfate ใ น ส า ร ล ะ ล า ย ด ่า ง จ ะ เก ิด เป ็น  co-ord ina ted  com plex ข อ ง  

copper ก ับ อ ะ ต อ ม ข อ ง ไ น โ ต ร เจ น ใ น  peptide chain เก ิด เป ็น ส ีน ี้า เง ิน  น ำ ส า ร ล ะ ล า ย ส ีน ี้า เง ิน ท ี่ไ ด ้ไ ป  

ว ัด ค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ค ว า ม ย า ว ค ล ื่น  5 4 0  น า โน เม ต ร  ด ้ว ย เค ร ื่อ ง  spectrophotometer (U ltrospec

I I )  โ ด ย ใ ช ้น ี้า ก ล ั่น ท ี่ม ีป ร ิม า ต ร เท ่า ก ับ  sample เป ็น  blank น ำ ค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ไ ด ไ ป เท ีย บ ห า

ป ร ิม า ณ โ ป ร ต ีน จ า ก  standard curve ท ิ้ง ใ ช ้ bovine serum album in ใ น ช ้ว ง ค ว า ม เข ้ม ข ้น ท ี่ค ร อ บ ค ล ุม  

ค ่า ข อ ง  sample เป ็น ต ัว ม า ต ร ฐ า น

ว ิธ ีก า ร ห า ป ร ิม า ณ โ ป ร ต ีน ข อ ง ไ ม โ ต ค อ น เด ร ีย  ม ีข ั้น ต อ น ก า ร ป ฏ ิบ ัต ิ ต ัง น ี้

1 . เจ ือ จ า ง  m itochondrial suspension 10  ม ค ล . ด ้ว ย น ี้า ก ล ั่น  3 ม ล . ( 1 :3 0 0 )  จ ะ ไ ด ้ส าร

ล ะ ล า ย  A

2. ด ูด ส า ร ล ะ ล า ย  A  ป ร ิม า ต ร  1 ม ล . ใ ส ่ใ น ห ล อ ด ท ด ล อ ง  เต ีม  alkaline copper reagent 

1 ม ล .  ( ก ร ณ ีเป ็น  b lank จะใช ้'น า 1 ม ล .  ส ่วน กรณ ีท ี่ท ำ standard curve จ ะ ใ ช ้ 1 ม ล .  ข อ ง  bovine 

serum album in ท ี่ม ีค ว า ม เข ้ม ข ้น  0 .0 5 , 0 .1 0 , 0 .1 5 , 0 .2 0 , 0 .2 5 , 0 .3 0  ม ก . / ม ล .  แ ท น ส า ร  

ล ะ ล า ย  A )  เข ย ่า ใ ห ้เข ้า ก ัน  ป ล ่อ ย ใ ห ้ท ำ ป ฏ ิก ิร ิย า  10 น าท ี

3. เต ิม  F o lin -P heno l reagent (d ilu tio n  1 :1 0 )  3 ม ล .เข ย ่า ใ ห ้เช ้า ก ัน

4. น ำไป แ ช ไน  water bath ท ี่ม ีอ ุณ ห ภ ูม ี 50  ° c  เป ็น เว ล า น า น  10 น าท ี

5. ต ั้ง ท ิ้ง ไ ว ิใ ห ้เย ็น ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ีห ้อ ง

6. น ำ ไ ป ว ัด ค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ค ว า ม ย า ว ค ล ื่น  5 4 0  น า โน เม ต ร

7. น ำ ค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ว ัด ไ ด ไ ป เท ีย บ ห า ไ ]ร ิม า ณ โ ป ร ต ีน จ า ก  standard curve แ ล ้ว

ค ูณ ด ้ว ย  d ilu tion  factor ( ใ น ท ี่น ี้ต ีอ  3 X 1 0 0 )  จ ะ ไ ด ้ค ่า ค ว า ม เข ้ม ข ้น แ ล ะ ป ร ิม า ณ โ ป ร ต ีน ข อ ง

ไ ม โ ต ค อ น เด ร ีย  ห น ่ว ย เป ็น  ม ก . / ม ล .
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ก า ร เต ร ีย ม ส า ร ล ะ ล า ย ท ี่ใ ช ้

-  A lka lin e  copper reagent เป ็น ส า ร ล ะ ล า ย ท ี่ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย  1 ส ่ว น ข อ ง  0 .5  % C u S 0 4 

ท ี่ล ะ ล า ย อ ย ู่ใ น  196 (น น . /บ ่ร ม า ต ร )  ข อ ง  potassium tartrate แ ล ะ  10  ส ่ว น ข อ ง  10  9 6  N a2C 0 3 

ท ี่ล ะ ล า ย อ ย ูใ น  0 .5  M  N aO H

-  F o lin  -  Phenol reagent ( 1 :1 0 )  เต ร ย ม ใ ด ้จ า ก ก า ร เจ อ จ า ง  concentrated F o lin -  

C iocalteu's Phenol reagent ด ้ว ย น !ก ล ั่น ใ น อ ัต ร า ส ่ว น  1 :1 0  ( ป ร ม า ต ร /ป ร ม า ต ร )  แ ล ะ เต ร ีย ม ใ ช ้ 

ท ัน ท ี

8 . ก า ร เ ต ร ีย ม ส า ร ล ะ ล า ย ส ์า ห ร ับ ใ ช ้ใ น ก า ร ท ด ล อ ง แ ล ะ แ ห ล ่ง ท ี่ม า ข อ ง ส า ร เ ค ม ี

ใ น ก า ร เต ร ีย ม ส า ร เค ม ี แ ล ะ ต ัว ย า ต ่า ง ๆ  จ ะ ใ ช ้ต ัว ท ำ ล ะ ล า ย เป ็น  น า ก ล ั่น  3 ค ร ั้ง ส ่ว น ส า ร  

เค ม ีท ี่ล ะ ล า ย ไ ด ้น ้อ ย ห ร ือ ไ ม ่ล ะ ล า ย ใ น น ํ้า  จ ะ ใ ช ้ absolute ethanol ห ร ือ  d im ethylsu lfoxide 

(D M S O ) เป ็น ต ัว ท ำ ล ะ ล า ย แ ท น  แ ล ะ ใ น ก ร ณ ีท ี่ด ้อ ง ป ร ับ  pH  ข อ ง ส า ร ล ะ ล า ย ใ ห ไ ด ้ต า ม ด ้อ ง ก า ร จ ะ ใ ช ้ 

ส า ร ล ะ ล า ย ข อ ง  K O H  แ ล ะ  HC1 ท ี่ค ว า ม เช ้ม ช ้น ต ่า ง ๆ เป ็น ห ล ัก

8 .1 ก า ร เต ร ีย ม ส า ร ล ะ ล า ย ท ี่ใ ช ้ใ น ก า ร ท ด ล อ ง

ค ว า ม เช ้ม ซ ้น แ ล ะ ข น า ด ท ี่ใ ช ้บ ่อ ย  ๆ ข อ ง ส า ร เค ม ีท ี่ล ะ ล า ย ไ ด ้ใ น น ํ้า ก ล ั่น  ไ ด ้แ ก ่ 

1 M  glutamate + 1 M  rnalate (p H  7 .2 )  ข น าด  10 ม ค ล . ,  1 M  succinate (p H

7 .2 )  ข น า ด  10 ม ค ล . ,  0 .8  M  ascorbate + 0 .2  M  T M P D (p H  7 .2 )  ข น า ด  5 ม ค ล . ,

0 .2  M  N A D H  ใ น  1 9 6  N a H C 0 3  ข น าด  10 ม ค ล . ,  0 .3  M  A D P  + 0 .6  M  P i ข น าด  2 ม ค ล . ,

0 .0 5  M  D N P ข น า ด  2 - 4  ม ค ล . ,  0 .1  M  A T P  (p H  7 .2 )  ข น าด  1 5 0  ม ค ล . ,  0 .1  M  tyram ine 

ข น าด  2 ม ค ล . ,  0 .1  M  pargyline ข น า ด  1 ม ค ล . , 10 ม ก . / ม ล . ,  atractyloside ข น าด  10  ม ค ล . ,

0.1 M  D T N B  ข น าด  2 - 3  ม ค ล . ,  1 M  D T T  ข น าด  2 - 3  ม ค ล . ,  bovine serum album in 2 5 0  

ม ก . / ม ล .  ข น าด  2 0 - 1 2 0  ม ค ล . ,  0 .0 0 1  แ ล ะ  0 .2 5  M  sucrose, 1 m M  E G T A  (p H

7 .2 )  , 1 M  HOPES buffe r, 1 M  M g C l2 , 2 .3  M  KC1, 0 .0 2 5  M  potassium phosphate

( K H 2P 0 4 ) ,  0 .2  M  H 2ร ๐ 4 ข น าด  5 ม ค ล .

ค ว า ม เข ้ม ช ้น แ ล ะ ข น า ด ท ี่ใ ช ้บ ่อ ย ๆ  ข อ ง ส า ร เค ม ีท ี่ล ะ ล า ย ใ น  absolute ethanol

ไ ด ้แ ก ่ 5 ม ก . / ม ล .  o ligom ycin  ข น าด  2 ม ค ล .

ความ เข ้มข ้น และขน าดท ี่ใช ้บ ่อยๆ  ข องสารเคม ีท ี่ละลายใน  DMSO ได ้แก ่

8 มก. /ม ล .  22 ไฮดรอกซ ีท ีงจ ีโนน  ท ี่สก ัดจากแฮน คอคำให ญ ่ ขนาด 1 -1 0  ม คล.



37

8 .2  แ ห ล ่ง ท ี่ม า ซ อ ง ส า ร เค ม ีท ี่ใ ข ้ใ น ก า ร ว ิจ ัย

ส าร  2 2 - ใ ฮ ด ร อ ก ซ ีท ีง จ ีโ น น  ไ ด ้ร ับ ค ว า ม เอ ื้อ พ ี่๒ จ า ก  ร ศ . ด ร . ร พ ีพ ล  ภ โ ว ว า ท

ภ า ค ว ิช า เภ ส ัช พ ฤ ก ษ ศ า ส ต ร ์ ค ณ ะ เภ ส ัช ศ า ส ต ร ์ จ ุฬ า ล ง ก ร ณ ์ม ห า ว ิท ย า ล ัย

ส า ร เค ม ีจ า ก บ ร ัษ ัท  Sigma chem ical ค ือ

L -g lu ta m ic  acid ,m alic acid, succinic A c id , ascorbic acid, T M P D , A D P , A T P , 

D N P , magnesium ch loride, potassium chloride, HEPES buffe r, E G T A , o ligom ycin , 

potassium dihydrogen phosphate, dipotassium hydrogen phosphate, tyram ine, pargyline, 

D I T ,  D T N B , atractyloside, bovine serum alb inn in , D M SO ,sodium  su lfite , sodium b isu lfite , 

am m onium  m olybdate, 1 - a m in o -2 -  n a p h th o l-4 -su lfo n ic  acid, cupric sulfate, sodium 

hydroxide, potassium hydroxide, F o lin  &  C iocalteu's Phenol reagent, sodium carbonate, 

potassium tartrate , sucrose , rotenone

ส า ร เค ม จ า ก บ ร ิษ ัท  E .M e rck .Darmastadt ค ือ  su lfuric  acid, hydroch loric acid,

absolute ethanol

9 . ก า ร แ ส ด ง ผ ล ท า ร ท ด ล อ ง แ ล ะ ก า ร ร เค ร า ะ ห ์ข ้อ ม ูล ท า ง ส ถ ิต ิ

9.1 O xygraph tracings

เป ็น  oxygraph tracings ท 1 ด ้จ า ก ก า ร ท ด ล อ ง  แ ส ด ง อ ัต ร า ก า ร ใ ข ้อ อ ก ข ้เจ น ใ น ร ะ ย ะ  

ต ่า ง ๆ ด ้ว ย ต ัว เล ข ท ี่อ ย ู่ใ น ว ง เล ็บ  ท ี่ง ก ำ ก ับ แ ต ่ล ะ ร ะ ย ะ ข อ ง  oxygraph tracing ม ีห น ่ว ย เป ็น  น น อ . 

อ อ ก ข ้เจ น  / ม ล .  /น า ท ี

9 .2  ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ข ้อ ม ูล ท า ง ส ถ ิต ิ

ก า ร ว ิจ ัย น ิไ ข ้ส ถ ิต ิช น ิด  tw o -ta ile d  unpaired student's t- te s t ใ น ก า ร ท ด ส อ บ

ค ว า ม แ ต ก ต ่า ง ร ะ ห ว ่า ง ก ล ุ่ม ต ัว อ ย ่า ง ท ี่ใ ข ้เป ็น ก ล ุ่ม ค ว บ ค ุม  แ ล ะ ก ล ุ่ม ต ัว อ ย ่า ง ท ี่ใ ข ้เป ็น ก ล ุ่ม ท ด ล อ ง


	บทที่ 2 อุปกรณ์และวิธีทำการวิจัย
	สัตว์ทดลอง
	การเตรียมไมโตคอนเดรียจากตับหนูขาว
	การวัดอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะต่าง ๆ
	การคำนวณค่าดัชนีควบคุมการหายใจ ,อัตราส่วน ADP/O และอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย
	การวัด ATPase activity ของไมโตคอนเดรีย
	การหาปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรีย
	การเตรียมสารละลายสำหรับใช้ในการทดลองและแหล่งที่มาของสารเคมี
	การแสดงผลการทดลองและการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ


