
       

      

 

 

รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ ์ 
 

การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากพืชต่อเอนไซม์ Cytochrome P450 2A6 ทีย่่อยสลายนิโคติน
และผลกระทบต่อเอนไซม์ cytochrome P450 ในตับ 

Study of compounds from Thai medicinal plants in inhibition against           
the human cytochrome P450 2A6, nicotine-metabolizing enzyme, and their 

effects toward human hepatic cytochrome P450 monooxygenases 
   

 
โดย 

ผศ.ดร.ทรงกลด สารภูษิต 
ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา 

รศ.ดร. พรพิมล รงค์นพรัตน์ 
ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล 

ผศ. ดร. เอกรัฐ ศรีสุข   
ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา 

 ดร. ปณิดา ดวงแก้ว 
คณะสัตวศาสตร์และเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยศิลปากร วิทยาเขตสารสนเทศเพชรบุรี    

วันวิสาข์ เนตรเรืองแสง 
ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ท่ี 6 ชลบุรี  

 
โครงการวิจัยประเภทงบประมาณเงินรายได้จากเงินอุดหนุนรัฐบาล (งบประมาณแผ่นดิน) 

ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. ๒๕๕๙ 
มหาวิทยาลัยบูรพา 



รหัสโครงการ 2559A10802187  
สัญญาเลขท่ี 86/2559 

 
 

 
 

รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ ์ 
 
 

การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากพืชต่อเอนไซม์ Cytochrome P450 2A6 ทีย่่อยสลายนิโคติน
และผลกระทบต่อเอนไซม์ cytochrome P450 ในตับ 

Study of compounds from Thai medicinal plants in inhibition against           
the human cytochrome P450 2A6, nicotine-metabolizing enzyme, and their 

effects toward human hepatic cytochrome P450 monooxygenases 
 
 
  

โดย 
ผศ.ดร.ทรงกลด สารภูษิต 

ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา 
รศ.ดร. พรพิมล รงค์นพรัตน์ 

ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล 
ผศ. ดร. เอกรัฐ ศรีสุข   

ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา 
อ. ดร. ปณิดา ดวงแก้ว 

คณะสัตวศาสตร์และเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยศิลปากร วิทยาเขตสารสนเทศเพชรบุรี    
วันวิสาข์ เนตรเรืองแสง 

ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ท่ี 6 ชลบุรี  
 

 
 
 



 
กิตติกรรมประกาศ 

 
 งานวิจัยเรื่อง “การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากพืชต่อเอนไซม์ Cytochrome P450 2A6 ที่ย่อยสลาย
นิโคตินและผลกระทบต่อเอนไซม์ cytochrome P450 ในตับ” สามารถมีผลการทดลองที่ก้าวหน้ามาจนได้เสร็จ
สมบูรณ์เป็นรายงานฉบับนี้ ต้องขอขอบคุณการสนับสนุนทุนวิจัยจากงบประมาณเงินรายได้จากเงินอุดหนุน
รัฐบาล (งบประมาณแผ่นดิน) ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. ๒๕๕๙ มหาวิทยาลัยบูรพา ผ่านส านักงาน
คณะกรรมการการวิจัยแห่งชาติ เลขท่ีสัญญา 86/2559  ซึ่งผู้วิจัยใคร่ขอขอบคุณมา ณ โอกาสนี้     นอกจากนี้
แล้วผู้วิจัยขอขอบคุณนิสิต-นักศึกษาทุกคนที่ช่วยท าการทดลอง รวมถึงคณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา
และคณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดลที่ให้ความสนับสนุนด้านสถานที่และเครื่องมือต่างๆในการท าการ
ทดลอง  
  

 
 
        คณะผู้วิจัย  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 

 
 



 
บทคัดย่อ  
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ปัญหาโรคระบบทางเดินหายใจอันเนื่องมาจากการสูบบุหรี่ โดยเฉพาะโรคมะเร็งปอด ถือเป็นหนึ่งใน
ปัญหาที่ส าคัญของประเทศไทย โดยเอนไซม์  CYP2A6 ในตับที่ย่อยสลายนิโคตินก่อให้เกิดการเสพติดการสูบ
บุหรี่ในขณะที่ เอนไซม์ CYP2A13 ที่ปอดกระตุ้นสารก่อมะเร็ง  4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-
butanone (NNK) ส่งผลให้ เกิดโรคมะเร็งปอดขึ้น  ดังนั้นการลดการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 และ
CYP2A13 จึงเป็นป้ามหายในการรักษาอาการเสพติดบุหรี่และลดโอกาสเสี่ยงในการเกิดโรคมะเร็งปอด 
โครงงานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาความจ าเพาะและกลไกในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 
ของสารสกัดจากสมุนไพรขลู่และหญ้าดอกขาว ที่เคยมีรายงานว่าออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 ได้ดีในหลอด
ทดลอง  ผลการศึกษาพบว่าสารส าคัญในกลุ่มฟลาโวนอยด์จากพืชทั้งสองชนิดได้แก่ apigenin luteolin 
chrysoeriol และ quercetin ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 ได้ดีกว่าสารส าคัญในกลุ่ม 
thiophene ทั้งสามชนิดที่ท าบริสุทธิ์ได้จากขลู่ และสารบริสุทธิ์ในกลุ่ม hirsutinolide-type sesquiterpene 
lactones จากสมุนไพรหญ้าดอกขาวออกฤทธิ๋ยับยั้งได้น้อยที่สุด อย่างไรก็ตามสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ 4 ชนิด
ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 แบบผันกลับได้ ในขณะที่สารในกลุ่ม thiophene และ 
hirsutinolide-type sesquiterpene lactones ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 แบบผันกลับ
ไม่ได้ที่ขึ้นอยู่กับสารให้อิเล็กตรอน NADPH เวลาที่ใช้ในการบ่มสารยับยั้งและความเข้มข้นของสารยับยั้ง 
(Mecahinism based inhibition) 

 
 
  
 

 
 
 
 
 



 
Abstract 
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Cigarette smoking is one of the major causes of various tobacco-associated respiratory 
diseases including lung cancer. The human cytochrome P450 CYP2A6 and CYP2A13 are 
responsible for nicotine metabolisms and metabolic activation of tobacco-specific 
nitrosamines 4-(methyl-nitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone (NNK), associated with smoking 
addicition and lung cancers, respectively. Therefore, inhibition of these two enzymes is an 
important taraputic targrt in smoking cession and lung cancer prevention. This study aims to 
characterize inhibiting mechanism of the active constituents Phuchea indica and Vernonia 
cinerea that have been report to potently inhibit CYP2A6 enzyme in vitro. The results showed 
that the active Flavonoids from both plants (apigenin, luteolin, chrysoeriol, and quercetin) 
could potently inhibit both CYP2A6 and CYP2A13 compared to three isolated thiophenes 
from P. indica and hirsutinolide-type sesquiterpene lactones from V. cinerea, respectively. 
However, detail mechanism characterization indicated that flavonoids inhibit both CYP2A6 and 
CYP2A13 in reversible mode, while inhibition by thiophenes and hirsutinolides were 
mechanism-based (NADPH-, concentration-, and time- dependence) and irreversible against 
CYP2A6 and CYP2A13 enzyme.  

 
 
 
 
 



 
บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา  

ในปัจจุบันประชากรทั่วโลกรวมถึงประชากรไทย มีแนวโน้มที่จะป่วยและเสียชีวิตจากโรคเรื้อรังเช่น 
โรคเบาหวาน โรคมะเร็ง โรคความดันโลหิตสูง โรคหัวใจและหลอดเลือด และโรคต่างๆอันเนื่องมาจากการสูบบุหรี่มาก
ขึ้น   รวมถึงการที่ผู้สูบบุหรี่เป็นโรคเรื้อรังดังกล่าวเพิ่มขึ้น    ซึ่งการเจ็บป่วยด้วยโรคอันเนื่องมาจากการสูบบุหรี่และโรค
เรื้อรังดังกล่าวนี้ เป็นปัญหาเร่งด่วนที่ควรได้รับการแก้ไขและหาแนวทางป้องกันเพราะเป็นโรคอันตรายที่ต้องเสีย
ค่าใช้จ่ายในการรักษาด้วยยาต่างๆสูง ท าให้ในปัจจุบันจึงมีผู้นิยมบริโภคอาหารเสริมสุขภาพชนิดต่างๆ โดยเฉพาะอย่าง
ยิ่งอาหารเสริมที่ท ามาจากผลิตภัณฑ์ธรรมชาติที่เป็นพืชสมุนไพรต่างๆมากข้ึน โดยมีความเชื่อว่าสามารถป้องกัน ช่วยลด
หรือชะลออาการเจ็บป่วยและช่วยในการลดการสูบบุหรี่ได้   โดยเห็นได้จากจ านวนของผลิตภัณฑ์อาหารเสริมต่างๆที่
เพิ่มขึ้นมากมายในปัจจุบัน      เมื่อรับประทานยารักษาโรคเรื้อรังต่างๆ ยาจะถูกดูดซึมเข้าสู่ร่างกายและถูกย่อยสลาย
หรือกระตุ้นด้วยเอนไซม์ในกลุ่ม Cytochrome P450 (P450s) ที่ตับเป็นกลไกหลัก    โดยเฉพาะเอนไซม์ CYP3A4 
CYP2C9 CYP2D6 และ CYP1A2 ที่เป็นเอนไซม์ P450s ที่พบมาก (รวมประมาณ 82%) ของปริมาณเอนไซม์ P450s 
ทั้งหมดในตับที่ท าหน้าที่หลักในการย่อยสลายยารักษาโรคต่างๆ      ในทางเดียวกัน ในผู้ที่สูบบุหรี่สารนิโคตินจากบุหรี่
จะเข้าสู่กระแสเลือดและถูกย่อยสลายเพื่อก าจัดออกจากร่างกายโดยเอนไซม์ cytochrome P4502A6 (CYP2A6) ใน
ตับที่ท าหน้าที่หลักในการย่อยสลายนิโคตินในบุหรี่ และเก่ียวพันกับพฤติกรรมการติดการสูบบุหรี่ของผู้สูบบุหรี่    

    เนื่องจากสารส าคัญในพืชสมุนไพรหลายชนิด เมื่อรับประทานร่วมกับยารักษาโรคที่ถูกย่อยสลายโดย
เอนไซม์ในกลุ่ม P450s ในตับที่ท าหน้าที่หลักในการย่อยสลายยา มักก่อให้เกิดอาการข้างเคียงจากยา (adverse drug 
effects) ท าให้อาการโรคเร้ือรังนั้นๆรุนแรงมากขึ้น   เพราะเกิดการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ Cytochrome P450 
ต่างๆที่ท าปฏิกิริยากับยาทีร่ับประทานเข้าไปเพื่อรักษาโรค  ท าให้ยาที่รับประทานเข้าไปถูกย่อยสลาย (ก าจัดทิ้งออกจาก
ร่างกาย) ช้าลง  หรือประสิทธิผลการรักษาของยาลดลงเพราะสารส าคัญในสมุนไพรไปเหนี่ยวน าการแสดงออกของยีนที่
ถอดรหัสเป็นเอนไซม์ P450s (gene induction) ท าให้มีการแสดงออกของเอนไซม์เพิ่มขึ้นและย่อยสลายยาเร็วขึ้น ท า
ให้การรักษาโรคเรื้อรังมีประสิทธิภาพลดลง   ในทางตรงกันข้ามการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ที่ย่อยสลาย
นิโคติน ส่งผลให้การท างานในการย่อยสลายนิโคตินลดลง คงระดับนิโคตินในเลือดให้อยู่นานขึ้น จึงช่วยยืดระยะเวลาที่
จะสูบบุหรี่มวนถัดไปให้นานขึ้นและเลิกบุหรี่ได้ง่ายขึ้น   ในขณะที่การเหนี่ยวน าการแสดงออกของเอนไซม์ CYP2A6 จะ
ท าให้การย่อยสลายนิโคตินเร็วขึ้นและสูบบุหรี่มวนต่อไปเร็วขึ้น     ดังนั้นการศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งและการเหนี่ยวน า
การท างานของเอนไซม์ CYP2A6 CYP3A4 CYP2C9 CYP2D6 และ CYP1A2 ของพืชสมุนไพรไทยต่างๆที่นิยม
รับประทานในปัจจุบัน   จึงเป็นข้อมูลพื้นฐานที่ส าคัญเพื่อน าไปใช้เพื่อลดอัตราการเกิดผลกระทบต่างๆ ที่อาจเกิดขึ้น
ในขณะรับประทานยาและสามารถน าไปใช้ในการช่วยลดการสูบบุหรี่ได้อย่างปลอดภัย  ป้องกันผลข้างเคียงต่างๆ อัน
อาจเกิดขึ้นจากการใช้สมุนไพรไทยในการลดการสูบบุหรี่ ที่ไปส่งผลต่อเอนไซม์ P450s อ่ืนๆที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลาย
ยาได้อย่างปลอดภัย และยังสามารถน าไปเป็นข้อมูลที่ส าคัญในผู้ป่วยที่เป็นโรคเรื้อรังบางโรคเช่นโรคเบาหวานที่
ภาวะการเป็นโรคเรื้อรังส่งผลกระทบต่อการเหนี่ยวน าและการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ cytochrome P450 ที่ย่อย
สลายยาในผู้ป่วยเองและท าให้เกิดผลข้างเคียงต่างๆตามมาได้ด้วยเช่นกัน       

ในการศึกษาครั้งนี้ในขั้นต้นผู้วิจัยจะศึกษาสารออกฤทธิ์จากพืชสมุนไพรไทยที่ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ 
CYP2A6 ในหลอดทดลอง (in vitro reconstitution system)  ท าบริสุทธิ์และหาโครงสร้างของสารที่ออกฤทธิ์ยับยั้ง 
รวมถึงกลไกในการยับยั้ง  หลังจากนั้นผู้วิจัยมุ่งหวังที่จะศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งและการเหนี่ยวน าการท างานของเอนไซม์ 
P450s ต่างๆที่ท าหน้าที่ในการย่อยสลายยาและย่อยสลายนิโคตินในตับของมนุษย์ของสารสกัดจากพืชสมุนไพรเหล่านี้ 
โดยวางแผนใช้เซลล์ตับของมนุษย์ที่ถูกดัดแปลง (immortalized human hepatocyte) เป็นต้นแบบ (model) ใน



การศึกษา  เพราะเซลล์ตับที่น ามาใช้ศึกษาได้มีรายงานว่ามีสมบัติทางชีวเคมีที่ดีเหมาะสมกับการน ามาศึกษาครั้งนี้ 
เพราะมีการแสดงออกของเอนไซม์ cytochrome P450 และเอนไซม์อ่ืนๆที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายยา   รวมถึง
สามารถท าการเลี้ยงได้อย่างต่อเนื่อง ต่างจากการศึกษาใน primary human hepatocyte  ท าให้เหมาะสมกับ
การศึกษาการออกฤทธิ์ของสารสกัดแม้จะได้ปริมาณสารสกัดบริสุทธิ์เพียงเล็กน้อยก็สามารถน ามาศึกษาได้     เพื่อเป็น
ข้อมูลถึงความปลอดภัยในการน าสารสกัดจากพืชสมุนไพรที่มีฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 มาใช้ช่วยลด
การสูบบุหรี่โดยไม่มีผลกระทบข้างเคียงต่อการท างานของเอนไซม์ cytochrome P450 ในการย่อยสลายยารักษาโรค
ชนิดต่างๆได้อย่างยั่งยืน นอกจากนี้กระบวนการและเทคนิคต่างๆที่ได้จากผลการศึกษายังจะถูกน ามาใช้ในการศึกษาผล
ของสารสกัดจากพืชสมุนไพรที่มีฤทธิ์อื่นๆต่อการย่อยสลายยาที่ใช้ในการรักษาโรคเร้ือรังต่างๆ และจะเป็นข้อมูลที่ส าคัญ
ในการเฝ้าระวังผลกระทบข้างเคียงจากยารักษาโรค (Herb-drug interaction; HDI) ต่อไปได้   
 
 1.2 วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย (ในปีแรก) 

1. ศึกษาค้นคว้าหาสารสกัดจากพืชสมุนไพรไทยที่มีฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ที่มีบทบาท
ในการย่อยสลายนิโคตินและสารก่อมะเร็ง ท าให้สามารถลดการสูบบุหรี่และอัตราเสี่ยงจากโรคมะเร็ง
ระบบทางเดินหายใจ 

2. ศึกษาโครงสร้างทางเคมีของสารสกัดจากพืชสมนุไพรไทยที่มีฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม ์CYP2A6  
3. ศึกษาความจ าเพาะและกลไกในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ของสารสกัดจากพชื

สมุนไพรไทย 
 
1.3 สมมติฐานของการทดลอง 

สารส าคญัจากสมุนไพรไทยสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 ได้อย่างจ าเพาะ  
     

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการทดลอง 
1. ไดท้ราบกลไกในการยับยั้งของสาระส าคัญจากสมุนไพรขลู่และหญ้าดอกขาว  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 
บทที่ 2 

ทบทวนวรรณกรรม 
 
2.1 ทฤษฎีพื้นฐานที่เกี่ยวข้อง 

เอนไซม์ Cytochrome P450 (CYPs หรือ P450s) เป็นกลุ่มเอนไซม์ที่ท าหน้าที่ส าคัญในกระบวนการ
การเมแทบอลิซึมของสารเคมีทั้งสารที่มีอยู่ในร่างกายเช่น ฮอร์โมนและกรดไขมันต่างๆ และสารที่ร่างกายได้รับ
จากภายนอกเช่น ยาและสิ่งปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อมต่างๆ เนื่องจากเอนไซม์ P450s พบเป็นจ านวนมากใน
ร่างกายและในสิ่งมีชีวิตหลากหลายชนิด ดังนั้นเอนไซม์ P450 จึงถูกแยกย่อยและแบ่งออกเป็นกลุ่มๆตามล าดับ
ความคล้ายคลึงของล าดับกรดอะมิโนของยีนนั้นๆ โดยยีนที่อยู่ในตระกูล (Family) เดียวกันต้องมีความคล้ายคลึง
ของกรดอะมิโนมากกว่าร้อยละ 40 และยีนในตระกูลย่อย (Subfamily) เดียวกันต้องมีความคล้ายคลึงกันของ
กรดอะมิโนมากกว่าร้อยละ 55 ทั้งนี้เนื่องจาก P450s ไม่ได้ถูกจัดจ าแนกตามกลุ่มของสารตั้งต้นที่ท าปฏิกิริยา
หรือชนิดของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น   ดังนั้นเอนไซม์ P450s ในตระกูลและตระกูลย่อยเดียวกันอาจเร่งปฏิกิริยาที่มี
ความแตกต่างหรือมีความเหมือนกันก็ได้และเอนไซม์ P450s หนึ่งเอนไซม์ยังสามารถท าปฏิกิริยากับสารตั้งต้นได้
มากกว่า 1 ตัวอีกด้วย (Bernhardt R, 2006; Mansuy D, 1998;  Nelson et al, 1996;  Ortiz, 2005)       

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

ในการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม์ P450s นั้น (ภาพที่ 2-1) เอนไซม์ P450s จะต้องได้รับอิเล็กตรอนที่
ส่งผ่านมาจาก เอนไซม์ NADPH-cytochrome P450 reductase (CPR) โดยที่อิเล็กตรอนตัวแรกจะรีดิวซ์เหล็ก 



(Fe3+ เป็น Fe2+) ที่เป็นส่วนประกอบหนึ่งของเอนไซม์ P450s เพ่ือให้เอนไซม์ P450s สามารถจับกับออกซิเจน
ได้ ส่วนตัวอิเล็กตรอนตัวที่สองจะกระตุ้นให้เกิดการเปลี่ยนแปลงในโมเลกุลของออกซิเจนให้เกิดเป็นสารประกอบ
ไอรอนไฮดรอกซิล (iron-hydroxy complex) และเร่งการเกิดปฏิกิริยาต่อไปโดยเอนไซม์ทั้งสองจะท างาน
ร่วมกันใน Endoplasmic reticulum ของเซลล์ในการเร่งปฏิกิริยาต่างเช่น Squalene monooxygenase, 
Heme oxygenase และโดยเฉพาะอย่างยิ่งเอนไซม์ในกลุ่ม Cytochrome P450 ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการเม
แทบอลิซึมที่ส าคัญต่างๆ (Bernhardt R, 2006; Emre M et al, 2007; Guengerich FG, 2001; Ortiz, 2005) 
รวมถึงตัวรับอิเล็กตรอนอ่ืนๆเช่น  cytochrome c และ ferricyanide ด้วยเช่นกัน  

เอนไซม์ CPR เป็นเอนไซม์ที่มีส่วนจับกับเยื่อหุ้มเมมเบรนและประกอบด้วยโมเลกุลของ FAD และ FMN 
ท าหน้าที่เป็นโคเอนไซม์ช่วยในการขนส่งอิเล็กตรอน โดยอิเล็กตรอนจะถูกขนส่งจาก NADPH ผ่านโมเลกุลของ 
FAD และ FMN ไปยังตัวรับอิเล็กตรอนดังที่กล่าวในเบื้องต้น   เนื่องด้วย เอนไซม์ CPR เป็นเอนไซม์ที่ท าหน้าที่
ส าคัญในการท างานของเอนไซม์ P450s ที่มีความส าคัญอย่างมากต่อการด ารงชีวิตของสิ่งมีชีวิต ดังนั้นจึงได้มี
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 2-2)  

 

 
ภาพที่ 2-2 แบบจ าลองของ Cytochrome P450s (ซ้าย) และ P450s Oxoidoreductase (ขวา) ซึ่งเรียงตัว 
               กันอยู่ใน Endoplasmic reticulum  
 
2.2 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
            โรคในระบบทางเดินหายใจจากการสูบบุหรี่  โดยเฉพาะโรคมะเร็งปอดและโรคถุงลมปอดโป่งพอง  
จัดเป็นปัญหาส าคัญในหลายประเทศทั่วโลกรวมถึงประเทศไทย    จากการคาดการณ์ขององค์กรอนามัยโลก 
(WHO) คาดว่าในปี พ.ศ. 2573 จะมีผู้เสียชีวิตด้วยโรคดังกล่าวถึง 8 ล้านคน (WHO, 2008) ส าหรับประเทศไทย

  

FMN-binding domain 

FAD-binding domain 

NADPH-binding domain   
 

 



ในปี 2549 มีการประมาณการว่าโรคระบบทางเดินหายใจจากการติดบุหรี่ท าให้เกิดการสูญเสียทางเศรษฐกิจถึง 
9.86 ล้านบาท (Bundhamcharoen,2012)  ล่าสุดจากผลการส ารวจในปี พ.ศ. 2554 พบว่ามีคนไทยสูบบุหรี่
มากกว่า 11 ล้านคนหรือมากกว่า 21 % ของประชากรทั้งประเทศ   โดยผู้เสพบุหรี่ส่วนใหญ่อยู่ในวัยท างาน โดย
ที่อัตราการสูบบุหรี่เพ่ิมขึ้นในกลุ่มเยาวชน กลุ่มผู้ไม่เคยเรียนหนังสือและผู้อาศัยอยู่นอกเขตเทศบาล  รวมถึงผู้มี
ฐานะในระดับปานกลางทั่วไป  โดยที่อัตราดังกล่าวยังคงเพ่ิมขึ้นอย่างต่อเนื่องโดยมีเพียง 1.77 ล้านคนเท่านั้นที่
เคยและพยายามเลิกบุหรี่แต่ไม่ส าเร็จโดยมีค่าเฉลี่ยของการเลิกบุหรี่ได้ก่อนกลับมาสูบซ้ าคือ 11.44 เดือน ทั้งนี้
สาเหตุเกิดจากการหงุดหงิด/ฉุนเฉียว/โกรธง่าย ถึงร้อยละ 38.61 และเพราะความเครียดร้อยละ 27.42  และ
พบว่าถึงแม้เลิกบุหรี่ไปแล้วถึง 20 ปีก็สามารถกลับมาสูบบุหรี่ได้อีก แสดงให้เห็นว่าการเสพติดบุหรี่เพียงหนึ่งครั้ง
ส่งผลให้ต้องเสพติดบุหรี่และสามารถเลิกการเสพบุหรี่ได้ยาก (ศิริวรรณ และคณะ 2555)                               
           จากการศึกษาพบว่าบุหรี่ประกอบไปด้วยสารประกอบต่างๆมากมาย   โดยที่มากกว่า 40 ชนิดเป็น
สารพิษและสารก่อมะเร็ง  ดังนั้นโรคทางเดินหายใจเช่น โรคมะเร็งปอดและโรคถุงลมปอดโป่งพอง จึงเป็นโรคที่
พบมากในกลุ่มผู้สูบบุหรี่และผู้ใกล้ชิด   นอกจากนี้กลุ่มผู้สูบบุหรี่ยังเป็นกลุ่มเสี่ยงที่จะมีอาการของโรคหัวใจขาด
เลือด โรคหัวใจวาย และโรคที่เกี่ยวข้องต่างๆ (WHO, 2008)  อุบัติการการเกิดโรคต่างๆเหล่านี้เกิดขึ้นเนื่องจาก
นิโคตินที่เป็นสารประกอบหลักในบุหรี่ ที่มีผลท าให้หัวใจเต้นเร็วขึ้นและเพ่ิมความดันโลหิตขึ้น (Benowitz, 
2008)  นอกจากนี้นิโคตินยังเป็นสารประกอบส าคัญที่มีผลให้เสพติดการสูบบุหรี่โดยไปออกฤทธิ์กระตุ้นระบบ
การตอบสนองต่อความยินดี  ผ่านการจับกับตัวรับนิโคตินที่บริเวณปลายประสาทของสมองส่วน VTA  ท าให้เกิด
การหลั่งสารสื่อประสาทโดปามีนออกมามากขึ้น  มีผลท าให้ผู้สูบบุหรี่ มีความรู้สึกสุขใจสบายใจและลด
ความเครียดต่างๆ    ผู้สูบบุหรี่จึงสูบบุหรี่เพ่ือคงระดับนิโคตินในกระแสเลือดและในสมองให้เกิดความรู้สึก มี
ความสุขต่อไป  ส่งผลให้ผู้สูบบุหรี่และบุคคลใกล้เคียงได้รับสารพิษต่างๆ ในบุหรี่ไปด้วย (Hukkanen et al, 
2005)    โดยประมาณ 80-90% ของนิโคตินที่เข้าสู่ร่างกายผ่านทางการดูดซึมที่เนื้อเยื่อคัดหลั่งที่ปาก ระบบ
ทางเดินหายใจและระบบทางเดินอาหาร   จะถูกย่อยสลายโดยกลไกหลักด้วยเอนไซม์  CYP2A6 ในตับเกิดเป็น
สารประกอบ nicotine 1(5)- iminium ซึ่ งจะถูกเปลี่ ยนเป็นโคทินิน โดยเอนไซม์  aldehyde oxidase  
(Hukkanen et al, 2005) หลังจากนั้นโคทินินที่เกิดขึ้นจะเกิดปฏิกิริยา hydroxylation ได้เป็นสารประกอบ
ต่างๆ เช่น trans-3’-hydroxycotinine, 5’-hydroxycotinine และ nornicotine (ภาพที่ 2-3) ซึ่งสุดท้ายทั้ง
โคทินินและสารประกอบที่ได้จากโคทินินต่างๆ จะถูกเติมหมู่น้ าตาล (glucoronation)  และขับออกทางปัสสาวะ  
(Benowitz, 2008; Flammang et al, 1992)    



 ในคนพบว่ามีเอนไซม์ P450 ถึง 18 กลุ่มและ 43 กลุ่ม โดยเอนไซม์ CYP2A6 ในตับที่สามารถย่อยสลาย
นิโคตินได้ดีด้วยค่าความสามารถในการจับกับสารตั้งต้น (Km) ต่อนิโคตินที่ต่ าและอัตราการเร่งปฏิกิริยา (Vmax) ที่
สูง (Patten et al, 1996)      CYP2A13 ที่พบในระบบทางเดินหายใจ CYP2B6 ที่พบในสมอง ล าใส้เล็กและไต 

CYP2D6 ที่พบในสมองและ CYP2E1 ที่พบในปอดและสมอง ถูกรายงานว่าสามารถย่อยสลายนิโคตินในคน 
(Hukkanen et al, 2002; Miksys et al, 2002; Su et al, 2000)   อย่ างไรก็ ตามบทบาทของเอน ไซม์ 
CYP2A13 ในระบบทางเดินหายใจต่อการย่อยสลายนิโคตินยังไม่ชัดเจน เพราะในผู้เสพบุหรี่ที่มีการท างานของ 
CYP2A13 น้อย   ยังคงมีโอกาสเกิดมะเร็งในระบบทางเดินหายใจสูง (Jiang et al, 2004)    ส าหรับเอนไซม์ 
CYP2B6 และ CYP2D6 ไม่ได้เป็นเอนไซม์หลักในการย่อยสลายนิโคติน เพราะคนที่มีการท างานของเอนไซม์ทั้ ง
สองน้อย (poor metabolizer, PM) และดีมาก (extensive metabolizer, EM) มีอัตราการสลายนิโคตินและ
โคตินินไม่ต่างกัน (Benowitz et al, 1996)  ในขณะที่เอนไซม์ CYP2E1 เกี่ยวข้องกับการได้รับแอลกอฮอลล์
มากกว่านิโคติน แสดงให้เห็นว่า  การย่อยสลายของนิโคตินที่ตับโดยเอนไซม์ CYP2A6 เป็นกระบวนการหลักของ
ร่างกายในการก าจัดนิโคตินและการกระตุ้นการสูบบุหรี่  ซี่งส่งผลเกี่ยวพันกับการเกิดโรคมะเร็งต่างๆในระบบ
ทางเดินหายใจในผู้สูบบุหรี่                 
  ภาพที่ 2-3 กลไกในการก าจัดนิโคติน (Hukkanen et al, 2005)         
   

ในขณะที่เมื่อ NNK เข้าสู่ร่างกายจะถูกย่อยสลายโดยเอนไซม์ CYP2A13 ที่แสดงออกในปริมาณมากที่
เนื้อเยื่อปอดและเซลล์เยื่อบุทางเดินหายใจได้เป็นสารประกอบ NNK-N-oxide และ NNAL ซึ่งจะถูกออกซิไดส์
อีกครั้งด้วย CYP2A13 เกิดเป็นสารประกอบ NNAL-N-Oxide (ภาพที่ 2-5) หรือถูกเติมหมู่น้ าตาลกลายเป็น 
NNAL-glucoronide     จากนั้นสารประกอบทั้งหมดจะถูกก าจัดออกจากร่างกายทางปัสสาวะ       อย่างไรก็
ตามเอนไซม์ 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 (รูปที่ 2-4) ที่มีฤทธิ์เป็นสารก่อมะเร็งที่รุนแรงขึ้น (NNK-metabolic activation) จากนั้น

สารประกอบ
ที่ เ กิ ด ขึ้ น จากปฎิกิริยา
นี้ จ ะ ส ร้ า ง เ ป็ น

สารประกอบ
ซับซ้อนกับ สารพันธุกรรม
ดีเอ็นเอเกิด เ ป็ น  DNA-
pyridyloxo (hydroxyl) 
butylation complexes 
ไ ด้ สารประกอบ
ใ น ก ลุ่ ม 

methylguanine DNA adduct ที่ต าแหน่งออกซิเจนที่ 6 และไนโตรเจนที่ 7 (O6-MeG และ N7-MeG) ซึ่ง
สันนิษฐานว่าเป็นกลไกที่ส าคัญของสารประกอบ NNK ในบุหรี่ ในการท าให้เกิดมะเร็ง (carcinogenesis) 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งโรคมะเร็งต่างๆในระบบทางเดินหายใจ เช่นโรคมะเร็งปอด ชนิด adenocarcinoma และ 
squamous cell carcinoma ที่ เป็ นมะเร็ งปอดที่ มี ความสามารถในการแพร่กระจายสู ง (malignant 
pulmonary tumor) ไปสู่บริเวณต่างๆของปอด 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)   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2-4 กลไกในการกระตุ้นสารก่อมะเร็งของเอนไซม์ CYP2A13 (Brown PJ, 2007) 
 



นอกเหนือไปจากความสามารถในการย่อยสลายนิโคตินแล้ว  เอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 ยังถูก
พบว่าสามารถย่อยสลายสารประกอบอ่ืนๆได้  เช่นสาร coumarin ไปเป็นผลิตภัณฑ์ 7-hydroxycoumarin 
(ปฏิกิริยา coumarin-7-hydroxylase) ที่นิยมน ามาใช้เป็นตัวตรวจสอบการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ใน
หลอดทดลอง (Miles et al, 1990)        
        จากการศึกษาในประชากรพบว่ายีน CYP2A6 มีความหลากหลายทางพันธุกรรม (polymorphism) ถึง 38 
อัลลีลที่แตกต่างกัน (Koudsi et al, 2009) ซึ่งมีทั้งอัลลีลที่ท างานผิดปกติหรือไม่สามารถย่อยนิโคตินได้และที่
สามารถย่อยนิโคตินได้ดีเกินไป (Kamataki et al, 2005)   โดยที่ความหลากหลายในการท างานของเอนไซม์ 
CYP2A6 ส่งผลต่อการย่อยสลายนิโคตินและมีบทบาทที่ส าคัญในการก าหนดพฤติกรรมการสูบบุหรี่ เช่นผู้สูบบุหรี่
ที่ย่อยสลายนิโคตินน้อยจะสูบบุหรี่ต่อวันน้อยกว่าคนที่ย่อยสลายนิโคตินได้ดีและมีความเสี่ยงในการเสพติดนิโคติน
น้อย    ในทางตรงกันข้ามผู้สูบบุหรี่ที่มีการเพ่ิมจ านวนยีน CYP2A6 หรือมีการย่อยสลายนิโคตินได้ดีมากจะมีการ
สูบบุหรี่มากกว่าคนปกติและมีโอกาสที่เป็นมะเร็งเนื่องจากการสูบบุหรี่มากกว่าปกติ (Schoedel et al, 2004; 
Sellers et al 2000; Tyndale & Sellers 2002)  ที่น่าสนใจเป็นอย่างมากคือในผู้สูบบุหรี่ที่มีการขาดหายไปของ
ยีน CYP2A6   จะมีอัตราเสี่ยงในการเป็นมะเร็งปอดน้อยมาก   อย่างไรก็ตามไม่มีความสัมพันธ์ในกรณีผู้ไม่สูบบุหรี่ 
(Kamatiki et al, 2005; Miyamoto et al, 1999)   ส าหรับประเทศไทยพบว่าประชากรส่วนใหญ่เป็นบุคคลที่มี
การท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ดีกว่าปกติ  โดยแบ่งเป็นอัลลีล CYP2A6*1A ซึ่งเป็นพันธุกรรมตามธรรมชาติ 
(wild-type) และ CYP2A6*1B ซึ่งเป็นอัลลีลที่ย่อยสลายนิโคตินได้ดีมากเกินไป (EM) มากถึง 32-52% และ 27-
40% ตามล าดับ   ในขณะที่อัลลีล CYP2A6*4C   ซึ่งเป็นการขาดหายไปของยีนถูกพบเพียงแค่ 8-9 % เท่านั้น 
(Mahavorasirikul et al, 2009; Peamkrasatam et al, 2006; Ujjin et al, 2002)  ใกล้ เคี ย งกั บ ที่ พ บ ใน
ประชากรของประเทศเกาหลีและญี่ปุ่น (Kamataki et al, 2005; Yoshida et al, 2002; Kwon et al, 2001)  
อย่างไรก็ตามการศึกษานี้ไม่ได้ศึกษาในรายละเอียดความสัมพันธ์ในการกระจายของความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของ CYP2A6 อัลลีลต่างๆกับความสามารถในการย่อยสลายนิโคตินในผู้สูบบุหรี่และไม่สูบบุหรี่    
         ในขณะที่เอนไซม์ CYP2A13 มีความหลากหลายทางพันธุกรรม (polymorphism) อยู่ถึง 10 อัลลีลที่
แตกต่างกัน โดยอัลลีล CYP2A13*4 ที่มีการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนจากอาร์จินีนเป็นกลูตามีนที่ต าแหน่ง 101 จะ
ไม่ เกิดปฏิกิ ริยาต่อสารตั้ งต้น  NNK เลย (Wang et al, 2006) เช่น เดี ยวกับ อัลลีล  CYP2A13*2 ที่ มี การ
เปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนจากอาร์จินีนเป็นซิสเตอีนที่ต าแหน่ง 257 จะมีปฏิกิริยาต่อสารตั้งต้น NNK และ 
coumarin ลดลง (Zhang et al, 2002)       นอกจากนี้ยังพบว่าความหลากหลายทางพันธุกรรมของเอนไซม์ 
CYP2A13*2 เกี่ยวพันกับการลดลงของการเกิดโรคมะเร็งปอดชนิด adenocarcinoma  ในคนจีนที่สูบบุหรี่  
(Wang et al, 2003) แต่ไม่พบความเกี่ยวพันระหว่าง CYP2A13*2  กับการเกิดโรคมะเร็งกล่องเสียงในคนจีนที่
สูบบุหรี่ (Jiang et al, 2004)  สอดคล้องกับผลการศึกษาที่พบว่าการเพ่ิมการท างานของ CYP2A13 ในการท า
ปฏิกิริยากับ NNK จะเพ่ิมความเสี่ยงในการเกิดโรคมะเร็งปอดให้มากขึ้น (Chiang et al., 2011; Hecht, 1998; 
Zhang et al, 2002)   แสดงให้เห็นว่าการท างานของเอนไซม์ CYP2A13 มีบทบาทส าคัญในการเกิดโรคมะเร็ง
ปอดท่ีพบมากในผู้สูบบุหรี่และบุคคลใกล้ชิด     
 เนื่องด้วยการเสพติดบุหรี่จากนิโคตินเป็นสิ่งที่จ าเป็นต้องได้รับการรักษาและโรคมะเร็งปอดที่เกิดจากสูบ
บุหรี่เป็นโรคอันตรายร้ายแรง   ในปัจจุบันจึงมียาที่เป็นนิโคตินทดแทน (NRT) ต่างๆ ทั้งในรูปของนิโคตินหมาก
ฝรั่งชนิดเคี้ยวหรือชนิดแผ่นติดผิวหนังมาใช้ร่วมกับการบ าบัดพฤติกรรมของผู้สูบบุหรี่  เพ่ือช่วยในการบ าบัดและ
ช่วยให้ผู้สูบบุหรี่เลิกจากการสูบบุหรี่  อย่างไรก็ตามการบ าบัดด้วยวิธีนี้ยังไม่ได้รับความนิยมเนื่องจากความไม่



สะดวกในการใช้   ไม่มีประสิทธิภาพที่รวดเร็วและมีผลข้างเคียงต่างๆ (Sellers et al, 2003)  อีกหนึ่งวิธีที่ใช้ใน
การบ าบัดคือการใช้ยาที่ไปลดการท างานของตัวรับนิโคตินในสมองซึ่งจะส่งผลให้ลดอาการเสพติดนิโคตินลง เช่น 
ย าใน กลุ่ ม  bupropion HCl แล ะ  varenicline ซ่ึ ง เป็ น ย าใน กลุ่ ม ที่ ใช้ ก่ อน  (first-line drug) แล ะย า 
nortriptyline และ clonidine ซึ่งเป็นยาในกลุ่มถัดไป (second-line drug)  แต่ยาต่างๆเหล่านี้ให้ผลข้างเคียง
กับผู้ใช้ยา  โดย bupropion HCl ท าให้เกิดอาการนอนไม่หลับ ปากแห้ง มื่อสั่นและปวดศรีษะ (Carrozzi et al, 
2008) ในขณะที่ varenicline ท าให้เกิดอาการอาเจียนและปวดหัว (Gonzalez et al, 2006; Jorenhy et al, 
2006) ส่วนยา second-line drug จะท าให้เกิดอาการง่วงนอน อ่อนเพลีย มึนงง ความดันโลหิตสูง ตาพร่า หน้า
มืด มือสั่น (Carrozzi et al, 2008)  และเนื่องจากเอนไซม์ CYP2A6 มีบทบาทส าคัญในการย่อยสลายนิโคตินใน
คนและอัตราการเกิดโรคมะเร็งที่สืบเนื่องกับการสูบบุหรี่    ดังที่พบความสัมพันธ์ในผู้ที่มีการขาดหายของยีน 
CYP2A6  ดังนั้นการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 จึงเป็นอีกหนึ่งวิธีทางเลือกในการช่วยบ าบัดอาการ
เสพติดบุหรี่และลดอัตรการเกดิโรคระบบทางเดินหายใจและโรคมะเร็งต่างๆได้ (Sellers et al, 2003)      
         แม้จะยังไม่มีการศึกษาสารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A13 มากนัก แต่ในปัจจุบันมีสารหลายตัวที่
ส า ม าร ถ ยั บ ยั้ ง ก า รท า ง าน ข อ ง เอ น ไซ ม์  CYP2A6 แ ล ะ  CYP2A13 ได้ เช่ น ส า ร  methoxsalen (8-
methoxypsoralen) ที่สามารถยับยั้งการย่อยสลายนิโคตินและยับยั้งการกระตุ้นการเกิดมะเร็งในหนู (Damaj et 
al, 2007; Miyazaki et al, 2005) เมื่อใช้ coumarin เป็นตัวตรวจสอบพบว่า 8-MOP ยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ CYP2A6 ด้วยกลไกทั้งแบบแข่งขันที่ผันกลับได้ (competitive inhibition) และการยับยั้งกลไกการย่อย
สลายแบบ mechanism-based inhibition (MBI-สารยับยั้งถูกย่อยสลายโดยเอนไซม์แต่ผลิตภัณฑ์หรือตัวกลาง
ที่ เกิดขึ้นจับแน่นกับเอนไซม์ ท าให้ เอนไซม์หมดสภาพในการท างาน)   (Siu and Tyndale, 2007; von 
Weymarn et al, 2005)  และเนื่องจากกลไกการยับยั้งแบบ MBI มีการสร้างพันธะโควาเลนท์ขึ้นระหว่างสาร
ยับยั้งกับกรดอะมิโนบริเวณแอคทีฟของเอนไซม์ (active site) ท าให้ยับยั้งการท างานของเอนไซม์อย่างถาวรและ
ต้องมีการสร้างเอนไซม์ใหม่ขึ้นมาแทนที่เอนไซม์ที่สูญเสียการท างานไป   ดังนั้นยา tranylcypromine และยา 
tryptamine ซึ่งมีกลไกการยับยั้งการท างานแบบ competitive inhibition จึงมีประสิทธิภาพการท างานที่ด้อย
กว่า 8-MOP เนื่ องจากประสิทธิภาพในการยับยั้ งเอนไซม์  CYP2A6 ของยา tranylcypromine และยา 
tryptamine จะลดลงเมื่อได้รับสารตั้งต้นทั้ง coumarin และนิโคตินเพ่ิม    นอกจากนี้การศึกษาเบื้องต้นในคน
พบว่า 8-MOP สามารถลดการย่อยสลายนิโคตินและพบว่าสามารถลดการก าจัดนิโคตินออกจากร่างกายได้ 
(Sellers et al, 2000, 2003) โดยผู้สูบบุหรี่ที่ได้รับ 8-MOP หรือ tranylcypromine ร่วมกับการได้รับนิโคตินจะ
มีระดับของนิโคตินในกระแสเลือดเพ่ิมขึ้นและลดการสูบบุหรี่ลง  โดยเพ่ิมระยะเวลาก่อนที่จะสูบบุหรี่มวนต่อไปให้
ยาวนานขึ้น (sellers et al, 2000) แม้ในที่สุดจะพบว่าทั้ ง 8-MOP หรือ tranylcypromine ส่งผลกระทบ
ข้างเคียงต่อผู้ใช้ท าให้ต้องระงับการใช้สารทั้งสอง   แต่ผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าสารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ 
CYP2A6 ในการย่อยสลายนิโคตินสามารถท าให้สูบบุหรี่น้อยลงได้ (Sellers et al, 2003; Siu and Tyndale, 
2007) จึงได้มีการสร้างสารสังเคราะห์ต่างๆขึ้น (synthetic compounds) เพ่ือน ามาใช้ในการยับยั้งการท างาน
ของเอนไซม์ CYP2A6 เช่นสารที่มีโครงสร้าง 3-heteroaromatic และ 3-aliphatic pyridine เป็นโครงสร้างหลัก
ที่พบว่าสามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้อย่างจ าเพาะเจาะจง (Yano et al, 2006) หรือสาร 
selegiline ที่ถูกสังเคราะห์ขึ้นเพ่ือยับยั้งการท างานของเอนไซม์ monoamine oxidase ที่พบว่าสามารถยับยั้ง
การท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้ด้วย (Siu and Tyndale, 2008) และสารสังเคราะห์ N1-(4-fluorophenyl) 
cyclopropane-1-caboxamide ที่สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ด้วยเช่นกัน (Rahnasto et 
al, 2008)    
           เนื่องด้วยแนวโน้มในการรักษาโรคที่นิยมใช้สารจากธรรมชาติ จึงได้มีการศึกษาโดยใช้ menthol ซึ่ง
เป็นสารแต่งกลิ่นในอาหาร ผสมลงในบุหรี่และพบว่าสามารถเพ่ิมครึ่งชีวิตของสารโคทินินในกระแสเลือดในผู้เสพ
บุหรี่ผู้หญิงได้ (Ahijevych et al, 2002)  เพราะ menthol มีฤทธิ์ในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 



ได้ (MacDougall et al, 2003) นอกจากนี้น้ า grapefruit ก็สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ใน
การย่อยสลายสาร coumarin ได้เช่นเดียวกันแต่ไม่ดีเท่ากับการยับยั้งเอนไซม์ CYP3A4    ในขณะที่สารสกัด 
nootkatone บริสุทธิ์ที่สกัดจากส้มโอสามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้ดีแต่ไม่มีรายงานถึง
ความจ าเพาะในการยับยั้ง (Merket et al, 1994; Runkel et al, 1997; Tassaneeyakul et al, 2000) รวมถึง
สารสกัดจาก Kava และสารในกลุ่ม kavalactone สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์  CYP3A4 และ 
CYP2C9 ที่เกี่ยวกับการย่อยสลายสารแปลกปลอมภายนอกอ่ืนๆได้ดีกว่าเอนไซม์  CYP2A6 (Mathews et al, 
2002)  สารประกอบ isothiocyannate ในกลุ่มผักกะหล่ าก็มีประสิทธิภาพที่ต่ าในการยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ CYP2A6 และต้องถูกดัดแปลงในหลอดทดลองก่อนเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการยับยั้งให้เพ่ิมขึ้น (von 
Weymarn et al, 2007)  เมื่ อ เป รี ย บ เที ย บ กั บ ส า ร  decursinol angelate ซึ่ ง เป็ น ส า ร ใน ก ลุ่ ม 
pyranocoumarin ที่สกัดได้จากรากของ Angellica gigas ที่ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้แบบ 
MBI (Yoo et al, 2007) แสดงให้เห็นว่าสารจากธรรมชาติมีสมบัติในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 
ที่ดี ด้วยเหตุนี้สารสกัดจากธรรมชาติที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการท างานและจ าเพาะต่อเอนไซม์ CYP2A6 
โดยไม่มีผลข้างเคียงและไม่เป็นพิษต่างร่างกาย จึงเป็นหนึ่งในแนวทางเลือกที่ส าคัญในการป้องกันการเสพติดบุหรี่  
รวมถึงลดระดับการเป็นมะเร็งปอดท้ังในผู้สูบบุหรี่และผู้ใกล้ชิดต่อไป      

จากผลการศึกษาผู้วิจัยพบว่า สมุนไพรและผลไม้ที่นิยมรับประทานเพ่ือรักษาสุขภาพหลายชนิดใน
ประเทศไทยสามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ในหลอดทดลองได้ โดยนอกเหนือจากน้ ามะเฟืองซึ่ง
เป็นน้ าผลไม้ที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 ที่ดีที่สุดด้วยกลไก MBI (Pouyfung et al., 2012; 2013) ผล
การศึกษายังพบอีกว่าพืชสมุนไพรและน้ าผลไม้ในวงค์ Asteraceae และ Acantaceae หลายชนิดเช่นหญ้าดอก
ขาว เก๊กฮวยและทองพันชั่ง สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 ได้ดีมากเช่นกัน (ทรงกลด สารภูษิตและ
พรพิมล รงค์นพรัตน์, 2554; Prasopthum et al., 2013)     โดยพบว่าพืชทุกชนิดที่น ามาศึกษาสามารถออก
ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 ได้ดีโดยสารสกัดส่วนเอทานอลของพืช ขลู่ ดอกค าฝอย ทองพันชั่งและหญ้าดอก
ขาว ออกฤทธิ์ยับยั้งได้ดีใกล้เคียงกัน เมื่อท าการศึกษาต่อเนื่องผู้วิจัยประสบความส าเร็จในการได้สารส าคัญจาก
พืชสมุนไพร 2 ชนิดที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 ได้ดี คือสมุนไพรทองพันชั่งและสมุนไพร
หญ้าดอกขาว โดยได้สารส าคัญจ านวน 3 ชนิดจากสมุนไพรทองพันชั่ง ได้แก่ Rhinacanthin-A,-B, และ –C ที่มี
รายงานการออกฤทธิ์ช่วยฆ่าเชื้อไวรัส ลดการอักเสบและน ามาใช้ประโยชน์ต่างๆมากมายสามารถออกฤทธิ์ยับยั้ง
ทั้งเอนไซม์ CYP2A6 และเอนไซม์ CYP2A13 ได้ดี เช่นเดียวกับสารส าคัญอ่ืนๆเช่น 8-MOP หรือ Seligeline ที่
ออกฤทธิ์ยับยั้งทั้งสองเอนไซม์ได้ (Hukkunen, 2005; Xi et al., 2009) แต่ไม่สามารถทดสอบฤทธิ์ของสาร 
Rhinacanthin –I และ-H ได้เพราะไม่สามารถแยกสารทั้งสองที่เป็นไอโซเมอร์กันออกจากกันได้ โดยกลไกการ
ยั บ ยั้ งขอ งสารส าคั ญ ทั้ งส าม เป็ น แบ บ ผั น กลั บ ไม่ ได้ แบ บ  mechanism base inhibition แล ะสาร 
Rhinacanthin-B ออกฤทธิ์ยับยั้งดีที่สุด  และผู้วิจัยได้สารส าคัญทั้งหมด 8 ชนิด จากหญ้าดอกขาวโดยสารส าคัญ
ใ น ก ลุ่ ม  Hirsutinolides 8a-(2-methylacryloyloxy)-hirsutinolide-13-O-acetate, 8a-(4-
hydroxymethacryl-oyloxy)-hirsutinolide-13-O-acetate, 8a-tigloyloxyhirsutinolide-13-O-acetate 
และ 8a-(4-hydroxytigloyloxy)-hirsutinolide-13-O-acetate ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 แบบผันกลับ
ไม่ได้แบบ mechanism base inhibition  ซึ่งเป็นการยับยั้งที่มีประสิทธิภาพมากกว่าการยับยั้งแบบผันกลับได้
ของสารในกลุ่ม Flavonoid ได้แก่  Apigenin, Chrysoeriol, Luteolin และ Quercetin ซึ่ งแม้จะยังไม่มี
รายงานการยับยั้งการท างานของสารส าคัญทั้ง 8 ชนิดจากหญ้าดอกขาวต่อเอนไซม์  CYP2A13 แต่ผู้วิจัยพบว่า
สารส าคัญ 7 ชนิด ยกเว้นเพียง 8a-(4-hydroxymethacryloyloxy)-hirsutinolide-13-O-acetate ออกฤทธิ์
ยับยั้งเอนไซม์ Monoamine oxidase ทั้งรูปแบบ A และ B (MAO-A & MAO-B) ที่ท าหน้าที่ย่อยสลายสารสื่อ
ประสาทโดปามีนในสมองได้ และเกี่ยวกับกับการเสพติดนิโคตินในสมองได้ เช่นเดียวกับยา Seligeline ที่ยับยั้ง
ทั้ง CYP2A6 และ MAO ที่น ามาใช้เพ่ือลดการสูบบุหรี่ในปัจจุบัน  (Fowler et al., 2008; Grime et al., 2009; 



Xi et al., 2009; Zhou et al., 2005) การศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือค้นหาสารส าคัญและกลไกการยับยั้ง
ของสารส าคัญในขลู่ที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 และศึกษากลไกการยับยั้งของสารส าคัญ
ในหญ้าดอกขาวต่อเอนไซม์ CYP2A13  เพ่ือประโยชน์ในการบ าบัดอาการการติดบุหรี่ของผู้เสพบุหรี่เพ่ือช่วยลด
อัตราการเกิดโรคระบบทางเดินหายใจและโรคมะเร็งอันเนื่องมาจากการสูบบุหรี่ได้    

 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

บทที่ 3 
สารเคมีและวิธีการทดลอง   

 

3.1 สารเคมี 
1. Acetic acid glacial (CH3COOH) MW 60.053 บริษัท Carlo erba ประเทศสหรัฐอเมริกา 
2. Acrylamide (C3H5NO) MW 71.80 บริษัท ACROS ORANIC ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3. Albumin บริษัท ACROS ORANIC ประเทศสหรัฐอเมริกา 
4. Alcohol MW 32.042 บริษัท Carlo erba analytical ประเทศสหรัฐอเมริกา 
5. 5-Aminolevulinic acid hydrochloride (-ALA) MW 167.59 บ ริษั ท  SIGMA-ALDRIC ป ระ เท ศ

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 ยี่ห้อ Bio-rad บริษัท Bio-rad Laboratories, Inc ประเทศสหรัฐอเมริกา 



10. Coumarin (C9H6O2) MW 146.15 บริษัท Fluka Analytical ประเทศฝรั่งเศส 
11. Dipotassium hydrogen phosphate (K2HPO4) MW 174.16 บ ริ ษั ท  Carlo erba analytical

ประเทศสหรัฐอเมริกา 
12. Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) MW 141.96 บ ริ ษั ท  Fisher scientific analytical 

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

แคนาดา 
15. Glycine MW 75.10 ยี่ห้อ UPS Grade บริษัท RESEARCH ORGANICS ประเทศสหรัฐอเมริกา  
16. Imidazole MW 68.08 บริษัท Bio Basic INC ประเทศแคนาดา 
17. Isopropyl–ß-D-thiogalactopyranoside (IPTG) MW 238.31 บ ริ ษั ท  Promega ป ร ะ เ ท ศ

สหรัฐอเมริกา 
18. LB agar, Difcotm, บริษัท Dickinson company ประเทศสหรัฐอเมริกา 
19. Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate ในรูป รี ดิ วซ์  (NADPH) บ ริษั ท  Fluka HPLC 

grade ประเทศสหรัฐอเมริกา 
20. Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) (C6H5CH2SO2F) บริษัท Bio Basic INC ประเทศแคนาดา 
21. Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) MW 136.09 บ ริ ษั ท  Carlo erba ป ร ะ เท ศ

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

แคนนาดา  
24. Trytone Power ยี่ห้อ Biotech บริษัท Bio Basic INC ประเทศแคนาดา 
25. Tris-Hydrochloride ยี่ห้อ Promega บริษัท Promega  Corporation ประเทศสหรัฐอเมริกา 
26. Tris(Hydroxymethyl)aminomethane (NH2C(CH2OH)3) MW 121.14 บ ริษั ท  USB Corporation 

ประเทศสหรัฐอเมริกา                                                                                                                             
27. Yeast extract บริษัท Bio Basic INC. ประเทศแคนาดา   
28. 1,2-dilauryl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine (DLPC) MW 621.83 บ ริ ษั ท  Bio Basic INC

ประเทศแคนาดา 
 

3.2 พลาสมิดที่ใช้ในการทดลอง  
3.2.1 พลาส มิดที่ บ รรจุ ยีน  CYP2A6 และ CYP2A13 ของคนที่ ขาดส่ วนจับกับ เมมเบรน 

(23human CYP2A6 และ 23human CYP2A13) (ได้รับมาจาก Assoc. Prof. Dr. Emily E. Scott, 
Dept. of Medicinal Chemistry, Kansus University, USA)  

3.2.2 พลาสมิด pINIIIompA3 ที่บรรจุยีน CPR ของหนูที่มีส่วนจับเมมเบรน (ratCPR) (ได้รับมา
จาก Prof. Dr. Jung-Ja Kim, Dept. of Biochemistry, Medical College of Wisconsin, USA) 
 
3.3 วิธีการทดลอง 

3.3.1 การเหนี่ยวน าการแสดงออก การท าบริสุทธิ์และกิจกรรมของเอนไซม์ Cytochrome P450 
reductase จากหนู (rat CPR) 



 เลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ์ C41 (DE3) ที่ได้รับการส่งผ่านพลาสมิด DNA 
ที่มียีน rat CPR (pINIII-flrat CPR) จากนั้นเหนี่ยวน าการแสดงออกโปรตีนและท าบริสุทธิ์โปรตีนด้วยนิกเกิล
คอลัมน์ ท าการตรวจสอบความบริสุทธิ์ด้วยวิธี SDS-PAGE จากนั้นวัดการท างานของเอนไซม์ rat CPR ในการ
ส่งผ่านอิเล็กตรอนไปยังตัวรับอิเล็กตรอน Cytochrome c ในหลอดทดลอง  (Pouyfung et al., 2013;  
Thongjam et al., 2013; Wongsri et al., 2014) 
 

3.3.2 การเหนี่ยวน าการแสดงออก การท าบริสุทธิ์ของเอนไซม์และการตรวจสอบกิจกรรมเอนไซม์ 
CYP2A6 และ CYP2A13 

 ท าการเลี้ยงเชื้อ Escherichia coli สายพันธุ์ XL-1 blue ที่ได้รับการส่งผ่าน cDNA ที่มียีน 
cyp2a6 และ cyp2a13 (pKKK--23-2A6 และ pKKK--23-2A13) จากนั้นเหนี่ยวน าการแสดงออกโปรตีน
ด้วย IPTG และ 5-aminolevulinic acid hydrochloride (-ALA) ท าบริสุทธิ์โปรตีนโดยผ่านนิกเกิลคอลัมน์
และตรวจสอบความบริสุทธิ์ด้วยวิธี SDS-PAGE และท าการศึกษาการเร่งปฏิกิริยาการออกซิเดชันของเอนไซม์ 
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)  
 

3.4.5 การเตรียมสารสกัดจากพืช  
ในการวิจัยครั้งนี้ผู้วิจัยใช้หญ้าดอกขาว ดอกค าฝอย ทองพันชั่ง ขลู่ รางจืด เก๊กฮวยและฟ้าทะลายโจร 

โดยในการศึกษาครั้งนี้ผู้วิจัยจะท าบริสุทธิ์สารส าคัญที่ออกฤทธิ์โดยใช้กิจกรรมการยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 และ 
CYP2A13 เป็นตัวน า (Bio-assay guide isolation) อย่างคร่าวๆดังนี้ น าพืชมาล้างท าความสะอาดและปั่นให้
เป็นชิ้นเล็กๆ จึงน าแช่ในสารละลายเอทานอล จากนั้นท าการกรอง  จากนั้นท าการแยก fraction โดยใช้สารสะ
ลายเฮกเซนและเอทิล อะซิเทตตามล าดับ ท าบริสุทธิ์สาระส าคัญด้วยเทคนิคโครมาโทรกราฟี และตรวจสอบ
ความบริสุทธิ์และโครงสร้างของสารส าคัญด้วยเทคนิค High Perfomance Liquid Chromatography (HPLC) 
Nuclear Megnetic Resonance (NMR) และ Liquid Chromatography-Mass spectrometry (LC-MS) ใน
ส่วนสกัดท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ทั้งสองได้ดี  
 

3.4.6 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งเอนไซม์ 
            3.4.6.1 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งเอนไซม์ cytochrome P450 reductase จากหนู (rat 
CPR)  

เตรียมปฏิกิริยาโดยท าการบ่มเอนไซม์ rat CPR ที่บริสุทธิ์ร่วมกับสารละลาย 50 µM cytochrome c 
และสารสกัดแต่ละล าดับส่วน ในสารละลาย 50 mM Tris- HCl buffer pH 7.5 ผสมให้เข้ากัน วัดค่าการ
ดูดกลืนแสงโดยใช้เครื่อง spectrophotometer ที่ค่าความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร แล้วจึงเติมสารละลาย 50 
µM NADPH เพ่ือเริ่มปฏิกิริยา เป็นเวลา 5 นาที  ค านวณหาค่ากิจกรรมเอนไซม์ที่เหลืออยู่ เพ่ือดูผลการยับยั้ง
การท างานของเอนไซม์เมื่อเปรียบเทียบกับค่ากิจกรรมของเอนไซม์ rat CPR ปกติ (100% remaining activity) 
โดยท าการทดลอง 2 ซ้ า ที่เป็นอิสระต่อกัน 
            3.4.6.2 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งเอนไซม์  cytochrome P450 2A6 (CYP2A6) และ 
cytochrome P450 2A13 (CYP2A13) โดยปฏิกิริยา co-incubation 

เตรียมปฏิกิริยาโดยท าการบ่มเอนไซม์ CYP2A6 หรือ CYP2A13 ที่บริสุทธิ์ร่วมกับเอนไซม์ rat CPR 
และ DLPC  จากนั้นเติมสารละลาย 100 mM Kpi buffer pH 7.4  เติมสารตั้งต้น coumarin และสารสกัดแต่
ละล าดับส่วนของสมุนไพรที่ท าการศึกษา หลังจากนั้นเริ่มปฏิกิริยาโดยเติม 50 µM NADPH วัดค่าการเพ่ิมขึ้น



ของผลิตภัณฑ์  (7-hydroxycoumarin) โดยใช้ เครื่อง fluorescence spectroscopy เป็น เวลา 10 นาที 
ค านวณหาค่ากิจกรรมเอนไซม์ที่เหลืออยู่ เพ่ือดูผลการยับยั้งการท างานของเอนไซม์เมื่อเปรียบเทียบกับค่า
กิจกรรมของเอนไซม์ CYP2A6 หรือ CYP2A13 ปกติ (100% remaining activity)  
            3.4.6.3 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งเอนไซม์  cytochrome P450 2A6 (CYP2A6) และ 
cytochrome P450 2A13 (CYP2A13) โดยปฏิกิริยา pre-incubation 

เตรียมปฏิกิริยาโดยท าการบ่มเอนไซม์ CYP2A6 หรือ CYP2A13 ที่บริสุทธิ์ร่วมกับเอนไซม์ rat CPR 
และ DLPC จากนั้นเติมสารสกัดแต่ละล าดับส่วนของสมุนไพรที่ท าการศึกษา ในสารละลาย 100 mM Kpi 
buffer pH 7.4 และเติม 50 µM NADPH เพ่ือเริ่มปฏิกิริยา บ่มปฏิกิริยาเป็นเวลาต่างๆ จากนั้นเติมสารตั้งต้น 
coumarin และเริ่ มปฏิ กิ ริ ย า อีกครั้ ง โดย เติ ม  50 µM NADPH วัดค่ าการ เพ่ิ มขึ้ น ของผลิ ตภัณ ฑ์  (7-
hydroxycoumarin) โดยใช้เครื่อง fluorescence spectroscopy ค านวณหาค่ากิจกรรมเอนไซม์ที่เหลืออยู่ 
เพ่ือดูผลการยับยั้งการท างานของเอนไซม์เมื่อเปรียบเทียบกับค่ากิจกรรมของเอนไซม์ CYP2A6 หรือ CYP2A13 
ปกติ(100% remaining activity)  

3.4.6.4 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งเอนไซม์ cytochrome P450 2A6 (CYP2A6) และ 
cytochrome P450 2A13 (CYP2A13) แบบ dialysis  

  เตรียมปฏิกิริยาโดยท าการบ่มเอนไซม์ CYP2A6 หรือ CYP2A13 ที่บริสุทธิ์ร่วมกับเอนไซม์ rat CPR 
และ DLPC จากนั้นเติมสารสกัดแต่ละล าดับส่วนของสมุนไพรที่ท าการศึกษา ในสารละลาย 100 mM Kpi 
buffer pH 7.4 จากนั้นบ่มข้ามคืนในถุง dialysis ที่แช่ในสารละลายบัฟเฟอร์ เมื่อครบเวลาน าเอนไซม์มาเติม
สารตั้งต้น coumarin และเริ่มปฏิกิริยาอีกครั้งโดยเติม 50 µM NADPH วัดค่าการเพ่ิมขึ้นของผลิตภัณฑ์ (7-
hydroxycoumarin) โดยใช้เครื่อง fluorescence spectroscopy ค านวณหาค่ากิจกรรมเอนไซม์ที่เหลืออยู่ 
เพ่ือดูผลการยับยั้งการท างานของเอนไซม์เมื่อเปรียบเทียบกับค่ากิจกรรมของเอนไซม์ CYP2A6 หรือ CYP2A13 
ปกติ(100% remaining activity)  

 
 
 
 

บทท่ี 4 
ผลการทดลอง 

 
4.1 การแสดงออกและการท าบริสุทธิ์เอนไซม์ CYP2A6 CYP2A13 และ Cytochrome P450 
reductase  
 น าโคโลนีที่ผ่านการทรานฟอร์มพลาสมิดดีเอ็นเอที่มี cDNA ของเอนไซม์ CYP2A6 CYP2A13 และ rat 
CPR ในเซลล์สายพันธ์  XL-1 blue (ส าหรับ CYP2A6 และ CYP2A13) กับ C41 (DE3)) (ส าหรับ rat CPR) มา
ท าการเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Modified Luria-Bertani  media และเหนี่ยวน าการแสดงออกของเอนไซม์ 
CYP2A6 และ CYP2A13 ที่ความเข้มข้นของสารเหนี่ยวน า IPTG 0.6 mM ณ อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  ใน
สภาวะที่มี -ALA ที่ความเข้มข้น 5 ug/ml      ในขณะที่เอนไซม์ rat CPR เหนี่ยวน าการแสดงออกของเอนไซม์ 
ที่ความเข้มข้นของสารเหนี่ยวน า IPTG 0.2 mM ณ อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส     จากนั้นท าให้เซลล์แตก   
และท าบริสุทธิ์เอนไซม์ทั้งสามด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟ่ีแบบจ าเพาะโดยใช้ Ni2+-NTA เป็นส่วนคงที่ (Ni2+-
Affinity chromatography)    



 

4.2 การตรวจสอบกิจกรรมการท างานของเอนไซม์ rat CPR CYP2A6 และ CYP2A13  
4.2.1 การตรวจสอบกิจกรรมการท างานของเอนไซม์ rat CPR กับสารสกัดจากพืชสมุนไพร 

 น าเอนไซม์ rat CPR ที่ได้จากการท าบริสุทธิ์มาศึกษากิจกรรมในการเร่งการส่งอิเล็กตรอนให้กับสารตั้ง
ต้น cytochrome c ด้วย spectrophotometer ที่ค่าการดูดกลืนแสง 550 นาโนเมตร พบว่าเอนไซม์บริสุทธิ์ที่
ได้มีค่าความสามารถในการเร่งปฏิกิริยา Cytochrome C reduction เท่ากับ 47.13 ± 4.8015 umol/Cytc 
reduction/min/mg protein จากนั้นศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งการท างานของสารสกัดต่อเอนไซม์ CPR โดยบ่ม
เอนไซม์ร่วมกับ Cytochrome C และสารสกัดจากพืชสมุนไพร (10 µg/ml) พบว่าสารสกัดสมุนไพร ไม่ส่งผลต่อ
การท างานของเอนไซม์ CPR  

4.2.2 การตรวจสอบการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 
ท าการศึกษาการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ที่ผ่านการท าบริสุทธิ์ มาท าปฏิกิริยาร่วมกับเอนไซม์ rat 

CPR ที่ผ่านการท าบริสุทธิ์แล้ว เพ่ือตรวจสอบปฏิกิริยา coumarin 7-hydroxylation ที่ค่าความยาวคลื่น
ปลดปล่อย 460 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง 96 well plate fluorescence spectroscopy พบว่าในปฏิกิริยาที่มี
เอนไซม์ CYP2A6 และ rat CPR เมื่อมีตัวให้อิเล็กตรอน NADPH จะเกิดปฏิกิริยา ในขณะที่ปฏิกิริยาที่ไม่มี 
NADPH หรือ เอนไซม์ CYP2A6 หรือ เอนไซม์ CPR อย่างใดอย่างหนึ่งจะไม่เกิดปฏิกิริยา โดยเอนไซม์ CYP2A6 
ที่ ท าการศึกษามี ค่ ากิ จกรรมการท างานของเอน ไซม์  (activity) เท่ ากับ  3.5421 ± 0.0041 µmol 7-
hydroxycoumarin/ min/mg protein เมื่ อ เป รี ย บ เที ย บ กั บ ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น ข อ งส า ร ะ ล าย  7 -
hydroxycoumarin  

4.2.3 การตรวจสอบการท างานของเอนไซม์ CYP2A13 
ท าการศึกษาการท างานของเอนไซม์ CYP2A13 ที่ผ่านการท าบริสุทธิ์ มาท าปฏิกิริยาร่วมกับเอนไซม์ rat 

CPR ที่ผ่านการท าบริสุทธิ์แล้ว เพ่ือตรวจสอบปฏิกิริยา coumarin 7-hydroxylation ที่ค่าความยาวคลื่น
ปลดปล่อย 460 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง 96 well plate fluorescence spectroscopy พบว่าในปฏิกิริยาที่มี
เอนไซม์ CYP2A6 และ rat CPR เมื่อมีตัวให้อิเล็กตรอน NADPH จะเกิดปฏิกิริยา ในขณะที่ปฏิกิริยาที่ไม่มี 
NADPH หรือ เอนไซม์ CYP2A6 หรือ เอนไซม์ CPR อย่างใดอย่างหนึ่งจะไม่เกิดปฏิกิริยา โดยเอนไซม์ CYP2A6 
ที่ ท าก ารศึ ก ษ ามี ค่ ากิ จ ก รรม ก ารท า งาน ขอ ง เอน ไซม์  (activity) เท่ ากั บ  0.10 ± 0.001 µmol 7-
hydroxycoumarin/ min/mg protein เมื่ อ เป รี ย บ เที ย บ กั บ ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น ข อ งส า ร ะ ล าย  7 -
hydroxycoumarin  
 

4.3 ฤทธิ์ยับยัง้เอนไซม์ CYP2A13 ของสารสกัดหญ้าดอกขาว 
4.3.1 การเตรียมสารสกัดจากหญ้าดอกขาวและการแยกสารสกัดแบบล าดับส่วน  
ท าการสกัดพืชสมุนไพรหญ้าดอกขาวที่เก็บจากบริเวณรอบมหาวิทยาลัยบูรพามาท าความสะอาด สับให้

ละเอียด อบให้แห้งและสกัดในสารละลายเอทานอล ได้ปริมาณสุทธิ 60 กรัมจากนั้นแยกสารสกัดแบบล าดับส่วน 
ได้ส่วนสกัดเฮกเซน (Hexane) เอทิลอะซิเตต (Ethyl acetate) และน้ า (Water) ปริมาณสุทธิ 9.79 กรัม, 19.09 
กรัม และ 25.11 กรัม ตามล าดับ (Wongsri et al., 2014) พบว่ายกเว้นส่วนสกัดน้ า ทุกส่วนสกัดสามารถออก
ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ทั้งสองได้ดีด้วยค่า IC50 ที่ใกล้เคียงกัน (ตารางที่ 4-1) จากนั้นน าทั้งส่วนสกัดเฮกเซนและเอทิล 



อะซิเทตไปผ่านการท าบริสุทธิ์ด้วยวิธีโครมาโทรกราฟฟี และพิสูจน์เอกลักษณ์ของสารด้วยเทคนิค NMR และ 
LC-MS พบว่าได้สารบริสุทธิ์จากส่วนสกัดท้ังสองรวม 8 ชนิด ดังภาพที่ 4-1 

 
ตารางท่ี 4-1 ฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 ของสารส าคัญจากหญ้าดอก

ขาว (V. cinerea) และขลู่ (P. indica) (Boonruang et al., In press) 

 
 

 



ภาพที่ 4-1 โครงสร้างสารส าคัญจากหญ้าดอกขาวและขลู่ที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 
ไ ด้ แ ก่   apigenin (1), luteolin (2), chrysoeriol (3),  quercetin (4), 8α-(2-methylacryloyloxy)-
hirsutinolide-13-O-acetate (5),  8α-tigloyloxyhirsutinolide-13-O-acetate (6), 8α-(4-
hydroxymethacryloyloxy)-hirsutinolide-13-O-acetate (7),  8α-(4-hydroxytigloyloxy)-hirsutinolide 
-13-O-acetate (8), 2-(penta-1,3-diyn-1-yl)-5-(4-acetoxy-3-hydroxybuta-1-yn-1-yl) thiophene (9), 
2-(prop-1-inyl)-5-(6-acetoxy-5-hydroxyhexa-1, 3-diinyl) thiophene (10), 2-(prop-1-inyl)-5-(5, 6-
dihydroxyhexa-1,3-diinyl) thiophene (11). (Boonruang et al., Inpress) 
 

4.3.2 กลไกการยับยั้งการท างานของสารส าคัญจากหญ้าดอกขาวต่อเอนไซม์ CYP2A13 
 
 เพ่ือศึกษากลไกการท างานของสารส าคัญ ผู้วิจัยท าการทดลองเหมือนที่ทดสอบกับเอนไซม์ CYP2A6 
(Prasopthum et al., 2016)  โดยทดสอบฤทธิ์ยับยั้งในสองสภาวะคือสภาวะปกติที่บ่มสารยับยั้งพร้อมสารตั้ง
ต้นของเอนไซม์ทั้งสองที่ท าการตรวจสอบ (Co-incubation) และสภาวะที่บ่มสารยับยั้งก่อนเป็นเวลา 10 นาที 
แล้วจึงตามด้วยสารตั้งต้น (Pre-incubation หรือ NADPH-dependence inhibition) พบว่าค่า IC50 ของการ
ยับยั้งของสารทุกตัวในกลุ่ม Hirsutinolides มีค่าลดลง หรือมีค่าประสิทธิภาพในการยับยั้งที่เพ่ิมขึ้น (ตารางที่ 4-
1) แสดงถึงแนวโน้มของการยับยั้งแบบผันกลับไม่ได้แบบ Mechanism-base (MBI) จึงท าการศึกษาเพ่ิมเติมโดย
ท าการศึกษาที่หลายค่าความเข้มข้นของสารยับยั้ง (Concentration dependence inhibition) และเวลาที่บ่ม
สารยับยั้ง (Time dependence inhibition) ผลการศึกษาที่ได้พบว่า สาร Hirsutinolide 5 ออกฤทธิ์ยับยั้ง
เอนไซม์ CYP2A13 ได้ดีที่สุดด้วยค่า Ki 5.61 M ในขณะที่ Hirsutinolide 6 ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A13 ด้วยค่า 
Ki 7.97 M ตามมาด้วย Hirsutinolide 7 ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A13 ด้วยค่า Ki 12.56 M และ Hirsutinolide 
8 ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A13 ด้วยค่า Ki 15.76 M ตามล าดับ โดยการยับยั้งเป็นแบบผันกลับไม่ได้ (ตารางที่ 4-1 
และภาพที่ 4-2 และ 4-3)  และฤทธิ์การยับยั้งนี้ไม่สามารถแก้ไขได้ด้วย GSH หรือ catalase หรือเมื่อท าการ
ทดสอบการจับของสารยับยั้งด้วยวิธี Dialysis (ตารางที่ 4-3)  ในทางตรงกันข้ามสารส าคัญในกลุ่ม Flavonoids 
ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 ด้วยกลไกแบบผันกลับได้ (ตารางท่ี 4-2)  
 



 
ภาพที่ 4-2 ฤทธิ์ยับยั้งแบบ Time- and concentration-dependent inactivation ของสารส าคัญ

ต่อเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13.  ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 ของสาร thiophene 9 (A) thiophene 
10 (B) และฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A13 ของสาร Hirsutinolide 5 (C),  Hirsutinolide 6 (D), Hirsutinolide 
8 (E), thiophene 9 (F), thiophene 10 (G)  



 

ภาพที่ 4-3 ฤทธิ์ยับยั้งแบบ Time- and concentration-dependent inactivation ของสาร 
thiophene 11 ต่อเอนไซม์ CYP2A6 (A) และสาร Hersutinolide 7 (B) กับสาร thiophene 11 (C) ต่อ
เอนไซม ์CYP2A13  
 

ตารางท่ี 4-2 ค่าคงที่การยับยั้งการท างานของสารส าคัญจากหญ้าดอกขาว (V. cinerea) และขลู่ (P. 
indica) (Boonruang et al., In press) 

 

 
 
 
 
 
 
 



ตารางท่ี 4-4 การทดสอบการจับของสารยับยั้งด้วยวิธี Dialysis (Boonruang et al., In press) 
 

 
 

4.4 ฤทธิ์ยับยัง้เอนไซม์ CYP2A13 ของสารสกัดขลู ่
4.4.1 การเตรียมสารสกัดจากขลู่และการแยกสารสกัดแบบล าดับส่วน  
ท าการสกัดพืชสมุนไพรขลู่ที่ได้รับจากวิสาหกิจชุมชน ต าบลบ่อ อ าเภอขลุง จังหวัดจันทบุรี มาท าความ

สะอาด สับให้ละเอียด อบให้แห้งและสกัดในสารละลายเอทานอล จากนั้นแยกสารสกัดแบบล าดับส่วน ได้ส่วน
สกัดเฮกเซน (Hexane) เอทิลอะซิเตต (Ethyl acetate) และน้ า (Water) ตามล าดับ พบว่ายกเว้นส่วนสกัดน้ า 
ทุกส่วนสกัดสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ทั้งสองได้ดีด้วยค่า IC50 ที่ใกล้เคียงกัน (ตารางที่ 4-1) จากนั้นน าทั้ง
ส่วนสกัดเฮกเซนและเอทิล อะซิเทตไปผ่านการท าบริสุทธิ์ด้วยวิธีโครมาโทรกราฟฟี และพิสูจน์เอกลักษณ์ของ
สารด้วยเทคนิค NMR และ LC-MS พบว่าได้สารบริสุทธิ์จากส่วนสกัดทั้งสองรวม 4 ชนิด (quercetin 4 และ 
thiophene 9-11) ดังภาพที่ 4-1 

 
4.4.2 กลไกการยับยั้งการท างานของสารส าคัญจากขลู่ต่อเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 

 
 เพ่ือศึกษากลไกการท างานของสารส าคัญ ผู้วิจัยท าการทดลองเหมือนที่ทดสอบสารจากหญ้าดอกขาวกับ
เอนไซม์ CYP2A6 (Prasopthum et al., 2016)  โดยทดสอบฤทธิ์ยับยั้งในสองสภาวะคือสภาวะปกติที่บ่มสาร
ยับยั้งพร้อมสารตั้งต้นของเอนไซม์ทั้งสองที่ท าการตรวจสอบ (Co-incubation) และสภาวะที่บ่มสารยับยั้งก่อน
เป็นเวลา 10 นาที แล้วจึงตามด้วยสารตั้งต้น (Pre-incubation หรือ NADPH-dependence inhibition) พบว่า
ค่า IC50 ของการยับยั้งของสารทุกตัวในกลุ่ม thiophene มีค่าลดลง หรือมีค่าประสิทธิภาพในการยับยั้งที่เพ่ิมข้ึน 
(ตารางที่  4-1) แสดงถึงแนวโน้มของการยับยั้งแบบผันกลับไม่ได้แบบ MBI จึงท าการศึกษาเพ่ิมเติมโดย
ท าการศึกษาที่หลายค่าความเข้มข้นของสารยับยั้ง (Concentration dependence inhibition) และเวลาที่บ่ม
สารยับยั้ง (Time dependence inhibition) ผลการศึกษาที่ได้พบว่า สาร thiophene 11 ออกฤทธิ์ยับยั้ง
เอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 ได้ดีที่สุดด้วยค่า Ki 1.08 และ 1.08 M ในขณะที่ thiophene 10 ยับยั้ง
เอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 ได้ด้วยค่า Ki 2.07 และ 1.12 M ตามมาด้วย thiophene 9 ยับยั้งเอนไซม์ 
CYP2A6 และ CYP2A13 ได้ด้วยค่า Ki 3.23 และ 2.96 M โดยการยับยั้งเป็นแบบผันกลับไม่ได้ (ตารางที่ 4-1 
และภาพที่ 4-2 และ 4-3)  และฤทธิ์การยับยั้งนี้ไม่สามารถแก้ไขได้ด้วย GSH หรือ catalase หรือเมื่อท าการ
ทดสอบการจับของสารยับยั้งด้วยวิธี Dialysis (ตารางที่ 4-3)  ในทางตรงกันข้าม quercetin ออกฤทธิ์ยับยั้ง
เอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 ด้วยกลไกแบบผันกลับได้ (ตารางท่ี 4-2)  
 
 

 



 
 
 

บทท่ี 5 
อภิปราย สรุปผลการทดลอง และข้อเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

Cytochrome P450 2A6 (CYP2A6) เป็นเอนไซม์ในกลุ่ม cytochrome P450 ที่พบมากในตับ และมี
บทบาทที่ส าคัญในการย่อยสลายยาและสารแปลกปลอมภายนอกเช่น สามารถเร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายยา
รักษาโรคในกลุ่มยารักษาอาหารชัก (Valproic acid หรือ Losigamone) ยารักษาโรคเอดส์ (Efavirenz) ยา
รักษาโรคมะเร็ง (Cyclophosphamine) แต่บทบาทที่ส าคัญของเอนไซม์ CYP2A6 คือเป็นกลไกหลักในการ
ก าจัดนิโคตินที่ออกฤทธิ์ให้เกิดการเสพติดการสูบบุหรี่ออกจากร่างกาย (ย่อยสลายร้อยละ 80-90 ของนิโคติน
ทั้งหมดที่เข้าสู่ร่างกาย) (Di et al, 2009; Hukkanen et al., 2002; Ortiz   de  Montellano, 2005; Patten 
et al., 1996)    อย่างไรก็ตามการก าจัดนิโคตินออกจากร่างกายนี้  ส่งผลให้นิโคตินไปกระตุ้นระบบตอบสนอง
ต่อความยินดีในสมองลดลง ดังนั้นผู้สูบบุหรี่จึงต้องสูบบุหรี่มากขึ้นเพ่ือรักษาระดับนิโคตินในเลือด ให้ไปกระตุ้น
ระบบตอบสนองต่อความยินดีให้คงความรู้สึกที่ดีมีความสุขไว้  ท าให้สูบบุหรี่อย่างต่อเนื่อง (Di et al., 2009; 
Hukkanen et al., 2002; Patten et al., 1996) และผู้สูบบุหรี่ที่เกิดการกลายพันธุ์ของยีน cyp2a6 ที่ท าให้
เอนไซม์ CYP2A6 ย่อยสลายสารตรวจสอบ Coumarin และนิโคตินลดลงนั้น  จะสูบบุหรี่น้อยและเลิกสูบบุหรี่
ง่ายกว่าผู้สูบบุหรี่ที่มีการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ปกติ    ด้วยเหตุนี้การลดการย่อยสลายนิโคตินของ
เอนไซม์ CYP2A6 เพ่ือคงระดับของนิโคตินในเลือด จึงเป็นอีกหนึ่งในแนวทางที่สามารถน ามาใช้เพ่ือช่วยในการ
รักษาการเสพติดบุหรี่ในผู้สูบบุหรี่ร่วมกับการได้รับยานิโคตินทดแทนต่างๆ เพื่อให้เกิดการลด ละ เลิกการสูบบุหรี่
อย่างมีประสิทธิภาพสูงสุด  

Cytochrome P450 2A13 (CYP2A13) เป็นเอนไซม์ในกลุ่ม P450 ที่พบมากที่เนื้อเยื่อปอดและเยื่อบุ
ทางเดินหายใจ ยังไม่ทราบบทบาทที่แน่ชัดในการย่อยสลายยาและสารแปลกปลอมภายนอก รวมถึงสารใน
ร่างกายต่างๆ ว่าจะสามารถท าหน้าที่ได้เช่นเดียวกับเอนไซม์ CYP2A6 ที่มีความคล้ายคลึงกันในล าดับกรดอะมิโน
มากกว่าร้อยละ 90  หรือไม่แต่บทบาทที่ส าคัญของเอนไซม์ CYP2A13 คือการย่อยสลายสารนิโคตินในบุหรี่
บางส่วน แต่ไม่ได้เป็นกลไกหลักในการก าจัดนิโคติน และไม่พบความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของยีน cyp2a13 กับพฤติกรรมการสูบบุหรี่เช่นเดียวกับยีน cyp2a6 (Di et al, 2009; Hukkanen 
et al., 2002; Ortiz   de  Montellano, 2005; Patten et al., 1996)    อย่ างไรก็ ต ามพบว่ า เอน ไซม์ 
CYP2A13 เกี่ ยวพันกับการย่อยสลายสารก่อมะเร็ง 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-bytanol 
(NNAL) และ 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone (NNK)) ซึ่งเป็นสารพิษที่พบได้ในบุหรี่และ
เป็นสารเกี่ยวข้องกับกับการเกิดโรคมะเร็ง เช่น โรคมะเร็งกล่องเสียง โรคมะเร็งปอด เป็นต้น (Patten et al., 
1996)    เพราะสารก่อมะเร็ง NNK สามารถถูกกระตุ้นโดยเอนไซม์ CYP2A13 ได้เป็นสารที่ก่อมะเร็งมากขึ้น 
และไปมีผลต่อสารพันธุกรรมของเนื้อเยื่อระบบทางเดินหายใจจนก่อให้เกิดโรคมะเร็งปอดในที่สุด จึงได้มี
การศึกษาการหาสารที่สามารถยังยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A13 เพ่ือลดอัตราเสี่ยงในการเกิดโรคมะเร็ง
ปอดได้อย่างปลอดภัย โดยพบว่าสาร 8-MOP ที่ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้สามารถยับยั้งเอนไซม์ 
CYP2A13 ได้   อย่างไรก็ดีสารนี้ก่อให้เกิดผลข้างเคียงกับผู้ใช้ในขณะที่ต้องการลดการสูบบุหรี่ (Di et al., 2009; 
Xi et al., 2009)  



จากการศึกษาเบื้องต้นพบว่า สารส าคัญพืชหลายชนิดเช่นขลู่ ดอกค าฝอย หญ้าดอกขาวและทองพันชั่ง  
สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้ดี (ทรงกลด สารภูษิตและพรพิมล รงค์นพรัตน์ , 
2554) โดยนอกเหนือจากน้ ามะเฟืองซึ่งเป็นน้ าผลไม้ที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 ที่ดีที่สุดด้วยกลไก MBI 
(Pouyfung et al., 2012; 2013) โดยฤทธิ์ยับยั้ งแบบ mechanism based inhibition เป็นการยับยั้ งการ
ท างานของเอนไซม์แบบผันกลับไม่ได้ โดยสารยับยั้งถูกเร่งปฏิกิริยาโดยเอนไซม์ จากนั้นผลิตภัณฑ์จับแน่นกับ
เอนไซม์ จนเกิดสารประกอบเชิงซ้อนเอนไซม์ที่เสียสภาพ (dead-end complex) ซึ่งมีเกณฑ์เบื้องต้นส าหรับ
บ่งชี้สามประการคือ 1) NADPH-dependent  เป็นการศึกษาผลของการยับยั้ง เมื่อเติม NADPH เพ่ือท า
ปฏิกิริยาก่อนเติมสารตั้งต้น ถ้าตัวยับยั้งเป็นแบบ Mechanism-base inhibitor จะส่งผลให้ประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งเอนไซม์เพ่ิมมากขึ้นเพราะสารยับยั้งถูกเร่งปฏิกิริยาโดยเอนไซม์ cytochrome P450 แล้วเกิดเป็น
สารประกอบเชิ งซ้อนที่บริ เวณ เร่ง ส่ งผลให้ เอนไซม์ เสียสภาพถาวร (เกิด  dead-end complex)  2) 
Concentration-dependent  เป็นการศึกษาผลของการยับยั้ง เมื่อเติม NADPH เพ่ือท าปฏิกิริยาก่อนเติมสาร
ตั้งต้น โดยเพ่ิมความเข้มข้นของตัวยับยั้ง ถ้าตัวยับยั้งเป็นแบบ mechanism-base inhibitor จะพบว่าเมื่อความ
เข้มข้นเพ่ิมมากขึ้น ความสามารถในการยับยั้งเอนไซม์จะมีประสิทธิภาพมากขึ้น 3) Time-dependent ศึกษา
ผลของการยับยั้ง เมื่อเติม NADPH เพ่ือท าปฏิกิริยาก่อนเติมสารตั้งต้นเมื่อเวลาผ่านไป เอนไซม์จะจับกับตัวยับยั้ง
ได้ดียิ่งขึ้น ถ้าตัวยับยั้งเป็นแบบ mechanism-base inhibitor ส่งผลให้การยับยั้งเอนไซม์มีประสิทธิภาพเพ่ิม
มากขึ้น (Hukkanen, Jacob and Benowit, 2005, Di et al., 2009)  

จากผลการศึกษาผู้วิจัยพบว่าพืชสมุนไพรไทยหลายชนิดเช่นหญ้าดอกขาว เก๊กฮวยและทองพันชั่ง 
สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 ได้ดี (ทรงกลด สารภูษิตและพรพิมล รงค์นพรัตน์, 2554; Prasopthum 
et al., 2013) โดยผู้วิจัยสามารถได้สารส าคัญจากพืชสมุนไพรทองพันชั่งได้แก่ Rhinacanthin-A,-B, และ –C ที่ที่
สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งทั้งเอนไซม์ CYP2A6 และเอนไซม์ CYP2A13 ได้ดี ด้วยกลไกการยับยั้งของสารส าคัญทั้ง
สามเป็นแบบผันกลับไม่ได้แบบ MBI (Pouyfung et al., 2014) เช่นเดียวกับสารส าคัญอ่ืนๆเช่น 8-MOP หรือ 
Seligeline ที่ออกฤทธิ์ยับยั้งทั้งสองเอนไซม์ได้ (Hukkunen, 2005; Xi et al., 2009) และสามารถได้สารส าคัญ
จากพืชได้สารส าคัญจากพืชสมุนไพรหญ้าดอกขาวทั้งหมด 8 ชนิด ได้แก่สารส าคัญในกลุ่ม Hirsutinolides 4 
ชนิด ที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 แบบผันกลับไม่ได้แบบ MBI  และสารในกลุ่ม Flavonoid 4 ชนิด 
(Prasipthum et al., 2016) การศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือค้นหาสารส าคัญและกลไกการยับยั้งของ
สารส าคัญในขลู่ที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 และศึกษากลไกการยับยั้งของสารส าคัญใน
หญ้าดอกขาวต่อเอนไซม์ CYP2A13  เพ่ือประโยชน์ในการบ าบัดอาการการติดบุหรี่ของผู้เสพบุหรี่ เพ่ือช่วยลด
อัตราการเกิดโรคระบบทางเดินหายใจและโรคมะเร็งอันเนื่องมาจากการสูบบุหรี่ได้    

การศึกษาครั้งนี้ประสบความส าเร็จในการศึกษาฤทธิ์ยับยั้งการท างานของสารส าคัญทั้ง 8 ชนิดจาก
สมุนไพรหญ้าดอกขาวต่อเอนไซม์ CYP2A13 โดยพบว่าสารส าคัญทั้ง 8 ชนิด สามารถยับยั้งการท างานของทั้ง
เอนไซม์ด้วยประสิทธิภาพและกลไกการยับยั้งที่ใกล้เคียงกัน  โดยสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์จะออกฤทธิ์ยับยั้งได้
ดีกว่า (จากค่า IC50 และค่า Ki) แต่กลไกในการยับยั้งเป็นแบบผันกลับได้ ซึ่งต่างจากสารในกลุ่ม Hirsutinolide 
อีก 4 ชนิด ที่กลไกการยับยั้งเป็นแบบผันกลับไม่ได้ที่ฤทธิ์ยับยั้งจะนานกว่า ทั้งนี้สารส าคัญทั้ง 8 ชนิดจะยับยั้ง
เอนไซม์ CYP2A13 ได้ดีกว่าเอนไซม์ CYP2A6 เล็กน้อย  นอกจากนี้ยังสามารถศึกษาฤทธิ์การท างานของ
สารส าคัญในกลุ่ม thiophene จากพืชสมุนไพรขลู่ที่จากการศึกษา ซึ่งผลที่ได้พบว่าสารส าคัญในกลุ่มนี้มีกลไก
การยับยั้งเป็นแบบผันกลับไม่ได้ที่ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A13 ได้ดีกว่าเอนไซม์ CYP2A6 เช่นเดียวกัน  และฤทธิ์
การยับยั้งของสาร hisrsutinolide ทั้ง 4 ชนิดและ thiophene 3 ชนิด นี้ไม่สามารถแก้ไขได้ด้วย GSH หรือ 
catalase หรือเมื่อท าการทดสอบการจับของสารยับยั้งด้วยวิธี Dialysis จากผลการศึกษาทั้งหมดจนถึงปัจจุบันนี้
แสดงให้เห็นว่าสารส าคัญจากพืชทั้งในกลุ่ม Rhinacanthin จากการศึกษาก่อนหน้านี้ 3 ชนิด รวมถึงกลุ่มฟลาโว
นอยด์ท่ีท าการศึกษา 4 ชนิด กลุ่ม hirsutinolide ที่ท าการศึกษา 4 ชนิดและกลุ่ม thiophene ที่ท าการศึกษา 3 



ชนิด สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งได้ทั้งเอนไซม์ CYP2A6 และเอนไซม์ CYP2A13 ซึ่งจะเป็นผลดีในการน าไปใช้เพราะ
สามารถลดการย่อยสลายนิโคตินเพ่ือลดการสูบบุหรี่และป้องกันการกระตุ้นสารก่อมะเร็งในปอดไปได้พร้อมกัน  

 
5.2 ข้อเสนอแนะ 

ควรศึกษาเพ่ิมเติมถึงความจ าเพาะในการออกฤทธิ์ยับยั้งของสาระส าคัญดังกล่าว เพ่ือความปลอดภัยใน
การน าไปใช้ต่อไป  
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