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ไซโตโครม P450 2A6 (CYP2A6) เป็นเอนไซม์ส าคัญที่ท าหน้าที่ย่อยสลายสารนิโคตินในบุหรี่ ท าให้
ระดับนิโคตินในเลือดลดต่ าลง ส่งผลให้ผู้สูบจ าเป็นต้องสูบบุหรี่เข้าไปใหม่อย่างต่อเนื่องเพ่ือคงระดับนิโคติน 
ในเลือด ท าให้เกิดการเสพติดบุหรี่ในที่สุด จากการศึกษาก่อนหน้านี้พบว่า เอนไซม์ CYP2A6 มีความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมซึ่งส่งผลต่อพฤติกรรมการสูบบุหรี่  โดยผู้สูบบุหรี่ที่มีการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 น้อยจะย่อย
สลายนิโคตินช้าและสูบบุหรี่น้อยลง แสดงให้เห็นว่าสมบัติของเอนไซม์ CYP2A6 อาจเกี่ยวกับสมบัติการย่อย
สลายนิโคติน ด้วยเหตุนี้ในการศึกษาครั้งนี้จึงศึกษาถึงคุณสมบัติของเอนไซม์ CYP2A6 ที่มีความหลากหลายทาง
พันธุกรรม โดยเลือกศึกษาจากอัลลีลที่พบในประชากรไทยได้แก่  wild-type CYP2A6, CYP2A6*5, 
CYP2A6*7,  CYP2A6*8 และ CYP2A6*10  ซึ่งในการทดลองได้ท าการกลายพันธุ์ยีน wild-type CYP2A6   
ให้ได้เป็นอัลลีลที่สนใจศึกษา น ามาแสดงออกในระบบแบคทีเรีย ท าบริสุทธิ์เอนไซม์ รวมทั้งตรวจวัดกิจกรรม 
การท างานของเอนไซม์ เทียบกับ CYP2A6*1 (Km 1.54 ± 0.49 µM และ Vmax 1.02 ± 0.06 µM. s-1) ผล
การศึกษาพบว่า เอนไซม์ที่ท าการกลายพันธุ์ทุกตัว  ได้แก่  CYP2A6*5, CYP2A6*7, CYP2A6*8 และ 
CYP2A6*10 มีประสิทธิภาพการท างานของเอนไซม์ที่ลดลง โดย CYP2A6*5 มีการเปลี่ยนแปลงค่า Km สูงที่สุด 
(13.24 ± 3.51 µM) ในขณะที่  CYP2A6*10 มีการลดลงของค่า Vmax มากที่ สุด  (0.14 ± 0.02 µM. s-1)  
นอกจากนี้ยังพบว่าการกลายพันธ์ของ CYP2A6 ยังส่งผลต่อประสิทธิภาพการถูกยับยั้งด้วยสารยับยั้ง CYP2A6 
มาตรฐาน (8-MOP) โดย CYP2A6*5 มีการเพิ่มขึ้นของค่า IC50 สูงที่สุด (3.24 ± 0.51 µM) เมื่อเปรียบเทียบกับ 
CYP2A6*1 (0.20 ± 0.09 µM)  
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Cytochrome P450 2A6 (CYP2A6) is an important enzyme responsible for nicotine 

clearance and tobacco addiction. Metabolism of nicotine, however, could reduce blood 
nicotine levels and subsequently leads to continue smoking to maintain blood nicotine level. 
Previous studies have been shown that the CYP2A6 polymorphisms associated with smoking 
behavior. Smokers with less CYP2A6 enzymes activity showed low nicotine clearance rate and 
resulted in smoke fewer cigarettes per day. Thus, enzymatic properties of allelic variants of 
CYP2A6 enzyme could affects nicotine metabolism. Therefore, this study aims to investigate 
the properties of allelic variants of CYP2A6 enzyme that had been found in Thai population, 
including CYP2A6*1 (wild-type), CYP2A6*5, CYP2A6*7, CYP2A6*8 and CYP2A6*10. Upon  
site-direct mutagenesis, all mutated CYP2A6 enzymes were construct and subsequently 
expressed, purified and the coumarin 7-hydroxylation assay was performed. The results 
showed that CYP2A6*5, CYP2A6*7, CYP2A6*8 and CYP2A6*10 exhibited low enzymatic 
efficiency comparing with CYP2A6*1 enzyme (Km 1.54 ± 0.49 µM and Vmax 1.02 ± 0.06 µM. s-1). 
The mutation in CYP2A6*5 enzyme caused lowest substrate binding affinity (Km 13.24 ± 3.51 
µM) while mutation in CYP2A6*10 enzyme results in lowest catalytic efficiency (Vmax 0.14 ± 
0.02 µM. s-1). Subsequently, these mutations effect the inhibitory activity of standard CYP2A6 
inhibitor, 8-MOP, especically the CYP2A6*5 enzyme with an IC50 value of 3.24 ± 0.51 µM (0.20 
± 0.09 µM for CYP2A6*1).    
 

 



 
บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา  

ในปัจจุบันประชากรทั่วโลกรวมถึงประชากรไทย มีแนวโน้มที่จะป่วยและเสียชีวิตจากโรคเรื้อรังต่างๆ
เช่น โรคเบาหวาน โรคมะเร็ง โรคความดันโลหิตสูง โรคหัวใจและหลอดเลือดและโรคต่างๆอันเนื่องมาจากการ
สูบบุหรี่มากขึ้น  ซึ่งเป็นปัญหาเร่งด่วนที่ควรได้รับการแก้ไขและป้องกันเพราะต้องเสียค่าใช้จ่ายในการรักษาสูง  
โดยสารนิโคติน (Nicotine) ที่เป็นส่วนประกอบหลักของบุหรี่ ออกฤทธิ์ที่ระบบประสาทส่วนกลางมีผลท าให้ผู้
สูบบุหรี่มีพฤติกรรมติดการสูบบุหรี่ (เสพติดบุหรี่) ท าให้ร่างกายได้รับสารพิษและส่งผลให้เกิดโรคต่างๆ   ทั้งนี้
เมื่อเข้าสู่ร่างกายนิโคตินส่วนใหญ่จะถูกย่อยสลายด้วยเอนไซม์ CYP2A6 ในตับได้เป็นสารประกอบโคทินีน 
(cotinine) ที่จะถูกย่อยสลายต่อไปก่อนถูกก าจัดออกจากร่างกายทางปัสสาวะ  นอกจากนี้การย่อยสลายนิโคติน
โดยเอนไซม์ CYP2A6 สามารถเกิดผลิตภัณฑ์ข้างเคียงได้เป็นสารก่อมะเร็ง nitrosamine  ขึ้นมาใหม่ส่งผลให้
เกิดโรคมะเร็งได้ จากการศึกษาพบว่าในคนที่มีอัลลีลของ cyp2a6 ที่การท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ลดลง 
เพราะเกิดการเปลี่ยนแปลงขึ้นกับเอนไซม์ CYP2A6 ทั้งการแทนที่กรดอะมิโน  หรือการเปลี่ยนแปลงกลับด้าน 
หรือการขาดหายไปของยีน  จะมีการย่อยสลายนิโคตินน้อยลง   ส่งผลให้ลดปริมาณการสูบบุหรี่ สามารถหยุด
การสูบบุหรี่ได้ง่ายขึ้นและลดอัตราการเกิดโรคมะเร็งปอด ดังนั้นการลดการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ด้วยตัว
ยับยั้งจ าเพาะ    จะส่งผลให้มีการย่อยสลายนิโคตินน้อยลง   รักษาระดับนิโคตินในกระแสเลือดไว้ให้คงอยู่ใน
กระแสเลือดนานขึ้น ส่งผลให้สูบบุหรี่ลดลง ซึ่งเป็นการลดโอกาสที่ร่างกายจะได้สัมผัสกับสารประกอบเป็นพิษ
ต่างๆในยาสูบ    จึงลดผลร้ายต่างๆที่จะเกิดข้ึนกับร่างกายในตัวผู้สูบบุหรี่และบุคคลใกล้ชิดได้ 

จากผลการศึกษาเบื้องต้นของกลุ่มผู้วิจัยที่ก าลังศึกษาสารออกฤทธิ์จากพืชสมุนไพรไทยในการออกฤทธิ์
ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ที่ย่อยสลายนิโคตินในตับของมนุษย์ในหลอดทดลอง (in vitro 
reconstitution system)  พบว่าสารสกัดจากพืชสมุนไพรหลายชนิดออกฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ 
CYP2A6 จาก cyp2a6 อัลลีลปกติ (cyp2a6*1) ในหลอดทดลองได้ และได้สารส าคัญที่ออกฤทธิ์ยับยั้งจาก
สมุนไพรทองพันชั่งและหญ้าดอกขาวที่ท าการศึกษา รวมถึงทราบกลไกในการยับยั้งของสารส าคัญเหล่านั้นใน
การยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6อย่างไรก็ตามเนื่องด้วยยีน cyp2a6 มีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมและส่งผลต่อฟีโนไทป์ในการเสพติดบุหรี่ที่แตกต่างกัน แต่การศึกษาส่วนมากมุ่งเน้นไปที่การยับยั้ง
เอนไซม์ CYP2A6 จากอัลลีลปกติเท่านั้น ด้วยเหตุนี้ผู้วิจัยจึงมุ่งหวังที่จะศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ CYP2A6 ที่เกิดขึ้นจากยีน cyp2a6 อัลลีลต่างๆที่เคยมีรายงานว่าพบในคนไทยของสารส าคัญจาก
ทองพันชั่งและหญ้าดอกขาว   โดยผู้วิจัยจะท าการกลายพันธ์ยีน cyp2a6 อัลลีลปกติในหลอดทดลองให้ได้
เป็นอัลลีลต่างๆที่เคยมีรายงานว่าพบในประชากรไทย จากนั้นท าการแสดงออกและท าบริสุทธิ์เอนไซม์ CYP2A6 
จากอัลลีลต่างๆ ร่วมกับท าบริสุทธิ์สารสกัดจากทองพันชั่งและหญ้าดอกขาวที่ออกฤทธิ์ยับยั้งCYP2A6 และ
ศึกษากลไกการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 อัลลีลต่างๆในหลอดทดลอง เพ่ือเป็นการยืนยัน
ประสิทธิผลในการน าสารส าคัญจากพืชทองพันชั่งและหญ้าดอกขาวที่มีฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ 



CYP2A6 มาใช้ช่วยลดการสูบบุหรี่ได้ในกลุ่มประชากรไทย ที่มีความหลากหลายทางพันธุกรรมของเอนไซม์ 
CYP2A6 ต่อไป  

 



 1.2 วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย (ในปแีรก) 
1. กลายพันธ์ยีน cyp2a6 อัลลีลปกติที่อยู่ในพลาสมิดดีเอ็นเอในหลอดทดลอง ให้เป็นอัลลีลต่างๆที่

เคยมีรายงานในประเทศไทย 
2. แสดงออกและท าบริสุทธิ์เอนไซม์ CYP2A6 จากอัลลีลต่างๆ และศึกษาสมบัติเอนไซม์ CYP2A6 

ของอัลลีลต่างๆนั้น  
3. ท าบริสุทธิ์สารส าคัญจากทองพันชั่งที่มีฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 

 
1.3 สมมติฐานของการทดลอง 

สารส าคญัจากสมุนไพรออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 จากอัลลีลต่างกันด้วยประสิทธิภาพที่ต่างกัน  
     

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการทดลอง 
1. ไดเ้อนไซม์ CYP2A6 อัลลีลต่างๆที่เคยรายงานว่าพบในประเทศไทย  
2. ทราบสมบัติการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 อัลลีลต่างๆที่เคยรายงานว่าพบในประเทศไทย  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 



 
บทที่ 2 

ทบทวนวรรณกรรม 
 
2.1 ทฤษฎีพื้นฐานที่เกี่ยวข้อง 

เอนไซม์ Cytochrome P450 (CYPs หรือ P450s) เป็นกลุ่มเอนไซม์ที่ท าหน้าที่ส าคัญในกระบวนการ
การเมแทบอลิซึมของสารเคมีทั้งสารที่มีอยู่ในร่างกายเช่น ฮอร์โมนและกรดไขมันต่างๆ และสารที่ร่างกายได้รับ
จากภายนอกเช่น ยาและสิ่งปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อมต่างๆ เนื่องจากเอนไซม์  P450s พบเป็นจ านวนมากใน
ร่างกายและในสิ่งมีชีวิตหลากหลายชนิด ดังนั้นเอนไซม์ P450 จึงถูกแยกย่อยและแบ่งออกเป็นกลุ่มๆตามล าดับ
ความคล้ายคลึงของล าดับกรดอะมิโนของยีนนั้นๆ โดยยีนที่อยู่ในตระกูล (Family) เดียวกันต้องมีความ
คล้ายคลึงของกรดอะมิโนมากกว่าร้อยละ 40 และยีนในตระกูลย่อย (Subfamily) เดียวกันต้องมีความคล้ายคลึง
กันของกรดอะมิโนมากกว่าร้อยละ 55 ทั้งนี้เนื่องจาก P450s ไม่ได้ถูกจัดจ าแนกตามกลุ่มของสารตั้งต้นที่ท า
ปฏิกิริยาหรือชนิดของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น   ดังนั้นเอนไซม์ P450s ในตระกูลและตระกูลย่อยเดียวกันอาจเร่ง
ปฏิกิริยาที่มีความแตกต่างหรือมีความเหมือนกันก็ได้และเอนไซม์ P450s หนึ่งเอนไซม์ยังสามารถท าปฏิกิริยากับ
สารตั้งต้นได้มากกว่า 1 ตัวอีกด้วย (Bernhardt R, 2006; Mansuy D, 1998;  Nelson et al, 1996;  Ortiz, 
2005)       

  
ภาพที่ 2-1 ปฏิกิริยาของเอนไซม์ P450s โดยแบ่งออกเป็นขั้นตอนการกระตุ้นโมเลกุลของออกซิเจน (ขั้นตอนที่ 
1-6) การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่น (ขั้นตอนที่  7 และ 8) และการปล่อยผลิตภัณฑ์  (ขั้นตอนที่  9) ที่มา 
Guengerich FG, 2001 



 
ในการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม์ P450s นั้น (ภาพที่ 2-1) เอนไซม์ P450s จะต้องได้รับอิเล็กตรอนที่

ส่งผ่านมาจาก เอนไซม์ NADPH-cytochrome P450 reductase (CPR) โดยที่อิเล็กตรอนตัวแรกจะรีดิวซ์เหล็ก 
(Fe3+ เป็น Fe2+) ที่เป็นส่วนประกอบหนึ่งของเอนไซม์ P450s เพ่ือให้เอนไซม์ P450s สามารถจับกับออกซิเจน
ได้ ส่วนตัวอิเล็กตรอนตัวที่สองจะกระตุ้นให้เกิดการเปลี่ยนแปลงในโมเลกุลของออกซิเจนให้เกิดเป็น
สารประกอบไอรอนไฮดรอกซิล (iron-hydroxy complex) และเร่งการเกิดปฏิกิริยาต่อไปโดยเอนไซม์ทั้งสอง
จะท างาน ร่ วมกั น ใน  Endoplasmic reticulum ของ เซลล์ ในก าร เร่ งป ฏิ กิ ริ ย าต่ า ง เช่ น  Squalene 
monooxygenase, Heme oxygenase และโดยเฉพาะอย่างยิ่ งเอนไซม์ ในกลุ่ม Cytochrome P450 ที่
เกี่ ยวข้องกับกระบวนการเมแทบอลิซึมที่ ส าคัญ ต่ างๆ (Bernhardt R, 2006; Emre M et al, 2007; 
Guengerich FG, 2001; Ortiz, 2005) รวมถึงตัวรับอิเล็กตรอนอ่ืนๆเช่น  cytochrome c และ ferricyanide 
ด้วยเช่นกัน  

เอนไซม์ CPR เป็นเอนไซม์ที่มีส่วนจับกับเยื่อหุ้มเมมเบรนและประกอบด้วยโมเลกุลของ FAD และ 
FMN ท าหน้าที่เป็นโคเอนไซม์ช่วยในการขนส่งอิเล็กตรอน โดยอิเล็กตรอนจะถูกขนส่งจาก NADPH ผ่านโมเลกุล
ของ FAD และ FMN ไปยังตัวรับอิเล็กตรอนดังที่กล่าวในเบื้องต้น   เนื่องด้วย เอนไซม์ CPR เป็นเอนไซม์ที่ท า
หน้าที่ส าคัญในการท างานของเอนไซม์ P450s ที่มีความส าคัญอย่างมากต่อการด ารงชีวิตของสิ่งมีชีวิต ดังนั้นจึง
ได้มีการศึกษาเอนไซม์ CPR ในสิ่งมีชีวิตหลายชนิดเช่น CPR ของคน, หนูและแมลงวัน  อย่างกว้างขวาง (Shen 
et al., 1989; Dohr et al., 2001; Murataliev et al, 1999)   โดยจากการศึกษาโครงสร้างสามมิติของ CPR 
ในหนูพบว่า  CPR ประกอบด้ วย  4 โด เมน  คือ  NH2-terminal, FMN-binding domain, FAD-binding 
domain, และNADPH-binding domain (Wang et al., 1997) โดยส่วน FMN domain จะแยกออกมาให้
เห็นเด่นชัด ในขณะที่ส่วน FAD-binding domain และ NADPH-binding domain จะอยู่รวมกัน (ภาพที่ 2-2)  

 

 
ภาพที่ 2-2 แบบจ าลองของ Cytochrome P450s (ซ้าย) และ P450s Oxoidoreductase (ขวา) ซึ่งเรียงตัว 

  

FMN-binding domain 

FAD-binding domain 

NADPH-binding domain   
 

 



               กันอยู่ใน Endoplasmic reticulum  
 
2.2 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

โรคระบบทางเดินหายใจจากการสูบบุหรี่ โดยเฉพาะโรคมะเร็งปอดและโรคถุงลมปอดโป่งพอง  จัดเป็น
ปัญหาส าคัญในหลายประเทศทั่วโลกรวมถึงประเทศไทย    จากการคาดการณ์ขององค์กรอนามัยโลก (WHO) 
คาดว่าในปี พ.ศ. 2573 จะมีผู้เสียชีวิตด้วยโรคดังกล่าวถึง 8 ล้านคน (WHO, 2008) ส าหรับประเทศไทยในปี 
2549 มีการประมาณการว่าโรคระบบทางเดินหายใจจากการติดบุหรี่ท าให้เกิดการสูญเสียทางเศรษฐกิจถึง 9.86 
ล้านบาท (Bundhamcharoen,2012)  ล่าสุดจากผลการส ารวจในปี พ.ศ. 2554 พบว่ามีคนไทยสูบบุหรี่
มากกว่า 11 ล้านคนหรือมากกว่า 21 % ของประชากรทั้งประเทศ   โดยผู้เสพบุหรี่ส่วนใหญ่อยู่ในวัยท างาน 
โดยที่อัตราการสูบบุหรี่เพิ่มข้ึนในกลุ่มเยาวชน กลุ่มผู้ไม่เคยเรียนหนังสือและผู้อาศัยอยู่นอกเขตเทศบาล  รวมถึง
ผู้มีฐานะในระดับปานกลางทั่วไป  โดยที่อัตราดังกล่าวยังคงเพ่ิมขึ้นอย่างต่อเนื่องอันเนื่องมาจากการรุกคืบของ
ธุรกิจยาสูบผ่านทางสื่อโฆษณา การปรับปรุงรูปลักษณ์ภายนอกของหีบห่อบรรจุและการปรับราคาให้ถูกลง 
รวมถึงการสูบยาสูบในรูปแบบอ่ืนๆเช่น ยาเส้นที่มีราคาถูกในกลุ่มผู้มีรายได้น้อย และบารากู่ในหมู่วัยรุ่นและวัย
ท างานโดยเฉพาะในวัยรุ่นผู้หญิง   จากการศึกษาพบว่ามีเพียง 1.77 ล้านคนเท่านั้นที่เคยและพยายามเลิกบุหรี่
แต่ไม่ส าเร็จโดยมีค่าเฉลี่ยของการเลิกบุหรี่ได้ก่อนกลับมาสูบซ้ าคือ 11.44 เดือน โดยสาเหตุเกิดจากการ
หงุดหงิด/ฉุนเฉียว/โกรธง่าย ถึงร้อยละ 38.61 และเพราะความเครียดร้อยละ 27.42  และพบว่าถึงแม้เลิกบุหรี่
ไปแล้วถึง 20 ปีก็สามารถกลับมาสูบบุหรี่ได้อีก แสดงให้เห็นว่าการเสพติดบุหรี่เพียงหนึ่งครั้งส่งผลให้ต้องเสพติด
บุหรี่และสามารถเลิกการเสพบุหรี่ได้ยาก (ศรันยาและคณะ 2551; ศิริวรรณ และคณะ 2552; 2554; 2555)
  

จากการศึกษาพบว่าบุหรี่ประกอบไปด้วยสารประกอบต่างๆมากมายกว่า 4,000 ชนิด โดยที่มากกว่า 
40 ชนิดเป็นสารพิษและสารก่อมะเร็งซึ่งเมื่อเกิดการเผาไหม้ขึ้นและได้รับการสูดเข้าไปในปอด   ดังนั้นโรค
ทางเดินหายใจเช่น โรคมะเร็งปอดและโรคถุงลมปอดโป่งพอง จึงเป็นโรคที่พบมากในกลุ่มผู้สูบบุหรี่และผู้ใกล้ชิด   
นอกจากนี้กลุ่มผู้สูบบุหรี่ยังเป็นกลุ่มเสี่ยงที่จะมีอาการของโรคหัวใจขาดเลือด โรคหัวใจวาย และโรคที่เกี่ยวข้อง
ต่างๆ (ศิริวรรณ และคณะ 2555)  โดยอุบัติการการเกิดโรคต่างๆเหล่านี้ เกิดขึ้นเนื่องจากนิโคตินที่ เป็น
สารประกอบหลักในบุหรี่ที่มีผลท าให้ หัวใจเต้นเร็วขึ้นและเพ่ิมความดันโลหิต (Benowitz, 2008)  นอกจากนี้
นิโคตินยังมีผลให้เสพติดการสูบบุหรี่โดยไปออกฤทธิ์กระตุ้นระบบการตอบสนองต่อความยินดี  ผ่านการจับกับ
ตัวรับนิโคตินที่บริเวณปลายประสาทของสมองส่วน VTA  ท าให้เกิดการหลั่งสารสื่อประสาทโดปามีนออกมา
มากขึ้น  มีผลท าให้ผู้สูบบุหรี่มีความรู้สึกสุขใจสบายใจและลดความเครียดต่างๆ    ผู้สูบบุหรี่จึงสูบบุหรี่เพ่ือคง
ระดับนิโคตินในกระแสเลือดและในสมองให้เกิดความรู้สึกมีความสุขต่อไป  ส่งผลให้ผู้สูบบุหรี่และบุคคล
ใกล้เคียงได้รับสารพิษต่างๆ ในบุหรี่ไปด้วย (Hukkanen et al, 2005)  ทั้งนี้ประมาณ 80-90% ของนิโคตินที่
เข้าสู่ร่างกายผ่านทางการดูดซึมที่เนื้อเยื่อคัดหลั่งที่ปาก ระบบทางเดินหายใจและระบบทางเดินอาหาร   จะถูก
ย่อยสลายโดยกลไกหลักด้วยเอนไซม์ CYP2A6 ในตับเกิดเป็นสารประกอบ nicotine 1(5)- iminium ซึ่งจะถูก
เปลี่ยนเป็นโคทินินโดยเอนไซม์ aldehyde oxidase  (Hukkanen et al, 2005) หลังจากนั้นโคทินินที่เกิดขึ้น
จ ะ เกิ ด ป ฏิ กิ ริ ย า  hydroxylation ได้ เป็ น ส ารป ระกอบ ต่ า งๆ  เช่ น  trans-3’-hydroxycotinine, 5’-
hydroxycotinine และ nornicotine (ภาพที่ 1) ซึ่งสุดท้ายทั้งโคทินินและสารประกอบที่ได้จากโคทินินต่างๆ 



จะถูกเติมหมู่น้ าตาล (glucoronation)  และขับออกทางปัสสาวะ  (Benowitz, 2008; Flammang et al, 
1992)          

 ภาพที่ 2-1 กลไกในการก าจัดนิโคติน (Hukkanen et al, 2005)         
 
 ใ น ค น พ บ ว่ า มี เ อ น ไ ซ ม์  P450 ถึ ง  18 ก ลุ่ ม แ ล ะ  43 ก ลุ่ ม ย่ อ ย  ( http://drnelson. 
utmen.edu/Cytochrome P450.html) โดยเอนไซม์ CYP2A6 ในตับที่สามารถย่อยสลายนิโคตินได้ดีด้วยค่า
ความสามารถในการจับกับสารตั้งต้น (Km) ต่อนิโคตินที่ต่ าและอัตราการเร่งปฏิกิริยา (Vmax) ที่สูง (Patten et 
al, 1996)      CYP2A13 ที่พบในระบบทางเดินหายใจ CYP2B6 ที่พบในสมอง ล าใส้เล็กและไต CYP2D6 ที่พบ
ในสมองและ CYP2E1 ที่พบในปอดและสมอง ถูกรายงานว่าสามารถย่อยสลายนิโคตินในคน (Hukkanen et al, 
2002; Miksys et al, 2002; Su et al, 2000)   อย่างไรก็ตามบทบาทของเอนไซม์ CYP2A13 ในระบบทางเดิน
หายใจต่อการย่อยสลายนิโคตินยังไม่ชัดเจน เพราะในผู้เสพบุหรี่ที่มีการท างานของ CYP2A13 น้อย   ยังคงมี
โอกาสเกิดมะเร็งในระบบทางเดินหายใจสูง (Jiang et al, 2004)    ส าหรับเอนไซม์ CYP2B6 และ CYP2D6 
ไม่ได้เป็นเอนไซม์หลักในการย่อยสลายนิโคติน เพราะคนที่มีการท างานของเอนไซม์ทั้งสองน้อย (poor 
metabolizer, PM) และดีมาก (extensive metabolizer, EM) มีอัตราการสลายนิโคตินและโคตินินไม่ต่างกัน 
(Benowitz et al, 1996)  ในขณะที่เอนไซม์ CYP2E1 เกี่ยวข้องกับการได้รับแอลกอฮอลล์มากกว่านิโคติน 
แสดงให้เห็นว่า  การย่อยสลายของนิโคตินที่ตับโดยเอนไซม์ CYP2A6 เป็นกระบวนการหลักของร่างกายในการ
ก าจัดนิโคตินและการกระตุ้นการสูบบุหรี่  ซี่งส่งผลเกี่ยวพันกับการเกิดโรคมะเร็งต่างๆในระบบทางเดินหายใจใน



ผู้สูบบุหรี่   นอกเหนือไปจากความสามารถในการย่อยสลายนิโคตินแล้ว  เอนไซม์ CYP2A6 ยังถูกพบว่าสามารถ
ย่อยสลายสารประกอบอ่ืนๆได้  เช่นสาร coumarin ไปเป็นผลิตภัณฑ์  7-hydroxycoumarin (ปฏิกิริยา 
coumarin-7-hydroxylase) ที่นิยมน ามาใช้เป็นตัวตรวจสอบการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ในหลอดทดลอง 
(Miles et al, 1990)           



            จากการศึกษาในประชากรพบว่ายีน cyp2a6 มีความหลากหลายทางพันธุกรรม (polymorphism) ถึง 
38 อัลลีลที่แตกต่างกัน (http://www.imm.ki.se/cypalleles และ Koudsi et al, 2009) ซึ่งมีท้ังอัลลีลที่ท างาน
ผิดปกติหรือไม่สามารถย่อยนิโคตินได้และที่สามารถย่อยนิโคตินได้ดีเกินไป (Kamataki et al, 2005)   โดยที่
ความหลากหลายในการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ส่งผลต่อการย่อยสลายนิโคตินและมีบทบาทที่ส าคัญในการ
ก าหนดพฤติกรรมการสูบบุหรี่ เช่นผู้สูบบุหรี่ที่ย่อยสลายนิโคตินน้อยจะสูบบุหรี่ต่อวันน้อยกว่าคนที่ย่อยสลาย
นิโคตินได้ดีและมีความเสี่ยงในการเสพติดนิโคตินน้อย    ในทางตรงกันข้ามผู้สูบบุหรี่ที่มีการเพ่ิมจ านวนยีน 
cyp2a6 หรือมีการย่อยสลายนิโคตินได้ดีมากจะมีการสูบบุหรี่มากกว่าคนปกติและมีโอกาสที่เป็นมะเร็งเนื่องจาก
การสู บบุ หรี่ มากกว่ าปกติ  (Schoedel et al, 2004; Sellers et al 2000; Tyndale & Sellers 2002)  ที่
น่าสนใจเป็นอย่างมากคือในผู้สูบบุหรี่ที่มีการขาดหายไปของยีน cyp2a6   จะมีอัตราเสี่ยงในการเป็นมะเร็งปอด
น้อยมาก   อย่างไรก็ตามไม่มีความสัมพันธ์ในกรณีผู้ไม่สูบบุหรี่ (Kamatiki et al, 2005; Miyamoto et al, 
1999)   
 ทั้ งนี้ ส ามารถแบ่ งเป็ นกลุ่ มได้ดั งนี้  1) กลุ่ มคนที่ มี อัลลีลของ cyp2a6 ปกติมากกว่าสองชุด 
(cyp2a6*1X2A หรือ cyp2a6*1X2B) ที่มีการท างานของเอนไซม์  CYP2A6 ดีกว่า ปกติมาก (Ultrarapid 
Metabolizer; UM) 2) กลุ่มคนที่มีอัลลีลของ cyp2a6 ปกติสองชุด (cyp2a6*1A/*1A หรือ cyp2a6*1A/*1B 
หรือ cyp2a6*1B/*1B) ที่มีการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ปกติ (Extensive Metabolizer; EM) ซึ่งคนในทั้ง
สองกลุ่มนี้พบว่าจะย่อยสลายนิโคตินได้เร็วและสูบบุหรี่มากกว่าคนปกติ 3) คนที่มีอัลลีลของ cyp2a6 ปกติหนึ่ง
ชุ ด แล ะ อั ล ลี ล อ่ื น ๆ  ที่ มี ก ารท า งาน ขอ งเอน ไซม์  CYP2A6 ลด ล งห นึ่ งชุ ด  (cyp2a6*1A/*4C ห รื อ 
cyp2a6*1B/*4C หรือ cyp2a6*1A/*7 หรือ cyp2a6*1A/*8 หรือ cyp2a6*1A/*9 หรือ cyp2a6*1A/*10 
หรือ cyp2a6*1B/*7 หรือ cyp2a6*1B/*8 หรือ cyp2a6*1B/*9 หรือ cyp2a6*1B/*10) ซึ่งจะมีการท างาน
ของเอนไซม์ CYP2A6 น้อยกว่าปกติ (Intermediate Metabolizer; IM) และ 4) กลุ่มคนที่มีกลุ่มคนที่มีอัลลี
ลของ cyp2a6 อ่ืนๆ ที่มีการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ลดลงสองชุดหรือหนึ่งชุดร่วมกับอัลลีล cyp2a6*4C 
ที่ยีนของ cyp2a6 หายไป (cyp2a6*7/*9 หรือ cyp2a6*7/*10 หรือ cyp2a6*9/*10 หรือ cyp2a6*4C/*9) 
หรือมีอัลลีล cyp2a6*4C ที่ยีนของ cyp2a6 หายไปสองชุด (cyp2a6*4C/*4C) ท าให้มีการท างานของเอนไซม์ 
CYP2A6 ต่ ากว่าปกติมากหรือไม่มีเลย (Poor Metabolizer; PM) (Di et al ., 2009; Lynch & Price., 2007) 
โดยคนกลุ่ม PM นี้พบว่าจะย่อยสลายนิโคตินช้า มีอัตราการสูบบุหรี่ต่อวัน ความเสี่ยงในการเสพติดนิโคตินและ
การเป็นมะเร็งปอดน้อยกว่าผู้สูบบุหรี่ทั่วไป รวมถึงเลิกสูบบุหรี่ได้ง่ายกว่าผู้สูบบุหรี่ที่มีการท างานของ เอนไซม์ 
CYP2A6 ปกติหรือดีกว่าปกติ (Miyamoto et al., 1999; Tyndale & Sellers., 2001, 2002)  
 จากการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีนCYP2A6 ในประเทศไทยพบว่าประเทศไทยมี
ประชากรที่มีการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ปกติ (EM) น้อยกว่าปกติ (IM) และต่ ากว่าปกติมาก (PM) ร้อย
ละ 45.4 ร้อยละ 47.9 และร้อยละ 6.7 ตามล าดับ เมื่อศึกษาความถี่ในการกระจายตัวของอัลลีลในกลุ่ม
ประชากรพบว่าประชากรไทยมีความถี่ในการกระจายตัวของอัลลีลปกติ  (cyp2a6*1A และ cyp2a6*1B) 
รวมกันถึงร้อยละ 69.3 และมีความถี่ในการกระจายตัวของ cyp2a6*4C ที่เป็นการขาดหายไปของยีน cyp2a6 
เพียงร้อยละ 9.3 เท่านั้น (Mahavorasirikul et al., 2009; Peamkrasatam et al., 2006) ในขณะที่ร้อยละ 
21.4 คือ cyp2a6 อัลลีลอื่นๆ  นอกจากนี้ยังพบว่าผู้สูบบุหรี่ร้อยละ 37.5 จะมีอัลลีลที่มีการท างานของเอนไซม์ 
CYP2A6 ปกติ (EM) และคนกลุ่มนี้จะสูบบุหรี่ต่อวันมากกว่ากลุ่มคนที่มีการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 น้อย 

http://www.imm.ki.se/cypalleles


(IM) และต่ ากว่าปกติ (PM) (Apinanet al., 2010; Mahavorasirikul et al., 2009) ด้วยเหตุที่ประชากรส่วน
ใหญ่ของประชากรไทยเป็นคนที่มีการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 แบบปกติ (EM) และน้อยกว่าปกติ (IM) ท า
ให้ผู้สูบบุหรี่คนไทยมีแนวโน้มจะเสพติดบุหรี่ได้ง่ายเพราะระดับนิโคตินในเลือดลดลงอย่างรวดเร็ว  จึงต้องสูบ
บุหรี่เพ่ิมขึ้นเพ่ือคงระดับนิโคตินในเลือดไว้ ท าให้ส่งผลเสียต่อสุขภาพทั้งผู้สูบบุหรี่และผู้ใกล้ชิด   แม้ว่าจะยังต้อง
มีการศึกษาเพ่ิมเติมถึงความเก่ียวข้องหรือบทบาทของความหลากหลายทางพันธุกรรมของ cyp2a6 อัลลีลต่างๆ
กับความสามารถในการย่อยสลายนิโคตินและพฤติกรรมการเสพติดบุหรี่ในผู้สูบบุหรี่และไม่สูบบุหรี่ในประเทศ
ไทยต่อไป แต่การลดการสูบบุหรี่โดยการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 เพ่ือคงระดับของนิโคตินใน
เลือด น่าที่จะเป็นอีกหนึ่งกลไกที่ส าคัญที่น่าจะช่วยลดการสูบบุหรี่ในผู้สูบบุหรี่ได้ (ทรงกลด สารภูษิต 2554) 
           เนื่องด้วยการเสพติดบุหรี่จากนิโคตินเป็นสิ่งที่จ าเป็นต้องได้รับการรักษาและโรคมะเร็งปอดที่เกิดจากสูบ
บุหรี่เป็นโรคอันตรายร้ายแรงที่พบทั้งในผู้สูบบุหรี่และผู้ใกล้ชิด ในปัจจุบันจึงมียาที่เป็นนิโคตินทดแทน (NRT) 
ต่างๆ ทั้งในรูปของนิโคตินหมากฝรั่งชนิดเคี้ยว   นิโคตินชนิดแผ่นติดผิวหนังที่มีประสิทธิภาพสูงมาใช้ร่วมกับการ
บ าบัดพฤติกรรมของผู้สูบบุหรี่  เพ่ือช่วยให้ผู้สูบบุหรี่เลิกจากการสูบบุหรี่แต่การบ าบัดด้วยวิธีนี้ยังไม่ได้รับความ
นิยมเนื่องจากความไม่สะดวกในการใช้   ไม่มีประสิทธิภาพที่รวดเร็วและมีผลข้างเคียงต่างๆ (Sellers et al, 
2003)  อีกหนึ่งวิธีที่ใช้ในการบ าบัดคือการใช้ยาที่ไปลดการท างานของตัวรับนิโคตินในสมองซึ่งจะส่งผลให้ลด
อาการเสพติดนิโคตินลง เช่น ยาในกลุ่ม bupropion HCl และ vareniclineซึ่งเป็นยาในกลุ่มที่ใช้ก่อน (first-
line drug) และยา nortriptylineและ clonidine ซึ่งเป็นยาในกลุ่มถัดไป (second-line drug)  แต่ยาต่างๆ
เหล่านี้ให้ผลข้างเคียงกับผู้ใช้ยา  โดย bupropion HClท าให้เกิดอาการนอนไม่หลับ ปากแห้ง มื่อสั่นและปวด
ศรีษะ (Carrozzi et al, 2008) ในขณะที่ varenicline ท าให้เกิดอาการอาเจียนและปวดหัว (Gonzalez et al, 
2006; Jorenhy et al, 2006) ส่วนยา second-line drug จะท าให้เกิดอาการง่วงนอน อ่อนเพลีย มึนงง ความ
ดันโลหิตสูง ตาพร่า หน้ามืด มือสั่น (Carrozzi et al, 2008)  และเนื่องจากเอนไซม์ CYP2A6 มีบทบาทส าคัญ
ในการย่อยสลายนิโคตินในคน   ดังที่พบความสัมพันธ์ในผู้ที่มีการขาดหายของยีน CYP2A6  ดังนั้นการยับยั้ง
การท างานของเอนไซม์ CYP2A6 จึงเป็นอีกหนึ่งวิธีทางเลือกในการช่วยบ าบัดอาการเสพติดบุหรี่ได้ (Sellers et 
al, 2003) 
           ในปัจจุบันมีสารหลายตัวที่สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้เช่นสาร methoxsalen 
(8-methoxypsoralen) ที่เป็นสารในกลุ่ม pyranocoumarin ที่สามารถยับยั้งการย่อยสลายนิโคตินและยับยั้ง
การกระตุ้นการเกิดมะเร็งในหนูได้ (Damaj et al, 2007; Miyazaki et al, 2005) เมื่อใช้ coumarin เป็นตัว
ตรวจสอบพบว่า 8-MOP มีกลไกการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ทั้งแบบแข่งขันที่ผันกลับได้ 
(competitive inhibition) และการยับยั้งกลไกการย่อยสลายแบบ mechanism-based inhibition (MBI-สาร
ยับยั้งถูกย่อยสลายโดยเอนไซม์แต่ผลิตภัณฑ์หรือตัวกลางที่เกิดขึ้นจับแน่นกับเอนไซม์ ท าให้เอนไซม์หมดสภาพ
ในการท างาน) (Siu and Tyndale, 2007; von Weymarn et al, 2005)  และเนื่องจากกลไกการยับยั้งแบบ 
MBI นี้มีการสร้างพันธะโควาเลนท์ขึ้นระหว่างสารยับยั้งกับกรดอะมิโนบริเวณเร่ง(active site) ท าให้เกิดการ
ยับยั้งการท างานของเอนไซม์อย่างถาวร (enzyme inactive) และท าให้ต้องมีการสร้างเอนไซม์ใหม่ขึ้นมาแทนที่
เอนไซม์ที่สูญเสียการท างานไป   ดังนั้นยา tranylcypromine และยา tryptamine ซึ่งมีกลไกการยับยั้งการ
ท างานแบบ competitive inhibition จึงมีประสิทธิภาพการท างานที่ด้อยกว่า 8-MOP เนื่องจากประสิทธิภาพใน
การยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 ของยา tranylcypromine และยา tryptamineจะลดลงเมื่อได้รับสารตั้งต้นทั้ง 



coumarinและนิโคตินเพ่ิม    นอกจากนี้การศึกษาเบื้องต้นในคนพบว่า 8-MOP สามารถลดการย่อยสลายนิโคติน
และพบว่าสามารถลดการก าจัดนิโคตินออกจากร่างกายได้ (Sellers et al, 2000, 2003a) โดยผู้สูบบุหรี่ที่ได้รับ 
8-MOP หรือ tranylcypromine ร่วมกับการได้รับนิโคตินจะมีการเพ่ิมระดับของนิโคตินในกระแสเลือดและลด
การสูบบุหรี่ลง  โดยเพ่ิมระยะเวลาก่อนที่จะสูบบุหรี่มวนต่อไปให้ยาวนานขึ้น (Sellers et al, 2000) แม้ในที่สุด
จะพบว่าทั้ง 8-MOP หรือ tranylcypromine ส่งผลกระทบข้างเคียงต่อผู้ใช้ท าให้ต้องระงับการใช้สารทั้งสองตัวนี้   
แต่ผลการศึกษาทั้งหมดแสดงให้เห็นว่าสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 ในการย่อยสลายนิโคตินสามารถลดท า
ให้ผู้สูบบุหรี่สูบบุหรี่น้อยลงได้ (Sellerset al, 2003; Siu and Tyndale, 2007) จึงได้มีการศึกษาโดยใช้สร้างสาร
สังเคราะห์ต่างๆขึ้น (synthetic compounds) เพ่ือน ามาใช้ในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 เช่น
สารที่มีโครงสร้าง 3-heteroaromatic และ 3-aliphatic pyridine เป็นโครงสร้างหลักท่ีพบว่าสามารถยับยั้งการ
ท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้อย่างจ าเพาะเจาะจง (Yano et al, 2006) หรือสาร selegiline ที่ถูกสังเคราะห์
ขึ้นเพ่ือยับยั้งการท างานของเอนไซม์ monoamine oxidase ที่พบว่าสามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ 
CYP2A6 ได้ด้วย (Siu and Tyndale, 2008) และสารสังเคราะห์  N1-(4-fluorophenyl) cyclopropane-1-
caboxamide ที่ สามารถยับยั้ งการท างานของเอนไซม์  CYP2A6 ด้ วยเช่นกัน (Rahnasto et al, 2008) 
เช่นเดียวกับการรักษาโรคเรื้อรังต่างๆ แนวโน้มในการรักษาการเสพติดการสูบบุหรี่ก็มีการน าสารจากธรรมชาติ 
(natural products) มาใช้เพ่ือลดความเป็นพิษและผลข้างเคียงเช่น การใช้ menthol ซึ่งเป็นสารแต่งกลิ่นใน
อาหาร ผสมลงในบุหรี่และพบว่าสามารถเพ่ิมครึ่งชีวิตของสารโคทินินในกระแสเลือดในผู้เสพบุหรี่ผู้หญิงได้ 
(Ahijevych et al, 2002)  เพราะ menthol มีฤทธิ์ในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้ในระดับ
หนึ่ง (MacDougall et al, 2003)    นอกจากนี้น้ าส้มโอ (grapefruitjuice) ก็สามารถยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ CYP2A6 ในการย่อยสลายสาร coumarinได้เช่นเดียวกันแต่ไม่ดีเท่ากับการยับยั้งเอนไซม์ CYP3A4 
ในขณะที่สารสกัด nootkatoneบริสุทธิ์ที่สกัดจากส้มโอสามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้ดีแต่
ไม่มีรายงานถึงความจ าเพาะในการยับยั้ง (Merket et al, 1994; Runkel et al, 1997; Tassaneeyakul et 
al, 2000) ในขณะที่สารสกัดจาก Kava และสารในกลุ่ม kavalactoneสามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ 
CYP3A4 และ CYP2C9 ที่เกี่ยวกับการย่อยสลายสารแปลกปลอมภายนอกอ่ืนๆได้ดีกว่าเอนไซม์ CYP2A6 
(Mathews et al, 2002)  สารประกอบ isothiocyannateในกลุ่มผักกะหล่ าก็มีประสิทธิภาพที่ต่ าในการยับยั้ง
การท างานของเอนไซม์  CYP2A6 และ CYP2A13 และต้องถูกดัดแปลงในหลอดทดลองก่อนเพ่ือเพ่ิม
ป ระสิ ท ธิ ภ าพ ใน ก ารยั บ ยั้ ง ให้ เ พ่ิ ม ขึ้ น  (von Weymarn et al, 2007)  เมื่ อ เป รี ย บ เที ย บ กั บ ส าร 
decursinolangelate ซึ่ งเป็นสารในกลุ่ม pyrano-coumarin ที่สกัดได้จากรากของ Angellica gigas (มี
โครงสร้างคล้ายกับ coumarin ที่เป็นสารตั้งต้นของเอนไซม์ CYP2A6) ที่สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ 
CYP2A6 ได้แบบ mechanism-based inhibition (Yoo et al, 2007) แสดงให้ เห็นว่าสารจากสมุนไพร
ธรรมชาติที่มีสมบัติในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้ดี  น่าจะส่งผลให้ลดการย่อยสลายนิโคติน
รักษาระดับนิโคตินในกระแสเลือดไว้ให้คงอยู่ในกระแสเลือดนานขึ้นส่งผลให้สูบบุหรี่ลดลงโดยไม่มีผลข้างเคียง
และไม่เป็นพิษต่างร่างกาย จึงเป็นหนึ่งในแนวทางเลือกที่ส าคัญในการป้องกันการเสพติดบุหรี่  รวมถึงลดระดับ
การเป็นมะเร็งปอดท้ังในผู้สูบบุหรี่และผู้ใกล้ชิดไดต้่อไป (ทรงกลด สารภูษิต 2554) 

อย่างไรก็ตามการศึกษาฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 ทั้งหมดข้างต้นมุ่งเน้นไปที่การยับยั้งเอนไซม์ 
CYP2A6 จาก    อัลลีลปกติเท่านั้น  ไม่ได้ศึกษาถึงผลอันเนื่องมาจากความแตกต่างทางพันธุกรรมของยีน 



cyp2a6 ที่อาจส่งผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์ CYP2A6 ที่อาจจะแตกต่างกันไปได้ ทั้งนี้ผลการค้นคว้าล่าสุด
พบว่าเอนไซม์ CYP2A6 ที่ได้จากอัลลีลที่แตกต่างกันมีสมบัติของเอนไซม์ที่แตกต่างกัน และยังพบว่า 8-MOP ซึ่ง
เป็นตัวยับยั้งมาตรฐานของเอนไซม์ CYP2A6 ออกฤทฺธิ์ยับยั้งการท างานของ CYP2A6 จากอัลลีลต่างๆได้
แตกต่างจากเอนไซม์ CYP2A6 จากอัลลีลปกติ (Tiong et al., 2014) ด้วยเหตุนี้การวิจัยครั้งนี้จึงมุ่งเน้นการ
สร้างเอนไซม์ CYP2A6 อัลลีลต่างๆที่เคยรายงานว่าพบในประเทศไทย เพ่ือเป็นตัวตรวจสอบการท างานของ
เอนไซม์ CYP2A6 ทีส่ าคัญในการศึกษาการยับยั้งด้วยเอนไซม์ CYP2A6 ต่อไป  

 
 
 



 
บทที่ 3 

สารเคมีและวิธีการทดลอง   
 

3.1 สารเคมี 
1. Acetic acid glacial (CH3COOH) MW 60.053 บริษัท Carlo erba ประเทศสหรัฐอเมริกา 
2. Acrylamide (C3H5NO) MW 71.80 บริษัท ACROS ORANIC ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3. Agar บริษัท Criterion ประเทศสหรัฐอเมริกา 
4. Ammonium persulfate บริษัท Carlo erba ประเทศฝรั่งเศส 
5. Albumin บริษัท ACROS ORANIC ประเทศสหรัฐอเมริกา 
6. 5-Aminolevulinic acid hydrochloride ( -ALA) MW 167.59 บริษัท SIGMA-ALDRICH,CO 

ประเทศสหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 
7. Ammonium persulfate (APS) ((NH4) S2O8) MW 228.20 บริษัท Bio Basic INC  

ประเทศแคนาดา 
8. Ampicilin (C16H18N3NaO4S) MW.371.39 บริษัท Bio Basic INC ประเทศแคนาดา 
9. Bisacrylamide MW 154.20 บริษัท Promega Corporation ประเทศสหรัฐอเมริกา 
10. Bardford ยี่ห้อ Bio-rad บริษัท Bio-rad Laboratories, Inc ประเทศสหรัฐอเมริกา 
11. Coomassie Brilliant Blue G-250 
12. Coumarin (C9H6O2) MW 146.15 บริษัท Fluka Analytical ประเทศฝรั่งเศส 
13. Dipotassium hydrogen phosphate (K2HPO4) MW 174.16 บริษัท Carlo erba analytical 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 
14. Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) MW 141.96 บริษัท Fisher scientific analytical 

grade ประเทศอังกฤษ 
15. Ethyl alcohol absolute (C2H5OH) MW 46.070 บริษัท Carlo erba ประเทศสหรัฐอเมริกา  
16. Glycerol (CH2OHCHOHCH2OH) MW 92.095 ยี่ห้อ Carlo erba บริษัท Bio Basic INC. ประเทศ

แคนาดา 
17. Glycine MW 75.10 ยี่ห้อ UPS Grade บริษัท RESEARCH ORGANICS ประเทศสหรัฐอเมริกา 
18. Hydrochloric acid (HCl) MW 36.46 บริษัท Carlo erba ประเทศสหรัฐอเมริกา 
19. Imidazole MW 68.08 บริษัท Bio Basic INC ประเทศแคนาดา 
20. Isopropyl–ß-D-thiogalactopyranoside (IPTG) MW 238.31 บริษัท Promega ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 
21. LB agar, Difcotm, บริษัท Dickinson company ประเทศสหรัฐอเมริกา 
22. N, N, N’, N'-Tetramethylethylenediamine (TEMED) MW 116.20 บริษัท RESEARCH 

ORGANICS ประเทศสหรัฐอเมริกา 



23. Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate ในรูปรีดิวซ์ (NADPH) บริษัท Fluka HPLC 
grade ประเทศสหรัฐอเมริกา 

24. Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) (C6H5CH2SO2F) บริษัท Bio Basic INC  
ประเทศแคนาดา 

25. Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) MW 136.09 บริษัท Carlo erba  
ประเทศสหรัฐอเมริกา 

26. Sodium chloride (NaCl) MW 58.443 บริษัท Carlo erba ประเทศสหรัฐอเมริกา 
27. Sodium dodecyl sulfate (SDS) (C12H25OSO3Na) MW 288.83 บริษัท BIO BASIC INC. ประเทศ

แคนนาดา 
28. Sodium hydroxide (NaOH) MW 39.997 บริษัท Carlo erba ประเทศสหรัฐอเมริกา 
29. Trytone Power ยี่ห้อ Biotech บริษัท Bio Basic INC ประเทศแคนาดา 
30. Tris-Hydrochloride ยี่ห้อ Promega บริษัท Promega Corporation ประเทศสหรัฐอเมริกา 
31. Tris(Hydroxymethyl) - aminomethane(NH2C(CH2OH)3) MW 121.14 บริษัท USB Corporation 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 
32. Triton X-100 
33. Yeast extract บริษัท Bio Basic INC. ประเทศแคนาดา 
34. 1,2-dilauryl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine (DLPC) MW 621.83 บริษัท Bio Basic INC 

ประเทศแคนาดา 
35. น้ ากลั่น 

 

3.3 วิธีการทดลอง 
3.3.1 การสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอจากเชื้อแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ์ XL1-Blue ที่ได้รับการ
ส่งผ่านพลาสมิด DNA ที่บรรจุยีน pET∆-23-2A6 

เลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย E.coli สายพันธุ์ XL-1 Blue ที่มีพลาสมิดดีเอ็นเอที่มียีน Cytochrome P450 2A6 
(cyp2a6) (pET-∆-23-2A6) ที่สั่งสังเคราะห์ขึ้นว าหรับงานวิจัยนี้ น าตะกอนเซลล์ที่ได้ไปสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ 
จ าก นั้ น น า พ ล าส มิ ด ดี เ อ็ น เอ ที่ ได้ เก็ บ ไว้ ที่ อุ ณ ห ภู มิ  4 อ งศ า เซ ล เซี ย ส  จ น ก ว่ า จ ะน า ม าท า 
การทดลองต่อไป 

3.3.2 การเพิ่ มปริมาณ  DNA และการกลายพันธุ์พลาสมิด DNA ในหลอดทดลอง ด้วยเทคนิค  
site-directed mutagenesis 
 ท าการเตรียมสารละลายในหลอด PCR โดยมีสารละลายในหลอดดังรายละเอียดต่อไปนี้ สารละลาย
บัฟเฟอร์, สารละลาย dNTPs, สารละลาย DNA template, Taq Polymerase, น้ ากลั่นที่ผ่านการอบนึ่ง     
ฆ่าเชื้อ และ forward-reward primer ที่มีการเปลี่ยนแปลงล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ต าแหน่งที่ต้องการดัดแปลง  
(allele5 (1436G>T), allele7(1412T>C), allele8(1454G>T), allele10(1412T>C; 1454G>T)) จากนั้นท า
การปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วต่ าเพ่ือให้สารละลายผสมเข้ากัน น าหลอด PCR ใส่ลงในช่องของเครื่อง PCR จากนั้น 



น า PCR product ที่ได้มาผสมกับสารละลายบัฟเฟอร์, น้ ากลั่นที่ผ่านการอบนึ่งฆ่าเชื้อ และเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
DpnI เพ่ือน า DNA template สายเก่าออก โดยน าไปบ่มในตู้บ่มเชื้อ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  
15 นาที ท าการตรวจสอบผลการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วย agarose gel และเก็บดีเอ็นเอส่วนที่เหลือไว้ที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสจนกว่าจะน ามาท าการทดลองต่อไป 
 
 
 

ตารางที่ 3-1 Sequence ของไพรเมอร์ที่ใช้ในการเปลี่ยนแปลงล าดับนิวคลีโอไทด์ 
cyp2a6 ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ Sequence 

cyp2a6*5 1436G>T Forward 5’-CCCAAACACGTGGTCTTTGCCACGATCC-3’ 
Reward 5’-GATCGTGGCAAAGACCACGTGTTTGGG-3’ 

cyp2a6*7 1412T>C Forward 5’-CACCTAAGGACACTGACGTGTCCCC-3’ 
Reward 5’-GGGGACACGTCAGTGTCCTTAGGTG-3’ 

cyp2a6*8 1454G>T Forward 5’-CTTTGCCACGATCCCACTAAACTACACCATGAGC-3’ 
Reward 5’-GCTCATGGTGTAGTTTAGTGGGATCGTGGCAAAG-3’ 

cyp2a6*10 1412T>C Forward 5’-CACCTAAGGACACTGACGTGTCCCC-3’ 
Reward 5’-GGGGACACGTCAGTGTCCTTAGGTG-3’ 

1454G>T Forward 5’-CTTTGCCACGATCCCACTAAACTACACCATGAGC-3’ 
Reward 5’-GCTCATGGTGTAGTTTAGTGGGATCGTGGCAAAG-3’ 

 

3.3.3 การส่งผ่าน DNA ที่บรรจุยีน pET-∆-23-2A6 ทั้งชนิด wild-type และ mutant ต่าง ๆ เข้าสู่เซลล์
คอมพีเทนต์ Escherichia coli สายพันธุ์ XL1-Blue 

 เลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย E.coli สายพันธุ์ XL-1 Blue ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB media ที่ไม่มียาปฏิชีวนะ ท า
การเลี้ยงในตู้บ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั่วโมง จากนั้นท าการเตรียม competent 
cells โดยใช้สารละลาย CaCl2 จากนั้น transform พลาสมิดดีเอ็นเอทั้งชนิด wild-type และ mutant 
(allele5, allele7, allele8, allele10) ด้วยวิธี heat shock เซลล์ที่ 42 องศาเซลเซียส และคัดเลือกโคโลนี
ด้วยยาปฏิชีวนะ ampicillin  

3.3.4 การเหนี่ยวน าการแสดงออกของเอนไซม์ Cytochrome P450 Reductase (CPR)  
เลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย E.coli สายพันธุ์ C41 (DE3) ที่ได้รับการส่งผ่านพลาสมิด DNA ที่มียีน Cytochrome 

P450 Reductase (CPR) (pINIII-fl rat CPR) ในอาหารเลี้ ยงเชื้อ LB media ผสมยาปฏิชีวนะ ampicillin 
จากนั้นเหนี่ยวน าการแสดงออกโปรตีนด้วย 0.6 mM IPTG เมื่อครบก าหนดเวลาจึงเก็บตะกอนเซลล์ที่ได้เก็บไว้
ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสจนกว่าจะน ามาท าการทดลองต่อไป 



3.3.5 การเหนี่ยวน าการแสดงออกของเอนไซม์ Cytochrome P450 2A6 (CYP2A6) ทั้งชนิด wild-type 
และ mutant ต่าง ๆ  

เลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ XL-1 Blue ที่มีพลาสมิด DNA ที่มียีน cytochrome P450 2A6 
ทั้งชนิด wild-type และ mutant ต่าง ๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB media ที่มียาปฏิชีวนะ ampicillin จากนั้น
เหนี่ยวน าการแสดงออกโปรตีน ด้วย 0.5 mM IPTG, 0.005 mg/ml 5-aminolevulinic acid hydrochloride (δ-
ALA) และ 5 mM imidazole เมื่อครบก าหนดเวลาจึงเก็บตะกอนเซลล์โดยการปั่นเหวี่ยงและน าตะกอนเซลล์ที่ได้
เก็บไว้ที่อุณหภูมิ-20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน ามาท าการทดลองต่อไป 

3.3.6 การท าบริสุทธิ์เอนไซม์ NADPH-Cytochrome P450 Reductase (CPR)  
 น าตะกอนเซลล์  NADPH-cytochrome P450 reductase (CPR) ที่ เก็บไว้ ในอุณหภูมิที่  -20 องศา
เซลเซียส มาละลายใน bracking buffer A (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.1% Triton X-100 และ 0.2 mM 
PMSF, 20 mM NaCl, 10% Glycerol) จากนั้นท าให้เซลล์แตกโดยวิธีultra-sonication และท าบริสุทธิ์โดยผ่าน
นิกเกิลคอลัมน์ที่ปรับสภาพคอลัมน์ด้วยสารละลาย buffer A (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 50 mM NaCl, 0.2 mM 
PMSF, 0.1% Triton-X, 10% glycerol, 3 mM imidazole) น าโปรตีนที่แยกได้ไปตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ
โปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE และเก็บไว้ที่อุณหภูมิที่ -80 องศาเซลเซียสจนกว่าจะน ามาทดลอง 

3 .3.7 การท าบ ริ สุ ท ธิ์ เอน ไซ ม์  Cytochrome P450  2A6  (CYP2A6) ทั้ งชนิ ด  wild-type และ  
mutant ต่าง ๆ  
 น าตะกอนเซลล์ Cytochrome P450 2A6 (CYP2A6) ทั้งชนิด wild-type และ mutant ต่างๆ ที่เก็บ
ไว้ในอุณหภูมิที่  -20 องศาเซลเซียสมาละลายใน bracking buffer B (100 mM Kpi pH 7.4, 0.1% Triton  
X-100, 200 mM NaCl, 10% glycerol และ 0.2 mM PMSF) จากนั้นท าให้เซลล์แตกโดยวิธี ultra-sonication 
จากนั้นท าบริสุทธิ์โดยผ่านนิกเกิลคอลัมน์ที่ปรับสภาพคอลัมน์ด้วยสารละลาย buffer B (100 mM Kpi pH 7.4, 
200 mM NaCl, 3 mM Imidazole, 0.1% Triton-X, 10% glycerol, 0.2 mM PMSF) น าโปรตีนที่ได้ใส่ ไมโคร
ทิวป์โดยมี 20% glycerol   ซึ่งเป็นสารที่ช่วยรักษาสภาพของโปรตีนเก็บไว้ที่อุณหภูมิที่ -80 องศาเซลเซียส
จนกว่าจะน ามาท าการทดลอง 

3.3.8 การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ 
3.3.8.1 การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ NADPH-Cytochrome P450 Reductase (CPR)  

 ท าการตรวจสอบกิจกรรมการท างานของเอนไซม์  CPR บริสุทธิ์โดยบ่มเอนไซม์ร่วมกับสารละลาย 
cytochrome c (50 µM) แล้วจึงเติมสารละลาย NADPH (50 µM) ลงไปเพ่ือเริ่มปฏิกิริยา ติดตามผลการ
ท างานของเอนไซม์ในการส่งอิเล็กตรอนให้ cytochrome c เปลี่ยนเป็นรูปรีดิวซ์ (สีชมพู) ที่ค่าการดูดกลืนแสง 
550 นาโนเมตร  น าค่าอัตราการเกิดปฏิกิริยาค านวณหาค่ากิจกรรมเอนไซม์จ าเพาะในปฏิกิริยา ( specific 
activity) ของเอนไซม์โดยท าการทดลอง 2 ซ้ าที่เป็นอิสระต่อกัน 



 3.3.8.2 การตรวจสอบกิจกรรมเอนไซม์ Cytochrome P450 2A6 (CYP2A6) ทั้งชนิด wild-
type และ mutant ต่างๆ 
 ศึกษาปฏิกิริยาการออกซิเดชันของเอนไซม์ CYP2A6 ในการเร่งสารประกอบเรืองแสง Coumarin ไป
เป็ น  7-hydroxycoumarin ในหลอดทดลอง (in vitro reconstitution assay system) โดยบ่ มเอนไซม์ 
CYP2A6 บริสุทธิ์ทั้งชนิด wild-type และ mutant ต่างๆ ร่วมกับเอนไซม์ CPR ในสารละลาย buffer 50 mM 
Tris-HCl pH 7.5 ที่มี  dilaurolphatidylcholine (DLPC) เป็นเวลา 10 นาทีที่ อุณหภูมิห้อง เติมสารตั้งต้น 
Coumarin     ทีละความเข้มข้น บ่ม 2 นาทีที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นเติมตัวให้อิเล็กตรอน 50 µM NADPH เพ่ือ
เริ่มปฏิ กิ ริ ยา     วัดการเพ่ิ มขึ้ นของผลิ ตภัณ ฑ์  (7 -hydroxycoumarin) โดยใช้ เครื่ อง fluorescence 
spectroscopy ที่ค่าความยาวคลื่นปลดปล่อย (emission wavelength) 460 นาโนเมตร ความยาวคลื่นกระตุ้น 
(excitation wavelength) 355 นาโนเมตร เป็นเวลา 3 นาที โดยท าการทดลองซ้ า 2 ครั้ง 

 
3.3.9 การเตรียมสารสกัดจากพืช  

ในการวิจัยครั้งนี้ผู้ วิจัยมุ่ งท าบริสุทธิ์สารส าคัญ  Rhinacanthin-A, -B และ –C จากทองพันชั่ ง 
(Rhinacanthus nasutus) ที่ผลการศึกษาว่าออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 ได้ดี โดยท าการสกัดและยืนยัน
เอกลักษณ์ของสาร ด้วยเทคนิคโครมาโทรกราฟี และตรวจสอบความบริสุทธิ์และโครงสร้างของสารส าคัญด้วย
เท คนิ ค  High Perfomance Liquid Chromatography (HPLC) Nuclear Megnetic Resonance (NMR) 
และ Liquid Chromatography-Mass spectrometry (LC-MS) ดังที่รายงานใน Pouyfung et al., 2014  



 
บทท่ี 4 

ผลการทดลองและอภปิรายผลการทดลอง 
 

4.1 การเพิ่มปริมาณ DNA และการกลายพันธุ์พลาสมิดดีเอ็นเอในหลอดทดลองของยีน Cytochrome 
P450 2A6 (cyp2a6) 

ท าการเลี้ยงเชื้อ E.coli สายพันธุ์ XL-1 Blue ที่ได้รับการส่งผ่าน cDNA ที่มียีน cyp2a6 (wild type) 
จากนั้นท าการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ และท าการกลายพันธุ์ให้ได้เป็นยีน cyp2a6*5 (1436G>T), cyp2a6*7 
(1412T>C), cyp2a6*8 (1454G>T) และ cyp2a6*10 (1412T>C; 1454G>T) (หั วข้อ  3.5.2) ตรวจสอบ 
โดยใช้ agarose gel electrophoresis (ภาพที่ 4-1) จากนั้นท าการส่งหาล าดับเบสเพ่ือท าการยืนยันการกลาย
พันธุ์  

 
 
 
 
 
 
 
 

ภ า พ ที่  1 
 
 

ภาพที่ 4-1 การตรวจสอบการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอที่มีการกลายพันธุ์ โดย agarose gel electrophoresis โดย
ที่ M = แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน, แถบที่ 1 = พลาสมิดดีเอ็นเอยีน cyp2a6*5, แถบที่ 2 = พลาสมิดดีเอ็นเอยีน 
cyp2a6*7, แถบที่ 3 = พลาสมิดดีเอ็นเอยีน cyp2a6*8 และแถบที่ 4 = พลาสมิดดีเอ็นเอยีน cyp2a6*10 
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4.2 การเหนี่ยวน าการแสดงออกและการท าบริสุทธิ์เอนไซม์ Cytochrome P450 Reductase (CPR)  
ท าการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย E.coli สายพันธุ์ C41 (DE3) ที่ได้รับการส่งผ่านพลาสมิดดีเอ็นเอที่มียีน CPR 

จากนั้นท าการเหนี่ยวน าการแสดงออกและท าบริสุทธิ์  โดยเอนไซม์ CPR จะถูกชะออกที่ความเข้มข้น 50 mM 
imidazole และบริสุทธิ์ที่ความเข้มข้น 100 mM imidazole (ภาพที ่4-2)  

 
 

 
 
 
 
 

 
 

ภ า พ ที่  2 
 

 

ภาพที่ 4-2 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเอนไซม์ CPR โดย SDS-PAGE โดยที่ M = แถบโปรตีนมาตรฐาน, 
แถบที่ 1 = cell lysate (สารละลายส่วนใส), แถบที่ 2 = flow through (สารละลายส่วนใสที่ผ่านคอลัมน์), 
แถบที่ 3 = wash 1 (10 mM imidazole), แถบที่ 4 = wash2 (20 mM imidazole), แถบที่ 5 = wash 3 
(50 mM imidazole), แถบที่ 6 = elute 1 (100 mM imidazole) 

 
 

55 

250 

70 

35 
25 

15 

10 
โปรตีนมาตรฐาน (kDa) 

M 1 2 3 4 5 6 

 
 



4.3 การเหนี่ยวน าการแสดงออกและการท าบริสุทธิ์เอนไซม์ Cytochrome P450 2A6 (CYP2A6) ทั้งชนิด 
wild-type และ mutant ต่าง ๆ  

ท าการแสดงออกของเอนไซม์ CYP2A6 ทั้งชนิด wild-type และ mutant ต่าง ๆ ในเชื้อ E.coli    
สายพันธุ์ XL1-Blue ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB media โดย 
การเหนี่ยวน าด้วย IPTG ท าให้ได้ตะกอนเซลล์แบคทีเรีย จากนั้นน าตะกอนเซลล์ E.coli สายพันธุ์ XL1-Blue  
ที่มีการแสดงออกของ CYP2A6 ทั้งชนิด wild-type และ mutant ต่าง ๆ จะถูกน าไปท าให้เซลล์แตกเพ่ือให้ได้ 
crude extract และปั่นเหวี่ยงเพ่ือตกตะกอนเซลล์ให้ได้ cell lysate (สารละลายส่วนใส) และท าให้บริสุทธิ์โดย
ผ่านนิกเกิลคอลัมน์ที่ปรับสภาพคอลัมน์ด้วยสารละลาย buffer B ท าการชะเอนไซม์ CYP2A6  ทั้งชนิด wild-
type และ mutant ต่างๆ ด้วยสารละลาย buffer B ที่มีความเข้มข้นต่างๆ โดยท าบริสุทธิ์เอนไซม์ CYP2A6 ทั้ง
ชนิด wild-type และ mutant ต่างๆ ที่ความเข้มข้น 50 mM imidazole เมื่อตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ
เอนไซม์ที่ได้ด้วย 12% (w/v) SDS-PAGE (ภาพที่ 4-3) พบว่าเอนไซม์ CYP2A6 ทั้งชนิด wild-type และ 
mutant ต่างๆ มีความบริสุทธิ์บางส่วน และมีขนาดมวลโมเลกุลประมาณ 56.99 kDa  
 
 
 
 
 
 

ภ า พ ที่  3 
 

 

 

 

 

ภาพที่  4-3 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเอนไซม์ CYP2A6 โดย SDS-PAGE โดยที่  M = แถบโปรตีน
มาตรฐานแถบที่ 1 = CYP2A6 (wild-type), แถบที่ 2 = CYP2A6*5, แถบที่ 3 = CYP2A6*7, แถบที่ 4 = 
CYP2A6*8, แถบที่ 5 = CYP2A6*10 
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4.4 การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ Cytochrome P450 2A6 (CYP2A6) ทั้งชนิดwild-type และ 
mutant ต่าง ๆ 

ท าการตรวจสอบกิจกรรมการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 (ศึกษาจลนศาสตร์) แต่ละชนิด ใน 
การเร่งปฏิกิริยาการสร้างสารผลิตภัณฑ์ 7-hydroxycoumarin โดยใช้สารเรืองแสง Coumarin ที่ความเข้มข้น
ต่างกัน โดยน าเอนไซม์ CPR, CYP2A6 ทั้งชนิด wild-type และ mutant ต่าง ๆ และสารละลายบัฟเฟอร์ Tris-
HCl บ่มร่วมกับ DLPC เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นใส่สารตั้งต้น Coumarin บ่มต่ออีก 2 นาที และเริ่มปฏิกิริยา
โดยการเติมสาร 50 µM NADPH ตรวจติดตามด้วยเครื่อง fluorescence spectroscopy ท าการศึกษาหาค่า 
Km และ Vmax ของ CYP2A6 ทั้งชนิด Wild-type และ mutant ต่าง ๆ ที่มีต่อสารตั้งต้น Coumarin พบว่า 
การกลายพันธ์ส่งผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์ CYP2A6 ที่ต่างกัน โดยพบว่าการกลายพันธ์ที่พบใน CYP2A6*5 
ส่งผลกระทบต่อการจับสารตั้งต้น coumarin โดยเพ่ิมค่า Km ถึง 8.8 เท่า ในขณะที่การกลายพันธ์ที่พบใน 
CYP2A6*7 CYP2A6*8 และ CYP2A6*10 ส่งผลต่ออัตราเร่งปฏิกิริยา โดยลดอัตราเร็วของปฏิกิริยาเป็น 0.8 
0.5 และ 0.1 เท่าของ CYP2A6 อัลลีลปกติ เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการท างานของเอนไซม์พบว่า เอนไซม์ 
CYP2A6*10 มีประสิทธิภาพการท างานที่ต่ าท่ีสุด รองลงมาคือ CYP2A6*5 และ CYP2A6*8 (ตารางท่ี 4-1)  

เมื่อศึกษาการยับยั้งของเอนไซม์ CYP2A6 อัลลีลต่างๆด้วยสารยับยั้งมาตรฐาน 8-MOP พบว่า การ
กลายพันธ์ส่งผลให้ต้องเพ่ิมปริมาณสารยับยั้งมากขึ้น โดยอัลลีล CYP2A6*5 ที่มีการเปลี่ยนแปลงค่า Km มาก
ที่สุด จะลดประสิทธิภาพของการยับยั้งมากที่สุด (ตารางที่ 4-3) จากผลการทดลองที่ได้เบื้องต้นแสดงให้เห็นว่า
ความหลากหลายทางพันธุกรรมส่งผลให้เอนไซม์มีสมบัติในการเร่งปฏิกิริยาและถูกยับยั้งได้แตกต่างกัน 
เช่นเดียวกับที่เคยมีรายงานว่า เอนไซม์ CYP2A6 ที่ได้จากอัลลีลที่แตกต่างกันมีสมบัติของเอนไซม์ที่แตกต่างกัน 
และยังพบว่า 8-MOP ซึ่งเป็นตัวยับยั้งมาตรฐานของเอนไซม์ CYP2A6 ออกฤทฺธิ์ยับยั้งการท างานของ CYP2A6 
จากอัลลีลต่างๆได้แตกต่างจากเอนไซม์ CYP2A6 จากอัลลีลปกติ (Tiong et al., 2014)  

 
ตารางที่ 4-1 ค่าจลนศาสตร์เอนไซม์ (Km (µM) ,Vmax (µM. s-1) และ kcat (µM. s-1)/(µg/µl)) และค่า IC50 ของ
เอนไซม์ CYP2A6 ทั้งชนิด Wild-type และ mutant ต่าง ๆ 

CYP2A6 
จลศาสตร์เอนไซม ์

Km (µM) Vmax (µM. s-1) kcat /Km 
8-MOP  

IC50 (uM) 

Wild-type 1.54 ± 0.49 1.02 ± 0.06 0.66 0.20 ± 0.09 

CYP2A6*5 13.24 ± 3.51 1.40 ± 0.13 0.11 3.24 ± 0.51 

CYP2A6*7 2.31 ± 1.19 0.85 ± 0.09 0.37 0.31 ± 0.08 

CYP2A6*8 3.42 ± 1.42 0.49 ± 0.05 0.14 0.62 ± 0.04 

CYP2A6*10 2.69 ± 1.17 0.14 ± 0.02 0.05 0.95 ± 0.17 

 
 



 

   
 

   
 

 
ภ า พ ที่  4 
ภาพที่ 4-4 กราฟความสัมพันธ์ระหว่างอัตราเร็วเริ่มต้นของปฏิกิริยากับความเข้มข้นต่าง ๆ ของสารตั้งต้น 
Coumarin ในปฏิกิริยาของ CYP2A6 ทั้งชนิด wild-type และ mutant ต่าง ๆ 



4.5 การสกัดสารจากทองพันชั่งและฤทธิ์ยับย้ังการท างานของเอนไซม์ MAO-A และ MAO-B  
ท าการสกัดพืชสมุนไพรทองพันชั่งด้วยสารละลายเอทานอล จากนั้นแยกสารสกัดแบบล าดับส่วน ได้ส่วน

สกัดเฮกเซน (Hexane) เอทิลอะซิเตต (Ethyl acetate) และน้ า (Water) สกัดและยืนยันเอกลักษณ์ของสาร 
ด้วยเทคนิคโครมาโทรกราฟี และตรวจสอบความบริสุทธิ์และโครงสร้างของสารส าคัญด้วยเทคนิค High 
Perfomance Liquid Chromatography (HPLC) Nuclear Megnetic Resonance (NMR) แ ล ะ  Liquid 
Chromatography-Mass spectrometry (LC-MS) ดังที่รายงานใน Pouyfung et al., 2014 ได้สารส าคัญ 
Rhinacanthin-A, -B และ –C (ภาพท่ี 4-4) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4-4 โครงสร้างสาร Rhinacanthin-A,-B และ –C จากสมุนไพรทองพันชั่ง  
 

4.6 สรุปผลการทดลอง 
ผลจากการศึกษาพบว่า ผู้ วิจัยสามารถท าการกลายพันธ์เอนไซม์ CYP2A6 จากอัลลีลปกติให้

กลายเป็นอัลลีล *5, *7.*8 และ *10 ที่เคยมีรายงานว่าพบในประเทศไทยได้ และการกลายพันธ์ดีงกล่าวส่งผล
ต่อประสิทธิภาพการการท างานของเอนไซม์ในการเร่งปฏิกิริยา coumarin 7-hydroxylation ที่แตกต่างกัน 
นอกจากนี้ยังส่งผลกระทบต่อการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 โดยสารยับยั้งมาตรฐาน โดยต้องใช้สาร
ยับยั้งมากขึ้น แสดงให้เห็นว่าความแตกต่างทางพันธุกรรมอาจส่งผลต่อประสิทธิภาพในการน าสารยับยั้งเอนไซม์ 
CYP2A6 ไปใช้  
 
4.7 ข้อเสนอแนะ 
 ยังต้องท าการศึกษาเพ่ิมเติมถึงกลไกในการยับยั้งการท างานของสารยับยั้งมาตรฐานและสารส าคัญจาก
สมุนไพรที่เคยรายงานว่าออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 ได้ดีต่อเอนไซม์ CYP2A6 อัลลีลต่างๆ  

Rhinacanthin-C 

Rhinacanthin-B 

Rhinacanthin-A 
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