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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

วานชักมดลูกมีชื่อวิทยาศาสตรวา Curcuma comosa Roxb. จัดอยูในวงศ 

Zingiberaceae วานชกัมดลูกเปนสมนุไพรที่มกีารใชประโยชนในประเทศไทยมาตัง้แตสมัยโบราณ 

โดยมีสรรพคุณพื้นบานในตํารายาไทย คือ ราก แกทองอืดทองเฟอ หัว แกมดลูกพิการ ทําใหมดลูก

เขาอูเร็วขึ้น ทําใหประจําเดือนมาตามปกติ ชวยยอยอาหาร แกริดสีดวงทวารหนัก แกเจ็บปวด

เนื่องจากไสเลือ่น (นราภรณ ฐานะโชติพันธ, 2545) ในสวนของเหงาซึง่เปนสวนที่นาํมาใช

ประโยชน พบวาประกอบดวยสารที่สาํคญั 2 กลุม ไดแก สารกลุม diarylheptanoids และ 

phloracetophenone glucoside (Jurgens และคณะ, 1994; Suksamrarn และคณะ, 1997) 

 สําหรับฤทธิท์างเภสัชวทิยาของ Curcuma comosa ทีน่าสนใจมหีลายอยาง เชน ฤทธิ์ฆา

พยาธิตัวกลม (Jurgens และคณะ, 1994) ฤทธิ์ลดการหดตัวของกลามเนื้อมดลูก (อนุกูล สวัสด์ิ

พาณิชย, 2537) ฤทธิ์กระตุนการหลั่งน้ําด ี (Piyachaturawat และคณะ, 1996) ฤทธิ์ลดไขมันใน

เลือด (Piyachaturawat และคณะ, 2002) ฤทธิ์ตานการอักเสบ (Jantaratnotai และคณะ, 2006)  

เปนตน               ซึ่งในปจจุบนัมีการนําเอาวานชกัมดลูกผสมเขาไปในสูตรยาสตรีหลายสตูร

ดวยกนั  เนื่องจากมีฤทธิ์คลายฮอรโมนเอสโตรเจน  (Piyachaturawat และคณะ, 1995) และจาก

ขอมูลการศึกษาฤทธิท์างเภสัชวิทยาของวานชกัมดลูก      ทาํใหทราบวาวานชักมดลูกมีศักยภาพ

นาสนใจที่จะนํามาพฒันาเพื่อใชเปนยารกัษาโรคได เชน ใชลดคอเลสเตอรอลและไตรกลีเซอไรดใน

เลือด ลดการหดตัวของกลามเนื้อมดลูก เปนตน จากการศึกษาเพื่อสกัดแยกสารบรสิุทธิ์จากเหงา

วานชักมดลูก  (Curcuma comosa Roxb.)  และศึกษาหาสูตรโครงสรางของสารบริสุทธิ์ที่แยกได      

โดยชนิดา โสมขันเงนิ และวันสิริ ชืน่จิตกลุถาวร พบวาสารสกัดจากเฮกเซนมีสารสาํคัญ คือ 1,7-

diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ซึ่งสามารถพบไดในสารสกัดวานชักมดลูกดวยเอทานอลอีกดวย 

ซึ่งการนําวานชักมดลูกมาใชประโยชนนยิมสกัดดวยเอทานอล จงึเปนทีน่าสนใจวาสาร 1,7-

diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol นาจะเปนสารทีม่ีฤทธิท์างเภสัชวทิยาดวย (ชนิดา โสมขันเงิน และ 

วันสิริ ชืน่จิตรกุลถาวร, 2548) 

แตกอนที่จะนาํเอาสารเคมีตางๆมาใชประโยชนในทางการแพทย ควรตองมีการศึกษาการ

ออกฤทธิ์ของสารเคมีนัน้ๆตอการทาํงานระบบตางๆของรางกาย เพือ่ใหมีขอมูลเกีย่วกับฤทธิ์ทาง

เภสัชวิทยาและพิษวิทยามากที่สุดเทาที่จะมากได         และจนถงึปจจุบันยงัไมมีการศึกษาถึงผล



   

 

 

ของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ที่สกัดจากเหงาวานชกัมดลูกสายพนัธุ Curcuma 

comosa   ที่เปนสายพนัธุพืน้เมืองของประเทศไทยในระดับออรแกเนลล   เชน  ไมโตคอนเดรีย  ซึง่ 

ไมโตคอนเดรียเปนออรแกเนลลทีท่ําหนาที่ในการสรางพลังงานใหแกเซลล โดยเปนแหลงสําคญั

ที่สุดในการสราง ATP (adenosine triphosphate) ซึง่เปน high energy compound ทีจ่ําเปนตอ

การดํารงชวีิตของสิ่งมีชวีิตทีห่ายใจโดยใชออกซิเจน (aerobic eukaryotic) ที่จะนาํพลงังานไปใช

ในกระบวนการตางๆของเซลล             พลงังานดงักลาวจะสังเคราะหจากกระบวนการออกซิเดทฟี  

ฟอสฟอริลเลชนั ซึง่เกิดขึ้นที่เยื่อหุมช้ันในของไมโตคอนเดรีย (inner membrane) (Voetและคณะ, 

1999) นอกจากนีก้ารทําหนาที่ของไมโตคอนเดรียยังมีความเกี่ยวของกนัในวิถตีางๆระหวาง 

mitochondrial metabolic routes กับกระบวนการอืน่ของเซลลโดยรวม ดังนั้นยาหรือสารเคมี

ตางๆที่มีผลตอ intramitochondria metabolic process หรือ transport pathways ที่เปนจุดเชื่อม

ไมโตคอนเดรียกับไซโตซอลก็อาจมีผลตอ cell metabolism ไดดวย   ไมโตคอนเดรียจึงสามารถใช

เปน ตนแบบ (model) ในการศึกษาเกีย่วกับฤทธิ์ทางเภสัชวทิยาและพิษวิทยาของสารได และ

เนื่อง จากในตําราสมุนไพรไทย ไดมกีารกลาวถึงสรรพคุณทางยาของวานชกัมดลกูไววาสามารถ

นํามาใชชักมดลูกใหเขาอูหลังคลอด และมีการศึกษาวาสามารถลดการหดตัวของกลามเนื้อมดลูก

ได (อนุกูล สวัสด์ิพาณชิย, 2537) ซึ่งการหดตัวของกลามเนือ้เรียบนั้นมีความเกีย่วของกบั

แคลเซียมภายในเซลล ในงานวิจยันี้จงึตองการศึกษาผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-

3-ol ตออัตราการหายใจของไมโตคอนเดรยีในสภาวะทีถ่กูกระตุนดวยแคลเซียม เนือ่งจากปจจุบัน

เปนทีท่ราบดวีาไมโตคอนเดรียเปนอีกออรแกเนลลหนึง่ทีม่ีบทบาทสาํคัญในการสะสมแคลเซียม 

และควบคุมการเปลี่ยนแปลง intracellular Ca2+ signaling ของเซลล (Carafoli, 2003; Devlin, 

2002)  ดังนัน้การศึกษาผลของ 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol จึงอาจจะเปนขอมูลในการ

อธิบายกลไกการลดการหดตวัของกลามเนือ้มดลูกที่อาจจะเกี่ยวของกบัการสรางพลงังาน  ATP  

ซึ่งอาจเปนกลไกหนึง่ที่สามารถอธิบายฤทธิล์ดการหดตัวของกลามเนื้อมดลูกได ดงันัน้งานวิจัยนี้

จึงมีวัตถุประสงคหลักในการศึกษาผลของสาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol     ตอการ

ทํางานของไมโตคอนเดรียทีแ่ยกจากตับหนูขาว เพื่อเปนขอมูลเบื้องตนถงึฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาและ/

หรือพิษวิทยาของสารสกัดนี ้ และอาจใชเปนขอมูลสนบัสนุนในการอธิบายฤทธิ์ลดการหดตัวของ

กลาม เนื้อมดลูกได 
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วัตถุประสงคของงานวิจัย 
ศึกษาผลของสาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol    ที่สกัดแยกจากเหงาวานชัก

มดลูก 

ตอกระบวนการหายใจ   (ออกซิเดทีฟ ฟอสฟอริลเลชัน)    การทาํงานของเอนไซม ATPase และ          

เอนไซมโมโนเอมีนออกซิเดส และผลตอการหายใจของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวย

แคลเซียม ในไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูขาว 

 
สมมติฐานของงานวจิัย 

สาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-olมีผลกระตุนหรือยับยั้งการทาํงานของไมโตคอน- 

เดรียที่แยกจากตับหนูขาว 

 
ขอบเขตของงานวจิัย 
 1. ศึกษาผลของสาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ตอกระบวนการหายใจของไม-

โตคอนเดรยี 

 2. ศึกษาผลของสาร     1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol    ตอการทํางานของเอนไซม 

ATPase 

 3. ศึกษาผลของสาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ตออัตราการหายใจของไมโต-

คอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซยีม  

4. ศึกษาผลของสาร     1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol    ตอการทํางานของเอนไซม 

โมโนเอมีนออกซิเดส  

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 

ไดขอมูลเบื้องตนเกี่ยวกับผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตอกระบวน 

การหายใจ (ออกซิเดทฟี ฟอสฟอริลเลชัน)   การทาํงานของเอนไซม ATPase   และเอนไซมโมโน- 

เอมีนออกซิเดส และผลตอการหายใจของไมโตคอนเดรียในสภาวะทีถู่กกระตุนดวยแคลเซียม  

รวมทัง้กลไกเกี่ยวกับการออกฤทธิ์ของสารตอไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูขาว ซึ่งอาจใชเปน

ขอมูลในการอธิบายฤทธิ์ลดการหดตัวของกลามเนื้อมดลูกได 
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บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 

สาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ที่นาํมาศกึษานี้ ไดจากการสกัดแยกสารบริสุทธิ์

จากเหงาวานชักมดลูก (Curcuma comosa Roxb.) ดวยเฮกเซน และศึกษาหาสูตรโครงสรางของ

สารบริสุทธิท์ี่แยกไดโดยชนิดา  โสมขันเงนิ  และวันสิริ  ชื่นจิตกุลถาวร  พบวาสารสกัดจากเฮกเซน

มีสารสําคัญ คือ 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol มีลักษณะเปนผลึกสีขาว มีจุดหลอมเหลว 

80-82°C และมีสูตรโครงสรางดังรูปที่ 1 

 
     OH 

                                      β                   5                      1              β´ 

                         γ                          α  7     6            4       
3     2         α´                 γ´ 

                         δ                                                                                                        
 

   C19H20O 

รูปที่ 1  แสดงโครงสรางทางเคมีของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 

(น้ําหนกัโมเลกุล 264 ) 

 

เมื่อทําการวิเคราะหสารสกัดจากเหงาวานชักมดลูกที่ไดจากการสกัดดวยเอทานอล ดวย

เทคนิค High performance liquid chromatography (HPLC) พบวาประกอบดวยสารประกอบ

หลัก 4 ชนิด โดย 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol นี้ก็เปนสวนประกอบของสารสกัดวานชัก

มดลูกในเอทานอลดวย ซึง่การนาํวานชกัมดลูกมาใชประโยชนนิยมสกัดดวยเอทานอล จึงเปนที่

นาสนใจวา 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol นาจะเปนสารที่มีฤทธิ์ทางเภสัชวทิยาดวย (ชนิดา 

โสมขันเงิน และ วนัสิริ ชืน่จิตรกุลถาวร, 2548) ซึ่งการศึกษาวิจัยนี้ เปนการศึกษาถงึผลของสาร 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ที่สกัดแยกจากเหงาวานชักมดลูกตอการทํางานของไมโต

คอนเดรียที่แยกจากตับหนูขาว  ดังนัน้ในบทนี้จะกลาวถึงเรื่องของวานชักมดลกู และฤทธิ์ทางเภสัช

วิทยาที่นาสนใจ และกลาวถึงเรื่องของไมโตคอนเดรีย ซึ่งเปนออรแกเนลลที่สาํคญัในการสราง

พลังงานใหกับเซลล ทัง้ในดานลักษณะโครงสราง สวนประกอบและการถายทอดอิเลคตรอนใน

ลูกโซการหายใจ กระบวนการสราง ATP สารตางๆทีม่ผีลรบกวนหรอืเปลี่ยนแปลงการทาํงานของ



   

 

 

ไมโตคอนเดรีย   การขนสงและการสะสมแคลเซียมของไมโตคอนเดรีย   รวมทั้งหนาที่และการ

ทํางานของเอนไซมโมโนเอมีนออกซิเดส 

 
วานชกัมดลกู 

วานชักมดลูกเปนสมนุไพรทีม่ีการใชประโยชนในประเทศไทยมาตัง้แตสมัยโบราณ วานชกั

มดลูกเปนพืชในวงศ Zingiberaceae ทีพ่บในประเทศไทยมี 2 ชนิด คือ Curcuma xanthorrhiza 

Roxb. และ Curcuma comosa Roxb. แตสารบริสุทธิ์ทีน่ํามาใชในการศึกษานี้สกัดมาจากเหงา

ของสายพันธุ  Curcuma comosa 

 
ลักษณะทางพฤกษศาสตร 

วานชักมดลูกเปนพืชลมลุก สูงประมาณ 1-2 เมตร มีเหงาใตดินขนาดใหญคอนขางกลม 

เนื้อภายในสีเหลือง โดยวานชักมดลกูที่ไดจาก Curcuma comosa จะเปนสีเหลอืงออนออกมวง

เล็กนอย แตถาเปนชนิด Curcuma xanthorrhiza จะเปนสีเหลืองสม ทั้ง 2 ชนิดมีกลิ่นฉุนรอน ใบมี

ลักษณะเปนใบเดี่ยว เรียงตัวเปนกระจกุใกลราก ใบรูปขอบขนานแกมวงรี ถาเปนชนิด C. 

xanthorhiza ดานลางใบมีเสนกลางใบสีมวง และมขีนทีท่องใบ กานใบสัน้ แตถาเปนชนิด C. 

comosa ดานลางใบมีเสนกลางใบสีเขยีวตลอด ไมมีขน และมีกานใบยาวกวา ดอกออกเปนชอ

แทงจากพืน้ดนิสีชมพู เกสรตัวผูเปนหมนัสีขาว ใบประดับที่ไมไดรองรับดอกยอยมีสีมวง สวนใบ

ประดับที่รองรับดอกยอยมีสีเขียวออน (ชนดิา  โสมขนัเงนิ   และ   วนัสิริ  ชืน่จิตกลุถาวร, 2548)   

(รูปที่  2)   สามารถจําแนกหมวดหมูตามพฤกษอนกุรมวิธานไดดังนี ้

      Kingdom: Plantae 

                  Division: Magnoliophyta  

                     Class: Liliopsida  

                          Subclass: Commelinidae  

    Order: Zingiberales 

                                  Family: Zingiberaceae  

                                      Subfamily: Zingiberoideae  

                                         Tribe: Zingibereae                                       

       Genus: Curcuma 

                                                Species: Curcuma comosa 

(http://www.en.Wikipedia.org/wiki/Curcuma[2550, มีนาคม 20]) 
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รูปที่ 2 แสดงลักษณะของลาํตนเหนือดิน เหงาและดอกของวานชกัมดลูกสายพันธุ Curcuma 

comosa (http://www.ics.trieste.it/MedicinalPlant/-MedicinalPlant.aspx?id=18[2550, 

มีนาคม 20]) 

 
องคประกอบทางเคมีของสวนเหงาวานชักมดลูกสายพันธุ Curcuma comosa 
  สวนเหงาของ Curcuma comosa ประกอบดวยสารที่สําคัญ 2 กลุม ไดแก (1) สารกลุม 

diarylheptanoids เชน trans-1,7-diphenyl-5-hydroxy-1-heptene,  trans-1,7-diphenyl-6-

heptene-3-one-5-ol,  trans-1,7-diphenyl-3-acetoxy-6-heptene,  trans-1,7-diphenyl-6-

heptene-3-one, trans,trans-1,7-diphenyl-1,3-heptadien-5-ol, 1,7-diphenyl-5-hydroxy-

(1E)-1-heptene, 5-hydroxy-7-(4-hydroxyphenyl)-1-phenyl-(1E)-1-heptene, 7-(3,4-

dihydroxyphenyl)-5-hydroxy-1-phenyl-(1E)-1-heptene เปนตน (Jurgens และคณะ, 1994) 

(2) สารกลุม acetophenones เชน phloracetophenone glucoside (4,6-dihydroxy-2-O-(β-D-

glucopyranosyl) acetophenone) เปนตน (Suksamrarn และคณะ, 1997) 
 
สรรพคุณพื้นบานในตํารายาไทยของวานชักมดลูก 

วานชักมดลูกมีสรรพคุณพื้นบานในตํารายาไทย คือ ราก แกทองอืดทองเฟอ หวั แกมดลูก

พิการ ทําใหมดลูกเขาอูเร็วขึ้น ทาํใหประจําเดือนมาตามปกติ ชวยยอยอาหาร แกริดสีดวงทวาร

หนกั แกเจ็บปวดเนื่องจากไสเลื่อน วิธีการใชในตํารายาพื้นบาน คือ สําหรับคนคลอดบุตรใหมๆ แก

เจ็บปวดมดลกู ทําใหมดลูกเขาอู ใหนาํหัวมาตํา ดองดวยสุรา รับประทานครั้งละไมเกิน 2 ชอนโตะ 

และในผูชายทีเ่ปนไสเลื่อน ใชวานฝนกับสุราทาบริเวณทีเ่จ็บปวด (นราภรณ ฐานะโชติพันธ, 2545) 
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การศึกษาฤทธิ์ทางเภสชัวทิยาของวานชักมดลกูสายพันธุ Curcuma comosa  
1. ฤทธิ์ตอพยาธิตัวกลม  
สารประกอบในกลุม diphenylheptanoids เชน trans-1,7-diphenyl-5-hydroxy-1-

heptene,  trans-1,7-diphenyl-6-heptene-3-one-5-ol,  trans-1,7-diphenyl-3-acetoxy-6-

heptene, trans-1,7-diphenyl-6-heptene-3-one, trans,trans-1,7-diphenyl-1,3-heptadien-5-

ol ที่สกัดแยกจากเหงาวานชกัมดลูกดวยเมทานอลมฤีทธิ์ฆาพยาธติัวกลม Caenorhabditis 

elegans ได โดยออกฤทธิ์ยบัยั้งการเคลื่อนไหวของพยาธิตัวกลม (Jurgens และคณะ, 1994)  

 
2. ฤทธิ์ตอมดลูก  
สารสกัดจากเหงาวานชกัมดลูกดวยตัวทาํละลายเอทานอล 95% มีฤทธิ์ลดการหดตัวของ

กลามเนื้อมดลูกหนูขาวไดโดยไมเจาะจงตัวรับสัมผัสใดๆที่กระตุนดวยสารละลายชนิดตางๆ เชน 

oxytocin, acetylcholine, serotonin เปนตน (อนกุูล สวัสด์ิพาณิชย, 2537) นอกจากนี้สารสกัด

จากเหงาวานชักมดลูกดวยตัวทําละลายเฮกเซน พบวามีผลในการเพิม่น้ําหนักมดลกู เหนีย่วนําให

เกิดการหนาตัวของเยื่อบุผวิชองคลอด และเพิ่มปริมาณไกลโคเจนในหนูขาว ซึ่งมีผลคลายกับการ

ใหเอสตราไดออล (Piyachaturawat และคณะ, 1995)   

 
3. ฤทธิ์ตอการหลั่งน้าํดี  
สารสกัดจากเหงาวานชกัมดลูกดวยเอธิลอะซีเตต มีฤทธิ์กระตุนการหลั่งน้าํดีไดตามขนาด

สารสกัดที่ไดรับ หากไดรับสารสกัดในขนาดสูง (1,000 mg/kg) จะทําใหอัตราการไหลของน้ําดี

เพิ่มข้ึน และพบปริมาณคอเลสเตอรอลในน้ําดีเพิ่มข้ึนดวย (Piyachaturawat และคณะ, 1996) ซึ่ง

สารที่มีฤทธิก์ระตุนการหลั่งน้าํดีคือ สารกลุม phloracetophenone glucoside (Suksamrarn และ

คณะ, 1997)  ตอมามีการศกึษาผลของสารสังเคราะห  phloracetophenone (2,4,6-trihydroxy 

acetophenone; THA)  ตอการไหลของน้าํดีและการหลัง่ของไขมันในทอน้าํดีในหนขูาวเพศผู   พบ 

วาการฉีด THA ขนาด 10-150 mg/kg ทางลําไสเล็ก มีผลเพิ่มอัตราการไหลของน้ําดีโดยขึน้กบั

ขนาดสารที่ไดรับ ซึ่งสมัพนัธกับการเพิ่มการหลั่งน้ําด ี และยังพบการลดลงของคอเลสเตอรอลใน

พลาสมาอีกดวย (Piyachaturawat และคณะ, 1998) และเมื่อศึกษาความสัมพนัธระหวางสูตร

โครงสรางกับฤทธิก์ระตุนการหลั่งน้ําดีของ phloracetophenone analogues พบวา THA มีฤทธิ์

กระตุนการหลัง่น้าํดีไดมากทีสุ่ด (Piyachaturawat และคณะ, 2000)  
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4. ฤทธิ์ตอระบบสืบพนัธุเพศผู  
สารสกัดจากเหงาวานชกัมดลูกดวยเฮกเซน ขนาด 500 mg/kg เมื่อใหทางกระเพาะ

อาหาร เปนเวลา 7 วนั ทาํใหน้าํหนักของ testis, ventral prostate และ seminal vesicle ในหนู

ขาวเพศผูที่ยงัโตไมเต็มวัยลดลง นอกจากนี้ผลการตรวจพยาธิสภาพเนื้อเยื่อยงัพบวาเซลลที่ให

กําเนิดตัวอสุจ ิ (spermatogonium) ในหลอดที่ผลิตน้ําอสุจิ (seminiferous tubules) มีจํานวน

ลดลง และพบการตายของเซลลเยื่อบุผิวในหลอดน้าํเลีย้งอสุจ ิ (epididymis) (Piyachaturawat 

และคณะ, 1998) ในขณะที่การใหสารสกดัจากเหงาวานชักมดลกูดวยเฮกเซนในหนูขาวเพศผูทีโ่ต

เต็มวัย ทําใหน้ําหนกัของ testis, ventral prostate และ seminal vesicle ลดลง และทําใหปริมาณ

ความเขมขนและการเคลื่อนไหวของอสุจิใน cauda epididymis ลดลงดัวย (Piyachaturawat และ

คณะ, 1999)  
 
5. ฤทธิล์ดไขมันในเลือด  
สารสกัดจากเหงาวานชกัมดลูกดวยเอธิลอะซีเตต เมื่อใหในหนูตะเภาเพศเมยีทีถู่กเหนีย่ว 

นําใหเกิดภาวะคอเลสเตอรอลในเลือดสูง มีผลในการลดระดับคอเลสเตอรอลและไตรกลีเซอไรดใน

กระแสเลือดไดตามขนาดของสารสกัดที่ไดรับ โดยสารสกัดขนาด 500 mg/kg เมื่อใหทางกระเพาะ

อาหาร เปนเวลา 7 วัน พบวาเพิ่มระดับ high density lipoprotein (HDL) cholesterol และลด

ระดับ low density lipoprotein (LDL) cholesterol ในเลือดไดอยางมนีัยสําคัญ (Piyachaturawat 

และคณะ, 1999)   และการศึกษาโดยใหสาร  THA  ขนาด  300-600 μM/kg  ทางกระเพาะอาหาร  

วันละ 2 คร้ัง เปนเวลา 7 วัน แกหนูตะเภาเพศผูที่ถูกเหนี่ยวนาํใหเกิดภาวะคอเลสเตอรอลในเลือด

สูง พบวา THA สามารถลดระดับคอเลสเตอรอลและไตรกลีเซอไรดไดตามขนาดและระยะเวลาที่

ไดรับสาร (Piyachaturawat และคณะ, 2002) 

 
 6. ฤทธิ์ตานการอักเสบ 
 สารสกัดจากเหงาวานชกัมดลูกดวยเฮกเซน สามารถกดการหลัง่ไนตริกออกไซดใน rat 

microglial cell line ที่ถูกกระตุนดวย lipopolysacharide (LPS) ได (Jantaranotai และคณะ, 

2006) 
 
การศึกษาทางพิษวทิยาของวานชกัมดลูกสายพันธุ Curcuma comosa 

การศึกษาผลพิษเฉียบพลนัของสารกลุม phloracetophenone (2,4,6-trihydroxy 

acetophenone; THA ) ในหนถูีบจักร หนูขาว และหนตูะเภา พบวาพิษเฉียบพลนัของ THA ขึ้นอยู

กับสายพันธุของสัตวทดลอง และวิธกีารบริหารยา แตไมข้ึนอยูกับเพศและอายุของสัตวทดลอง 
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โดยเมื่อฉีด THA ในขนาด 0.1-6 g/kg เขาชองทองของหนูตะเภา หนถูีบจักร และหนูขาว คร้ังเดียว 

พบวามีคา LD50 เทากับ 338 mg/kg, 365 mg/kg และ 489 mg/kg ตามลําดับ และพบวาการให

ทางกระเพาะอาหารจะมีคา LD50 สงูกวาการใหทางชองทอง สวนการศึกษาผลพิษกึง่เฉียบพลัน

ของ THA ในหนถูีบจักรเพศผู โดยใหทางกระเพาะอาหารในขนาด 37-300 mg/kg นานติดตอกัน 

30 วัน พบวา THA  ในขนาดสูง  (150 และ 300 mg/kg) เหนี่ยวนาํใหเกิด periportal hepatocyte 

degeneration แตความเขมขนของ alanine, aspartate aminotransferases, bilirubin, blood 

urea nitrogen และ hepatic triglyceride ในเลือดเพิม่ข้ึนเพยีงเลก็นอย (Piyachaturawat และ

คณะ, 2002) 

 
การหายใจของไมโตคอนเดรียและกระบวนการออกซิเดทีฟ ฟอสฟอรลิเลชัน  
 ไมโตคอนเดรียเปนออรแกเนลล (organelle) ที่พบไดในเซลลยูคารีโอตทุกชนิด มหีนาที่

สําคัญในการสรางพลงังานใหแกเซลล โดยไมโตคอนเดรียเปนแหลงสําคัญที่สุดในการสราง ATP 

(adenosine triphosphate) เนื่องจากมีปฏิกิริยาชีวเคมีที่สําคญัตางๆซึ่งเกี่ยวของกับการสราง

พลังงานเกิดขึน้ในไมโตคอนเดรีย เชน ปฏิกิริยาการออกซิไดสกรดไขมัน (fatty acid oxidation)

ปฏิกิริยาการออกซิไดสกรดอะมิโน (amino acid oxidation) ปฏิกิริยาในวัฏจักรเครปส (Kreb’s 

cycle หรือ citric acid cycle) ปฏิกิริยาออกซิเดทีฟ ฟอสฟอริลเลชนั (oxidative phosphoryla- 

tion) ผลที่ไดจากปฏิกิริยาดังกลาว จะใหพลงังานออกมาเพื่อใชในการสังเคราะห ATP ซึ่งจําเปน

ตอการดํารงชวีิตทีห่ายใจโดยใชออกซิเจน   (aerobic eukaryotic)   (Avers,1986)   โดยพลงังาน

ดังกลาว จะสงัเคราะหจากกระบวนการทีเ่รียกวา   ออกซิเดทฟี  ฟอสฟอริลเลชัน   ซึ่งเกิดขึ้นที่เยื่อ

หุมช้ันในของไมโตคอนเดรีย (inner membrane) 

 
ลักษณะและโครงสรางของไมโตคอนเดรีย 
 ไมโตคอนเดรียจะมีขนาด รูปรางและจํานวนแตกตางกนัในแตละเซลล ขึ้นอยูกับอวัยวะที่

เซลลนัน้อยูและข้ึนอยูกับอัตราการเมแทบอลิซึมของเซลล  เชน  ไมโตคอนเดรียที่ตบัจะมีลักษณะ

คอนขางกลม (nearly spherical) สวนไมโตคอนเดรียทีก่ลามเนื้อหวัใจมีลักษณะเปนทรงกระบอก 

(cylindrical) และใน fibroblasts มีลักษณะคลายเสนดาย (threadlike) ไมโตคอนเดรียที่เซลลตบั

ของสัตวเลี้ยงลูกดวยนมจะมีจํานวนอยูระหวาง 800-2,000 ไมโตคอนเดรีย แตในเซลลเม็ดเลือด

แดงที่เจริญเตม็ที่แลวจะไมมีไมโตคอนเดรีย    (Devlin, 2002)     สวนขนาดของไมโตคอนเดรยี

โดยทัว่ไป จะมีขนาดกวางประมาณ 0.5 μm และยาวประมาณ 1 μm  (Voet, 1995)  และแม

ขนาด รูปรางและจํานวนอาจแตกตางกนัในแตละเซลล แตจะมีโครงสรางที่สําคัญคลายคลึงกัน คือ 
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ประกอบดวยเยื่อหุม 2 ชั้น  (รูปที่ 3)  คือ 

 1. เยื่อหุมชั้นนอก (outer membrane) มีลักษณะของผิวเรียบ (smooth และ unfold) 

ประกอบดวยไขมัน 30-40%, โปรตีน 60-70%  (Devlin, 2002)  ที่เยื่อหุมชัน้นอกนี้จะมโีปรตีนที่

วางตัวทาํใหเกิดชองใหสารผานไดแบบไมเฉพาะเจาะจงที่เรียกวา porin อยู ทําใหเยือ่หุมชัน้นอกมี

คุณสมบัติยอมใหสารที่มีโมเลกุลขนาดเลก็กวา 10,000 daltons ผานไดอยางอิสระ (Voet, 1995) 

เชน ADP, ATP, sucrose รวมทัง้อิออนตางๆ  นอกจากนี้ในโครงสรางจะมีสวนทีเ่ชื่อมติดตอกัน

ระหวางเยื่อหุมช้ันนอกและเยื่อหุมช้ันใน เรียกวา contact site และทีบ่ริเวณนี้จะมีโครงสรางคลาย

ทอที่เรียกวา mitochondrial permeability transition pore (PTP) (รูปที่ 4,5) ซึ่งในสภาพทีเ่ปดจะ

ยอมใหสารทีม่ีน้ําหนักโมเลกุลตํ่าจนถึงน้าํหนักโมเลกุล 1,500 daltons สามารถผานเขาออก

ระหวาง matrix กับไซโตพลาสซึมอยางอิสระ โดยปจจยัที่จะทําให PTP เปดได เชน แคลเซียมที่

สะสมอยูในไมโตคอนเดรีย สภาวะที่มี mitochondrial transmembrane potential ต่ํา เอนไซม

สําคัญที่อยูในเยื่อหุมชัน้นอก คือ monoamine oxidase ซึ่งมักใชเปน marker enzyme  ของเยื่อ

หุมชัน้นอกของไมโตคอนเดรยี (Szewczyk และ Wojtczak, 2002) ระหวางเยื่อหุมชัน้นอกกับเยื่อ

หุมชัน้ในเปนชองวาง (intermembrane space) ซึ่งมีของเหลวบรรจุอยูภายใน 

 2.  เยื่อหุมชัน้ใน (inner membrane) จะมีความยืดหยุน (elastic) และมีพืน้ที่ผวิมากกวา

เยื่อหุมชัน้นอก เนื่องจากเยือ่หุมในช้ันนี้จะพับไปพับมา (fold) ยื่นเขาไปในสวนของ matrix ซึ่งเรียก

ลักษณะเชนนีว้า cristae เยื่อหุมช้ันในจะประกอบดวยโปรตีนเปนสวนใหญประมาณ 80% มี

คุณสมบัติไมยอมใหสารและอิออนตางๆผานเขาออกไดอยางอิสระ แตจะยอมใหเฉพาะ O2, CO2, 

H2O และ NH3 ผานเขาออกอยางอิสระ สวนสารจําพวก hydrophilic metabolites และ inorganic 

ions ที่สําคัญตอกระบวนการชีวเคมีของเซลลจะสามารถผานเยื่อหุมช้ันในไดโดยอาศัย specific 

channels และ carrier proteins ที่อยูในเยื่อหุมช้ันนี้ นอกจากนี้ทีเ่ยื่อหุมช้ันในยงัมีเอนไซมตางๆที่

ทําหนาทีเ่ฉพาะ เชน respiratory chain enzymes และ ATP synthase  

สวนภายในไมโตคอนเดรียจะเรียกวา matrix มีลักษณะเปนของเหลวขนคลายวุน (gel) 

ภายในจะประกอบดวยเอนไซมตางๆ ของปฏิกิริยาในวฏัจักรเครปส ยกเวนเอนไซม succinate 

dehydrogenase ซึ่งจะอยูที่เยื่อหุมชัน้ในของไมโตคอนเดรีย เอนไซมตางๆในกระบวนการ fatty 

acid oxidation นอกจากนีย้งัมี mitochondrial DNA (mtDNA), ribosome และโปรตีนที่จาํเปนใน

กระบวนการ transcription ของ mtDNA และกระบวนการ translation ของ mRNA   (Devlin, 

2002; Szewczyk และ Wojtczak, 2002)  ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 1 
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ตารางที่ 1 แสดงเอนไซมชนดิตางๆในแตละสวนของไมโตคอนเดรีย (Devlin, 2006) 

  
Outer Membrane Intermembrane 

Space 
Inner Membrane Matrix 

Monoamine oxidase 

Kynurenine hydroxylase 

Nucleoside diphosphate  

     kinase 

Phospholipase A 

Fatty acyl-Co A    

     Synthetases 

NADH: cytochrome-c    

     reductase 

(rotenone-insensitive) 

Choline  

     phosphotransferase 

Adenylate kinase 

Nucleoside   

     diphosphate  

     kinase 

Creatine kinase 

Succinate  

     dehydrogenase 

F1F0 ATP synthase 

NADH dehydrogenase 

β-Hydroxybutyrate 
      dehydrogenase 

Cytochromes b, c1, c,  

     a, a3 

Carnitine: acyl-CoA    

     transferase 

Adenine nucleotide  

     Translocase 

Mono-,di-, และ   

     tricarboxylate  

     transporters 

Glutamate-aspartate  

     transporters 

Glycerol 3-phosphate  

     dehydrogenase 

Pyruvate   

     dehydrogenase 

     complex 

Citrate synthase 

Isocitrate  

     dehydrogenase 

α-Ketoglutarate   

     dehydrogenase    

     complex 

Aconitase 

Fumarase 

Succinyl-CoA  

     synthetase 

Malate dehydrogenase 

Fatty acid β-oxidation 

     system 

Glutamate  

     dehydrogenase 

Glutamate- 

     oxaloacetate  

     transaminase  

Ornithine  

     transcarbamoylase 

Carbamoyl phosphate   

     synthetase I 

Heme synthesis  

     enzymes 
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รูปที่ 3 แสดงลักษณะและโครงสรางของไมโตคอนเดรีย (Berg และคณะ, 2001) 

 

 
 

 
 

รูปที่ 4 แสดงโครงสรางและสวนประกอบที่สําคัญของไมโตคอนเดรีย 

(Szewczyk และ Wojtczak, 2002) 
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รูปที่ 5 แสดงลักษณะและสวนประกอบของ permeability transition pore (PTP) ภาพดานขวา

แสดงใหเหน็วา  PTP   จะอยูบริเวณ   contact site   ซึ่งเชื่อมระหวางเยื่อหุมชัน้ในและชั้นนอกของ 

ไมโตคอนเดรีย สวนภาพดานซายแสดงใหเห็นสวนประกอบบริเวณ contact site ไดแก peripheral 

benzodiazepine receptor, HK : hexokinase, ANT : adenine nucleotide translocase, CK : 

creatine kinase (พบในไมโตคอนเดรียของเซลลกลามเนื้อ), CpD : cyclophilin D (เปนบริเวณที ่

cyclosporine A มาจับได) (Szewczyk และ Wojtczak, 2002) 

 
กระบวนการสรางพลังงานโดยไมโตคอนเดรีย 

กระบวนการสรางพลงังานโดยไมโตคอนเดรียนั้น เร่ิมจากเมื่อรางกายไดรับสารอาหารที่ให

พลังงานจําพวกคารโบไฮเดรต ไขมัน และโปรตีน สารอาหารพวกคารโบไฮเดรตจะถูกยอยไดเปน 

monosaccharide ที่สําคัญคือ กลูโคส โดยกลูโคสจะถูกเปลี่ยนแปลงดวยกระบวนการ glycolysis 

ภายในไซโตพลาสซึมของเซลลทําใหไดเปน  pyruvate  จากนั้น  pyruvate  จะผานเขาสูไมโตคอน- 

เดรีย ภายในไมโตคอนเดรีย pyruvate จะถกูเปลี่ยนแปลงตอไปไดเปน Acetyl CoA (acetyl 

coenzyme A) ซึ่งเปนตัวกลางที่สําคัญเขาสูวัฏจักรเครปส สวนไขมันจะถูกยอยไดเปนกรดไขมัน 

จากนั้นจะถูกเปลี่ยนแปลงดวยกระบวนการตางๆไดเปน Acetyl CoA เขาสูวัฏจกัรเครปส และ

สําหรบัโปรตีนเมื่อถูกยอยแลวจะไดกรดอะมิโน ซึ่งสวนใหญจะถกูนาํไปสรางเนื้อเยื่อสวนตางๆของ

รางกาย สวนที่เกินความตองการจะถูกนําไปสรางเปนกลูโคสหรือกรดไขมันเก็บสะสมในรางกาย 

หรืออาจถกูเปลี่ยนแปลงไปเปน Acetyl CoA แลวสงเขาสูวัฏจักรเครปสเชนเดียวกัน (รูปที่ 6) 

หลังจากการเปลี่ยนแปลงโดยวัฏจักรเครปสจะไดคารบอนไดออกไซด น้ํา และมีไฮโดรเจน (H+) ที่

ถูกปลดปลอยออกมาจากสารตัวกลาง เกดิปฏิกิริยารีดักชัน (reduction) ไปรีดิวซ (reduce) NAD+ 

และ FAD กลายเปน NADH และ FADH2 ตามลําดับ ซึ่งเปน reducing equivalents ที่สาํคัญ 
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จากนั้น NADH และ FADH2 จะถายทอด reducing equivalent ไปให O2 โดยอาศัย respiratory 

chain หรือ  electron transport chain  ที่อยูในเยื่อหุมชั้นในของไมโตคอนเดรีย พลังงานที่เกิดขึ้น

จากการถายทอดอิเลคตรอนจะถูก ATP synthase นําไปสราง ATP จาก ADP และ Pi วิธีการสราง 

ATP นี้เรียกวา ออกซิเดทฟี ฟอสฟอริลเลชัน (Garrett และ Grisham, 1999; Lodish และคณะ, 

2004) 

 
 

รูปที่ 6 แสดงความสัมพนัธระหวาง Kreb’s cycle, electron transport chain และปฎิกิริยา 

oxidative phosphorylation (Avers, 1986) 

 



   

 

 

สวนประกอบของลกูโซการหายใจ (respiratory chain) 
Electron transport chain หรือ  respiratory chain  ในไมโตคอนเดรียประกอบดวยตัว

ขนสงอิเลคตรอนชนิดตางๆ จัดเรียงตัวกนัอยูในรูปของ complex ตางๆ 4 complex อยูในเยื่อหุม

ชั้นในของไมโตคอนเดรีย ทําหนาที่ในการขนสงอิเลคตรอนจาก NADH และ FADH2 ไปยัง

ออกซิเจน แตละ complex ประกอบดวยเอนไซมหลกัที่เรงปฏิกิริยาการขนสงอิเลคตรอน ตัวขนสง

อิเลคตรอนที่ม ี prosthetic group และโปรตีนโครงสรางที่ทาํให complex คงรูปอยูได นอกจากนี้

ยังมีตัวขนสงอเิลคตรอนขนาดเล็กทําหนาทีข่นสงอิเลคตรอนระหวาง complex ไดแก 

cytochrome c และ coenzyme Q หรือ ubiquinone (พัชรา วรีะกะลัส, 2544) ซึ่งตัวขนสง

อิเลคตรอนใน electron transport chain ไดแก (Garrett และ Grisham, 1999; Zubay, 1993)  

 1. Flavoprotein เปนโปรตีนที่มี  prosthetic group เชื่อมอยู ซึง่  prosthetic group ไดแก  

Flavin mononucleotide (FMN) เปน prosthetic group ของ flavoprotein ของ complex I และ 

flavin adenine dinucleotides (FAD) เปน prosthetic group ของ flavoprotein ของ complex II 

(รูปที่ 7) 

 2. Coenzyme Q  หรือ  ubiquinone  (CoQ  หรือ  UQ)  เปนโมเลกุลขนาดเล็ก   สามารถ

เคลื่อนที่ไดในชั้นไขมัน ทาํหนาที่รับสงอิเลคตรอนระหวาง complex I,II และ III (รูปที่ 8) 

3. Cytochrome  เปนโปรตนีที่ม ี heme  เปน prosthetic group ไดแก cytochrome b, c, 

c1, a  และ  a3  ทําหนาที่รับสงอิเลคตรอนไดคร้ังละ  1  ตัว   โดย   cytochrome    เมื่ออยูในสภาพ  

ออกซิไดส โมเลกุลของเหล็กจะอยูในรูปเฟอริก (Fe3+) และเมื่อไดรับอิเลคตรอนมา 1 ตัวจะ

กลายเปน cytochrome ที่อยูในสภาพรีดิวซ โมเลกุลของเหล็กจะอยูในรูปเฟอรัส (Fe2+) ซึ่งเมื่อสง

อิเลคตรอนไป 1 ตัว ก็จะกลายเปน cytochrome ที่อยูในสภาพออกซไิดสตามเดิม (รูปที่ 9) 

4. Iron-sulfur protein   เปนโปรตีนที่ทาํหนาที่ขนสงอิเลคตรอนที่มีเหล็กเปนสวนประกอบ 

แตเหล็กไมไดอยูในรูป  heme  เหมือนกบั  cytochrome แตใน Fe-S อะตอมของเหล็กจะจับอยูกับ

อะตอมของซลัเฟอรดวยพันธะโควาเลนตแลวเกิดเปน Fe-S center การสงรับอิเลคตรอนทําใหเกดิ

การเปลี่ยนแปลงระหวาง Fe2+ และ Fe3+ (รูปที่ 9) 

 5. Protein-bound copper  จะขนสงอิเลคตรอนครั้งละ 1 อิเลคตรอน   ทาํใหมีการเปลี่ยน 

แปลงระหวาง Cu+ และ Cu2+ 
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รูปที่ 7 แสดงลักษณะโครงสรางของ flavin mononucleotide (FMN) ซึ่งเปน prosthetic group 

ของ flavoprotein ของ complex I และ flavin adenine dinucleotides (FAD) ซึ่งเปน prosthetic 

group ของ flavoprotein ของ complex II (Zubay, 1993) 
 

 
 

รูปที่ 8 แสดงการเกิดปฎิกิริยา reduction ของ Coenzyme Q (Voet, 1995) 
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รูปที่ 9 ดานซายแสดงลักษณะโครงสรางของ iron-sulfur protein แตละชนิดที่เปนสวนประกอบ

ของลูกโซการหายใจ สวนดานขวาแสดงลักษณะโครงสรางของ Heme a, b และ c ซึ่งเปน

สวนประกอบของ cytochrome a, b และ c ตามลําดับ (Voet, 1995) 
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ซับสเตรตที่ไมโตคอนเดรียสามารถออกซิไดส และทําใหมีการสงผานอิเลคตรอนเขาสู

ตําแหนงตางๆของลูกโซการหายใจแบงเปน 2 พวก คือ  

 1. NAD+-linked substrates  เชน  glutamate, malate, pyruvate, α-ketoglutarate เปน 

ซับสเตรตที่เมือ่เกิดการเปลีย่นแปลงโดยปฏิกิริยาในไมโตคอนเดรียโดยวัฏจักรเครปสจะปลดปลอย 

ไฮโดรเจนอะตอม (2H+) ไปรีดิวซ NAD+ ไดเปน NADH + H+ ซึ่งจะใหอิเลคตรอนเขาสู respiratory 

chain ที่ complex I 

 2. FAD-linked substrates  ไดแก  succinate ไฮโดรเจนอะตอม (2H+)  ที่ปลดปลอยออก 

มาจะไปรีดิวซ  FAD  ไดเปน FADH2 ใหอิเลคตรอนเขาสู respiratory chain ที่ complex II หรือเขา

สู coenzyme Q โดยตรง (Mathews และคณะ, 1990; Lehninger และคณะ, 2000) 
 
การถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ (Devlin, 2002; Voet, 1995) 

  การถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ เปนการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน – รีดักชัน 

(oxidation-reduction) หลายขั้นตอนตามลําดับ ตามคา redox potential (E0) ของสารตัวกลางที่

รับสงอิเลคตรอน และมีออกซิเจนเปนตวัรับอิเลคตรอนตัวสุดทาย หลงัจากนัน้ออกซิเจนจะถูก

รีดิวซพรอมกบัรับ H+ กลายเปนโมเลกลุของน้ําในที่สดุ (รูปที่ 10) โดยในตอนแรกซับสเตรตที่ได

จากการเปลี่ยนแปลงสารอาหารที่ใหพลงังานตางๆจะอยูในสภาพถูกรีดิวซ จากนั้นจะถูกออกซิไดส 

โดยจะสงอิเลคตรอนไปยัง NAD+ และ FAD กลายเปน NADH และ FADH2 ซึ่งจะสงอิเลคตรอนตอ

ไปใหกับ complex ตางๆ ในลูกโซการหายใจ ซึ่งประกอบดวย 4 complex (ตารางที ่2) ดังนี ้

 1. complex I หรือ  NADH dehydrogenase  หรือ NADH-ubiquinone oxidoreductase 

ทําหนาที่ออกซิไดส   NADH   ที่อยูใน    matrix    ของไมโตคอนเดรีย    แลวสงอิเลคตรอนตอไปให 

coenzyme Q  โดยเริ่มแรก  FMN จะรับอิเลคตรอนจาก NADH จากนัน้จะสงตอให Fe3+ ใน Fe-S 

protein ซึ่งอิเลคตรอนจาก Fe-S protein ก็จะถกูสงตอไปยัง coenzyme Q 

 2. complex II หรือ succinate dehydrogenase หรือ ubiquinone oxidoreductase  ทาํ

หนาที่ออกซิไดส  succinate  ไดเปน fumarate และอิเลคตรอน  ซึ่งอิเลคตรอนจะถกูสงไปให FAD 

แลวผานไปตาม Fe-S centers เพื่อสงตอไปให coenzyme Q 

 3. complex III    หรือ    cytochrome  bc1 complex    หรือ    ubiquinol-cytochrome c 

oxidoreductase  ประกอบดวย  cytochrome b,  cytochrome c1   และ   iron-sulfur protein ทาํ

หนาที่ในการขนสงอิเลคตรอนจาก coenzyme Q ไปยัง cytochrome c ซึ่ง cytochrome c เปนตัว

ขนสงอิเลคตรอนที่เคลื่อนที่ได มีคุณสมบัติเปน hydrophilic protein ขนาดเล็ก อยูบนผิวดานนอก

ของเยื่อหุมไมโตคอนเดรียชัน้ใน   เมื่อ cytochrome c จับกับ complex III  จะไดรับอิเลคตรอนทํา
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ใหกลายเปน reduced cytochrome c จากนัน้จะเคลื่อนที่ไปตามผิวของเยื่อหุม จบักับ subunit II 

ของ complex IV หรือ cytochrome c oxidase แลวสงตออิเลคตรอนให CuA site  

 4. complex IV  หรือ  cytochrome  c  oxidase      ทําหนาที่ในการขนสงอิเลคตรอนจาก 

cytochrome c ไปยังโมเลกลุของออกซิเจน ทําใหออกซเิจนถกูรีดิวซกลายเปนน้าํ โดยเริ่มจาก CuA 

รับอิเลคตรอนจาก cytochrome c สงตอไปยัง cytochrome a และ cytochrome a3- CuB  แลวสง

ใหออกซิเจนในที่สุด 

 ในขณะที่มกีารถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจจาก NADH หรือ FADH2 ไปยัง

ออกซิเจน โดยผานตวักลางที่รับสงอิเลคตรอนหลายชนดิจะมีการปลดปลอยพลังงานอิสระ (free 

energy) ออกมาจาํนวนหนึง่ซึ่งมากเพยีงพอที่จะนาํไปใชในการสงัเคราะห ATP โดยการ 

phosphorylate    ของ    ADP    กระบวนการทั้งหมดที่เกดิขึ้นนี้  เรียกวา  กระบวนการออกซิเดทีฟ  

ฟอสฟอริลเลชนั (oxidative phosphorylation) ในลูกโซการหายใจจะมีอยู 3 ตําแหนงทีก่าร

ปลดปลอยพลงังานอิสระมมีากเพียงพอที่จะนําไปใชในการสังเคราะห ATP คือ complex I, III 

และ IV ซึ่งตรงกับ site I, site II และ site III ตามลําดับ ในสภาวะปกตพิบวาการสงผาน

อิเลคตรอนและการสังเคราะห ATP จะตองเกิดควบคูกนั (tightly coupled) แตในบางกรณี ทัง้สอง

กระบวนการอาจเกิดแยกจากกันได     เชน    กรณีที่ไมโตคอนเดรียที่เตรียมไดมีคุณภาพไมดีหรือ 

เก็บนานเกินไป (aging mitochondria) หรือกรณีที่ไมโตคอนเดรียไดรับสารบางอยาง เชน 

uncouplers   ตัวอยางเชน   DNP (2,4   dinitrophenol)   หรือ   CCCP (carbonylcyanide m-

chlorophenylhydrazone) ซึ่งสารประเภทนี้สามารถกระตุนใหไมโตคอนเดรียใชออกซิเจนในการ

ออกซิไดสซับสเตรตในลูกโซการหายใจอยางอิสระและรวดเร็วโดยไมเกิดการสังเคราะห ATP เรียก

สภาวะนี้วา uncoupling (Lehninger และคณะ, 2000)  
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รูปที่ 10 แสดงการเปลีย่นแปลง redox potential และ free energy ระหวางขั้นตอนการขนสง

อิเลคตรอนผานลูกโซการหายใจ (Lodish และคณะ, 2004) 
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ตารางที ่2 แสดงสวนประกอบของลูกโซการหายใจ  4 complexs  ที่อยูภายในเยื่อหุมชั้นในของไม-

โตคอนเดรีย (Avers, 1986) 

Complexes Component 

I   NADH dehydrogenase complex 

 

 

 

 

II  Succinate dehydrogenase complex 

 

 

III Cytochrome b-c1 complex 

 

 

 

 

 

IV Cytochrome oxidase complex 

NAD 

FMN 

Iron sulfur (FeS) centers 

Coenzyme Q10 

Phospholipids 

FAD 

Iron sulfur (FMS) centers 

Cytochrome b 558 

Cytochrome b 

Cytochrome c1 

Nonheme iron protein 

Coenzyme Q10 

Phospholipids 

Cytochrome a 

Cytochrome a3 

Copper 

Phospholipids 

 

 
Chemiosmotic theory 

การสังเคราะห ATP ในไมโตคอนเดรีย จําเปนตองใชพลังงานจากการสงผานอิเลคตรอน

ในลูกโซการหายใจ แตกลไกที่แทจริงในการนําพลังงานดังกลาวไปใชในการสงัเคราะห ATP นั้นยงั

ไมเปนทีท่ราบแนชัด มหีลายทฤษฎีที่ใชในการอธิบายความสัมพันธนี้ แตทฤษฎีทีไ่ดรับการยอมรับ

มากที่สุด คือ chemiosmotic hypothesis ซึ่งเสนอโดยนักวิทยาศาสตรชาวองักฤษชื่อ Peter 

Mitchell ในป 1961 ซึ่งไดเสนอไววา ในขณะที่มีการสงผานอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจจะมีการ

ปลดปลอยพลงังานออกมาเพื่อใชในการผลักดัน (pump) โปรตอน (H+) จาก matrix ผานเยื่อหุม

ชั้นในของไมโตคอนเดรียออกไปยัง intermembrane space  ซึง่ทําใหเกิดความแตกตางของประจ ุ
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หรือเกิด proton gradient ข้ึน จากการที่มีความแตกตางของระดบั H+ ระหวาง matrix กบั 

intermembrane space และเนื่องจาก H+ มีประจุบวก จึงทาํใหมีความแตกตางระหวางประจุข้ึนที่

เยื่อหุมช้ันใน ทําใหเกิด electrical gradient  ซึง่รวมเรยีกวา electrochemical proton gradient 

หรือ proton-motive force และจะเกิดขึ้นไดตองเปน intact ไมโตคอนเดรีย คือ สามารถควบคุม

การเคลื่อนที่เขาออกของโปรตอนได ซึ่ง electrochemical proton gradient จะเปนสวนที่ให

พลังงานและผลักดันใหมกีารสังเคราะห ATP จาก ADP และ Pi (รูปที่ 11) โดยโปรตอนจาก 

intermembrane space จะผานกลบัเขาสู matrix ทางเอนไซม ATPsynthase (F1F0-ATPase) เกดิ

การ phosphorylate ADP ทาํใหได ATP ดังสมการ 

ATPsynthase (F1F0-ATPase) 

  ADP + Pi + H+                    ATP + H2O 
 
 ปฏิกิริยาการสังเคราะห ATP เปนปฏิกริิยาที่ผันกลับไดระหวางการ synthesis และ 

hydrolysis ซึ่งพบวาสารใดก็ตามทีท่ําใหเกิดภาวะ uncoupling ของไมโตคอนเดรีย คือทําให 

oxidation และ phosphorylation แยกออกจากกนั เชน uncoupler (DNP) จะมีผลทําให 

electrochemical proton gradient เสยีไป ในสภาวะเชนนี้จะกระตุนใหมกีารสลาย ATP (ATP 

hydrolysis) ซึ่งเปนผลจาก ATPase activity ที่เพิ่มข้ึน ซึ่งสามารถวัด ATPase activity ไดโดยการ

วัดปริมาณ Pi ที่เกิดจากการสลาย ATP (Danishefsky, 1980; Devlin, 2006; Lehninger และ

คณะ, 2000; Voet, 1995)  

2  
รูปที่ 11 แสดง chemiosmotic hypothesis และ electron transport chain (Lehninger และคณะ

, 2000) 
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ATPsynthase และการสังเคราะห ATP โดยไมโตคอนเดรีย 
 ในชวงป ค.ศ.1948-1950 Eugene Kennedy และ Albert Lehninger ไดแสดงใหเห็นวา

กระบวนการสราง ATP จะเกิดคูกับปฎิกิริยา oxidation (oxidative phosphorylation) และ

กระบวนการนีเ้กิดขึ้นภายในไมโตคอนเดรีย ซึง่ในปจจุบนัเปนทีท่ราบกันดีวาในสวนของ oxidation

จะเกิดขึ้นโดย electron transport chain หรือ respiratory chain และในสวนของ 

phosphorylation จะเกิดขึ้นโดยเอนไซม ATPsynthase (Zubay, 1993)  

เอนไซม ATPsynthase หรือ F1F0-ATPase ซึ่งจัดวาเปน complex V ของลูกโซการหายใจ 

โครงสรางของเอนไซมดังกลาวจะประกอบดวยโปรตีนหลายชนิดยอยรวมกัน (multisubunit 

protein) มีน้ําหนกัโดยรวมมากกวา 500,000 daltons โดยประกอบดวย head protein ซึ่งเปน

สวนหัวของเอนไซม เรียกวา F1 domain (F1 ATPase) ซึ่งประกอบดวยวงแหวนจํานวน 6 subunits 

ประกอบดวย 3α, 3β และยังมีโปรตนีเปนสวนประกอบยอยอีก 3 ชนิดคือ γ, δ และ ε ยื่นจาก

ผนังชัน้ในของไมโตคอนเดรียไปยัง matrix และสวน F0 domain ซึง่เปน transmembrane H+ 

carrier ประกอบดวยวงแหวนโปรตีน 10-14 subunits ซึ่งเปนสวนทีส่ามารถหมนุได (rotor) จึง

เรียกไดอีกอยางวา rotor ring ที่ F1 domain จะมีโครงสรางที่มีลักษณะเปนแขนยื่นยาวออกมา 

(elongated arm) ไปสัมผัสกับสวน F0 domain ซึ่งเรียกสวนนีว้า stator ขณะที่ H+ เคลื่อนที่ผาน

ชองที่เกิดขึ้นระหวางรอยสมัผัสของ rotor และ stator ทําใหเกิดการหมุนของ rotor ring ซึ่งการ

หมุนนี้จะทาํใหเกิดการหมนุของ rotating stalk อยางรวดเร็ว ผลที่เกดิขึ้น คือ เกิดการเปลี่ยนรูป

ของพลังงานทีเ่กิดจาก proton motive force เปลี่ยนไปเปนพลงังานกล (mechanical energy) 

แลวเปลี่ยนรูปอีกครั้งไปเปนพลังงานเคมีโดยอาศัย head protein ซึ่งจะมี binding site สําหรับ 

ADP และ Pi เปนตัวชวยผลักดนัใหเกิดการสราง ATP ซึ่งกระบวนการดงักลาว เอนไซม 

ATPsynthase สามารถสราง ATP ไดมากกวา 100 โมเลกุลตอวนิาทีโดยอาศยัการเคลื่อนที่ของ 

H+  ผานประมาณ 3-4 โปรตอนตอการสราง ATP 1 โมเลกุล (รูปที่ 12) (Lehninger และคณะ, 

2000; Alberts และคณะ, 2002; Garrett และ Grisham, 2002) 
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รูปที่ 12 แสดงโครงสรางของเอนไซม ATPsynthase (Lodish และคณะ, 2004) 
 
ความเปนพษิตอไมโตคอนเดรีย 
 ไมโตคอนเดรียมีหนาที่สําคญัในการสรางพลังงานใหกับเซลล ดังนั้นสารใดก็ตามที่รบกวน

การทาํงานของไมโตคอนเดรยี ก็จะมีผลตอการสรางพลังงานของเซลล ซึ่งอาจกอใหเกิดความ

ผิดปกติตอเซลลได ซึ่งสารพิษทีจ่ะมีผลตอการสรางพลงังานของไมโตคอนเดรีย อาจเกิดไดจากการ

ไปยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ การไปรบกวนหรือไปทําลายการเกิด 

electrochemical proton gradient  (รูปที่ 13) นอกจากนี้สารพิษที่กอใหเกิดผลเสยีตอการทาํงาน

ของไมโตคอนเดรียดวยกลไกอื่นๆอีก ซึง่สามารถแบงสารที่มีผลตอการทาํงานของไมโตคอนเดรยี

ไดดังนี้  

1. สารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ  (Wallace และ

Starkov, 2000; Devlin, 2002) 

1.1 สารที่ออกฤทธิย์ับยัง้การถายทอดอิเลคตรอนที่ complex I คือ สารที่ออกฤทธิ์

ยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอนจาก NADH dehydrogenase ไปยัง coenzyme Q โดยทัว่ไป 

complex I จะเปนจุดที่เกดิความเสียหายไดงายที่สุดในลูกโซการหายใจ มีสารเคมีมากกวา 60 

ชนิดทัง้สารจากธรรมชาติและสารสังเคราะหทีท่ราบแลววามีผลยับยัง้ complex I เชน rotenone, 

rhein, ptericidin, amytal, ยาพวก barbiturate, mercurials, demerol เปนตน 
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  1.2 สารที่ออกฤทธิ์ยับยัง้การถายทอดอิเลคตรอนที่ complex II คือ สารที่ออก

ฤทธิย์ับยัง้การถายทอดอิเลคตรอนจาก succinate ไปยัง coenzyme Q เชน malonate ซึ่งออก

ฤทธิ์เปน competitive inhibitor ของ succinate ในการจับกับเอนไซม succinate 

dehydrogenase, carboxin, thenoyl trifluoroacetone (TTFA) 

  1.3 สารที่ออกฤทธิ์ยับยัง้การถายทอดอิเลคตรอนที่ complex III คือ สารที่ออก

ฤทธิย์ับยัง้การถายทอดอิเลคตรอนจาก cytochrome b ไปยัง cytochrome c เชน myxothiazol 

(จากเชื้อ myxobacterium Myxococcus fulvus), antimycin A, funiculosin, zinc ion เปนตน 

  1.4 สารที่ออกฤทธิ์ยับยัง้การถายทอดอิเลคตรอนที่ complex IV คือ สารที่ออก

ฤทธิย์ับยัง้การถายทอดอิเลคตรอนจาก cytochrome c ไปยังออกซิเจน โดยถามีการยับยัง้ที ่

complex IV แลว นอกจากจะไมสามารถถายทอดอิเลคตรอนไปยังออกซิเจนไดแลว ยงัทําใหไม

เกิดการสังเคราะห ATP ไมวาจะใชซบัสเตรตชนิดใดก็ตาม ตวัอยางสารที่ออกฤทธิ์ยับยัง้ในกลุมนี้ 

เชน cyanide, azide, carbon monoxide เปนตน 

2. สารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการเกิด phosphorylation หรือการสังเคราะห  ATP  เชน 

- oligomycin  และ  dicyclohexycarbodiimide   (DCDD)  ออกฤทธิ์โดยไปจับกับโปรตีน

จําเพาะที่อยูในสวน F0 ของเอนไซม ATPsynthase แลวทําใหไมเกิดการไหลของโปรตอนผาน F0 มี

ผลทําใหโปรตอนบริเวณ   intermembrane  space   มากจนทาํใหการถายทอดอิเลคตรอนเกิดขึ้น

ตอไปไมได (Garrett และ Grisham, 1999) 

- atractyloside ออกฤทธิ์ยับยั้ง adenosine nucleotide translocator ซึ่งทําหนาทีเ่ปนตัว

ขนสง ADP จากภายนอกเขาสูไมโตคอนเดรีย ทําใหขาด ADP สําหรับใชในการสังเคราะห ATP 

(Lenninger และคณะ, 2000) 

- DTNB (5,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoate) เปน aromatic disulfide ยับยั้งการสงผาน Pi 

จากภายนอกเขาสูไมโตคอนเดรีย โดยไปทาํปฏิกิริยากับ sulfhydryl groups (-SH groups) ที่อยู

บนผนงัชัน้ในของไมโตคอนเดรีย ทาํใหขาด Pi ในการทาํปฏกิิริยา (Haugaard และคณะ, 1969) 

- N-ethylmaleimide (NEM) หรือ mersalyl จะมีผลยับยั้ง phosphate translocator ซึ่ง

ทําใหไมโตคอนเดรียขาด Pi เขาสูภายใน ดังนัน้จึงมผีลทําใหเกิดการสลาย ATP เพื่อใหได Pi 

ข้ึนมาแทน จึงมีผลยับยัง้การสราง ATP เชนเดียวกัน (Erecinska และ Wilson, 1981) 
3. สารที่ออกฤทธิ์ uncoupling 
สารในกลุมนี้เรียกวา uncoupler สาร uncoupler จะออกฤทธิโ์ดยทําใหโปรตอนที่อยูใน 

intermembrane space ไหลกลับเขาสู matrix โดยไมผานเอนไซม ATPsynthase ดังนัน้ gradient 

ของโปรตอนทีเ่คยมีอยูนัน้กจ็ะสลายไป ซึ่งมีผลทําใหการถายทอดอิเลคตรอนและการสังเคราะห 
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ATP ถูกแยกออกจากกัน กลาวคือการถายทอดอิเลดตรอนยังคงเกิดขึ้นแตจะไมเกดิการสังเคราะห 

ATP และทําใหพลงังานที่ไดรับจากสารอาหารถกูเปลี่ยนเปนพลงังานความรอนแทน (Garrett และ 

Grisham, 1999) 

กลไกการเกิด uncoupling มีหลายกลไก สามารถแบงสาร uncoupler ตามกลไกการเกิด

ไดดังนี้ (Hanstein, 1976; Wallace และ Starkov, 2000) 

3.1 สารที่ออกฤทธิ์เปน structural uncoupling ไดแก สารและกระบวนการตางๆ

ที่มีผลทาํใหความแข็งแรงของ inner membrane เสียไป ซึ่งมีผลทาํให respiratory control และ

ประสิทธิภาพในการ phosphorylation ลดลง และมีผลเพิ่ม ATPase activity เชน detergent, 

phospholipase, การ sonicate เปนตน 

  3.2 ionophores  คุณสมบัติของสารในกลุมนี้  คือ  ชวยเพิ่มความสามารถในการ 

ผานเขาออกของ H+และ cation เชน  K+  ดังนัน้พลงังานที่ไดจาก  electrochemical gradient  จึง

ถูกนาํมาใช ในการผลกัดัน  cation  เขาสู  matrix แทน สามารถแบงสารในกลุมนี้ตามกลไกไดเปน  

2  กลุม ไดแก 

         3.2.1 channel type  สารในกลุมนี้จะเรียงตัวเปนชองในชั้นไขมันของ 

ไมโตคอนเดรีย เชน gramicidin เปนตน 

         3.2.2 carrier type โดยการ form เปน lipid-soluble-complex กับ ion 

แลวเคลื่อนที่ผานเยื่อหุมของไมโตคอนเดรีย เชน valinomycin, nigericin เปนตน 

3.3 สารพวก phenols และ anionic aromatic compounds อ่ืนๆ สารกลุมนี้จะมี 

คุณสมบัติเปน  lipophillic weak acid  ทาํใหสามารถจับกับ  H+  ที่ดานนอกของเยื่อหุมช้ันใน แลว

เคลื่อนที่เขาไปใน  matrix  แตกตัวให  H+  ซึ่งการจับและการแตกตัวนีเ้กิดจากการทีด่านใน matrix 

จะมี  pH  สูงกวาดานนอก  เชน  DNP  ( 2,4-dinitrophenol ) ,   FCCP  (carbonyl  cyanide   p-

trifuoromethoxyphenylhydrazone),   CCCP (carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone) 

เปนตน  

3.4 สารที่ออกฤทธิ ์uncoupling โดยเกี่ยวของกับการเกดิพันธะโควาเลนต   ไดแก 

alkylating  agents   เชน  สารจําพวก  mustard gas  และ  electrophiles เชน  isothiocyanates 

สารเหลานี้มีรายงานการเกดิ uncoupling แตยังไมทราบกลไกการเกิดที่แนนอน 
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รูปที่ 13 แสดงตําแหนงที่สารสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งกระบวนการ oxidative phosphorylation  

(Garrett และ Grisham, 1999)   

 
การขนสงและการสะสมแคลเซียมในไมโตคอนเดรีย 
 แคลเซียมมีบทบาทสําคัญตอการทํางานของเซลล โดยการเปลีย่นแปลงความเขมขนของ

แคลเซียมภายในเซลลเปนขั้นตอนสําคัญที่ทาํใหมกีารกระตุน หรือยับยั้งการทํางานของเอนไซม

ภายในเซลล การหดหรือการคลายตัวของกลามเนื้อ การสงสัญญาณของสารสื่อประสาท รวมทั้ง

การทาํงานของฮอรโมนในรางกาย ปจจบุันเปนทีท่ราบดีวาไมโตคอนเดรียเปนอีกออรแกเนลลหนึ่ง

ที่มีบทบาทสําคัญในการสะสมแคลเซียมและควบคุมการเปลี่ยนแปลง intracellular Ca2+ 

signaling ของเซลล นอกจากการทาํหนาที่ในการสังเคราะห ATP (Carafoli, 2003; Devlin, 2002) 

 การขนสงแคลเซียมเขาไปสะสมในไมโตคอนเดรียจะเกิดขึ้นผานทาง Ca uniporter ซึ่งอยู

ในเยื่อหุมชัน้ในของไมโตคอนเดรีย และตองอาศัย membrane potential ซึ่งเปนสวนหนึง่ของ 

electrochemical potential ที่เกิดขึ้นจากกระบวนการถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ 

(Murphy และ Smith, 2000)  ดังนั้นถาสารใดก็ตามไปมีผลทําลาย electrochemical potential 

ของไมโตคอนเดรีย เชน uncoupler, respiratory chain inhibitor ก็จะทาํใหแคลเซียมไมสามารถ

เขาไปสะสมในไมโตคอนเดรียได สําหรบัการขนสงแคลเซียมออกจากไมโตคอนเดรียจะเกิดขึ้นได

หลายทาง (Bernardi, 1999; Carafoli, 2003 ) ดังนี้ (รูปที่ 14) 
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1. sodium-independent calcium exchange เปนการนํา 1 Ca2+ ออกจาก matrix โดย

แลกเปลี่ยนกบั H+ 2 โมเลกุล 

2. sodium calcium exchange  เปนการนํา 1 Ca2+ ออกจาก matrix โดยแลกเปลีย่นกับ 

Na+ 2 โมเลกลุ 

3. ผานทาง permeability transition pore (PTP) 

 

 
 

รูปที่ 14 แสดงการขนสงแคลเซียมของไมโตคอนเดรีย 

      การขนสงแคลเซียมเขาไปสะสมในไมโตคอนเดรียจะเกิดขึ้นผานทาง Ca uniporter (U)  

      สวนการขนสงแคลเซียมออกจากไมโตคอนเดรียจะเกิดขึ้นโดย Ca2+/2H+ antiport system (I),  

      Ca2+/2Na+ antiport system (D) และโดยอาศัย permeability transition pore (PTP)  

      (Chakraborti และคณะ, 1999) 
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โมโนเอมีนออกซิเดส (Monoamine oxidase; MAO) 
 เอนไซมโมโนเอมีนออกซิเดส (Monoamine oxidase; MAO) พบไดทั่วไปในสัตวเลี้ยงลูก

ดวยนม ในอวยัวะตางๆ เชน สมอง ตับ ลาํไส และอวัยวะอื่นๆ ในปริมาณที่แตกตางกนั เอนไซมนี้

จะอยูที่ผนังชัน้นอกของไมโตคอนเดรีย โดยฝงตัวแนนในลกัษณะของ integral protein 

(Schnaitman และคณะ, 1967)  เอนไซมโมโนเอมนีออกซิเดสทําหนาที่เรงปฏิกิริยา  oxidative 

deamination ของสารสื่อประสาทเอมนีตางๆ เชน epinephrine, norepinephrine, dopamine, 

tyramine และ 5-hydroxytryptamine (5-HT) เปนตน (Davison, 1958) ดังสมการ 

  R-CH2-NH2 + O2 + H2O                        R-CHO + NH3 + H2O2 

เอนไซมโมโนเอมีนออกซิเดสมีบทบาทสาํคัญในการควบคุมปริมาณของสารเหลานีใ้น

ระบบประสาท นอกจากนี้ยงัทาํหนาทีค่วบคุมปริมาณสารเอมีนอืน่ๆไมวาจะเปนยาหรืออาหารที่

รางกายไดรับจากภายนอกอีกดวย 

 
Multiple forms ของโมโนเอมีนออกซิเดส  

ในปจจุบันเปนทีท่ราบกนัแลววาเอนไซมโมโนเอมนีออกซิเดส มี 2  isozymatic forms คือ 

MAO-A และ MAO-B ซึ่งมีความแตกตางกนัที่ความจําเพาะเจาะจงตอซับสเตรตและความไวตอ 

inhibitor โดย MAO-A จะเดนในการออกซไิดส serotonin ซึ่งเปน neurotransmitters และสามารถ

ออกซิไดสซับสเตรตบางชนดิไดเชนเดียวกับ MAO-B ไดแก tyramine, adrenaline และ 

dopamine สวน MAO-B จะเดนในการออกซิไดสสารพวก arylalkylamines เชน benzylamine 

และมีสวนรวมในการเมแทบอลิซึม exogenous amines (ตารางที ่ 3) (Binda และคณะ, 2004; 

Houslay และ Tipton, 1976) สําหรับความไวตอ inhibitor พบวา MAO-A จะมคีวามไวในการ

ยับยั้งดวย clorgyline สวน MAO-B จะมคีวามไวในการยับยั้งดวย pargyline (Urban และคณะ, 

1991) อยางไรก็ตาม ความจําเพาะเจาะจงตอซับสเตรตและความไวตอการยับยัง้ของเอนไซมโมโน

เอมีนออกซิเดสนี้ไมเหมือนกนัในสัตวแตละชนิด และแมแตในสัตวชนิดเดียวกันแตตางบริเวณหรอื

ตางอวยัวะก็จะมีการกระจายของ isozymatic form ของเอนไซมโมโนเอมนีออกซิเดสแตละ 

isozymatic form แตกตางกัน ดงัตัวอยางในตารางที่ 4 ซึ่งแสดงสัดสวนของสมรรถนะของเอนไซม

โมโนเอมีนออกซิเดสทัง้สองชนิดของหนูขาวในแตละอวยัวะ พบวามสีัดสวนของ MAO-A และ 

MAO-B แตกตางกัน โดยพบสมรรถนะของ MAO-A สูงที่สุดในสวนของมาม (spleen) สวน

สมรรถนะของ MAO-B พบสงูที่สุดในสวนของ denervated pineal gland  

 

 

29 



   

 

 

ตารางที่ 3 แสดงตัวอยางซับสเตรตของเอนไซมโมโนเอมีนออกซิเดส         จากการศึกษาในหนูขาว

(Houslay และ Tipton, 1976) 

Substrates 

for the A Species 

Substrates 

for the Both Species 

Substrates 

for the B Species 

Serotonin 

Adrenaline 

Noreadrenaline 

Octopamine 

Tyramine 

3-Methoxytyramine 

Dopamine 

Benzylamine 

2-Phenylethylamine 

4-Methoxy-2-  

    phenylethylamine 

Vanillylamine 

 

 

ตารางที่ 4 แสดงสัดสวนสมรรถนะของเอนไซมโมโนเอมีนออกซิเดสชนิดเอและชนดิบี       ในแตละ 

อวัยวะของหนขูาว (Houslay และ Tipton, 1976) 

Organs Species A activity 

(percent of total) 

Species B activity 

(percent of total) 

Liver 

Liver Parenchymal Cells 

Denervatrd Liver 

Kidney 

Intestine 

Intestinal Mucosa 

Spleen 

Lung 

Testis 

Brain 

Superior Cervical Ganglia 

Pineal Glและ 

Denervatrd Pineal Gland 

Vas Deferens 

Denervatrd Vas Deferens 

40 

50 

40 

70 

70 

60-70 

95 

50 

90 

55 

90 

15 

5 

50 

35 

60 

50 

60 

30 

30 

30-40 

5 

50 

10 

45 

10 

85 

95 

50 

65 
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ประโยชนในทางการแพทยของ monoamine oxidase inhibitors (MAOIs) 
 ประโยชนในทางการแพทยทีส่ําคัญของสารที่สามารถยับยั้งเอนไซมโมโนเอมนีออกซิเดส 

คือ การใชเปนยารักษาโรคซึมเศรา เนื่องจากเมื่อมีการยับยั้งเอนไซมโมโนเอมนีออกซิเดส 

โดยเฉพาะชนดิเอ ในระบบประสาทสวนกลางจะทําใหเกิดการสะสมของระดับ monoamine 

transmitter ในสมองเพิ่มข้ึน MAOIs ตัวแรกที่นาํมาใชบรรเทาอาการซึมเศรา คือ iproniazid โดย

ในราวป 1957 ไดมีการคนพบยานี้เพื่อนาํมาใชรักษาวณัโรค แตปรากฏวาเมื่อใชยากับผูปวยแลว 

ผูปวยมีอารมณซึมเศราลดลง จงึไดมีการนํายานี้มาใชรักษาผูปวยโรคซึมเศราดวย (Pletscher, 

1966) และตอมาก็มกีารพฒันา MAOI เพิ่มข้ึนอีกหลายตัว ซึง่สามารถแบงตามสตูรโครงสรางทาง

เคมีได 2 กลุม คือ อนพุันธของ hydrazine เชน phenelzine, isocarboxazid และอนุพันธของสาร

อ่ืน (non-hydrazine) เชน tranylcypromine 

 ปญหาในการใชยากลุมนี้ คอื ถารับประทานอาหารที่มสีารเอมีนสงู จะทาํใหเกิดความดนั

โลหิตสูงอยางเฉียบพลนั หรือ cheese reaction ได แตเนื่องจากในลําไสของคนสมรรถนะของ

เอนไซม  MAO-B มากกวา MAO-A ดังนัน้ถายามีความจําเพาะตอ MAO-A มากกวาก็นาจะชวย

ใหผลขางเคยีงนอยกวายา MAOI แบบไมเฉพาะเจาะจง (Houslay และ Tipton, 1976) ดังนัน้จึงมี

การพัฒนายาที่เปน reversible inhibitor ของ MAO-A เชน moclobemide และ brofaromine 

 นอกจากนี้สารที่ยับยัง้เอนไซม  MAO-B กส็ามารถใชเปนยารกัษาโรค Parkinson ได เชน 

deprenyl หรอื selegilline ซึ่งออกฤทธิ์ยบัยั้ง MAO-B อยางจาํเพาะเจาะจงและยับยั้งแบบถาวร 

สําหรับการใชรักษาผูปวยโรคนี้จะให selegilline รวมกบั L-dopa เพือ่ทําใหระดับของ dopamine 

ในสมองถูกทําลายนอยลง นอกจากนีย้ังเชื่อวา selegilline ยังสามารถลดการทาํลายเซลล

ประสาทอนัเนือ่งจากกระบวนการ oxidation ของ dopamine และสารพิษอ่ืนๆ โดยการออกฤทธิ์

เปน antioxidant (Aminoff, 1995) 
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บทที่ 3 
 

อุปกรณและวิธีการวิจัย 
1. วสัดุและอปุกรณ 

1.1 สัตวทดลอง 
หนูขาวสายพนัธุ  Wistar  เพศผู  น้ําหนัก  200 – 250 กรัม จากสาํนกัสัตวทดลองแหงชาติ  

มหาวิทยาลยัมหิดล ถนนพทุธมณฑลสาย 4 ตําบลศาลายา อําเภอพุทธมณฑล จงัหวัดนครปฐม 

สัตวทดลองดงักลาวจะถูกนาํมาพักเพื่อปรับสภาพรางกายกอนนํามาทาํการทดลอง อยางนอย

เปนเวลา 1 สัปดาห ในโรงเลี้ยงสัตวทดลอง คณะเภสัชศาสตร จฬุาลงกรณมหาวทิยาลยั ซึ่ง

ควบคุมอุณหภูมิหองใหอยูระหวาง 25 + 2°C มีแสงสวางพอเหมาะ จัดใหมีชวงมืดและชวงสวาง

อยางละ 12 ชั่วโมงสลับกนัใน 1 วัน มีระบบระบายอากาศ และเลีย้งสัตวทดลองในกรงทีม่ีวัสดุ

รองนอนเปนขีเ้ลื่อยสะอาด โดยเลี้ยงดูสัตวทดลองดวยอาหารสําเร็จรูปจากบริษทัเจรญิโภคภัณฑ

อาหารสัตว จาํกัด และมีน้าํสะอาดใหกินอยางเพียงพอตามความตองการของสัตวทดลอง (ad 

libitum) 

หมายเหต:ุ จํานวนสัตวทดลองที่ใชในแตละสภาวะการทดลองจะมีจาํนวน 4 ตัว ตอ 1 สภาวะ

การทดลอง (n=4) โดยหน ู 1 ตัว เมื่อเตรียมไดไมโตคอนเดรียแลว จะนาํมาทดสอบกับสาร 1,7- 

diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม คือ การเติม 

absolute ethanol ซึ่งเปนตวัทาํละลายของสาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ภายใต

สภาวะการทดลองเดียวกัน 

 
1.2 สารเคมี 

 แหลงที่มาของสารเคมีทีใ่ชในการทําวิจัย 
 สารทดสอบ 

     สาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol จากเหงาวานชักมดลูก ไดรับความเอื้อเฟอ

จาก รศ.ดร.ชัยโย ชัยชาญทพิยทุธ ภาควิชาเภสัชเวท คณะเภสัชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั 

       สารเคมีอ่ืนๆ 

       สารเคมีจากบริษทั Sigma ไดแก adenosine 5’ diphosphate (ADP), adenosine 5’ 

triphosphate (ATP), 1-amino-2-naphthol-4-sulfonic acid, ammonium molybdate, 

benzylamine hydrochloride, bovine serum albumin (BSA), calcium chloride (CaCl2), 

cupric sulfate (CuSO4), 2,4-dinitrophenol (DNP), dithiothreitol (DTT), Folin&Ciocalteu’s 



   

 

 

phenol reagent, HEPES, 5-hydroxytryptamine (5-HT), L-glutamic acid, magnesium 

chloride (MgCl2), malic acid, oligomycin, potassium chloride (KCl), potassium 

phosphate monobasic anhydrous (KH2PO4), rotenone, sodium bisulfate, sodium 

hydroxide (NaOH), sodium phosphate dibasic anhydrous, sodium phosphate 

monobasic, sodium potassium tartrate, sodium sulfite, succinic acid, sucrose, 

trichloroacetic acid (TCA), tyramine hydrochloride 

       สารเคมีจากบริษัท E. Merck ไดแก absolute ethanol, sodium carbonate 

anhydrous (Na2CO3), sulfuric acid (H2SO4), hydrochloric acid (HCl), potassium 

hydroxide (KOH) 

 
1.3 เครื่องมือและอุปกรณ 

1. Heidolph motor drive tissue homogenizer (Type 50203 RZR 2) 

2. Thomas glass homogenizer tube with teflon pestle 

3. pH-meter 

4. Hitachi automatic high speed refrigerated centrifuge, Himac model   

    CR20B3, Rotor model RPR 18-3 

5. Oxygraph 

       Biological Oxygen Monitor (YSI Model 53) 

       Clark Oxygen Electrode  

     Gilson Oxygen chamber 

     Strip chart  recorder (Gilson recorder model N2) 

  Oxygen Probe Service Kit (YSI 5775) ประกอบดวย 

   - Clark-type membrane booklets (Std.)  

   - O2 Probe Solution: half saturated KCl solution 

   - O-rings 

6. Temperature controlled circulator water bath 

7. UV / Visible spectrophotometer  (UV-160A, Shimadzu)  

8. Autometric pipette ขนาด 200, 1,000 และ 5,000 μl (Gilson, France) 

9. Hamilton microsyringe 10 และ 25 μl 

10. Vortex mixer (Velp. Scientifica, Europe) 
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2. วธิีการวิจยั 
2.1 การเตรยีมสารละลายสําหรบัใชในการทดลอง 
ความเขมขนและขนาดที่ใชบอยของสารเคมีที่ละลายไดในน้ําบริสุทธิ์ (ultrapure water) 

ไดแก 0.3 M ADP + 0.6 M Pi 2 μl, 0.1 M ATP 150 μl, 0.05-0.30 mg/ml BSA, 0.4 M CaCl2 2 

μl, 1.05 M DTT 2 μl,  0.05 M DNP 2 μl, 1 mM EGTA, 40 mM HEPES buffer (pH 7.2), 0.1 M 

5-HT 10 μl, 2.5% ammonium molybdate, 0.1 M benzylamine hydrochloride 10 μl, 1 M 

glutamate + 1 M malate (pH 7.2) 10 μl, 0.5 M NaOH, 1 M succinate (pH 7.2) 10 μl, 2 mM 

MgCl2, 92 mM KCl, KH2PO4, H2SO4, 0.25 M sucrose, 20% w/v trichloroacetic acid และ 

0.1 M tyramine hydrochloride 10 μl 

สารเคมีที่ละลายใน absolute ethanol ไดแก สารทดสอบ 1,7-diphenyl-4,6-

heptadiene-3-ol  ความเขมขนตางๆปรมิาณที่ใชคร้ังละ 10 μl,    5 mg/ml oligomycin 2 μl  และ   

5 mg/ml rotenone 2 μl 

ในกรณีที่ตองปรับ pH ของสารละลายใหไดตามตองการจะใชสารละลาย 1 N KOH และ 

1 N HCl  

 
2.2 การเตรยีม incubation medium ที่ใชในการทดลอง 

  2.2.1 incubation medium ที่ใชเปนมาตรฐานสาํหรับการศึกษาอตัราการใช

ออกซิเจนในกระบวนการหายใจ    และศึกษาผลของสารตอการทํางานของเอนไซม  ATPase  ของ 

ไมโตคอนเดรีย 

ประกอบดวย :   HEPES buffer, pH 7.2   40  mM ( 60 mOsm) 

             MgCl2      2  mM (6 mOsm) 

             KCl    92  mM (184 mOsm) 

(เปน isotonic buffer ความเขมขนรวม 250 mOsm ) 

ซึ่งเตรียมไดจาก HEPES buffer, pH 7.2   1       M  ปริมาณ 2 ml 

             MgCl2    0.05  M  ปริมาณ 2 ml 

             KCl    2.3    M  ปริมาณ 2 ml 

นํามาผสมรวมกัน และปรบัปริมาตรดวย ultrapure water จนครบ 50 ml จะไดเปน 

isotonic buffer ความเขมขนรวม 250 mOsm  ปรับ pH ของ incubation medium นี้ใหเปน 7.2 

  2.2.2    incubation  medium   สําหรับการศึกษาผลของสารตออัตราการใช

ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะทีถ่กูกระตุนดวยแคลเซียม  
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 :  HEPES buffer, pH 7.2   40  mM ( 60 mOsm) 

             MgCl2      2  mM (6 mOsm) 

             KCl    92  mM (184 mOsm) 

   KH2PO4      1 mM 

 HEPES buffer, pH 7.2   1       M  2 ml 

             MgCl2    0.05  M  2 ml 

             KCl    2.3    M  2 ml 

  KH2PO4                 0.025 M  2 ml 

 ultrapure water  50 ml  pH 

incubation medium  7.2 

2.2.3 incubation medium

 monoamine oxidase (MAO)  0.025 M inorganic phosphate 

buffer (KH2PO4), pH 7.2 

2.3
 Differential centrifugation  Hogeboom (1955)  Myer 

 Slater (1957)  liver 

homogenate  refrigerated centrifuge 

 4 °C  2

 1  liver homogenate 

 cervical dislocation 

 0.85% NaCl  100 ml 

 0.85% NaCl  50 ml 

 homogenizing medium (  0.25 M sucrose  1 mM EGTA (pH 7.2)) 

 homogenizing medium  60-70 

ml

homogenizing medium  homogenizing medium 

 Thomas glass homogenizer  homogenize  Heidolph 

motor drive tissue homogenizer  Type 50203 RZR  2  6-7 

liver
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homogenate ปริมาตรประมาณ 60-80 ml นํามาเทใสหลอด centrifuge เพื่อนําไปปนแยกตอไป 

ขั้นตอนที ่2 การปนแยกไมโตคอนเดรียจาก liver homogenate 

นํา liver homogenate ที่บรรจุอยูในหลอด centrifuge มาปนแยก (centrifuge) เพื่อใหได

ไมโตคอนเดรียโดยใช Hitachi Automatic High Speed Refrigerated Centrifuge Himac model 

CR 20B3 และใช rotor model RPR 18-3 ทําการปนแยกทัง้หมด 3 คร้ัง ดังนี ้(รูปที่ 15) 

 คร้ังที่ 1: นํา liver homogenate มาปนแยกที ่ 600 x g (2,500 rpm) เปนเวลา 5 นาท ี

จากนั้นนําสวนที่เปน supernatant ใสในหลอด centrifuge หลอดใหม สําหรับสวนที่เปน pellets 

ใหทิง้ไป 

หมายเหต ุ: สวนที่เปน supernatant ที่ไดคือ mitochondria, microsome 

     สวนที่เปน pellets จะประกอบดวย nuclei, red blood cells, cell wall, unruptured 

cells 

คร้ังที่ 2: นาํสวนที่เปน supernatant มาปนแยกตอที ่ 4,500 x g (7,000 rpm) เปนเวลา 

10 นาที เมื่อครบเวลาใหรินแยก supernatant fluid ทิ้งไป เอาเฉพาะสวน pellets มา resuspend 

ดวย 0.25 M sucrose ที่แชเย็น ทาํการ homogenize ดวยมือโดยใช glass homogenizer เพื่อให

ตะกอนของไมโตคอนเดรียกระจายตัวเปนเนื้อเดียวกัน 

คร้ังที ่3: นํามาปนแยกตอที ่13,000 x g (8,000 rpm) เปนเวลา 10 นาท ีเมื่อครบเวลาให

รินสวน supernatant fluid ทิง้ไป สวนของ pellets นัน้จะมีชัน้ของไมโครโซมสีชมพูเกาะกนัอยาง

หลวมๆอยูชั้นบนของตะกอน ใหกาํจัดออกโดยใช 0.25 M sucrose ที่แชเยน็ใสลงไปเล็กนอย แลว

คอยๆเทออกดวยความระมัดระวัง ทาํซ้าํจนกระทั่งชัน้ของไมโครโซมเหลือนอยที่สุด สวนชัน้ลางทีม่ี

สีน้ําตาลเกาะกันแนนคือช้ันของไมโตคอนเดรีย  จากนัน้ทําการ resuspend ตะกอนไมโตคอนเดรีย

ดวย 0.25 M sucrose ประมาณ 2-3 ml แลว homogenize เบาๆดวยมือ จะได mitochondrial 

suspension โดยเก็บในภาชนะแชน้าํแข็ง (ice-bath) ตลอดการทดลอง 

หมายเหต:ุไมโตคอนเดรียที่ใชในการวิจัยจะตองมีคา respiratory control index (RCI) มากกวา 4 
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Rat liver homogenate 

600 g (2,500 rpm) 5 min, 4 °C 

 
      Pellets        Supernatant 
        (unbroken cell, nuclei,   (mitochondria, microsome, lysosome, etc.) 

erythrocytes, connective tissue)       4,500 g   

                                        (7,000 rpm)10 min, 4 °C 

 
            Pellets         Supernatant 
                              (mitochondria) (microsome, lysosome, 

          macromolecule, etc) 
             resuspend in isolation medium 
             13,000 g (8,000 rpm) 10 min, 4 °C 

 

    
           Pellets                           Supernatant 

          (mitochondria)   (mitochondria contamination) 
            resuspend in 0.25 M sucrose medium 

 

        mitochondrial suspension    
 
 
รูปที่ 15 แสดงขั้นตอนการแยกไมโตคอนเดรียจาก rat liver homogenate โดยใชวธิี differential 

centrifugation (Hogeboom, 1955; Myers และ Slater, 1957) 
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2.4 การหาปริมาณโปรตนีของไมโตคอนเดรีย 
ปริมาณไมโตคอนเดรียที่อยูใน mitochondrial suspension ที่เตรียมไดจากตับหนูขาว 

สําหรับใชในการทดลองในแตละครั้งจะมีปริมาณไมเทากนั ซึง่จะมีผลตอการเปรียบเทียบอัตราการ

ใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ ดงันัน้จงึจําเปนตองหาปริมาณหรือความเขมขนของ

ไมโตคอนเดรียที่ใชในการทดลองแตละครั้ง เพื่อนาํมาเปนมาตรฐานในการเปรียบเทยีบผลที่ได 

 การหาปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรียในการทดลองนี้ ใชวิธีของ Lowry และคณะ 

(1951) ซึ่งดัดแปลงเพิ่มเตมิโดย Miller (1959) เปนการหาปริมาณโปรตีนโดยการเกิดสี เมื่อโปรตีน

ทําปฏิกิริยากบั copper sulfate ในสารละลายดางจะเกิดเปน co-ordinated complex ของ 

copper  กับอะตอมของไนโตรเจนใน peptide chain เกิดเปนสนี้ําเงนิ นําสารละลายสีน้าํเงินที่ได

ไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร ดวยเครื่อง spectrophotometer (UV-

160A, Shimadzu) โดยใชน้าํกลั่นที่มีปริมาตรเทากับ sample เปน blank นําคาการดูดกลืนแสงที่

ไดไปเปรียบเทียบหาปริมาณโปรตีนจาก standard curve ซึ่งใช bovine serum albumin ในชวง

ความเขมขนทีค่รอบคลุมคาของ sample เปนมาตรฐาน 

 ขั้นตอนการปฏิบัติการหาปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรีย  

 1. เจือจาง   mitochondrial  suspension  ปริมาณ 10 μl ดวยน้าํกลัน่ 3 ml  ( 1:300 ) จะ

ไดสารละลาย A 

 2. ดูดสารละลาย  A  ปริมาณ 1 ml  ใสในหลอดทดลอง  เติม alkaline copper reducing 

agent 1 ml เขยาใหเขากัน ปลอยใหทาํปฏิกิริยา 10 นาท ี

(กรณีเปน  blank  จะใชน้าํกลั่น 1 ml   สวนในกรณีทีท่าํ standard curve จะใช  1 ml ของ bovine 

serum albumin ที่มีความเขมขน 0.05, 0.10, 0.15, 0.20, 0.25, 0.30 mg/ml แทนสารละลาย A) 

  3. เติม Folin-Phenol reagent (dilution 1:10) 3 ml เขยาใหเขากนั 

 4. นําไปแชใน water bath ที่มีอุณหภูม ิ50°C เปนเวลานาน 10 นาท ี

 5. ตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมหิอง 

 6. นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง   spectrophotometer  (UV-160A, Shimadzu) 

ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

 7. นําคาการดูดกลืนแสงที่วดัไดไปเปรียบเทียบหาปริมาณโปรตีนจาก   standard   curve 

แลวคูณดวย  dilution factor   (ในทีน่ี้คือ 3 x 100)    จะไดคาความเขมขนและปริมาณโปรตีนของ 

ไมโตคอนเดรีย มหีนวยเปน mg/ml 
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หมายเหต:ุ การเตรียมสารละลายที่ใชในการหาปริมาณโปรตีน 

- Alkaline  copper  reagent เปนสารละลายทีป่ระกอบดวย 1 สวน ของ 0.5% CuSO4 ที่

ละลายอยูใน 1% (w/v)  ของ potassium tartrate และ 10 สวน ของ 10% Na2CO3 ที่ละลายอยูใน 

0.5 M NaOH 

- Folin - Phenol  reagent  ( 1:10 )   เตรียมไดจากการเจือจาง   concentrated  Folin  & 

Ciocalteu’s Phenol reagent ดวยน้ํากลัน่ ในอัตราสวน 1:10 (v/v) และเตรียมใชทันท ี
 
2.5 การวัดอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะตางๆ 
 การวัดอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะตางๆโดยใชเทคนิคที่เรียกวา 

polarographic oxygen electrode technique เครื่องมือที่ใชประกอบดวยสวนสําคัญคือ Gilson 

reaction chamber ซึ่งมีความจุประมาณ 2.0 ml ประกอบดวยผนังแกว 2 ชั้น และมีฝาจุก 

(stopper) เปดและปดได    ตรงกลางฝาจุกมีชองสําหรับเติมสารตางๆลงไปทาํปฏิกิริยากับไมโต-

คอนเดรียใน reaction chamber สามารถติดตามดูอัตราการเปลี่ยนแปลงของออกซิเจนดวย 

Clark oxygen electrode ซึ่งตอเชื่อมกับ reaction chamber โดยสวนของ electrode จะสัมผัสอยู

กับ reaction mixture ใน chamber และสัญญาณการเปลี่ยนแปลงปริมาณของออกซิเจนใน 

reaction mixture ที่วัดโดย oxygen electrode จะถูกสงไปยังเครื่อง biological oxygen monitor 

ซึ่งมหีนาปทมบอกปริมาณออกซิเจนที่มีอยูใน reaction chamber ในขณะนัน้ๆ สามารถบนัทึก

อัตราการเปลีย่นแปลงปริมาณออกซิเจนดวย Gilson recorder (model N2) สามารถบันทึกผลที่

ไดออกมาบนกระดาษบนัทกึ ในลกัษณะของกราฟแสดงการเปลี่ยนแปลงปรมิาณออกซิเจนใน

สภาวะตางๆ เรียกวา polarographic tracing หรือ oxygraph tracing  โดยในระหวางการวิจัยนัน้

การ incubate ไมโตคอนเดรียกับสารตางๆใน reaction chamber จะมี magnetic stirrer ขนาด

เล็กหมนุกวนสารละลายอยูตลอดเวลา และควบคุมอุณหภูมิใน reaction chamber ใหคงที่ที ่

37°C โดยใชน้ําจากเครื่อง water bath ที่กําหนดอุณหภูมิไว ไหลผานเขาและออกสวน chamber 

ชั้นนอก (water jacket) ซึ่งหอหุม reaction chamber ไวตลอดเวลา (รูปที่ 16 ) 
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รูปที่ 16 แสดง       Gilson  Oxygen  chamber       ที่ใชในการทดลองเพื่อวัดอัตราการหายใจของ 

ไมโตคอนเดรียในสภาวะตางๆ ซึ่งจะมี oxygen electrode คอยติดตาม oxygen tension ใน 

reaction chamber แลวอานและบันทึกผลดวย oxygraph apparatus (oxygen monitor และ 

recorder) 

 

เมื่อเร่ิมทาํปฏิกิริยาปริมาณออกซิเจนใน chamber จะมีคาที่ระดับ 100 % saturation แต

เมื่อไมโตคอนเดรียมีการหายใจ ปริมาณออกซิเจนใน chamber จะคอยๆลดลง วัดอัตราการ

เปลี่ยนแปลงของออกซิเจนใน chamber ไดดวย Clark oxygen electrode (รูปที ่ 17) ซึ่งมี 

Ag/AgCl electrode เปนขัว้ anode ลอมรอบดวย platinum electrode ซึ่งทําหนาทีเ่ปนขั้ว 

cathode เมื่อตองการใชงานจะใช half saturated KCl solution ฉาบผิวขั้ว electrode ทั้งสอง ทํา

หนาทีเ่ปน salt bridge และมี YSI membrane (standard type) หุมปดที่ขั้วของ electrode โดย 

membrane ชนิดนี้ยอมใหเฉพาะออกซิเจนผานเทานัน้ 

ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นที่ข้ัวทั้งสองขณะทําการทดลอง คือ 

Anode : 4Ag+ + Cl-    4AgCl + 4e- 

 Cathode : 4H+ + 4e- + O2   2H2O 

 ปกติระหวางขัว้ทัง้สองจะม ี polarizing voltage 0.8 volts เมื่อทําปฏิกิริยาดงัสมการ

ขางตนจะมีการไหลของกระแสไฟฟาระหวาง 2 ข้ัวเกดิขึ้น และกระแสที่เกิดขึ้นนีจ้ะถูกสงไปยัง 

amplifier ซึ่งทําหนาที่ขยายกระแสเขาสู recorder บันทกึเปน tracing ตอไป ปริมาณกระแสจะ

แปรผันตามปริมาณออกซิเจนใน chamber ทําใหสามารถวัดอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอน

เดรียได 
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รูปที่ 17 แสดงลักษณะของ Clark oxygen electrode ซึ่งมี Ag/AgCl electrode เปนขั้ว anode 

และมี platinum electrode เปนขั้ว Cathode 

 
การแบงภาวะการหายใจของไมโตคอนเดรีย (mitochondrial respiratory states) 

เนื่องจากองคประกอบสําคญัของการหายใจของไมโตคอนเดรียมีหลายประการ เชน การมี

ออกซิเจน ซบัสเตรต ADP + Pi หรือการมี uncoupler หรือไม เปนตน Chance และ William 

(1956) ไดจัดแบงภาวะการหายใจของไมโตคอนเดรียตามองคประกอบสําคัญในปฏิกิริยาออกเปน 

6 ภาวะ ดังตารางที ่5 

 

ตารางที ่5  แสดงการแบงภาวะ (states) ตางๆของการหายใจของไมโตคอนเดรีย 

State Condition 

1 มีเพียง O2 

2 มี O2 และ ADP 

3 (active state) มี O2, ADP และ Substrate 

3u มี Uncoupler 

4 (resting state) มี O2 และ Substrate 

5 มีเพียง Substrate 

6 การหายใจถกูยับยั้งดวย excess calcium 
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การคํานวณคาดัชนีควบคุมการหายใจ (Respiratory Control Index, RCI)  
นอกจาก Chance และ William จะแบงภาวะ (states) การหายใจของไมโตคอนเดรยีเปน

ภาวะตางๆดังกลาวมาแลว ยังแสดงวิธคีํานวณคาดัชนีควบคุมการหายใจ (RCI) ซึ่งเปนคาทีใ่ช

แสดงการควบคู (coupling) กันของกระบวนการออกซิเดชันและกระบวนการฟอสฟอริลเลชัน ซึง่

คา RCI นี้แสดงถงึคุณภาพของไมโตคอนเดรียที่เตรียมขึ้นวามีคณุภาพดี คอื เปน intact 

mitochondria หรือไม ซึ่งโดยปกติแลวจะมีคา RCI = 4-8 การคาํนวณคา RCI ทําตามวธิีดงั 

ตอไปนี้ (รูปที่ 18 ) 

RCI =   อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 3 

            อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 4 

       =   ความชัน (slope) ของ tracing ใน state 3 

            ความชัน (slope) ของ tracing ใน state 4 

จากตัวอยาง oxygraph tracing ในรูปที ่19  การหาความชันของ tracing ใน state 3 และ 

state 4 ทําไดโดยกําหนดใหเสนที่ลากขนานแกน X ของทั้งสอง states ยาวเทากนั ดงันัน้ 

 

RCI  =  Y1/X  =    Y1 

                                    Y2/X      Y2 

 
 

 
รูปที่ 18 แสดงตัวอยาง oxygraph tracing เพื่อแสดงวธิีการหาคา RCI 
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การคํานวณอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ 
 จากตัวอยาง oxygraph tracing ในรูปที ่19   สามารถคํานวณอัตราการใชออกซิเจนของ

ไมโตคอนเดรียไดดังนี ้

  

อัตราการใชออกซิเจนใน state 3      =     R x S         n atoms O/min 

                            P 

 

โดยที่ R = ความสูงของเสน R ในรูป 

         P = ความสูงของเสน P ในรูป 

         S = จํานวน n atoms ของออกซิเจนที่ละลายอิม่ตัวอยูใน reaction mixture 

     กอนที่จะถกูไมโตคอนเดรียใชไปในการทําปฏิกิริยา 

คา S นี้ขึ้นอยูกับปริมาตรของ reaction mixture ที่ทาํปฏิกิริยาใน reaction chamber 

และอุณหภูมิของการทดลอง คือ ถามีปริมาตรของ reaction mixture มาก ออกซิเจนก็จะละลาย

อ่ิมตัวอยูไดมาก และถาอุณหภูมิต่ํา ออกซเิจนก็จะละลายอิ่มตัวอยูไดมากกวาเมื่อมอุีณหภูมิสูง 

การคํานวณหาคา S จะหาไดจากคาปรมิาณของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวใน reaction 

mixture ทั้งหมด การคํานวณหาคาปริมาณของออกซิเจนที่ละลายอิม่ตัวใน incubation mixture 1 

ml หาไดจากสมการ 

A            =          s x p x N x109         n atoms O/ml 

                                                          V  x 100 

 

เมื่อ  A = จํานวน n atoms ออกซิเจนที่ละลายในน้ํา 1 ml 

s = คาสัมประสิทธิ์การดูดซึมออกซิเจน   (absorption  coefficient)   ที่อุณหภูมทิี่ทาํ  

      การทดลอง  ( ปริมาตรของออกซิเจนเมื่อถูกเปลี่ยนแปลงไปอยูที่  0°C  และ  760   

      mmHg ) โดยมีคาเทากบั 0.02373 ทีอุ่ณหภูมิ 37°C 

       p = สัดสวนของออกซิเจนในบรรยากาศ = 21% 

       N = จํานวนอะตอมใน 1 โมเลกุลของออกซิเจน = 2 

       V = ปริมาตรกาซที่ 0°C ความดนั 1 บรรยากาศเทยีบกับ 1 กรัมโมล มีคาเทากบั   

              22,400 ml 

เมื่อแทนคาเหลานี้ลงในสมการดังกลาว คํานวณหาคาปริมาตรของออกซิเจนที่ละลาย

อ่ิมตัวในน้ํา 1 ml (A) ที่อุณหภูมิ 37°C มีคาเทากับ 444.9 n atoms O/ml 
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ถาทราบปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรีย แลวนํามาหารอัตราการใชออกซิเจนที่คํานวณ

ไดตามวิธีขางบน จะทาํใหทราบอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียมีหนวยเปน n atoms 

O/min/mg protein 

 
รูปที่ 19 แสดงตัวอยาง oxygraph tracing เพื่อแสดงวธิีการหาอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอน

เดรียในระยะตางๆ  

 

นอกจากนีย้ังสามารถคาํนวณอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ ออก 

มาในหนวยของจํานวน n atoms O/ml/min ได ดังตัวอยางจาก oxygraph tracing ในรูปที่ 20   

เชนกนั 

อัตราการใชออกซิเจนใน state 3      =     R x A         n atoms O/ml/min 

                         P 

 

โดยที่ R = ความสูงของเสน R ในรูป 

         P = ความสูงของเสน P ในรูป 

         A = จํานวน n atoms ของออกซิเจนที่ละลายอิม่ตัวอยูในน้ํา 1 ml 

คา A นี้ หาไดตามวิธทีี่กลาวมาแลว ในการวิจยันี้ควบคุมอุณหภูมิคงที่ ที่ 37°C ซึ่งคา A 

ในทีน่ี้จึงเทากบั 444.9 n atoms O/ml 

การคํานวณอตัราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆของoxygraph tracing 

ก็สามารถคํานวณไดในทํานองเดียวกัน 
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2.6 การศึกษาผลของสาร   1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol   ตอการหายใจของ
ไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ 

2.6.1 การศึกษาผลของสารทดสอบ  ( 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ) ตออัตราการ

ใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย   เมื่อใช   glutamate  +  malate   เปนซับสเตรต    (NAD+-linked 

substrates) 

 1) เติมซับสเตรตสําหรับ complex I  คือ 1 M glutamate  +  1 M malate  ปริมาณ 10 μl 

ลงใน incubation medium ที่มีไมโตคอนเดรียอยู  

 2) เติมสารทดสอบความเขมขนตางๆ  ปริมาณ  10 μl แลวดูผลการเปลีย่นแปลงอัตราการ

ใชออกซิเจนใน  state 4 respiration  เปรยีบเทยีบกับกลุมควบคุม  คือ absolute ethanol ปริมาณ 

10 μl 

 3) เติม  0.3 M ADP + 0.6 M Pi    ปริมาณ  2  μl   แลวดูผลการเปลีย่นแปลงอัตราการใช

ออกซิเจนใน state 3 respiration เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม  คือ absolute ethanol ปริมาณ 10 

μl 
 

Incubation        Mitochondria       Glutamate + Malate     สารทดสอบ       ADP + Pi 

  medium     

 

     

                                                                              

2.6.2 การศึกษาผลของสารทดสอบ  (1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol)   ตออัตราการ 

ใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช succinate เปนซับสเตรต (FAD-linked substrate) 

 1) เติมซับสเตรตสําหรับ complex II คือ 1 M succinate ปริมาณ 10 μl ลงใน incubation 

medium ที่มีไมโตคอนเดรียอยู 

 2) เติม complex I inhibitor คือ 5 mg/ml rotenone ปริมาณ 2 μl   

 3) เติมสารทดสอบความเขมขนตางๆ  ปริมาณ 10 μl  แลวดูผลการเปลีย่นแปลงอัตราการ

ใชออกซิเจนใน state 4 respiration เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม คือ  absolute  ethanol  ปริมาณ 

10 μl 

 4) เติม  0.3 M ADP  +  0.6 M Pi   ปริมาณ  2  μl  แลวดูผลการเปลี่ยนแปลงอัตราการใช

ออกซิเจนใน state 3 respiration เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม  คือ absolute ethanol ปริมาณ 10 

μl 
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Incubation      Mitochondria      Succinate      Rotenone     สารทดสอบ     ADP + Pi 

  medium     

 

     

                                                                             

2.6.3 การศึกษาผลของสารทดสอบ (1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol) ตอการหายใจ 

ของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถกูกระตุนดวยสาร DNP    เมื่อใช  glutamate  +  malate  เปนซับ-

สเตรต (NAD+-linked substrates) 

1) เติมซับสเตรตสําหรับ  complex I  คือ 1 M glutamate +  1 M malate  ปริมาณ  10 μl 

ลงใน incubation medium ที่มีไมโตคอนเดรียอยู  

 2) เติมสาร uncoupler คือ 0.05M DNP ปริมาณ 2 μl เพือ่ทําใหเกิด state 3u respiration 

3) เติมสารทดสอบความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl   แลวดูผลการเปลี่ยนแปลงอัตราการ

ใชออกซิเจนใน  state 3u respiration เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม คือ absolute ethanol ปริมาณ 

10 μl 

 

Incubation        Mitochondria       Glutamate + Malate        DNP              สารทดสอบ        

  medium     

 

     

 

Incubation        Mitochondria       Glutamate + Malate       สารทดสอบ         DNP                

  medium     

 

     

 

2.6.4 การศึกษาผลของสารทดสอบ (1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol)  ตอการหายใจ 

ของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถกูกระตุนดวยสาร  DNP  เมื่อใช  succinate เปนซบัสเตรต  (FAD-

linked substrate) 

1) เติมซับสเตรตสําหรับ complex II คือ 1 M succinate ปริมาณ 10 μl ลงใน incubation 

medium ที่มีไมโตคอนเดรียอยู  
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2) เติม complex I inhibitor คือ 5 mg/ml  rotenone ปริมาณ 2 μl   

 3) เติมสาร   uncoupler    คือ   0.05  M  DNP  ปริมาณ 2 μl      เพือ่ทําใหเกิด  state  3u 

respiration 

4) เติมสารทดสอบความเขมขนตางๆ  ปริมาณ  10 μl แลวดูผลการเปลีย่นแปลงอัตราการ

ใชออกซิเจนใน  state 3u respiration เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม คือ absolute ethanol ปริมาณ 

10 μl 

 

Incubation      Mitochondria      Succinate      Rotenone           DNP       สารทดสอบ 

  medium     

 

     

 

Incubation      Mitochondria      Succinate      Rotenone     สารทดสอบ          DNP  

  medium     

 

     
 

2.6.5 การศึกษาปจจัยอืน่ๆที่อาจเกี่ยวของกับการออกฤทธิ์ของสาร  1,7-diphenyl-4,6-

heptadiene-3-ol  ตอการหายใจของไมโตคอนเดรีย ไดแก   

2.6.5.1 การศึกษาผลของ     dithiothreitol    ( DTT )    ที่มีตอการออกฤทธิ์ของสาร   1,7-

diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol เมื่อใช glutamate + malate เปนซับสเตรต 

1) เติมซับสเตรต  คือ 1 M glutamate +  1 M malate  ปริมาณ  10  μl  ลงใน incubation 

medium ที่มีไมโตคอนเดรียอยู  

 2) เติม 1.05 M DTT ปริมาณ 2 μl  

3) เติมสารทดสอบความเขมขนทีท่ําการศึกษาปริมาณ 10 μl    แลวดผูลการเปลี่ยนแปลง

อัตราการใชออกซิเจนใน  state 4 respiration  เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม คือ กลุมสารทดสอบที่

ไมเติม DTT 

4) เติม  0.3 M ADP  +  0.6 M Pi   ปริมาณ 2 μl    แลวดูผลการเปลี่ยนแปลงอัตราการใช 

ออกซิเจนใน  state 3 respiration เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม คือ กลุมสารทดสอบที่ไมเติม DTT 
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5) เติมสาร  uncoupler  คือ 0.05 M DNP ปริมาณ 2 μl   แลวดูผลการเปลี่ยนแปลงอัตรา

การใชออกซิเจนใน state 3u respiration     เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม คือ กลุมสารทดสอบที่ไม

เติม DTT 

 

Incubation medium           Glutamate + Malate           สารทดสอบ                      DNP 

                        Mitochondria                              DTT                     ADP + Pi                                      

     

 

 

2.6.5.2 การศึกษาผลของ  bovine  serum  albumin ( BSA ) ที่มีตอการออกฤทธิ์ของสาร 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol เมื่อใช glutamate + malate เปนซับสเตรต 

1) เติมซับสเตรต  คือ 1 M glutamate +  1 M malate  ปริมาณ  10 μl  ลงใน  incubation 

medium ที่มีไมโตคอนเดรียอยู  

 2) เติม BSA ขนาดตางๆ  ปริมาณ 10 μl  

3) เติมสารทดสอบความเขมขนตางๆ  ปริมาณ  10 μl แลวดูผลการเปลีย่นแปลงอัตราการ

ใชออกซิเจนใน    state 4 respiration    เปรียบเทียบกบักลุมควบคุม คือ กลุมสารทดสอบที่ไมเตมิ 

BSA 

4) เติม  0.3 M ADP  +  0.6 M Pi   ปริมาณ  2 μl   แลวดูผลการเปลี่ยนแปลงอัตราการใช

ออกซิเจนใน state 3 respiration เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม คือ กลุมสารทดสอบที่ไมเติม BSA 

 

Incubation medium            Glutamate + Malate                     สารทดสอบ                       

                        Mitochondria                                BSA                                     ADP + Pi                                
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2.7 การศึกษาผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตอการทํางานของ
เอนไซม ATPase ของไมโตคอนเดรียที่เตรียมจากตับของหนูขาว 

เอนไซม ATPase สามารถเรงปฏิกิริยา hydrolysis ของ ATP ไดเปน ADP, Pi และ H+ ดัง

สมการ 

   ATPsynthase(F0F1ATPase) 

ATP + H2O     ADP + Pi + H+ 

 

ดังนัน้ในการศึกษา ATPase activity ของไมโตคอนเดรีย สามารถทําได 2 วิธี คือ  

1. โดยการวัดจํานวน  H+  ทีเ่พิ่มข้ึนใน  medium  โดยใช pH meter (Bertina และ Slater, 

1975) 

2. โดยการวัดปริมาณของ Pi ที่เกิดจากการสลายตัวของ ATP (Weinbach, 1956) 

 

สําหรับในการศึกษาผลของสารทดสอบ (1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol) ตอการ

ทํางานของเอนไซม ATPase ของไมโตคอนเดรียนี้จะใชวิธีการวิเคราะหหาปริมาณ Pi ที่เกิดจาก

การสลายตวัของ ATP โดยมขีั้นตอนและหลักการที่สําคญัดังนี้ คือ 

ขั้นตอนที ่1 เปนการ     incubate    ไมโตคอนเดรียใหทาํปฏิกิริยากับสารละลายที่ตองการ

ศึกษาใน   reaction mixture   ที่เหมาะสม  เมื่อครบเวลาที่กาํหนดไวทําการหยุดปฎิกิริยาทนัทโีดย

การดูด    reaction mixture   ใสลง  centrifuge tube  ทีม่ี  20 % w/v  ของ  trichloroacetic  acid 

ปริมาณ 1 ml อยูกอน แลวเขยาใหเขากันและนําไปแชในน้าํแข็งทนัท ี

ขั้นตอนที ่2 เปนการวิเคราะหหาปริมาณ  Pi  ที่เกิดขึน้  ในการวิจัยนี้ใชวิธีของ  Fiske  และ 

Subbarow (1925)  ซึง่เปนวธิีวัดความเขมขนของสีที่เกิดขึ้นของสารประกอบเชิงซอนจากปฏิกิริยา 

reduction  ของ  phosphomolybdate  complex  กับ  Fiske Subbarow  reducing  agent  เมื่อ

ปฏิกิริยาดําเนนิไปครบตามเวลาที่กําหนด นําสารละลายซึ่งเกิดเปนสีน้าํเงนิไปวัดการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลืน่ 650 นาโนเมตร ดวยเครื่อง spectrophotometer  โดยใชน้ํากลั่นทีม่ีปริมาตรเทากับ

ตัวอยางเปน blank  แลวนาํคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเทียบหาปริมาณ Pi จากกราฟมาตรฐานของ 

Pi ซึ่งมีชวงความเขมขนตางๆ ครอบคลุมคาตัวอยาง 

วิธีการวัดเพื่อหา ATPase activity ของไมโตคอนเดรียมขีั้นตอนการปฏิบัติดังนี ้

1. เติม  incubation medium  ปริมาตร 2.63 ml ลงในภาชนะทรงสงูเล็กๆที่สวนลางแชอยู

ใน water bath ซึ่งจะควบคุมอุณหภูมิของการทดลองใหคงทีท่ี่ 37°C  

2. เติม mitochondrial suspension 200 μl 
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3. เติมสารทดสอบความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl แลวรอเวลา 1 นาท ี (ในกลุมควบคุม

จะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl) 

4. เติม 0.1 M ATP 150 μl แลวปลอยใหทาํปฏิกิริยา 10 นาท ี

5. เมื่อครบกําหนดเวลา 10 นาทีแลว  ทาํการหยุดปฏิกิริยาทนัท ีโดยดูด reaction mixture 

มาปริมาณ  1  ml  แลวนําไปใสใน  centrifuge tube  ทีม่ี  20% w/v  trichloroacetic  acid  1  ml 

อยูกอนแลว เขยาใหเขากัน แลวนําหลอดทดลองไปแชในน้าํแข็งทนัท ี 

6. นําไป centrifuge ที่ 4,000 rpm นาน 10 นาที เพื่อตกตะกอนโปรตีน 

7. ดูดสวน  supernatant  ปริมาณ  1  ml    (ถาเปน  blank  ใชน้ํากลัน่  1  ml แทน ถาทาํ

standard curve ของ Pi ใช 1 ml ของ K2HPO4 ที่ความเขมขน 0.1, 0.25, 0.50, 1.0, 1.5, 2.0 และ 

3.0 mM แทน) แลวใสลงในหลอดทดลองที่มี 0.2 M H2SO4  5 ml อยูกอนแลว เขยาใหเขากัน 

8. เติม 2.5% w/v ammonium molybdate 0.8 ml 

9. เติม Fiske Subbarow reducing  agent  0.4 ml  เขยาใหเขากนัดี  แลวตั้งทิ้งไวใหเกิด 

ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิหอง นาน 10 นาท ี

10. นาํไปวัดคาการดูดกลนืแสงดวยเครื่อง spectrophotometer  (UV-160A, Shimadzu) 

ที่ความยาวคลื่น 650 นาโนเมตร โดยใชน้าํกลั่นที่มีปริมาตรเทากับ sample เปน blank และคาการ

ดูดกลืนแสงทีว่ัดไดจาก  sample  จะนํามาคํานวณหาปริมาณ  Pi  จาก  standard curve  ของ Pi 

แลวคูณดวย dilution factor (ในทีน่ี้ คือ 3 x 2 = 6) จะไดเปนคาปริมาณ Pi ที่เกิดขึน้ 

หมายเหต ุ: - Fiske Subbarow reducing agent ประกอบดวย 15 % sodium bisulfite 97.5 ml, 

20 % sodium sulfite 2.5 ml และ 1-amino-2-naphthol-4-sulfonic acid 0.25 g 

      - ในการเตรียม    Fiske Subbarow reducing agent   จะมีบางสวนของ  1-amino-2-

naphthol-4-sulfonic acid  ละลายไมหมด  ใหกรองออกโดยใชกระดาษกรอง และเก็บสารละลาย 

Fiske Subbarow reducing agent ในขวดสีชา เก็บไวใชไมเกิน 1 เดือน 

 

Incubation  medium             Mitochondria                สารทดสอบ                    ATP      
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 2.8 การศึกษาผลของสาร      1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol     ตออัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซยีม     (Calcium-stimulated 
respiration)  เมื่อใช glutamate + malate และ succinate เปนซับสเตรต 
 เนื่องจากการขนสงแคลเซียมเขาไปสะสมในไมโตคอนเดรียตองอาศัยความตางศักย ที่อยู

ระหวางเยื่อหุมช้ันในของไมโตคอนเดรีย (membrane potential) ซึ่งเปนสวนหนึง่ของ 

electrochemical potential ที่เกิดขึน้จากกระบวนการถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ 

(Murphy และ Smith, 2000) ดังนั้นเมือ่มีการเติม CaCl2 ลงไปในปฏิกิริยาทีม่ีซบัสเตรตมากพอ

และมี Pi อยูดวย จะพบวาอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียเพิ่มสูงขึ้น และเมื่อแคลเซียม

หยุดการเขาไปสะสมภายใน matrix อัตราการใชออกซเิจนก็จะลดลง 

 การศึกษาผลของสารทดสอบ (1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol)  ตอการหายใจของ

ไมโตคอนเดรียในสภาวะทีถ่กูกระตุนดวยแคลเซียม สามารถทําไดโดยการติดตามการเปลี่ยน 

แปลงอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะการทดลอง ดังนี ้

1) เติมซับสเตรตสําหรับ complex I  คือ 1 M glutamate +  1 M malate หรือซับสเตรต

สําหรับ complex II คือ1 M succinate  ปริมาณ 10 μl ลงใน incubation medium ที่มีไมโตคอน

เดรียอยู  

 2) เติมสารทดสอบความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl 

 3) เติม   0.4   M  CaCl2  ปริมาณ  2  μl   เพื่อกระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรีย   แลว

เปรียบเทยีบอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียกับกลุมควบคุม    คือ     absolute   ethanol

ปริมาณ 10 μl 

 

Incubation       Mitochondria    Glutamate + Malate   สารทดสอบ           CaCl2                      

  medium 

 

     

 

Incubation   Mitochondria    Succinate     Rotenone     สารทดสอบ         CaCl2                      

  medium 
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2.9 การศกึษาผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตอการทํางานของ
เอนไซม monoamine oxidase (MAO) ของไมโตคอนเดรียที่เตรยีมจากตับของหนูขาว 

monoamine oxidase (MAO) เปนเอนไซมที่พบบริเวณเยื่อหุมชัน้นอกของไมโตคอนเดรีย 

มีหนาที่ในการออกซิไดสสารพวก amine โดยกระบวนการ oxidative deamination ดังปฏิกิริยา

ตอไปนี้  

      R-CH2NH2  +  O2  +  H2O               MAO           R-CHO  +  NH3  +  H2O2 

 

เนื่องจากปฏิกริิยาที่เกิดขึ้นนีจ้ําเปนจะตองใชออกซิเจน ดังนัน้จึงสามารถศึกษาการทาํงาน

ของเอนไซม   MAO   ไดโดยการติดตามปรมิาณออกซิเจนที่ลดลงใน  reaction  chamber  เมื่อใช 

ซับสเตรตและ incubation medium ที่เหมาะสม โดยในการทดลองใช sodium phosphate buffer 

pH 7.2 เปน incubation medium สวนซบัสเตรตที่ใช ไดแก  0.1 M tyramine HCl เปนซับสเตรต

สําหรับ MAO-A และ MAO-B, 0.1 M 5-HT เปนซับสเตรตสําหรับ MAO-A และ 0.1 M 

benzylamine HCl เปนซับสเตรตสําหรับ MAO-B นอกจากนี้จะเติม respiratory chain inhibitor 

คือ rotenone ลงใน reaction chamber ดวย เพื่อยับยัง้การออกซิไดส endogenous substrates 

ของไมโตคอนเดรีย ทําใหออกซิเจนที่ถกูใชไปนั้นเกิดจากการที่ monoamine oxidase ออกซิไดส 

amine substrate ที่เติมลงไปเพียงอยางเดียว จากหลักการทีก่ลาวมานี้ ทําใหทราบถึงการทาํงาน

ของ monoamine oxidase ได 

รูปแบบการทดลองศึกษาผลของสารทดสอบ  (1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol)  ตอ

การทาํงานของเอนไซม MAO ของไมโตคอนเดรีย  

2.9.1 การศึกษาผลของสารทดสอบตอการทํางานของเอนไซม MAO-A และ MAO-B 

1) เติมซับสเตรตสําหรับ MAO-A และ MAO-B คือ 0.1 M tyramine HCl ปริมาณ 10 μl 

ลงใน incubation medium ที่มีไมโตคอนเดรียและ 5 mg/ml  rotenone ปริมาณ 2 μl  อยู  

 2) เติมสารทดสอบความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl แลวดูผลการเปลีย่นแปลงอัตราการ

ใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียเปรียบเทยีบกับกลุมควบคุม คือ absolute ethanol ปริมาณ 10 μl 
 

Incubation          Mitochondria         Rotenone           Tyramine  HCl       สารทดสอบ                    

  medium   
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2.9.2 การศึกษาผลของสารทดสอบตอการทํางานของเอนไซม MAO-A  

1) เติมซับสเตรตสําหรับ MAO-A คือ 0.1 M 5-HT ปริมาณ 10 μl ลงใน incubation 

medium ที่มีไมโตคอนเดรียและ 5 mg/ml  rotenone ปริมาณ 2 μl  อยู  

 2) เติมสารทดสอบความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl แลวดูผลการเปลีย่นแปลงอัตราการ

ใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียเปรียบเทยีบกับกลุมควบคุม  คือ absolute ethanol ปริมาณ 10 μl 
 

Incubation          Mitochondria         Rotenone                    5-HT             สารทดสอบ                    

  medium   

 

     

 

2.9.3 การศึกษาผลของสารทดสอบตอการทํางานของเอนไซม MAO-B 

1) เติมซับสเตรตสําหรับ MAO-B คือ 0.1 M benzylamine HCl ปริมาณ 10 μl ลงใน 

incubation medium ที่มีไมโตคอนเดรียและ 5 mg/ml  rotenone ปริมาณ 2 μl  อยู  

 2) เติมสารทดสอบความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl แลวดูผลการเปลีย่นแปลงอัตราการ

ใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียเปรียบเทยีบกับกลุมควบคุม คือ absolute ethanol ปริมาณ 10 μl 
 

Incubation          Mitochondria         Rotenone           Benzylamine  HCl    สารทดสอบ                    

 medium   

 

     

 
3. การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ  

ขอมูลที่ไดแสดงเปนคาเฉลีย่ + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ย (mean + 

standard error of mean) และใช one-way analysis of variance (ANOVA) ในการวิเคราะห

ขอมูลและเปรียบเทยีบความแตกตางทางสถิติระหวางกลุมการทดลอง และเปรียบเทียบความ

แตกตางของแตละคูโดยใช Scheffe ในกรณีที่ตองการเปรียบเทียบความแตกตางทางสถิติเฉพาะคู

ของกลุมการทดลองจะใช  the two-tailed paired Student’s t-test  ทีร่ะดับนัยสําคญั p < 0.05 
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บทที่ 4 
 

ผลการวิจัย 
 
1. ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอน
เดรีย เมื่อใช glutamate + malate เปนซับสเตรต 
 รูปที่ 20 แสดง control respiratory response ของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูขาวซึง่

นํามาใชในการทดลอง ตัวเลขที่กํากับอยูทุกระยะของ oxygraph tracing คือ คาอัตราการใช

ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state ตางๆ มีหนวยเปนจํานวน n atoms O/min/ml อัตราการใช

ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะแรกมีคา 22.24 n atoms O/min/ml ระยะนีเ้รียกวา state 4 

respiration เมื่อเติม ADP + Pi ลงไปในปฏิกิริยา พบวาอัตราการใชออกซิเจนจะเพิ่มสูงขึ้นเปน 

120.12 n atoms O/min/ml เรียกระยะการหายใจของไมโตคอนเดรียที่มีอัตราการใชออกซิเจนเพิม่

สูงขึ้นอยางรวดเร็วจากการเติม ADP + Pi นีว้า state 3 respiration ซึ่งเมื่อ ADP ถูกใชหมดไป 

อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียจะลดลงเปน 22.24 n atoms O/min/ml กลับสู state 4 

respiration ตามเดิม การทีอั่ตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียถูกควบคุมดวยการเติม ADP 

เรียกวาไมโตคอนเดรียมีการควบคุมการหายใจ (respiratory control) ซึ่งเปนคุณสมบัติที่สําคญั

ประการหนึ่งของไมโตคอนเดรีย คา respiratory control index (RCI) เปนตัวบงชีถ้ึงคุณภาพของ

ไมโตคอนเดรียที่ใชในการทดลองวามีคุณสมบัติเปน tightly couple mitochondria หรือไม 

คํานวณไดจาก อัตราการหายใจใน state 3 / อัตราการหายใจใน state 4 ดังนัน้คา RCI ของไมโต-

คอนเดรียที่ใชในการทดลองตามรูปที ่ 20 จึงมีคาเทากับ 120.12 / 22.24 = 5.40  และเมื่อเติม 

DNP  ซึ่งมีคณุสมบัติเปน  uncoupler  ลงไป   อัตราการใชออกซิเจนในระยะนี้จะเพิม่เปน  124.57  

n atoms O/min/ml เนื่องจาก DNP สามารถกระตุนการหายใจทําใหไมโตคอนเดรียเกิดการใช

ออกซิเจนอยางรวดเร็วจนกระทั่งออกซิเจนหมดไปจาก reaction medium ระยะนี้เรียกวา state 3u 

respiration  

จากรูปที ่ 21 แสดงถึงผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ

ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรยีที่แยกจากตบัหนูขาว เมือ่ใช glutamate + malate 

เปนซับสเตรต โดยเติม 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ขนาด 5 μg (9.85 μM), 10 μg 

(19.72 μM), 25 μg (49.27 μM), 50 μg (98.54 μM) และ 100 μg (197.09 μM) เปนเวลา 1 นาที 

กอนเติม 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi  จากรูปที ่22  พบวาสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-

3-ol ในขนาดทีท่ําการศึกษาไมมีผลตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 4 



   

 

 

respiration แตทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 3 

respiration กลาวคือสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol สามารถลดอัตราการใชออกซิเจน

ใน state 3 respiration ไดตามขนาดของสารทดสอบ โดยคิดเปนรอยละของการยับยั้ง state 3 

respiration  ดังแสดงในรูปที่ 24 พบวาขนาดของสารทดสอบสูงสุดทีท่ําการศึกษา   คือ   100 μg 

(197.09 μM) ยับยัง้ state 3 respiration ไดรอยละ 85.51 + 2.38 และเมื่อคํานวณคา IC50 ตอ 

state 3 respiration ไดเทากบั 29.57 μg (58.28 μM)  นอกจากนี้สาร 1,7-diphenyl-4,6-

heptadiene-3-ol ขนาด 10 μg (19.72 μM), 25 μg (49.27 μM), 50 μg (98.54 μM) และ 100 

μg (197.09 μM) ทําใหไมโตคอนเดรียมีคา RCI ลดลงเทากับ 4.11 + 0.18, 2.91 + 0.16, 0.90 + 

0.08 และ 0.79 + 0.12 ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที ่24    

 
2. ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอน
เดรีย เมื่อใช succinate เปนซับสเตรต 
 รูปที่ 25 แสดง control respiratory response ของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูขาวซึง่

นํามาใชในการทดลอง ตัวเลขที่กํากับอยูทุกระยะของ oxygraph tracing คือ คาอัตราการใช

ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state ตางๆ มีหนวยเปนจํานวน n atoms O/min/ml อัตราการใช

ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 3 และ state 4 เทากับ 142.37 n atoms O/min/ml และ 

33.37 n atoms O/min/ml ตามลําดับ ดงันัน้คา RCI ของไมโตคอนเดรียที่ใชในการทดลองตามรปู

ที่ 25 จึงมีคาเทากบั 142.37 / 33.37 = 4.27  

ผลของ 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย

ที่แยกจากตับหนูขาว เมื่อใช succinate เปนซับสเตรต แสดงในรูปที ่26  พบวาสาร 1,7-diphenyl-

4,6-heptadiene-3-ol    ขนาดตางๆทีท่าํการศึกษาไมมีผลตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอน- 

เดรียใน state 4 respiration และพบวา 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ขนาด 5 μg (9.85 

μM), 10 μg (19.72 μM), 25 μg (49.27 μM), 50 μg (98.54 μM) และ 100 μg (197.09 μM) ทาํ

ใหอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรยีใน state 3 respiration ลดลง ดงัแสดงในรูปที ่ 27      

พบวาที่ความเขมขน 25 μg (49.27 μM), 50 μg (98.54 μM) และ 100 μg (197.09 μM) สามารถ

ยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียไดอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติ (p < 0.05) โดยมีคา

รอยละของการยับยั้ง state 3 respiration ดังนี้ คือ 56.25 + 3.15, 84.65 + 0.72 และ 87.10 + 

0.89 ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที ่ 29 และมีคา IC50 เทากับ 21.53 μg (42.44 μM)  เมื่อคํานวณ 

หาคา RCI พบวา 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ทําใหคา RCI ลดลงตามขนาดของสาร

ทดสอบที่เพิ่มข้ึน โดย 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ขนาด 25 μg (49.27 μM), 50 μg 
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(98.54 μM) และ 100 μg (197.09 μM) คํานวณคา RCI ไดเทากบั 1.44 + 0.25, 0.77 + 0.06 

และ 0.76 + 0.04 ตามลาํดับ ดังแสดงในรูปที่ 28   

  
3. ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอน
เดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวย DNP เมื่อใช glutamate + malate เปนซับสเตรต  

รูปที่ 30 และ 31 แสดงผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตออัตราการใช

ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะทีถ่กูกระตุนดวย DNP เมื่อใช  glutamate + malate เปนซบั- 

สเตรต พบวาสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ในขนาดที่ทาํการศึกษา สามารถยับยั้งอตัรา

การใชออกซิเจนในชวง state 3u respiration ได ซึ่งเมื่อคิดเปนรอยละของการยบัยั้งตอ state 3u 

respiration สาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ขนาด 5 μg (9.85 μM), 10 μg (19.72 μM), 

25 μg (49.27 μM), 50 μg (98.54 μM) และ 100 μg (197.09 μM) ยับยั้งไดรอยละ 4.34 + 2.17, 

18.74 + 6.16, 50.71 + 5.90, 84.13 + 2.29 และ 86.73 + 1.73 ตามลําดับ สวนในกรณีที่เติมสาร

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol หลังจากใส  DNP เปนเวลา 1 นาที พบวามคีารอยละของการ

ยับยั้งตอ state 3u respiration ใกลเคียงกับการเติมสารทดสอบกอนเติม DNP โดยที่สาร 1,7-

diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ขนาดสงูสุดที่ทาํการศกึษาคือ 100 μg (197.09 μM) สามารถ

ยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนใน state 3u respiration ไดรอยละ  92.70 + 0.51 ดังแสดงในรูปที ่32       
 
4. ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอน
เดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวย DNP เมื่อใช succinate เปนซับสเตรต 

รูปที่ 33 และ 34  ทาํการศึกษาโดยการเติม succinate เปนซับสเตรต ลงใน reaction 

mixture ที่มีไมโตคอนเดรียอยู จากนั้นเติมสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ขนาดตางๆ

เปนเวลา 1 นาที กอนเติม DNP พบวา 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ในขนาดที่

ทําการศึกษาสามารถยับยัง้อัตราการใชออกซิเจนในชวง state 3u respiration ได ซึ่งเมื่อคิดเปน

รอยละของการยับยั้งมีดงันี ้ขนาดสาร 5 μg (9.85 μM), 10 μg (19.72 μM), 25 μg (49.27 μM), 

50 μg (98.54 μM) และ 100 μg (197.09 μM) ยับยั้งไดรอยละ 1.23 + 1.23, 6.54 + 0.54, 

16.56 + 2.72, 81.06 + 3.28 และ 86.30 + 0.57 ตามลาํดับ สวนการเติมสาร 1,7-diphenyl-4,6-

heptadiene-3-ol หลงัจากเติม  DNP เปนเวลา 1 นาท ีพบวามีคารอยละของการยบัยั้งตอ state 

3u respiration ไดใกลเคียงกัน ยกเวนขนาดของสาร 25 μg (49.27 μM) พบวากรณีที่เติมสาร 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol หลงัจากเติม DNP สามารถยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนใน 

state 3u respiration ไดมากกวาอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05)  เมื่อเปรียบเทียบกับกรณี

ที่เติมสาร1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol กอนเติม DNP  ดังแสดงในรูปที ่35 
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5. ผลของ dithiothreitol (DTT) ที่มีตอการออกฤทธิข์องสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-
3-ol เมื่อใช glutamate + malate เปนซับสเตรต 
  รูปที่ 36 ทาํการศึกษาโดยการเติม glutamate + malate เปนซับสเตรตลงใน reaction 

mixture ที่มีไมโตคอนเดรียอยู พบวาสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ขนาด 25 μg 

(49.27 μM) ทําใหอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในชวง state 3 และ state 3u 

respiration  ลดลงอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05)  และเมื่อเตมิ 1.05 mM DTT เปนเวลา 1 

นาที กอนเติมสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ขนาด 25 μg (49.27 μM) ลงไป  DTT ไม

มีผลตอการเปลี่ยนแปลงอัตราการใชออกซิเจนในชวง state 3 และ state 3u respiration ดังนัน้ 

DTT ในขนาดที่ทาํการศึกษาไมสามารถลดฤทธิ์ในการยบัยั้งอัตราการใชออกซิเจนใน state 3 และ 

state 3u respiration ของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ได 

 
6. ผลของ bovine serum albumin (BSA) ที่มีตอการออกฤทธิ์ของสาร 1,7-diphenyl-4,6-
heptadiene-3-ol เมื่อใช glutamate + malate เปนซับสเตรต 

รูปที่  37  ทําการศึกษาผลของ  BSA  ตอการออกฤทธิ์ของสาร 1,7-diphenyl-4,6-

heptadiene -3-ol  ขนาด 25 μg (49.27 μM) ในการทาํใหเกิด state 3 respiration พบวา BSA 

ขนาด 5, 10 และ 15 mg ทําใหอัตราการใชออกซิเจนใน state 3 respiration ที่ลดลงเพิม่ข้ึนอยาง

มีนัยสาํคัญทางสถิติ (p < 0.05)  เมื่อเทยีบกับกลุมควบคมุที่ไมไดเติม BSA  

 
7. ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตอการทาํงานของเอนไซม ATPase 
 ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆตอการทาํงานของ

เอนไซม ATPase  แสดงในรูปที่  38  พบวาสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ในขนาดที่

ทําการศึกษามีผลเปลี่ยนแปลงการทํางานของเอนไซม ATPase กลาวคือสาร 1,7-diphenyl-4,6-

heptadiene-3-ol ทําใหปริมาณ Pi ที่เกิดจากปฏกิิริยาการสลาย ATP จากผลของเอนไซม 

ATPase  เพิม่สูงขึ้นตามขนาดของสารทดสอบ โดยที่ขนาด 100 μg (126.69 μM) ทําใหปริมาณ 

Pi เพิ่มข้ึนอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติ (p < 0.05) สําหรับ DNP ซึ่งเปนสาร uncoupler พบวามผีล

ทําใหปริมาณ Pi ที่เกิดจากปฏิกิริยาเพิม่สูงขึ้นอยางมนีัยสําคัญทางสถติิ (p < 0.05) เชนเดยีวกนั 

และ oligomycin ซึ่งเปนสารที่ยับยั้งการทํางานของเอนไซม ATPase พบวาทาํใหผลการกระตุน

การทาํงานของเอนไซม ATPase ของทั้ง DNP และสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 

ลดลง 
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8. ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอน
เดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซยีม เมื่อใช glutamate + malate เปนซับสเตรต 
 รูปที่ 39 แสดงผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตออัตราการใชออกซิเจน

ของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถกูกระตุนดวยแคลเซียม เมื่อใช glutamate + malate เปนซับ- 

สเตรต  พบวาสารทดสอบในขนาดทีท่ําการศึกษา สามารถยับยั้งอตัราการใชออกซิเจนของไมโต-

คอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซยีมไดตามขนาดที่เพิ่มข้ึน เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม โดย 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ขนาด 25 μg (49.27 μM), 50 μg (98.54 μM) และ 100 μg 

(197.09 μM) สามารถยบัยั้งอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวย

แคลเซียม ไดอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อคิดเปนรอยละของการยบัยั้ง  ไดคาดงันี้ 

คือ 16.12 + 1.91, 70.74 + 5.39 และ 88.50 + 0.65 ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที ่ 40   

 
9. ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอน
เดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซยีม เมื่อใช succinate เปนซับสเตรต 

ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอน-

เดรียในสภาวะที่ถกูกระตุนดวยแคลเซียม เมื่อใช succinate เปนซบัสเตรต  แสดงในรูปที ่ 41 

ทําการศึกษาโดยการเติม succinate เปนซบัสเตรต ลงใน reaction mixture ทีม่ีไมโตคอนเดรียอยู 

เติมสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ขนาดตางๆลงไป จากนั้นจงึกระตุนการหายใจของ

ไมโตคอนเดรยีโดยการเติม CaCl2 พบวา 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ในขนาดที่

ทําการศึกษา สามารถยบัยั้งอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวย

แคลเซียมไดตามขนาดของสารทดสอบที่เพิม่ข้ึน โดย 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ขนาด 

25 μg (49.27 μM), 50 μg (98.54 μM) และ 100 μg (197.09 μM) สามารถยบัยั้งอัตราการใช

ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียไดอยางมนีัยสําคัญทางสถติิ (p < 0.05) เมื่อคิดเปนรอยละของการ

ยับยั้ง  ไดคาดังนี ้คือ 28.42 + 4.91, 70.77 + 5.45 และ 88.66 + 1.59 ตามลาํดับ ดังแสดงในรูป

ที่  42  

 
10. ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตอการทํางานของเอนไซม MAO-A 

รูปที่ 43 ทาํการศึกษาโดยการเติมซับสเตรตสําหรับ  MAO-A  คือ 0.1 M 5-HT ลงใน 

reaction mixture ที่มีไมโตคอนเดรียอยู นอกจากนี้จะเติม respiratory chain inhibitor คือ 

rotenone ลงใน reaction chamber ดวย เพื่อยับยัง้การออกซิไดส endogenous substrates ของ

ไมโตคอนเดรีย ทําใหออกซิเจนที่ถูกใชไปนั้นเกิดจากการที ่ monoamine oxidase ออกซิไดส 

amine substrate ที่เติมลงไปเพียงอยางเดียว พบวาสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol มี
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ผลยับยั้งการทํางานของเอนไซม MAO-A ไดเฉพาะทีข่นาดตั้งแต 25 μg (49.27  μM) ขึ้นไป โดย

คิดเปนรอยละของการยับยั้งเทียบกับกลุมควบคุม มีคาเทากบั 17.14 + 6.06 และเมื่อเพิม่ขนาด

ของสารทดสอบจนถงึขนาดสูงสุดทีท่ําการศึกษา คือ 200 μg (394.17 μM) ฤทธิ์ในการยับยัง้การ

ทํางานของเอนไซม MAO-A เพิ่มข้ึนเปนรอยละ  37.14 + 2.86  

 
11. ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตอการทํางานของเอนไซม MAO-B 

ผลของ 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตอการทาํงานของเอนไซม MAO-B แสดงใน

รูปที่   43   ทําการศึกษาโดยการเติมซับสเตรตสําหรับ    MAO-B    คือ  0.1  M benzylamine     

ลงใน    reaction   mixture    ที่มีไมโตคอนเดรียและ   rotenone  อยู พบวาสาร      1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene-3-ol ยับยั้งการทาํงานของเอนไซม MAO-B ไดเฉพาะที่ขนาดตั้งแต 25 μg  

(49.27  μM)   ข้ึนไป       โดยคิดเปนรอยละของการยบัยัง้เทยีบกับกลุมควบคุม มีคาเทากับ 10.83 

+ 3.94 และเมื่อขนาดของสารทดสอบเพิม่ข้ึน ฤทธิ์ในการยับยัง้การทํางานของเอนไซม MAO-B 

จะเพิ่มข้ึนอีกเพียงเล็กนอย โดยที่ขนาดสูงสุดที่ทาํการศกึษา คือ 200 μg (394.17 μM) มีฤทธิ์ใน

การยับยัง้การทํางานของเอนไซม MAO-B ไดเพียงรอยละ 19.59 + 1.97  

 
12. ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตอการทํางานของเอนไซม MAO ชนิด
ไมจําเพาะเจาะจง 

ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตอการทํางานของเอนไซม   MAO  ชนิด

ไมจําเพาะเจาะจง  แสดงในรูปที่ 43 ทําการศึกษาโดยการเติมซับสเตรตสําหรับ MAO ชนิดไม

จําเพาะเจาะจง คือ 0.1 M tyramine ลงใน reaction mixture ที่มีไมโตคอนเดรียและ rotenone อยู 

พบวา สาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol มีผลยบัยั้งการทาํงานของเอนไซม MAO ชนิดไม

จําเพาะเจาะจงไดเฉพาะที่ขนาดตั้งแต 25 μg (49.27  μM) ขึ้นไป โดยคิดเปนรอยละของการยับยั้ง

เทียบกับกลุมควบคุม มีคาเทากบั 9.07 + 1.18 และเมือ่ขนาดของสารทดสอบเพิ่มข้ึน ฤทธิ์ในการ

ยับยั้งการทํางานของเอนไซม MAO  ชนิดไมจําเพาะเจาะจงเพิ่มข้ึนอกีเล็กนอย โดยที่ขนาดสงูสุดที่

ทําการศึกษา คือ 200 μg (394.17 μM) มีฤทธิ์ในการยบัยั้งการทาํงานของเอนไซม MAO ชนิดไม

จําเพาะเจาะจงไดเพียงรอยละ 23.81 + 2.53  
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รูปที่ 20 แสดง  oxygraph tracing  มาตรฐานการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย   เมื่อใช 
glutamate + malate  เปนซับสเตรต 
  

 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 0.05 mM 

DNP, 13.02 mM sucrose และไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.85 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.914 

ml อุณหภูมิ 37°C 

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บ คํานวณ

ออกมามหีนวยเปน n atoms O/min/ml 
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รูปที่ 21 แสดง oxygraph tracing  ผลของ  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ตออัตราการ
ใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช glutamate + malate เปนซับสเตรต 
  

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 13.02 mM 

sucrose ในการทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อ

ศึกษาจะเติมสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.85 mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ แสดงเปนตวัเลขในวงเล็บคํานวณ

ออกมามหีนวยเปน n atoms O/min/ml 
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รูปที่ 22 แสดงผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตออัตราการใชออกซิเจนของ
ไมโตคอนเดรียในชวง  state 3  และ  state 4 respiration  เมื่อใช glutamate + malate เปน
ซับสเตรต 
  

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 13.02 mM 

sucrose ในการทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อ

ศึกษาจะเติมสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.85 mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ 

ทดลอง (n=4)  
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รูปที่ 23 แสดงผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ตอ respiratory control index 
(RCI) ของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช glutamate + malate เปนซับสเตรต 
  

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 13.02 mM 

sucrose ในการทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อ

ศึกษาจะเติมสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.85 mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4)   
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รูปที่ 24 แสดงผลของสาร   1 ,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol   ตอการยับยัง้อัตราการใช 
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในชวง state 3 respiration   เมื่อใช glutamate + malate เปน
ซับสเตรต 
 

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 13.02 mM 

sucrose ในการทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อ

ศึกษาจะเติมสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.85 mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ 

ทดลอง (n=4)   
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รูปที่ 25 แสดง  oxygraph tracing  มาตรฐานการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย   เมื่อใช 
succinate  เปนซับสเตรต 
  

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM succinate, 0.01 mM rotenone, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 0.05 mM 

DNP, 13.02 mM sucrose และไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.29 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.916 

ml อุณหภูมิ 37°C 

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บ คํานวณ

ออกมามหีนวยเปน n atoms O/min/ml 
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รูปที่ 26 แสดง  oxygraph tracing  ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ตออัตรา
การใชออกซเิจนของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช succinate เปนซับสเตรต 
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM succinate, 0.01 mM rotenone, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 13.02 mM 

sucrose ในการทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อ

ศึกษาจะเติมสารสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.29 mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.924 ml อุณหภูมิ 37°C 

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ แสดงเปนตวัเลขในวงเล็บคํานวณ

ออกมามหีนวยเปน n atoms O/min/ml 
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รูปที่ 27 แสดงผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตออัตราการใชออกซิเจนของ
ไมโตคอนเดรียในชวง state 3 respiration และ state 4 respiration   เมื่อใช succinate เปน
ซับสเตรต 
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM succinate, 0.01 mM rotenone, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 13.02 mM 

sucrose ในการทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อ

ศึกษาจะเติมสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.29 mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.924 ml อุณหภูมิ 37°C 

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4)      
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รูปที่ 28 แสดงผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ตอ respiratory control index 
(RCI) ของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช succinate เปนซับสเตรต 
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM succinate, 0.01 mM rotenone, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 13.02 mM 

sucrose ในการทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อ

ศึกษาจะเติมสารสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.29 mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.924 ml อุณหภูมิ 37°C 

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4)   
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รูปที่ 29 แสดงผลของสาร   1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol    ตอการยับยัง้อัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในชวง state 3 respiration เมื่อใช succinate เปนซับสเตรต 
 

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM succinate, 0.01 mM rotenone, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 13.02 mM 

sucrose ในการทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อ

ศึกษาจะเติมสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.29 mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.924 ml อุณหภูมิ 37°C 

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4)   
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รูปที่ 30 แสดง  oxygraph tracing ผลของสาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ตออัตรา
การใชออกซเิจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถกูกระตุนดวย   DNP   เมือ่ใช glutamate 
+ malate เปนซับสเตรต (เมื่อเติม 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol กอนเติม DNP) 
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate , 0.05 mM DNP, 13.02 mM sucrose ใน

การทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติมสาร 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.35 

mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ แสดงเปนตวัเลขในวงเล็บคํานวณ

ออกมามหีนวยเปน n atoms O/min/ml 
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รูปที่ 31 แสดง  oxygraph tracing  ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ตออัตรา
การใชออกซเิจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถกูกระตุนดวย  DNP  เมื่อใช glutamate + 
malate เปนซับสเตรต (เมื่อเติม 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol หลังเติม DNP) 
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate , 0.05 mM DNP, 13.02 mM sucrose ใน

การทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติมสาร 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.35 

mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ แสดงเปนตวัเลขในวงเล็บคํานวณ

ออกมามหีนวยเปน n atoms O/min/ml 
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รูปที่ 32 แสดงผลของสาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol     ตอการยับยัง้อัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวย DNP เมื่อใช glutamate + malate 
เปนซับสเตรต  
 

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate , 0.05 mM DNP, 13.02 mM sucrose ใน

การทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติมสาร 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.35 

mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4)   
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* p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol 
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รูปที่ 33 แสดง  oxygraph tracing  ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ตออัตรา
การใชออกซเิจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถกูกระตุนดวย   DNP  เมื่อใช   succinate 
เปนซับสเตรต (เมื่อเติม 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol กอนเติม DNP) 
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM succinate , 0.01 mM rotenone, 0.05 mM DNP, 13.02 mM sucrose ใน

การทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติมสาร 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.17 

mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.924 ml อุณหภูมิ 37°C 

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ แสดงเปนตวัเลขในวงเล็บคํานวณ

ออกมามหีนวยเปน n atoms O/min/ml 
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 34   oxygraph tracing  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol
   DNP    succinate 

 (  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  DNP) 

 : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM succinate, 0.01 mM rotenone, 0.05 mM DNP, 13.02 mM sucrose 

 absolute ethanol  10 l

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  10 l  1.17 

mg protein/ml  1.924 ml  37°C 

 n atoms O/min/ml

84



Succinate

Rotenone

Absolute 
ethanol

10
0 

n 
at

om
s 

O
/m

in
/m

l

1 min

DNP

(140.14)

(131.25)

Succinate

Rotenone

Absolute 
ethanol

10
0 

n 
at

om
s 

O
/m

in
/m

l

1 min

DNP

(140.14)

(131.25)

Succinate

Rotenone

1,7-Diphenyl-4,6-
heptadiene-3-ol 
(9.85 M)

DNP

(129.02)

(140.14)

Succinate

Rotenone

1,7-Diphenyl-4,6-
heptadiene-3-ol 
(9.85 M)

DNP

(129.02)

(140.14)

Succinate
Rotenone

1,7-Diphenyl-4,6-
heptadiene-3-ol 
(19.72 M)

DNP

(129.02)

(137.92)

Succinate
Rotenone

1,7-Diphenyl-4,6-
heptadiene-3-ol 
(19.72 M)

DNP

(129.02)

(137.92)

85

85



Succinate

Rotenone

1,7-Diphenyl-4,6-
heptadiene-3-ol 
(49.27 M)

10
0 

n 
at

om
s 

O
/m

in
/m

l

DNP

1 min

(140.14)

(24.47)

Succinate

Rotenone

1,7-Diphenyl-4,6-
heptadiene-3-ol 
(49.27 M)

10
0 

n 
at

om
s 

O
/m

in
/m

l

DNP

1 min

(140.14)

(24.47)

Succinate
Rotenone

1,7-Diphenyl-4,6-
heptadiene-3-ol 
(98.54 M)

DNP

(133.47)

(8.90)

Succinate
Rotenone

1,7-Diphenyl-4,6-
heptadiene-3-ol 
(98.54 M)

DNP

(133.47)

(8.90)

Succinate
Rotenone

DNP

1,7-Diphenyl-4,6-
heptadiene-3-ol 
(197.09 M)

(133.47)

(8.90)

Succinate
Rotenone

DNP

1,7-Diphenyl-4,6-
heptadiene-3-ol 
(197.09 M)

(133.47)

(8.90)

86

86



   

 

 

รูปที่ 35 แสดงผลของสาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol     ตอการยับยัง้อัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวย    DNP   เมื่อใช  succinate  เปน
ซับสเตรต  
 

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM succinate, 0.01 mM rotenone, 0.05 mM DNP, 13.02 mM sucrose ใน

การทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติมสาร 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.17 

mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.924 ml อุณหภูมิ 37°C 

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4)   
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* p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol 

           # p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับเมื่อเติมสารทดสอบกอนเติม DNP 
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รูปที่ 36 แสดงผลของ  dithiothreitol  (DTT)     ตอการออกฤทธิข์องสาร 1,7-diphenyl-4,6- 
heptadiene-3-ol เมื่อใช glutamate + malate เปนซับสเตรต 
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate, 1.05 mM DTT 2 μl, 0.31 mM ADP + 0.62 

mM Pi, 0.05 mM DNP, 13.02 mM sucrose ในการทดลองควบคุมจะไมเติม DTT สวนการ

ทดลองเพื่อศึกษาจะเติม DTT  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 4.21 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.926 

ml อุณหภูมิ 37°C 

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4)   
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* p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol  

 

A = absolute ethanol   

B = absolute ethanol + 1.05 mM DTT 

C =   25 μg   (49.27 μM) 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol   

            D =   25 μg   (49.27 μM) 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol + 1.05 mM DTT 
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รูปที่ 37 แสดงผลของ   bovine  serum  albumin  (BSA)     ตอการออกฤทธิข์องสาร  1,7-
diphenyl - 4,6-heptadiene-3-ol เมื่อใช glutamate + malate เปนซับสเตรต 
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 13.02 mM 

sucrose ในการทดลองควบคุมจะไมเติม BSA สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติม BSA 5, 10 และ 

15 mg ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 4.72 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.932 ml อุณหภูมิ 37°C 

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4)   
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 * p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol 

** p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ 49.27 μM 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 

A = absolute ethanol   

B = 25 μg (49.27 μM) 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 

C = 25 μg (49.27 μM) 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  +   5 mg  BSA  

            D = 25 μg (49.27 μM) 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  +  10 mg  BSA 

            E = 25 μg (49.27 μM)  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  +  15 mg  BSA 
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รูปที่ 38 แสดงผลของสาร   1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol   ตอการทํางานของเอนไซม 
ATPase  และเปรียบเทยีบผลกับ  DNP  ทั้งในสภาวะที่มีและไมมี  oligomycin   ซ่ึงเปนตัว
ยับยั้งเอนไซม ATPase 
 

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 35.18 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.76 mM MgCl2, 80.92 

mM KCl, 16.72 mM sucrose สวนประกอบที่เติมตามลงไปคือ 5.02 mM ATP, 0.17 mM DNP

ในการทดลองควบคุมจะเตมิ absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติม

สาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl และไมโตคอนเดรีย

เฉลี่ย 1.03 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 2.99 ml อุณหภูมิ 37°C 

 คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 

การทดลอง (n=4)   
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* p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol  

           ** p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับ DNP 

          *** p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับ 100 μg 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  

 

A     =     non absolute ethanol  

B     =     absolute ethanol  

C     =     0.17 mM DNP  

D     =     5 μg     (6.32 μM)  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol   

E     =    10 μg   (12.68 μM)  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  

F     =    25 μg   (31.67 μM)  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  

G     =   50 μg   (63.34 μM)  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  

H     = 100 μg (126.69 μM)  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  

I      =     0.17 mM DNP + 5mg/ml oligomycin 2 μl  

         J     =     25 μg   (31.67 μM) 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol +  

                         5 mg/ml oligomycin 2 μl oligomycin 

            K     =  100 μg (126.69 μM) 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol +  

    5 mg/ml oligomycin 2 μl  
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รูปที่ 39 แสดง oxygraph tracing ผลของสาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol   ตออัตรา
การใชออกซเิจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถกูกระตุนดวยแคลเซียม เมื่อใช 
glutamate + malate เปนซับสเตรต 
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate, 0.42 mM CaCl2, 13.02 mM sucrose ใน

การทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติมสาร 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆปริมาณ 10 μl ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.42 

mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บ คํานวณ

ออกมามหีนวยเปน n atoms O/min/ml 
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รูปที่ 40 แสดงผลของสาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol     ตอการยับยัง้อัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซยีม   เมื่อใช   glutamate + 
malate   เปนซับสเตรต 
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate, 0.42 mM CaCl2, 13.02 mM sucrose ใน

การทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติมสาร 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆปริมาณ 10 μl ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.42 

mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4)   
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รูปที่ 41 แสดง  oxygraph tracing ผลของสาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ตออัตรา
การใชออกซเิจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถกูกระตุนดวยแคลเซียม             เมื่อใช 
succinate เปนซับสเตรต 
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM succinate, 0.01 mM rotenone, 0.42 mM CaCl2, 13.02 mM sucrose ใน

การทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติมสาร 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆปริมาณ 10 μl ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.42  

mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.924 ml อุณหภูมิ 37°C 

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บ คํานวณ

ออกมามหีนวยเปน n atoms O/min/ml 
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รูปที่ 42 แสดงผลของสาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol     ตอการยับยัง้อัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซยีม  เมื่อใช succinate เปน
ซับสเตรต 
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM succinate, 0.01 mM rotenone, 0.42 mM CaCl2, 13.02 mM sucrose ใน

การทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติมสาร 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆปริมาณ 10 μl ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.42  

mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.924 ml อุณหภูมิ 37°C 

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่ +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4)   
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รูปที่ 43 แสดงผลของสาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ตอการยับยั้งการทํางานของ
เอนไซม MAO 
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา :phosphate buffer pH 7.2, 0.01 mM rotenone, 13.02 mM 

sucrose, 0.1 M 5-HT, 0.1 M tyramine และ 0.1 M benzylamine 10 μl    ในการทดลองควบคมุ

จะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติมสาร 1,7-diphenyl-4,6-

heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆปรมิาณ 10 μl ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 0.99 mg protein/ml 

ปริมาตรทั้งหมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4)   
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* p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol  
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บทที่ 5 
 

สรุปผลการวิจัยและอภิปรายผล 
 

จากการศึกษาผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ซึ่งเปนสารบริสุทธิ์ที่แยก

จากเหงาวานชักมดลูกดวยตัวทําละลายเฮกเซน      เมื่อนํามาศึกษาทาง in vitro โดยใชไมโตคอน- 

เดรียที่แยกจากตับหนูขาว พบวาสารทดสอบในขนาดทีท่ําการศึกษาสามารถเปลี่ยนแปลงหนาที่

สําคัญของไมโตคอนเดรียได โดยมีฤทธิ์ยับยัง้การถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจไดทัง้ 

complex I และ complex II สําหรับสมนุไพรในประเทศไทยตัวอืน่ที่มีรายงานวามีฤทธิ์ยับยัง้การ

หายใจของไมโตคอนเดรีย เชน rotenone ซึ่งเปนสารสาํคัญที่พบในรากของตนโลติน๊หรือหางไหล 

(Derris elliptica (Roxb.) Benth.) จัดอยูในวงศ Fabaceae ทีน่ํามาใชในการปองกนัและกําจัด

แมลง (สมสุข ศรีจักรวาล, 2534) ออกฤทธิ์เปน respiratory chain inhibitor โดยยับยั้งที่ complex 

I ในลูกโซการหายใจของไมโตคอนเดรีย (Wallace และ Starkov, 2000) สาร 22-hydroxytinge- 

none ที่สกัดจากเปลือกของลําตนแฮนคอคําใหญ (Glyptopetalum sclerocarpum M. A. 

Lawson) ทีม่รีายงานวาทําใหเกิดความเปนพษิตอเซลล (cytotoxicity) (Bavovada และคณะ, 

1990) พบวามีผลยับยัง้การหายใจของไมโตคอนเดรียในชวง state 3 และ state 3u respiration 

โดยยับยัง้การหายใจที ่complex I ของลูกโซการหายใจมากกวา complex II (นุตติยา วีระวัธนชยั, 

2538) สาร 6-deoxyclitoriacetal ที่สกัดจากรากของตนหนอนตายหยาก (Clitoria macrophylla 

Wall.) ซึ่งเปนสารกลุม rotenoid ที่มีรายงานวาสามารถลดการหดตัวของกลามเนื้อเรียบของมดลกู 

และหลอดเลือดแดงใหญของหนูขาว และกลามเนื้อลําไสสวน ileum ของหนูตะเภาได    (การะเกด 

สายบรรดาศักดิ์, 2540)    พบวามีผลยบัยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรียในชวง state 3 และ 

state 3u โดยออกฤทธิย์ับยัง้การหายใจที ่complex I ของลูกโซการหายใจ (มรกต อมรรัตนายทุธ, 

2540) เปนตน ซึง่ขอมลูที่ไดจากงานวิจัยในครัง้นี้เปนขอมูลเกี่ยวกับสาร 1,7-diphenyl-4,6-

heptadiene-3-ol ที่เปนสารสกัดจากสมนุไพรในประเทศไทยอีกตวัหนึง่คือวานชกัมดลูก ทีท่ําการ 

ศึกษาถงึฤทธิท์างเภสัชวทิยาและพิษวทิยาเบื้องตนตอการทํางานของไมโตคอนเดรีย ดังราย 

ละเอียดตอไปนี ้ 
1. ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตอกระบวนการออกซิเดทีฟ ฟอสฟอริล
เลชัน 

จากผลการวิจยัในบทที่ 4 พบวาสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ในชวงขนาดที่

ทําการศึกษาตั้งแต 10 μg (19.72 μM) ออกฤทธิ์ยับยัง้ state 3 respiration ของไมโตคอนเดรีย แต



   

 

 

มีผลนอยมากตอ state 4 respiration ทัง้ในกรณทีี่ใช NADH-linked substrate และ succinate 

เปนซับสเตรต แสดงวาสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ออกฤทธิ์ยบัยั้งการถายทอด

อิเลคตรอนที่ตําแหนง complex I ของลูกโซการหายใจเชนเดียวกับ rotenone (Wallace และ 

Starkov, 2000) และยังสามารถยับยั้ง complex II ของลูกโซการหายใจไดอีกดวย   เนื่องจาก

ยับยั้งกระบวนการออกซิเดทีฟ  ฟอสฟอริลเลชันที่ใช  succinate เปนซับสเตรต ซึ่งอาจเกิดจากการ

ที่สาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol มีผลยับยั้งการทาํงานของเอนไซม succinate 

dehydrogenase ที่ทําหนาที่ออกซิไดส  succinate  ใหเปน  fumarate  และสงอเิลคตรอนเขาสู 

complex II ในลูกโซการหายใจของไมโตคอนเดรีย  เชนเดยีวกับการออกฤทธิ์ของ cadmium 

(Miccadei และ Floridi, 1993) ดังนัน้สาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol จึงแสดงฤทธิ์เปน 

respiratory chain inhibitor แตออกฤทธิย์ับยั้งทั้ง complex I และ complex II โดยขนาดความ

แรงในการเปน respiratory chain inhibitor นั้น พบวาคา IC50 ตอ state 3 respiration เมื่อใช 

glutamate + malate และ succinate เปนซับสเตรต มคีาเทากับ  29.57 μg  (58.27 μM)  และ 

21.53 μg (42.44 μM) ตามลาํดับ และเมื่อพิจารณาความแรงของ 1,7-diphenyl-4,6-

heptadiene-3-ol ในการยบัยั้งการสงผานอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจที่ complex I เปรียบ 

เทียบกับ rotenone ซึ่งจากงานวิจัยของ Ernster และคณะ (1963) ไดทําการศึกษาผลของ 

rotenone ตอการสงผานอิเลคตรอนและการสรางพลังงานของไมโตคอนเดรีย พบวา rotenone ที่

ความเขมขน 30 pmol/mg protein สามารถยับยั้งการสงผานอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจที่ 

complex I ของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูขาวไดอยางสมบูรณ และจากงานวิจัยครั้งนี้ 1,7-

diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ที่ความเขมขนสูงสุดทีท่ําการศึกษา คือ 2.05 x 105 pmol/mg 

protein (197.09 μM/1.85 mg protein) สามารถยับยัง้การสงผานอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจที่ 

complex I ของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูขาวไดรอยละ 88.50 แสดงใหเห็นวา rotenone 

สามารถยับยัง้การสงผานอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจที่ complex I ของไมโตคอนเดรียได

มากกวา 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ประมาณ 7,711 เทา นอกจากนั้นยังพบวาสาร 1,7-

diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ทาํใหคา RCI ของไมโตคอนเดรียลดลง ซึ่งคา RCI เปนคาที่แสดง

ถึงความสามารถของไมโตคอนเดรียในการสราง ATP ดังนัน้ผลโดยรวมจะทําใหไมโตคอนเดรีย

สรางพลงังาน ATP ใหกับเซลลไดนอยลง โดยรบกวนการถายทอดอเิลคตรอนของ respiratory 

chain  และลดความสามารถของไมโตคอนเดรียในการเกิดการควบคู (coupling) กันของกระบวน 

การออกซิเดชนัและกระบวนการฟอสฟอริลเลชันอีกดวย (รูปที่ 22-24 และรูปที ่27-29) 

 ฤทธิ์ในการยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจของไมโตคอนเดรีย จากผล

ของ 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol นั้น ไมสามารถปกปองดวย DTT ในขนาดที่ทาํการศึกษา 
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คือ 1.05 mM ได  ซึ่ง DTT เปนสารปองกันการออกซิเดชันของ sulfhydryl groups (Cleland, 

1964)   เนื่องจากกลุม sulfhydryl groups มีความสําคัญตอการควบคุมการทาํงานของเอนไซม

บางชนิด รวมทั้งการทํางานของโปรตีนทีผ่นังชัน้ในของไมโตคอนเดรีย ซึง่ควบคมุการขนสงสาร

ผานเขาออกจากไมโตคอนเดรีย นอกจากนี้ยงัมีความสําคัญตอการควบคูกันของกระบวนการออก

ซิเดทีฟ ฟอสฟอริลเลชันดวย (Le-quoc และ Le-quoc, 1982; Robillard และ Konings, 1982) 

การทดลองนีต้องการศึกษาวา   1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol   ออกฤทธิ์ตอการทาํงานของ 

ไมโตคอนเดรียโดยจับกับ sulfhydryl groups ของไมโตคอนเดรียหรือไม จากการทดลองเมื่อให 

1.05 mM DTT กอนที่จะเติม 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ขนาด 25 μg  (49.27 μM)   

พบวา 1.05 mM DTT ไมสามารถลดผลการยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรยีใน 

state 3 และ state 3u respiration ได จากผลการทดลองอาจเปนไปไดวา 1,7-diphenyl-4,6-

heptadiene-3-ol   ไมไดออกฤทธิ์ยับยัง้การถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจของไมโตคอน- 

เดรีย โดยผานกลไกการจับกบั sulfhydryl groups ของไมโตคอนเดรีย ดังแสดงผลในรูปที่ 36  

 แตพบวาการเติม BSA สามารถลดฤทธิข์อง 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ในการ

ยับยั้ง state 3 respiration ของไมโตคอนเดรียได (รูปที่ 37) โดย BSA เปนโปรตีนโมเลกุลใหญ ใช

เปนตัวแทนของ albumin ซึ่งเปนโปรตีนสําคัญตัวหนึ่งในเลือด เนื่องจากยาหรือสารเมื่อเขาสู

กระแสเลือดจะจับกับ plasma protein ซึ่งสวนมากจะเปน albumin สวนที่ไมจับจะเปนสวน free 

drug ซึ่งเปนสวนที่ออกฤทธิ์ (Gilman และคณะ, 1985; Katzung, 1998) ดังนัน้จงึอาจกลาวไดวา 

สาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ขนาด 25 μg  (49.27 μM)   อาจจับกับ BSA ในขนาดที่

ทําการศึกษาได ทาํใหผลการออกฤทธิ์ของสารทดสอบลดลง แตอยางไรก็ตาม ในการศึกษานี้ใช 

BSA ขนาด 5, 10 และ15 mg ซึ่งอาจเปนขนาดที่สูงเกนิไป เนื่องจากพบวา BSA ขนาด 5 mg ก็

สามารถลดฤทธิ์ในการยับยัง้อัตราการใชออกซิเจนใน state 3 respiration ของไมโตคอนเดรีย จาก

ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ขนาด 25 μg  (49.27 μM) ไดอยางสมบูรณแลว 

ดังนัน้ควรมีการศึกษาตอไปในกรณีที่ลดขนาดของ BSA ลง เพื่อจะไดทราบวาขนาดของ BSA 

เทาใด ทีเ่ร่ิมมีผลในการลดฤทธิ์ของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ในการยับยัง้อัตรา

การใชออกซิเจนใน state 3 respiration ของไมโตคอนเดรีย 

การศึกษาผลของ 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตออัตราการใชออกซิเจนของไม-

โตคอนเดรียในสภาวะทีถู่กกระตุนดวย DNP ซึ่ง DNP เปนสาร uncoupler มีคุณสมบัติเปนกรด

ออน (weak acid) และละลายไดดีในไขมัน (lipophilic) ออกฤทธิ์ทาํลาย proton gradient ได

เนื่องจากมีคณุสมบัติเปน proton ionophore คือสามารถจับกับ proton (H+) ทีด่านนอกของเยื่อ

หุมชัน้ใน แลวเคลื่อนที่ผานเยื่อหุมช้ันในเขาไปใน matrix จากนัน้จึงแตกตัวให H+ไดโดยไมผาน 
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F0F1-ATPsynthase สงผลใหมีการกระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรยีโดยไมทาํใหเกิดการสราง 

ATP (Lehninger และคณะ, 2000)  จากผลการศึกษาเมื่อใช glutamate + malate และ 

succinate เปนซับสเตรต พบวา 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ในชวงขนาดที่ทาํการศึกษา

มีผลยับยัง้อัตราการใชออกซิเจนในสภาวะที่ถกูกระตุนดวย  DNP (state 3u respiration)  ของไม-

โตคอนเดรียทีแ่ยกจากตับหนูขาวไดใกลเคียงกนั โดยฤทธิ์ในการยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนใน

สภาวะที่ถูกกระตุนดวย DNP จากผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol จะเพิ่มข้ึนตาม

ขนาดของสารที่เพิม่ข้ึน (dose-dependent) ทั้งในกรณทีี่ใสสารทดสอบกอนเติม DNP และในกรณี

ที่ใสสารทดสอบหลังจากเติม DNP ดังแสดงในรูปที่ 32 และ 35 แตกลไกของสาร 1,7-diphenyl-

4,6-heptadiene-3-ol ในการออกฤทธิย์ับยั้งอัตราการใชออกซิเจนในสภาวะที่ถูกกระตุนดวย DNP 

ยังไมทราบแนชัด แตคาดวาไมนาจะเกีย่วของกับการทีส่าร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 

ไปทําปฏิกิริยากับ DNP โดยตรง เนื่องจากโครงสรางของสารทดสอบมคีวามไวในการเกิดปฎิกิริยา

กับ DNP ไดนอย ดงันัน้อาจตองทาํการศึกษาถงึกลไกการออกฤทธิ์ของสารทดสอบในการยบัยั้ง

อัตราการใชออกซิเจนในสภาวะที่ถกูกระตุนดวย DNP ทีอ่าจเปนไปไดตอไป 

 
2. ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตอการทาํงานของเอนไซม ATPase 
 จากผลการวิจยัในบทที่ 4 รูปที่ 38 แสดงใหเหน็วา 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 

ในชวงขนาดทีท่ําการศึกษาสามารถกระตุนการทํางานของเอนไซม ATPase ได โดยสารทดสอบใน

ทุกขนาดทีท่ําการศึกษามีผลใหปริมาณ Pi ที่เกิดจากการสลาย ATP เพิ่มสูงขึ้น ซึง่เปนผลมาจาก

การทาํงานของเอนไซม ATPase ที่เพิ่มข้ึน พบวา 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ขนาด 100 

100 μg (126.69 μM) มีฤทธิ์กระตุนการทาํงานของเอนไซม ATPase ไดอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติ 

(p<0.05) แตฤทธิ์ในการกระตุนการทํางานของเอนไซม ATPase ของสาร 1,7-diphenyl-4,6-

heptadiene-3-ol เมื่อเปรียบเทยีบกับ DNP พบวามีฤทธิ์ออนกวา ซึง่ DNP เปน classical 

uncoupler สามารถกระตุนใหเกิดการสลาย ATP (ATP hydrolysis) เพื่อผลักดันใหมี H+ gradient 

มากขึ้น จงึทาํใหมีปริมาณ Pi เพิ่มข้ึนดวย (Danishefsky,1980) และจากผลการทดลองพบวา 

oligomycin สามารถยับยัง้ฤทธิ์ในการกระตุน ATPase ของ DNP และของ 1,7-diphenyl-4,6-

heptadiene-3-ol ได ซึ่ง oligomycin เปนสารที่ยับยัง้การทํางานของเอนไซม  F0F1- ATPase 

/ATPsynthase  (Garrett และ Grisham, 1999)  ดงันัน้จากผลการทดลองที่ไดแสดงใหเห็นวาสาร 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ในขนาดทีท่ําการศึกษามฤีทธิ์กระตุนการทํางานของเอนไซม 

ATPase ซึ่งสามารถยับยัง้ไดดวย oligomycin เชนเดียวกับ DNP 
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3. ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอน
เดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซยีม  
 การทาํงานของไมโตคอนเดรยีนอกจากการสราง      ATP      โดยกระบวนการออกซิเดทีฟ  

ฟอสฟอริลเลชนัแลว ยงัสามารถขนสงแคลเซียมเขาไปสะสมในไมโตคอนเดรียได ซึง่ตองอาศยั 

membrane potential ซึ่งเปนสวนหนึ่งของ electrochemical gradient ที่เกิดขึน้จากกระบวนการ

ถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ (Murphy และ Smith, 2000) ดังนั้นการขนสงแคลเซียม

และการสราง ATP จึงเปนคณุสมบัติพื้นฐานที่สําคัญของไมโตคอนเดรยี  

 จากผลการทดลองในรูปที ่40 และ 42      พบวาสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 

ในขนาดที่ทาํการศึกษามีฤทธิ์ยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซียม ของ

ไมโตคอนเดรียที่แยกจากตบัหนูขาว และฤทธิ์ในการยับยั้งจะเพิม่ข้ึนตามขนาดของสารทดสอบที่

เพิ่มข้ึน (dose-dependent) ทั้งในกรณีที่ใช glutamate + malate และ succinate เปนซับสเตรต 

ผลที่ไดจึงนาจะสอดคลองกบัผลการทดลองที่กลาวมาแลววา 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 

สามารถยับยัง้การถายทอดอเิลคตรอนที่ตําแหนง complex I และ complex II ของลูกโซการ

หายใจได แสดงวาเมื่อไมมกีารสงผานอิเลคตรอนทําใหขาด proton gradient หรือพลังงานในการ

ขนสงแคลเซียมเขาไปสะสมภายในไมโตคอนเดรีย  

 
4. ผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตอการทาํงานของเอนไซม MAO 
 monoamine oxidase เปน marker enzyme ที่ผนงัชั้นนอกของไมโตคอนเดรียและทํา

หนาที่ออกซิไดสสารพวก monoamine ในการทดลองใช 5-HT เปนซับสเตรตสําหรับ MAO-A, 

benzylamine เปนซับสเตรตสําหรับ MAO-B และ tyramine เปนซบัสเตรตสําหรับ MAO ชนิดไม

จําเพาะเจาะจง จากผลการทดลองแสดงใหเหน็วา 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ในขนาดที่

ทําการศึกษาตั้งแต 25 μg (49.27 μM) ขึ้นไป  มีฤทธิย์ับยั้ง MAO-A ไดดีกวา MAO-B ลักษณะ

ของ dose-response curve ของการยับยั้งการทาํงานของเอนไซม MAO-A จะเพิม่สูงขึ้นเมื่อขนาด

ของสารทดสอบเพิ่มข้ึนแตฤทธิ์การยับยัง้เพิ่มข้ึนไมมากนัก โดยขนาดของสารสูงสดุที่ทาํการศึกษา 

คือ 200 μg (394.14 μM) สามารถยับยัง้การทาํงานของเอนไซม MAO-A ไดรอยละ 37.14 + 2.86 

สวน dose-response curve ของการยับยั้งการทาํงานของเอนไซม MAO-B และ MAO ชนิดไม

จําเพาะเจาะจง ในชวงขนาดที่ทาํการศึกษาตั้งแต 25 μg (49.27 μM) จะแสดงฤทธิ์การยับยัง้ต่าํๆ

ตลอดชวงทีท่าํการศึกษา โดยที่ขนาดของสารสูงสุดที่ทาํการศึกษา คือ 200 μg (394.14 μM) 

สามารถยับยัง้การทาํงานของเอนไซม MAO-B และ MAO ชนิดไมจําเพาะเจาะจง ไดเพียงรอยละ  

19.59 + 1.97 และ 23.81 + 2.53 ตามลําดับ ดังนั้นสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol จึง
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ออกฤทธิเ์ปน non-selective MAO inhibitor โดยยับยั้ง MAO-A ไดมากกวา MAO-B ดังแสดงใน

รูปที่ 43 

 
จากการศึกษาขางตนทั้งหมดสามารถสรุปผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 
ตอการทํางานของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนขูาว ไดดังนี ้

1. สาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ในขนาดทีท่ําการศึกษาตั้งแต 10 μg (19.72 

μM)    ออกฤทธิ์เปน    respiratory  chain  inhibitor      โดยสามารถออกฤทธิย์ับยัง้ไดทั้งตําแหนง  

complex I และ complex II ในลูกโซการหายใจ 

2. DTT  ในขนาดทีท่ําการศึกษาคือ 1.05 mM   ไมสามารถลดผลการยบัยั้งการหายใจของ

ไมโตคอนเดรียในชวง state 3 และ state 3u respiration  ของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene  

-3-ol ได ดังนัน้การออกฤทธิ์ของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  จึงไมเกีย่วของกับการที่

สารไปจับกับหมู  sulfhydryl groups (-SH) ที่ผนงัชัน้ในของไมโตคอนเดรีย  

 3. BSA  ในขนาด  5, 10  และ  15 mg สามารถลดฤทธิ์การยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนใน 

state 3 respiration ของไมโตคอนเดรีย         จากผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 

ขนาด 25 μg (49.27 μM)  ได  

 4. สาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol   ในขนาดทีท่ําการศึกษาสามารถกระตุนการ

ทํางานของเอนไซม   ATPase   ได    แตฤทธิ์ในการกระตุนออนกวา   DNP    ซึ่งฤทธิ์ในการกระตุน  

ATPase    ของสาร    1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol     สามารถยับยั้งไดดวย    oligomycin 

เชนเดียวกับ DNP 

 5. สาร 1 ,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ในขนาดทีท่าํการศึกษาตั้งแต 25 μg (49.27 

μM)   มีฤทธิ์ยบัยั้งอัตราการใชออกซิเจนในสภาวะทีถู่กกระตุนดวยแคลเซียมของไมโตคอนเดรียได 

เมื่อใช glutamate + malate และ succinate เปนซับสเตรต  เนื่องจากสารทดสอบมีคุณสมบัติเปน  

respiratory chain inhibitor  ทาํใหขาด   proton gradient  หรือพลังงานในการขนสงแคลเซียมไป

สะสมภายในไมโตคอนเดรีย 

6. สาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ในขนาดทีท่าํการศึกษาตั้งแต 25 μg (49.27 

μM)   มีฤทธิ์ยบัยั้งการทาํงานของเอนไซม   MAO  ไดแบบไมจําเพาะเจาะจง    โดยออกฤทธยับยัง้ 

MAO-A  ไดมากกวา MAO-B แตฤทธิ์ในการยับยัง้คอนขางต่ํา 

จากผลการศึกษาทัง้หมดสรุปไดวาสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ซึ่งเปน

สารสําคัญตัวหนึง่จากเหงาของวานชักมดลูก ออกฤทธิ์ตอการทํางานของไมโตคอนเดรียหลาย

ประการ ฤทธิ์ที่สําคัญคือเปน respiratory chain inhibitor โดยสามารถยบัยั้งการสงผาน
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อิเลคตรอนในลูกโซการหายใจของไมโตคอนเดรียที่ตาํแหนง complex I และ complex II ทั้งยัง

สามารถกระตุนการทํางานของเอนไซม ATPase สงผลใหการสราง ATP ลดลง จึงทําใหเซลลขาด

แคลน ATP ได ซึ่งเปนที่ทราบกนัดีวา ATP มีความสาํคัญและจําเปนตอเซลลทกุชนิดในรางกาย 

เชน การหดตัวของกลามเนื้อทุกชนิด และจําเปนตอการดํารงชีวิตของสิ่งมชีวีิต เนื่องจากมี

ความสาํคัญในกระบวนการสังเคราะหสารชีวโมเลกุล (biosynthesis) และกระบวนการขนสงแบบ 

active transport (Olson, 1982) นอกจากนีย้ังมีฤทธิ์ในการยับยัง้การขนสงแคลเซียมเขาไปสะสม

ภายในไมโตคอนเดรีย ทาํใหไมสามารถทาํหนาที่สะสมแคลเซียมไดเหมือนในภาวะปกติ และยงั

พบวาสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol มีฤทธิย์ับยั้งการทํางานของเอนไซม  MAO ไดอีก

ดวย  

จากการที่ 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol มีฤทธิห์ลายประการ จึงควรมีการศึกษา

ตอไปถึงความสําคัญในฤทธิอ่ื์นที่ม ี  เชน การศึกษาผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-

ol ตอการเกดิ lipid peroxidation ซึ่งไมโตคอนเดรียเปนตนแบบที่ดีในการศึกษาการเกิด lipid 

peroxidation ซึ่งเปนปฏิกริิยาการเปลีย่นแปลงของไขมัน โดยการเกิดออกซิเดชันของกรดไขมัน

ชนิดไมอ่ิมตัว สงผลใหไมโตคอนเดรียสูญเสียคุณสมบัติและหนาที่ของเยื่อหุมไป (Haraguchi และ

คณะ, 1995)          และเนือ่งจากการขนสงอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจของไมโตคอนเดรียนั้นมี

ออกซิเจนเปนตัวรับอิเลคตรอนตัวสุดทาย จึงมีโอกาสเกดิ reactive oxygen species (ROS) ตางๆ

ขึ้นไดมาก เชน superoxide (O2
•-), hydrogen peroxide (H2O2), hydroxyl radical (OH•) ทําใหมี

โอกาสเกิด lipid peroxidation ในไมโตคอนเดรียไดมาก และหนาที่สําคัญในการสรางพลงังานของ

ไมโตคอนเดรียนัน้เปนกระบวนการที่ประกอบดวยการทํางานรวมกันของโปรตีนที่เปนองคประกอบ

ของลูกโซการหายใจที่อยูในเยื่อหุม ซึง่การเกิด lipid peroxidation จะทาํใหเกิดความเสยีหายตอ

เยื่อหุม ทาํใหไมโตคอนเดรียสูญเสียหนาที่และกอใหเกิดพยาธิสภาพตามมาได เชน aging, 

apoptosis เปนตน 

เมื่อพิจารณาในเชิงพิษวิทยา การที่สาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ซึ่งเปน

สารสําคัญตัวหนึง่ในเหงาวานชกัมดลูก ออกฤทธิ์ลดการสราง ATP ในเซลลตับนี้ อาจมีผล 

ขางเคียงในการลดการทํางานของกระบวนการอื่นๆที่สาํคัญในเซลลตับดวย โดยเฉพาะอยางยิง่

การสรางเอนไซม การสรางโปรตีนตางๆซึ่งเปนองคประกอบสําคัญของออรแกเนลลตางๆในเซลล 

ดังนัน้สาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol อาจกอพิษตอเซลลตับไดในกรณีที่ใชสารนี้ติดตอ 

กันเปนเวลานาน จึงควรมีการศึกษาเกี่ยวกับพิษวิทยาของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-

ol ใน in vivo ตอไป เชน ศึกษาผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตอการเปลี่ยน 

แปลงของเอนไซมตางๆที่ตับ ศึกษาการเปลี่ยนแปลงลกัษณะทางกายภาพของเซลลตับจากผลของ
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การไดรับสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ทัง้แบบเฉียบพลนั กึ่งเฉียบพลัน และการไดรับ

สารแบบเรื้อรังในระยะยาว เปนตน เนื่องจากงานวิจัยที่ผานมา พบวามสีารหรือยาหลายตัวที่แสดง

ฤทธิ์ตอไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูขาวเปน respiratory chain inhibitor และมีพิษตอตับ เชน 

gemfibrozil ซึ่งเปนยาลดไขมันในเลือด ออกฤทธิ์ยับยัง้การหายใจของไมโตคอนเดรยีที ่complex I 

ของลูกโซการหายใจ สงผลใหความสามารถในการสงัเคราะห ATP ลดลง พบวายาตัวนี้กอใหเกิด

ภาวะตับโต พบการบวมของ peroxisomes ในเซลลตับ และพบวามีผลกระตุนการทํางานของ

เอนไซมใน peroxisomes ที่เกี่ยวของกบักระบวนการสลาย เชน เอนไซม catalase เปนตน 

(กมลวรรณ ประภัสศิริพันธุ, 2536) นอกจากนี้อาจทําการศึกษาผลของสารประกอบหลกัอื่นๆที่

สกัดแยกไดจากเหงาวานชักมดลูกตอการทํางานของไมโตคอนเดรีย ทั้งการศึกษาผลของสารสกัด

แตละตัวแบบเดี่ยวๆหรือการใหสารสกัดหลายตัวพรอมๆกัน  เนื่องจากการนาํวานชักมดลูกมาใช

ประโยชนมักมสีารหลายตัวอยูรวมกนั ไมคอยนาํสารสกัดเดี่ยวๆมาใชเพียงตัวเดียว  จึงควร

ทําการศึกษาเพื่อดูผลที่เกิดจากการใหสารแตละตัวรวมกัน วามีผลรบกวนการทาํหนาที่ของไมโต 

คอนเดรียมากขึ้นหรือลดลง เมื่อเปรียบเทียบกับการใหสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 

หรือสารบริสุทธิ์อ่ืนที่สกัดแยกจากเหงาวานชักมดลกูเดี่ยวๆเพยีงอยางเดียว  

จากงานวิจยัทีผ่านมาเกีย่วกบัผลของสารสกัดดวยเอธานอลจากเหงาวานชกัมดลูก พบวา

มีฤทธิ์ลดการหดตัวของกลามเนื้อมดลูกได โดยฤทธิด์ังกลาวอาจเกิดจากการไปรบกวนระดับของ

แคลเซียมภายในเซลล (อนุกลู สวัสด์ิพาณชิย, 2537) ซึ่งสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 

ที่ใชในการศึกษาในครั้งนี ้ นอกจากจะพบในสารสกัดจากเหงาวานชกัมดลูกดวยเฮกเซนแลวยังพบ

ในสารสกัดจากเอธานอลดวย ดังนัน้จากผลการวิจยัในครั้งนี้จึงสนับสนนุผลของสารสกัดดวย

เอธานอลจากเหงาวานชักมดลูกที่มีฤทธิ์ลดการหดตัวของกลามเนื้อมดลูก สวนหนึ่งอาจจะเกิดจาก

การที่เซลลขาด ATP  

อยางไรก็ตามขอมูลที่ไดจากงานวิจัยในครั้งนี้เปนเพยีงขอมูลเกี่ยวกับฤทธิท์างเภสัชวิทยา

และพิษวทิยาเบื้องตนถงึผลของสาร 1,7 diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ที่สกัดแยกจากเหงาวาน

ชักมดลูกตอการทํางานของไมโตคอนเดรีย และจากการที่ 1,7 diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol มี

ฤทธิห์ลายประการ จงึควรมีการศึกษาเพิ่มเติมเกีย่วกับกลไกการออกฤทธิท์างเภสัชวิทยาและ

พิษวทิยาของสารสกัด 1,7 diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ตอไป รวมทั้งสารประกอบหลักอืน่ๆใน

เหงาวานชักมดลูกดวย เพื่อจะไดขอมูลที่เปนประโยชนของสมนุไพรตัวนี้ โดยเฉพาะอยางยิ่ง

การศึกษา in vivo 
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ตารางที่ 6 แสดงผลของสาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ตออัตราการใชออกซิเจน  
ของไมโตคอนเดรียในชวง state 3 respiration, state 4 respiration และ respiratory control 
index (RCI) เมื่อใช glutamate + malate เปนซับสเตรต 
 

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 13.02 mM 

sucrose ในการทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อ

ศึกษาจะเติมสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.85 mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

 คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 

การทดลอง (n=4)   

 

อัตราการใชออกซิเจน 

 (n atoms O/min/mg protein) 

ขนาดของ 

1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene 

-3-ol 

(μg) 

ความเขมขนของ

1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene 

-3-ol ในปฏิกิริยา 

(μM) 

State 3 

respiration 

State 4 

respiration 

RCI 

Absolute ethanol   - 45.11 + 4.78 9.96 + 0.95   4.52 + 0.07 

5   9.85 43.32 + 4.34 9.97 + 1.05   4.36 + 0.13 

10 19.72 40.40 + 4.95 9.73 + 0.90  4.11 + 0.18* 

25 49.27 27.02 + 2.79 9.26 + 0.73  2.91 + 0.16* 

50 98.54    7.28 + 1.18* 8.09 + 0.97  0.90 + 0.08* 

100       197.09    6.34 + 0.97* 7.86 + 0.84  0.79 + 0.12* 

* p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol 
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ตารางที่ 7 แสดงผลของสาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol   ตอการยับยัง้อัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในชวง state 3 respiration   เมื่อใช glutamate + malate เปน 
ซับสเตรต 
 

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 13.02 mM 

sucrose ในการทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อ

ศึกษาจะเติมสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.85 mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 

การทดลอง (n=4)   

 

ขนาดของ 

1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene-3-ol 

 

(μg) 

ความเขมขนของ 

1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene-3-ol  

ในปฏิกิริยา 

(μM) 

รอยละของการยับยั้ง 

อัตราการใชออกซิเจนในชวง 

state 3 respiration 

Absolute ethanol -  0.00 + 0.00 

5   9.85              3.61 + 2.09 

10 19.72 10.95 + 2.52* 

25 49.27 39.96 + 1.34* 

50 98.54 83.66 + 2.21* 

100             197.09 85.51 + 2.38* 

* p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol 
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ตารางที่ 8 แสดงผลของสาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ตออัตราการใชออกซิเจน
ของไมโตคอนเดรียในชวง state 3 respiration, state 4 respiration และ respiratory control 
index (RCI) เมื่อใช succinate เปนซับสเตรต 
 

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM succinate, 0.01 mM rotenone, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 13.02 mM 

sucrose ในการทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อ

ศึกษาจะเติมสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.29 mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.924 ml อุณหภูมิ 37°C 

 คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 

การทดลอง (n=4)   
 

อัตราการใชออกซิเจน 

 (n atoms O/min/mg protein) 

ขนาดของ 

1,7-diphenyl- 

4,6-

heptadiene 

-3-ol 

(μg) 

ความเขมขนของ

1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene 

-3-ol ในปฏิกิริยา 

 

(μM) 

 

State 3 

respiration 

 

State 4 

respiration 

 

RCI 

Absolute 

ethanol 

- 158.06 + 52.95  36.58 +  14.73 4.80 +  0.44 

5   9.85  132.40 + 36.14 34.45 + 12.82 4.35 +  0.45 

10 19.72  123.05 + 34.52 34.10 + 12.79 4.01 +  0.38 

25 49.27    67.38 + 19.56 54.97 + 22.08 1.44 +  0.25* 

50 98.54 24.21 +  7.72 33.76 + 12.76 0.77 +  0.06* 

100       197.09 19.72 +  6.03  27.33 +   9.45 0.76 +  0.04* 

* p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol 
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ตารางที ่9 แสดงผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol    ตอการยับยัง้อัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในชวง state 3 respiration เมื่อใช succinate เปนซับสเตรต 
 

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM succinate, 0.01 mM rotenone, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 13.02 mM 

sucrose ในการทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อ

ศึกษาจะเติมสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  

ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.29 mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.924 ml อุณหภูมิ 37°C 

คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 

การทดลอง (n=4)   

 

ขนาดของ 

1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene -3-ol 

 

(μg) 

ความเขมขนของ 

1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene-3-ol  

ในปฏิกิริยา 

(μM) 

รอยละของการยับยั้ง 

อัตราการใชออกซิเจนในชวง 

state 3 respiration 

Absolute ethanol   - 0.00 + 0.00 

5   9.85             11.93 + 5.98 

10 19.72             19.17 + 6.35 

25 49.27             56.25 + 3.15* 

50 98.54             84.65 + 0.72* 

100              197.09 87.10 + 0.89* 

* p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol 
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ตารางที่ 10 แสดงผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ตอการยับยัง้อัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวย DNP เมื่อใช glutamate + malate 
เปนซับสเตรต  
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate, 0.05 mM DNP, 13.02 mM sucrose ใน

การทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติมสาร 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.35 

mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

 คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 

การทดลอง (n=4)   

 

รอยละของการยับยั้งอัตราการใชออกซิเจน 

ในชวง state 3u respiration 

 

ขนาดของ 

1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene 

-3-ol 

(μg) 

ความเขมขนของ 

1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene 

-3-ol ในปฏิกิริยา 

(μM) 

เติมสารทดสอบ 

กอนเติม DNP 

เติมสารทดสอบ 

หลังเติม DNP 

Absolute ethanol   -       0.00 + 0.00       0.00 + 0.00 

5   9.85       4.34 + 2.17       4.02 + 2.95 

10 19.72     18.74 + 6.16     10.65 + 3.17 

25 49.27     50.71 + 5.90*     59.89 + 5.29* 

50 98.54     84.13 + 2.29*     92.17 + 0.98* 

100          197.09 86.73 + 1.73* 92.70 + 0.51* 

* p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol  
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ตารางที ่11 แสดงผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ตอการยับยัง้อัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวย    DNP   เมื่อใช  succinate  เปน 
ซับสเตรต  
 

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM succinate, 0.01 mM rotenone, 0.05 mM DNP, 13.02 mM sucrose ใน

การทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติมสาร 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.17 

mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.924 ml อุณหภูมิ 37°C 

 คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 

การทดลอง (n=4)   

 

รอยละของการยับยั้งอัตราการใชออกซิเจน 

ในชวง state 3u respiration 

 

ขนาดของ 

1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene 

-3-ol 

(μg) 

ความเขมขนของ 

1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene 

-3-ol ในปฏิกิริยา 

(μM) 

เติมสารทดสอบ 

กอนเติม DNP 

เติมสารทดสอบ 

หลังเติม DNP 

Absolute ethanol   -       0.00 + 0.00       0.00 + 0.00 

5   9.85       1.23 + 1.23       1.95 + 1.12 

10 19.72       6.54 + 0.54       3.23 + 2.37 

25 49.27     16.56 + 2.72*     63.95 + 6.32* 

50 98.54     81.06 + 3.28*     86.85 + 3.09* 

100          197.09 86.30 + 0.57* 88.16 + 3.00* 

* p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol  
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ตารางที ่12 แสดงผลของ    dithiothreitol   (DTT)   ตอการออกฤทธิ์ของสาร 1,7-diphenyl-
4,6-heptadiene-3-ol เมื่อใช glutamate + malate เปนซับสเตรต 
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate, 1.05 mM DTT 2 μl, 0.31 mM ADP + 0.62 

mM Pi, 0.05 mM DNP, 13.02 mM sucrose ในการทดลองควบคุมจะไมเติม DTT สวนการ

ทดลองเพื่อศึกษาจะเติม DTT ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 4.21 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.926 

ml อุณหภูมิ 37°C 

 คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 

การทดลอง (n=4)   

 

อัตราการใชออกซิเจน 

 (n atoms O/min/mg protein) 

การทดลอง 

State 3 respiration State 3u respiration 

Absolute ethanol      12.31 + 0.44 17.61 + 0.98 

Absolute ethanol + 1.05 mM DTT      12.56 + 0.42 17.17 + 0.73 

25 μg   (49.27 μM)  

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 

       7.37 + 0.45*        8.64 + 0.85* 

 25 μg   (49.27 μM)  

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  

+ 1.05 mM DTT 

       7.96 + 0.65*      10.40 + 1.43* 

* p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol  
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ตารางที่ 13 แสดงผลของ  bovine  serum  albumin (BSA)   ตอการออกฤทธิข์องสาร 1,7-
diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol เมื่อใช glutamate + malate เปนซับสเตรต 
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 13.02 mM 

sucrose ในการทดลองควบคุมจะไมเติม BSA สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติม BSA 5, 10 และ 

15 mg ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 4.72 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.932 ml อุณหภูมิ 37°C 

 แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4)   

 

การทดลอง อัตราการใชออกซิเจน 

ในชวง state 3 respiration 

(n atoms O/min/mg protein) 

Absolute ethanol 11.98 + 1.25 

25 μg (49.27 μM)  

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 

                      7.48 + 0.58* 

25 μg (49.27 μM)  

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  

+ BSA 5 mg                                                    

                    12.11 + 1.18** 

25 μg (49.27 μM)  

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  

+ BSA 10 mg 

                    13.41 + 1.32** 

25 μg (49.27 μM)  

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  

+ BSA 15 mg 

                    13.64 + 1.81** 

* p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol 

           ** p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับ 25 μg 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 
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ตารางที ่14 แสดงผลของสาร  1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol          ตอการทํางานของ
เอนไซม   ATPase   และเปรียบเทยีบผลกับ  DNP  ทั้งในสภาวะที่มีและไมม ี  oligomycin 
ซ่ึงเปนตัวยับยั้งเอนไซม ATPase 
  

สวนประกอบของปฏิกิริยา : 35.18 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.76 mM MgCl2, 80.92 

mM KCl, 16.72 mM sucrose สวนประกอบที่เติมตามลงไปคือ 5.02 mM ATP, 0.17 mM DNP

ในการทดลองควบคุมจะเตมิ absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติม

สาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl และไมโตคอนเดรีย

เฉลี่ย 1.03 mg protein/ml ปริมาตรทั้งหมด 2.99 ml อุณหภูมิ 37°C 

 คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 

การทดลอง (n=4)   

 

การทดลอง Pi liberated 

(μmoles/mg protein/10 min) 

Non absolute ethanol 11.12 + 1.14 

Absolute ethanol                 9.68 + 0.28 

0.17 mM DNP                26.81 + 3.36* 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol     5 μg    (6.32 μM)               11.54 + 1.78 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol   10 μg  (12.68 μM)               11.99 + 1.45 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol   25 μg  (31.67 μM)               15.96 + 1.94 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol   50 μg  (63.34 μM)               17.21 + 2.10 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 100 μg (126.69 μM)               20.41 + 1.36* 

0.17 mM DNP + 5 mg/ml oligomycin 2 μl               12.66 + 1.77** 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol   25 μg   (31.67 μM)  

+ 5 mg/ml oligomycin 2 μl 

              10.90 + 1.17 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 100 μg (126.69 μM) 

+ 5 mg/ml oligomycin 2 μl 

              11.30 + 1.58*** 

    * p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol  

  ** p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับ DNP 

*** p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับ 126.69 μM 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol 
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ตารางที่ 15 แสดงผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ตอการยับยัง้อัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซยีม    เมื่อใช  glutamate + 
malate เปนซับสเตรต 
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM glutamate + 5.20 mM malate, 0.42 mM CaCl2, 13.02 mM sucrose ใน

การทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติมสาร 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆปริมาณ 10 μl ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.42  

mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

 คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย + คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 

การทดลอง (n=4)  

  

ขนาดของ 

1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene 

-3-ol 

(μg) 

ความเขมขนของ 

1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene-3-ol  

ในปฏิกิริยา 

(μM) 

รอยละของการยับยั้ง 

อัตราการใชออกซิเจน 

ในสภาวะที่ถกูกระตุนดวยแคลเซียม 

Absolute ethanol   -                     0.00 + 0.00 

5   9.85                     1.80 + 1.24 

10 19.72                     6.81 + 2.34 

25 49.27                   16.12 + 1.91* 

50 98.54                   70.74 + 5.39* 

100           197.09 88.50 + 0.65* 

* p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol  
 
 
 

 

 

 

 

126 



   

 

 

ตารางที ่16 แสดงผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol  ตอการยับยัง้อัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซยีม  เมื่อใช succinate เปน
ซับสเตรต 
 
 สวนประกอบของปฏิกิริยา : 38.09 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.90 mM MgCl2, 87.60 

mM KCl, 5.20 mM succinate, 0.01 mM rotenone, 0.42 mM CaCl2, 13.02 mM sucrose ใน

การทดลองควบคุมจะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติมสาร 

1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆปริมาณ 10 μl ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.42 

mg protein/ml ปริมาตรทัง้หมด 1.924 ml อุณหภูมิ 37°C 

 คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 

การทดลอง (n=4)   

 

ขนาดของ 

1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene 

-3-ol 

(μg) 

ความเขมขนของ 

1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene-3-ol  

ในปฏิกิริยา 

(μM) 

รอยละของการยับยั้ง 

อัตราการใชออกซิเจน 

ในสภาวะที่ถกูกระตุนดวยแคลเซียม 

Absolute ethanol   -                    0.00 + 0.00 

5   9.85                    3.18 + 1.69 

10 19.72                  11.12 + 1.95 

25 49.27                  28.42 + 4.19* 

50 98.54                  70.77 + 5.45* 

100           197.09 88.66 + 1.59* 

* p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol  
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ตารางที่ 17 แสดงผลของสาร 1,7-diphenyl-4,6-heptadiene-3-ol    ตอการยบัยั้งการทํางาน
ของเอนไซม MAO 
 

สวนประกอบของปฏิกิริยา :phosphate buffer pH 7.2, 0.01 mM rotenone, 13.02 mM 

sucrose, 0.1 M 5-HT, 0.1 M tyramine และ 0.1 M benzylamine 10 μl    ในการทดลองควบคมุ

จะเติม absolute ethanol ปริมาณ 10 μl สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติมสาร 1,7-diphenyl-4,6-

heptadiene-3-ol ความเขมขนตางๆปรมิาณ 10 μl ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 0.99 mg protein/ml 

ปริมาตรทั้งหมด 1.922 ml อุณหภูมิ 37°C 

 คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย  +  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 

การทดลอง (n=4)   

 

รอยละของการยับยั้งการทาํงานของเอนไซม MAO 

 

ขนาดของ 

1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene 

-3-ol 

(μg) 

ความเขมขนของ

1,7-diphenyl- 

4,6-heptadiene 

-3-ol ในปฏิกิริยา 

(μM) 

MAO  

ชนิดไมจําเพาะ

เจาะจง 

MAO-A MAO-B 

Absolute ethanol   -    0.00 + 0.00    0.00 + 0.00    0.00 + 0.00 

5   9.85    0.00 + 0.00    0.00 + 0.00    0.00 + 0.00 

10 19.72    0.00 + 0.00    0.00 + 0.00    0.00 + 0.00 

25 49.27    9.07 + 1.18*  17.14 + 6.06  10.83 + 3.94* 

50 98.54  10.86 + 1.51*  22.14 + 2.14*  15.00 + 1.68* 

100        197.09  21.73 + 3.01*  32.14 + 4.86*  17.50 + 0.83* 

200        394.17 23.81 + 2.53* 37.14 + 2.86* 19.59 + 1.97* 

* p value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ absolute ethanol  
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นางสาวพจณยี  พวงไพโรจน เกิดเมื่อวนัที่  7 มกราคม พ.ศ. 2524 ที่จังหวัดสมุทรปราการ 

สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรีเภสัชศาสตรบัณฑิต   จากมหาวทิยาลัยหวัเฉียวเฉลิมพระเกยีรติ 

เมื่อปการศึกษา    2546    และเขาศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต      สาขาวชิาเภสัชวทิยา 

บัณฑิตวทิยาลัย    จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย    เมื่อปการศึกษา  2548 ปจจุบันเปนอาจารยประจาํ

คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยหวัเฉียวเฉลิมพระเกยีรติ   จงัหวัดสมทุรปราการ 
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