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บทคัดย่อ  

 
ชื่อโครงการ การศึกษาฤทธ์ิในการยับย้ังเอนไซม์ไซโตโครม พี 450 2A6 ที่ย่อยสลายนิโคตินในคนและเอนไซม์  
               CYP2A13 ที่ย่อยสลายสารก่อมะเร็ง 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone  
               (NNK) ของพืชสมุนไพรที่สําคัญในโครงการพัฒนาป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ด (มูลนิธิชัยพัฒนา) 
ชื่อผู้วิจัย   ทรงกลด สารภูษิต  ภาควิชาชีวเคมี  คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา 

    พรพิมล รงค์นพรัตน์ ภาควิชาชีวเคมี  คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัมหิดล 
    เอกรัฐ ศรีสขุ ภาควิชาเคมี  คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา 
 
โรคเรื้อรังทางระบบทางเดินหายใจ จัดเป็นหน่ึงในปัญหาสําคัญของประเทศไทย โดยเกิดจากการย่อย

สลายสารนิโคตินในบุหรี่ของเอนไซม์ CYP2A6 ในตับ ส่งผลให้ระดับนิโคตินในเลือดที่ไปกระตุ้นการหลั่งสารสื่อ
ประสาทโดปามีนที่สมองลดลง ทําให้ผู้สูบบุหรี่มีความต้องการสูบบุหรี่เพ่ิมมากขึ้นในขณะที่เอนไซม์ CYP2A13 ที่
ปอดและระบบทางเดินหายใจกระตุ้นสารก่อมะเร็งกลุ่มสารประกอบไนโตรซามีน NNK ส่งผลให้เกิดโรคมะเร็ง
ปอดเพ่ิมขึ้น ด้วยเหตุน้ีการลดการทํางานของเอนไซม์ทั้งสองน่าจะช่วยลดการสูบบุหรี่และอัตราการเกิด
โรคมะเร็งปอดได้ งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือค้นหาและทดสอบฤทธ์ิของพืชสมุนไพรพื้นบ้านจากโครงการป่า
ชุมชนบ้านอ่างเอ็ด (มูลนิธิชัยพัฒนา) ที่ปราชญ์ชาวบ้านใช้ให้การรักษาชาวบ้านที่มีต่อการทํางานของเอนไซม์ 
CYP2A6 และ CYP2A13 ในหลอดทดลอง ผลการศึกษาพบว่า สารสกัดพืชสมุนไพรออกฤทธ์ิต่อเอนไซม์ 
CYP2A6 และ CYP2A13 แตกต่างกัน โดยสารสกัดพืชสมุนไพรที่ออกฤทธ์ิยับย้ัง CYP2A6 และ CYP2A13 ได้ดี 
โดยสารสกัดจากรากต้นเข็มไอเดียและใบลายกนกออกฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ได้ด้วยกลไกการยับย้ังผันกลับไม่ได้แบบ 
Mechanism Based Inhibition (MBI)  การค้นหาสารสําคัญโดยการใช้ฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 เป็นตัวนํา 
(Bio-assay guide isolation) พบว่าที่ความเข้มข้น 10 g/mlส่วนสกัดย่อยเอกเซนและเอทิล อะซิเทตของ
ใบลายกนก (LKH และ LKE) ที่ LKH3.3 - LKH3.5, LKH4.4, LKH4.5, LKH7.1-7.2, LKE3.1 - LKE3.4, และ 
LKE7.1-LKE7.4 รวมถึงส่วนสกัดย่อยเอกเซนและเอทิล อะซิเทตของรากเข็มไอเดีย (AWH และ AWE) ที่ 
AWHF3, AWHF4, AWHF8, AWEF5, AWEF7, AWEF12 ออกฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 ได้ดีมาก อย่างไรก็
ตาม จากการตรวจสอบความบริสุทธ์ิของสารเบ้ืองต้นด้วยเทคนิค NMR จะพบว่าสารในส่วนสกัดย่อยเหล่าน้ี
ยังคงมีสารเจือปนอยู่เล็กน้อย  ทําให้ต้องทําบริสุทธ์ิเพ่ิมเติมเพ่ือให้ได้สารบริสุทธ์ิเพียงพอที่จะนํามาศึกษากลไก
การยับย้ังต่อไป  
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Abstract 
 
Project Title  Inhibition of the human cytochrome P450, CYP2A6, the nicotine metabolizing   
                    enzyme and CYP2A13, the 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone (NNK)  
                    metabolizing enzyme by folk medicine in Ban-Ang-ed Officail Community Forest  
                    Project (The Chaipattana Foundation) 
Investigators   
Songklod Sarapusit, Ph.D, Department of Biochemistry, Faculty of Science, Burapha University  
Pornpimol Rongnoparut, Ph.D, Department of Biochemistry, Faculty of Science, Mahidol University   
Ekaruth Srisook, Ph.D, Department of Chemistry, Faculty of Science, Burapha University   

 
Chronic respiratory diseases arise from cigarette smoking is one of the important 

problems in Thailand. It has been report that the smoking behavior is associated with liver 
specific CYP2A6-mediated nicotine metabolism that resulting in low blood-nicotine level as 
well as brain-dopamine level resulting in nicotine craving and continue smoking. Inaddition, 
the metabolic activation of tobacco-specific NNK by lung-specific CYP2A13 enzyme has been 
report to activated Adenocarimona lung cancer in smokers. Thus, specific inhibition of these 
two enzymes could an aid in smoking cession and lung cancer prevention. This study aims to 
investigate the inhibitory activity of local herbs collected from Ban-Ang-Ed official community 
forest project (The Chaipattana Foundation) according to the suggestion of the local 
intellectual person on CYP2A6 and CYP2A13 enzymatic activity in vitro.  According to the 
screening results, the root of Khem-I-dea (Aidia wallichiana sensu Tirveng) extract and leave 
of Lai-Kanok extract were selected for further chareaterization of candidate compounds that 
could inhibit CYP2A6 and CYP2A13 in vitro. Interestingly, both A wallichiana (AW) and Lai-
Kanok (LK) extracts could irreversibly inhibited CYP2A6 and CYP2A13 in Mechainism Based 
Inhibition (MBI) mode. The CYP2A6 inhibitory-assay guide isolation indicated that hexane 
subfraction of LK (LKH3.3 - LKH3.5, LKH4.4, LKH4.5, LKH7.1-7.2) and AW (AWHF3, AWHF4, 
AWHF8) as well as the Ethyl Acetate subfraction of LK (LKE3.1 - LKE3.4, LKE7.1-LKE7.4)  and 
AW (AWEF5, AWEF7, AWEF12) could potently inhibited CYP2A6 enzyme. Accroding to the NMR 
study, further chemical purification are crucial need for further detail determination of 
inhibition mechnisim of purified active compounds in these two herbs.   
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บทท่ี 1 
บทนํา 

 
1.1ความเป็นมาและความสาํคัญของปัญหา  

โรคระบบทางเดินหายใจ อันเน่ืองจากการสูบบุหรี่ทั้งในผู้สูบบุหรี่และบุคคลใกล้ชิดผู้สูบบุหรี่ เช่น 
โรคมะเร็งปอดและโรคถุงลมปอดโป่งพอง จัดเป็นภัยเงียบที่เป็นหน่ึงในปัญหาสําคัญของประเทศไทย  จากการ
ประมาณการพบว่าคนไทยทั้งผู้เสพบุหรี่และบุคคลใกล้ชิดผู้เสพบุหรี่เสียชีวิตจากโรคที่เก่ียวข้องกับการสูบบุหรี่ปี
ละ ประมาณ  42,000 คน หรือวันละ 115 คน  โดยในปี พ.ศ. 2549 มีผู้ป่วยที่สูบบุหรี่ได้รับวินิจฉัยว่าเป็นมะเร็ง
ปอดประมาณ 5,299 ราย  โรคหัวใจ 52, ุ605 รายและโรคถุงลมโป่งพอง 624,309 ราย  ทําให้มีการสูญเสีย
ค่าใช้จ่ายในการรักษาอย่างน้อยเป็นเงิน 9,857 ล้านบาท  หรือคิดเป็น 0.48% ของ GDP ในปี พ.ศ. 2549  จาก
ผลการสํารวจในปี พ.ศ. 2552 พบว่ามีคนไทยสูบบุหรี่ถึง 10.90 ล้านคนหรือ 20.87 % ของประชากรทั้งประเทศ   
โดยผู้สูบบุหรี่ส่วนใหญ่อยู่ในวัยทํางาน (อายุ 25-59 ปี)    นอกจากน้ียังพบว่าผู้สูบบุหรี่เหล่าน้ีราว 6.4 ล้านคน 
ยังสูบบุหรี่ขณะอยู่ในที่ทํางาน หรือบ้านที่มีบุคคลในครอบครัวอาศัยอยู่เป็นประจํา (passive smoker) ทําให้
ประชากรในวัยทํางานประมาณ 3.3 ล้านคนได้รับควันบุหรี่ในที่ทํางานและประมาณ 20.5 ล้านคนได้รับควันบุหรี่
ในบ้าน  โดยในกลุ่มผู้สูบบุหรี่น้ีมีเพียง 1.77 ล้านคนเท่าน้ันที่เคยและพยายามเลิกบุหรี่แต่ไม่ประสบความสําเร็จ   
(ศิริวรรณ และคณะ 2555)    เน่ืองด้วยการสูบบุหรี่ส่งผลกระทบทั้งสุขภาพของประชากร  การพัฒนาทรัพยากร
มนุษย์และด้านเศรษฐกิจของประเทศ   ดังน้ันการศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือช่วยในการลด ละ เลิกการสูบบุหรี่  จึง
จําเป็นต่อการลดภาวะการเกิดโรค   และเพ่ิมคุณภาพชีวิตของประชาชนท้ังในระยะสั้นและระยะยาว   

นิโคติน (Nicotine) เป็นสารที่เป็นส่วนประกอบหลักของบุหรี่ ออกฤทธ์ิที่ระบบประสาทส่วนกลางมีผล
ทําให้ผู้สูบบุหรี่มีพฤติกรรมติดการสูบบุหรี่ (เสพติดบุหรี่) ทําให้ร่างกายได้รับสารพิษต่างๆจากบุหรี่   ส่งผลให้เกิด
โรคเก่ียวกับทางเดินหายใจต่างๆ ทั้งน้ีเมื่อเข้าสู่ร่างกายนิโคตินส่วนใหญ่จะถูกย่อยสลายด้วยเอนไซม์ CYP2A6 ใน
ตับหรือเอนไซม์ CYP2A13 ในปอดและในเยื่อบุทางเดินหายใจได้เป็นสารประกอบโคทินีน (cotinine) ที่จะถูก
ย่อยสลายต่อไปก่อนถูกกําจัดออกจากร่างกายทางปัสสาวะ  (ทรงกลด สารภูษิต, 2554) ในขณะที่สารประกอบ 
4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone (NNK) ในบุหรี่จะถูกย่อยสลายด้วยเอนไซม์ CYP2A13 
ที่ปอดก็นําไปสู่การกระตุ้นสารก่อมะเร็ง  ส่งผลให้เสี่ยงต่อการเป็นโรคมะเร็งปอดเพ่ิมขึ้น (Patten et al., 1996)     
โดยคนที่มีการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ลดลงเพราะเกิดการเปลี่ยนแปลงขึ้นกับเอนไซม์ CYP2A6 ทั้งการ
แทนที่กรดอะมิโนหรือการเปลี่ยนแปลงกลับด้านหรือการขาดหายไปของยีน  จะมีการย่อยสลายนิโคตินน้อยลง   
ส่งผลให้ลดปริมาณการสูบบุหรี่ลงและสามารถหยุดการสูบบุหรี่ได้ง่ายขึ้น    เช่นเดียวกับเอนไซม์ CYP2A13 ที่
เก่ียวพันกับการลดลงของการเกิดโรคมะเร็งปอด  ดังน้ันการลดการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 
ด้วยตัวยับย้ังจําเพาะ    จะส่งผลให้มีการย่อยสลายนิโคตินน้อยลง  รักษาระดับนิโคตินในกระแสเลือดไว้ให้คงอยู่
ในกระแสเลือดนานข้ึน ส่งผลให้สูบบุหรี่ลดลง ซึ่งเป็นการลดโอกาสท่ีร่างกายจะได้สัมผัสกับสารประกอบเป็นพิษ
ต่างๆในยาสูบ    จึงลดผลร้ายต่างๆท่ีจะเกิดขึ้นกับร่างกายเมื่อสูบบุหรี่ในตัวผู้สูบบุหรี่และบุคคลใกล้ชิดได้ 
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           การศึกษาครั้งน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาฤทธ์ิและกลไกของสารสกัดจากพืชในโครงการป่าชุมชนบ้าน
อ่างเอ็ด (มูลนิธิชัยพัฒนา) ตําบลตกพรม อําเภอขลุง จังหวัดจันทบุรี ในการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ 
CYP2A6 และเอนไซม์ CYP2A13 ทั้งน้ีเพราะโครงการฯมีพืชสมุนไพรพ้ืนบ้านต่างๆท่ีมีสรรพคุณในการใช้รักษา
โรคต่างๆ และที่ใช้รับประทานในชีวิตประจําวันเป็นจํานวนมากตามคําแนะนําของปราชญ์ชาวบ้าน  จากน้ันพืช
สมุนไพรที่มีฤทธ์ิในการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 จะถูกนํามาศึกษาฤทธ์ิในการ
ยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ P450 อ่ืน ที่มีบทบาทในการย่อยสลายยาในคน   ซึ่งผลการทดลองที่ได้จะมี
ประโยชน์ในการให้ความรู้ เ ก่ียวกับผลจากสารสกัดจากพืชที่มี ต่อการย่อยสลายยาในคน (Herb-drug 
interaction) ที่สามารถนํามาถ่ายทอดความรู้ให้กับชุมชนและประชาชนทั่วไปได้    

 
1.2วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 
           ศึกษาค้นคว้าหาสารสกัดจากพืชสมุนไพรพ้ืนบ้านในพ้ืนที่ โครงการป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ดที่มี                   
ฤทธ์ิในการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13  
 
1.3สมมุติฐานทางการศึกษา 
 สารสกัดจากพืชสมุนไพรพ้ืนบ้านในพ้ืนที่โครงการป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ดมีสารประกอบที่สามารถยับย้ัง
การทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 ได้  
 
1.4ประโยชนท์ี่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย 
 ทําให้ทราบชนิดของพืชสมุนไพรพ้ืนบ้านในพ้ืนที่โครงการป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ดที่สามารถยับย้ังเอนไซม์ 
CYP2A6 และ CYP2A13 ได้  
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บทท่ี 2 
ทบทวนวรรณกรรม 

 
2.1 ทฤษฎีพื้นฐานที่เก่ียวข้อง 

     เอนไซม์ Cytochrome P450 (CYPs หรือ P450s) เป็นกลุ่มเอนไซม์ที่ทําหน้าที่สําคัญใน
กระบวนการการเมแทบอลิซึมของสารที่มีอยู่ในร่างกายเช่น ฮอร์โมนและกรดไขมันต่างๆ และสารที่ร่างกายได้รับ
จากภายนอกเช่น ยาและสิ่งปนเป้ือนในสิ่งแวดล้อมต่างๆ เน่ืองจากเอนไซม์ P450s พบเป็นจํานวนมากใน
ร่างกายและในสิ่งมีชีวิตหลากหลายชนิด ดังนั้นเอนไซม์ P450 จึงถูกแยกย่อยและแบ่งออกเป็นกลุ่มๆตามลําดับ
ความคล้ายคลึงของลําดับกรดอะมิโนของยีนน้ันๆ โดยยีนที่อยู่ในตระกูล (Family) เดียวกันต้องมีความคล้ายคลึง
ของกรดอะมิโนมากกว่าร้อยละ 40 และยีนในตระกูลย่อย (Subfamily) เดียวกันต้องมีความคล้ายคลึงกันของ
กรดอะมิโนมากกว่าร้อยละ 55 ทั้งน้ีเน่ืองจาก P450s ไม่ได้ถูกจัดจําแนกตามกลุ่มของสารต้ังต้นที่ทําปฏิกิริยา
หรือชนิดของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น   เพราะฉะนั้นเอนไซม์ P450s ในตระกูลและตระกูลย่อยเดียวกันอาจเร่ง
ปฏิกิริยาที่มีความแตกต่างหรือมีความเหมือนกันก็ได้    และเอนไซม์ P450s หน่ึงเอนไซม์ยังสามารถทําปฏิกิริยา
กับสารต้ังต้นได้มากกว่า 1 ตัวอีกด้วย (Bernhardt R, 2006; Mansuy D, 1998;  Nelson et al, 1996;  Ortiz, 
2005)       

  
ภาพที่ 2-1 ปฏิกิริยาของเอนไซม์ P450s โดยแบ่งออกเป็นขั้นตอนการกระตุ้นโมเลกุลของออกซิเจน (ขั้นตอนที่ 
1-6) การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดช่ัน (ขั้นตอนที่ 7 และ 8) และการปล่อยผลิตภัณฑ์ (ขั้นตอนที่ 9) ที่มา 
Guengerich FG, 2001 
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ในการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม์ P450s น้ัน (ภาพที่ 2-1) เอนไซม์ P450s จะต้องได้รับอิเล็กตรอนท่ี
ส่งผ่านมาจาก เอนไซม์ NADPH-cytochrome P450 reductase (CPR) โดยที่อิเล็กตรอนตัวแรกจะรีดิวซ์เหล็ก 
(Fe3+ เป็น Fe2+) ที่เป็นส่วนประกอบหน่ึงของเอนไซม์ P450s เพ่ือให้เอนไซม์ P450s สามารถจับกับออกซิเจน
ได้ ส่วนตัวอิเล็กตรอนตัวที่สอง จะเป็นตัวกระตุ้นให้เกิดการเปลี่ยนแปลงในโมเลกุลของออกซิเจนให้เกิดเป็น
สารประกอบไอรอนไฮดรอกซิล (iron-hydroxy complex) และเร่งการเกิดปฏิกิริยาต่อไปโดยเอนไซม์ทั้งสองจะ
ทํางานร่วมกันใน Endoplasmic reticulum ของเซลล์  ในการเร่งปฏิกิริยาต่าง เช่น Squalene 
monooxygenase, Heme oxygenase และโดยเฉพาะอย่างย่ิงเอนไซม์ในกลุ่ม Cytochrome P450 ที่
เก่ียวข้องกับกระบวนการเมแทบอลิซึมที่สําคัญต่างๆ (Bernhardt R, 2006; Emre M et al, 2007; 
Guengerich FG, 2001; Ortiz, 2005) รวมถึงตัวรับอิเล็กตรอนอ่ืนๆเช่น  cytochrome c และ ferricyanide
ได้ด้วยเช่นกัน (ภาพที่ 2-2) 

ภาพท่ี 2-2 ตัวรับอิเล็กตรอนของเอนไซม์ NADPH-cytochrome P450 reducatse ที่มีหน้าที่การทํางานต่างๆ 
ที่มา www.uky.edu/Pharmacy/ps/porter/CPR.htm  
 

เอนไซม์ CPR เป็นเอนไซม์ที่มีส่วนจับกับเย่ือหุ้มเมมเบรนและประกอบด้วยโมเลกุลของ FAD และ FMN 
ทําหน้าที่เป็นโคเอนไซม์ช่วยในการขนส่งอิเล็กตรอน โดยอิเล็กตรอนจะถูกขนส่งจาก NADPH ผ่านโมเลกุลของ 
FAD และ FMN ไปยังตัวรับอิเล็กตรอนซึ่งก็คือเอนไซม์ต่างๆ เน่ืองด้วย เอนไซม์ CPR เป็นเอนไซม์ที่ทําหน้าที่
สําคัญในการทํางานของเอนไซม์ P450s ที่มีความสําคัญอย่างมากต่อการดํารงชีวิตของสิ่งมีชีวิต ดังน้ันจึงได้มี
การศึกษาเอนไซม์ CPR ในสิ่งมีชีวิตหลายชนิดเช่น CPR ของคน, หนูและแมลงวัน  อย่างกว้างขวาง (Shen et 
al., 1989; Dohr et al., 2001; Murataliev et al, 1999)   และโครงสร้างสามมิติของ CPR ในหนูพบว่า CPR 
ประกอบด้วย 4 โดเมน คือ NH2-terminal, FMN-binding domain, FAD-binding domain, และNADPH-
binding domain  (Wang et al., 1997) โดยส่วน FMN domain จะแยกออกมาให้เห็นเด่นชัด ในขณะที่ส่วน 
FAD-binding domain และ NADPH-binding domain จะอยู่รวมกัน (ภาพที่ 2-3)  
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ภาพท่ี 2-3 แบบจําลองของ Cytochrome P450s (ซ้าย) และ P450s Oxoidoreductase (ขวา) ซึ่งเรียงตัว 
               กันอยู่ใน Endoplasmic reticulum  
 
2.2 สมุนไพรที่ใช้ในการศึกษา 
        2.2.1 ชื่อทั่วไป : โคลงเคลง 
          ชื่อวิทยาศาสตร์ : Melastoma malabathricum L.  subsp.malabathricum   
           วงศ์ : Melastomataceae 
        ส่วนที่ใช้ : รากและใบ 
        สรรพคุณทางยา : เป็นยาพ้ืนบ้าน แก้คอพอก แก้อาเจียนเป็นเลือด ถ่ายเป็นเลือด แก้ร้อนในกระหายนํ้า 

     
   ภาพท่ี 2-4 โคลงเคลง  (ที่มา: ผศ.ดร. กล่าวขวัญ ศรีสุข 
 
 
 
 
 

  

FMN-binding domain 

FAD-binding domain 

NADPH-binding domain   
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 2.2.2 ชื่อทั่วไป : ค้างคาวดํา 
 ชื่อวิทยาศาสตร์ : Tacca chantrieri Andre. 
 วงศ์ : Taccaceae 
 ส่วนที่ใช้ : เหง้าและใบ 
         สรรพคุณทางยา : กินแก้ซาง เป็นยาอายุวัฒนะ  

แก้โรคความดันเลือดตํ่า บํารุงกําลังทางเพศ  
บํารุงกําลังสตรีระหว่างการต้ังครรภ์ 

 
 
 
 
 
      2.2.3 ชื่อทั่วไป : ชงโคป่า 
      ชื่อวิทยาศาสตร์ : Bauhinia purpurea 
      วงศ์ : Caesalpiniaceae  
      ส่วนที่ใช้ : ใบ 
      สรรพคุณทางยา : ใช้เป็นยาขับลม ยาแก้ท้องร่วง 
 
 
 2.2.4 ชื่อทั่วไป : ดีงูต้น 
 ชื่อวิทยาศาสตร์ : Picrasma javanica Blume. 
 วงศ์ : Simarubaceae 
 ส่วนที่ใช้ : รากและใบ 
          สรรพคุณทางยา : แก้ไข้จับสั่น บํารุงเลือด บํารุงนํ้าดี  
          แก้พิษไข้ ใช้พอกแผล แก้ไข้ตัวร้อน 

    
 
 
 

ภาพท่ี 2-5 ค้างคาวดํา  (ที่มา: ผศ.ดร. กล่าวขวัญ ศรสีุข) 

ภาพท่ี 2-6 ชงโค  (ทีม่า: ผศ.ดร. กล่าวขวัญ ศรีสุข) 

ภาพท่ี 2-7 ดีงูต้น (ที่มา: ผศ.ดร. กล่าวขวัญ ศรีสุข) 
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ภาพท่ี 2-8 เบญจมาศแมว (ที่มา: ผศ.ดร. กล่าวขวัญ ศรสีุข) 
 

ภาพท่ี 2-9 พนมสวรรค์ (ที่มา: ผศ.ดร. กล่าวขวัญ ศรีสขุ) 

 
 
         2.2.5 ชื่อทั่วไป : เบญจมาศแมว 
         ชื่อวิทยาศาสตร์ : Ageratum conyzoides Linn. 
.         วงศ์ : Asteraceae (compositae) 
 ส่วนที่ใช้ : ใบ 
 สรรพคุณทางยา : ใช้เป็นยาระงับประสาท  
    
 
 
         2.2.6 ชื่อทั่วไป : พนมสวรรค์ 
         ชื่อวิทยาศาสตร์ : Clerodendrum paniculatum L. 
         วงศ์ : Verbenaceae 
         ส่วนที่ใช้ : ราก 
         สรรพคุณทางยา : แก้ไข้ แก้ไขเหนือ ขับลม แก้พิษแมลงกัดต่อย 
 
 
 
           2.2.7 ชื่อทั่วไป : มะเด่ือหอม 
 ชื่อวิทยาศาสตร์ : Ficus hirta Vahl. 
 วงศ์ : Moraceae 
 ส่วนที่ใช้ : ใบ 
         สรรพคุณทางยา : แก้พิษงู พิษฝี แก้ตับพิการ  
            หัวใจพิการ ขับลมในลําไส้ บํารุงหัวใจ บํารุงกําลัง  
            แก้พิษอักเสบ 
           

ภาพท่ี 2-10 มะเด่ือหอม  (ที่มา: ผศ.ดร. กล่าวขวัญ  ศรสีุข)           
 

2.2.8 ชื่อทั่วไป : เข็มไอเดีย 
         ชื่อวิทยาศาสตร์ : Aidia wallichiana sensu          
                Tirveng 
         วงศ์ : Rubiaceae 
         ส่วนที่ใช้ : ใบ และราก 
 สรรพคุณทางยา : แก้ฝี และแก้อักเสบ 
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ภาพท่ี 2-11 เข็มไอเดีย (แหล่งที่มา: ผศ.ดร.กล่าวขวัญ ศรีสุข)                    

2.2.9 ชื่อทั่วไป : มะฮึก 
 ส่วนที่ใช้ : รากและใบ 
 สรรพคุณทางยา : เป็นยาพอก แก้คัน แก้ปวด แก้ไข้  

    
ภาพท่ี 2-12 มะฮึก (ที่มา: ผศ.ดร. กล่าวขวัญ ศรสีุข)  

 
 2.2.10 ชื่อทั่วไป : ไมยราบ 
 ชื่อวิทยาศาสตร์ : Mimosa pudica L. hispidabrenan. 
 วงศ์ : Fabaceae 
 ส่วนที่ใช้ ต้น 
 สรรพคุณทางยา : ขับปัสสาวะ แก้ไตพิการ แก้ทางเดิน นปัส    
 ปัสสาวะอักเสบ ขับระดูขาว ขับโลหิต 

   
 
 
         2.2.11 ชื่อทั่วไป : หัวเดียว 
 ชื่อวิทยาศาสตร์ : Aglaonema nitidum (Jack) Kunth 
           วงศ์ : Araceae 
  ส่วนที่ใช้ : เหง้า และใบ 
  สรรพคุณทางยา : แก้ริดสีดวงทวาร 
                                                               
     

ภาพท่ี 2-13 ไมยราบ                                 
(ที่มา: ผศ.ดร. กล่าวขวัญ ศรสีุข) 

ภาพท่ี 2-14 หัวเดียว (แหลง่ที่มา: ผศ.ดร.กล่าวขวัญ ศรสีุข)                    
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2.2.12 ชื่อทั่วไป : ระย่อมน้อย 

 ชื่อวิทยาศาสตร์ : Rauvolfia serpentina (L.) Benth. ex Kurz. 
 วงศ์ : Apocynaceae 
 ส่วนที่ใช้ : รากและใบ 
 สรรพคุณทางยา : เป็นยาลดความดันโลหิตสูง เป็นยากล่อมประสาท ทําให้ง่วงนอน อยากอาหาร  

แก้ตามัว 

   
 

2.2.13 ชื่อทั่วไป : เอ้ืองหมายนา 
 ชื่อวิทยาศาสตร์ : Costus speciosus, หรือ Cheilocostus speciosus 
 วงศ์ :  Costaceae 
 ส่วนที่ใช้ : เหง้า ต้น และใบ 
 สรรพคุณทางยา : มีรสฉุน เย็นจัด รักษาโรคท้องมาน ขับปัสสาวะ เป็นยาถ่าย แก้บวมนํ้า ฆ่าพยาธิ 

รักษาโรคติดเช้ือในทางเดินปัสสาวะ แผลอักเสบบวมมีหนอง ฆ่าพยาธิ เป็นยาขม ขับเสมหะ แก้ไอ 
แก้โรคผิวหนัง แก้ไข้ 

     
 
 
  2.2.14 ชื่อทั่วไป : ไม้ลาย 
  ชื่อวิทยาศาสตร์ : Microcos tomentosa Sm. 

ภาพท่ี 2-15 ระย่อมน้อย                            
(ที่มา:ผศ.ดร. กล่าวขวญั ศรีสุข) 
 

ภาพท่ี 2-16 เอ้ืองหมายนา                          
(ที่มา:ผศ.ดร. กล่าวขวัญ ศรสีุข) 
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ภาพท่ี 2-17 ไม้ลาย                   
(แหล่งทีม่า: ผศ.ดร.กล่าวขวัญ ศรสีุข)              

ภาพท่ี 2-18 ลายกนก (แหล่งที่มา: ผศ.ดร.กล่าวขวัญ ศรีสุข)                    

  วงศ์ : Tiliaceae 
         ส่วนที่ใช้ : ใบ 
  สรรพคุณทางยา : เปลือกไม้ต้มนํ้าแก้หืด ผลสุก 
      รับประทานได้ 
  

        2.2.15 ชื่อทั่วไป : ลายกนก  
        ส่วนที่ใช้ : ใบ 
        สรรพคุณทางยา : แก้ฝี 
 
 
 

 
2.3 งานวิจัยทีเ่ก่ียวข้อง 
           โรคระบบทางเดินหายใจ อันเน่ืองจากการสูบบุหรี่ทั้งในผู้สูบบุหรี่และบุคคลใกล้ชิดผู้สูบบุหรี่ (passive 
smoker)  เช่น โรคมะเร็งปอด และโรคถุงลมปอดโป่งพอง จัดเป็นภัยเงียบที่เป็นหน่ึงในปัญหาสําคัญของ
ประเทศไทย  จากการคาดการณ์ขององค์กรอนามัยโลก (WHO) คาดว่าในปี พ.ศ. 2573 จะมีผู้เสียชีวิตด้วยโรค
ดังกล่าวถึง 8 ล้านคน (WHO, 2008) สําหรับประเทศไทยในปี 2552 พบว่า มีคนเสียชีวิตจากโรคที่เกิดจากการ
สูบบุหรี่ในกลุ่มคนอายุ 30 ปีขึ้นไป 48,338 คนหรือประมาณ 12% ของการเสียชีวิตทั้งหมด โดยโรคมะเร็งปอด
และเป็นสาเหตุของการเสียชีวิตถึง  ร้อยละ 23.4 (11,303 คน)  และพบในผู้ป่วยที่สูบบุหรี่ถึงร้อย 75 ทําให้มี
การสูญเสียค่าใ ช้จ่ายในการรักษาอย่างน้อยเป็นเ งิน  43.6 พันล้านบาท คิดเป็น 0.5% ของ  GDP 
(Bundhamcharoen, 2012)    ล่าสุดจากผลการสํารวจในปี พ.ศ. 2554 พบว่ามีคนไทยสูบบุหรี่ถึง 11.5 ล้าน
คนหรือเกือบ 20 % ของประชากรทั้งประเทศ   โดยผู้เสพบุหรี่ส่วนใหญ่อยู่ในวัยรุ่นและวัยทํางาน (อายุ 19-40 
ปี) ถึงร้อยละ 46.4  โดยที่อัตราการสูบบุหรี่เพ่ิมขึ้นในกลุ่มเยาวชน กลุ่มผู้มีการศึกษาน้อย และผู้อาศัยอยู่นอก
เขตเทศบาล  รวมถึงผู้มีฐานะในระดับปานกลางทั่วไป  ที่สําคัญที่สุดผู้สูบบุหรี่เหล่าน้ีราว 6.4 ล้านคน ยังสูบบุหรี่
ขณะอยู่ในที่ทํางานหรือบ้านที่มีบุคคลในครอบครัวอาศัยอยู่เป็นประจํา ทําให้ประชากรในวัยทํางานประมาณ 
3.3 ล้านคนได้รับควันบุหรี่ในที่ทํางานและประมาณ 20.5 ล้านคนได้รับควันบุหรี่ในบ้าน  นอกจากน้ียังพบว่าสตรี
มีครรภ์ราว 17,059 คนสูบบุหรี่ในระหว่างต้ังครรภ์และในจํานวนน้ีร้อยละ 84.78 สูบบุหรี่ระหว่างให้นมบุตร ซึ่ง
ทั้งหมดน้ีส่งผลต่อสุขภาพของประชากรต้ังแต่อยู่ในครรภ์มารดา รวมทั้งเป็นการปลูกฝังพฤติกรรมการสูบบุหรี่
ให้แก่เด็กและเยาวชน  โดยในกลุ่มผู้สูบบุหรี่น้ีมีเพียง 1.77 ล้านคนเท่าน้ันที่เคยและพยายามเลิกบุหรี่แต่ไม่
ประสบความสําเร็จ  โดยมีค่าเฉลี่ยของการเลิกบุหรี่ได้ก่อนกลับมาสูบซ้ําคือ 11.44 เดือน และพบว่าถึงแม้เลิก
บุหรี่ไปแล้วถึง 20 ปีก็สามารถกลับมาสูบบุหรี่ได้อีก แสดงให้เห็นว่าการเสพติดบุหรี่เพียงหน่ึงครั้งส่งผลให้ต้อง
เสพติดบุหรี่และสามารถเลิกการเสพบุหรี่ได้ยาก     (ศิริวรรณ และคณะ 2555)     
             จากการศึกษาพบว่า  บุหรี่ประกอบไปด้วยสารประกอบต่างๆมากมายกว่า 4,000 ชนิด    ที่หลาย
ชนิดเป็นสารพิษและสารก่อมะเร็งที่ได้รับการสูดเข้าไปในปอด   ดังน้ันโรคมะเร็งปอดจึงเป็นโรคมะเร็งที่พบมาก
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ที่สุดในกลุ่มผู้สูบบุหรี่และผู้ใกล้ชิด   เช่นเดียวกับการเกิดการโรคทางเดินหายใจอ่ืนๆเช่น โรคถุงลมปอดโป่งพอง 
(WHO, 2008) นอกจากน้ียังมีรายงานว่าในกลุ่มผู้สูบบุหรี่ยังเป็นกลุ่มเสี่ยงที่จะมีอาการของโรคหัวใจขาดเลือด 
โรคหัวใจวาย และโรคที่เก่ียวข้องต่างๆอีกด้วย (WHO, 2008)   อุบัติการณ์การเกิดโรคต่างๆเหล่าน้ีเกิดขึ้น
เน่ืองจากสารนิโคตินในบุหรี่ไปออกฤทธ์ิโดยตรงที่ระบบการตอบสนองต่อความยินดีในระบบประสาทส่วนกลาง 
ทําให้มีการหลั่งสารโดปามีนออกมามากข้ึน  ผู้สูบบุหรี่จึงมีความรู้สึกสุขใจสบายใจ    ปราศจากความเครียด
ต่างๆ  ดังน้ันผู้สูบบุหรี่จึงต้องสูบบุหรี่ตลอดเวลาเพ่ือคงระดับของนิโคตินในกระแสเลือดและในสมองให้เกิด
ความรู้สึกดังกล่าวต่อไป    ส่งผลให้ผู้สูบบุหรี่และบุคคลใกล้ เคียงได้รับสารพิษต่างๆในบุหรี่ ไปด้วย        
นอกจากน้ีนิโคตินยังมีผลเพ่ิมความดันโลหิตและทําให้หัวใจเต้นเร็วขึ้นอีกด้วย (Benowitz, 2008; Hukkanen 
et al, 2005)                                          
           เมื่อสูบบุหรี่นิโคตินจะเข้าสู่ร่างกายผ่านทางการดูดซึมที่เน้ือเย่ือคัดหลั่งที่ปาก (Oral mucosa) เข้าสู่
ระบบทางเดินหายใจและระบบทางเดินอาหาร   โดยที่ประมาณ 80-90% ของนิโคตินที่เข้าสู่รางกายจะถูกย่อย

สลายด้วยเอนไซม์ CYP2A6 ในตับเกิดเป็นสารประกอบ nicotine 1(5)- iminium และเกิดปฎิกิริยาออกซิเดช่ัน
ไปเป็นสารประกอบโคทินิน  หลังจากน้ันโคทินินที่เกิดขึ้นจะเกิดปฏิกิริยา hydroxylation ได้เป็นสารประกอบ
ต่างๆ เช่น trans-3’-hydroxycotinine, 5’-hydroxycotinine และ nornicotine (ภาพที่ 2-19) ซึ่งสุดท้าย
แล้วทั้งโคทินินและสารประกอบที่ได้จากโคทินินต่างๆ จะถูกเติมหมู่นํ้าตาล (glucoronation)  และขับออกทาง
ปัสสาวะ     (Benowitz, 2008; Flammang et al, 1992; Hukkanen et al, 2005) และนิโคตินอีกส่วนหน่ึง
จะถูกย่อยสลายโดยเอนไซม์ CYP2A13 ในระบบทางเดินหายใจ ที่ไม่ได้ไประบบหลักที่ร่างกายใช้ในการกําจัด
นิโคตินออกจากร่างกาย (Hukkanen et al, 2002; Su et al, 2000)   
 สําหรับ NNK น้ันเมื่อเข้าสู่ร่างกาย ส่วนใหญ่จะทําถูกย่อยสลายโดยเอนไซม์ CYP2A13 ที่แสดงออกใน
ปริมาณมากที่ปอดและที่เซลล์เย่ือบุทางเดินหายใจ (NNK-detoxification)   ได้เป็นสารประกอบ NNK-N-oxide 
และ NNAL ซึ่งจะถูกออกซิไดส์อีกครั้งด้วย CYP2A13 เกิดเป็นสารประกอบ NNAL-N-Oxide (ภาพที่ 2-20) 
หรือถูกเติมหมู่นํ้าตาลกลายเป็น NNAL-glucoronide ซึ่งจะถูกกําจัดออกจากร่างกายทางปัสสาวะ       อย่างไร
ก็ตามเอนไซม์ CYP2A13 สามารถเร่งปฏิกิริยา hydroxylation ที่หมู่ -methyl carbon หรือ -methylene 
carbon ของ NNK หรือ NNAL ได้เป็นสารประกอบ NNK-keto alcohol, NNK-Keto acid, NNAL-diol  และ 
NNAL-Hydroxy acid (ภาพที่ 2-20) ที่มีฤทธ์ิเป็นสารก่อมะเร็งที่รุนแรงขึ้นได้ (NNK-metabolic activation) 
และสารประกอบที่เกิดขึ้นจากปฎิกิริยาน้ีจะสร้างเป็นสารประกอบซับซ้อนกับสารพันธุกรรมดีเอ็นเอเกิดเป็น 
DNA-pyridyloxo (hydroxyl) butylation complexes ได้สารประกอบในกลุ่ม methylguanine DNA 
adduct ที่ตําแหน่งออกซิเจนที่ 6 และไนโตรเจนที่ 7 (O6-MeG และ N7-MeG) ซึ่งสันนิษฐานว่าเป็นกลไกท่ี
สําคัญของสารประกอบ NNK ในบุหรี่ ในการทําให้เกิดมะเร็ง (carcinogenesis) โดยเฉพาะอย่างย่ิงโรคมะเร็ง
ต่างๆในระบบทางเดินหายใจ เช่นโรคมะเร็งปอด ชนิด adenocarcinoma และ squamous cell carcinoma 
ที่เป็นมะเร็งปอดที่มีความสามารถในการแพร่กระจายสูง (malignant pulmonary tumor) ไปสู่บริเวณต่างๆ
ของปอด หรือแม้แต่อวัยวะอ่ืนๆได้ง่าย (Brown, 2007; Hecht et al, 1998; 1999a; 1999b; Hoffmann et 
al, 1996; Fukami et al, 2010) และมะเร็งกล่องเสียง (Chiang et al., 2011; Hecht, 1998; Hecht, 1999a, 
1999b)   
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  ภาพท่ี 2-19 กลไกในการกําจัดนิโคติน (Hukkanen et al, 2005)      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 2-20 กลไกในการกระตุ้นสารก่อมะเร็งของเอนไซม์ CYP2A13 (Brown PJ, 2007) 
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             เอนไซม์ในกลุ่ม cytochrome P450 (CYP,P450) คือกลุ่มของเอนไซม์ที่มีหมู่ heme เป็น
องค์ประกอบและมีความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาย่อยสลายสารต่างๆทั้งภายในและภายนอกร่างกาย เช่น
ฮอร์โมน หรือสารแปลกปลอมที่ปนเป้ือนในอาหารและสิ่งแวดล้อม  ในคนมีเอนไซม์ P450 ถึง 18 กลุ่มและ 43 
กลุ่มย่อย (http://drnelson.utmen.edu/CytochromeP450.html) โดยเอนไซม์ P450 ที่พบว่าเก่ียวข้องกับ
การย่อยสลาย NNK ในร่างกายคือเอนไซม์ CYP2A6 ที่พบในตับและปอด เอนไซม์ CYP2A13 ที่พบในปอดและ
ระบบทางเดินหายใจ เอนไซม์ CYP2E1 และเอนไซม์ CYP3A4 ในตับ (Di et al., 2009; Hecht et al, 1998; 
Hukkunen, 2005; Smith et al, 1992; 1999; 2003; Su et al, 2000)  จากการศึกษาพบว่าทุกเอนไซม์ที่
กล่าวมาสามารถเร่งปฏิกิริยาย่อยสลาย NNK (NNK-detoxification) ได้ในหลอดทดลอง  แต่มีเพียงเอนไซม์ 
CYP2A13 เท่าน้ันที่สามารถเกิดปฏิกิริยา NNK--carbon hydroxylation ซึ่งเป็นปฎิกิริยากระตุ้นการเกิดสาร
ก่อมะเร็งได้   ด้วยค่าความสามารถในการจับกับสารต้ังต้น (Km) ต่อ NNK ที่ตํ่าและอัตราการเร่งปฏิกิริยา (Vmax) 
ที่สูง และยังเหน่ียวนําให้เกิดโครงสร้างซับซ้อนของ O6-MeG และ N7-MeG ได้ ด้วยเหตุน้ีปฎิกิริยา NNK-
hydroxylation ของ CYP2A13 จึงถูกสันนิษฐานว่าเก่ียวพันกับการเกิดโรคมะเร็งต่างๆในระบบทางเดินหายใจ
ในผู้สูบบุหรี่ (Chiang et al., 2011; He et al, 2004;  Peterson et al, 1990; Su et al, 2000)               
นอกเหนือไปจากความสามารถในการย่อยสลาย NNK แล้ว  เอนไซม์ CYP2A13 ยังถูกพบว่าสามารถย่อยสลาย
สารประกอบอ่ืนๆได้  เช่น สารนิโคตินในบุหรี่เช่นเดียวกับเอนไซม์ CYP2A6 (Hukkanen et al, 2005)  หรือสาร 
coumarin ไปเป็นผลิตภัณฑ์ 7-hydroxycoumarin (ปฏิกิริยา coumarin-7-hydroxylase) ที่นิยมนํามาใช้เป็น
ตัวตรวจสอบการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 ในหลอดทดลอง (Miles et al, 1990)        
            จากการศึกษาในประชากรพบว่ายีน CYP2A6 มีความหลากหลายทางพันธุกรรม (polymorphism) ถึง 
38 อัลลีลที่แตกต่างกัน (http://www.imm.ki.se/cypalleles และ Koudsi et al, 2009) ซึ่งมีทั้งอัลลีลที่ทํางาน
ผิดปกติหรือไม่สามารถย่อยนิโคตินได้และที่สามารถย่อยนิโคตินได้ดีเกินไป (Kamataki et al, 2005)   โดยที่ความ
หลากหลายในการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ส่งผลต่อการย่อยสลายนิโคตินและมีบทบาทท่ีสําคัญในการ
กําหนดพฤติกรรมการสูบบุหรี่ เช่นผู้สูบบุหรี่ที่ย่อยสลายนิโคตินน้อยจะสูบบุหรี่ต่อวันน้อยกว่าคนที่ย่อยสลาย
นิโคตินได้ดีและมีความเสี่ยงในการเสพติดนิโคตินน้อย    ในทางตรงกันข้ามผู้สูบบุหรี่ที่มีการเพ่ิมจํานวนยีน 
CYP2A6 หรือมีการย่อยสลายนิโคตินได้ดีมากจะมีการสูบบุหรี่มากกว่าคนปกติและมีโอกาสท่ีเป็นมะเร็งเน่ืองจาก
การสูบบุหรี่มากกว่าปกติ (Schoedel et al, 2004; Sellers et al 2000; Tyndale & Sellers 2002)  ที่น่าสนใจ
เป็นอย่างมากคือในผู้สูบบุหรี่ที่มีการขาดหายไปของยีน CYP2A6   จะมีอัตราเสี่ยงในการเป็นมะเร็งปอดน้อยมาก   
อย่างไรก็ตามไม่มีความสัมพันธ์ในกรณีผู้ไม่สูบบุหรี่ (Kamatiki et al, 2005; Miyamoto et al, 1999)   สําหรับ
ประเทศไทยพบว่าประชากรในประเทศไทยส่วนใหญ่เป็นบุคคลที่มีการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ดีกว่าปกติ  
โดยแบ่งเป็นอัลลีล CYP2A6*1A ซึ่งเป็นพันธุกรรมตามธรรมชาติ (wild-type) และ CYP2A6*1B ซึ่งเป็นอัลลีลที่
ย่อยสลายนิโคตินได้ดีมากเกินไป (EM) มากถึง 32-52% และ 27-40% ตามลําดับ   ในขณะที่อัลลีล CYP2A6*4C   
ซึ่งเป็นการขาดหายไปของยีนถูกพบเพียงแค่ 8-9 % เท่าน้ัน (Mahavorasirikul et al, 2009; Peamkrasatam 
et al, 2006; Ujjin et al, 2002)  ซึ่งเป็นอัตราส่วนที่พบในประชากรของประเทศเกาหลีและญี่ปุ่น (Kamataki et 
al, 2005; Yoshida et al, 2002; Kwon et al, 2001)  อย่างไรก็ตามการศึกษานี้ไม่ได้ศึกษาในรายละเอียด
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ความสัมพันธ์ในการกระจายของความหลากหลายทางพันธุกรรมของ CYP2A6 อัลลีลต่างๆกับความสามารถใน
การย่อยสลายนิโคตินในผู้สูบบุหรี่และไม่สูบบุหรี่              
          จากการศึกษาพบว่าเอนไซม์ CYP2A13 มีความหลากหลายทางพันธุกรรม (polymorphism) อยู่ถึง 10 
อัลลีลที่แตกต่างกัน (http://www.cypalleles.ki.se/) โดยพบว่าอัลลีล CYP2A13*4 ที่มีการเปลี่ยนแปลงกรดอะ
มิโนจากอาร์จินีนเป็นกลูตามีนที่ตําแหน่ง 101 จะไม่เกิดปฏิกิริยาต่อสารต้ังต้น NNK เลย (Wang et al, 2006) 
เช่นเดียวกับอัลลีล CYP2A13*2 ที่มีการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนจากอาร์จินีนเป็นซิสเตอีนที่ตําแหน่ง 257 จะมี
ปฏิกิริยาต่อสารต้ังต้น NNK และ coumarin ลดลง (Zhang et al, 2002) นอกจากน้ียังพบว่าความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมของเอนไซม์ CYP2A13*2 เก่ียวพันกับการลดลงของการเกิดโรคมะเร็งปอดชนิด 
adenocarcinoma  ในคนจีนที่สูบบุหรี่  (Wang et al, 2003) แต่ไม่พบความเก่ียวพันระหว่าง CYP2A13*2  
กับการเกิดโรคมะเร็งกล่องเสียงในคนจีนที่สูบบุหรี่ (Jiang et al, 2004)  สอดคล้องกับผลการศึกษาที่พบว่าการ
เพ่ิมการทํางานของ CYP2A13 ในการทําปฏิกิริยากับ NNK จะเพ่ิมความเสี่ยงในการเกิดโรคมะเร็งปอดให้มากขึ้น 
(Chiang et al., 2011; Hecht, 1998; Zhang et al, 2002)   แสดงให้เห็นว่าการทํางานของเอนไซม์ 
CYP2A13 มีบทบาทสําคัญในการเกิดโรคมะเร็งปอดที่พบมากในผู้สูบบุหรี่และบุคคลใกล้ชิด    แต่เป็นที่น่า
เสียดายที่ยังไม่มีการศึกษาถึงความหลากหลายทางพันธุกรรมของ CYP2A13 ในประเทศไทย   ซึ่งอาจจะสามารถ
นํามาใช้พยากรณ์อัตราเสี่ยงในการเกิดโรคมะเร็งปอดจากบุหรี่ของคนไทยได้ 

เน่ืองด้วยการเสพติดบุหรี่จากนิโคตินและโรคมะเร็งปอดที่เกิดจากสูบบุหรี่เป็นโรคอันตรายร้ายแรงที่พบ
ทั้งในผู้สูบบุหรี่และผู้ใกล้ชิด ในปัจจุบันจึงมียาที่เป็นนิโคตินทดแทน (NRT) ต่างๆ ทั้งในรูปของนิโคตินหมากฝั่ง
ชนิดเคี้ยว นิโคตินชนิดแผ่นติดผิวหนังที่มีประสิทธิภาพสูงมาใช้ร่วมกับการบําบัดพฤติกรรมของผู้สูบบุหรี่  เพ่ือ
ช่วยในการบําบัดและช่วยให้ผู้สูบบุหรี่เลิกจากการสูบบุหรี่ อย่างไรก็ตามการบําบัดด้วยวิธีน้ียังไม่ได้รับความนิยม
เน่ืองจากความไม่สะดวกในการใช้   ไม่มีประสิทธิภาพที่รวดเร็ว และมีผลข้างเคียงต่างๆ (Sellers et al, 2003a; 
2003b)  อีกหน่ึงวิธีที่ใช้ในการบําบัดคือการใช้ยาที่ไปลดการทํางานของตัวรับนิโคตินในสมองซึ่งจะส่งผลให้ลด
อาการเสพติดนิโคตินลง เช่น ยาในกลุ่ม bupropion HCl และ varenicline ซึ่งเป็นยาในกลุ่มที่ใช้ก่อน (first-
line drug) และยา nortriptyline และ clonidine ซึ่งเป็นยาในกลุ่มถัดไป (second-line drug)  แต่ยาต่างๆ
เหล่าน้ีให้ผลข้างเคียงกับผู้ใช้ยา  โดย bupropion HCl ทําให้เกิดอาการนอนไม่หลับ ปากแห้ง มื่อสั่นและปวด
ศรีษะ (Carrozzi et al, 2008)   ในขณะที่ varenicline ทําให้เกิดอาการอาเจียนและปวดหัว (Gonzalez et 
al, 2006; Jorenhy et al, 2006) ส่วนยา second-line drug จะทําให้เกิดอาการง่วงนอน อ่อนเพลีย มึนงง 
ความดันโลหิตสูง ตาพร่า หน้ามืด มือสั่น (Carrozzi et al, 2008)  เน่ืองจากเอนไซม์ CYP2A6 มีบทบาทสําคัญ
ในการย่อยสลายนิโคตินในคน   ดังน้ันการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 จึงเป็นอีกหน่ึงวิธีทางเลือกใน
การช่วยบําบัดอาการเสพติดบุหรี่ได้ (Sellers et al, 2003)      

ในปัจจุบันมีสารหลายตัวที่สามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้เช่นสาร methoxsalen 
(8-methoxypsoralen) ที่เป็นสารในกลุ่ม pyranocoumarin ที่สามารถยับย้ังการย่อยสลายนิโคตินและยับย้ัง
การกระตุ้นการเกิดมะเร็งในหนูได้ (Damaj et al, 2007; Miyazaki et al, 2005) เมื่อใช้ coumarin เป็นตัว
ตรวจสอบพบว่า 8-MOP มีกลไกการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ทั้งแบบแข่งขันที่ผันกลับได้ 
(competitive inhibition) และการยับย้ังกลไกการย่อยสลายแบบ mechanism-based inhibition (สารยับย้ัง
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ถูกย่อยสลายโดยเอนไซม์แต่ผลิตภัณฑ์หรือตัวกลางที่เกิดขึ้นจับแน่นกับเอนไซม์ ทําให้เอนไซม์หมดสภาพในการ
ทํางาน)   (Siu and Tyndale, 2007; von Weymarn et al, 2005)  และเน่ืองจากกลไกการยับย้ังแบบ 
mechanism-based น้ีมีการสร้างพันธะโควาเลนท์ขึ้นระหว่างสารยับย้ังกับกรดอะมิโนบริเวณแอคทีฟของ
เอนไซม์ (active site) ทําให้เกิดการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์อย่างถาวร (enzyme inactive) และทําให้ต้องมี
การสร้างเอนไซม์ใหม่ขึ้นมาแทนที่เอนไซม์ที่สูญเสียการทํางานไป   ดังน้ันยา tranylcypromine และยา 
tryptamine ซึ่งมีกลไกการยับย้ังการทํางานแบบ competitive inhibition จึงมีประสิทธิภาพการทํางานที่ด้อย
กว่า 8-MOP เน่ืองจากประสิทธิภาพในการยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 ของยา tranylcypromine และยา 
tryptamine จะลดลงเมื่อได้รับสารต้ังต้นทั้ง coumarin และนิโคตินเพ่ิม    นอกจากน้ีการศึกษาเบ้ืองต้นในคน
พบว่า 8-MOP สามารถลดการย่อยสลายนิโคตินและพบว่าสามารถลดการกําจัดนิโคตินออกจากร่างกายได้ 
(Sellers et al, 2000, 2003a) โดยผู้สูบบุหรี่ที่ได้รับ 8-MOP หรือ tranylcypromine ร่วมกับการได้รับนิโคตินจะ
มีการเพ่ิมระดับของนิโคตินในกระแสเลือดและลดการสูบบุหรี่ลง  โดยเพ่ิมระยะเวลาก่อนที่จะสูบบุหรี่มวนต่อไปให้
ยาวนานขึ้น (sellers et al, 2000) แม้ในที่สุดจะพบว่าทั้ง 8-MOP หรือ tranylcypromine ส่งผลกระทบ
ข้างเคียงต่อผู้ใช้ทําให้ต้องระงับการใช้สารทั้งสองตัวน้ี   แต่ผลการศึกษาทั้งหมดแสดงให้เห็นว่าสารที่มีฤทธ์ิยับย้ัง
เอนไซม์ CYP2A6 ในการย่อยสลายนิโคตินสามารถลดทําให้ผู้สูบบุหรี่สูบบุหรี่น้อยลงได้ (Sellers et al, 2003; Siu 
and Tyndale, 2007) จึงได้มีการศึกษาโดยใช้สร้างสารสังเคราะห์ต่างๆข้ึน (synthetic compounds) เพ่ือ
นํามาใช้ในการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 เช่นสารที่มีโครงสร้าง 3-heteroaromatic และ 3-
aliphatic pyridine เป็นโครงสร้างหลักที่พบว่าสามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้อย่างจําเพาะ
เจาะจง (Yano et al, 2006) หรือสาร selegiline ที่ถูกสังเคราะห์ขึ้นเพ่ือยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ 
monoamine oxidase ที่พบว่าสามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้ด้วย (Siu and Tyndale, 
2008) และสารสังเคราะห์ N1-(4-fluorophenyl) cyclopropane-1-caboxamide ที่สามารถยับย้ังการทํางาน
ของเอนไซม์ CYP2A6 ด้วยเช่นกัน (Rahnasto et al, 2008)    
            เน่ืองด้วยแนวโน้มในการรักษาโรคที่ย้อนกลับไปใช้สารจากธรรมชาติ เพ่ือลดความเป็นพิษและ
ผลข้างเคียง     จึงมีการศึกษาโดยใช้ menthol ซึ่งเป็นสารแต่งกลิ่นในอาหาร ผสมลงในบุหรี่และพบว่าสามารถ
เพ่ิมครึ่งชีวิตของสารโคทินินในกระแสเลือดในผู้เสพบุหรี่ผู้หญิงได้ (Ahijevych et al, 2002)  เพราะ menthol 
มีฤทธ์ิในการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้ (MacDougall et al, 2003) อย่างไรก็ตามผลจากการใช้ 
menthol เพียงอย่างเดียวในการลดการสูบบุหรี่ยังไม่มีการศึกษาเพ่ิมเติม     นอกจากน้ีนํ้าส้มโอ (grapefruit 
juice) ก็สามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ในการย่อยสลายสาร coumarin ได้เช่นเดียวกันแต่ไม่ดี
เท่ากับการยับย้ังเอนไซม์ CYP3A4    ในขณะที่สารสกัด nootkatone บริสุทธ์ิที่สกัดจากส้มโอสามารถยับย้ังการ
ทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้ดีแต่ไม่มีรายงานถึงความจําเพาะในการยับย้ัง (Merket et al, 1994; Runkel 
et al, 1997; Tassaneeyakul et al, 2000) ในขณะที่สารสกัดจาก Kava และสารในกลุ่ม kavalactone 
สามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP3A4 และ CYP2C9 ที่เก่ียวกับการย่อยสลายสารแปลกปลอมภายนอก
อ่ืนๆได้ดีกว่าเอนไซม์ CYP2A6 (Mathews et al, 2002)  สารประกอบ isothiocyannate ในกลุ่มผักกะหล่ําก็มี
ประสิทธิภาพที่ตํ่าในการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 และต้องถูกดัดแปลงในหลอด
ทดลองก่อนเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการยับย้ังให้เพ่ิมขึ้น (von Weymarn et al, 2007)  เมื่อเปรียบเทียบกับ
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สาร decursinol angelate ซึ่งเป็นสารในกลุ่ม pyranocoumarin ที่สกัดได้จากรากของ Angellica gigas (มี
โครงสร้างคล้ายกับ coumarin ที่เป็นสารต้ังต้นของเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13) สามารถยับย้ังการทํางาน
ของเอนไซม์ CYP2A6 ได้แบบ mechanism-based inhibition (Yoo et al, 2007) แสดงให้เห็นว่าสารที่มี
โครงสร้างใกล้เคียงกับสารต้ังต้น coumarin สามารถมีสมบัติในการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้ดี  
และเน่ืองจากสมบัติและโครงสร้างสามมิติที่ใกล้เคียงกันของเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 (DeVore et al, 
2009; DeVore et al, 2008) ดังน้ันสารที่สามารถยับย้ัง CYP2A6 เพ่ือช่วยในการลดการสูบบุหรี่ที่ดีจึงน่าที่จะ
ยับย้ัง CYP2A13 ได้ดีด้วย เพราะผู้สูบบุหรี่และผู้ใกล้ชิดที่ได้รับสารพิษต่างๆ ในบุหรี่ตลอดระยะเวลาที่สูบบุหรี่
หรือกําลังอยู่ในช่วงของการลด ละ เลิกการสูบบุหรี่  โดยการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A13 จึงเป็นอีก
หน่ึงกลไกทางเลือกที่จะช่วยในการป้องกันการเกิดโรคมะเร็งปอดที่เกิดขึ้นจากการสูบบุหรี่ทั้งในผู้สูบบุหรี่และผู้
ใกล้ชิดได้ไปพร้อมกัน   ด้วยเหตุน้ีสารสกัดจากธรรมชาติที่มีประสิทธิภาพในการยับย้ังการทํางานและจําเพาะต่อ
เอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 โดยไม่มีผลข้างเคียงและไม่เป็นพิษต่างร่างกาย จึงเป็นหน่ึงในแนวทางเลือกที่
สําคัญในการป้องกันการเสพติดบุหรี่  รวมถึงลดระดับการเป็นมะเร็งปอดทั้งในผู้สูบบุหรี่และผู้ใกล้ชิดต่อไป      

         โครงการป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ด (มูลนิธิชัยพัฒนา) ต. ตกพรม อ. ขลุง จ. จันทบุรี เป็นโครงการ
ภายใต้พันธกิจด้านการจัดการทรัพยากรธรรมชาติอย่างย่ังยืน ของมูลนิธิชัยพัฒนา เพ่ือจัดทําเป็นพ้ืนที่ให้เป็นป่า
ชุมชนที่ประชาชนในพ้ืนที่สามารถเข้ามามีส่วนร่วมในการอนุรักษ์และดูแลป่า ให้คนสามารถอยู่ร่วมกับป่าได้
อย่างย่ังยืน  อย่างไรก็ตามเน่ืองจากโครงการฯมีพืชพันธ์ุต่างๆท่ีหลากหลายและสมบูรณ์ แต่ยังขาดองค์ความรู้
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และฤทธ์ิทางชีวภาพต่างๆ ของพรรณพืชในโครงการฯ  ทั้งน้ีเป็นกุศโลบายสนับสนุนให้ประชาชนในพ้ืนที่มีความรู้
ความเข้าใจในความสําคัญของป่าชุมชน และเข้ามามีส่วนร่วมในการอนุรักษ์และดูแลป่าชุมชนอย่างแท้จริง        
เพ่ือตอบสนองต่อแนวพระราชดําริดังกล่าว จึงเกิดความร่วมมือของโครงการฯกับกลุ่มผู้วิจัยขึ้นเพ่ือศึกษาฤทธ์ิ
ทางชีวภาพของพืชต่างๆในโครงการ โดยในการศึกษาคร้ังน้ีกลุมผู้วิจัยจะมุ่งเน้นทําการศึกษาพืชสมุนไพรในวงศ์
บางวงศ์ เช่นวงค์  Asteraceae (Compositae) Rutaceae และ Rubieceae เป็นต้น ที่เป็นพืชในวงค์ที่มี
สารประกอบในกลุ่ม pyranocoumarin (กลุ่มหน่ึงของ phenolic และ flvonoids) ที่มีความสามารถในการ
เป็นทั้งสารต้ังต้น (coumarin) และตัวยับย้ัง (เช่น 8-MOP และ decursinol angelate ที่สกัดได้จากรากของ 
A.gigas เป็นต้น)  ของเอนไซม์ CYP2A6 (ทรงกลด สารภูษิต 2554)   และ CYP2A13  เพ่ือจะนํามาใช้ในการ
บําบัดอาการการติดบุหรี่ของผู้เสพบุหรี่  ซึ่งจะเป็นทั้งการค้นพบแนวทางการรักษา  ป้องกัน  บําบัดผู้เสพติดบุหรี่
รวมถึงบุคคลใกล้ชิด และเป็นการเพ่ิมมูลค่าของผลิตภัณฑ์จากพืชสมุนไพร  รวมถึงเป็นองค์ความรู้ที่สําคัญใน
ศูนย์การเรียนรูของโครงการสืบต่อไป 
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บทท่ี 3 
วัสดุอุปกรณแ์ละสารเคมี และวิธีการทดลอง   

 

3.1 วัสดุและอุปกรณ์       
1. กระบอกตวง (Graduated cylinder) ขนาด 10, 50, 100, 1000 และ 2000 มิลลลิิตร            

ย่ีห้อ Diffico ประเทศสหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 
2. ขวดดูแรน (Duran) ขนาด 50, 100, 500 และ1000 มิลลิลิตร ย่ีห้อ SCHOTT                  

ประเทศสหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 
3. ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask) ขนาด 250, 500 และ 1000 มิลลิลิตร ย่ีห้อ SCHOTT  

ประเทศสหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 
4. ขาต้ัง 
5. เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง (Sonicator) รุ่น VCX 500 บริษัท Sonics and materials  

ประเทศสหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 
6. เครื่องช่ังทศนิยม 2 ตําแหน่ง รุ่น PG 2002-S บริษัท Mettler Toledo ประเทศสมาพันธรัฐสวิส 
7. เครื่องช่ังทศนิยม 4 ตําแหน่ง รุ่น AB 204-S  บริษัท Mettler Toledo ประเทศสมาพันธรัฐสวิส 
8. เครื่องน่ึงฆ่าเช้ือ (Autoclave) รุ่น AMA 240s บริษัท Astell Scientific ประเทศอังกฤษ 
9. เครื่องป่ันแยกสารแบบควบคุมอุณหภูมิ ย่ีหอ้ Sigma 3K18 ประเทศสหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 
10. เครื่องป่ันแยกสารแบบควบคุมอุณหภูมิ รุ่น SORVALL RC 26 PLUS ประเทศสหรัฐอเมริกา 
11. เครื่องป่ันเหว่ียง (Centrifuge) ย่ีห้อ KUBOTA 112 ประเทศญี่ปุ่น 
12. เครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน (Rotary Evaporator) ย่ือห้อ N-N SERIES ประเทศญี่ปุ่น 
13. เครื่องวัดกรดเบส (pH meter) รุ่น 713 pH meter บริษัท Metrolm ประเทศสมาพันธรัฐสวิส 
14. เครื่องสเปกโตรฟลูออโรโฟโตมิเตอร์ (Spectrofluorometer) ย่ีห้อ Jasco รุ่น FP-6200 บริษัท Jasco 

ประเทศญี่ปุ่น 
15. เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (Spectrophotometer) ย่ีห้อ Jasco V-530 UV-VIS 

Spectrophotometer บริษัท Jasco ประเทศญี่ปุ่น  
16. ชุดอิเล็กโตรโฟริซิส (SDS-PAGE) ย่ีห้อ บริษัท Bio-rad ประเทศสหรัฐอเมริกา 
17. ช้อนตักสาร 
18. ตู้บ่มเช้ือแบบเขย่า (Shaking incubator) รุ่น Innova 4320 บริษัท DAIHANLABTECH  

ประเทศสาธารณรัฐเกาหล ี
19. ตู้บ่มเช้ืออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (Incubator) รุ่น BE 500 บริษัท Memmert  ประเทศสหพันธ์

สาธารณรัฐเยอรมนี 
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20. ที่วางหลอดทดลอง (Test tube rack) 
21. บีกเกอร์ (Beaker) ขนาด 50, 100, 250, 600 และ 1000 มิลลิลิตร ย่ีหอ้ ISOLAB ประเทศสหพันธ์

สาธารณรัฐเยอรมนี 
22. ผ้าดิบ 
23. พาราฟิล์ม (parafilm) บริษัท PECHINEY ประเทศสหรัฐอเมริกา 
24. ไมโครทิวป์ (Microtube) ขนาด 1.5 มิลลลิติร  
25. ไมโครปิเปต (Micropipette) 1-10, 2-20, 20-200 และ 100-1000 ไมโครลิตร บริษทั Lio lab   

ประเทศสหรัฐอเมริกา 
26. ไมโครปิเปตทิป (Micropipette tip) ขนาด 10, 200 และ 1000 ไมโครลิตร 
27. หลอดทดลอง (Test tube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
28. หลอดไมโครเซนติฟิวจ์ (Microcentrifuge tube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
29. หลอดสําหรับหมุนเหว่ียงแยก cell ขนาด 50 มิลลลิิตร บริษัท BIOLOGIX RCSEARCH   

ประเทศสาธารณรัฐประชาชนจีน 
30. หลอดหยด (Dropper) 
31. อะลูมิเนียมฟอยด์ (Aluminium foil) ย่ีห้อ TOPS บริษัท MMP คอร์ปอเรช่ัน จํากัด ประเทศไทย 
32. โหลแก้ว 

 

3.2 สารเคมี 
1. Acetic acid glacial (CH3COOH) MW 60.053 บริษัท Carlo erba ประเทศสหรฐัอเมริกา 
2. Acrylamide (C3H5NO) MW 71.80 บริษัท ACROS ORANIC ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3. Albumin บริษัท ACROS ORANIC ประเทศสหรัฐอเมริกา 
4. Alcohol MW 32.042 บริษัท Carlo erba analytical ประเทศสหรฐัอเมริกา 

5. 5-Aminolevulinic acid hydrochloride (-ALA) MW 167.59 บริษัท SIGMA-ALDRICH ประเทศ
สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 

6. Ammonium persulfate (APS) ((NH4)S2O8) MW 228.20 บริษัท Bio Basic INC ประเทศแคนาดา 
7. Ampicilin (C16H18N3NaO4S) MW.371.39 บริษัท Bio Basic INC ประเทศแคนาดา 
8. Bisacrylamide MW 154.20 บริษัท Promega Corporation ประเทศสหรัฐอเมริกา 
9. Bardford ย่ีห้อ Bio-rad บริษัท Bio-rad Laboratories, Inc ประเทศสหรัฐอเมริกา 
10. Coomassie Brilliant Blue G-250 
11. Coumarin (C9H6O2) MW 146.15 บริษัท Fluka Analytical ประเทศฝรั่งเศส 
12. Dipotassium hydrogen phosphate (K2HPO4) MW 174.16 บริษัท Carlo erba analytical 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 
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13. Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) MW 141.96 บริษัท Fisher scientific analytical 
grade ประเทศอังกฤษ 

14. Ethyl alcohol absolute (C2H5OH) MW 46.070 บริษัท Carlo erba ประเทศสหรฐัอเมริกา 
15. Glycerol (CH2OHCHOHCH2OH) MW 92.095 ย่ีห้อ Carlo erba บริษัท Bio Basic INC. ประเทศ

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

สหรัฐอเมริกา 
20. LB agar, Difcotm, บริษัท Dickinson company ประเทศสหรัฐอเมริกา 
21. Methyl alcohol (CH3OH) MW 32.042 บริษัท Carlo erba ประเทศสหรัฐอเมริกา 
22. N,N,N',N'-Tetramethyl ethylenediamine (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 ประเทศ

สหรัฐอเมริกา  
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

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

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

ประเทศแคนาดา 
34. นํ้ากลั่น 

 
3.3 พลาสมิดที่ใช้ในการทดลอง  
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3.3.1 พลาสมิด pKK232-8 ที่บรรจุยีน CYP2A6 ของคนที่ขาดส่วนจับกับเมมเบรน (23human 
CYP2A6) (ได้รับมาจาก Assoc. Prof. Dr. Emily E. Scott, Dept. of Medicinal Chemistry, Kansus 
University, http://www.medchem.ku.edu/faculty_scott.shtml)  

3.3.2 พลาสมิด pKK232-8 ที่บรรจุยีน CYP2A13 ของคนที่ขาดส่วนจับกับเมมเบรน (23human 
CYP2A13) (ได้รับมาจาก Assoc. Prof. Dr. Emily E. Scott, Dept. of Medicinal Chemistry, Kansus 
University, http://www.medchem.ku.edu/faculty_scott.shtml)  

3.3.3 พลาสมิด pINIIIompA3 ที่บรรจุยีน CPR ของหนูที่มีส่วนจับเมมเบรน (ratCPR) (ได้รับมาจาก 
Prof. Dr. Jung-Ja Kim, Dept. of Biochemistry, Medical College of Wisconsin, 
http://www.mcw.edu/biochemistry/Jung_Ja_Kim.htm) 
 

3.4 วิธีการทดลอง 
3.4.1 การเหนี่ยวนําการแสดงออกและการทําบริสุทธิ์ของเอนไซม์ Cytochrome P450 
reductase จากหนู (rat CPR) 
 เลี้ยงเช้ือแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธ์ุ C41 (DE3) ที่ได้รับการส่งผ่านพลาสมิด DNA 

ที่มียีน rat CPR (pINIII-flrat CPR) จากน้ันเหน่ียวนําการแสดงออกโปรตีนและทําบริสุทธ์ิโปรตีนด้วยนิกเกิล
คอลัมน์ ทําการตรวจสอบความบริสุทธ์ิด้วยวิธี SDS-PAGE จากน้ันวัดการทํางานของเอนไซม์ rat CPR ในการ
ส่งผ่านอิเล็กตรอนไปยังตัวรับอิเล็กตรอน Cytochrome c ในหลอดทดลอง  (Pouyfung et al., 2013;  
Thongjam et al., 2013; Wongsri et al., 2014) 
 

3.4.2 การเหนี่ยวนําการแสดงออกและการทําบริสุทธิ์ของเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 
 ทําการเล้ียงเช้ือ Escherichia coli สายพันธ์ุ XL-1 blue ที่ได้รับการส่งผ่าน cDNA ที่มียีน 

cyp2a6 และ cyp2a13 (pKKK--23-2A6 และ pKKK--23-2A13) จากน้ันเหน่ียวนําการแสดงออกโปรตีน

ด้วย IPTG และ 5-aminolevulinic acid hydrochloride (-ALA) ทําบริสุทธ์ิโปรตีนโดยผ่านนิกเกิลคอลัมน์
และตรวจสอบความบริสุทธ์ิด้วยวิธี SDS-PAGE และทําการศึกษาการเร่งปฏิกิริยาการออกซิเดชันของเอนไซม์ 
CYP2A6 หรือ CYP2A13 ต่อสารประกอบเรืองแสง Coumarin ในหลอดทดลอง (in vitro) โดยวัดการเพ่ืมขึ้น
ของสารผลิตภัณฑ์ (7-hydroxycoumarin) โดยใช้เครื่อง Fluorescence Spectroscopy (Insee et al., 2014; 
Pouyfung et al., 2013;  Thongjam et al., 2013)  
 
 3.4.3 การเตรียมสารสกัดจากพืชสมุนไพรพื้นบ้านจากโครงการพัฒนาป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ด 

นําพืชสมุนไพรพ้ืนบ้านจากโครงการพัฒนาป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ดทั้งหมด 24 ชนิด มาทําความสะอาด 
สับเป็นช้ินเล็กๆและนําไปอบที่อุณหภูมิ 55 องสาเซลเซียส จากนั้นนําพืชสมุนไพรมาบดให้ละเอียดแบ่งพืช
สมุนไพรใส่ถุงผ้าดิบ ถงุละ 50 กรัม นําไปแช่ใน 95% เอทานอล นําส่วนสกัดเอทานอลที่ได้ไปทําการระเหยตัวทํา
ละลายเอทานอลด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน จากน้ันเก็บไว้ที่ -20 องศาเซลเซียสจนกว่าจะทําการ
ทดลอง จากน้ันทําการแยก fraction โดยใช้สารสะลายเฮกเซนและเอทิล อะซิเทตตามลําดับ ทําบริสุทธ์ิ
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สาระสําคัญด้วยเทคนิคโครมาโทรกราฟี และตรวจสอบความบริสุทธ์ิและโครงสร้างของสารสําคัญด้วยเทคนิค 
High Perfomance Liquid Chromatography (HPLC) Nuclear Megnetic Resonance (NMR) และ 
Liquid Chromatography-Mass spectrometry (LC-MS) ในส่วนสกัดที่ออกฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ทั้งสองได้ดี  

3.4.4 การทดสอบหาปริมาณฟีนอลท้ังหมด (Total phenolic content) 
 ช่ังสารสกัดจากพืชสมุนไพร 0.004 กรัม ละลายใน DMSO ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เขย่าให้เป็นเน้ือ
เดียวกัน ปิเปตสารลงหลอดทดลอง 125 ไมโครลิตร เติมนํ้ากลั่น 500 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากัน เติม
สารละลายโฟลิน 150 ไมโครลิตร ต้ังทิ้งไว้ในที่มืด 6 นาที เติม 7% w/v Na2CO3 ปริมาตร 1.25 มิลลิลิตร ปรับ
ปริมาตรให้เป็น 3 มิลลิลิตรด้วยนํ้ากลั่น ต้ังทิ้งไว้ในที่มืด 90 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 765 นาโนเมตร 
 

3.4.5 การทดสอบหาปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมด (Total flavonoid content) 
 ช่ังสารสกัดจากพืชสมุนไพร 0.004 กรัม ละลายใน DMSO ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เขย่าให้เป็นเน้ือ
เดียวกัน แล้วปิเปตสารลงหลอดทดลอง 500 ไมโครลิตร เติมนํ้ากลั่น 2 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน เติม 5% w/v 
NaNO2 150 ไมโครลิตร ต้ังทิ้งไว้ในที่มืด 6 นาที เติม 10% w/v AlCl3 ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ปรับปริมาตร
ให้เป็น 5 มิลลิลิตรด้วยนํ้ากลั่น ต้ังทิ้งไว้ในที่มืด 5 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 510 นาโนเมตร 
 

3.4.6 การตรวจสอบกิจกรรมเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 จากพื้นสมุนไพรพื้นบ้านจาก
โครงการพัฒนาป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ด 

ทําการบ่มเอนไซม์ CYP2A6 หรือ CYP2A13 ที่บริสุทธ์ิ (100 ไมโครกรัมโปรตีน) ร่วมกับเอนไซม์ rat 
CPR ในสารละลาย 50 mM Tris-HCl pH 7.5 ท่ีมี Dilaurolphatidylcholine (DLPC) ต้ังทิ้งไว้ 5 นาทีที่

อุณหภูมิห้อง เมื่อครบเวลาที่กําหนดเติม 20 μM Coumarin และสารสกัดพืชสมุนไพร จากน้ันเริ่มปฏิกิริยาโดย 
NADPH ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37 องศา นําค่าการตรวจสอบการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 หรือ 
CYP2A13 มาเปรียบเทียบค่าการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 หรือ CYP2A13 ที่ปราศจากสารสกัด 
(ปฏิกิริยาควบคุม) โดยทําการทดลอง 2 ซ้ําที่เป็นอิสระต่อกันแล้ววิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม prism5  
 
 3.4.7 การตรวจสอบกิจกรรมเอนไซม์ rat CPR จากพืชสมุนไพรพื้นบ้านจากโครงการพัฒนาป่า
ชุมชนบ้านอ่างเอ็ด 
 ทําการบ่มเอนไซม์ rat CPR ที่บริสุทธ์ิโดยบ่มเอนไซม์ร่วมกับสารละลาย 50 μM Cytochrome c และ
สารสกัดพืชสมุนไพร แล้วจึงเติมสารละลาย NADPH ลงไปเพ่ือเริ่มปฏิกิริยา ติดตามการทํางานของเอนไซม์ rat 

CPR กับสารสกัดพืชสมุนไพร โดยใช้เครื่อง Spectrophotometer ที่ค่าความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร (ค่า  = 
21.4 mM-1cm-1) เป็นเวลา 5 นาที นําค่าการตรวจสอบการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ rat CPR มา
เปรียบเทียบค่าการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ rat CPR (ปฏิกิริยาควบคุม) โดยทําการทดลอง 2 ซ้ําที่เป็น
อิสระต่อกัน  
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บทท่ี 4 
ผลการทดลอง 

 
4.1  การสํารวจและเก็บตัวอย่างพืชเพื่อทําการศึกษา 
  กลุ่มผู้วิจัยมีการไปสํารวจและเก็บพืชตัวอย่างที่โครงการป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ด โดยได้ข้อมูลจากปราชญ์
ชุมชน ร่วมกับเจ้าหน้าที่ของโครงการฯ ทั้งน้ีพืชสมุนไพรตัวอย่างเป็นพืชที่ปราชญ์ชุมชนนําไปใช้ เพราะมีฤทธ์ิ
ทางยา และ/หรือพืชในวงค์ของพืชที่มีรายงานว่ามีสารในกลุ่ม coumarin ที่มีรายงานว่าสามารถออกฤทธ์ิยับย้ัง
เอนไซม์ CYP2A6 และเอนไซม์ CYP2A13 ได้  รวมท้ังสิ้น ๑๕ ชนิด และได้ทําการพิสูจน์สายพันธ์และเก็บ
ตัวอย่างแห้งโดย อาจารย์เบญจวรรณ ชิวปรีชา ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา โดยใน
พืชบางชนิดมีมากกว่าหน่ึงส่วนที่มีฤทธ์ิทางยา ทําให้มีจํานวนตัวอย่าง ๒๔ ตัวอย่าง ที่นํามาสกัดด้วยตัวทําละลาย
เอทานอล (ตารางที่ 4-1)  
 
ตารางที่ 4-1 นํ้าหนักอบแห้งและนํ้าหนักแห้งของสารสกัดหยาบของพืชสมุนไพร 

 
สารสกัดหยาบ 

นํ้าหนักอบแห้ง 
(กรัม) 

นํ้าหนักแห้งของสาร
สกัดหยาบ(กรมั) 

 
% yield 

เหง้าเอ้ืองหมายนา 
(Costus speciosus (Koen) Smith.) 

49.63 2.25 4.53 

ใบเอ้ืองหมายนา 
(Costus speciosus (Koen.) Smith) 

54.96 2.4 4.37 

ต้นเอ้ืองหมายนา 
(Costus speciosus (Koen.) Smith) 

50.00 1.25 2.50 

ใบโคลงเคลง  
(Melastoma saigonense (Kuntze) Merr.) 

50.02 2.60 5.20 

รากโคลงเคลง  
(Melastoma saigonense (Kuntze) Merr) 

80.02 2.33 2.91 

ใบค้างคาวดํา (Tacca chantrieri Andr.) 55.44 5.81 10.48 
เหง้าค้างคาวดํา (Tacca chantrieri Andr.) 31.99 4.75 14.85 
ใบดีงูต้น (Picrasma javanica Blume) 80.00 4.26 5.33 
รากดีงูต้น (Picrasma javanica Blume) 80.01 1.85 2.31 
ใบมะฮึก (รอพิสูจน์สายพันธ์ุ) 44.27 5.43 12.26 
รากมะฮึก (รอพิสูจน์สายพันธ์ุ) 80.02 2.04 2.55 
ใบหัวเดียว (Aglaonema nitidum (Jack) Kunth) 30.80 2.53 8.21 
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สารสกัดหยาบ 

นํ้าหนักอบแห้ง 
(กรัม) 

นํ้าหนักแห้งของสาร
สกัดหยาบ(กรมั) 

 
% yield 

เหง้าหัวเดียว (Aglaonema nitidum (Jack) Kunth) 57.78 6.30 10.90 
ใบเข็มไอเดีย (Aidia wallichiana sensu Tirveng) 80.00 9.65 12.06 
รากเข็มไอเดีย (Aidia wallichiana sensu Tirveng) 80.02 3.96 4.95 
ใบระย่อมน้อยดอกขาว (Rauvolfia sp.) 44.76 3.13 7.00 
รากระย่อมน้อยดอกขาว (Rauvolfia sp.) 50.01 1.05 2.10 
ใบเบญจมาศแมว (Ageratum conyzoides Linn.) 50.02 6.97 13.93 
ใบชงโค (Bauhinia sp.)  37.18 2.92 7.85 
ใบมะเด่ือหอม (Ficus hirta Vahl) 41.84 2.79 6.67 
ใบลายกนก (รอพิสูจน์สายพันธ์ุ) 66.16 2.60 3.93 
ไมยราบ 
(Mimosa diplotricha C. Wright ex Sauvalle) 

50.00 1.73 3.46 

ใบไม้ลาย (Microcos tomentosa Sm.) 80.02 4.78 5.97 
รากพนมสวรรค์ (Clerodendrum paniculatum L.) 80.00 2.35 2.94 
 
4.2 การทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมและสารประกอบฟลาโวนอยด์รวม 

4.2.1 สารประกอบฟีนอลิกรวม  
 ทําการวิเคราะห์หาปริมาณฟีนอลิกรวมทั้งหมดในพืชสมุนไพรที่นํามาใช้ในการทดลองคร้ังน้ี โดยพบว่า
สารสกัดจากรากโคลงเคลง, ใบเข็มไอเดีย, รากเข็มไอเดีย, ใบเบญจมาศ และใบไม้ลาย มีสารประกอบในกลุ่มฟี
นอลิกสูงกว่าสารสกัดจากพืชชนิดอ่ืนอย่างมีนัยยะสําคัญ (ภาพที่ 4-1: ANOVA, p-value < 0.05)  

   
ภาพท่ี 4-1 กราฟแสดงปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดที่พบในการทดลอง 
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4.2.2 สารประกอบฟลาโวนอยด์รวม 
ทําการวิเคราะห์หาปริมาณฟลาโวนอยด์รวมท้ังหมดในพืชสมุนไพรที่นํามาใช้ในการทดลองครั้งน้ี โดย 

พบว่าสารสกัดจาก ใบค้างคาวดํา, ใบดีงูต้น, ใบหัวเดียว, ใบชงโค, ใบมะเด่ือหอม และใบลายกนก มีสารประกอบ
ในกลุ่มฟลาโวนอยด์สูงกว่าสารสกัดจากพืชชนิดอ่ืน และพบว่าสารสกัดจาก เหง้าเอ้ืองหมายนา, รากโคลงเคลง, 
เหง้าค้างคาวดํา, เหง้าหัวเดียว, รากเข็มไอเดีย, รากระย่อมน้อย และรากพนมสวรรค์ มีสารประกอบในกลุ่มฟลา
โวนอยด์น้อยกว่าสารสกัดจากพืชชนิดอ่ืนอย่างมีนัยยะสําคัญ (ภาพที่ 4-2: ANOVA, p-value < 0.05)   

 
                     ภาพท่ี 4-2 กราฟแสดงปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมดที่พบในการทดลอง 
 
4.3 การแสดงออกและการทาํบรสิุทธิเ์อนไซม์ CYP2A6 CYP2A13 และ Cytochrome P450 reductase  
 ทําการเหน่ียวนําการแสดงออกของเอนไซม์ทั้งสาม (CYP2A6 CYP2A13 และ CPR) จากน้ันทําบริสุทธ์ิ
เอนไซม์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบจําเพาะโดยใช้ Ni2+-NTA (Ni2+-Affinity chromatography) และ
ตรวจสอบความบริสุทธ์ิโดยใช้ SDS-PAGE พบว่าเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 บริสุทธ์ิที่ได้มีขนาดมวล
โมเลกุลประมาณ 55 kDa (ภาพที่ 4-3 และ 4-4) และเอนไซม์ CPR ที่ได้มีขนาดมวลโมเลกุลประมาณ 78 kDa 
(ภาพที่ 4-5)  
 
4.4 การตรวจสอบกิจกรรมการทํางานของเอนไซม์ rat CPR CYP2A13 และ CYP2A6 ของสารสกัด 

4.4.1 การตรวจสอบกิจกรรมการทํางานของเอนไซม์ rat CPR กับสารสกัดจากพืชสมุนไพร 
 เอนไซม์ rat CPR ที่ได้จากการทําบริสุทธ์ิมีค่าความสามารถในการเร่งปฏิกิริยา Cytochrome C 
reduction เท่ากับ 47.13 ± 4.80 umol/Cytc reduction/min/mg protein จากน้ันศึกษาฤทธ์ิในการยับย้ัง
การทํางานของสารสกัดต่อเอนไซม์ CPR ที่ทําหน้าที่ส่งอิเล็กตรอนให้กับเอนไซม์ในกลุ่ม P450 พบว่าสารสกัด
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จากพืชสมุนไพรที่ทําการทดลองจากป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ดที่ 10 μg/ml ออกฤทธ์ิต่อการทํางานของเอนไซม์ rat 
CPR แตกต่างกัน (ภาพที่ 4-6) โดยพืชในกลุ่มที่ออกฤทธ์ิการกระตุ้นการทํางานของ rat CPR ได้แก่ เหง้าเอ้ือง
หมายนา, ใบเอ้ืองหมายนา, ต้นเอ้ืองหมายนา, ใบโคลงเคลง, ใบค้างคาวดํา, เหง้าค้างคาวดํา, ใบดีงูต้น,ใบมะฮึก, 
รากมะฮึก, ใบหัวเดียว, ใบเข็มไอเดีย, รากระย่อมน้อย, ใยระย่อมน้อย, ใบเบญจมาศแมว, ใบชงโค, ใบมะเด่ือ
หอม, ใบลายกนก, ไมยราบ, ใบไม้ลาย และรากพนมสวรรค์ และพืชที่ออกฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ rat CPR ได้แก่ 
รากโคลงเคลง, รากดีงูต้น และรากเข็มไอเดีย (t-test, p-value < 0.05)  
 

 
 
ภาพท่ี 4-3 การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเอนไซม์ CYP2A6 โดย SDS-PAGE  
 

 
ภาพท่ี 4-4 การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเอนไซม์ CYP2A13 โดย SDS-PAGE 
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ภาพท่ี 4-5 การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเอนไซม์ CPR โดย SDS-PAGE  
 

 
 
ภาพท่ี 4-6 ประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม์ rat CPR เมื่อบ่มรวมกับสารสกัดจากพืชสมุนไพรที่ความเข้มขน้ 
10 μg/ml เปรียบเทียบกับสารสะลายเอทานอล99.5% (Anova, p-value < 0.05) การทดลองทําซ้ําทั้งหมด
สองครั้งและวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5 
 

4.4.2 ฤทธิ์ยับย้ังการทํางานของสารสกัดสมุนไพรต่อเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 
เอนไซม์ CYP 2A6 และเอนไซม์ CYP2A13 มีค่ากิจกรรมการทํางานของเอนไซม์เท่ากับ 0.32 ±0.0007 

และ 0.10 ± 0.001 umol 7-hydroxycoumarin /min/mg protein ตามลําดับ เมื่อทําการเปรียบเทียบกับ
กราฟมาตรฐานของสาระลาย 7-hydroxycoumarin 
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4.4.2.1 การตรวจสอบการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP 2A6 ด้วยสารสกัดจากพืชสมุนไพร 
ทําการวัดการกิจกรรมการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ที่ความเข้มข้นของสารสกัดแตกต่างกัน (10, 

50, และ 100 μg/ml) นําค่ากิจกรรมเอนไซม์ที่ได้เปรียบเทียบกับค่ากิจกรรมเอนไซม์ในสภาวะที่ปราศจากพืช
สมุนไพร  (ภาพที่ 4-7) พบว่าพืชในกลุ่มที่ออกฤทธ์ิกระตุ้นการทํางานของ CYP2A6 ได้แก่ สารสกัดใบเข็มไอเดีย  
รากระย่อมน้อย เหง้าค้างคาวดํา รากมะฮึก เหง้าเอ้ืองหมายนา เหง้าหัวเดียว ใบไม้ลาย ต้นเอ้ืองหมายนา ราก
โคลงเคลง รากดีงูต้น รากพนมสวรรค์ และใบโคลงเคลงตามลําดับ ในขณะที่พืชที่ออกฤทธ์ิยับย้ัง CYP2A6 ได้  
เมื่อเรียงลําดับพืชที่มีประสิทธิภาพการยับย้ังได้ดีที่สุดไปยังพืชที่มีประสิทธิภาพการยับย้ังได้ตํ่าที่สุดเมื่อพิจารณา
จากค่า IC50 (ค่าความเข้มข้นของสารที่สามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ลดลงเป็นครึ่งหน่ึง) ได้แก่ ใบมะฮึก 
(ยับย้ัง 100%) และใบเบญจมาศแมว (ยับย้ัง 100% เมื่อเพ่ิมความเข้มข้น) ที่ไม่สามารถหาค่า IC50 ได้ รองลงมา
คือ รากเข็มไอเดีย (IC50 = 24.72 ug/ml),  ใบดีงูต้น (IC50 = 28.25 ug/ml),  ใบลายกนก (IC50 = 76.63 
ug/ml), ไมยราบ (IC50 = 96.44 ug/ml), ใบเอ้ืองหมายนา (IC50 = 100.2 ug/ml), ใบระย่อมน้อย (IC50 = 101 
ug/ml), ใบชงโค (IC50 = 102.8 ug/ml), ใบมะเด่ือหอม (IC50 = 103.4 ug/ml), ใบค้างคาวดํา (IC50 = 105.4 
ug/ml) และใบหัวเดียว (IC50 = 140.5 ug/ml) ตามลําดับ (t-test, p-value <0.05)  

  
4.4.2.2 การตรวจสอบการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP 2A13 ด้วยสารสกัดจากพืชสมุนไพร 
ทําการวัดการกิจกรรมการทํางานของเอนไซม์ CYP2A13 ที่ความเข้มข้นของสารสกัดแตกต่างกัน (10, 

50, และ 100 μg/ml) นําค่ากิจกรรมเอนไซม์ที่ได้เปรียบเทียบกับค่ากิจกรรมเอนไซม์ในสภาวะที่ปราศจากพืช
สมุนไพร  (ภาพ 4-8A ถึง 4-8F) พบว่าพืชในกลุ่มที่ออกฤทธ์ิกระตุ้นการทํางานของ CYP2A13 ได้แก่ ต้นเอ้ือง
หมายนา, รากโคลงเคลง, เหง้าค้างคาวดํา, ใบมะฮึก, รากระย่อมน้อย และใบเบญจมาศแมว  ในขณะที่พืชที่ออก
ฤทธ์ิยับย้ัง CYP2A13 เรียงลําดับพืชที่มีประสิทธิภาพการยับย้ังได้ดีที่สุดไปยังพืชที่มีประสิทธิภาพการยับย้ังได้ตํ่า
ที่สุดเมื่อพิจารณาจากค่า IC50 ได้แก่ รากเข็มไอเดีย (IC50 = 19.56 μg/ml), ใบค้างคาวดํา (IC50 = 55.1 μg/ml), 
ใบลายกนก (IC50 = 57.28 μg/ml), ใบเข็มไอเดีย (IC50 = 74.16 μg/ml), ใบเอ้ืองหมายนา (IC50 = 82.13 
μg/ml), ใบหัวเดียว (IC50 = 86.35 μg/ml), ใบดีงูต้น (IC50 = 87.53 μg/ml), ใบระย่อมน้อย (IC50 = 94.4 
μg/ml), ใบชงโค (IC50 = 111.6 μg/ml), เหง้าเอ้ืองหมายนา (IC50 = 123.2 μg/ml), เหง้าหัวเดียว (IC50 = 
145.4 μg/ml),ใบโคลงเคลง (IC50 = 157.6 μg/ml), ใบไม้ลาย (IC50 = 186.5 μg/ml), ใบมะเด่ือหอม (IC50 = 
194.6 μg/ml) ไมยราบ (IC50 = 236.2 μg/ml), รากดีงูต้น (IC50 = 239.5 μg/ml) และรากพนมสวรรค์ (IC50 = 
558.5 μg/ml), (t-test, p-value <0.05) 
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ภาพท่ี 4-7 ผลของสารสกัดจากพืชสมุนไพรจากป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ดที่ความเข้มข้น 0 μg/ml, 10 μg/ml, 50 
μg/ml และ 100 μg/ml ต่อการทํางานของเอนไซม์ CYP2A13 เปรียบเทียบกับสารละลาย1 ไมโครลิตร ของเอ
ทานอล 99.5% (control) เมื่อทําการศึกษาที่อุณหภูมิห้อง 37 องศาเซลเซียส การทดลองทําซ้ําทั้งหมดสองครั้ง
และวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5   
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ภาพที่ 4-8 (A ถึง F) ผลของสารสกัดจากพืชสมุนไพรจากป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ดที่ความเข้มข้น 0 μg/ml, 10 
μg/ml, 50 μg/ml และ 100 μg/ml ต่อการทํางานของเอนไซม์ CYP2A13 เปรียบเทียบกับสารละลาย1 
ไมโครลิตร ของเอทานอล 99.5% (control) เมื่อทําการศึกษาท่ีอุณหภูมิห้อง 37 องศาเซลเซียส การทดลอง
ทําซ้ําทั้งหมดสองครั้งและวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5   
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4.5.ฤทธิ์ยับย้ังเอนไซม์ CPR CYP2A6 และ CYP2A13 ของสารสกัดใบลายกนก  
 4.5.1 การสกัดสารสําคัญจากใบลายกนก  

เก็บส่วนใบของสมุนไพรลายกนกนารี จากโครงการป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ดฯ ล้างทําความสะอาด อบแห้ง
และป่ันให้ละเอียด นํามาสกัดด้วย 95% เอทานอล (Ethanal: EtOH) และระเหยตัวทําละลายออก ได้ปริมาณ
สารสกัดเอทานอลสุทธิ 2.63 กรัม เมื่อทําการแยกสารสกัดแบบลําดับส่วน ทําการกลั่นระเหย ได้ส่วนสกัดเฮ
กเซน (Hexane) เอทิลอะซิเตต (Ethyl acetate: EtOAc) และน้ํา (Water) ปริมาณสุทธิ 0.87 กรัม 0.37 กรัม 
และ 1.39 กรัม ตามลําดับ (ภาพที่ 4-9)  

 

 
ภาพท่ี 4-9 ลําดับขั้นตอนสารสกัดพืชตัวอย่าง 

 
4.5.2 ฤทธิ์ยับย้ังการทํางานของเอนไซม์  
วัดกิจกรรมการทํางานของเอนไซม์ CPR เมื่อมีสารสกัดความเข้มข้น  50 μg/ml เปรียบเทียบค่า

กิจกรรมของเอนไซม์  CPR กับค่ากิจกรรมของเอนไซม์ CPR ปกติ (มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ 100%) ผล
การศึกษาพบว่า ส่วนสกัดพืชสมุนไพรใบลายกนกที่ 50 g/ml ในส่วนสกัด EtOH, Hexane, EtOAcและน้ํา 
ส่งผลต่อการทํางานของเอนไซม์ CPR เพียงเล็กน้อย โดยส่วนสกัด EtOH ยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CPR ได้ 
21.99 % ส่วนสกัด Hexane ยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CPR ได้ 3.75% ส่วนสกัด EtOAc ยับย้ังการทํางาน
ของเอนไซม์ rat CPR ได้ 6.39% และส่วนสกัดนํ้ายับย้ังการทํางานของเอนไซม์ rat CPR ได้ 16.42% (ภาพที่ 4-
10)  
 

ส่วนสกัดเอทานอล 

ส่วนสกัดเอกเซน 0.87 กรัม ส่วนน้ํา 

ส่วนสกัดเอทิล อะซิเทต 0.37 กรัม ส่วนสกัดน้ํา 1.39 กรัม 

เอทานอล 

เฮกเซน น้ํา 

เอทิล อะซีเทต 

ใบลายกนกปั่นแห้ง 200 กรัม 



35 
 

Contro
l

EtO
H

Hex
an

e

EtO
Ac

H2O

0

20

40

60

80

100

120

50 ug/ml

%
 R

em
ai

n
in

g
 a

ct
iv

it
y

 
รูปที่ 4-10 ค่ากิจกรรมการทํางานของเอนไซม์ CPR ในสภาวะที่มีสารสกัดจากพืชที่ความเข้มข้น % 50 μg/ml 
วิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5 
 

ตรวจสอบการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ในการเร่งปฏิกิริยาสร้างสารผลิตภัณฑ์ 7-
hydroxycoumarin โดยบ่มเอนไซม์ CPR เอนไซม์ CYP2A6 และสาร DLPC เป็นเวลา 5 นาที จากน้ันเติมสาร
ต้ังต้น Coumarin ที่ค่า Km (3mM) และสารสกัดพืชสมุนไพรที่ได้ในแต่ละส่วนสกัด ที่ความเข้มข้นต่างๆ ลงไป
พร้อมกันเพ่ือให้เกิดการแข่งขันในการจับกับเอนไซม์ระหว่างสารต้ังต้นกับสารยับย้ังจากสารสกัดใบลายกนก 
หลังจากน้ันเติม NADPH เพ่ือเริ่มปฏิกิริยา (ปฏิกิริยา Co-incubation) ผลการศึกษาพบว่าส่วนสกัด Hexane 
และส่วนสกัด EtOAc ออกฤทธ์ิยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้ดีกว่าส่วนสกัดนํ้า โดยมีค่าการยับย้ัง 
IC50 เท่ากับ 13.35 ug/ml 21.98 ug/ml และ 35.49 ug/ml ตามลําดับ (ภาพที่ 4-11) เมื่อเปรียบเทียบกับสาร
สกัด EtOH ที่มีค่าการยับย้ัง IC50 เท่ากับ 13.88 ug/ml  

ทําการศึกษากิจกรรมของเอนไซม์ CYP2A6 ทําโดยการบ่มเอนไซม์ CPR เอนไซม์ CYP2A6 และ DLPC 
เป็นเวลา 5 นาที จากน้ันเติมสารสกัดพืชสมุนไพรใบลายกนกที่ความเข้มข้นต่างๆ ร่วมกับNADPH เพ่ือเริ่ม
ปฏิกิริยาจากน้ันบ่มทิ้งไว้ที่เวลาต่างๆ เมื่อครบเวลาเติมสารต้ังต้น Coumarin และ NADPH  เพ่ือเริ่มปฏิกิริยา
เป็นครั้งที่ 2 (ปฏิกิริยา Pre-incubation) พบว่าการทํางานของเอนไซม์ลดลงอย่างชัดเจน (ภาพที่ 4-12) เมื่อ
เปรียบเทียบกับกิจกรรมของเอนไซม์ CYP2A6 ในปฏิกิริยาที่ปราศจากสารสกัดใบลายกนก เมื่อทําการ
เปรียบเทียบผลการยับย้ังการทํางานของส่วนสกัดระหว่างปฏิกิริยา Co-incubation และ Pre-incubation จะ
เห็นได้ว่าปฏิกิริยา Pre-incubation สามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้ดีกว่าปฏิกิริยา Co-
incubation หรือเป็นการยับย้ังแบบ NADPH-dependent inhibition (ภาพที่ 4-13) เมื่อวิเคราะห์ฤทธ์ิยับย้ัง
การทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ของส่วนสกัด Hexane และ EtOAc ที่ความเข้มข้นต่างๆ ในช่วงเวลาการ 
pre-incubation ต่างๆ (ภาพท่ี 4-14) พบว่าฤทธ์ิการยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 ของส่วนสกัด Hexane และ 
EtOAc ขึ้นอยู่กับเวลาของการบ่มส่วนสกัดกับเอนไซม์ (Pre-incubation time dependent inhibition) และ
ขึ้นกับความเข้มข้นของส่วนสกัด (Concentration dependent inhibition) จึงสรุปเบ้ืองต้นได้ว่า สมุนไพร
ใบลายกนก ส่วน Hexane และ EtOAc สามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้แบบผันกลับโดย
กลไกการยับย้ังแบบ Meachanism-based inhibition  
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ภาพที่ 4-11 การยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ในการเร่งปฏิกิริยา Coumarin 7-

hydroxylase โดยส่วนสกัดพืชสมุนไพรใบลายกนกแบบ Co-incubation  การทดลองทําซ้ําทั้งหมดสองครั้ง
และวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5 
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ภาพที่ 4-12  การยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ในการเร่งปฏิกิริยา Coumarin 7-

hydroxylase โดยส่วนสกัดพืชสมุนไพรใบลายกนกแบบ Pre-incubation ที่เวลา 10 นาที การทดลองทําซ้ํา
ทั้งหมดสองครั้งและวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5 
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ภาพท่ี 4-13 เปรียบเทียบความสามารถในการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ของส่วนสกัด Hexane 
และ EtOAc ของใบลายนกนารีระหว่างปฏิกิริยา Co-incubation กับ Pre-incubation ที่เวลา 10 นาที การ
ทดลองทําซ้ําทั้งหมดสองครั้งและวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5   
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EtOAC Pre-incubation
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ภาพท่ี 4-14 การทดสอบการยับย้ังแบบ Concentration-Dependent และ Time-Dependent ของเอนไซม์ 
CYP2A6 ในปฏิกิริยา Pre-incubation ที่เวลา 10 และ 30 นาทีและความเข้มข้นต่างๆ การทดลองทําซ้ํา
ทั้งหมดสองครั้งและวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5 
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ตรวจสอบการทํางานของเอนไซม์ CYP2A13 โดยบ่มเอนไซม์ CPR เอนไซม์ CYP2A13 ร่วมกับ DLPC 
เป็นเวลา 5 นาที จากน้ันเติมสารต้ังต้น Coumarin ที่ค่า Km (3mM) และสารสกัดพืชสมุนไพรที่ได้ในแต่ละส่วน
สกัดที่ความเข้มข้นต่างๆ ลงไปพร้อมกันเพ่ือให้เกิดการแข่งขันในการจับกับเอนไซม์ระหว่างสารต้ังต้น 
Coumarin กับตัวยับย้ังเอนไซม์ CYP2A13 หลังจากน้ันจึงเติม NADPH เพ่ือเริ่มปฏิกิริยา (ปฏิกิริยา Co-
incubation) ผลการศึกษาพบว่าส่วนสัดที่ยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A13 ได้ดีที่สุดคือส่วนของช้ันสาร
สกัด Hexane เป็นโดยมีค่าการยับย้ัง IC50 เท่ากับ 10.13 ug/ml และรองลงมาคือส่วนของช้ัน EtOAc และ 
H2O มีค่าการยับย้ัง IC50 เท่ากับ 26.58 ug/ml และ 118.9 ug/ml ตามลําดับเมื่อเปรียบเทียบกับสารสกัด 
EtOH ที่มีค่าการยับย้ัง IC50 เท่ากับ 37.42 ug/ml (ภาพที่ 4-15 )  

ทําการศึกษากิจกรรมของเอนไซม์ CYP2A13 โดยปฏิกิริยา Pre-incubation พบว่าฤทธ์ิยับย้ังใกล้เคียง
กับการทําปฏิกิริยาแบบ Co-incubation โดยเมื่อทําการเปรียบเทียบผลการยับย้ังการทํางานของส่วนสกัด 
Hexane และ EtOAc พบว่าไม่มีความแตกต่างกันของฤทธ์ิการยับย้ังการทํางานเอนไซม์ CYP2A13 ระหว่าง
ปฏิกิริยา Co-incubation และ Pre-incubation (ภาพท่ี 4-16) แสดงให้เห็นว่าการยับย้ังการทํางานของ
เอนไซม์ CYP2A13 ของทั้งสองส่วนสกัดอาจไม่ได้มีกลไกการยับย้ังแบบ NADPH-dependent inhibition 
จากน้ันศึกษาฤทธ์ิยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A13 ของส่วนสกัด Hexane และ EtOAc ที่ความเข้มข้น
ต่างๆ ในช่วงเวลาการ pre-incubation ระหว่างเอนไซม์กับส่วนสกัดที่แตกต่างกัน (ภาพที่ 4-17) พบว่าฤทธ์ิการ
ยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ของส่วนสกัด Hexane และ EtOAc ไม่ขึ้นอยู่กับเวลาของการบ่ม แต่
ขึ้นกับความเข้มข้นของส่วนสกัด (Concentration dependence) ดังน้ันสรุปได้ว่า พืชสมุนไพรใบลายกนก 
ส่วน Hexane และ EtOAc ไม่ได้ยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A13 ผันกลับไม่ได้โดยกลไกการยับย้ังแบบ 
Meachanism-based inhibition 

Co-incubation

EtO
H

Hex
an

e

EtO
Ac

H2O

0

20

40

60

80

100
0 g/ml
10 g/ml
25 g/ml
50 g/ml
100 g/ml

%
 R

em
ai

n
in

g
 a

ct
iv

it
y

 
ภาพท่ี 4-15 การยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A13 บริสุทธ์ิ ในการเร่งปฏิกิริยา Coumarin 7-

hydroxylase โดยส่วนสกัดพืชสมุนไพรใบลายกนก การทดลองทําซ้ําทั้งหมดสองครั้งและวิเคราะห์ผลด้วย
โปรแกรม GraphPad Prism 5 
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ภาพที่ 4-16 เปรียบเทียบฤทธ์ิยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A13 ของสารสกัดใบลายนกนารี

ระหว่างปฏิกิริยา Co-incubation กับ Pre-incubation ที่เวลา 10 นาที ในส่วนสกัด Hexane และ EtOAc 
การทดลองทําซ้ําทั้งหมดสองครั้งและวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5 
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EtOAC preincubation
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ภาพท่ี 4-17 การทดสอบการยับย้ังแบบ Concentration-Dependent และ Time-Dependent ของ
เอนไซม์ CYP2A13 ในปฏิกิริยา Pre-incubation ที่เวลา 10 และ 30 นาทีและความเข้มข้นต่างๆ 
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        4.5.3 การสกัดสารจากใบลายกนกควบคู่กับการทดสอบการยับย้ังกิจกรรมการทํางานของเอนไซม์ 
CYP2A6 (Bioassay guide isolation) 
 4.5.3.1 การแยกส่วนสกัดส่วนเฮกเซน และทดสอบการยับย้ังกิจกรรมการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 
ด้วยสารสกัดใบลายกนกส่วนเฮกเซน 

ทําการแยกส่วนสกัด Hexane ด้วยวิธีโครมาโทรกราฟีโดยไล่อัตราส่วนต้ังแต่ 50% EtOAC จนถึง 
100% เอทิลอะซิเตตได้สิบส่วนสกัด (ส่วนสกัด LKHF1-LKHF10) จากนั้นทําการตรวจสอบการทํางานของ
เอนไซม์ CYP2A6 ที่ความเข้มข้นสารสกัด 10 μg/ml พบว่า LKHF3 ออกฤทธ์ิยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ 
CYP2A6 ดีที่สุดที่ 100% รองลงมาคือ LKHF9 (84.87%), LKHF7 (81.73%), LKHF4 (69.89%), LKHF6 
(49.00%), LKHF5 (47.33%), LKHF1 (46.73%) และ LKHF10 (27.99%) ตามลําดับ โดยที่ LKHF2 กับ 
LKHF 8 ไม่มีผลต่อการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 (ภาพที่ 4-18)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4-18 ฤทธ์ิยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 โดยส่วนสกัดใบลายกนกส่วนเฮกเซน โดยมี
สารละลายเอทานอลเป็นตัวควบคุม (มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ 100%) (* แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญ
ทางสถิติที่ p<0.05 และ** แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติที่ p≤0.0001) 
 

ยกเว้น LKHF9 ที่สารมีปริมาณน้อย ผู้วิจัยนําส่วนสกัด LKHF3, LKHF4 และ LKHF7 ที่มีผลการยับย้ังที่
ดีลงคอลัมน์ทําการแยกส่วนสกัดและทดสอบการยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6อีกครั้งพบว่า ส่วนสกัดย่อย LKHF3.4 
และ LKHF3.5 ออกฤทธ์ิยับย้ังได้ดีที่สุดที่ 100% รองลงมาคือ LKHF3.3 (90.71%),  
LKHF 3.2 (74.94%), LKHF3.1 (71.13%) และ LKHF3.6 (61.33%) (ภาพที่ 4-19 (ก))  นอกจากน้ียังพบว่า 
LKHF 7.2 ยับย้ังได้ดีที่สุดที่ 100% รองลงมาคือ LKHF7.1 (93.45%), LKHF7.3 (74.23%), LKHF7.7 
(73.48%), LKHF7.5 (61.84%) และ LKHF7.4 (42.73%) (ภาพที่ 4-8 (ข)) และ LKHF4.4 ยับย้ังได้ดีที่สุดที่ 
81.34% รองลงมาคือ LKHF4.5 (74.01%), LKHF4.3 (56.32%), LKHF4.1 (48.79%) และ LKHF 4.7 
(22.44%) ตามลําดับ (ภาพที่ 4-8 (ค))   

* 

* * 

**
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(ค) 
  
 
 ภาพท่ี 4-19 ฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 ของส่วนสกัดย่อยของ LKEF3.1- LKEF3.6(ก) ส่วนสกัด
ที่ LKEF7.1- LKEF7.7 (ข) และส่วนสกัดที่ LKEF4.1- LKEF4.7 (ค) (* แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทาง
สถิติที่ p<0.05 และ** แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติที่ p≤0.0001) 
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 4.5.3.2 การแยกส่วนสกัดส่วนเอทิลอะซิเตต และทดสอบการยับย้ังกิจกรรมการทํางานของเอนไซม์ 
CYP2A6 ด้วยสารสกัดใบลายกนกส่วนเอทิลอะซิเตต 

ทําการแยกส่วนสกัด Hexane ด้วยวิธีโครมาโทรกราฟีโดยไล่อัตราส่วนต้ังแต่ 50% EtOAC จนถึง 
100% เอทิลอะซิเตตได้เจ็ดส่วนสกัด (ส่วนสกัด LKEF1-LKEF7) จากน้ันทําการตรวจสอบการทํางานของเอนไซม์ 
CYP2A6 ที่ความเข้มข้นสารสกัด 10 μg/ml พบว่า LKEF4 ออกฤทธ์ิยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ดี
ที่สุดที่ 100%, รองลงมาคือ LKEF3 (80.48%), LKEF7 (79.10%), LKEF2 (61.63%), LKEF6 (53.86%)และ 
LKEF1 (51.49%) ตามลําดับ โดยที่ส่วนสกัดเอทิลอะซิเตตที่ 5 ไม่มีผลต่อการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 
(ภาพที่ 4-20)   
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 

 
ภาพท่ี 4-20 การยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 จากสารสกัดใบลายกนกส่วน เอทิลอะซิเตต (* 

แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติที่ p<0.05 และ** แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติที่ 
p≤0.0001) 
 

จากน้ันนํา LKEF3 และ LKEF7 ที่มีผลการยับย้ังที่ดี (LKEF4  ไม่ได้ทําการศึกษาต่อเน่ืองจากสารหมด) 
ลงคอลัมน์ทําการแยกส่วนสกัดและทดสอบฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 อีกคร้ังพบว่า ส่วนสกัดย่อย LKEF3.3 
และ LKEF 3.4 ยับย้ังได้ดีที่สุดที่ 100% รองลงมาคือ LKEF 3.1 (98.27%), LKEF3.2 (92.52%), LKEF3.6 
(88.42%) และ LKEF3.5 (87.90%) (ภาพที่ 4-21 (ก))  และยังพบว่าส่วนสกัดย่อย LKEF7.1 – LKEF7.4 ยับย้ัง
ได้ดีที่สุดที่ 100% (ภาพที่ 4-21 (ข))   
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 ภาพท่ี 4-21 ฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 ของส่วนสกัดย่อย LKEF3.1-3.7 (ก) และ LKEF7.1-7.4 
(ข) (* แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติที่ p<0.05 และ** แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทาง
สถิติที่ p≤0.0001) 
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4.6.ฤทธิ์ยับย้ังเอนไซม์ CPR CYP2A6 และ CYP2A13 ของสารสกัดรากเข็มไอเดีย  
4.6.1 การสกัดสารสําคัญจากรากเข็มไอเดีย 
ทําการเก็บรากเข็มไอเดีย จากโครงการป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ดฯ ล้างทําความสะอาด อบแห้งและป่ันให้

ละเอียด ได้ปริมาณสุทธิ 200 กรัม นํามาสกัดด้วย 95% เอทานอล (Ethanol) และระเหยตัวทําละลายออก ได้
ปริมาณสารสกัดเอทานอลสุทธิ 6.45 กรัม ทําการแยกสารสกัดแบบลําดับส่วน ได้ส่วนสกัดเฮกเซน (Hexane) 
เอทิลอะซิเตต (EtOAc) และน้ําตามลําดับ (ภาพที่ 4-22)  
 

 
 

ภาพท่ี 4-22 ขั้นตอนสารสกัดรากเข็มไอเดีย 
 

4.6.2 ฤทธิ์ยับย้ังการทํางานของเอนไซม์  
วัดกิจกรรมการทํางานของเอนไซม์ CPR เมื่อมีสารสกัดความเข้มข้น  50 μg/ml เปรียบเทียบค่า

กิจกรรมของเอนไซม์  CPR กับค่ากิจกรรมของเอนไซม์ CPR ปกติ (มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ 100%) ผล
การศึกษาพบว่า ส่วนสกัดพืชสมุนไพรรากเข็มไอเดียที่ 50 g/ml ในส่วนสกัด EtOH, Hexane, EtOAcและน้ํา 
ส่งผลต่อการทํางานของเอนไซม์ CPR เพียงเล็กน้อย  

เมื่อตรวจสอบการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ในการเร่งปฏิกิริยาสร้างสารผลิตภัณฑ์ 7-
hydroxycoumarin ด้วยปฏิกิริยาแบบ Co-incubation (เช่นเดียวกับ 4.5.2) พบว่าส่วนสกัด Hexane และ
ส่วนสกัด EtOAc ออกฤทธ์ิยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้ดีกว่าส่วนสกัดนํ้า โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 
19.73 16.21 ug/ml และ 92.91 ug/ml ตามลําดับ (ภาพที่ 4-23) เมื่อเปรียบเทียบกับสารสกัด EtOH ที่มีค่า
การยับย้ัง IC50 เท่ากับ 8.61 ug/ml จากน้ันตรวจสอบการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ด้วยปฏิกิริยาแบบ Pre-

ส่วนสกัดเอทานอล 

ส่วนสกัดเอกเซน ส่วนนํ้า 

ส่วนสกัดเอทิล อะซิเทต ส่วนสกัดนํ้า 

เอทานอล 

เฮกเซน นํ้า 

เอทิล อะซีเทต 

รากเข็มไอเดียป่ันแห้ง 200 กรัม 
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incubation เป็นเวลา 10 นาที พบว่าส่วนสกัดนํ้าสามารถลดการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้น้อยที่สุดเมื่อ
เปรียบเทียบกับกิจกรรมของเอนไซม์ CYP2A6 (ภาพที่ 4-24)  

เมื่อทําการเปรียบเทียบผลการยับย้ังการทํางานของส่วนสกัด Hexane และ EtOAc ระหว่างปฏิกิริยา 
Co-incubation และ Pre-incubation จะเห็นได้ว่าสารสกัดทั้งสองส่วนออกฤทธ์ิยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ 
CYP2A6 ได้มากขึ้น (ภาพที่ 4-25) มีค่าการยับย้ัง IC50 เท่ากับ 2.15 ug/ml, และ 0.51 ug/ml ตามลําดับแสดง
ให้เห็นว่าการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ของทั้งสองส่วนสกัดขึ้นอยู่กับตัวให้อิเล็กตรอน NADPH 
(NADPH-Dependent inhibition) ซึ่งเป็นคุณสมบัติเบ้ืองต้นที่จะบอกได้ว่าสารยับย้ังในรากเข็มไอเดียมีกลไก
การยับย้ังเอนไซม์แบบ Meachanism-based inhibition  
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ภาพท่ี 4-23 ฤทธ์ิการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ของสารสกัดจากรากเข็มไอเดียแบบ Co-

incubation การทดลองทําซ้ําทั้งหมดสองครั้งและวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5 
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ภาพท่ี 4-24 ฤทธ์ิการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ของสารสกัดจากรากเข็มไอเดียแบบ Pre-

incubation การทดลองทําซ้ําทั้งหมดสองครั้งและวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5 
 

จากน้ันศึกษาฤทธ์ิยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ของส่วนสกัด Hexane และ EtOAc ที่ความ
เข้มข้นต่างๆ ในช่วงเวลาการ pre-incubation ระหว่างเอนไซม์กับส่วนสกัดที่แตกต่างกัน พบว่าฤทธ์ิการยับย้ัง
การทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ของส่วนสกัด Hexane และ EtOAc ออกฤทธ์ิยับย้ังการทํางานที่ขึ้นอยู่กับเวลา
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ของการบ่มส่วนสกัดกับเอนไซม์ (Time depencent inhibition) `แต่ขึ้นกับความเข้มข้นของส่วนสกัด 
(Concentration dependent inhibition) (ภาพที่ 4-26) จึงสรุปเบ้ืองต้นได้ว่า สารสกัดจากรากเข็มไอเดีย 
ส่วน Hexane และ EtOAc ของรากเข็มไอเดียสามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้ โดยกลไกการ
ยับย้ังแบบผันกลับไม่ได้ Meachanism-based inhibition  
 

 
ภาพท่ี 4-25 เปรียบเทียบความสามารถในการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ของส่วนสกัด 

Hexane (ซ้าย) และEtOAc (ขวา) จากรากเข็มไอเดียระหว่างปฏิกิริยา Co-incubation กับ Pre-incubation ที่
เวลา 10 นาท ีการทดลองทําซ้ําทั้งหมดสองครั้งและวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5   
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ภาพท่ี 4-26 ฤทธ์ิยับย้ังแบบ Concentration-Dependent และ Time-Dependent ของเอนไซม์ 
CYP2A6 ในปฏิกิริยา Pre-incubation การทดลองทําซ้ําทั้งหมดสองครั้งและวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม 
GraphPad Prism 5   
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ทําการตรวจสอบการทํางานของเอนไซม์ CYP2A13 เมื่อถูกยับย้ังด้วยสารสกัดจากรากเข็มไอเดียด้วย
ปฏิกิริยาแบบ Co-incubation พบว่าส่วนสกัดที่สามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A13 ได้ดีที่สุดคือ
ส่วนสกัด EtOAc (IC50 8.365 ug/ml) รองลงมาคือส่วนสกัด Hexane และน้ําที่มีค่า IC50 เท่ากับ 66.72 และ 
85.97ug/ml ตามลําดับเมื่อเปรียบเทียบกับส่วนสกัด EtOH มีค่าการยับย้ัง IC50 เท่ากับ 21.16 ug/ml  (ภาพที่ 
4-27) จากน้ันตรวจสอบการทํางานของเอนไซม์ CYP2A13 เมื่อถูกยับย้ังด้วยสารสกัดจากรากเข็มไอเดียด้วย
ปฏิกิริยาแบบ Pre-incubation เป็นเวลา 10 นาที พบว่าส่วนสกัด EtOAc สามารถยับย้ังได้ดีที่สุดโดยมีค่าการ
ยับย้ังเท่ากับ 97.51% รองลงมาคือส่วนสกัด EtOH มีค่าการยับย้ังเท่ากับ 86.82% ส่วนสารสกัดที่สามารถยับย้ัง
ได้น้อยที่สุดคือส่วนสกัดนํ้าโดยมีค่าการยับย้ังเท่ากับ 54.20% (ภาพที่ 4-28) เมื่อทําการเปรียบเทียบผลการ
ยับย้ังการทํางานเอนไซม์ CYP2A13 ของส่วนสกัด Hexane และ EtOAc พบว่าการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ 
CYP2A13 ของทั้งสองส่วนสกัดอาจจะขึ้นอยู่กับสารให้อิเล็กตรอน NADPH (ภาพที่ 4-29)  
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ภาพท่ี 4-27 ฤทธ์ิยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A13 โดยส่วนสกัดพืชสมุนไพรรากเข็มไอเดีย  

การทดลองทําซ้ําทั้งหมดสองครั้งและวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5  
 

Pre-incubation 10 min
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ภาพท่ี 4-28 ฤทธ์ิยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A13 โดยส่วนสกัดพืชสมุนไพรรากเข็มไอเดีย  

แบบ Pre-incubated ที่เวลา 10 นาที การทดลองทําซ้ําทั้งหมดสองครั้งและวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม 
GraphPad Prism 5   
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ภาพที่ 4-29 เปรียบเทียบความสามารถในการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A13 ของส่วนสกัดรากเข็ม
ไอเดียระหว่างปฏิกิริยา Co-incubation กับ Pre-incubation ที่เวลา 10 นาที การทดลองทําซ้ําทั้งหมดสอง
ครั้งและวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5   

และพบว่าฤทธ์ิการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ของสารสกัด Hexane และ EtOAc ของราก
เข็มไอเดีย ออกฤทธ์ิยับย้ังการทํางานขึ้นกับความเข้มข้นของส่วนสกัดและเวลาของการบ่มส่วนสกัดกับเอนไซม์ 
(Concentration and Time dependent inhibition) (ภาพที่ 4-30) 
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ภาพท่ี 4-30 การทดสอบการยับย้ังแบบ Concentration-Dependent และ Time-Dependent ของ

เอนไซม์ CYP2A13 ในปฏิกิริยา Pre-incubation การทดลองทําซ้ําทั้งหมดสองครั้งและวิเคราะห์ผลด้วย
โปรแกรม GraphPad Prism 5    

0 50 100 150
0

20

40

60

80

100

%
 R

em
ai

n
in

g
 a

ct
iv

it
y

0 50 100 150
0

50

100

150

%
 R

em
ai

n
in

g
 a

ct
iv

it
y

 

 



49 
 

        4.6.3 การสกัดสารจากรากเข็มไอเดียควบคู่กับการทดสอบการยับย้ังกิจกรรมการทํางานของเอนไซม์ 
CYP2A6 (Bioassay guide isolation) 
 4.6.3.1 การแยกส่วนสกัดส่วนเฮกเซน และทดสอบการยับย้ังกิจกรรมการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 
ด้วยสารสกัดรากเข็มไอเดียส่วนเฮกเซน 

ทําการสกัดสารสําคัญจากส่วนสกัดเฮกเซนของรากเข็มไอเดีย ด้วยวิธีโครมาโทรกราฟฟีเริ่มจากสัดส่วน
ของ Hexane:EtOAc ต้ังแต่  20 : 80 จนถึง 100 : 0 จากนั้นผู้วิจัยจึงทําการรวมสารที่มีสถานะของสาร
เหมือนกันได้ทั้งหมด สิบเอ็ดส่วนสกัด (AWHF1-AWHF11) (ภาพที่ 4-31) จากนั้นทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดที่มีต่อ
การทํางานของเอนไซม์ พบว่าที่ความเข้มข้น 10 μg/ml สาร AWHF3, AWHF4 และ AWHF8 ยับย้ังการทํางาน
ของเอนไซม์ CYP2A6 ได้ดีที่สุด (ภาพที่ 4-32) โดยยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ได้ 100% เมื่อทําการศึกษา
เพ่ิมเติมพบว่า AWHF8 มีฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 ดีที่สุด ด้วยค่า IC50 = 0.71 μg/ml รองลงมาคือAEHส่วน
สกัด F4 (IC50 = 2.08 μg/ml) และส่วนสกัด F3 (IC50 = 6.21 μg/ml) ตามลําดับ (ภาพที่ 4-10) 
 

 
ภาพท่ี 4-31 ผลจากการทํา TLC ของสารสกัดรากต้นเข็มไอเดียส่วนเฮกเซน 

 

 
ภาพท่ี 4-32 ฤทธ์ิยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 จากสารสกัดรากต้นเข็มไอเดียส่วนเฮกเซน 

(AWH) ทําการทดลองสองซ้ําและวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5 
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จากน้ันนํา AWHF8 ที่มีผลการยับย้ังที่ดี ลงคอลัมน์ทําการแยกส่วนสกัดและทดสอบฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ 
CYP2A6 อีกครั้งพบว่า ส่วนสกัดย่อยออกฤทธ์ิยับย้ังได้ดีด้วยค่า IC50 ที่ใกล้เคียงกันโดย AWHF8.3 ออกฤทธ์ิ
ยับย้ังได้ดีที่สุด (IC50 = 0.12 μg/ml) รองลงมาคือ AWHF8.1, AWHF8.4, AWHF8.5, AWHF8.6 และ 
AWHF8.2 ตามลําดับ (IC50 = 0.22, 0.26, 0.74, 0.77 และ 0.94 μg/ml ตามลําดับ (ภาพที่ 4-33)   
  

  
ภาพที่ 4-33 ฤทธ์ิยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ของ AWHF8.1-AWHF8.6 ทําการทดลอง

สองซ้ําและวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5 
 

4.6.3.2 การแยกส่วนสกัดส่วนเฮกเซน และทดสอบการยับย้ังกิจกรรมการทํางานของเอนไซม ์CYP2A6 
ด้วยสารสกัดรากเข็มไอเดียส่วนเอทิล อะซิเทต 

ทําการสกัดสารสําคัญจากส่วนสกัดเอทิล อะซิเทตของรากเข็มไอเดีย ด้วยวิธีโครมาโทรกราฟฟีเริ่มจาก
สัดส่วนของ Hexane:EtOAc ต้ังแต่  20 : 80 จนถึง 100 : 0 จากน้ันผู้วิจัยจึงทําการรวมสารท่ีมีสถานะของสาร
เหมือนกันได้ทั้งหมด สิบหกส่วนสกัด (AWEF1-AWEF16) (ภาพที่ 4-34) จากน้ันทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดที่มีต่อ
การทํางานของเอนไซม์ พบว่าที่ความเข้มข้น 10 μg/ml สาร AWEF7, AWEF10, AWEF11, AWEF12, 
AWEF13 และ AWEF16 ออกฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 ได้ดีที่สุด (100%) (ภาพที่ 4-35) จึงทําการทดสอบ 
AWEF ดังกล่าวเพ่ิมขึ้น พบว่า AWEF5 มีฤทธ์ิยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ดีที่สุด ด้วยค่า IC50 = 1.17 
μg/ml รองลงมาคือ AWEF7 (IC50 = 1.20 μg/ml) และ AWEF12 (IC50 = 1.91 μg/ml) ตามลําดับ (ภาพที่ 4-
36) 

 
ภาพท่ี 4-34 ผลจากการทํา TLC ของสารสกัดรากต้นเข็มไอเดียส่วนเอทิลอะซิเทต 
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ภาพท่ี 4-35 ฤทธ์ิยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 จากสารสกัด AWEF1 – AWEF16 ที่ความ

เข้มข้น 10 μg/ml ทําการทดลองสองซ้ําและวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5 
 

 

 
ภาพท่ี 4-36 ฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 ของ AWEF1 – AWEF16 ทําการทดลองสองซ้ําและวิเคราะห์ผล

ด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5 
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บทท่ี 5 

สรุปและวิเคราะห์ผลการทดลอง 
 

5.1 อภิปรายผลการทดลอง 
เอนไซม์ CYP2A6 เป็นเอนไซม์ในกลุ่ม cytochrome P450 ที่พบมากในตับและมีบทบาทท่ีสําคัญใน

การย่อยสลายยาและสารแปลกปลอมภายนอก เช่น สามารถเร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายยารักษาอาหารชัก 
(Valproic acid หรือ Losigamone) ยารักษาโรคเอดส์ (Efavirenz) ยารักษาโรคมะเร็ง (Cyclophosphamine) 
และมีส่วนช่วยในการย่อยสลายสารในร่างกายเช่น Retinoic acid, Testosterone และ Estradiol ร่วมกับ
เอนไซม์ P450 อ่ืนๆ   แต่บทบาทที่สําคัญของเอนไซม์ CYP2A6 คือการเร่งปฏิกิริยาย่อยสลายร้อยละ 80-90 
ของสารนิโคตินในบุหรี่ที่ออกฤทธ์ิให้เกิดการเสพติดการสูบบุหรี่ที่เข้าสู่ร่างกาย โดยเอนไซม์ CYP2A6 ย่อยสลาย
นิโคตินได้ดีด้วยค่า Km ต่อนิโคตินที่ตํ่าและ Vmax ที่สูง  จากการศึกษาพบว่าการย่อยสลายนิโคตินโดยเอนไซม์ 
CYP2A6 ที่ตับที่ทําให้ระดับนิโคตินในเลือดลดลงน้ัน   เป็นกลไกหลักในการกําจัดนิโคตินออกจากร่างกาย
มากกว่าการย่อยสลายที่อวัยวะอ่ืนๆ (Di et al, 2009; Hukkanen et al., 2002; Ortiz   de  Montellano, 
2005; Patten et al., 1996)    อย่างไรก็ดีการกําจัดนิโคตินออกจากร่างกายน้ี  ส่งผลให้นิโคตินไปกระตุ้นระบบ
ตอบสนองต่อความยินดีในสมองลดลง ดังน้ันผู้สูบบุหรี่จึงต้องสูบบุหรี่มากขึ้นเพ่ือรักษาระดับนิโคตินในเลือดให้ไป
กระตุ้นระบบตอบสนองต่อความยินดีให้คงความรู้สึกที่ดีมีความสุขไว้  ทําให้สูบบุหรี่อย่างต่อเน่ือง (Di et al., 
2009; Hukkanen et al., 2002; Patten et al., 1996)  และยังมีรายงานว่าการทํางานของเอนไซม์ 
CYP2A6 เก่ียวพันกับพฤติกรรมการสูบบุหรี่ โดยผู้สูบบุหรี่ที่เกิดการกลายพันธ์ุของยีน CYP2A6 ที่ทําให้เอนไซม์ 
CYP2A6 ย่อยสลาย Coumarin และนิโคตินลดลงนั้น  จะสูบบุหรี่น้อยและเลิกสูบบุหรี่ง่ายกว่าผู้สูบบุหรี่ที่มีการ
ทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ปกติ    ด้วยเหตุน้ีการลดการย่อยสลายนิโคตินของเอนไซม์ CYP2A6 เพ่ือคงระดับ
ของนิโคตินในเลือด จึงเป็นอีกหน่ึงในแนวทางที่สามารถนํามาใช้เพ่ือช่วยในการรักษาการเสพติดบุหรี่ในผู้สูบบุหรี่
ร่วมกับการได้รับยานิโคตินทดแทนต่างๆ เพ่ือให้เกิดการลด ละ เลิกการสูบบุหรี่อย่างมีประสิทธิภาพสูงสุด  

เอนไซม์ CYP2A13 เป็นเอนไซม์ในกลุ่ม cytochrome P450 ที่พบมากในปอดและเนื้อเย่ือบุทางเดิน
หายใจ แม้ว่ามีความคล้ายคลึงกันในลําดับกรดอะมิโนมากกว่าร้อยละ 90 กับเอนไซม์ CYP2A6 แต่ยังไม่ทราบ
บทบาทที่แน่ชัดในการย่อยสลายสารในร่างกายต่างๆหรือยา  อย่างไรก็ตามแม้ว่าจะไม่พบว่าเป็นกลไกหลักใน
การกําจัดนิโคติน เช่นเอนไซม์ CYP2A6 และไม่พบความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมของ
เอนไซม์ CYP2A13 กับพฤติกรรมการสูบบุหรี่เช่นเดียวกับเอนไซม์ CYP2A6 แต่เอนไซม์ CYP2A13 สามารถย่อย
สลายสารนิโคตินได้ดี  (Di et al, 2009; Hukkanen et al., 2002; Ortiz   de  Montellano, 2005; Patten 
et al., 1996)    และการศึกษาค้นคว้าเพ่ิมเติมพบว่าเอนไซม์ CYP2A13 เก่ียวพันกับการย่อยสลายสารก่อมะเร็ง 
4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-bytanol (NNAL) และ 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-
butanone (NNK)) ซึ่งเป็นสารพิษที่พบได้ในบุหรี่และเป็นสารเก่ียวข้องกับกับการเกิดโรคมะเร็ง เช่น โรคมะเร็ง
กล่องเสียง โรคมะเร็งปอด เป็นต้น (Patten et al., 1996)    โดยสารก่อมะเร็ง NNK จะถูกย่อยสลายและ
กระตุ้นโดยเอนไซม์ CYP2A13 ได้เป็นสารที่ก่อมะเร็งมากขึ้นและไปมีผลต่อสารพันธุกรรมของเน้ือเย่ือระบบ
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ทางเดินหายใจจนก่อให้เกิดโรคมะเร็งปอดในที่สุด จึงได้มีการศึกษาการหาสารที่สามารถยังย้ังการทํางานของ
เอนไซม์ CYP2A13 เพ่ือลดอัตราเสี่ยงในการเกิดโรคมะเร็งปอดได้อย่างปลอดภัย โดยพบว่าสาร 8-MOP ที่ยับย้ัง
การทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้สามารถยับย้ังเอนไซม์ CYP2A13 ได้   อย่างไรก็ดีสารนี้ก่อให้เกิด
ผลข้างเคียงกับผู้ใช้ในขณะที่ต้องการลดการสูบบุหรี่ (Di et al., 2009; Xi et al., 2009)    
 เมื่อนําพืชสมุนไพรพ้ืนบ้านชุมชนบ้านอ่างเอ็ดทั้ง 24 ชนิด (ใบชงโค, ใบโคลงเคลง, ใบเอ้ืองหมายนา, ใบ
มะเด่ือหอม, ใบเบญจมาศ, ใบค้างคาวดํา, ใบระย่อมน้อย, ใบไม้ลาย, ใบมะฮึก, ใบดีงูต้น, ใบหัวเดียว, ใบเข็มไอ
เดีย, ใบลายกนก, ไมยราบ, ต้นเอ้ืองหมายนา, รากโคลงเคลง, รากระย่อมน้อย, รากดีงูต้น, รากเข็มไอเดีย, ราก
พนมสวรรค์, รากมะฮึก, เหง้าเอ้ืองหมายนา, เหง้าหัวเดียว และเหง้าค้างคาวดํา) ที่พบได้จํานวนมากในบริเวณป่า
ชุมชนบ้านอ่างเอ็ดฯและชาวบ้านนํามาใช้เป็นยารักษาโรค มาทดสอบฤทธ์ิยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ rat CPR 
ความเข้มข้น 10 μg/ml เพราะฤทธ์ิในการยับย้ังหรือกระตุ้นกิจกรรมการทํางานเอนไซม์ rat CPR จะทําให้ส่งผล
ต่อการส่งอิเล็กตรอนให้แก่เอนไซม์ CYP2A6 หรือ CYP2A13 ได้ โดยจากผลการศึกษาพบว่า พบว่าพืชสมุนไพร
ออกฤทธ์ิต่อการทํางานของเอนไซม์ rat CPR ที่แตกต่างกัน โดยพืชที่ออกฤทธ์ิยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ rat 
CPR ได้แก่ รากเข็มไอเดีย, รากดีงูต้น, และรากโคลงเคลง     ส่วนพืชชนิดอ่ืนออกฤทธ์ิในการกระตุ้นการทํางาน
ของเอนไซม์ rat CPR  

เมื่อนําพืชสมุนไพรพ้ืนบ้านป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ดทั้ง 24 ชนิด มาทําการทดสอบฤทธ์ิการยับย้ังกิจกรรม
การทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 โดยมี 8-MOP ซึ่งเป็นตัวยับย้ังจําเพาะของเอนไซม์ CYP2A6 เป็นตัว
เปรียบเทียบพบว่า ใบมะฮึกสามารถยับย้ังกิจกรรมการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้มากท่ีสุด รองลงมาคือ 
ใบเบญจมาศ รากเข็มไอเดีย ใบดีงูต้น ใบลายกนก ไมยราบใบเอ้ืองหมายนาใบระย่อมน้อยใบชงโคใบมะเด่ือหอม
ใบค้างคาวดําและใบหัวเดียวตามลําดับ  ในขณะที่พืชบางชนิดอย่างเช่น ใบค้างคาวดํา, ใบดีงูต้น, ใบหัวเดียว, 
ใบลายกนก, เหง้าเอ้ืองหมายนา และเหง้าหัวเดียวที่ออกฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 น้ันอาจเกิดจากสมุนไพร
เหล่าน้ีออกฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ CPR ด้วยเช่นกัน ทําให้ความสามารถในการส่งอิเล็กตรอนของเอนไซม์ CPR ให้แก่
เอนไซม์ CYP2A6 น้อยลง โดยสรุปพืชสมุนไพรที่ออกฤทธ์ิลดการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ในหลอดทดลอง
ได้สูงสุดคือ ใบมะฮึกและใบเบญจมาศแมว รองลงมาคือ รากเข็มไอเดีย, ใบดีงูต้น, ใบลายกนก, ไมยราบ, ใบเอ้ือง
หมายนา, ใบระย่อมน้อย, ใบชงโค, ใบมะเด่ือหอม, ใบค้างคาวดํา และใบหัวเดียว  ในขณะที่พืชที่ออกฤทธ์ิยับย้ัง
การทํางานของเอนไซม์ CYP2A13 ได้แก่ เหง้าเอ้ืองหมายนา, ใบเอ้ืองหมายนา, ใบโคลงเคลง, ใบค้างคาวดํา, ใบ
ดีงูต้น, รากดีงูต้น, ใบหัวเดียว, เหง้าหัวเดียว, ใบเข็มไอเดีย, รากเข็มไอเดีย, รากระย่อมน้อย, ใบชงโค, ใบมะเด่ือ
หอม, ใบลายกนก, ไมยราบ, ไม้ลาย, และรากพนมสวรรค์ เบ้ืองต้น สามารถแบ่งพืชสมุนไพรและผลไม้ไทยที่
ศึกษาได้ดังตารางที่ 5-1    จากน้ันผู้วิจัยได้นําพืชสมุนไพรสองชนิดคือใบลายกนกและรากเข็มไอเดียมา
ทําการศึกษาค้นคว้าเพ่ิมเติมเพ่ือค้นหาสารสําคัญที่ออกฤทธ์ิยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 และ 
CYP2A13 
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ตารางที่ 5-1 ผลการศึกษาฤทธ์ิของสารสกัดสมุนไพรบ้านอ่างเอ็ด  
กลุ่มและชนิดของพืชสมุนไพร การยับย้ัง

เอนไซม์ 
CYP2A6 

IC50 ( μg/ml) 

การยับยับย้ัง
เอนไซม์ 

CYP2A13 
IC50 ( μg/ml) 

การยับยับย้ัง
เอนไซม์ CPR 

ความ
เหมาะสมใน
การนําไปใช้ 

1. กลุ่มทีส่ามารถยับย้ังเอนไซม ์ CYP2A6 
และ CYP2A13 ได้ดีมาก  
1.1 รากเข็มไอเดีย 
1.2 ใบลายกนก  
1.3 ใบดีงูต้น 

 
 
24.72 
76.63 
28.25    

 
 
19.56  
57.28 
87.53 

 
 
10-20% 
กระตุ้น 
กระตุ้น 

 
 
ดี 
ดี 
ดี 

2. กลุ่มทีส่ามารถยับย้ังเอนไซม ์ CYP2A6 
และ CYP2A13 ได้ดี  
2.1 ใบค้างคาวดํา  
2.2 ใบเอ้ืองหมายนา  
2.3 ใบหัวเดียว  
2.4 ใบระย่อมน้อย  
2.5 ใบชงโค  
2.6 ไมยราบ  
2.7  ใบมะเด่ือหอม  

 
 
105.4  
100.2  
140.5  
101  
102.8 
96.44 
103.4 

 
 
55.1 
82.13 
86.35 
94.4 
111.6 
236.2  
194.6  

 
 
ไม่ส่งผล 
กระตุ้น 
กระตุ้น 
กระตุ้น 
กระตุ้น 
กระตุ้น 
กระตุ้น 

 
 
ปานกลาง 
ดี 
ดี 
ปานกลาง 
ปานกลาง 
ปานกลาง 
ปานกลาง 

3. กลุ่มที่สามารถยับย้ังเอนไซม ์ CYP2A6 ได้
ดี แต่กระตุ้นการทํางานของ CYP2A13  
3.1 ใบมะฮึก 
3.2 ใบเบญจมาศแมว 

 
 
ยับย้ัง 100% 
ยับย้ัง 100% 

 
 
กระตุ้น 
กระตุ้น 

 
 
กระตุ้น 
กระตุ้น 

 
 
ไม่สมควร 
ไม่สมควร 

4. กลุ่มทีส่ามารถยับย้ังเอนไซม์ CYP2A13 
ได้ดี แต่กระตุ้นการทํางานของ CYP2A6 
4.1 ใบเข็มไอเดีย  
4.2 เหง้าเอ้ืองหมายนา 
4.3 เหง้าหัวเดียว  
4.4 ใบโคลงเคลง  
4.5 ใบไม้ลาย 
4.6 รากดีงูต้น 
4.7 รากพนมสวรรค์ 

 
 
กระตุ้น 
กระตุ้น 
กระตุ้น 
กระตุ้น 
กระตุ้น 
กระตุ้น 
กระตุ้น 

 
 
74.16 
123.2 
145.4 
157.6 
186.5 
239.5 
558.5 

 
 
กระตุ้น 
กระตุ้น 
กระตุ้น 
กระตุ้น 
กระตุ้น 
กระตุ้น 
กระตุ้น 

 
 
 
 
 
ไม่สมควร 

5. กลุ่มที่สามารถระตุ้นเอนไซม์ CYP2A6 
และ CYP2A13 ได้ดี  
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กลุ่มและชนิดของพืชสมุนไพร การยับย้ัง
เอนไซม์ 
CYP2A6 

IC50 ( μg/ml) 

การยับยับย้ัง
เอนไซม์ 

CYP2A13 
IC50 ( μg/ml) 

การยับยับย้ัง
เอนไซม์ CPR 

ความ
เหมาะสมใน
การนําไปใช้ 

ได้แก่  ต้นเอ้ืองหมายนา, รากโคลงเคลง, 
เหง้าค้างคาวดํา, รากระย่อมน้อย รากมะฮึก
และรากระย่อมน้อย 

กระตุ้น 
 

กระตุ้น 
 

กระตุ้น 
 

ไม่สมควร 

 
โดยสารสกัดส่วนเฮกเซนของใบลายกนก (LKH) ยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ด้วยค่า IC50 

เท่ากับ 13.35 μg/ml ในขณะที่สารสกัดส่วนเอทิล อะซิเทตของใบลายกนก (LKE) ยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ 
CYP2A6 ด้วยค่า IC50 เท่ากับ 21.98 μg/ml และกลไกการยับย้ังของทั้งสองส่วนสกัดเป็นแบบ MBI (การยับย้ัง
การทํางานของเอนไซม์แบบผันกลับไม่ได้ โดยสารยับย้ังถูกเร่งปฏิกิริยาโดยเอนไซม์ จากน้ันผลิตภัณฑ์จับแน่นกับ
เอนไซม์ จนเกิดสารประกอบเชิงซ้อนเอนไซม์ที่เสียสภาพ (dead-end complex)) ที่ฤทธ์ิการยับย้ังขึ้นอยู่กับสาร
ให้อิเล็กตรอน NADPH เวลาที่บ่มสารและความเข้มข้นของสารยับย้ัง (Hukkunen, 2005, Di et al., 2009, 
Grime et al., 2009) ในขณะที่ผลการศึกษากับเอนไซม์ CYP2A13 พบว่า LKH และ LKE สามารถยับย้ังการ
ทํางานของเอนไซม์ CYP2A13 ได้ดีด้วยค่า IC50 เท่ากับ 10.13 μg/ml และ 26.58 μg/ml ตามลําดับ แต่การ
ออกฤทธ์ิยับย้ังไม่ได้ใช้กลไกการยับย้ังแบบ MBI ซึ่งโดยปกติสารที่สามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 
เพ่ือช่วยลดการเสพติดบุหรี่ จะสามารถยับย้ังเอนไซม์ CYP2A13 ได้ในทิศทางเดียวกัน เน่ืองด้วยเอนไซม์ 
CYP2A6 ที่เป็นเอนไซม์หลักในกระบวนการย่อยสลายนิโคตินในร่างกายมีความคล้ายกันของลําดับกรดอะมิโน
และโครงสร้างสามมิติกับเอนไซม์ CYP2A13 ถึง 90% นอกจากน้ีแม้ว่าเอนไซม์ทั้งสอง (CYP2A13 และ 
CYP2A6) จะมีความแตกต่างในค่าคงที่จลน์ศาสตร์ของเอนไซม์แต่ทั้งสองเอนไซม์สามารถเร่งปฏิกิริยากับสารต้ัง
ต้นนิโคติน NNK และ coumarin ได้ดีเช่นเดียวกัน (Hecth, 1998; Smith et al., 2007) ดังน้ันสารที่มีฤทธ์ิ
ยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้ดีจึงน่าที่จะสามารถยับย้ังการทํางานของ CYP2A13 ได้ด้วย
เช่นเดียวกัน ตัวอย่างสารยับย้ัง เช่นสาร Methoxsalen (8methoxypsoralen หรือ 8-MOP) ซึ่งสามารถยับย้ัง
การทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 ผ่านกลไกการแบบ Mechanism-based inhibition (Damaj 
et al, 2007; Miyazaki, Maeda และMorita, 2005) นอกจากน้ียังพบว่าสารจากธรรมชาติ เช่น สารสกัดจาก
ทองพันช่ัง (rhinacanthus nasutus) สามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 ได้แบบ 
Mechanism-based (Pouyfung P. et al., 2014) และจากการศึกษาเบ้ืองต้นถึงความสามารถในการยับย้ัง
การทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 โดยสารสกัดจากขลู่ พบว่าสามารถยับย้ังเอนไซม์ทั้งสองชนิดน้ี
ได้แบบ Mechanism-based เช่นเดียวกัน (Thongjam, 2013 และ Insee et al., 2014) ซึ่งจากการศึกษาถึง
กลไกในการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 โดยสารสกัดจากใบลายกนกพบว่า สามารถ
ยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 แบบ Mechanism-based และยับย้ังเอนไซม์ CYP2A13 แบบผันกลับได้ ซึ่งไม่เป็นไป
ในทิศทางเดียวกัน อาจเน่ืองมากจากโครงสร้างของสารสกัดในใบลายกนกท่ีแตกต่างจากสารสําคัญจากพืชชนิด
อ่ืนๆที่กล่าวมา   
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    จากนั้นมุ่งทําบริสุทธ์ิสารสกัดใบลายกนกท่ียับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ในส่วนสกัด 
Hexane (LKH) และ EtOAc (LKE) ที่ยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 ได้ดีได้แก่ส่วนสกัด LKH3 (100%), LKH9 
(84.87%), LKH7 (81.73%), LKH4 (69.89%), LKE4 (100%), LKE3 (80.48%) และ LKE7 (79.1%) โดยได้
สารสกัดที่บริสุทธ์ิเพ่ิมขึ้นและออกฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 ได้ดี ดังน้ี LKH3.4, LKH3.5, LKH7.2, LKE3.3, 
LKE3.4, LKE7.1-LKE7.4 ที่ออกฤทธิ์ยับย้ังได้ 100% และ LKE3.1(98.27%),  LKH7.1(93.45%), LKE3.2 
(92.52%), LKH3.3 (90.71%), LKH4.4 (81.34%), และ LKH4.5 (74.01%) ที่ออกฤทธ์ิยับย้ังรองลงมา
ตามลําดับ  สารก่ึงบริสุทธ์ิจากส่วนสกัดย่อยต่างๆที่ผ่านการตรวจสอบด้วยเทคนิค NMR เหล่าน้ียังต้อง
ทําการศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือให้ได้สารบริสุทธ์ิและนํามากลไกการยับย้ังของสารสําคัญที่ออกฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ 
CYP2A6 ต่อไป  

ในขณะที่สารสกัดส่วนเฮกเซนของรากเข็มไอเดีย (AWH) ยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ด้วย
ค่า IC50 เท่ากับ 19.73 μg/ml ในขณะที่สารสกัดส่วนเอทิล อะซิเทตของรากเข็มไอเดีย (AWE) ยับย้ังการทํางาน
ของเอนไซม์ CYP2A6 ด้วยค่า IC50 เท่ากับ 16.21 μg/ml และกลไกการยับย้ังของทั้งสองส่วนสกัดเป็นแบบ MBI  
(Hukkunen, 2005, Di et al., 2009, Grime et al., 2009) ในขณะที่ผลการศึกษากับเอนไซม์ CYP2A13 
พบว่า AWH และ AWE สามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A13 ได้ดีด้วยค่า IC50 เท่ากับ 66.72 
μg/ml และ 8.365 ug/ml ตามลําดับ ด้วยกลไก MBI เช่นเดียวกัน เช่นเดียวกับสาร 8-MOP หรือโดยสารสกัด
จากขลู่และสารสกัดจากทองพันช่ัง  ที่สามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 ได้แบบ 
Mechanism-based (Damaj et al, 2007; Insee et al., 2014; Miyazaki, Maeda และ Morita, 2005; 
Pouyfung P. et al., 2014; Thongjam, 2013) จากน้ันผู้วิจัยจึงนําส่วนสกัดที่ออกฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 
ได้ดีมาทําบริสุทธ์ิ ได้แก่ AWHF8 (IC50 = 0.71 μg/ml), AWEF5 (IC50 = 1.17 μg/ml), AWEF7 (IC50 = 1.20 
μg/ml), AWEF12 (IC50 = 1.49 μg/ml), AWHF4 (IC50 = 2.08 μg/ml), และ AWHF3 (IC50 = 6.21 μg/ml)    
ตามลําดับ  จากการตรวจสอบความบริสุทธ์ิของสารเบื้องต้นด้วยเทคนิค NMR จะพบว่าสารในส่วนสกัดย่อย
เหล่าน้ียังคงมีสารเจือปนอยู่เล็กน้อย  ทําให้ต้องทําบริสุทธ์ิเพ่ิมเติมเพ่ือให้ได้สารบริสุทธอ์เพียงพอที่จะนํามา
ศึกษากลไกการยับย้ังต่อไป  

 

5.2 สรุปผลการทดลอง 
ได้สารกึ่งบริสุทธ์ิจากพืชสมุนไพรพ้ืนบ้านจากรากต้นเข็มไอเดียและใบลายกนกจากส่วนสกัดเฮกเซน

และเอทิล อะซิเทต หลายส่วนสกัดที่มีฤทธ์ิยับย้ังที่ดีและน่าจะมีกลไกการยับย้ังแบบผันกลับไม่ได้แบบ 
Mechainsm Based Inhibition ที่ฤทธ์ิยับย้ังดีกว่าการยับย้ังแบบผันกลับได้ เพ่ือนํามาศึกษาเพ่ิมเติมนํามาใช้ใน
การยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 ต่อไป  
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