
บทท 4

อภิปรายและสรุปผลการวิจัย

กลไกการหลั่งแคลเซี่ยมในการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียน

การหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบทั่ว ๆ ไปน้ัน ในปัจจุบันเชื่อว่าเกี่ยวข้องกับแคลเซี่ยม
(Ca2 ) โดยแคลเชื่ยมอิสระภายไนเซลล์ (intracellular calcium) ซึ่งอาจจะมาจากการปลดปล่อย 
จากแหล่งเก็บภายไนเซลล์ (sarcoplasmic reticulum) หรืออาจจะมาจากภายนอกเซลล์

Karaki และ Weiss (1 9 8 8 ) ได้สรุปถึงกลไกที'เกี่ยวข้องกับการหลั่งแคลเซี่ยมในกล้าม 
เนื้อเรียบ ไว้ตังนี้คือ

1. Role of Ca" release in smooth muscle contraction
2. Mechanism of Ca" release from sarcoplasmic reticulum

Role of Ca" release in smooth muscle contraction

ไนการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบนั้น จะมีการเคลื่อนที,ของแคลเซี่ยมจากภายนอกเซลล ์
เข้าสู่ภายในเซลล์ซ่ึง Karaki และ Weiss ได้สรุปไว้อย่างน้อย 3 กระบวนการ (รูปภาพที’ 44) ที'
แคลเซึ่ยมจากภายนอกเซลล์เคลื่อนที่เข้าสู่ภายในเซลล์ตังนี้

1. Leak mechanism หรือ Resting influx
แคลเซึ่ยมที่เคลื่อนที,เข้าเซลล์โดยวิธีนื้ จะถูกเก็บสะสมไว้ท่ี แหล่งเก็บสะสมภายใน 

เซลล์ (sarcoplasmic reticulum) และไม่ทำให้แคลเซึ่ยมภายในเซลล์เพิ่มขึ้นโดยตรง

2. Voltage-dependent Ca" channel
การเคลื่อนที'ของแคลเซึ่ยมโตยวิธีนื้จะขึ้นกับ voltage โดยเกิดการเปลี่ยนแปลง 

action potential ทีผนังเซลล์ แล้วเกิด depolarization จะทำ[ห้ Ca" channel เว้เดออกแคลเซียม 
จีงสามารถเข้าสู่เซลล์ได้ Voltage-dependent Ca2+ channel นี้แบ่งได้เป็น 2 ชนิดคือ

2.1 Fast-inactivating voltage-dependent Ca" channel
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2.2 Slow-inactivating volt age-dependent Ca” channel

3. Receptor-linked Ca” channel
การเคล่ือนที,ของแคลเซี่ยมโดยวิธีนี้เกิดจาก ligand จับกับ receptor ที'เฉพาะเจาะจง 

กับ ligand นัน ๆ เซ่น oxytocin กับ receptor ของ oxytocin เป็นต้น

Mechanism of Ca2 release from sarcoplasmic reticulum

การหลังของแคลเซยมจากแหล่งเกบสะสมภาย!นเซลล์ (sarcoplasmic reticulum) เกิด 
จาก 4 กลไก ดังนี้

1. Calcium-induced calcium release (CCR)
เกิดจากการเพิ่มขึ้นของแคลเซี่ยมภายนอกเซลล์ เคล่ือนที'ผ่าน fast-inactivating 

voltage-dependent Ca channel เข้าสู่ภายในเซลล แล้วไปเหนียวนำให้ sarcoplasmic reticulum 
หลั่งแคลเซี่ยมออกมา

2. Caffeine-induced calcium release
caffeine สามารถเหนี่ยวนำไห้เกิดการหลั่งของแคลเซี่ยมจาก sarcoplasmic

reticulum ไต ้

3. Depolarization-induced calcium release
การเกิด depolarization ของ sarcoplasmic recticulum membrance สามารถทำ!ห้ 

เกิดการหลังแคลเซียมจาก sarcoplasmic reticulum ไต ้

4. Inositol triphosphate-induced calcium release
Inositol-1 ,4 ,5-triphosphate (IP3) ไต้จากการ hydrolysis ของ membrane 

phosphoinositides (รูปภาพที' 45) การเพ่ิมข้ึนของ IP3 ภายไนเซลล์ ทำให้เกิดการหลั่งของ
แคลเซียมจาก sarcoplasmic reticulum



Ca2* Movement 
® ^  Cai+ Cnannel Opening 

O' Ca2* Release Initiation 
€ H )  Ca2 * Pump

อธิบายคำย่อ
2 +Ca ะ calcium ion

VDC(F) ะ fast-inactivating voltage-dependent Ca channel
v i x : ( s ) ะ slow-inactivating voltage-dependent Ca" channel
RLC ะ receptor linked Ca" channel
SR ะ sarcoplasmic reticulum
PI ะ phosphatidylinositol
น,3 ะ inositol-1 ,4 ,5 -triphosphate

รูปภาพท่ี 44 แสดงการเคลื่อนที่ของแคลเซี่ยมเข้าสู่เซลล ์
(Karaki and Weiss, 1988)
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อธิบายคำย่อ
G = G-protein R = receptor
PLC = Phospholipase c DAG = diacylglycérol
Cal = Calmodulin ร = substrates of the kinase
PKC = protein kinase c ADP = adenosine diphosphate
PIP2 = Inosilol (1 ,4)-diphosphate E = enzyme
IP3 = Inositol (l,4,5)-triphosphate Cal-E = calmodulin binding enzyme
ATP = adenosine triphosphate s~p = subtrates phosphorylated

รูปภาพที 45 The Ca /phosphoinositide signaling path way
(Bourne and Roberts, 1995)



M L C K  ( i n a c t i v a t e )

myosin + actin myosin-P + actin

อธิบายคำย่อ

Ca = calcium ion
Cal = calmodulin
MLCK = myosin light chain kinase
myosin-P = phosphorylated myosin
ATP = adenosine triphosphate
ADP = adenosine diphosphate
Pi = gamma phospate group

รูปภาพที่ 46 แสดงกลไกการหดตัวและคลายตัวของเซลล์กล้ามเนื้อเรียบ
(Murphy, ใ 993)
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กลไกการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบ

การหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบ ในปัจจุบันเป็นท,ทราบกันดีแล้วว่า การหดตัวของกล้าม 
เนื้อเรียบทั่ว ๆ ไปนั้นมีความสัมพันธ์กับแคลเซี่ยม แคลเซี่ยมภายในเซลล์จะเพิ่มขึ้นโดยสิงกระตุ้น 
ต่าง  ๆ แคลเซี่ยมจะไปจับกับ receptor ของแคลเซี่ยมภายในเซลล์ก็คีอ calmodulin เป็น
calcium-calmodulin complex (ประกอบไปด้วย Ca2 4 ตัว และ calmodulin 1 ตัว) calcium- 
calmodulin complex นีจะไปกระตุ้นให้เอนซัมย์ myosin light chain kinase (MLCK) กลายเป็น 
calcium-calmodulin-MLCK ซึงจะไปทำให้ gamma phosphate group (Fi) จาก ATP ไปจับท ี
P-light chain ของ myosin กลายเป็น myosin-P และ myosin-P นีจะทำปฏิกิริยากับ actin เป็น 
ผลให้เกิดการหดตัวของเซลล์กล้ามเนื้อเรียบ

การคลายตัวของเซลล์กล้ามเนื้อเรียบเกิดจากเมื่อหมดสิงกระตุ้น ก็จะทำให้ระดับ
แคลเซียมภาย1นเซลลลดลง ทำ1ห้ calmodulin หลุดจาก calcium-calmodulin-MLCK (MLCK 
จะอยู[นรูป inactivate) เอนซัมธ์ MLCK phospatase ทำ1ห้เกิด dephosphorylated ของ 
myosin-P ในสภาวะเซ่นนี้ myosin ไม,สามารถทำปฏิกิริยากับ actin ได ้ เป็นผลให้เกิดการคลายตัว 
ของเซลล์กล้ามเนื้อเรียบ (รูปภาพที, 46) (Murphy, 1993)

สารสกัดด้วยเอฮานอลจากรากสามสิบ ที่ใซ้1 นการศึกษาครั้งนี้เป็นส่วนที่ได้จากการสกัด 
ด้วยเอฮานอล 95 °/o ดังนั้นอาจจะมีสารสำคัญในการออกฤทธิ๙ปะปนอยู่หลาย ๆ  ตัว เพราะว่าจาก 
การทดสอบเบื้องด้นพบสารตังต่อไปนี้

-  saponin ซึ่งสามารถทดสอบเบื้องด้นโดยวิธี Froth test โดยการเขย่ากับนั้า ทำให้เกิด 
ฟองที่มีลักษณะคล้ายรังผึ้ง (honey comb) และฟองที,เกิดน้ืจะคงทน

- สารกลุ่ม alkaloids เพราะจากการทดสอบ โดยการเติม 2 % H2S ü 4 ลงใน 
สารสกัดด้วยเอฮานอลจากรากสามสิบแล้ว form sail alkaloid ให้เป็น alkaloid sull'ate แล้วนำไป 
กรองได้สารละลายทั่[สข้ึน และนำไปแตะกระดาษกรอง แล้วหยด Dragendoffs reagent ท่ี 
กระดาษกรองบริเวณที่มีสารละลายที่ได้จากการกรอง จะเกิดการเปลี่ยนสีเป็นสีล้ม ซ่ึงแสดงว่ามี 
alkaloids ปะปนอยู่ด้วย

เน่ืองจากสารสกัดด้วยเอฮานอลจากรากสามสิบ ในประเทศไทยยังไม,มีเคยมีการศึกษา 
ฤทธทางเภสัชวิทยามาก่อน การวิจัยคร้ังน้ืจึงเป็นในลักษณะการทดสอบฤทธเน้ืองด้นทางเภสัชวิทยา 
ของสารสกัดน้ี จากผลการทดลองในบทท่ี 3 ซ่ึงเป็นผลการทดลอง in vitro แสดงให้เห็นว่าสารสกัด 
ด้วยเอฮานอลจากรากสามสิบสามารถลดการหดตัวของกล้ามเน้ือเรียบ ไม่ว่าการหดตัวของกล้าม
เน้ือเรียบน้ันเกิดจากการหดตัวที'เกิดข้ึนเอง (spontaneous contraction) หรือเกิดจากการให้
สารกระตุ้นต่าง  ๆ กระตุ้นไห้เกิดการหดตัวในกล้ามเน้ือเรียบมดลูกของหนูขาว กล้ามเน้ือเรียบ
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หลอดเลือดแดงใหญ่ของหนูขาว กล้ามเนี้อเรียบลำไส้เล็กส่วน ileum ของหนูตะเภา และตัวทำ 
ละลายลำหรับสารสกัดด้วยเอธานอลจากรากสามสิบคือ 95 °/o ethanol จะมีผลต่อการหดตัว
ของกล้ามเนื้อเรียบอย่างมีไม,นัยลำคัญทางสถิติ (P > 0 .05) จากผลการทดลองที่กล่าวมาโดยสรุป 
ทั้งหมดสามารถอภิปรายได้ตังนี้

ตอนท่ี 1  การศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบ 
มดลูกของหนูขาวที่แยกจากกาย

ใ . 1 ศึกษาผลของตัวทำละลาย (95 °/o ethanol) ทั้1ช้สกัดสารจากรากสามสิบต่อการหด 
ตัวของมดลูกทีเถิดขนเอง (spontaneous contraction)

95 °/o ethanol ในปริมาตร 20 (il ซึ่งเท่ากับปริมาตรของสารสกัดด้วยเอธานอลจาก 
รากสามสิบทั้1ซ้ไนการศึกษาการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบมดลูกหนูขาว มีผลต่อการหดตัวของ
มดลูกอย่างไม่มีนัยสำคัญทางสถิติ (P > 0 .05)

ใ . 2  ศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของมดลูกที่เถิดขึ้น
Vขึนเอง (spontaneous contraction)

ผลของสารสกัดด้วยเอธานอลจากรากสามสิบ 0 . 2  mg/ml สามารถลดการหดตัว
ของกล้ามเนื้อเรียบมดลูกที่เถิดขึ้นเองทั้ง tension และ frequency

ใ .3 ศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของมดลูกเมื่อไห ้
สารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัว ACh ขนาด 5x10 6 M

สารสกัดด้วยเอธานอลจากรากสามสิบ 0 . 2  mg/ml สามารถลดการหดตัวของกล้ามเนื้อ 
เรียบมดลูกท้ัง tension และ frequency ที,เถิดจากการกระตุ้นด้วย ACh ขนาด 5x10 6 การออก
ฤทธ๋ึของ acetylcholine นั้นสามารถอธิบายการออกฤทธึ๋ได้ตังนี้

ลำหรับการออกฤทธึ๋ของ ACh โดยการจับกับ cholinergic receptor ซ่ึงสามารถแยก 
cholinergic receptor ได้เป็น 2  ประเภทคือ muscarinic recpetors และ nicotinic receptors 
บทบาทการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบมดลูกเถิดผ่าน muscarinic receptors ซึ่งสามารถยับยั้งโดย 
atropine ไนปัจจุบันได้มีรายงานการด้นพบ subtype ของ muscarinic receptors ประกอบด้วย 5 
subtype โดยพบกระจายอยู่บริเวณต่าง ๆ เซ่น (Pappano and Watanabe, ใ 995)
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-  M:-subtype พบบริเวณระบบประสาท
- M2-subtype พบบริเวณหัวใจ ระบบประสาท กล้ามเนื้อเรียบและสมองส่วนหลัง
-  M3-subtype พบบริเวณ กล้ามเนื้อเรียบ ต่อมและเนื้อเยื่อต่าง ๆ
-  M4-subtype พบท่ีสมอง
- M5-subtype พบทีสมอง

กลไกการออกฤทธิของ ACh ต่อ muscarinic receptors นัน couple กับ G-protein ซึง 
สามารถอธิบายดังต่อไปนี้

-  couple กับ Gp-protein (putative G protein) (หรือ Gs-protein) กระตุ้นการทำ 
งานของ phospholipase C ส่งผลให้ระดับ seceond messenger คือ C-AMP และ IP3 เพิมขึน 
ปรากฏการณนีพบได้ที Mj-subtype, M3 -subtype, Mg-subtype

-  couple กับ Gj-protein กระตุ้นการทำงานของ adenyl cyclase ส่งผล 1หัระดับ 
second messneger คือ C-AMP ลดลง และ IP3 อาจคงที่หรือเพิ่มขึ้นเล็กน้อยขึ้นอยู่กับความเข้มข้น 
ของ agonist ท1ห้ ส่วน Gk-protein couple กับ potassium channel กระตุ้นการทำงานของ PLA2 

ทำ1หระดับ lipooxygenase derived compound เพิมฃึน ปรากฏการณ์นีพบได้ที M,-subtype และ 
M4-subtype (Bonner, 1989; Hoover, 1994; Hulme, Birdsall and Buckley, 1990; 
Richards, 1 991; Thomas and Ehlert, 1 994; Pappano and Watanabe, 1995)

ACh สามารถทำให้แคลเซี่ยมเข้าสู่ภายในเซลล์ได้ 2 กลไกคือ

-  potential operated Ca channel (หรือ voltage-dependent Ca channel) 
(Bolton, 1979a)

-  receptor operated Ca" channel (หรือ receptor linked Ca" channel) (Bolton 
and Kitamura, 1983)

และ ACh ยังสามารถกระตุ้นการหลั่งของแคลเซี่ยมจาก SR ภายในเซลล์ได้ (Brading 
and Sneddon, 1980; Casteels and Raeymaekers, 1979; Lalanne et al., 1984)

สำหรับกล้ามเนือเรียบมดลูกม muscarinic receptor ซนิด M3-subtype ซึง ACh จะ 
couple กับ Gp-protein จะไปกระตุ้นการทำงานของ phospholipase C ทำให้ระดับของ IP3 และ 
diacylglycérol (DAG) เพ่ิมข้ึน การเพ่ิมข้ึนของ IP3 นั้นจะทำให้แคลเซี่ยมในเซลล์จาก SR
หลั่งออกมาสุดท้ายจึงเกิดการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบ (Lefkowitz, Hoffman and taylor, 1991;
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Rang and Dale, 1991; Pappano and Watanabe, 1995)

Gk
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Hyperpolarization (heart) 
Depolarization (smooth muscle) 
Cardiac inhibition

Depolarization Depolarization or 
Postsynaptic hyperpolarization 

excitation Smooth muscle contraction
Presynaptic inhibition
Antagonism of smooth muscle relaxation

Grandular secretion 
Presynaptic inhibition

3§บายค่าย,อ
AC = adenyl cylclase DAG = diacyglycerol
PLC = phospholipase c IP. = inositol triphosphate
Gk,G„Gp,G5 = family of G-protein p l a 2 = phospholipase A2

AA = arachidonic acid LODC = lipooxygenase derived compound
PKA = protein kinase A PKC = protein kinase c
PK(Ca/Cal) = protein kinase that is sensitive to calcium and calmodulin
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การที่สารสกัดด้วยเอธานอลจากรากสามสิบ 0 . 2  mg/ml สามารถลดการหดตัวของกล้าม 
เนี้อเรียบมดลูกหนูขาว เมื่อกระตุ้นด้วย ACh (รูปภาพที่ 1 3) ได้นั้น น่าจะเกิดจากการที่สารสกัด 
ดวยเอธานอลจากรากสามสิบออกฤฑธิยับยังผ่าน receptor operated Ca channel (หรือ receptor 
linked Ca2 +channel) ซึ่งสามารถยับยั้งการเคลื่อนที่แคลเซึ่ยมผ่านเข้าเซลล์ทาง Ca2+channel หรือ 
อาจจะมีผลต่อ intracellular mediators ตัวใดตัวหนึ่ง ทำให้ระดับแคลเซึ่ยมภายในเซลล์ลดลง หรือ 
อาจจะเกิดจากหลาย ๆ กลไกตังที่ได้กล่าวมาแล้วก็ได้ เป็นผลไห้การหดตัวข องกล้ามเนื้อเรียบ 
มดลูกลดลง และกล้ามเนื้อเรียบมดลูกหนูขาวสามารถหดตัวอีกครั้งเมื่อให้ ACh หลังจากยับยั้ง
การหดตัวโดยสารสกัดด้วยเอธานอลจากรากสามสิบ แสดงให้เห็นว่าการยับยั้งการหดตัวของ
สารสกัดนั้นเป็นแบบไม่ถาวร

1.4 ศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของมดลูกเมื่อไห ้
สารกระตุ้นการหดตัว oxytocin ขนาด 5x10 3 IU/ml

oxytocin เป็นฮอร์โมน ที่มีบทบาทต่อการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบมดลูก (uterus 
contraction) และยังช่วยในการหลั่งนั้านม (milk ejection) กลไกการออกฤทธี้ของ oxytocin น้ัน 
จะออกฤทธี้โดยจับกับ oxytocin receptor (โดยเฉพาะที่มดลูก) ซึ่งมีผลทำให้เกิดการเปลี่ยนตังนี้

-  receptor operated Ca" channel (หรือ receptor linked Ca" channel) ทำให้ 
แคลเซึ่ยมจากนอกเซลล์สามารถเข้าล่เซลลํได้มากขึ้น (Matsuo and Uchida, 1987; Bolton, 
1979b) oxytocin ไปจับกับ receptor แล้วกระตุ้นการทำงาน ของ phospholipase C [ห้เกิด 
การ hydrolysis ของ inositol phospholipids ทำให้เกิด second messenger 2 ชนิดคือ DAG และ 
1P3 การเพ่ิมขึ้น IP3 จะกระตุ้นให้เกิดการหลั่งของแคลเซึ่ยมจากแหล่งเก็บสะสมภายในเซลล ์
(SR) (Carsten and Miller, 1985; Karibe, Oishi and Uchida, 1991)

-  ยับยั้งการเก็บสะสมแคลเซึ่ยมโดย SR (Carsten, 1973; Carsten and Miller, 
1977, 1987)

สารสกัดด้วยเอธานอลจากรากสามสิบ 0 . 2  mg/ml สามารถลดการหดตัวของกล้ามเนื้อ 
เรียบมดลูกหนูขาว เมื่อกระตุ้นด้วย oxytocin (รูปภาพที่ 16) ได้นั้น น่าจะเกิดจากการที่สารสกัด 
ด้วยเอธานอลจากรากสามสิบออกฤทธยับยั้งกระบวนการหดตัวที่ receptor และสามารถยับยั้งการ 
เคลื่อนที่,ของแคลเซึ่ยมเข้าสู่เซลล์ หรืออาจจะไปมีผลต่อ intracellular mediators ทำให้ระดับ
แคลเซึ่ยมภายในเซลล์ลดลง หรืออาจจะเกิดจากหลาย ๆ กลไกตังที่ได้กล่าวมาแล้วก็ได้ตังนั้นการ 
หดตัวของกล้ามเนื้อเรียบมดลูกจึงถูกยับยั้งได้ และกล้ามเนื้อเรียบมดลูกหนูขาวสามารถหดตัวอีก 
ครั้งเมื่อให้ oxytocin หลังจากยับยั้งการหดตัวโดยสารสกัดด้วยเอธานอลจากรากสามสิบแสดงให้
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เห็นว่าการยับยั้งการหดตัว'ยองสารสกัดนั้นเป็นแบบไม่ถาวร

1.5 ศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของมดลูกเมื่อให ้
สารกระตุ้นการหดตัว oxytocin ใน calcium-free Locke Ringer solution

Oxytocin สามารถเหนี่ยวนำให้เกิดการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบมดลูกในนั้ายาหล่อ
เลี้ยงเนื้อเยื่อที่ปราศจากแคลเซี่ยมและมี EGTA (Ca2+-free contraction) การหดตัวของกล้าม 
เนื้อเรียบมดลูก โดยวิธีนื้มีรายงานการศึกษาว่า Ca2+-free contraction ท่ีเกิดข้ึนน้ันไม,เก่ียว
ข้องกับระดับแคลเซี่ยมภายในเซลล์ เมื่อวัดระดับแคลเซี่ยมภายในเซลล์เดยใข้ fura- 2

fluorescence และให้ quin- 2  เพอจับแคลเซยมอิสระภายในเซลล์ (intracellular calcium chelator) 
(Matsuo et al., 1989) หรือการให้ calcium channel blocker เซ่น D600 และ nicardipine พบว่า 
ไม่มีผลต่อการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบมดลูก (Uchida, Sasaki and Matsuo, 1989)
จากรายงานการศึกษาที่กล่าวถีงนื้สนับสนุน การศึกษา Ca2+-free contraction สามารถเกิดขึ้นได้ 
โดยไม่ต้องอาศัยการเพิ่มขึ้นของระดับแคลเซี่ยมภายในเซลล์ และไม่น่าเกี่ยวข้องกับ Ca2+-
calmodulin และ MLCK เพราะในการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบทั่ว ๆ ไป MLCK จะมีล่วนเกี่ยว 
ข้องกับการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบ แต่เม ื่อให้ MLCK inhibitor เซ่น M L-9 หรือ K T-5926  
ในการทดลองการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบทั่ว ๆ ไป พบว่าสามารถยับยั้งการหดตัวได้ แดไน
Ca2+-free contraction ของกล้ามเนื้อเรียบมดลูกการให้ MLCK inhibitor นั้นจะไม่มีผลต่อการหด 
ตัวเลย ซึ่งน่าจะกล่าวได้ว่าการเกิด phosphorylation โดย MLCK จะไม่เกิดขึ้นใน Ca2+-free 
contraction

การศึกษาการเกิด myosin phosphorylation โดยวิธี eletrophoresis คือ pyrophosphate 
polyacrylamide gel eletrophoresis (PPi PAGE) และ urea-glycerol polyacrylamide gel 
eletrophoresis พบว่าในการศึกษา โดยวิธี PPi PAGE การหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบที่มีแคลเซึ่ยม 
จะตรวจพบ one mono-phophorylated 20 kDa light chains band (MP 1) และ two mono- 
phophorylated 20 kDa light chains band (MP2) การพบ band ตังกล่าวจะแสดงถึงการเกิด 
phosphorylation ของ myosin light chain แต่จะไม่พบใน Ca -free contraction ส่วน1นการ 
ศึกษาแบบ urea-glycerol polyacrylamide gel eletrophoresis การหดตัวของกลามเนือเรยบทีมี 
แคลเซึ่ยมอยู่ด้วยนั้น จะตรวจพบท่ัง unphosphorylated of the light chain (RLC) และ 
ทาonophosphorylated of the light chain (RLCp) แต่ใน Ca* -free contraction จะไม่พบ RLCp 
แสดง1ห้เห็นว่า [น Ca" -free contraction จะไม่เกิด phosphorylation ของ myosin light chain 
(Oishi et al., ใ 991 )

ได้มีการสรุปว่า Ca2+-free contraction น่าจะมีผลมาจาก protein kinase ซ่ึงอาจจะเป็น
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protein kinase c  หรือ cyloskeletal element เพราะว่าจากการศึกษาไต่ให้ protein kinase 
inhibitors คือ staurosporine หรือการให้ cytoskeletal inhibitors คือ cytochalasin B 5 

cytochalasin D สามารถยับยัง Ca~ -free contraction ได ้ (Karibe et al., 1990) รายงานการ 
ศึกษาผลของ protein kinase C มีผลต่อ Ca2+-free contraction ในกล้ามเนื้อเรียบมดลูกหนูขาว 
โดยการให้ diacylglycérol kinase inhibitor (R 59022) จะทำให้เกิดการสะสมของ diacylglycérol 
ในเซลล การสะสมของ diacylglycérol 1นเซลล้นีจะไปทำให้ protein kinase C ถูกกระตุ้น
(รูปภาพที 47) จะทำให้เกิด Ca~ -free contraction ได ้ เมอ1ห้ tumor-promoting phorbol ester 
1 2-ü-tetradecanoylphorbol 1 3-acetate(TPA) เป็นระยะเวลานาน ๆ เมื่อกระตุ้น Ca2+-free 
contraction ด้วย oxytocin ทำให้ Ca" -free contraction ลดลง เนืองจาก TPA จะความสัมพันธ์ 
กับการเกิด down-regulation ของ protein kinase c (Karibe, Oishi and Uchida, 1991)

สารสกัดด้วยเอธานอลจากรากสามสิบ 0 . 2  mg/ml สามารถลดการหดตัวของกล้ามเนื้อ 
เรียบมดลูกหนูขาว เมื่อกระตุ้นด้วย oxytocin ใน Ca2+-free contraction (รูปภาพที' 19) ได้นั้น 
น่าจะเกิดจากการที่สารสกัดด้วยเอธานอลจากรากสามสิบออกฤทธึ๋ขบยั้งกระบวนการหดตัว 
ของกล้ามเนือทีเกิดจาก protein kinase C หรือ cytoskeletal element โดยตรงก็ได้ และไม่น่าเกียว 
ข้องกับแคลเซี่ยมใด ๆ เพราะใน Ca2+-free contraction นั้นระดับแคลเซี่ยมภายในเซลลไม,มีผล 
ต่อการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบ

ในกล้ามเนื้อเรียบมดลูกหนูขาว กลไกในยับยั้งการหดตัวของสารสกัดด้วยเอธานอล
จากรากสามสิบ เมื่อกระตุ้นด้วยสารกระตุ้น ACh , oxytocin นั้นน่าจะเกิดจากการยับยั้งผ่านทาง 
receptor linked Ca2+ channel เป็นส่วนใหญ่ ส่งผลให้แคลเซี่ยมไม่สามารถเข้าส่ภายในเซลล์ได ้
หรืออาจจะเกิดจากระตับ intracellular mediators ภายในเซลล์เปลี่ยนแปลงไปทำให้ระดับ
แคลเซี่ยมภายในเซลล์ลดลง หรืออาจจะเกิดจากหลาย ๆ กลไกตังที่ได้กล่าวมาแล้ว สำหรับใน 
Ca2"-free contraction โดยการเหนี่ยวนำให้เกิดการหดตัวด้วย oxytocin นั้นกลไกการยับยั้งน่าจะ 
เกิดผ่านทาง protein kinase c

ตอนท่ี 2  การศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบ
หลอดเลือดแดงใหญ่ (aorta) ของหนูขาวที'แยกจากกาย

2.1 ศึกษาผลของตัวทำละลาย (95 °/o ethanol) ที่ใข้สกัดสารจากรากสามสิบต่อการหด 
ตัวของหลอดเลือดแดงใหญ่ เมื่อให้สารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัว NE

กล้ามเนื้อเรียบหลอดเลือดแดงใหญ่หนูขาวสามารถหดตัวได้เมื่อให้สารกระตุ้น NE
ตามความเข้มข้นต่าง ๆ ในลักษณะ cumulative dose แสดงให้เห็นว่า 95 ° /o  ethanol ในปริมาตร
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2 0  pi ซึ่งเท่ากับปริมาตรของสารสกัดด้วยเอธานอลจากรากสามสิบที่ใซในการศึกษา มีผลต่อการ 
หดตัวของหลอดเลือดแดงใหญ่อย่างไม่มีนัยสำคัญทางสถิติ (P > 0 .05)

2 . 2  ศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของหลอดเลือด 
แดงใหญ่ เมื่อให้สารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัว NE

เมื่อให้สารกระตุ้น NE ความเข้นข้นต่าง ๆ ในลักษณะ cumulative dose ต่อกล้ามเนื้อ 
เรียบหลอดเลือดแดงใหญ่ ทำให้เกิดการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบหลอดเลือดแดงใหญ่ ตังน้ัน
ตำแหน่งของหลอดเลือดจึงมีผลต่อการออกฤทธึ๋ของ NE เนื่องจากหลอดเลือดที'บริเวณต่างกัน 
จะมีชนิดและปริมาณของ receptor แตกต่างกันไป การออกฤทธี้ของ NE นั้นจะออกฤทธี้ผ่าน 
adrenergic receptor ซึงประกอบด้วย 2 ชนิด (Bylund et al., 1994; Hoffman, 1995) คือ

1 . a - adrenergic receptor สามารถแบ่งเป็น 2  subtype ได้แก่
-  «.1-receptor ยังสามารถแบ่งได 4 subtype คอ a 1 A-receplor,«,1 B-receplor, 

a lc-receptor และ a 1D-receptor
-  a 2-receptor ยังสามารถแบ่งได้ 4 subtype คอ a 2A-receptor,a2B-receplor, 

a 2C-receptor และ a 2D-receptor

2. P- adrenergic receptor สามารถแบ่งเป็น 3 subtype ได้แก่
- Pj-receptor พบได้ที heart
-  p2-receptor พบได้ที' uterine , respiratory and vascular smooth muscle , 

human liver, skeletal muscle
-  P3-receptor พบได้ที fat cells

signal transduction ของ adrenergic receptor 3 ชนิด มีตังนี

1. «.1- receptor เมีอมีการกระตุ้น receptor นีทำ1ห้เกิด couple กับ G-protein ซึงจะ 
ไปกระตุ้นการทำงานของ phospholipase C เอนไซม์ตัวน้ีสามารถ hydrolyzes 
phosphatidylinolsitol ให้กลายเป็น I P 3 (จึงทำให้ระดับ I P 3 ในเซลล์เพิ่มขึ้นเกิดการหลั่งแคลเซี่ยม 
จาก SR) และ DAG ซ่ึงไปกระตุ้นการทำงานของ protein kinase c  (Minneman, 1988; 
Ruffolo et al., 1991) 2

2. «.2- receptor ยับยังการ couple G-protein และเกิด inhibition ของ adenyl cyclase
activity
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3. P-receptor p-receptor ท้ัง 3 subtype สามารถกระตุ้นการทำงานของ adenyl 
cyclase ได้และยังสามารถ couple G-protein อีกด้วย (Bylund et ฟ., 1994)

หลอดเลือดแดงใหญ่ของหนูขาว (rat aorta) จะมี 0 4 - receptor อยู่เพราะว่ามี high 
affinity ต่อ prazocin («.1- รelective antagonist) (Bulbring and Tomita, 1987) และการที
สารสกัดด้วยเอธานอลจากรากสามสิบ 0 . 6  mg/ml สามารถลดการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบ
หลอดเลือดแดงใหญ่หนูขาว เมื่อกระตุ้นด้วย NE (รูปภาพที่ 23) ได้นั้น น่าจะเกิดจากการที่สาร 
สกัดด้วยเอธานอลจากรากสามสิบออกฤทธยับยั้งกระบวนการหดตัวผ่านทาง « 1- receptor หรือ 
อาจมีผลต่อ intracellular mediators ทำให้ระดับแคลเซี่ยมภายในเซลล์ลดลง

2.3 ศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของหลอดเลือดแดง
ใหญ่ เมื่อให้สารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัว 5 -HT

ในระยะแรก  ๆ สามารถจำแนกชนิดของ 5- HT receptor ได ้ 2 ชนิดคีอ D receptor 
ซึงสามารถยับยังโดย dibenzyline และ M receptor ซึงสามารถยับยังโดย morphine (Gaddum and 
Picarelli, 1957) ปัจจุบันได้มีการจำแนก 5-HT receptor ออกเป็น 7 ชนิด (Burkhaller, Julius 
and Frick, 1995; Hoyer et ฟ., 1994) ตังนี

1. 5-HTj receptors แบ ่งแยกได 6้  subtype คีอ
-  5-HT1a พบที Rhae nuclei, hippocampus
-  5-HT1B พบที Subtantia nigra, globus pallidus,basal ganglia
-  5-HTlc พบที Choroid , hippocampus ,subtanti nigra
- 5-HT1Da b พบที, สมอง
- 5-HT1E พบที cortex, putament-  5-HT1F พบที cortex, hippocampus

5 -HT 1 receptors เมือถูกกระตุ้นจะ couple กับ G-protein ซึงเปนผล[ห้ second 
messenger ศึอ cAMP ลดลง ส์าหรับ 5-HTlc นั้นพบว่าไม่ได้เกี่ยวข้องกับ cAMP แต่อย่างใด แต่ 
จะเกี่ยวข้องกับ IP3

2. 5-HT 2 receptor แบ่งแยกได้ 2 subtype คีอ
-  5-HT2a พบที platelet 5 smooth muscle , cerebral cortex
- 5-HT2F พบที Stomach fundus
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5-HT2 ซึงกคือ D receptor ตามที Gaddum และ Picarelli ได้กล่าวไว้นันเอง จะพบ 
receptor ชนิดน่ีได้ที' สมอง กล้ามเนื้อเรียบ และ platelets เมื่อเกิดการจับกับ 5-HT2 receptor 
แลวล่งผล!ห้ receptor linked Ca channel (หรอ receptor oprerated Ca" channel (ROC)) 
เปีด แคลเซี่ยมจากนอกเซลล์สามารถเข้าสู่เซลล่ได้

นอกจากนี้ยังกระตุ้นการทำงานของ phospholipase C ทำให้เกิดการ hydrolysis ของ 
inositol phospholipids ทำ!ห้เกิด second messenger IP3 การเพ่ิมขึ้น EPg จะกระตุ้นไห้เกิดการ 
หลั่งของแคลเซี่ยมจากแหล่งเก็บสะสมภายในเซลล์ (SR) ทำให้ระดับแคลเซี่ยมภายในเซลล์เพิ่มขึ้น 
(Gaddum and Picarelli, 1957; Rang and Dale, 1991; Zifa and Fillion, 1992; Burkhalter, 
Julius and Frick, 1995)

3. 5-HTg receptor พบได้ที peripheral nervous system , area postrema sensory 
and enteric nerves เมือมีการจับกับ 5-HTg receptor แล้วจะทำให้มีการ couple กับ ion channel 
(Na /K ion channel) โดยตรง (Rang and Dale, 1991; Zifa and Fillion, 1992; Burkhalter, 
Julius and Frick, 1 9 9 5 )

4. 5-HT4 receptor พบได้ที CNS and myenteric neurons , smooth muscle การจับ 
กับ receptor นี้ ทำให้ระดับ cAMP เพ่ิมข้ึน

5. 5- HT5a b receptor พบได้ที brain

6. 5-HTg receptor พบได้ที่ brain การจับกับ receptor นี้ ทำให้ระดับ cAMP เพ่ิมข้ึน

7. 5 -HT7 receptor พบได้ที่ brain การจับกับ receptor นี้ทำให้ระดับ cAMP เพ่ิมข้ึน

เมื่อให้สารกระตุ้น 5 -HT ความเข้นข้นต่าง ๆ ในลักษณะ cumulative dose ต่อกล้าม 
เนี้อเรียบหลอดเลือดแดงใหญ่ของหนูขาว ทำให้เกิดการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบหลอดเลือดแดง 
ใหญ่ซึ่งการหดตัวนี้น่าจะเกิดจาก 5-HT ไปจับกับ 5-HT2a receptor และการที่สารสกัดด้วย
เอธานอลจากรากสามสิบ 0.6 mg/ml สามารถลดการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบได้ (รูปภาพที, 25) 
น่าจะเกิดจากการมีผลต่อ 5 -HT2a receptor มีผลให้แคลเซี่ยมเข้าสู่เซลล์ได้น้อยลงหรือมีผลต่อ 1P3 
ในเซลล้!ห้ลดลงล่งผลให้แคลเซี่ยมภายในเซลล์ลดลงด้วย

2.4 ศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของหลอดเลือดแดง
ใหญ่โดยใช้สารละลาย CaCl2 ในสารละลาย potassium depolarizing
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กล้ามเนี้อเรียบหลอดเลือดแดงใหญ่ในสภาวะ depolarizing ด้วยสารละลายทีม
โปแดสเซี่ยมมีความเข้มข้นสูง แต่ไม'มีแคลเซ่ียมอิสระ (high K+-Ca2+ free solution) จะทำให้ 
กล้ามเนือเรียบเกิด action potential เพราะ high K -Ca” free solution ทำ1ห้เกิดการเคลือนที 
ของโปแดสเซี่ยมอิสระจากภายนอกเซลล์เข้าสู่ภายในเซลล์ เป็นผลให้ความต่างศักย์ของเซลล์มีค่า 
ลดลงทำให้ voltage-dependent Ca" channel เปีด (Rauwald, Brehm and Odenthal, 
1994; Gouw, Wilffert and Van, 1990) แด,ยังไม่เกิดการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบ เพราะ
ยังไม่มีแคลเซียม (Ca -free solution) และเมือให้แคลเซียม (cumulative dose) แคลเซียมทีให้ 
จากภายนอกเซลล์นี้จะเข้าสู่ภายในเซล์ ซ่ึงเคล่ือนที,ผ่าน voltage-dependent Ca2+ channel ทำให ้
กล้ามเนื้อเรียบเกิดการหดตัว หรืออาจจะเกิดจากการปลดปล่อย NE ออกมาก็ได้ การให้ Ca2+ 
channel blocker เช่น verapamil สามารถยับยั้งการเคลื่อนที่ของแคลเซึ่ยมจากนอกเซลล์เข้าสู่ภาย 
ในเซลล์ได้โดยผ่าน voltage-dependent Ca channel (Hof and Vuorela, 1983)

เมื่อให้แคลเซึ่ยมความเข้นข้นต่าง ๆ ในลักษณะ cumulative dose ต่อกล้ามเนื้อเรียบ 
หลอดเลือดแดงใหญ่ของหนูขาว ในสารละลายที,มีโปแดสเซียมความเข้มข้นสูงที,ปราศจากแคลเซียม 
ทำให้เกิดการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบหลอดเลือดแดงใหญ่ ซึ่งการหดตัวนี้น่าจะเกิดจาก
แคลเซียมเคลื่อนที'ผ่าน voltage-dependent Ca2+ channel เข้าสู่ภายในเซลล์โต้ ระดับของ
แคลเซึ่ยมภายในเซลล์เพิ่มขึ้นทำให้เกิดการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบ และสารสกัดด้วยเอธานอล
จากรากสามสิบ 0.6 mg/ml สามารถลดการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบได้ (รูปภาพที, 27) น่าจะเกิด 
จาการยับยั้งผ่านกลไก voltage-dependent Ca2+ channel โดยสารสกัดด้วยเอธานอลจากรากสาม 
สิบอาจจะไปยับยั้งการเคลื่อนที,ของแคลเซ่ึยมที,จะผ่านเข้ามาทาง VDC

ในกล้ามเนื้อเรียบหลอดเลือดแดงใหญ่ของหนูขาว กลไกการยับยั้งของสารสกัดด้วย
เอธานอลจากสามสิบต่อการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบ เมื่อกระตุ้นการหดตัวด้วยสารกระตุ้น NE 
,5-HT พบว่ากลไกหลักแล้วน่าจะเกิดจากการยับยั้งผ่านทาง receptor linked Ca2+ channel หรือ 
อาจจะเกิดจากระดับของ intracellular mediators เปลี่ยนแปลงไปทำให้ระดับแคลเซึ่ยมภายใน 
เซลล์ลดลง หรืออาจจะเกิดจากกลไกหลาย ๆ กลไกตังที่ได้กล่าวมาแล้ว ส์าหรับการหดตัวที'เกิด 
ผ่านทาง voltage-dependent Ca2+ channel โดยการให้ โปแตสเซึ่ยมความเข้มข้นสูง พบว่า 
สารสกัดด้วยเอธานอลจากรากสามสิบก็สามารถยับยั้งการหดตัวได้เช่นกัน ตังนั้นกลไกยับยั้งการหด 
ตัวของสารสกัดด้วยเอธานอลจากรากสามสิบต่อกล้ามเนื้อเรียบหลอดเลือดแดงใหญ่ของหนูขาว ไม, 
มีความเฉพาะเจาะจง (non-specific antagonist)

ตอนท่ี 3 การสืกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบ
ลำไล้เล็กส่วน ileum ของหนูตะเภาที'แยกจากกาย
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3.1 ศึกษาผลของตัวทำละลาย (95 ° /o  ethanol) ที่ใข้สกัดสารจากรากสามสิบต่อการหด 
ตัวของลำไส้เล็กส่วน ileum เมื่อให้สารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัว ACh

กล้ามเนื้อเรียบลำไส้เล็กส่วน ileum ของหนูตะเภาสามารถหดตัวได้เมื่อให้สารกระตุ้น 
ACh ตามความเข้มข้นต่าง  ๆ ในลักษณะ cumulative dose แสดงให้เห็นว่า 95 ° /o  ethanol ใน 
ปริมาตร 20 ni ซึ่งเท่ากับ!Jริมาตรของสารสกัดด้วยเอธานอลจากรากสามสิบที่ใข้1นการศึกษา มี 
ผลต่อการหดตัวของหลอดเลือดแดงใหญ่อย่างไม่มีนัยลำคัญทางสถิติ (P > 0 .05)

3.2 ศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของลำไส้เล็กส่วน 
ileum เมื่อให้สารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัว ACh

การออกฤทธของ ACh ต่อลำไส้เล็กส่วน ileum ของหนูตะเภาสามารถออกฤทธิ้ 
โดยการจับกับ muscarinic receptor ชนิด M3-subtype

ใน Ca" -free solution เมือกระตุ้น guinea-pig taenia coli ด้วย ACh พบว่า
สามารถเหนียวนำให้เกดการหลัง intracellular calcium จาก SR ได (Casteels and Raeymaekers,
1979) ACh และ carhachol สามารถ depolarized membrane ซึงทำให้ voltage-dependent 
Ca2* channel ถูกเจ ดออกแคลเซึ่ยมสามารถเข้าสู่เซลลํได้ ระดับแคลเซึ่ยมภายในเซลล์เพิ่มขึ้น
(Bolton, 1972) หรือเถิด couple กับ Gp-protein และกระตุ้นการทำงานของ phospholipase C 
ส่งผลให้ระดับ seceond messenger คือ และ IP3 เพ่ิมข้ึน การเพ่ิมขึ้นของแคลเซ่ึยมภายในเซลล์ทำ 
ให้กล้ามเนื้อเรียบเกิดการหดตัว (Bonner, 1989; Hoover, 1994; Hulme, Birdsall and 
Buckley, 1990; Richards, 1991; Pappano and Watanabe, 1995; Rang and Dale, 1991)

การหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบลำไส้เล็กส่วน ileum ของหนูตะเภาเมื่อให้ ACh แบบ 
cumulative dose เถิดจาก ACh ไปจับกับ M3 receptor เถิดการเพิ่มขึ้นของ เกิดจาก IP3 แล้วทำ 
ให้ระดับแคลเซึ่ยมภายเซลล์เพิ่มขึ้น หรืออาจทำให้เกิดการหลั่งแคลเซึ่ยมจาก SR

สารสกัดด้วยเอธานอลจากรากสามสิบ 0.08 mg/ml สามารถลดการหดตัวของกล้ามเนื้อ 
เรียบลำไส้เล็กส่วน ileum (รูปภาพที่ 31) ได้นั้น น่าจะเกิดจากการที่สารสกัดด้วยเอฮานอล
จากรากสามสิบออกฤทธี้ยับยั้งผ่าน M3 receptor หรืออาจทำให้ระดับ IP3 ลดลง หรือยับย้ังการหลั่ง 
แคลเซึ่ยมจาก SR

3.3 ศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของลำไส้เล็กส่วน 
ileum เมื่อให้สารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัว 5 -HT
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ปัจจุบันเป็นที,ทราบกันดีแล้วว่าการจับกับ 5 -HT, receptor แล้วส่งผลให้ receptor
2+ 1 . "  2+ , ‘ N linked Ca channel หรอ receptor oprerated Ca channel (ROC) เบด แคลเซยมจากนอก

เซลล์สามารถเข้าสู่เซลสํได้ หรือการกระตุ้นการทำงานของ phospholipase C ทำให้เกิดการ
hydrolysis ของ inositol phospholipids ทำ1ห้เกิด second messenger IP3 การเพิมขึน IP3 จะ
กระตุ้นให้เกิดการหลั่งของแคลเซี่ยมจากแหล่งเก็บสะสมภายในเซลล์ (SR) ทำให้ระดับแคลเซี่ยม
ภายในเซลล์เพิ่มขึ้น ซ่ึงเป็น direct effect (Rang and Dale, 1991; Zifa and Pillion, 1992)
นอกจากจะเกิด direct effect แล้วยังมี indirect effect โดย 5-HT จะไปทำให้เกิดการหลั่ง ACh
จาก nerve ใน ileum โดย interaction ระหว่าง 5-HT กับ presynaptic neuronal receptors
(Cohen et al., 1 985)

การหดดัวฃองกล้ามเนื้อเรียบลำไล้เล็กส่วน ileum ของหนูตะเภาเมื่อให้ 5 -HT แบบ 
cumulative dose เกิดจาก 5-HT ไปจับกับ 5 -HT2 receptor อาจเกิดจากการเพิ่มขึ้นของ IP3 แล้ว 
ทำให้เกิดการหลั่งแคลเซึ่ยมจาก SR และการที่สารสกัดด้วยเอธานอลจากรากสามสิบ 0.08 mg/ml 
สามารถลดการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบลำไล้เล็กส่วน ileum (รูปภาพที่ 33) ได้นั้น น่าจะเกิด 
จากการที่สารสกัดด้วยเอธานอลจากรากสามสิบออกฤทธี้ยับยั้งผ่าน 5-HT2 receptor หรืออาจจะมี 
ผลต่อ intracellular mediators แล้วทำให้ระดับแคลเซึ่ยมภายในเซลล์ลดลง ทำให้สามารถยับยั้ง 
การหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบได้

3.4 ศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของลำไล้เล็กส่วน 
ileum เมื่อให้สารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัว histamine

histamine ออกฤทธิผ่าน histamine receptors ซึงในปัจจุบันได้ด้นพบ 3 subtype ได้แก  ่
(Rang and Dale, 1991; Hill, 1 990; Burkhalter, Julius and Frick, 1995)

-  H1 receptor พบได้ที, มนุษย์ guinea-pig bronchial muscle 5 guinea-pig 
ileum 5 endothelium 5 brain การจับกับ Hj receptor เกิด couple กับ G-potein ทำให้ระดับของ 
IP3 และ DAG เพิ่มทำให้ระดับแคลเซึ่ยมภายในเซลล์เพิ่มขึ้นเกิดการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบ

- แ 2 receptor พบได้ที acid-secreting cells ในกระเพาะอาหาร 5 rat uterus และ 
ในหัวใจ และสมอง การจับกับ H2 receptor ทำให้ระดับของ cAMP เพ่ิมข้ึน

I-  H3 receptor พบที presynaptic ะ brain , myenteric plexus, other neurons การ 
จับกับ H3 receptor แล้วเกิดการ couple กับ G-protein แล้วทำให้เกิดผลคือยับยั้งการหลั่ง 
histamine จากสมองของหนูขาว (Menkveld and Timmerman, 1990), ยับยั้งการหลั่ง ACh จาก
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guinea-pig ileum and bronchea และยังพบว่าสามารถยับยังการสังเคราะห์ histamine จาก rat 
lung , spleen , skin and brain (Leurs et al., 1991 ; Rang and Dale, 1991)

สำหรับกลไกการออกฤทธิของ histamine ใน guinea-pig ileum จะจับกับ histamine 
receptor (postsynaptic receptors) ซึงจะ linked กับ phosphatidylinositol pathway ทำให้ระดับ 
IP3 เพิ่มขึ้นส่งผลให้เกิดการเพิ่มขึ้นของ intracellular calcium (Arrang et al., 1987; 
Timmerman, 1990; Hill, 1990; Burkhalter, Julius and Frick, 1995)

การหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบลำไส้เล็กส่วน ileum ของหนูตะเภาเมื่อให้ histamine
แบบ cumulative dose เกิดจาก histamine ไปจับกับ receptor โดยเกิดการเพิมฃึนฃอง IP3
ใน เซ ลล ์ท ำให ้ระด ับ แคลเซ ี่ยม ภายเซ ลล ์เพ ิ่ม ข ึ้น แล ้วท ำให ้เก ิดการห ล ั่งแคลเซ ี่ยม จาก SR 
สารสกัดด้วยเอธานอลจากรากสามสิบ 0.08 mg/rnl สามารถลดการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบลำไล ้
เล็กส่วน ileum (รูปภาพที่ 35) ได้นั้น น่าจะเกิดจากการที่สารสกัดด้วยเอธานอลจากรากสามสิบ 
ออกฤทธี้ยับยั้งผ่าน Hj receptor หรีออาจไปมีผลต่อระดับของ IP3 ทำให้ระดับแคลเซี่ยมภายใน 
เซลล์ลดลง การหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบจึงลดลงด้วย

3.5 ศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของลำไล้เล็กส่วน 
ileum เมื่อให้สารกระด้นการหดตัว BaCl2

barium chloride ออกฤทธิต่อลำไสได้ 2 ลักษณะ ตังน
- direct action
- indirect action

การออกฤทธโดยตรงของ barium chloride นั้นออกฤทธผ่าน calcium channel โดยตรง 
ซ็งมี affinity ต่อ calcium channel ดีกว่าแคลเซียม (Spedding and Paoletti, 1992) Ba ยัง 
ทำให้แคลเซี่ยมที่อยู่นอกเซลล์เคลื่อนที่เข้ไล่เซลล์เพิ่มมากขึ้นโดยผ่าน voltage-dependent
Ca2 channel ทำให้แคลเซี่ยมภายในเซลล์เพิ่มมากขึ้น (Clement, 1981; Karaki, Satake, and 
Shibata, 1986) และ Ba2+ ยังสามารถเหนียวนำให้เกิดการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบไต่โดยตรง 
โดยไม่เกี่ยวข้องกับแคลเซี่ยมภายนอกเซลล์และอาจจะไม่เกี่ยวข้องกับการหลั่งแคลเซี่ยมจาก SR
(Karaki, Satake and Shibata, 1986) Ba2+ ทำให้เกิดการปลดปล่อย Ca2+ จากแหล่งเก็บ 
สะสมภายในเซลล์ (Antonio, Silva and Yashuda, 1973)

Ba2+ ออกฤทธึ๋ทางอ้อม (indirect action) โดยไปออกฤทธที่ nerve fiber โดยจะไป 
กระตุ้น ganglion ทำ'ให้มีการปลดปล่อย ACh ออกมาจากปลายประสาท และ ACh นี้จะทำให้



เกิดการหดตัวของกล้ามเนืออีกครังหนง (Feldberg, 1951; Henderson, Ariens and Simonis, 
1968; Williams, 1954)

การหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบลำไล้เล็กส่วน ileum ของหนูตะเภาเมื่อให้ barium 
chloride แบบ cumulative dose เกิดจาก Ba2+โดยตรงที่ทำให้เกิดการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบ 
หรือเกิดจากผ่าน voltage-dependent Ca2+channel การที่สารสกัดตัวยเอธานอลจากรากสามสิบ 
0.08 mg/ml สามารถลดการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบลำไล้เล็กส่วน ileum (รูปภาพที่ 37) 
ได้นั้น น่าจะเกิดจาก การทสารสกัด ด้วย เอธานอลจากราก สามสิบ ออกฤทธยับยัง ผ่าน voltage-
dependent Ca2 "channel หรืออาจจะยับยั้งฤทธี้ของ Ba2"โดยตรง

ในกล้ามเนื้อเรียบลำไล้เล็กส่วน ileum ของหนูตะเภา กลไกการยับยั้งของสารสกัดด้วย 
เอธานอลจากสามสิบต่อการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบ เมื่อกระตุ้นการหดตัวด้วยสารกระตุ้น NE 
,5-HT และ histamine พบว่ากลไกหลักแล้วน่าจะเกิดจากการยับยั้งผ่านทาง receptor linked
Ca2+ channel หรืออาจจะเกิดจากระตับของ intracellular mediators เปลี่ยนแปลงไปทำให้
ระดับ แคลเซี่ยมภายในเซลล์ลดลง หรืออาจจะเกิดจากกลไกหลาย ๆกลไกดังที่ได้กล่าวมาแล้ว
ลำหรับกลไกการยับยั้งการหดตัวที่เกิดผ่านทาง voltage-dependent Ca2+ channel โดยการให้ Ba2* 
พบว่าสารสกัดด้วยเอธานอลจากรากสามสิบก็สามารถยับยั้งการหดตัวได้เช่นกัน หรือไม่ก็ยับยั้งการ 
เข้าเซลล์ของ Ba2" ตังนั้นกลไกยับยั้งการหดตัวของสารสกัดด้วยเอธานอลจากรากสามสิบต่อ
กล้ามเนื้อเรียบลำไล้เล็กส่วน ileum ของหนูตะเภา ไม่มีความเฉพาะเจาะจง (non-specific 
antagonist)

ลรูปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ

จากผลการทดสอบฤทธี้ทางเภสัชวิทยา ของสารสกัดด้วยเอธานอลจากรากสามสิบ ต่อ 
กล้ามเนื้อเรียบมดลูกหนูขาว กล้ามเนื้อเรียบหลอดเลือดแดงใหญ่หนูขาว และกล้ามเนื้อเรียบลำไล ้
เล็กส่วน ileum ของหนูตะเภา ที่แยกจากกาย สามารถสรุปได้ว่า สารสกัดด้วยเอธานอลจากรากสาม 
สิบ มีฤทธิ๙ลดการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบทั้งสามชนิดตังนี้

ในกล้ามเนื้อเรียบมดลูกหนูขาว สารสกัดด้วยเอธานอลจากรากสามสิบ สามารถลดการ 
หดตัวของกล้ามเนื้อเรียบไต่ไม,ว่าจะกระตุ้นการหดตัวด้วย ACh หรือ oxytocin และกลไกการ 
ยับย้ังการหดตัวนี้น่าจะผ่านทาง receptor ของสารกระตุ้นแต่ละชนิด หรือไม,ก็น่าจะมีผลต่อระดับ 
ของ intracellular mediators ทำไห้ระดับแคลเซี่ยมภายในเซลล์ลดลง ลำหรับไน Ca2*-free 
contraction การหดตัวท่ีกระตุ้นด้วย oxytocin น้ันน่าจะผ่านทาง oxytocin receptor กลไกการหด 
ตัวเกิดจาก protein kinase C และแคลเซี่ยมภายในเซลล์ไม่มีผลต่อหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบ
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ฉะนั้นสารสกัดด้วยเอธานอลจากรากสามสิบน่าจะมีผลยับยั้งการหดตัวผ่าน protein kinase c

สารสกัดด้วยเอฮานอลจากรากสามสิบสามารถยับยั้งการหดตัวของกล้ามเนี้อเรียบหลอด 
เลอดแดงใหญ่ของหนูขาวได โดยผ่านกลไก receptor linked Ca~ channel และ voltage-
dependent Ca~ channel ไดทงสองกลไก หรออาจจะมผลต,อระดบ intracellular mediators
โดยทำให้ระดับแคลเซี่ยมภายในเซลล์ลดลง หรืออาจจะเกิดจากหลาย  ๆ กลไกตังที่ได้กล่าวมา
แล้ว ตังนั้นสารสกัดด้วยเอฮานอลจากรากสามสิบออกฤทธึ๋ไต่ไม่เฉพาะเจาะจง (non-specific
antagonist) ต่อการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบหลอดเลือดแดงใหญ่ของหนูขาว

สารสกัดด้วยเอฮานอลจากรากสามสิบสามารถยับยั้งการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบลำไส้ 
เลกส่วน ileum ของหนูตะเภาได้ โดยผ่านกลไก receptor linked Ca~ channel และ
voltage-dependent Ca~ channel ได้ทังสองกลไก หรออาจจะมผลต่อระดับ intracellular
mediators โดยทำให้ระดับแคลเซี่ยมภายในเชลล์ลดลง หรืออาจจะเกิดจากหลาย ๆ กลไกตัง
ที่ได้กล่าวมาแล้ว ตังนั้นสารสกัดด้วยเอฮานอลจากรากสามสิบออกฤทธึ๋ไต่ไม่เฉพาะเจาะจง (non­
specific antagonist) ต่อการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบลำไล้เล็กส่วน ileum ของหนูตะเภา

โดยสรุปสารสกัดด้วยเอฮานอลจากรากสามสิบ สามารถยับยั้งการออกฤทธี้ต่อการหดตัว 
ของกล้ามเนื้อเรียบอย่างไม่เฉพาะเจาะจง (non-specific antagonist) เนื่องจากสารสกัดนี้เป็นสาร 
สกัดหยาบ ซึ่งจะมีสารลำคัญหลายชนิดปะปนอยู่ กลไกที่เป็นไปได้จะเกี่ยวข้องกับการยับยั้งการผ่าน 
เข้าเซลล์'ของแคลเซึ่ยมอิออนทางซ่องผ่านของแคลเซึ่ยม ท้ัง RLC หรือ VDC หรืออาจจะ 
เกิดจากการยับยั้งการหลั่งแคลเซึ่ยมอิออนจากแหล่งเก็บสะสมภายในเซลล์ (SR) และอาจจะเกิด 
จาก intracellular mediators ภายในเซลล์เกิดการเปลี่ยนแปลงไป อย่างไรก็ตามแหน'งของการออก 
ฤทธน่าจะอยู่ท่ี membrane โดยจะออกฤทธิ้ยับยั้งการเคลื่อนที่ของแคลเซึ่ยมจากภายนอกเซลล์เข้าสู ่
ภายในเซลล์ โดยผ่านทาง calcium channel เนื่องจากการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบสามารถจะกลับ 
สู่สภาพปกติได้เร็ว หลังจากการล้างเอาสารสกัดด้วยเอฮานอลจากรากสามสิบออก (recover
contraction) ส์าหรับขนาดของสารสกัดด้วยเอฮานอลจากรากสามสิบทั้1ข้1นการศึกษาในกล้ามเนื้อ 
เรียบแต่ละชนิดไม่เท่ากัน เนื่องจากว่ากล้ามเนื้อเรียบแต่ละชนิดมีความไวต่อสารสกัดด้วยเอฮานอล 
จากรากสามสิบไม่เท่ากัน

ความคงตัวของสารสกัดด้วยเอฮานอลจากรากสามสิบนั้น ได้ทำการทดสอบโดยเก็บข้อ 
มูลเริ่มทำการวิจัย โดยการศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของ 
มดลูกที่เกิดขึ้นเอง (spontaneous contraction) และทำการทดลองซํ้าอีกครั้งเมื่อการวิจัยสินสุด 
(เป็นเวลา 3 เดือน) ผลการวิจัยแสดงไห้เห็นว่าสารสกัดด้วยเอฮานอลจากรากสามสิบยังมีความคง 
ตัวเมื่อเวลาผ่านไป 3 เดือน เห็นได้จากการที่ tension และ frequency ของการหดตัวของกล้ามเนื้อ
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เรียบมดลูกที,เกิดขึ้นเมื่อเริ่มทำการวิจัยและหลังจากเสร็จสินการวิจัยแตกต่างอย่างไม่มีนัยสำคัญทาง 
สถิติ (P > 0 .05 ) ทั้งนี้ต้องเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 -8  องศาเซลเซียส และเก็บในภาชนะที่{เองกันแสง
ท V๒

อย่างไรก็ดีการศึกษานี้เป็นการติกษาผลสารสกัดด้วยเอธานอลจากรากสามสิบเบื้องต้น 
ยังไม่สามารถนำมาประยุกต่ใช้กับมนุษย์อย่างปลอดภัยไต้ ดังนั้นควรจะศึกษาเพิ่มเติมให้มีช้อ
มูลที่ละเอียดและมีความเฉพาะเจาะจงมากยิ่งขึ้น เช่น ศึกษาหากลไกการออกฤทธิ๙ที่เฉพาะเจาะจง 
ต่อกล้ามเบื้อแด,ละชนิดโดยละเอียด เพื่อไหไต้ข้อมูลทางต้านเภสัชวิทยามากพอ แยกสารออก
ฤทข้ึ (active ingredient) จากรากสามสิบ ให้เป็นสารบรีสุทธเพื่อให้การศึกษามีความเฉพาะเจาะจง 
มากย่ิงข้ึน และมีการศึกษาทางพิษวิทยา ไม่ว่าพิษเฉียบพลัน พิษกึ่งเฉียบพลัน และพิษเรื้อรัง ใน 
สัตว์ทดลองหลาย ๆ ชนิดตามขั้นตอนการศึกษาทางพิษวิทยา ข้อมูลการศึกษาเหล่านี้จะมีประโยซนั 
อย่างยิ่งต่อการพิจารณานำสารสกัดนี้มาไข้ประโยซนํในการรักษา ในแง’ของการลดการหดเกร็ง
ของกล้ามเนี้อเรียบ และเป็นแนวทางในการพัฒนายาใหม่จากทรัพยากรในประเทศ
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