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บทคัดย่อ  
 

ชื่อโครงการ การประเมินผลกระทบของสารสกัดสมุนไพรพ้ืนบ้านในโครงการป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ด มูลนิธิชัย 
              พัฒนา จังหวัดจันทบุรีต่อการย่อยสลายยาแผนปัจจุบัน ผ่านการยับย้ังเอนไซม์ CYP2C9 
ชื่อผู้วิจัย   ทรงกลด สารภูษิต  ภาควิชาชีวเคมี  คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา 

    พรพิมล รงค์นพรัตน์ ภาควิชาชีวเคมี  คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัมหิดล 
    ปณิดา ดวงแก้ว คณะสัตวศาสตร์และเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยศิลปากร  

                วิทยาเขตสารสนเทศเพชรบุรี    
 
เอนไซม์ Cytochrome P450 2C9 (CYP2C9) เป็นเอนไซม์ในกลุ่ม Cytochrome P450 พบมากในตับ

ทํางานร่วมกับเอนไซม์ Cytochrom P450 reductase (CPR) ในกระบวนการย่อยสลายยารักษาโรคในร่างกาย 
ดังน้ันเอนไซม์ CYP2C9 จึงมีความสําคัญต่อการรักษาโรคต่างๆด้วยการรับประทานยาแผนปัจจุบัน อย่างไรก็ตาม
ในปัจจุบันพบว่าผู้ป่วยนิยมรับประทานยาสมุนไพรควบคู่กับการรักษาด้วยยาแผนปัจจุบันซึ่งอาจส่งผลต่อการ
ทํางานของเอนไซม์ CYP2C9 และส่งผลต่อยาที่ถูกย่อยด้วยเอนไซม์ CYP2C9 วัตถุประสงค์ของงานน้ีเพ่ือศึกษา
ฤทธ์ิของสารสกัดพืชสมุนไพรพ้ืนบ้านจากโครงการป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ด ต่อการทํางานของเอนไซม์ CYP2C9  
โดยเหน่ียวนําการแสดงออกและทําบริสุทธ์ิของเอนไซม์ CYP2C9 และ CPR จากน้ันผู้วิจัยพัฒนาวิธีตรวจสอบ
การทํางานของเอนไซม์ CYP2C9 ในหลอดทดลอง โดยใช้ยา Tolbutamine เป็นตัวตรวจสอบ ผลการศึกษาฤทธ์ิ
ของพืชสมุนไพรพบว่า พบว่าเหง้าหัวเดียวมีฤทธ์ิในการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2C9 ได้ดีที่สุด 
รองลงมาคือ ใบดีงูต้น เหง้าค้างคาวดํา ใบค้างคาวดําและรากเข็มไอเดีย ตามลําดับ ในขณะเดียวกัน ราก
พนมสวรรค์และเหง้าเอ้ืองหมายนา มีฤทธ์ิกระตุ้นการทํางานของเอนไซม์ CYP2C9 จากผลการศึกษาท่ีได้ทําให้
เห็นว่าการรับประทานพืชสมุนไพรพ้ืนบ้านจากป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ดควบคู่กับยาแผนปัจจุบันควรระมัดระวังใน
การรับประทานยา 
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 The liver specific cytochrome P450 2C9 (CYP2C9) is a heme-containing enzyme that 

belongs to cytochrome P450 super-family and is responsible for metabolizing various 
pharmaceutical drugs, suggesting an important role of CYP2C9 enzyme in health care 
treatment. In order to metabolize chemical compounds, both endobiotic and xenobiotic 
compounds, the P450 enzymes require electron transfer from NADPH through the cytochrome 
P450 reductase (CPR) enzyme system. In Thailand, healthcare treatment of herbal product 
along with pharmaceutical drugs is becoming popular; however, this situation could lead to 
various side effects because of herb-drug interaction. In this study, we aim to investigate the 
effect of herbs from Ban-Ang-Ed official community forest project on CYP2C9 enzyme. The 
CYP2C9 and CPR enzymes were successfully expressed and purified. In addition, the in vitro 
reconstitution system for accessing the CYP2C9 enzyme was developed.   The results showed 
that medicinal folk plants from Ban-Ang-Ed affected CYP2C9-mediated tolbutamide 4-
hydroxylation activity in vitro. Among tested plant extracts, Aglaonema nitidum rhizome 
extract showed highest inhibitory activity against the human CYP2C9, followed by Picrasma 
javanica leaves extract, leaves and rhizome of Tacca chantrieri and rhizome of Aidia 
wallichiana sensu, respectively. In contrast, rhizome of Clerodendrum paniculatum and 
Costus speciosus could activated the CYP2C9 activity. According to the results, care must be 
taken for co-treatment of diseases by using medicinal folk plants in Ban-Ang-Ed with CYP2C9 –
metabolizing pharmaceutical drugs.  

 
 
 
 

 



 
บทท่ี 1 
บทนํา 

 
1.1ความเป็นมาและความสาํคัญของปัญหา  

ปัจจุบันประชากรโลกมีแนวโน้มที่จะป่วยและเสียชีวิตจากโรคเรื้อรังเช่น โรคเบาหวาน โรคมะเร็ง โรค
ความดันโลหิตสูง โรคหัวใจและหลอดเลือดมากข้ึน  โดยองค์การอนามัยโลกระบุว่าในปี พ.ศ. 2548 มีผู้เสียชีวิต
จากโรคกลุ่มน้ีมากถึง 35 ล้านคนทั่วโลกหรือร้อยละ 60 ของผู้เสียชีวิตทั้งหมด และคาดว่าในปี พ.ศ. 2558 
ผู้เสียชีวิตจะเพ่ิมขึ้นเป็น 41 ล้านคน  สําหรับประเทศไทยสํานักโรคไม่ติดต่อ กรมควบคุมโรค รายงานว่าในปี 
พ.ศ. 2550 คนไทยเสียชีวิตจากโรคมะเร็ง 53,575 คน จากผู้ป่วย 75,033 คน โรคความดันโลหิตสูงเสียชีวิต 
2,293 คน จากผู้ป่วย 446,506 คน โรคหัวใจและหลอดเลือดเสียชีวิต 34,833 คนจากผู้ป่วย 567,825 คน 
(วิทยา แก้วภาราดัย อ้างถึงใน ข่าวประชาสัมพันธ์ุ โรงพยาบาลหัวหิน, 2552) เน่ืองจากโรคเร้ือรังเหล่าน้ีเป็นโรค
ที่ต้องเสียค่าใช้จ่ายในการรักษาด้วยยาต่างๆสูง ดังน้ันในปัจจุบันจึงมีผู้นิยมบริโภคอาหารเสริมสุขภาพชนิดต่างๆ 
โดยเฉพาะอย่างย่ิงอาหารเสริมที่ทํามาจากผลิตภัณฑ์ธรรมชาติทั้งพืชสมุนไพรและผลไม้ต่างๆมากขึ้น เห็นได้จาก
ผลิตภัณฑ์อาหารเสริมต่างๆมากมายที่มีมูลค่าของตลาดมากกว่า 2,900 ล้านบาทต่อปี อย่างไรก็ตามการใช้
ผลิตภัณฑ์ในกลุ่มน้ีอาจมีปัญหาเก่ียวกับความปลอดภัยที่อาจเกิดขึ้นเมื่อรับประทานก่อนหรือหลังรับประทานยา
รักษาโรคเรื้อรังต่างๆ (Food-drug interaction ; FDI หรือ Herb-drug interaction; HDI)  

เมื่อรับประทานยารักษาโรคเร้ือรัง โดยเฉพาะยาในกลุ่ม ยากันชัก (Antiepilectic) ยาต้านการแข็งตัว
ของเกร็ดเลือด (Anticoagulant) ยาต้านการอักเสบแบบไม่ใช่ steroid (NSAIDs) ยาลดนํ้าตาลสําหรับผู้ป่วย
เบาหวานยาลดความดันโลหิตสูงและยารักษาโรคมะเร็งเต้านม ยาเหล่าน้ีจะถูกดูดซึมเข้าสู่ร่างกายและถูกย่อย
สลายเพ่ือกําจัดยาทิ้งหรือกระตุ้นให้ยามีประสิทธิภาพการทํางานได้มากขึ้นด้วยเอนไซม์ Cytochrome 2C9 ที่
ตับเป็นกลไกหลัก    แต่จากการศึกษาพบว่านํ้าผลไม้หลายชนิด เช่น grape fruit (ไม่พบในประเทศไทย) ทับทิม
และมะเฟืองสามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2C9 ได้ในหลอดทดลอง  แม้ว่าไม่ได้ทําการศึกษา
ผลกระทบที่อาจเกิดขึ้นจาก CYP2C9   แต่พบว่าผู้ป่วยที่รับประทานนํ้าส้ม grape fruit ร่วมกับยาที่ทําปฏิกิริยา
โดยเอนไซม์ CYP3A4 (เอนไซม์ในกลุ่ม P450 ที่ทําหน้าที่หลักในการย่อยสลายยาในร่างกาย) จะเกิดอาการ
ข้างเคียงจากยา (adverse drug effects) ทําให้อาการโรคเรื้อรังน้ันๆรุนแรงมากขึ้น   ทั้งน้ีเพราะสารประกอบ
ทางธรรมชาติในนํ้าส้ม grape fruit ออกฤทธ์ิยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP3A4 ที่ทําปฏิกิริยากับยาท่ี
รับประทานเข้าไปเพ่ือรักษาโรค  ทําให้ยาที่รับประทานเข้าไปถูกย่อยสลาย (กําจัดทิ้งออกจากร่างกาย) ช้าลง
ส่งผลให้ยาออกฤทธ์ินานข้ึนก่อให้เกิดผลกระทบต่อสุขภาพตามมา    

ด้วยเหตุน้ีการที่ในปัจจุบันผลิตภัณฑ์จากสมุนไพรและผลไม้ไทย กําลังเป็นที่นิยมสําหรับผู้บริโภคท่ีรักใน
สุขภาพในรูปของอาหารเสริมสําหรับรับประทานทั้งในผู้ที่สุขภาพดีหรือผู้ป่วยเร้ือรังที่อยู่ในช่วงระหว่างรับการ
รักษาด้วยยาต่างๆโดยเฉพาะยารักษาโรคดังกล่าวข้างต้น   อาจส่งผลให้ร่างกายได้รับสารประกอบต่างๆจาก
สมุนไพรเหล่าน้ีที่อาจออกฤทธ์ิยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2C9 และก่อให้เกิดผลข้างเคียงต่างๆตามมาได้     
ดังน้ันการศึกษาฤทธ์ิในการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2C9 ของพืชสมุนไพรที่ประชาชนในเขตพ้ืนที่รอบๆ
โครงการป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ดในมูลนิธิชัยพัฒนา จังหวัดจันทบุรีนิยมรับประทานตามคําแนะนําของหมอ
ชาวบ้าน    จึงเป็นข้อมูลพ้ืนฐานที่สําคัญเพ่ือนําไปใช้เพ่ือลดอัตราการเกิดผลกระทบต่างๆ (FDI และ HDI) ที่อาจ
เกิดขึ้นจากการรับประทานพืชสมุนไพรในโครงการป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ดในมูลนิธิชัยพัฒนา จังหวัดจันทบุรี 
ร่วมกับยาแผนปัจจุบันได้อย่างปลอดภัยต่อไป   



 
1.2 วัตถุประสงคข์องโครงการวิจัย 

๑.  ศึกษาฤทธ์ิในการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2C9 ที่มีบทบาทในย่อยสลายยาที่ใช้ในการ
รักษาโรคเรื้อรังต่างๆ เพ่ือป้องกันการเกิดผลข้างเคียงจากการใช้รักษาโรคร่วมกับการรับประทาน
สมุนไพรเพ่ือสขุภาพต่างๆ   

๒. พัฒนาระบบตรวจสอบการทํางานของเอนไซม์ CYP2C9 ที่มีบทบาทหลักในการย่อยสลายยาใน
คน เพ่ือความรวดเร็วในการพัฒนาเป็นระบบตรวจสอบสารสกัดพืชสมุนไพรอ่ืนๆต่อไป  

 
1.3 สมมุติฐานทางการศึกษา 
 สารสกัดจากพืชสมุนไพรที่ชาวบ้านใช้ในการรักษาโรคจาก โครงการป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ดในมูลนิธิชัย
พัฒนา จังหวัดจันทบุรี สามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2C9 ได้  
 
1.4 ประโยชนท์ี่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย 
 ทําให้ทราบฤทธ์ิการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2C9 ของสารสกัดจากพืชโครงการป่าชุมชนบ้าน
อ่างเอ็ดในมูลนิธิชัยพัฒนา จังหวัดจันทบุรี 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

บทท่ี 2 
ทบทวนวรรณกรรม 

 
2.1 ทฤษฎีพื้นฐานที่เก่ียวข้อง 

เอนไซม์ Cytochrome P450 (CYPs หรือ P450s) เป็นกลุ่มเอนไซม์ที่ทําหน้าที่สําคัญในกระบวนการ
การเมแทบอลิซึมของสารเคมีทั้งสารที่มีอยู่ในร่างกายเช่น ฮอร์โมนและกรดไขมันต่างๆ และสารที่ร่างกายได้รับ
จากภายนอกเช่น ยาและสิ่งปนเป้ือนในสิ่งแวดล้อมต่างๆ เน่ืองจากเอนไซม์ P450s พบเป็นจํานวนมากใน
ร่างกายและในสิ่งมีชีวิตหลากหลายชนิด ดังน้ันเอนไซม์ P450 จึงถูกแยกย่อยและแบ่งออกเป็นกลุ่มๆตามลําดับ
ความคล้ายคลึงของลําดับกรดอะมิโนของยีนน้ันๆ โดยยีนที่อยู่ในตระกูล (Family) เดียวกันต้องมีความคล้ายคลึง
ของกรดอะมิโนมากกว่าร้อยละ 40 และยีนในตระกูลย่อย (Subfamily) เดียวกันต้องมีความคล้ายคลึงกันของ
กรดอะมิโนมากกว่าร้อยละ 55 ทั้งน้ีเน่ืองจาก P450s ไม่ได้ถูกจัดจําแนกตามกลุ่มของสารต้ังต้นที่ทําปฏิกิริยา
หรือชนิดของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น   ดังน้ันเอนไซม์ P450s ในตระกูลและตระกูลย่อยเดียวกันอาจเร่งปฏิกิริยาที่มี
ความแตกต่างหรือมีความเหมือนกันก็ได้และเอนไซม์ P450s หน่ึงเอนไซม์ยังสามารถทําปฏิกิริยากับสารต้ังต้นได้
มากกว่า 1 ตัวอีกด้วย (Bernhardt R, 2006; Mansuy D, 1998;  Nelson et al, 1996;  Ortiz, 2005)       

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

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 ส่วนตัวอิเล็กตรอนตัวที่สองจะกระตุ้นให้เกิดการเปลี่ยนแปลงในโมเลกุลของออกซิเจนให้เกิดเป็นสารประกอบ
ไอรอนไฮดรอกซิล (iron-hydroxy complex) และเร่งการเกิดปฏิกิริยาต่อไปโดยเอนไซม์ทั้งสองจะทํางาน
ร่วมกันใน Endoplasmic reticulum ของเซลล์ในการเร่งปฏิกิริยาต่างเช่น Squalene monooxygenase, 
Heme oxygenase และโดยเฉพาะอย่างย่ิงเอนไซม์ในกลุ่ม Cytochrome P450 ที่เก่ียวข้องกับกระบวนการเม
แทบอลิซึมที่สําคัญต่างๆ (Bernhardt R, 2006; Emre M et al, 2007; Guengerich FG, 2001; Ortiz, 2005) 
รวมถึงตัวรับอิเล็กตรอนอ่ืนๆเช่น  cytochrome c และ ferricyanide ด้วยเช่นกัน (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 ไปยังตัวรับอิเล็กตรอนดังที่กล่าวในเบ้ืองต้น   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)   โดยจากการศึกษาโครงสร้างสามมิติของ CPR ใน
หนูพบว่า 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)  



 
ภาพท่ี 2-3 แบบจําลองของ Cytochrome P450s (ซ้าย) และ P450s Oxoidoreductase (ขวา) ซึ่งเรียงตัว 
               กันอยู่ใน Endoplasmic reticulum  
 
2.2 งานวิจัยทีเ่ก่ียวข้อง 
          ปัจจุบันปัญหาโรคเรื้อรังต่างๆจัดเป็นภัยคุกคามทางสุขภาพที่สําคัญของประชากรไทย   เพราะเป็น
โรคที ่ไม ่หายขาดและต้องการการดูแลร ักษาอย่างต่อเนื ่อง เพื ่อไม ่ให ้อาการของโรคลุกลามจนเก ิด
ภาวะแทรกซ้อนหรือเป็นอันตรายรุนแรงถึงแก่ชีวิต  จากสถิติของกระทรวงสาธารณสุข พบว่าประชาชนไทย
เจ็บป่วยด้วยโรคเรื้อรังเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ โดยโรคเรื้อรังที่พบมากในคนไทยได้แก่ โรคหัวใจ โรคมะเร็ง (ตับ ปอด
เต้านมและมดลูก) โรคเบาหวานโรคความดันโลหิตสูง และอาจรวมถึงโรคเรื้อรังอ่ืนๆเช่น โรคเบาหวาน โรค
ภูมิแพ้ที่ผิวหนัง โรคปวดเมื่อยหลังหรือเอว โรคกระดูกงอกทับเส้นประสาท โรคปวดข้อ ปวดเข่า  โรคมวลกระดูก
ตํ่ากว่าเกณฑ์มาตรฐาน โรคไตวายเร้ือรัง และ โรคซึมเศร้า เป็นต้น (สถาบันวิจัยโรคเรื้อรัง, 2550) ทั้งหมดอาจ
เกิดเนื่องมาจากสภาวะเครียดจากการทํางานหรือการแข่งขันต่างๆ รวมถึงปัญหาทางเศรษฐกิจและการเมือง 
ปัญหาสังคมต่างๆที่มีเพิ่มสูงขึ้นทุกวัน   และจากการเปิดเผยของนพ.เรวัต วิศรุตเวช อธิบดีกรมการแพทย์ 
กระทรวงสาธารณสุข (สธ.) ยังช้ีให้เห็นว่าในปัจจุบันประเทศไทยมีผู้สูงอายุมีจํานวนสูงถึง 7.2 ล้านคน หรือร้อย
ละ 11.47 ของประชากรทั้งหมด  ซึ่งในจํานวนน้ีเป็นโรคความดันโลหิต ร้อยละ 31.7 โรคเบาหวาน ร้อยละ 
13.3  โรคหัวใจ ร้อยละ 7.0 โรคอัมพาตอัมพฤกษ์ ร้อยละ 2.5 โรคหลอดเลือดในสมองตีบ ร้อยละ 1.6 และ
โรคมะเร็ง ร้อยละ 0.5 (สํานักงานสถิติแห่งชาติ, 2550) โดยยังไม่รวมถึงโรคที่ยังพบบ่อยๆในผู้สูงอายุ ได้แก่ 
เบาหวาน ภาวะหกล้ม การสูญเสียความสามารถในการเดิน สติปัญญาเสื่อมถอย เบ่ืออาหาร ปัสสาวะอุจจาระ
ราด และโรคแทรกซ้อนอ่ืนๆ      โรคเร้ือรังต่างๆเหล่าน้ีจําเป็นต้องใช้การรักษาทางอายุรกรรมทางยาต่างๆเพ่ือ
บรรเทาอาการของโรคให้ทุเลาลง    อย่างไรก็ตามเน่ืองจากผู้ป่วยจากโรคเรื้อรังทั้งวัยทํางานและผู้สูงอายุมักจะ
เป็นโรคเร้ือรังต่างๆมากกว่าหน่ึงโรคและต้องรับประทานยามากมายหลายขนานเพ่ือบําบัดหรือป้องกันอาการ
ของโรคแต่ละโรค      ทําให้ในปัจจุบันพบว่ามีรายงานของผู้เสียชีวิตอันเน่ืองมาจากอันตกิริยาระหว่างยาแต่ละ
ชนิดที่รับประทานเข้าไป (drug-drug interaction; DDI) เพ่ิมมากขึ้นเรื่อยๆ และจัดเป็นสาเหตุที่ทําให้เกิดการ
เสียชีวิตเป็นลําดับที่หกในประเทศสหรัฐอเมริกา (Yuan et al., 1999)  โดยอุบัติการณ์ที่พบส่วนใหญ่พบในกรณี
ที่ยาน้ันถูกย่อยสลายด้วยเอนไซม์ในกลุ่ม Cytochrome P450 ในตับของมนุษย์ (Badyal, 2001; Bibi, 2008; 
Genser, 2008; Kirchheiner, 2007; Ogu, 2000; Yuan 1999)  

  

FMN-binding domain 

FAD-binding domain 

NADPH-binding domain   



เอนไซม์ในกลุ่ม cytochrome P450 (CYP,P450) คือกลุ่มของเอนไซม์ที่มีหมู่ heme เป็นองค์ประกอบ
และมีความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาย่อยสลายสารต่างๆท้ังภายในและภายนอกร่างกาย เช่นฮอร์โมน หรือสาร
แปลกปลอมที่ปนเป้ือนในอาหารและสิ่งแวดล้อม  ในคนมีเอนไซม์ P450 ถึง 18 กลุ่มและ 43 กลุ่มย่อย 
(http://drnelson.utmen.edu/CytochromeP450.html) แต่เอนไซม์ที่พบว่ามีบทบาทในการย่อยสลายยา 
(ประมาณ 90% ของยาที่ใช้รับประทานในปัจจุบัน) มีอยู่เพียง 6 กลุ่ม ได้แก่เอนไซม์ CYP1A2, CYP2C9, 
CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 และ CYP3A4 (Bibi, 2008; Ortiz, 2005; Lynch, 2007; Zenger, 2008) และ
ในจํานวนน้ีพบว่านอกจากเอนไซม์ CYP3A4 ซึ่งเป็นเอนไซม์ P450 ที่พบมากที่สุดในตับประมาณ 30% 
(Shimada, 1994) ที่สามารถย่อยสลายยาต่างๆอย่างไม่จําเพาะได้มากกว่า 150 ชนิดแล้ว เอนไซม์ CYP2C9 ที่
ทําหน้าที่สําคัญในการย่อยสลายยาประมาณ 10-15% ของยาที่วางขายในปัจจุบัน เช่น ยากันชัก (Antiepilectic 
เช่น phenytoin) ยาต้านการแข็งตัวของเกร็ดเลือด (Anticoagulant เช่น S-warfarin) ยาต้านการอักเสบแบบ
ไม่ใช่ steroid (NSAIDs เช่น aceclofenac, celecoxib, flurbiprofen, diclofenac, ibuprofen, ndo-
methacin, mefenamic acid, meloxicam, naproxen, piroxicam, suprofen, tenoxicam) ยารักษาโรค
ไมเกรนและอาการทางจิตเวช (Psychotropics เช่น fluoxetinevalproic acid และ valproic acid) ยาลด
ระดับนํ้าตาลในเลือด (chlorpropamide, glipizide, glimepiride, glyburide, nateglinide, tolbutamide) 
ยาลดความดันโลหิตสูง Angiotension II receptor blocker (losartan,  irbesartan, bosentan) และยา
รักษาโรคมะเร็งเต้านม (tamoxyfen)  

อุบัติการณ์ DDI ที่พบคือยาหลายชนิดที่รับประทานเข้าไปเพ่ือรักษาโรคต่างๆน้ัน นอกจากจะทําหน้าที่
ในการเป็นสารต้ังต้นของเอนไซม์ P450 หน่ึงๆแล้ว ยังสามารถทําหน้าที่เป็นตัวยับย้ัง (Inhibitor) การทํางานของ
เอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาย่อยสลายเอง (เช่น ยาปฎิชีวนะ isoniazid ที่ถูกเร่งปฏิกิริยาด้วยเอนไซม์ CYP2E1 และ
สามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2C9 ได้นอกจากน้ียาปฎิชีวนะ Sulfamethoxazole ที่ถูกเร่ง
ปฏิกิริยาด้วยเอนไซม์ CYP2C9 และสามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2C9 ได้ด้วย)  หรือเอนไซม์ P450 
อ่ืนๆ (เช่น omeprazole ที่เป็นสารต้ังต้นของเอนไซม์ CYP2C19 เป็นตัวยับย้ังของเอนไซม์ CYP3A4) ทําให้มี
การทํางานที่ลดลง หรือยาน้ันๆสามารถทําหน้าที่ตัวเหน่ียวนําการแสดงออกของเอนไซม์ P450 อ่ืนๆให้เพ่ิมสูงขึ้น
ได้เช่น ยาปฏิชีวนะ rifampicin  ที่ใช้รักษาวัณโรคสามารถเหน่ียวนําการแสดงออกของเอนไซม์ CYP2C9 และ 
CYP3A4 (Bibi, 2008; Genser, 2008; Kirchheiner, 2007; Ogu, 2000; Pelkonen, 2008)  

อันตกิริยาของยากับยาน้ันสามารถส่งผลกระทบได้หลายประการ  โดยการยับย้ังการทํางานของ
เอนไซม์ในการย่อยสลายยาจะข้ึนอยู่กับกลไกการออกฤทธ์ิของยาน้ันๆ   1) ในกรณีที่ยาที่รับประทานเป็นยาที่
ออกฤทธ์ิทันทีที่เข้าสู่ร่างกาย การยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ที่จะย่อยสลายยาน้ันๆจะส่งผลให้อัตราเร็วในการ
กําจัดยาออกจากร่างกายลดลง   ยาคงอยู่ในร่างกายนานข้ึนส่งผลให้เกิดผลข้างเคียงอันเน่ืองจากยานั้นๆ เช่น
การรับประทานยาลดการสร้างคอเลสเตอรอล simvastatin (Zocor) ร่วมกับยา verapamil ที่สามารถยับย้ัง
การทํางานของเอนไซม์ CYP3A4 จะส่งผลให้เกิดอาการข้างเคียงเช่นกล้ามเน้ืออ่อนแรง (myopathy) หรือการ
ย่อยสลายของกล้ามเน้ือลาย (rhabdomyolysis) ได้    2) ในทางตรงข้ามสําหรับยาที่ต้องถูกเร่งปฏิกิริยาก่อนจึง
จะออกฤทธ์ิ  การยับย้ังการทํางานของเอนไซม์จะส่งผลให้ยาออกฤทธ์ิช้าลงทําให้การรักษาได้ผลช้า หรือช้าว่าที่
ควรจะเป็น (Badyal, 2001; Hollenberg; 2008)    ในขณะที่การยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ด้วยตัวยับย้ังจะ
ส่งผลให้การทํางานของเอนไซม์น้ันๆลดลง   การเหน่ียวนําการแสดงออกของเอนไซม์จะให้ผลในทิศทางตรงกัน
ข้าม ซึ่งยาน้ันๆอาจเกิดการเหน่ียวนําเอนไซม์ที่ย่อยสลายยาน้ันเอง (autoinduction) เช่นยา carbamazepine 
หรือไปออกฤทธ์ิกระตุ้นการแสดงออกของเอนไซม์อ่ืนๆ (foreign-induction) เช่นยา rifampicin    3) ในกรณีที่
ยาที่รับประทานเป็นยาท่ีออกฤทธ์ิทันทีที่เข้าสู่ร่างกาย   การเหนี่ยวนําการแสดงออกของเอนไซม์ที่จะย่อยสลาย
ยาน้ันๆจะส่งผลให้อัตราเร็วในการกําจัดยาออกจากร่างกายเพ่ิมขึ้น  ลดช่วงเวลาที่ยาจะออกฤทธ์ิ    4) ในทาง
ตรงข้ามสําหรับยาที่ต้องถูกเร่งปฏิกิริยาก่อนจึงจะออกฤทธ์ิ  การเหน่ียวนําการแสดงออกของเอนไซม์จะส่งผลให้



ยาถูกย่อยสลายเร็วอาจส่งผลให้เกิดผลข้างเคียงขึ้นได้ (Badyal, 2001; Kirchheiner, 2007) อย่างไรก็ตามการ
เหน่ียวนําการแสดงออกของเอนไซม์ P450 น้ันจะใช้เวลาในการเพ่ิมปริมาณโปรตีนและกิจกรรมเอนไซม์ในการ
ทําปฏิกิริยากับสารต้ังต้น เช่นยา rifampicin ที่สามารถเหน่ียวนําการแสดงออกของเอนไซม์ CYP2C9 ได้ในเวลา
เพียง 24 ช่ัวโมง  เมื่อเปรียบเทียบกับยา phenobarbital ที่ใช้เวลาเหน่ียวนําประมาณ 7 วัน (Michalets, 
1998) ซึ่งแตกต่างจากการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ที่เกิดขึ้นภายในระยะเวลาไม่ถึงช่ัวโมง (Amacher, 
2010; Genser, 2008; Hu 2005; Hollenberg; 2008; Kirchheiner, 2007; Lynch, 2007; Ogu, 2000; 
Pelkonen, 2008)   

เมื่อเปรียบเทียบอันตกิริยาระหว่างยาและยาที่เกิดขึ้นกับเอนไซม์ P450 ต่างๆท่ีเก่ียวข้องในการสลายยา
น้ัน   การยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2C9 จัดเป็นการยับย้ังการทํางานที่มีผลกระทบที่รุนแรงมาก เพราะ
ยารักษาโรคที่ย่อยสลายด้วยเอนไซม์ CYP2C9 เป็นยารักษาโรคเร้ือรังที่มักพบในผู้ป่วยทั่วไป  เช่นโรคเบาหวาน 
โรคความดันโลหิตสูง  โรคไขมันอุดตันในเส้นเลือดและโรคอันเกิดจากการอักเสบต่าง ซึ่งมักพบอาการของโรค
ร่วมกันได้มากกว่าหน่ึงโรคในผู้ป่วยเพียงคนเดียว  ซึ่งจะส่งผลให้การรักษาโรคเรื้อรังต่างๆเหล่าน้ีเป็นไปอย่างไม่มี
ประสิทธิภาพ   เสียค่าใช้จ่ายในการรักษาในราคาแพงมากขึ้นและอาจส่งผลให้เกิดอันตรายถึงแก่ชีวิตได้   ทั้งน้ี
เน่ืองจากผลกระทบมากมายที่เกิดขึ้น ในปัจจุบันจึงมีผลิตภัณฑ์ธรรมชาติทั้งจากพืชสมุนไพรและผลไม้ต่างๆ ใน
รูปอาหารเสริมเพ่ือสุขภาพชนิดต่างๆเพ่ิมมากขึ้น โดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือป้องกันหรือบรรเทาอาการของโรคเร้ือรัง
ต่างๆเหล่าน้ีโดยเฉพาะผู้ที่อยู่ในวัยทํางานหรือผู้สูงอายุต่างๆ    อย่างไรก็ตามการใช้ผลิตภัณฑ์ในกลุ่มน้ีอาจมี
ปัญหาเก่ียวกับความปลอดภัยที่อาจเกิดขึ้นเมื่อรับประทานก่อนหรือหลังรับประทานยารักษาโรคเรื้อรังต่างๆ 
(Food-drug interaction ; FDI หรือ Herb-drug interaction; HDI) เกิดขึ้นได้ (Hu, 2005; Izzot, 2009)       
          อุบัติการณ์การเกิด FDI และ HDI สามารถเกิดขึ้นได้ในชีวิตประจําวันทั่วๆไป แต่หลักฐานที่เด่นชัดเกิด
จากการศึกษาในนํ้าส้ม grapefruit ที่พบว่าส่งผลต่อยาที่รับประทานหลายชนิด (Arayne, 2005) เริ่มจากการ
ค้นพบในปี 1989 ที่มีรายงานว่าการด่ืม grapefruit juice กับยา calcium channel antagonist felodipine 
จะส่งผลให้ระดับของยา felodipine ในนํ้าเลือดเพ่ิมสูงขึ้น ส่งผลให้ยาออกฤทธิ์ดีขึ้น (Bailey, 1993) และจาก
การศึกษายังพบว่าฤทธ์ิในการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP3A4 ของ grapefruit เกิดจากสารในกลุ่ม 
Flavonoids (เช่น quercetin, naringenin, kaempferol) ที่พบปริมาณมากในผลไม้จําพวกส้ม ส้มโอ 
(Ameer, 1997; Runkel, 1997) โดยเฉพาะสาร naringin ที่มีอยู่ถึง 10% ของน้ําหนักแห้งใน grapefruit ซึ่ง
พบว่ามีผลต่อการออกฤทธ์ิของยา benzodiazepines (เช่น midazolam, triazolam), antihistamines (เช่น 
terfenadine), immunosuppressive drugs (เช่น cyclosporin) (Ameer, 1997)      จากการศึกษาของ 
Hukkinen และคณะพบว่าอาสาสมัครที่แข็งแรง 10 คนที่ได้รับยา triazolam 0.25 mg ร่วมกับ 250 ml 
grapefruit juice จะมีระดับของยาสูงกว่ากรณีที่ได้รับยาร่วมกับนํ้าเปล่าธรรมดาถึง 9 คนจาก 10 คนที่ทดสอบ 
และยังส่งผลให้เกิดอาการวิงเวียน หน้ามืดเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยยะสําคัญ (Hukkinen, 1995)  อย่างไรก็ตามจาก
การศึกษาเพ่ิมเติมยังพบว่าสารประกอบ flavonoids อ่ืนๆใน grapefruit เช่น quercetin หรือ nootake ออก
ฤทธ์ิเป็นตัวยับย้ังเช่นเดียวกัน (Bailey, 1989; Tassaneeyakul et al, 2000) สอดคล้องกับผลการศึกษาที่พบ
นํ้าgrapefruit เพียงหนึ่งแก้วมีฤทธ์ิที่จะสามารถส่งผลต่อยาที่ได้รับประทานต่างๆมากมายแม้ว่าจะดื่มล่วงหน้า
ก่อนทานยาเป็นเวลามากกว่าหนึ่งช่ัวโมง (Song, 1996)  เพราะเป็นการยับย้ังแบบ mechanism-based 
inhibition โดยกลไกการยับย้ังแบบ mechanism-based น้ีเป็นกลไกที่สําคัญในการยับยังการทํางานของเอนไซม์ 
เพราะทําให้เกิดการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์อย่างถาวร (enzyme inactive) และต้องมีการสร้างเอนไซม์ใหม่
ขึ้นมาแทนที่เอนไซม์ที่มีอยู่และเสียสมบัติการทํางานไป   ซึ่งจะต่างจากการยับย้ังการทํางานแบบ competitive 
inhibition ที่มีประสิทธิภาพในการยับย้ังที่ด้อยกว่า (Hollenberg; 2008; Izzo 2009; Pelkonen, 2008)  
 สําหรับเอนไซม์ CYP2C9 ยังไม่พบรายงานการศึกษา FDI ในพืชสมุนไพรมากเช่นเดียวกับเอนไซม์ 
CYP3A4 แม้จะมีการพบว่านํ้าผลไม้หลายชนิด เช่น grape fruit (ไม่พบในประเทศไทย) ทับทิมและมะเฟือง



สามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2C9 ได้ในหลอดทดลอง  แต่ยังไม่ได้ทําการศึกษาผลกระทบที่อาจ
เกิดขึ้น อย่างไรก็ตามผลการศึกษาพบว่า สารประกอบในกลุ่ม flavonoids flavone และ alkaloid หลายชนิด
สามารถยับย้ังเอนไซม์ CYP2C9 ได้ในสัดส่วนที่แตกต่างกันไป (Kimura, 2010; Salminena, 2010) เน่ืองด้วย
สารประกอบ ในกลุ่ม flavonoids flavone และ alkaloid เป็นสารประกอบที่พบได้ทั่วไปในผลิตภัณฑ์จาก
ธรรมชาติต่างๆทั้งพืชสมุนไพรและผลไม้ไทยในปริมาณที่แตกต่างกันออกไป    และเน่ืองจากในปัจจุบันคนไทย
นิยมรับประทานผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติในลักษณะของแพทย์ทางเลือก ร่วมกับการรักษาแผนปัจจุบัน    ดังน้ัน
การรับประทานอาหารเสริมจากพืชสมุนไพรหรือผลไม้ที่มีสารที่สามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2C9 ที่
ย่อยสลายยารักษาโรคต่างๆ อาจส่งผลกระทบต่อสุขภาพในระยะยาวหรืออาจส่งผลกระทบในกรณีผู้ป่วย
โรคมะเร็งและผ้สูงอายุที่ร่างกายอ่อนแอ  และสามารถเกิดผลกระทบข้างเคียงจากอันตรกิริยาของยาท่ีเกิดขึ้น
อย่างรุนแรงกว่าคนปกติที่ร่างกายแข็งแรง    ดังน้ันศึกษาฤทธ์ิในการยับย้ังการทํางานเอนไซม์ CYP2C9 ของ
สมุนไพรจึงเป็นองค์ความรู้ที่มีประโยชน์ต่อสุขภาพและน่าจะเป็นหน่ึงในแนวทางเลือกที่สําคัญในการป้องกัน
ผลกระทบข้างเคียงที่อาจจะเกิดขึ้นในระหว่างการดูแล ป้องกัน ไม่ให้อาการของโรครุนแรงขึ้นได้ (Izzo 2009; 
Sikka 2005; Yuan 1999)        

ในการทดลองน้ีผู้วิจัยศึกษาฤทธ์ิต่อการทํางานของเอนไซม์ CYP2C9 ของพืชสมุนไพรจากโครงการป่า
ชุมชน บ้านอ่างเอ็ด ฯลฯ โดยมุ่งศึกษาพืชสมุนไพรที่ชาวบ้านนํามารับประทานเป็นยารักษาโรค เพ่ือใช้ในการ
ป้องกันอันตรายจากการรับประทานพืชสมุนไพรที่อาจเกิดขึ้นเมื่อรับประทานก่อนหรือหลังรับประทานยารักษา
โรคเรื้อรังต่างๆ อันเน่ืองจากสารสําคัญจากสมุนไพรออกฤทธ์ิยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2C9 ส่งผลให้
เกิดผลข้างเคียงจากการรับประทานยาแผนปัจจุบันเพ่ิมขึ้น 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 
 
 
 



 
บทที่  3 

วิธีการทดลอง 
 
3.1 พลาสมิดท่ีใช้ในการทดลอง 

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

3.3.2 พลาสมิด pCW+ ori - 2C9 
พลาสมิด pCW+ ori ที่บรรจุยีนCYP2C9 ของคน  (ได้รับมาจาก Prot.Dr. Joyce D. Goldstem , National 
Institute of Health USA  )  
 
3.2 วีธีการทดลอง 

3.2.1 การเตรยีมสารสกัดจากพื้นสมุนไพรพื้นบา้นจากโครงการพัฒนาป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ด 
นําพืชสมุนไพรพ้ืนบ้านจากโครงการพัฒนาป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ดทั้งหมด 24 ชนิด มาทําความสะอาด 

สับเป็นช้ินเล็กๆและนําไปอบท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส จากน้ันนําพืชสมุนไพรมาบดให้ละเอียดแบ่งพืช
สมุนไพรใส่ถุงผ้าดิบ ถุงละ 50 กรัม นําไปแช่ใน 95% เอทานอลในสัดส่วน 1 กรัม : 10 มิลลิลิตร แล้วทําการ
สกัด นําส่วนสกัดเอทานอลที่ได้ไปทําการระเหยตัวทําละลายเอทานอลด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน  

 
3.3.1 การเหนี่ยวนําการแสดงออก การทําบริสุทธิ์และกิจกรรมของเอนไซม์ 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   
 

3.3.2 การเหนี่ยวนําการแสดงออก การทําบริสุทธิ์ของเอนไซม์ CYP2C9 
 ทําการเลี้ยงเช้ือ Escherichia coli สายพันธ์ุ XL-1 blue ที่ได้รับการส่งผ่าน cDNA ที่มียีน cyp2c9 
(pCW+ ori - 2C9) จากน้ันเหนี่ยวนําการแสดงออกโปรตีนด้วย IPTG และ 5-aminolevulinic acid 
hydrochloride (-ALA) ทําบริสุทธ์ิโปรตีนโดยผ่านนิกเกิลคอลัมน์และตรวจสอบความบริสุทธ์ิด้วยวิธี SDS-
PAGE  
 
 3.3.3 การตรวจสอบกิจกรรมเอนไซม์ Cytochrome P450 2C9 (CYP2C9) ด้วยเทคนิค High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC)  

เตรียมปฏิกิริยาโดยบ่มเอนไซม์ CYP2C9 ร่วมกับเอนไซม์ rat CPR และ DLPC ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส  เป็นเวลา 5 นาที แล้วจึงเติมสารละลาย 100 μM Tolbutamide และปรับปริมาตรสุดท้ายให้เป็น
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ด้วย100 mMKpi buffer pH 7.4 บ่มที่อุณหภูมิ 37องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที 



จากน้ันเริ่มปฏิกิริยาด้วย NADPH และแบ่งออกมาหยุดปฏิกิริยาทันทีด้วย HCl เป็นT0และบ่มต่ออีก20นาที หยุด
ปฏิกิริยาด้วย HClเป็น T20 แล้วนําปฏิกิริยาที่ถูกหยุดแล้วไปป่ันเหว่ียงที่ 5,000 รอบต่อนาที(rpm)เป็นเวลา 5  
นาทีนําส่วนใสที่ได้ฉีดวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง HPLC UV detector โดยมีสารละลายเคลื่อนที่คือ สารละลาย 65% 
sodium acetate pH 4.3 และ 35%Acetonitrile  ด้วยอัตราการไหล 1.4 ml/min แบบ isocratic โดย
ตรวจสอบด้วยความยาวคลื่น 229 นาโนเมตรด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟี (Chromatography column C18) 
ขนาด 3.9×300 mm เป็นเวลา 20 นาที 
 

3.3.4 การทดสอบความสามารถในการยับย้ังเอนไซม์ 
            3.3.4.1 การทดสอบความสามารถในการยับย้ังเอนไซม์ cytochrome P450 reductase จากหนู (rat 
CPR)  

เตรียมปฏิกิริยาโดยทําการบ่มเอนไซม์ rat CPR ที่บริสุทธ์ิร่วมกับสารละลาย 50 μM cytochrome c 
และสารสกัดแต่ละลําดับส่วน ในสารละลาย 50 mM Tris- HCl buffer pH 7.5 ผสมให้เข้ากัน วัดค่าการ
ดูดกลืนแสงโดยใช้เครื่อง spectrophotometer ที่ค่าความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร แล้วจึงเติมสารละลาย 50 
μM NADPH เพ่ือเร่ิมปฏิกิริยา เป็นเวลา 5 นาที  คํานวณหาค่ากิจกรรมเอนไซม์ที่เหลืออยู่ เพ่ือดูผลการยับย้ัง
การทํางานของเอนไซม์เมื่อเปรียบเทียบกับค่ากิจกรรมของเอนไซม์ rat CPR ปกติ (100% remaining activity) 
โดยทําการทดลอง 2 ซ้ํา ที่เป็นอิสระต่อกัน 
            3.3.4.2 การทดสอบความสามารถในการยับย้ังเอนไซม์ CYP2C9 

เตรียมปฏิกิริยาโดยทําการบ่มเอนไซม์ CYP2C9 ร่วมกับเอนไซม์ rat CPR และ DLPC  เตรียมปฏิกิริยา
โดยบ่มเอนไซม์ CYP2C9 ร่วมกับเอนไซม์ rat CPR และ DLPC ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 5 นาที 
แล้วจึงเติมสารละลาย 100 μM Tolbutamide เติมสารสกัดสมุนไพรที่ทําการศึกษาและปรับปริมาตรสุดท้ายให้
เป็นปริมาตร 200 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที จากน้ันเริ่มปฏิกิริยาด้วย 
NADPH และแบ่งออกมาหยุดปฏิกิริยาทันทีด้วยHClเป็นT0 และบ่มต่ออีก20นาที หยุดปฏิกิริยาด้วย HCl เป็น 
T20 แล้วนําปฏิกิริยาที่ถูกหยุดแล้วไปปั่นเหว่ียงที่ 5,000 รอบต่อนาที(rpm)เป็นเวลา 5  นาทีนําส่วนใสที่ได้ฉีด
วิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC UV detector โดยมีสารละลายเคลื่อนที่คือ 65% sodium acetate pH 4.3 และ 
35%Acetonitrile  ด้วยอัตราการไหล 1.4 ml/min แบบ isocratic โดยตรวจสอบด้วยความยาวคลื่น 229 นา
โนเมตรด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟี (Chromatography column C18) ขนาด 3.9×300 mm เป็นเวลา 20 
นาที 

 
 

             
 
 

 
 
 
 

 
   
 
 



 
บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

4.1 การเก็บตัวอย่างพชืและการสกัดสาร 
      กลุ่มผู้วิจัยได้มีการค้นคว้าหาข้อมูลพืชสมุนไพรจากรายงานวิจัยฉบับสมบูรณ์เรื่อง “แพทย์พ้ืนบ้านกับ
การใช้พืชสมุนไพร ในจังหวัดจันทบุรี” และได้ลงพ้ืนที่สํารวจที่โครงการป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ด มูลนิธิชัยพัฒนา 
ขอคําแนะนําจากปราชญ์ชุมชน จากน้ันทําการเก็บพืชตัวอย่างที่ปราชญ์ชุมชนนําไปใช้ รวมท้ังสิ้น 15 ชนิด 24 
ตัวอย่าง ที่นํามาสกัดด้วยตัวทําละลายเอทานอล (ตารางท่ี 4-1) โดยพืชที่เก็บจากพ้ืนที่จะถูกพิสูจน์ชนิดโดย อ.
เบญจวรรณ ชิวปรีชา ภาควิชาชีววิทยา มหาวิทยาลัยบูรพา  
 
ตารางที่ 4-1 ชนิดของพืชที่ทําการเก็บตัวอย่าง  
  พืชสมุนไพรที่เก็บตัวอย่าง  
เหง้าเอ้ืองหมายนา (Costus speciosus (Koen) 
Smith.) 

ใบโคลงเคลง  
(Melastoma saigonense (Kuntze) Merr.) 

ใบเอ้ืองหมายนา 
(Costus speciosus (Koen.) Smith) 

รากโคลงเคลง  
(Melastoma saigonense (Kuntze) Merr.) 

ต้นเอ้ืองหมายนา 
(Costus speciosus (Koen.) Smith) 

รากพนมสวรรค์ (Clerodendrum paniculatum L.) 

ใบค้างคาวดํา (Tacca chantrieri Andr.) ใบดีงูต้น (Picrasma javanica Blume) 
เหง้าค้างคาวดํา (Tacca chantrieri Andr.) รากดีงูต้น (Picrasma javanica Blume) 
ใบมะฮึก (รอพิสูจน์สายพันธ์ุ) ใบหัวเดียว (Aglaonema nitidum (Jack) Kunth) 
รากมะฮึก (รอพิสูจน์สายพันธ์ุ) เหง้าหัวเดียว (Aglaonema nitidum (Jack) Kunth) 
ใบเข็มไอเดีย (Aidia wallichiana sensu Tirveng) ใบระย่อมน้อยดอกขาว (Rauvolfia sp.) 
รากเข็มไอเดีย (Aidia wallichiana sensu Tirveng) รากระย่อมน้อยดอกขาว (Rauvolfia sp.) 
ใบเบญจมาศแมว (Ageratum conyzoides Linn.) ใบลายกนก (รอพิสูจน์สายพันธ์ุ) 
ใบชงโค (Bauhinia sp.)  ไมยราบ 

(Mimosa diplotricha C. Wright ex Sauvalle) 
ใบมะเด่ือหอม (Ficus hirta Vahl) ใบไม้ลาย (Microcos tomentosa Sm.) 
 
4.2 การทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมและสารประกอบฟลาโวนอยด์รวม 

4.2.1 สารประกอบฟีนอลิกรวม 
 ทําการวิเคราะห์หาปริมาณฟีนอลิกรวมทั้งหมดในพืชสมุนไพรที่นํามาใช้ในการทดลองคร้ังน้ี โดยที่ความ
เข้มข้นของสารสกัดที่เท่ากัน (100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) พบว่าสารสกัดจากใบไม้ลาย, ใบเข็มไอเดีย, ราก



โคลงเคลง และรากเข็มไอเดีย มีสารประกอบในกลุ่มฟีนอลิกสูงกว่าสารสกัดจากพืชชนิดอ่ืน คํานวณจากค่า
สมการของกราฟมาตรฐานสารละลาย Gallic acid (ภาพที่ 4-1) 

 
ภาพท่ี 4-1 ปริมาณสารประกอบฟีนอลรวมจากส่วนสกัดหยาบของพืชสมุนไพร 

 
4.2.2 สารประกอบฟลาโวนอยด์รวม 
ทําการวิเคราะห์หาปริมาณฟลาโวนอยด์รวมทั้งหมดในพืชสมุนไพรที่นํามาใช้ในการทดลองคร้ังน้ี โดยท่ี

ความเข้มข้นของสารสกัดที่เท่ากัน (100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) พบว่าส่วนสกัดหยาบของ ใบค้างคาวดํา มี
ปริมาณฟลาโวนอยด์รวมสูงสุด ในขณะที่ส่วนสกัดหยาบของ เหง้าค้างคาวดํา, เหง้าหัวเดียว, รากดีงูต้น, รากเข็ม
ไปเดีย, รากพนมสวรรค์, และรากมะฮึก มีปริมาณฟลาโวนอยด์รวมตํ่าเมื่อเทียบกับส่วนสกัดจากพืชอ่ืนๆ คํานวณ
จากค่าสมการของกราฟมาตรฐานสารละลาย Quercetin (ภาพที่ 4-2) 

 

  

ภาพที่ 4-2 ปรมิาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวมจากส่วนสกัดหยาบของพืชสมุนไพร 
 

4.3 การเหนี่ยวนําการแสดงออกและการทําบริสทุธ์ิเอนไซม์ Cytochrome P450 reductase
จากหนู (rat CPR) และเอนไซม์ CYP2C9 
 เหน่ียวนําการแสดงออกของเอนไซม์ CPR และเอนไซม์ CYP2C9 จากน้ันทําบริสุทธ์ิเอนไซม์ด้วยเทคนิค
โครมาโทกราฟีแบบจําเพาะโดยใช้ Ni2+-NTA (Ni2+-Affinity chromatography) และตรวจสอบความบริสุทธ์ิ



โดยใช้ SDS-PAGE โดยเอนไซม์ rat CPR บริสุทธ์ิ มีขนาดมวลโมเลกุลประมาณ 78 kDa (ภาพที่ 4-3) ในขณะที่
เอนไซม์ CYP2C9 มีมวลโมเลกุลของเอนไซม์ประมาณ 56 kDa (ภาพที่ 4-4)      
 

 
          ภาพท่ี 4-3 การทําบริสุทธ์ิเอนไซม์ rat CPR โดยที่    Lane M : Marker, Lane1: crude extract,  
Lane 2: cell lysate, Lane 3: flow throught,  Lane 4: wash1 (5mM Imidazole) , Lane 5: wash2  
(20mM Imidazole) ,Lane 6: wash3 (50mM Imidazole) , Lane 7: elute1 (100mM Imidazole) และ 
Lane 8: elute2 (200mM Imidazole) 

 
ภาพท่ี 4-4 การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเอนไซม ์CYP2C9 โดย SDS-PAGE โดยที่ Lane M : 

Marker , Lane 1 crude extract :, Lane2: cell lysate , Lane 3: flow throught , Lane 4: wash1 (1 
mM Imidazole) , Lane 5: wash 2 (5 mM Imidazole) , Lane 6: wash 3 (10 mM Imidazole) , Lane 
7: elute1 (20 mM Imidazole) , Lane 8: elute2 ( 50 mM Imidazole ) , Lane 9: elute 3 ( 100 mM 
Imidazole) 



4.4 การตรวจสอบกิจกรรมการทํางานของเอนไซม์ rat CPR และ CYP2C9 
4.4.1 การตรวจสอบกิจกรรมการทํางานของเอนไซม์ rat CPR กับสารสกัดจากพืชสมุนไพร 
นําเอนไซม์ rat CPR ที่ได้จากการทําบริสุทธ์ิมาบ่มกับสารละลายบัฟเฟอร์ Tris – HCl pH 7.5 จากน้ัน

เติม Cytochrome C และสารสกัดพืชสมุนไพร ผสมสารให้เข้ากันจากน้ันนําไปวัดกิจกรรมการทํางานของ
เอนไซม์ rat CPR ที่ค่าการดูดกลืนแสง 550 นาโนเมตร  ค่ากิจกรรมของเอนไซม์เมื่อมีสารสกัดที่ทําการทดสอบ
จะถูกนํามาเทียบกับปฏิกิริยาควบคุมที่ไม่ใส่สารสกัด (มีตัวทําละลาย) ที่ถือว่ามีกิจกรรมเอนไซม์ร้อยละ 100     
พบการเปรียบเทียบพบว่าส่วนสกัดหยาบของ เหง้าค้างคาวดํา, เหง้าหัวเดียว, เหง้าเอ้ืองหมายนา, รากดีงูต้น, 
รากโคลงเคลง, ใบค้างคาวดํา, ใบโคลงเคลง, ใบมะฮึก, ใบไม้ลาย, ใบดีงูต้น,  ใบชงโค, ใบหัวเดียว, ใบเบญจมาศ, 
ใบลายกนก และใบเข็มไอเดีย มีฤทธ์ิในการยับย้ังกิจกรรมการทํางานของเอนไซม์ rat CPR และขณะเดียวกัน
ส่วนสกัดหยาบของ ไมยราบ, รากมะฮึก, ใบเอ้ืองหมายนา และใบมะเด่ือหอม มีฤทธ์ิในการกระตุ้นกิจกรรมการ
ทํางานของเอนไซม์ rat CPR แต่ส่วนสกัดหยาบของ ต้นเอื้องหมายนา, รากเข็มไอเดีย, รากพนมสวรรค์, ราก
ระย่อมน้อย และใบระย่อมน้อยไม่เกิดปฏิกิริยาการกระตุ้นหรือยับย้ังกิจกรรมการทํางานของเอนไซม์ rat CPR 
(t-test, p-value < 0.05) (ภาพที่ 4-5) 
  

 
ภาพที่ 4-5 แสดงกิจกรรมของเอนไซม์ CPR หลังทดสอบรว่มกับสารสกัดต่างๆท่ีความเข้มข้นเดียวกัน 

 
4.4.2 การตรวจสอบสภาวะท่ีเหมาะสมในการทาํงานของ CYP2C9 โดยวิธ ีHPLC 

 ในการศึกษาครั้งน้ีผู้วิจัยตรวจสอบการทํางานของเอนไซม์ CYP2C9 โดยใช้ Tolbutamide เป็นสารต้ัง
ต้น และ  4-hydroxy Tolbutamide เป็นผลิตภัณฑ์เพ่ือตรวจสอบปฏิกิริยา tolbutamide 4-hydroxylation 
จึงต้องทําการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจหาสาร Tolbutamide และ 4-hydroxy Tolbutamide 
โดยเตรียมสารละลายมาตรฐานที่ความเข้มข้นต่างๆ (5, 10, 20, 40, 80, 100 และ 120uM) ทดสอบภายใต้
สภาวะต่างๆ (Jan Jurˇica et al.,2010; Ashish Sharma et al.,2004;  A. B. PHARNE et al.,2012) ดังน้ี 
(ตารางที่ 4-2) 
 
 
 
 



ตารางที่ 4-2 สภาวะในการตรวจสอบการทํางานของเอนไซม์ CYP2C9 
 

 Sample Mobile phase 
(A:B) 

Flow rate 
(ml/min) 

Wavelength 
(nm) 

Analysis 
method 

1 Tolbutamide,  
4-hydroxy 

Tolbutamide 

Acetonitrile : water  
(60 : 40) 

1 230 UV/Vis 

2 Tolbutamide,  
4-hydroxy 

Tolbutamide 

Acetonitrile : Methanol  
(60 : 40) 

1 230 UV/Vis 

3 Tolbutamide,  
4-hydroxy 

Tolbutamide 

10mM monobasic 
potassium phosphate 
pH 4.5: Acetonitrile 

(65 : 35) 

1 229 UV/Vis 

4 Tolbutamide,  
4-hydroxy 

Tolbutamide 

sodium acetate pH 4.3  
: Acetonitrile 

(65 : 35) 

1.8 229 UV/Vis 

 
จากการตรวจสอบพบว่าสภาวะที่ 4 มีความเหมาะสมมากที่สุด เน่ืองจากในสภาวะที่ทําการศึกษา

สามารถตรวจพบสาร Tolbutamide (ภาพที่ 4-6)  และ 4-hydroxy Tolbutamide (ภาพที่ 4-7)  ได้และแยก
สารทั้งสองออกจากกันได้ โดยใช้เวลาทั้งหมดประมาณ 15 นาที  
 

 
ภาพท่ี 4-6 แสดงพีคของ Tolbutamide ที่ความเข้มข้นต่างๆ (5, 10, 20, 40, 80, 100 และ 120uM) 

ที่ถูกชะออกมาโดยเฉล่ียในนาทีที ่ 7.21 ภายใต้สภาวะที่มี mobile phase เป็น sodium acetate pH 4.3 : 
Acetonitrile (65 : 35) อัตราการไหล 1.8 ml/min ที่ความยาวคลื่น 229 nm 
 



 
ภาพท่ี 4-7 แสดงพีคของ 4-hydroxy Tolbutamide ที่ความเข้มข้นต่างๆ (5, 10, 20, 40, 80, 100 

และ 120uM) ที่ถูกชะออกมาโดยเฉล่ียในนาทีที่ 2.20 ภายใต้สภาวะที่มี mobile phase เป็น sodium 
acetate pH 4.3 : Acetonitrile (65 : 35) อัตราการไหล 1.8 ml/min ที่ความยาวคลื่น 229 nm 
 

4.4.3 การตรวจสอบการทํางานของเอนไซม์ CYP2C9 กับสารต้ังต้น Tolbutamide 
นําเอนไซม์ CYP2C9 บ่มร่วมกับเอนไซม์ rat CPR และ DLPC ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 

5 นาที แล้วจึงเติมสารละลาย 100 μM Tolbutamide และปรับปริมาตรสุดท้ายให้เป็นปริมาตร 200 
ไมโครลิตร ด้วย100 mM Kpi buffer pH 7.4 บ่มที่อุณหภูมิ 37องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที จากน้ันเริ่ม
ปฏิกิริยาด้วย NADPH และแบ่งออกมาหยุดปฏิกิริยาทันทีด้วย 1 M HCl เป็นเวลาที่ปฏิกิริยาเริ่มต้นหรือ T0 

(ภาพที่ 4-8) ส่วนที่เหลืออยู่จะถูกบ่มต่ออีก20นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาด้วย 1 M HCl เป็นเวลาที่ปฏิกิริยา
สิ้นสุดหรือ T20 (ภาพที่ 4-9) แล้วนําปฏิกิริยาที่ถูกหยุดแล้วไปป่ันเหว่ียงที่ 5,000 รอบต่อนาที(rpm)เป็นเวลา 5  
นาทีนําส่วนใสที่ได้ฉีดวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง HPLC UV detector โดยมีสารละลายเคลื่อนที่คือ สารละลาย 65% 
sodium acetate pH 4.3 และ 35%Acetonitrile  ด้วยอัตราการไหล 1.4 ml/min (เพ่ือลดความดันของ
ระบบ HPLC) แบบ isocratic โดยตรวจสอบด้วยความยาวคลื่น 229 นาโนเมตรด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟี 
(Chromatography column C18) ขนาด 3.9×300 mm เป็นเวลา 20 นาที การศึกษาในเบ้ืองต้นพบว่าใน
ปฏิกิริยาที่มีเอนไซม์ CYP2C9 และ rat CPR เมื่อมีตัวให้อิเล็กตรอน NADPH จะเกิดปฏิกิริยา ในขณะที่ปฏิกิริยา
ที่ไม่มี NADPH หรือ เอนไซม์ CYP2C9 หรือ เอนไซม์ CPR อย่างใดอย่างหน่ึงจะไม่เกิดปฏิกิริยา 
 

 
ภาพท่ี 4-8 ภาพแสดงความสัมพันธ์ระหว่างเอนไซม์ CYP2C9 กับสารต้ังต้น Tolbutamide ที่เวลาที่

ปฏิกิริยาเริ่มต้นหรือ (T0) ซึ่งจะไม่มีพีคของผลิตภัณฑ์ 4-hydroxy Tolbutamide เกิดขึ้นแสดงให้เห็นว่าไม่
เกิดปฏิกิริยา 

 



 
ภาพท่ี 4-9 ภาพแสดงความสัมพันธ์ระหว่างเอนไซม์ CYP2C9 กับสารต้ังต้น Tolbutamide (T20) มีพีค

ของ 4-hydroxy Tolbutamide เกิดขึ้นแสดงให้เห็นว่าเกิดปฏิกิริยา 
 

 
4.4.4 ฤทธิ์ยับย้ังเอนไซม์ CYP2C9 ของสารสกัดสมุนไพร 
ทําการศึกษาเบ้ืองต้นพบว่าสารสกัดจากพืชสมุนไพรที่ทําการทดลองจากป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ดที่ 50 

μg/ml ออกฤทธ์ิต่อการทํางานของเอนไซม์ CYP2C9 แตกต่างกันโดยมีค่า p-value คือ <0.0001  (Anova, p-
value <0.05) โดยพืชกลุ่มที่ออกฤทธ์ิกระตุ้นการทํางานของเอนไซม์ CYP2C9 ได้แก่ เหง้าเอ้ืองหมายนาและราก
พนมสวรรค์ ส่วนพืชที่ออกฤทธ์ิยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2C9 ได้แก่ เหง้าค้างคาวดํา, เหง้าหัวเดียว, 
ไมยราบ, ต้นเอ้ืองหมายนา, รากเข็มไอเดีย, รากมะฮึก, ใบค้างคาวดํา, ใบโคลงเคลง, ใบมะฮึก, ใบดีงูต้น, ใบ
เบญจมาศ, ใบลายกนก, ใบเข็มไอเดีย และพืชที่ไม่เกิดปฏิกิริยาการกระตุ้นหรือยับย้ังกิจกรรมการทํางานของ
เอนไซม์ ได้แก่ รากดีงูต้น, รากระย่อมน้อย, รากโคลงเคลง, ใบเอ้ืองหมายนา, ใบระย่อมน้อย, ใบไม้ลาย, ใบชงโค
, ไม่มะเด่ือหอม, ใบหัวเดียว (t-test,  p-value <0.05)  (ภาพที่ 4-10) เมื่อทําการศึกษาเพ่ิมเติมพบว่าสมุนไพร
หลายชนิดสามารถออกฤทธ์ิยับย้ังได้ดี โดยเหง้าหัวเดียวออกฤทธ์ิยับย้ังดีที่สุดด้วยค่า IC50 15.25 g/ml 
รองลงมาคือใบดีงูต้น (IC50 22.18 g/ml) ในขณะที่พืชหลายชนิดไม่ออกฤทธ์ิยับย้ัง (ตารางที่ 4-3) 
 

 
 

ภาพท่ี 4-10 แสดงกิจกรรมของเอนไซม์ CYP2C9 หลังทดสอบร่วมกับสารสกัดต่างๆท่ีความเข้มข้นเดียวกัน 
 



 
ตารางที่ 4-3 ฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ CYP2C9  
 
พืชสมุนไพรที่ทําการศึกษา ค่า IC50 (g/ml) 
เหง้าหัวเดียว (Aglaonema nitidum (Jack) Kunth) 15.25 
ใบดีงูต้น (Picrasma javanica Blume) 22.18 
เหง้าค้างคาวดํา (Tacca chantrieri Andr.) 48.58 
ใบค้างคาวดํา (Tacca chantrieri Andr.) 49.74 
รากเข็มไอเดีย (Aidia wallichiana sensu Tirveng) 51.64 
ใบมะฮึก (รอพิสูจน์สายพันธ์ุ) 53.62 
ใบลายกนก (รอพิสูจน์สายพันธ์ุ) 59.11 
ใบเบญจมาศแมว (Ageratum conyzoides Linn.) 62.87 
ใบเข็มไอเดีย (Aidia wallichiana sensu Tirveng) 63.56 
รากมะฮึก (รอพิสูจน์สายพันธ์ุ) 68.22 
ใบโคลงเคลง (Melastoma saigonense (Kuntze) Merr.) 74.51 
ต้นเอ้ืองหมายนา (Costus speciosus (Koen.) Smith) 77.52 
ไมยราบ (Mimosa diplotricha C. Wright ex Sauvalle) 79.44 
ใบชงโค (Bauhinia sp.)  > 100 

ใบมะเด่ือหอม (Ficus hirta Vahl) > 100 

รากโคลงเคลง (Melastoma saigonense (Kuntze) Merr.) > 100 
ใบเอ้ืองหมายนา (Costus speciosus (Koen.) Smith) > 100 
รากดีงูต้น (Picrasma javanica Blume) > 100 
ใบหัวเดียว (Aglaonema nitidum (Jack) Kunth)             > 100 
ใบระย่อมน้อยดอกขาว (Rauvolfia sp.) > 100 
รากระย่อมน้อยดอกขาว (Rauvolfia sp.) > 100 
ใบไม้ลาย (Microcos tomentosa Sm.) > 100 
รากพนมสวรรค์ (Clerodendrum paniculatum L.) > 200 
เหง้าเอ้ืองหมายนา (Costus speciosus (Koen) Smith.)            > 200 

 
 
 

 
 
 



 
บทที่ 5 

อภิปราย สรุปผลการทดลอง และข้อเสนอแนะ 
5.1 สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

การทดลองน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือฤทธ์ิของพืชสมุนไพรในโครงการป่าชุมชน บ้านอ่างเอ็ด โครงการชัย
พัฒนา ต่อการทํางานของเอนไซม์ CYP2C9 ที่มีบทบาทในการย่อยสลายยารักษาโรคประมาณ 10-15% ของยา
ที่วางขายในปัจจุบัน เช่น ยากันชัก (Antiepilectic เช่นphenytoin) ยาต้านการแข็งตัวของเกร็ดเลือด
(Anticoagulant เช่น S-warfarin) ยาต้านการอักเสบแบบไม่ใช่ steroid (NSAIDs เช่น celecoxib, 
diclofenac, ibuprofen, mefenamic acid, meloxicam, naproxen, piroxicam) ยาลดนํ้าตาลและยาลด
ความดันโลหิตสูง Angiotension II receptor blocker เพ่ือเป็นข้อมูลว่าพืชสมุนไพรพ้ืนบ้านในป่าชุมชนบ้าน
อ่างเอ็ด ที่ชาวบ้านนิยมรับประทานเพ่ือรักษาโรคชนิดใดบ้างที่ออกฤทธ์ิยับย้ังหรือกระตุ้นการทํางานของเอนไซม์ 
CYP2C9 เพ่ือที่จะได้นําพืชสมุนไพรพ้ืนบ้านชนิดน้ันๆมาพัฒนาต่อทางด้านการแพทย์ และทางเภสัชกร เพื่อช่วย
รักษาโรคต่างๆหรือระมัดระวังในการนํามาใช่รักษาโรคควบคู่กับยาแผนปัจจุบัน โดยเหน่ียวนําการแสดงออกและ
ทําบริสุทธ์ิเอนไซม์ CYP2C9 และเอนไซม์ CPR ที่ทําหน้าที่ร่วมกัน จากน้ันศึกษากิจกรรมของเอนไซม์ CYP2C9 
ในการเร่งปฏิกิริยาTolbutamide 4-hydroxylation ที่เป็นปฏิกิริยาที่เกิด hydroxylation ที่คาร์บอนตําแหน่ง
ที่ 4 ของสารตั้งต้น Tolbutamide และวัดปฏิกิริยาการเพ่ิมขึ้นของสารผลิตภัณฑ์ 4-hydroxy Tolbutamide 
โดยวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC UV detector โดยมีสารละลายเคลื่อนที่คือ สารละลาย 65% sodium acetate 
pH 4.3 และ 35%Acetonitrile  ด้วยอัตราการไหล 1.4 ml/min แบบ isocratic โดยตรวจสอบด้วยความยาว
คลื่น 229 นาโนเมตรด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟี (Chromatography column C18) ขนาด 3.9×300 mm 
เป็นเวลา 20 นาทีพบว่าเอนไซม์ CYP2C9 ที่ได้จากการศึกษาครั้งน้ีมีค่า specific activity เท่ากับ 0.2948 
umol/4-hydroxy Tolbutamide/min/μg protein ซึ่งมีค่ามากกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับ Specific activity 
ของเอนไซม์ CYP2C9 ที่มีการศึกษาในปี พ.ศ. 2550 คือ 30.4 pmol/4-hydroxy Tolbutamide/min/μg 
protein (Ariyaoshi et al., 2007) 

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) ซึ่งเป็นพืชที่พบได้จํานวนมากใน
บริเวณป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ดและชาวบ้านนิยมนํามาใช้เป็นยารักษาโรค มาทําการทดสอบฤทธ์ิการยับย้ังกิจกรรม
การทํางานของเอนไซม์ rat CPR ความเข้มข้น50 μg/ml เพราะฤทธ์ิในการยับย้ังหรือกระตุ้นกิจกรรมการทํางาน
เอนไซม์ rat CPR จะทําให้ส่งผลต่อการส่งอิเล็กตรอนให้แก่เอนไซม์ CYP2C9 และเอนไซม์อ่ืนๆในกลุ่ม 
cytochrome P450 ที่ทําหน้าที่สําคัญในการย่อยสลายยาต่างๆ พบว่าส่วนสกัดหยาบของเหง้าค้างคาวดํา, เหง้า
หัวเดียว, เหง้าเอ้ืองหมายนา, รากดีงูต้น, รากโคลงเคลง, ใบไม้ลาย, ใบลายกนก และใบเข็มไอเดีย มีฤทธ์ิในการ
ยับย้ังกิจกรรมการทํางานของเอนไซม์ rat CPR และขณะเดียวกันส่วนสกัดหยาบของไมยราบ, รากมะฮึก, ใบ
เอ้ืองหมายนา และใบมะเด่ือหอม มีฤทธ์ิในการกระตุ้นกิจกรรมการทํางานของเอนไซม์ rat CPR ได้ แสดงให้เห็น
ว่าสารสกัดจากพืชสมุนไพรจากป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ดที่ชาวบ้านนิยมรับประทานที่ความเข้มข้น 50 ug/ml หรือ
พืชอบแห้งน้อยกว่า 0.1 กรัม อาจส่งผลต่อการกิจกรรมของของเอนไซม์ CYP2C9 และ cytochrome P450 
อ่ืนๆในหลอดทดลองได้ 

เมื่อนําพืชสมุนไพรพ้ืนบ้านป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ดทั้ง 24 ชนิดที่ความเข้มข้น 50 μg/ml มาทําการ
ทดสอบฤทธ์ิการกระตุ้นและยับย้ังกิจกรรมการทํางานของเอนไซม์ CYP2C9 พบว่าพืชกลุ่มที่ออกฤทธ์ิกระตุ้นการ



ทํางานของเอนไซม์ CYP2C9 ได้แก่ เหง้าเอ้ืองหมายนา, รากพนมสวรรค์ ส่วนพืชที่ออกฤทธ์ิยับย้ังการทํางานของ
เอนไซม์ CYP2C9 ได้แก่ เหง้าค้างคาวดํา, เหง้าหัวเดียว, ไมยราบ, ต้นเอ้ืองหมายนา, รากเข็มไอเดีย, รากมะฮึก, 
ใบค้างคาวดํา, ใบโคลงเคลง, ใบมะฮึก, ใบดีงูต้น, ใบเบญจมาศ, ใบลายกนก, ใบเข็มไอเดีย และพืชที่ไม่
เกิดปฏิกิริยาการกระตุ้นหรือยับย้ังกิจกรรมการทํางานของเอนไซม์ CYP2C9 ได้แก่ รากดีงูต้น, รากระย่อมน้อย, 
รากโคลงเคลง, ใบเอ้ืองหมายนา, ใบระย่อมน้อย, ใบไม้ลาย, ใบชงโค, ใบมะเด่ือหอม, ใบหัวเดียว (Anova, p-
value <0.05) เมื่อทําการวิเคราะห์เพ่ิมเติมพบว่าพืชที่ออกฤทธ์ิยังย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2C9 ได้แก่ 
เหง้าค้างคาวดํา, เหง้าหัวเดียว, ใบค้างคาวดํา, ใบโคลงเคลง, ใบมะฮึก, ใบดีงูต้น, ใบเบญจมาศ, ใบลายกนก, ใบ
เข็มไอเดีย ออกฤทธ์ิในการยับย้ังกิจกรรมการทํางานของเอนไซม์ rat CPR ด้วยเช่นกันสามารถบอกได้ว่าในการ
ยับย้ังกิจกรรมการทํางานของเอนไซม์ CYP2C9 ของสารสกัดจากพืชสมุนไพรที่กล่าวมาอาจเป็นผลมาจากสาร
สกัดที่ยับย้ังกิจกรรมการทํางานของเอนไซม์ rat CPR ทําให้ความสามารถในการส่งอิเล็กตรอนของเอนไซม์ rat 
CPR ให้แก่เอนไซม์ CYP2C9 น้อยลงส่วนหน่ึง เมื่อทําการวิเคราะห์เพ่ิมเติมพบว่าพืชที่ออกฤทธ์ิกระตุ้นการ
ทํางานของเอนไซม์ CYP2C9 ได้แก่เหง้าเอ้ืองหมายนา แต่ออกฤทธ์ิในการยับย้ังกิจกรรมการทํางานของเอนไซม์ 
rat CPR แสดงให้เห็นว่าการกระตุ้นกิจกรรมการทํางานของเอนไซม์ CYP2C9 ของเหง้าเอ้ืองหมายนาไม่ได้เป็น
ผลมาจากสารสกัดเหง้าเอ้ืองหมายนาที่กระตุ้นกิจกรรมการทํางานของเอนไซม์ rat CPR แม้ความสามารถในการ
ส่งอิเล็กตรอนของเอนไซม์ rat CPR ให้แก่เอนไซม์ CYP2C9 น้อยลงแต่เหง้าเอ้ืองหมายนาก็สามารถออกฤทธ์ิ
กระตุ้นการทํางานของเอนไซม์ CYP2C9ได้ดี 

ดังน้ันการรับประทานพืชสมุนไพรพ้ืนบ้านป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ดที่มีความสามารถในการกระตุ้นและ
ยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2C9 ควบคู่กับยาแผนปัจจุบันจึงต้องระมัดระวังในการรับประทานเพราะอาจ
ส่งผลข้างเคียงต่อการย่อยสลายยาแผนปัจจุบันที่ถูกย่อยสลายได้ด้วยเอนไซม์ CYP2C9 เช่น ยากันชัก 
(Antiepilectic เช่นphenytoin) ยาต้านการแข็งตัวของเกร็ดเลือด(Anticoagulant เช่น S-warfarin) ยาต้าน
การอักเสบแบบไม่ใช่ steroid (NSAIDs เช่น celecoxib, diclofenac, ibuprofen, mefenamic acid, 
meloxicam, naproxen, piroxicam) ยาลดนํ้าตาลและยาลดความดันโลหิตสูง Angiotension II receptor 
blocker เช่น การรับประทานเหง้าค้างคาวดําซึ่งมีฤทธ์ิยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2C9เพ่ือรักษาโรค
ความดันเลือดตํ่าจะส่งผลต่อการย่อยสลายยาลดนํ้าตาลและยาลดความดันโลหิตสูง Angiotension II receptor 
blocker เป็นต้น 

 
5.2 ข้อเสนอแนะ 

1. ควรศึกษาการยับย้ังกิจกรรมการทํางานของเอนไซม์ CYP2C9 จากพืชสมุนไพรพ้ืนบ้านโดยใช้วิธีการ
สกัดพืชสมุนไพรแบบอ่ืนๆเช่น การสกัดด้วยนํ้า เป็นต้น 
  2.  ควรศึกษาเพ่ิมเติมว่าสารสําคัญใดที่ยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2C9 ได้ 
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