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บทคัดย่อ  
 

ชื่อโครงการ การพัฒนาระบบตรวจสอบสารยับยั้งเอนไซม์โมโนเอมีน ออกซิเดสในพืชสมุนไพรไทยเพ่ือใช้ป้องกัน 
      โรคทางสมองและบ าบัดอาการติดบุหรี่ 

ชื่อผู้วิจัย   ทรงกลด สารภูษิต  ภาควิชาชีวเคมี  คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา 
    พรพิมล รงค์นพรัตน์ ภาควิชาชีวเคมี  คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล 
    เอกรัฐ ศรีสุข ภาควิชาเคมี  คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา 

              ปณิดา ดวงแก้ว คณะสัตวศาสตร์และเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยศิลปากร  
                วิทยาเขตสารสนเทศเพชรบุรี    
 

โรคทางระบบประสาทเช่น โรคซึมเศร้า โรคสมาธิสั้นและโรควิตกกังวลรวมไปถึงโรคพาร์กินสัน เป็นโรค
ที่พบมากข้ึนในปัจจุบัน โดยหนึ่งในสาเหตุหนึ่งที่ส าคัญของอุบัติการณ์โรคเหล่านี้เกิดจากการท างานของเอนไซม์
โมโนเอมีนออกซิเดส (monoamine oxidase : MAO) ซึ่งประกอบไปด้วย 2 isoform คือ MAO-A และ MAO-
B ที่แตกต่างกันตรงบริเวณ active site ในสมองท าหน้าที่ย่อยสลายสารสื่อประสาท เช่น serotonine และ 
dopamine มากเกินไป นอกจากนี้ปฏิกิริยาการย่อยสลายโดปามีนยังส่งผลให้เกิดสารไฮโดรเจน เปอร์ออกไซด์ 
(H2O2) ที่สามารถเร่งให้เกิดกระบวนการลิพิดเปอร์ออกซิเดชั่น ที่ร่วมส่งผลให้เกิดอาการโรคทางสมองดังกล่าว
ข้างต้นขึ้น วัตถุประสงค์ในการศึกษาครั้งนี้เพ่ือพัฒนาระบบตรวจสอบการยับยั้งเอนไซม์ MAO โดยพัฒนาระบบ
ตรวจสอบการยับยั้งเอนไซม์ MAO ของสารสกัดจากสมุนไพรไทยโดยใช้เอนไซม์ MAO จากสมองหมู (Sus 
domesticus) ที่ผู้วิจัยเตรียมข้ึน และตรวจสอบการยับยั้งเอนไซม์ MAO ด้วยวิธี ABTS assay ผลการศึกษา
พบว่าส่วนสกัดจากเซลล์สมองหมูสามารถเร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายสารประกอบ p-Tyramine ซึ่งใช้เป็นตัว
ตรวจสอบการท างานของเอนไซม์ MAO ได้และสารสกัดหยาบจากสมุนไพรโกฐน้ าเต้าสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งทั้ง 
MAO-A และ MAO-B ได้ดีที่สุดที่ค่า IC50 18.58 µg/ml และยังสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ MAO-B ได้ดี
ที่สุดที่ค่า IC50  18.26 µg/ml ส่วนสารสกัดที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ MAO-A ได้ดีที่สุด คือหญ้าหมอน้อยที่ค่า 
IC50 3.526 µg/ml 
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Nowadays, the number of patients from many neurological disease, such as Depression, 
Attention Deficit disorder, and Anxiety including Parkinson's disease Disorders have been 
increasing. Monoamine Oxidase (MAO) has been report as an important mechanism of these 
neurological diseases development. MAO have 2 isoform; MAO-A and MAO-B; which are 
difference in their active site environment. In addition, lipid-peroxidation by the metabolic by 
product of Dopamine metabolism, the hydrogen peroxide (H2O2), has been proposed as 
another factor that could facilitated the progression of brain degenerative tissue in patients. 
This study aims to develop an assay method to screen for Thailand herbal extracts that could 
inhibit the MAO using pig (Sus domesticus) brain homolysate and ABTS assay. The results 
showed that the Pig brain homogenate could functionally metabolite tyramine probe 
substrate and Rheum palmatum L. extract could potently inhibited Pig brain MAO-A and 
MAO-B with an IC50 value at 18.58 µg/ml. Interestingly,  R palmatum also potently inhibited  
Pig brain MAO-B with an IC50  value 18.26 µg/ml, while Vernonia cenerea could potently Pig 
brain MAO-A with an IC50 value at 3.526 µg/ml 

 
 
 
 
 
 
 



 
 

บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา  

ปัจจุบันประชากรไทยมีแนวโน้มที่จะป่วยและเสียชีวิตจากโรคเรื้อรังทางสมอง เช่น โรคอัลไซเมอร์ โรคพาร์
กินสันและมีอุบัติการณ์ของผู้ป่วยเป็นโรคทางระบบประสาทเช่น โรคซึมเศร้า โรคสมาธิสั้น โรควิตกกังวลและโรค
เครียดจากเหตุการณ์ร้ายแรงมากขึ้น จากการศึกษาในโครงการลงทะเบียนผู้ป่วยโรคพาร์กินสันในประเทศไทย
พบว่า มีผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยเป็นพาร์กินสันกว่า 40,000 คน โดยพบว่าในเขตเมืองมีความชุกของโรคพาร์กิน
สันประมาณ 126.83 คน ต่อประชากร 100,000 คน และในเขตชนบทมีความชุกของโรคพาร์กินสันประมาณ 
90.82 คน ต่อประชากร 100,000 คน ประกอบกับจ านวนผู้สูงอายุที่เพ่ิมขึ้นและจะเพ่ิมเป็นเท่าตัวในอีก 15 ปี 
ข้างหน้า จึงท าให้จ านวนผู้ป่วยโรคพาร์กินสันมีแนวโน้มเพ่ิมมากขึ้น และกระทรวงสาธารณสุขระบุว่า ในปี พ.ศ. 
2551 มีผู้ป่วยเสียชีวิตจากกลุ่มอาการเหล่านี้จ านวน 5,093 คน (ต่อประชากร 100,000 คน) หรือร้อยละ 8.1 
ของกลุ่มโรคทั้งหมด และในปี พ.ศ. 2555 พบว่าอัตราดังกล่าวเพ่ิมขึ้นเป็นจ านวน 6,207 คน (ต่อประชากร 
100,000 คน) หรืออัตราผู้เสียชีวิตร้อยละ 9.7 ของกลุ่มโรคทั้งหมด โดยอุบัติการณ์ร่วมกันของการเกิดโรคส่วน
หนึ่งถูกรายงานว่า เกิดจากการท างานของเอนไซม์ชื่อ  โมโนเอมีน ออกซิเดส (Monoamine Oxidase: MAO) 
ในสมองท าหน้าที่ย่อยสลายสารสื่อประสาทที่มีหมู่เอมีนหนึ่งหมู่ (Monoamine Neuro-transmitters: MNTs 
ได้แก่ สารสื่อประสาทเซโรโทนิน (Serotonin หรือ 5-Hydroxytryptamine; 5-HT) สารสื่อประสาทโดปามีน 
(Dopamine: DA) และสารสื่อประสาทนอร์เอฟริเนฟริน (Norepinephrin: NE) ในสมองมากเกินไป ในปัจจุบัน
จึงมีการใช้ยาในการลดการท างานของเอนไซม์ MAO ในสมองเพ่ือน ามาใช้ในการรักษาโรคทางสมองดังกล่าว 
เช่น  Tranylcypromine Selegiline และ Moclobemide แต่ยาข้างต้นส่ งผลกระทบข้างเคี ยงต่อผู้ ใช้ 
(Riederer et al., 2004) ท าให้ยังคงมีการศึกษาค้นคว้าอย่างต่อเนื่องเพ่ือค้นหาและประยุกต์ใช้สารเคมีทั้งจาก
การสังเคราะห์และจากสมุนไพรธรรมชาติในการลดการท างานของเอนไซม์ MAO ในสมองที่ปลอดภัยและมี
ประสิทธิภาพในการรักษาโรคโดยปราศจากผลข้างเคียง นอกจากนี้การน าสมุนไพรที่ออกฤทธิ์ดีในการยับยั้ง
เอนไซม์ MAO มาใช้ทั้งเพ่ือป้องกันหรือรักษาโรคทางสมองต่างๆ  จ าเป็นต้องมีการตรวจสอบความปลอดภัยในที่
อาจเกิดขึ้นเมื่อรับประทานก่อนหรือหลังรับประทานยารักษาโรคต่างๆ (Herb-drug interaction; HDI) ได้ 
อย่างไรก็ตามการศึกษาค้นคว้าดังกล่าวต้องใช้เอนไซม์ MAO จากสมองมนุษย์ซึ่งได้มาโดยยากและเป็นข้อจ ากัด
ในการศึกษาค้นคว้า  รวมถึงเอนไซม์ MAO บริสุทธิ์ของมนุษย์ที่สามารถสั่งซื้อจากบริษัทสารเคมีต่างๆมีค่าใช้จ่าย
สูง ไม่เหมาะสมกับการน ามาเป็นตัวตรวจสอบเบื้องต้นในการศึกษาเพ่ือค้นหาพืชสมุนไพรจากธรรมชาติที่ออก
ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ MAO ในหลอดทดลอง  

เนื่องด้วยข้อจ ากัดในการศึกษาเอนไซม์ MAO จากสมองมนุษย์และเพ่ือลดค่าใช้จ่ายจากการใช้เอนไซม์ 
MAO บริสุทธิ์ที่มีราคาแพง  การศึกษาครั้งนี้จึงมุ่งไปสู่การพัฒนาระบบตรวจสอบการยับยั้งเอนไซม์ MAO ของ
สารสกัดจากสมุนไพรไทยโดยใช้เอนไซม์ MAO จากสมองหมู (Sus domesticus) ที่มีรายงานว่ามีกลไกการ
ท างาน การกระจายตัวและสัดส่วนของเอนไซม์ MAO-A และ MAO-B ใกล้เคียงกับมนุษย์คือร้อยละ 25 ต่อร้อย
ละ 75 ตามล าดับ (Abell et al., 2001; Bai et al., 2005; Saura Marti et al., 1990; Tipton et al., 1968a) 
ที่ผู้วิจัยเตรียมขึ้นเปรียบเทียบกับระบบการตรวจสอบการท างานของเอนไซม์ MAO ชุดตรวจสอบมาตราฐาน 



(ชุด kit) เพ่ือเป็นข้อมูลพ้ืนฐานที่ส าคัญในการน าสมุนไพรที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ MAO ไปใช้
เพ่ือลดอัตราการเกิดผลกระทบต่าง ๆ ที่อาจเกิดข้ึน   
1.2 วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

1. พัฒนาระบบตรวจสอบการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ MAO จากสมองหมู  
2. เปรียบเทียบผลการยับยั้งของสารสกัดพืชสมุนไพรที่มีต่อการท างานของเอนไซม์ MAO จากสมอง

หมู 
 
1.3 สมมติฐานของการทดลอง 

สามารถใช้เอนไซม์ MAO จากสมองหมูมาพัฒนาให้ใช้ตรวจสอบฤทธิ์ของสารส าคัญในสมุนไพรที่มี
ต่อการท างานของเอนไซม์ MAO  
     

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการทดลอง 
1. ได้ระบบตรวจสอบการการท างานของ MAO ที่ง่ายและมีประสิทธิภาพ 
2. สามารถน าสารสกัดจากสมุนไพรที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ MAO มาใช้ในการรักษา

โรคทางระบบประสาทและสมองที่เกิดจากการลดลงของสารสื่อประสาท เนื่องจากการกิจกรรมของ
เอนไซม์ MAO เช่น โรคพาร์กินสัน โรคซึมเศร้า โรคสมาธิสั้น โรควิตกกังวล และโรคเครียดจาก
เหตุการณ์ร้ายแรง   

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 

บทที่ 2 
ทบทวนวรรณกรรม 

 
2.1 ทฤษฎีพื้นฐานที่เกี่ยวข้อง 
2.1.1 เอนไซม์โมโนเอมีนออกซิเดส 
 เอนไซม์โมโนเอมีนออกซิเดส (monoamine oxidase: MAO) เป็นเอนไซม์ที่พบบริเวณเยื่อหุ้มชั้นนอก
ของไมโตครอนเดรีย มี flavin adenine dinucleotide (FAD) เป็นองค์ประกอบ ค้นพบครั้งแรกโดย Hare et 
al., ในปี  1928 เรียกว่า tyramine oxidase ซึ่ งต่อมามีผู้ค้นพบเอนไซม์ อีกหลายตัวที่ เกี่ยวข้องกับการ 
oxidation ของ amine ได้แก่ adrenaline oxidase และ aliphatic amine oxidase ภายหลังได้ตั้งชื่อรวมกัน
ว่า MAO เนื่องจากเอนไซม์ทั้ง 3 ชนิดนี้มีคุณสมบัติเหมือนกันหลายประการ เอนไซม์ MAO ท าหน้าที่เร่ง
ปฏิ กิ ริ ย า oxidative deamination ของ neurotransmitters และ biogenic amine เช่ น  tryptamine, 
dopamine, epinephrine, serotonin เป็นต้น (Davison, 1958) ดังสมการ 
 

R-CH2-NH2 + O2 + H2O           R-CHO + NH3 + H2O2 
 

 Monoamine oxidase มี 2 รูปแบบ (isoform A และ B: MAO-A และ MAO-B) ที่ท าหน้าที่เกี่ยวข้อง
กับการย่อยสลายสารสื่อประสาทที่มีหมู่เอมีนหนึ่ งหมู่  ซึ่ง MAO ทั้งสองรูปแบบนี้มีความแตกต่างกันที่
ความจ าเพาะเจาะจงของสารตั้งต้นและความไวของตัวยับยั้ง โดย MAO-A จะเด่นในการออกซิไดซ์ serotonin 
ซึ่งเป็น neurotransmitters และสามารถออกซิไดซ์  substrate บางชนิดได้ เช่นเดียวกับ MAO-B ได้แก่ 
tyramine, adrenaline และ dopamine ส่วน MAO-B จะเด่นในการออกซิไดซ์สารพวก arylalkylamines 
เช่น benzylamine (Binda et al., 2004; Houslay and Tipton, 1976) ส าหรับความไวต่อตัวยับยั้ง MAO-A 
จะมีความไวในการยับยั้งด้วย clorgyline ส่วน MAO-B จะมีความไวต่อตัวยับยั้ง pargyline (Urbanc et al., 
1991) 
 
2.1.2 วิธีการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์โมโนเอมีนออกซิเดส โดยตรวจสอบการเกิดขึ้นของสาร
ไฮโดรเจนเปอร์รอกไซด์ 

จากคุณสมบัติของเอนไซม์ MAO ในการเกิดปฏิกิริยาการย่อยสลายสารสื่อประสาท พบว่าได้สารที่เป็น
พิษต่อระบบประสาทได้แก่ สารไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) และแอมโมเนีย (NH3) โดยเฉพาะสาร (H2O2) 
ซึ่งสามารถเหนี่ยวน าให้เกิดการสร้างอนุมูลอิสระอ่ืนๆ ส่งผลให้เกิดความผิดปกติในการท างานของไมโทคอนเดรีย 
(mitocondria) และท าให้เกิดกระบวนการตายของเซลล์ประสาทได้ (Neuronal apoptosis) โดยเฉพาะในกรณี
ผู้ป่วยโรคพาร์กินสันที่เอนไซม์ MAO-B มีการเพ่ิมการท างานขึ้นส่งผลให้เกิดผลกระทบมากยิ่งขึ้น  นอกจากนี้
กลุ่ มผู้ ได้รับยาเสพติด MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine) ซึ่ งเป็นสารเสพติดที่
สังเคราะห์จากฝิ่น (ออกฤทธิ์เหมือนกับเฮโรอีน) ที่สามารถถูกย่อยสลายโดย MAO-B และเหนี่ยวน าให้เกิดโรค
พาร์กินสันได้อีกทางหนึ่งด้วย (Chung et al., 2015) อย่างไรก็ตามในปัจจุบันการตรวจสอบการท างานของ 
MAO จะมุ่งตรวจสอบความเข้มข้นของ H2O2  



2.1.2.1 ตรวจสอบกิจกรรมของ MAO ด้วยชุดตรวจสอบมาตราฐาน (ชุด kit) โดยจะตรวจสอบการมีอยู่
ของ H2O2 ที่เกิดจากการย้อยสลายสารตั้งต้น p-tyramine เมื่อสีย้อมหรือ dye ท าปฏิกิริยากับ H2O2 และถูก
เร่งด้วยเอนไซม์ horseradish peroxidase (HRP) จึงเกิดการเรืองแสงขึ้น สามารถตรวจวัดด้วย fluorescence 
spectroscopy โดยใช้ค่า excitation 530 นาโนเมตร และ emission 585 นาโนเมตร (Biochem, 1968) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2-1 spectrum ความเข้มแสง fluorescent ของเอนไซม์ MAO (Li et al., 2014) 
 

2.1.2.2 ตรวจสอบกิจกรรมของ MAO ด้วยสารโปแทสเซียมไอโอไดร์ (KI) โดยจะตรวจสอบการมีอยู่ของ 
H2O2  เมื่อ KI ท าปฏิกิริยากับ H2O2 จะเกิดผลิตภัณฑ์ที่ได้คือ H2O และ I2 ดังสมการ ซึ่ง I2 สามารถท าการวัดค่า
การดูดกลืนแสงด้วย spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 288 นาโนเมตร และ 353 นาโนเมตร (Sanders 
et al., 2014) 

2I- + 2H+ + H2O2               I2 + 2H2O 

 
ภาพที่ 2-2 spectrum การดูดกลืนแสงของ KI ที่มาจากปฏิกิริยาการตรวจสอบการมีอยู่ของ H2O2 

ภาพเล็กแสดงถึงตัวอย่างของกราฟมาตราฐานเมื่อวัดการเกิด I2 ที่ความยาวคลื่น 285 nm, 350 nm และ 490 
nm ตามล าดับ (Sanders et al., 2014) 

 

A B 



HRP 

2.1.2.3 ตรวจสอบกิจกรรมของMAO ด้วยABTS assay (2,2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid)) โดยตรวจสอบการมีอยู่ของ H2O2 เมื่ อสาร ABTS ท าปฏิกิริยากับ  H2O2 และเร่งการ
เกิดปฏิกิริยาด้วยเอนไซม์ horseradish peroxidase (HRP) ได้ผลิตภัณฑ์คือ ABTS radical cation (ABTS.+) 
และ H2O ดังสมการ เมื่อเกิดปฏิกิริยาจาก ABTS เป็น ABTS.+ จะมีสีเขียวและสามารถท าการวัดค่าการดูดกลืน
แสงด้วย spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร (Roberta et al., 1999) 

 
H2O2 + ABTS             ABTS.++ H2O 

 

 
ภาพที่ 2-3 spectrum การดูดกลืนแสงของ ABTS radical cation ที่ความเข้มข้นของ H2O2 ต่าง ๆ 

(Roberta et al., 1999) 
 

2.2 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
ปัจจุบันประชากรไทยมีแนวโน้มที่จะป่วยและเสียชีวิตจากโรคเรื้อรังทางสมองเช่น โรคอัลไซเมอร์ 

(Alzheimer's disease: AD) โรคพาร์กินสัน (Parkinson’s disease: PD) และมีอุบัติการณ์ของผู้ป่วยเป็นโรค
ทางระบบประสาทเช่น โรคซึมเศร้า (Depression) โรคสมาธิสั้น (Attention Deficit Hyperactivity Disorder: 
ADHD) โรควิตกกังวล (Anxiety disorder) และโรคเครียดจากเหตุการณ์ร้ายแรง (PTSD) มากขึ้น   โดยข้อมูล
จากกลุ่มภารกิจด้านข้อมูลข่าวสารสุขภาพ ส านักนโยบายและยุทธศาสตร์ กระทรวงสาธารณสุขร ะบุว่า ในปี 
พ.ศ. 2551 มีผู้ป่วยเสียชีวิตจากกลุ่มอาการเหล่านี้จ านวน 5,093 คน (ต่อประชากร 100,000 คน) หรือร้อยละ 
8.1 ของกลุ่มโรคทั้งหมด และในปี พ.ศ. 2555 พบว่าอัตราดังกล่าวเพ่ิมขึ้นเป็นจ านวน 6,207 คน (ต่อประชากร 
100,000 คน) หรืออัตราผู้เสียชีวิตร้อยละ 9.7 ของกลุ่มโรคทั้งหมด  (สถาบันวิจัยระบบสาธารณสุข, 2555) ซึ่ง
สาเหตุหลักร่วมกันของโรคทางสมองเหล่านี้เกิดขึ้นเนื่องจากการลดลงของสารสื่อประสาทที่มีหมู่เอมีนหนึ่งหมู่ 
(MNTs) เช่น สารสื่อประสาทเซโรโทนิน (5-HT) จาก Serotonergic neuron สารสื่อประสาทโดปามีน (DA) 
จาก Dopaminergic neuron และสารสื่อประสาทนอร์เอฟริเนฟริน (NE) จาก Noradrenergic neuron ที่เกิด
จากการท างานของเอนไซม์ชื่อ โมโนเอมีน ออกซิเดส (MAO) ในสมองที่ท าหน้าที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายสาร
สื่ อประสาท 5-HT DA และ NE ดั งกล่ าวข้ างต้น  (Bortolato et al., 2008; Finberg, 2014; review in 
Hamon  et al., 2013; Patil et al., 2013; Song et al., 2013; Yamada et al., 2004)  

เอนไซม์โมโนเอมีน ออกซิเดส (MAO; EC 1.4.3.4.) หรือเอนไซม์ tyramine oxidase (Hare, 1928) 
เป็นเอนไซม์ที่พบที่บริเวณเยื่อหุ้มชั้นนอกของไมโทคอนเดรีย มีหมู่ฟลาวิน (Flavin) เป็นองค์ประกอบ  พบได้ใน
เซลล์ในเนื้อเยื่อหลายชนิดโดยเฉพาะที่สมองและตับในมนุษย์ มีความสามารถในการย่อยสลายสารประกอบเอ
มีนหนึ่งหมู่ทั้งแบบไพรมารี เซคันดารี่ และเทอร์นารีเอมีนแต่ประสิทธิภาพการท างานจะลดลงกับสารที่มีหมู่เอมีน
สองหมู่ (diamines) เช่น histamine (Edmondson et al., 2009; Hamon  et al., 2013; review in Patil 



et al., 2013) จากการศึกษาพบว่า MAO มีสองรูปแบบ (isoform) ในมนุษย์ ได้แก่ รูปแบบ A และ B (MAO-A 
และ MAO-B) ที่ถูกสร้างขึ้นจากยีนสองยีนที่แยกจากกันที่อยู่บนโครโมโซม X (Xp11.23) โดยเรียงตัวในทิศ
ทางตรงข้ามกัน (Lan et al., 1989) มีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาแบบเดียวกัน (ภาพท่ี 2-4)   

 
ภาพที่ 2-4 กลไกการย่อยสลายสารประกอบเอมีนหนึ่งหมู่ของเอนไซม์ MAO (Bortolato et al., 2008) 
 

ปฏิกิริยาของเอนไซม์ MAO (รูปที่ 1) จะให้สารผลิตภัณฑ์คืออัลดีไฮด์และ ไฮรโดเจนเปอร์ออกไซด์ 
(H2O2) ซึ่งเป็นพิษกับเซลล์ ในกรณีของไพรมารี่เอมีนจะได้สารแอมโมเนียแต่ในกรณีการย่อยสลายเซคันดารี่หรือ
เทอร์นารี่จะได้สารประกอบไนโตรเจนอ่ืนๆ   อัลดีไฮด์ที่ได้จะถูกเร่งปฏิกิริยาอีกครั้งโดยเอนไซม์ Aldehyde 
dehydrogenase (ALDH) ในขณะที่ H2O2 จะถูกเร่งปฏิกิริยาโดยเอนไซม์ superoxide dismutase (SOD) 
หรือ catalase หรือเกิดปฏิกิริยากับสารต้านอนุมูลอิสระ glutathione อย่างไรก็ตามจากการศึกษาพบว่าใน
สภาวะที่เกิดพยาธิสภาพความผิดปกติเกิดขึ้น เช่นในผู้ป่วยโรคพาร์กินสันจะมีความผิดปกติในการท างานของ
เอนไซม์ในการลดอนุมูลอิสระเหล่านี้ แต่จะมีการท างานของ MAO ปกติหรือเพ่ิมขึ้น (ซึ่งมักจะเพ่ิมขึ้นเมื่ออายุ
มากขึ้น) ท าให้เกิดการย่อยสลาย MNTs มากขึ้น  เกิด H2O2 มากขึ้น ซึ่งอาจก่อให้เกิดผลกระทบต่อเซลล์โดย
เหนี่ยวน าให้เกิดสภาวะ oxidative stress และสภาวะเซลล์ประสาทตายได้ (neuronal apoptosis) (Vaya et 
al., 2012)  

จากการศึกษาเพ่ิมเติมในสมบัติของทั้ง MAO-A และ MAO-B พบว่าเอนไซม์ทั้งสองแม้จะพบที่บริเวณ
เยื่อหุ้มไมโทคอนเดรียชั้นนอกเหมือนกัน เร่งปฏิกิริยาแบบเดียวกันรวมถึงมีโครงสร้างของเอนไซม์ใกล้เคียงกัน 
แต่ความแตกต่างที่บริเวณเร่ง (active site) ทั้งท่ีบริเวณทางเข้าและบริเวณจับสารตั้งต้น (ภาพที่ 2-5) ส่งผลให้
เอนไซม์ทั้งสองมีความจ าเพาะต่อสารตั้งต้นและตัวยับยั้งที่แตกต่างกัน ดังตารางที่ 2-1  

 
ภาพที่ 2-5 โครงสร้างสามมิติของเอนไซม์ MAO-A (A) และเอนไซม์ MAO-B (B) ที่มีความแตกต่างกันที่บริเวณ 
substrate cavity (Finberg, 2014) 
 



ตารางที่ 2-1 สรุปสารตั้งต้นและตัวยับยั้งของเอนไซม์ MAO-A และ MAO-B  
ชนิด/ประเภท จ าเพาะกับเอนไซม์ 

MAO-A  
จ าเพาะกับเอนไซม์ 
MAO-B 

ไม่จ าเพาะกับ MAO-A 
หรือ MAO-B  

สารตั้งตน้  Serotonin  
Noradrenaline 

Benzylamine 
2-phenylethylamine 

Dopamine 
Tyramine 
Tryptamine 
Kynuramine 

สารยับยัง้  แบบผนักลับไม่ได้  
- Clorgyline 
แบบผนักลับได้  
- Methamphetamine 
- Moclobemide 
- Cimoxatone 
- Amiflamine 
- Isatin  

แบบผนักลับไม่ได้  
- Selegiline 
- Rasagiline 
แบบผนักลับได้  
- Safinamide 

แบบผนักลับไม่ได้  
Phenelzine 
Isocarboxazide 
Tranylcypromine 
Pargyline  
แบบผนักลับได้  
Ladostigil  

*ข้อมูลจาก Bortolato et al., 2008; Finberg, 2014   
 
และความแตกต่างกันความสามารถในการย่อยสลายสารตั้งต้นที่แตกต่างกันส่งผลให้เอนไซม์ MAO-A 

และ MAO-B มีบทบาทหน้าที่แตกต่างกันในร่างกาย โดยเฉพาะที่สมองซึ่ง MAO ท าหน้าที่เกี่ยวข้องกับการย่อย
สลายสารสื่อประสาท 5-HT ที่  Serotogenic neuron DA ที่  Dopaminergic และ NE ที่  Noradrenergic 
neuron (ภาพที่ 2-6) ซึ่งเป็นกลไกท่ีส าคัญในการควบคุมการท างานของการส่งสัญญาณประสาทของเซลล์สมอง 
ซ่ึงโดยปกติสารสื่อประสาทเหล่านี้ท าหน้าที่ส าคัญร่วมกันเกี่ยวกับอารมณ์และความรู้สึก (mood and 
emotion) และควบคุมการท างานของการสั่งการ (motor function) การรับรู้และกระบวนการความคิดของ
สมอง (perception and cognitive)  โดยการท างานมากเกินไปของเอนไซม์ MAO ส่งผลให้ระดับสารสื่อ
ประสาทเหล่านี้ในสมองลดลง ท าให้เกิดอาการโรคทางสมองดังกล่าวข้างต้น   

โดยโรคพาร์กินสันหรือโรคสันนิบาตมักพบในผู้สูงอายุในคนทุกเชื้อชาติ โดยในคนที่มีอายุตั้งแต่ 60 ปีขึ้น
ไปพบเป็นโรคนี้ถึง 1%  ผู้ชายมีโอกาสเป็นโรคมากกว่าผู้หญิงประมาณ 1.5 เท่า ผู้ป่วยจะมีอาการสั่นขณะช่วง
การพัก (Resting tremor) เคลื่อนไหวร่างกายช้าลง (Bradykinesia) ร่างกายมีสภาพแข็งเกร็ง (Rigidity) และ
การทรงตัวขาดความสมดุล (Postural instability) ในขณะที่โรคอัลไซเมอร์หรืออาการสมองเสื่อมนั้นยิ่งอายุมาก
ขึ้นก็จะพบอัตราการเป็นโรคมากขึ้น โดยในช่วงอายุ 65-69 ปีพบอุบัติการณ์การเกิดผู้ป่วยรายใหม่ประมาณ 3 
คนต่อพันคนต่อปี โดยจะพบกลุ่มแผ่น (Plaque) ที่เกิดจากการรวมตัวของโปรตีนที่ชื่อ Beta-amyloid protein 
(ß-AP) ที่ผิดปกติและถูกล้อมรอบด้วยเซลล์ประสาทที่ เสื่อม (Dystrophic neuritis) เรียกกลุ่มแผ่นนี้ว่า 
Amyloid plaques หรือ Neuritic plaques ส่งผลให้เกิดอาการความจ าเสื่อม หลงลืม มีพฤติกรรมและนิสัย
เปลี่ยนไป ซึ่งอาการจะด าเนินไปอย่างช้าๆ แต่ค่อยๆรุนแรงขึ้นเรื่อยๆ จนในที่สุดจะช่วยเหลือตัวเองไม่ได้ และ
เสียชีวิตในที่สุด โดยอุบัติการณ์ของการเกิดโรคทั้งสองถูกรายงานว่ามีจุดร่วมเดียวกันคือมีการตายหรือการ
เสื่อมสภาพของเซลล์ประสาท และมีปริมาณสารสื่อประสาท DA ในสมองที่ลดลง (Chen et al., 2007; 
Riederer et al., 2004; Finberg, 2014) 

 
 
 
 



 
    

 
 

ภาพที่ 2-6 กลไกการย่อยสลายสารสื่อประสาท (1) 5-HT ที่ Serotogenic neuron โดย MAO และ 
ALDH ได้เป็น 5-hydroxyindole-3-acetic acid (5-HIAA) (2) DA ที่ Dopaminergic neuron ซึ่งมีสองกลไก
ส าคัญ โดยกลไกแรก DA จะถูกย่อยสลายโดย MAO และ ALDH ได้ 3,4-dihydroxyphenylacetic acid 
(DOPAC) ที่จะถูกเร่งปฏิกิริยาต่อโดย catechol-O-methyltransferase (COMT) ไปเป็น homovanillic acid 
(HVA) และกลไกท่ีสองที่ COMT จะเปลี่ยน DA ไปเป็น 3-methoxytyramine (3-MT) ที่จะเร่งปฏิกิริยาต่อด้วย 
MAO และ ALDH ได้ HVA (3) NE ที่ Noradrenergic neuron ซึ่งมีสามกลไกส าคัญ โดยกลไกแรก NE จะถูก
ย่อยสลายโดย MAO และ ALDH ได3้,4-dihydroxymandelic acid (DHMA) ที่จะถูกเร่งปฏิกิริยาโดย COMT 
เป็น vanillyl-mandelic acid (VMA) หรือกลไกท่ีสอง NE จะถูกย่อยสลายโดย MAO และ ALR (aldehyde 
reductase) เป็น 3,4-dihyroxyphenylglycol (DHPG) และ 3-methoxy-4-hydroxyphenylglycol (MHPG) 
โดย COMT หรือกลไกท่ีสาม NE จะถูกย่อยสลายโดย COMT ได้ normetanephrine (NM) ซึ่งจะเปลี่ยนเป็น 
MHPG (โดยMAO/ALR) หรือ VMA (โดย MAO/ALDH) (Bortolato et al., 2008) 

 
แม้ว่าจะมีหลายปัจจัยทั้งพันธุกรรมหรือสิ่งแวดล้อมที่อาจส่งผลต่อการเกิดพยาธิสภาพของเซลล์สมอง 

หนึ่งในข้อสมมุติฐานที่ส าคัญคือ สารอนุมูลอิสระ ROS (Reactive Oxygen Species) ซึ่งในกรณีนี้คือ H2O2 ที่
เกิดขึ้นจากการย่อยสลาย 5-HT DA และ NE โดยเฉพาะที่เกิดจากการท างานของ MAO-B ที่เซลล์ astrocyte 
ในบริเวณท่ีมีการตายหรือการเสื่อมสภาพของเซลล์ประสาทที่มีระดับการแสดงออกที่เพ่ิมขึ้นในผู้ป่วย จะส่งผลให้
เกิดปฏิกิริยาต่อเนื่องที่น าไปสู่กระบวนการ oxidative stress และเหนี่ยวน าให้เกิดการตายหรือการเสื่อมสภาพ
ของเซลล์ประสาท (Jossan et al., 1991; Saura et al., 1994) ทั้งนี้เซลล์ประสาทไวต่อปฏิกิริยาของสารอนุมูล
อิสระเนื่องจาก 1) มีปริมาณสารต่อต้านอนุมูลอิสระต่ า 2) ที่เยื่อหุ้มเซลล์มีปริมาณของกรดไขมันไม่อ่ิมตัวหลาย
ต าแหน่ง (Polyunsaturated fatty acid) ในปริมาณสูงซึ่งเอ้ือต่อกระบวนการ lipid peroxidation และ
เหนี่ยวน าให้เกิดการตายของเซลล์ได้ง่าย (Chen et al., 2007; Cooper, 2003; Hazel and Williams, 1990; 
Riederer et al., 2004)  โดยการยับยั้งเอนไซม์ MAO สามารถลดการสร้างสาร H2O2 ที่เกิดขึ้นจากการย่อย
สลาย tyramine ได้  (Hauptmann et al., 1996) ในขณะที่โรคสมาธิสั้น (ADHD) ที่พบได้บ่อยในเด็กที่ไม่
สามารถควบคุมสมาธิและการเคลื่อนไหวของตนเองได้ จึงก่อให้เกิดปัญหาต่างๆ เช่น ผลการเรียนตกต่ าและมี
ปัญหาด้านความสัมพันธ์กับผู้อ่ืนแม้จะมีระดับสติปัญญาปกตินั้น พบว่าหนึ่งในพยาธิสภาพที่พบคือมีระดับของ
สารสื่อประสาท DA ในสมองน้อยกว่าปกติ ในขณะที่โรคซึมเศร้า (Depression) โรควิตกกังวล (Anxiety 



disorder) และโรคเครียดจากเหตุการณ์ร้ายแรง (PTSD) จะพบว่าผู้ป่วยเมื่อมีตัวกระตุ้นให้เกิดอาการดังกล่าวจะ
มีระดับของสารสื่อประสาท 5-HT และ NE ต่ ากว่าค่าปกติ  (Bortolato et al., 2008; Finberg, 2014; 
Yamada et al., 2004) 

จากสาเหตุข้างต้นท าให้เกิดการศึกษาค้นคว้าผลิตยาต่างๆที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ MAO 
(MAO inhibitor; MAOI) ในสมองเพ่ือคงระดับของสารสื่อประสาทและลดอาการพยาธิสภาพของโรคทางสมอง
ดังกล่าวมากมาย (ตารางที่ 1) นอกจากนี้ยังได้มีการน ามาใช้ยับยั้งเอนไซม์ MAO เพ่ือให้คงระดับสารสื่อประสาท
โดปามีนในสมองเพ่ือลดการสูบบุหรี่อีกด้วย (Tranylcypromine และ Selegiline) จากการศึกษาพบว่ายาที่
ยับยั้งเอนไซม์ MAO-A จะใช้รักษาอาการโรคซึมเศร้า โรควิตกกังวล และโรคเครียดจากเหตุการณ์ร้ายแรง 
ในขณะที่ยาที่ยับยั้งเอนไซม์ MAO-B จะใช้รักษาอาการโรคพาร์กินสัน โรคอัลไซเมอร์และโรคสมาธิสั้น 
(Bortolato et al., 2008; Finberg, 2014; Yamada et al., 2004) โดยยาแต่ละชนิดจะมีความความสามารถ
และกลไกในการยับยั้งเอนไซม์ MAO ที่แตกต่างกัน โดยสามารถแบ่งยาตามความจ าเพาะในการยับยั้งได้เป็น 1) 
ยาที่จ าเพาะในการยับยั้ง MAO-A 2) ยาที่จ าเพาะในการยับยั้ง MAO-B และ 3) ยาที่ยับยั้งได้ทั้ง MAO-A และ 
MAO-B และแบ่งกลไกในการยับยั้ง MAO ได้เป็น 1) การยับยั้งแบบผันกลับไม่ได้ (Irreversible inhibition) ที่
ยานั้นออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ MAO อย่างถาวรโดยเข้าไปท าปฏิกิริยากับโครงสร้างของฟลาวินที่บริเวณเร่งของ
เอนไซม์ ท าให้เอนไซม์ไม่สามารถเร่งปฏิกิริยาได้อีก การยับยั้งโดยกลไกนี้ปริมาณยาที่ได้รับต้องส่งผลให้เอนไซม์
ส่วนหนึ่งลดการท างานลงอย่างถาวร และปริมาณที่ได้รับต่อมา จะลดการท างานเพ่ิมขึ้นจนกระทั่งเข้าสู่จุดที่
เอนไซม์ถูกยับยั้งมากกว่า 80% และจะให้ปริมาณยาต่อเนื่องเพ่ือให้ MAO ถูกยับยั้งคงที่ แต่ถ้าไม่ได้รับยาอย่าง
ต่อเนื่องเอนไซม์ MAO ที่ถูกสร้างข้ึนใหม่จะสามารถเร่งปฏิกิริยาขึ้นได้ (Green et al., 1975)  และ 2) การยับยั้ง
แบบผันกลับได้ (Reversible inhibition) ที่การยับยั้งเอนไซม์เกิดขึ้นไม่ถาวรและประสิทธิภาพในการยับยั้ง
ขึ้นอยู่กับกลไกในการยับยั้ง โดยตัวยับยั้งต้องมีความสามารถที่ดีในการแย่งจับกับ MAO (high affinity) เมื่อ
เปรียบเทียบกับสารตั้งต้นของ MAO ในร่างกาย (Bortolato et al., 2008; Finberg, 2014) 

โดยการพัฒนายา MAOI เกิดขึ้นเนื่องจากการพบว่ายา Iproniazid ที่ใช้รักษาโรควัณโรคสามารถยับยั้ง
เอนไซม์  MAO และใช้รักษาอาการซึมเศร้าได้  (Fox et al., 1953; Zeller et al., 1952) ท าให้ เกิดการ
สังเคราะห์ยาอ่ืนๆ (ตารางที่ 2-1) เช่น Phenelzine หรือ Tranylcypromine ที่ใช้ส าหรับรักษาโรคซึมเศร้าหรือ
โรควิตกกังวลและสามารถยับยั้ง CYP2A6 ในการย่อยสลายนิโคตินได้ โดยยาทั้งสองออกฤทธิ์ยับยั้งแบบผันกลับ
ไม่ได้ต่อทั้ง MAO-A และ MAO-B หรือ Clorgyline ที่ออกฤทธิ์ยับยั้งอย่างจ าเพาะต่อ MAO-A แบบผันกลับ
ไม่ได้ ที่สามารถเพ่ิมระดับของ 5-HT ที่บริเวณของสมองที่มี serotonergic neuron ปริมาณมาก (kitanaka et 
al., 2010) ผลการศึกษายังพบว่า Clorgyline (1 mg/kg) สามารถยับยั้งฤทธิ์ของสาร Methylenedioxy- 
metampetamine (MDMA) ที่จะกระตุ้นให้มีการหลั่งสารสื่อประสาท 5-HT และ DA ได้ (Alves et al., 2007) 
และ Clorgyline ยังสามารถลดความเป็นพิษของ metampetamine ที่มีต่อสมองและลดอัตราการเกิด 
oxidative stress ได้ อีกด้ วย (Aluf et al., 2013; Thomas et al., 2009) ในขณ ะที่ ยา Selegiline และ 
Rasagiline ที่ออกฤทธิ์ยับยั้งอย่างจ าเพาะต่อ MAO-B แบบผันกลับไม่ได้ถูกน ามาใช้ส าหรับรักษาโรคพาร์กินสัน
และโรคอัลไซเมอร์  (Cesura et al., 1992; Esteban et al., 2014; Finberg et al., 2002; Knoll, 2000; 
Song et al., 2013; Thomas et al., 2000) โดยในช่วงแรกพบว่า Selegiline ยังสามารถยับยั้งการย่อยสลาย
สารเสพติด MPTP ของ MAO-B ที่จะได้สารผลิตภัณฑ์ที่จะเป็นพิษรุนแรงกับสมองและเหนี่ยวน าให้เกิดโรคพาร์
กินสันได้ (Heikkila et al., 1984; Langston et al., 1984; Tatton et al., 1996)    จากนั้นพบว่าการได้รับ 
Selegiline ปริมาณ 10 mg และ Rasagiline ปริมาณ 1 mg ต่อวันจะส่งผลช่วยยับยั้งการท างานของ MAO-B 
โดยไม่ต้องควบคุมอาหาร และการเพ่ิมปริมาณของ Selegiline เป็น 30 mg ต่อวันจะช่วยลดอาการโรคซึมเศร้า
ได้ (Mann et al., 1989) นอกจากนี้ยังมีรายงานการค้นพบว่า Selegiline สามารถยับยั้งฤทธิ์ของสาร MDMA 
ที่จะกระตุ้นให้มีการหลั่งสารสื่อประสาท 5-HT และ DA ได้ โดยลดการเกิด oxidative stress ได้ดีกว่า 



Clorgyline (Alves et al., 2007) ในทางตรงข้ามกับการยับยั้งแบบผันกลับไม่ได้ดังกล่าวข้างต้น ยาที่ออกฤทธิ์
ยับยั้งแบบผันกลับได้ถูกรายงานว่าสามารถน ามาใช้รักษาโรคได้เช่นกัน แต่มีประสิทธิภาพที่น้อยกว่า เช่นยา 
Moclobemide และ Cimoxotone ที่ออกฤทธิ์ยับยั้งอย่างจ าเพาะต่อ MAO-A แบบผันกลับได้ ที่สามารถรักษา
อาการโรคซึมเศร้าได้ดี เมี่อใช้ร่วมกับยายับยั้งการดูดซึมสารสื่อประสาทเซโรโทนิน (Selective Serotonin 
Reuptake inhibitor: SSRI) (Bech et al., 2012; Caille et al., 1996; Gillman, 2006) ใน ข ณ ะ ที่ ย า 
Safinamide ที่ออกฤทธิ์ยับยั้งอย่างจ าเพาะต่อ MAO B แบบผันกลับได้ ที่ยับยั้ง MAO-B ได้ดีกว่า MAO A ถึง 
700 เท่านั้น (Binda et al., 2007) ยังอยู่ในระหว่างพัฒนาขั้นที่ 3 โดยที่ Safinamide ที่ปริมาณ 100 mg ต่อ
วันสามารถเพ่ิมการสั่งงานของระบบสั่งการได้ แต่ไม่สามารถยับยั้งการย่อยสลาย MPTP ได้ดีเหมือน Selegiline 
และ Rasagiline (Schapira et al., 2010; 2013)   

แม้ว่าจะมีการน ายาที่เป็น MAOI มาใช้กันอย่างแพร่หลาย แต่ยาข้างต้นส่งผลกระทบข้างเคียงในผู้ใช้   
โดยในช่วงแรกของการพัฒนายาพบว่า Phenelzine และ Tranylcypromine ที่ยับยั้งได้ทั้ง MAO-A และ 
MAO-B จะส่งผลให้เกิดโรค “Cheese effect” คือเกิดอาการความดันโลหิตสูงและเลือดออกในสมอง เมื่อผู้ป่วย
รับประทานชีส ไวน์หรืออาหารหมักดอง ที่มีสารในกลุ่ม tyramine และ sympathomimetic amines (Brown 
et al., 1989; Finberg et al., 2011) นอกจากนี้ Phenelzine ยังส่งผลให้เกิดความเป็นพิษต่อระบบประสาท
และตับ (Gillman et al., 2011) หรือการได้รับ Tranylcypromine ร่วมกับยา Fluoxetine ที่ไปยับยั้งตัวรับเซ
โรโทนิน (Serotonin Transportor blocker: SERT) จะส่งผลให้เกิดการเพ่ิมขึ้นอย่างของของ 5-HT และ DA 
ส่งผลให้เกิดอาการ Serotonon syndrome (Shioda et al., 2004) ที่จะมีอาการสับสน ตื่นเต้น กระวน
กระวาย อยู่ไม่สุข (Gillman et al., 1999; 2004) ในขณะที่ยา Clorgyline Selegiline และ Rasagiline ส่งผล
ให้เกิดอาการความดันโลหิตสูง โดยเฉพาะเมื่อผู้ป่วยได้รับ L-dopa (lavodapa) ซึ่งช่วยต้านอาการของโรคควบคู่
กันและส่งผลให้เกิดอาการความดันสูงวิกฤตได้ (Finberg et al., 2006; Riederer et al., 2011) ท าให้ปัจจุบัน
ยังคงมีการศึกษาค้นคว้าอย่างต่อเนื่องเพ่ือค้นหาและประยุกต์ใช้สารเคมีสังเคราะห์จากโครงสร้างพ้ืนฐานเช่น 
โครงสร้างพ้ืนฐานแบบ Hydrazine หรือ Amphetamine หรือ Benzofuran หรือ ß-Tetralone ที่ออกฤทธิ์
ยับยั้ง MAO ได้ดี เพ่ือพัฒนาตัวยาที่ออกฤทธิ์ยับยั้ง MAO ส าหรับน าไปใช้รักษาโรค  (Esteban et al., 2014; 
He et al., 2014; Legoabe et al., 2014; Prins et al., 2014; Song et al., 2013) อ ย่ า ง ไรก็ ต าม ก าร
ประยุกต์ใช้สารกลุ่มดังกล่าวที่ผ่านการศึกษาว่าออกฤทธิ์ยับยั้ง MAO ที่ดีนั้น อาจเกิดปัญหาเรื่องความปลอดภัย
ในการใช้เช่นเดียวกับสารสังเคราะห์ที่ได้รับการพัฒนาเป็นตัวยาแล้วดังกล่าวข้างต้นได้   

เนื่องด้วยแนวโน้มในการรักษาโรคที่ย้อนกลับไปใช้สารจากธรรมชาติ (natural products) เพ่ือลดความ
เป็นพิษและผลข้างเคียง  จึงมีการศึกษาโดยค้นหาสารจากพืชสมุนไพรที่สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ MAO ได้ 
เช่นสารสกัดจากสมุน ไพร Hypericum perforatum (Butterweck et al., 2002) หรือ Zanthoxylum 
schinifolium (Jo et al., 2002) ห รื อ  Kaempferia galangal (Huong et al., 2002)  ห รื อ  Acorus 
gramineus (Tao et al., 2005) หรือ ß-Carboline จาก Peganum harmala (Herraiz et al., 2010) หรือ
พืชสมุนไพรจากประเทศเดนมาร์ก Trigonella foenum-graecum, Apium graveolens, Calluna vulgaris 
(Jager et al., 2013) ที่มีรายงานว่าสามารถยับยั้ง MAO-A ได้ดี  ในขณะที่จากพืชสมุนไพรจีนที่ท าการศึกษา 27 
ชนิดสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ MAO ได้นั้น สารสกัดจากต้น Arisaema amurense, 
Lilium brownii var. colchesteri, Lycium chinense และ Uncaria rhynchophylla ยับยั้งการท างานของ 
MAO-B  ได้ดีกว่า MAO-A ในหลอดทดลอง (Hou et al., 2005; Lin et al., 2003) เช่นเดียวกับ Gentiana 
lutea (Haraguchi et al., 2004) Ruta graveolens, Schotia brachypetala, Mentha aquatica แ ล ะ 
Gasteria croucheri ซึ่งเป็นพืชประจ าถิ่นในทวีปแอฟริกา (Stafford et al., 2007) หรือ Phellodendron  
amurense, Cyamopsis psoralioides,  Glycyrrhiza glabra/uralensis, Psoralea corylifolia ที่นิยมใช้
ในประเทศอินเดียยับยั้งการท างานของ MAO-B  ได้ดีกว่า MAO-A ในหลอดทดลอง (Mazzio et al., 2013) 



แม้ว่าการศึกษาดังกล่าวข้างต้น มุ่งเน้นไปที่การค้นหาพืชสมุนไพรที่สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งได้ โดยทั้งหมดออก
ฤทธิ์ยับยั้งแบบผันกลับไม่ได้และมีเพียงสารส าคัญจากพืช (ที่ผ่ านการท าบริสุทธิ์แล้ว) ในกลุ่ม alkaloids, 
phenols และ anthraquinones ที่มีรายงานถึงฤทธิ์ยับยั้งการท างานของ MAO A และ MAO B แบบผันกลับ
ได้ (Kong et al., 2004) และยังไม่มีรายงานชี้ชัดถึงการน ามาใช้ทางการแพทย์เพ่ือช่วยลดอาการของโรคทาง
สมองดังกล่าว แต่ผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าสารส าคัญจากพืชออกฤทธิ์ยับยั้งการท างานของ MAO ในสมอง
ของมนุษย์และสัตว์ได้ และน่าจะเป็นแหล่งในการน ามาใช้ท าการศึกษาเพ่ือบรรเทาหรือป้องกันอุบัติการณ์การ
เกิดโรคทางสมองต่อไปได้เช่นเดียวกับสารสังเคราะห์ทางเคมีต่างๆ    

ด้วยเหตุที่การค้นหาสารส าคัญจากสมุนไพรที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ MAO-A และ MAO-B  ที่ปลอดภัย
และมีประสิทธิภาพในการรักษาโรคโดยปราศจากผลข้างเคียงนั้น  จ าเป็นต้องใช้เอนไซม์ MAO จากสมองมนุษย์
ในปริมาณมากซึ่งเอนไซม์ MAO บริสุทธิ์ของมนุษย์ที่สามารถสั่งซื้อจากบริษัทสารเคมีต่างๆมีค่าใช้จ่ายสูง ไม่
เหมาะสมกับการน ามาเป็นตัวตรวจสอบเบื้องต้นในการศึกษาเพ่ือค้นหาสารส าคัญจากพืชสมุนไพรจากธรรมชาติ
ที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ MAO ในหลอดทดลอง  ดังนั้นเพ่ือเป็นการประหยัดค่าใช้จ่ายและพัฒนาระบบ
ตรวจสอบที่ง่ายและรวดเร็วเหมาะสมในการตรวจสอบฤทธิ์การยับยั้งเบื้องต้น ผู้วิจัยได้ท าการใช้สมองหมู (Sus 
domesticus) ที่มีรายงานว่ามีกลไกการท างาน การกระจายตัวและสัดส่วนของเอนไซม์ MAO-A และ MAO-B 
ใกล้เคียงกับมนุษย์คือร้อยละ 25 ต่อร้อยละ 75 ตามล าดับ (Abell et al., 2001; Bai et al., 2005; Saura 
Marti et al., 1990; Tipton et al., 1968a) เช่นเดียวกับสมองของหนู rat (Rattus norvegicus) ที่ได้มีการ
น ามาใช้ตรวจสอบการยับยั้งการท างานของสมุนไพรอย่างแพร่หลาย (Jager et al., 2013; Kong et al., 2004; 
Lin et al., 2003; Stafford et al., 2007) โดยเตรียมสารละลายโปรตีนจากไมโทคอนเดรียจากสมองหมู 
(ดัดแปลงจาก Tipton, 1968b) โดยพัฒนาวิธีตรวจสอบการท างานของเอนไซม์ MAO อย่างไรก็ตามตรวจสอบ
การท างานของเอนไซม์ MAO ในปัจจุบันจะใช้กลไกการตรวจสอบ H2O2 ที่เกิดข้ึนโดยสารเรืองแสงหรือ dye เร่ง
ก า ร เกิ ด ป ฏิ กิ ริ ย าด้ ว ย เอน ไซ ม์  horseradish peroxidase (HRP) แ ล ะต รวจ วั ด ด้ ว ย  fluorescence 
spectroscopy ซึ่งใช้ชุด kit ในการตรวจวัด ชุด kit มีราคาที่ค่อนข้างสูง ผู้วิจัยจึงพยายามพัฒนาระบบการ
ตรวจสอบที่ว่องไวและมีประสิทธิภาพที่สามารถใช้ตรวจสอบ MAO activity ได้โดยใช้สาร KI และสาร ABTS ที่
สามารถตรวจสอบการมีอยู่ของ H2O2 ได้คล้ายกันกับชุด kit และน ามาใช้ค้นหาสารสกัดจากสมุนไพรที่มีฤทธิ์ใน
การยับยั้งการท างานของเอนไซม์ MAO จากสมองหมู   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 

บทที่ 3 
สารเคมีและวิธีการทดลอง   

 

3.1 สารเคมี 

1. 0.25M Sucrose buffer pH 7.5  

2.  Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) (C6H5CH2SO2F) บริษัท Bio Basic INC. ประเทศแคนดา 

3. potassium iodide (KI) บริษัท Carlo erba ประเทศสหรัฐอเมริกา 

4. hydrogen peroxide (H2O2) 

5. Tris-Hydrochloride ยี่ห้อ Promega บริษัท Promega Corporation ประเทศสหรัฐอเมริกา 

6. Ethyl alcohol absolute (C2H5OH) MW 46.070 บริษัท Carlo erba ประเทศสหรัฐอเมริกา 

7. Tyramine ,97% บริษัท Acros ประเทศสหรัฐอเมริกา 

8. Hydrochloric acid (HCl) MW 36.46 บริษัท Carlo erba ประเทศสหรัฐอเมริกา 

9. Glycerol (CH2OHCHOHCH2OH) MW 92.095 บริษัท Bio Basic INC. ประเทศแคนาดา 

10. Ethyl Acetate (EA)  บริษัท Carlo erba ประเทศสหรัฐอเมริกา 

11. Hexane บริษัท Carlo erba ประเทศสหรัฐอเมริกา 

12. 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) ห รื อ  ABTS บ ริ ษั ท  Sigma-Alorich 
ประเทศสหรัฐอเมริกา 

13. Horseradish peroxidase หรือ HRP บริษัท Sigma-Alorich ประเทศสหรัฐอเมริกา 

14. Monoamine oxidase A (MAO-A), Monoamine oxidase B (MAO-B) บริษัท Sigma-Alorich ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 

15. (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid ) ห รื อ  HEPES buffer บ ริ ษั ท  อิ ตั ล ม า ร์ 
(ประเทศไทย) จ ากัด 

16. Monoamine Oxidase Assay Kit บริษัท Sigma-Alorich ประเทศสหรัฐอเมริกา 

17. Bardford ยี่ห้อ Bio-rad บริษัท Bio-rad Laboratories, Inc ประเทศสหรัฐอเมริกา 

18. น้ ากลั่น ภาควิชาชีวเคมี มหาวิทยาลัยบูรพา 

19. Sodium chloride (NaCl) MW 58.443 บริษัท Carlo erba ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 

 



3.2 สมุนไพรในการศึกษาครั้งนี้ 

- เก๊กฮวย (Dendranthema indicum L. หรือChrysanthemum indicum L.) 

- รางจืด (Thumbergia laurifolia Lindl.) 

- กระเจี๊ยบ (Hibiscus sabdariffa L.)  

- มะตูม (Aegle marmelos (L.) Carrea)  

- ดอกค าฝอย (Carthamus tinctorius L.)  

- โกศเขมา (Atractylodes lancea (Thunb.) DC.)  

- โกศน้ าเต้า (Rheum officinale Baill.) 

- โกศเชียง (Angelica sinensis (Oliv.) Diels)  

 - ทองพันชั่ง (Rhinacanthus nasutus (L.) Kurz)  

- โกฐหัวบัว (Ligusticum sinense Oliv. cv.Chuanxiong Hort)  

- โกศกระดูก (Saussurea lappa Clarke) 

- หญ้าหมอน้อย (Vernonia cenerea) 

- ปอกะปิด (Helicteres isora L.) 

- หญ้าหนวดแมว (Orthosiphon aristatus (Blume) Miq.) 

 

3.3 วิธีการทดลอง 

3.3.1 การเตรียมสมุนไพร   

สมุนไพรทั้งหมดซื้อมาจากร้านสมุนไพรสีทองตั้งอยู่ในจังหวัดชลบุรี พืชสมุนไพรที่เตรียมท าสารสกัดเอง
คือ เก๊กฮวยและรางจืด แล้ว จากนั้นน าพืชสมุนไพรมาบดให้ละเอียดแบ่งพืชสมุนไพรใส่ถุงผ้าดิบ ถุงละ 50 กรัม 
น าไปแช่ใน 95% เอทานอลในสัดส่วน 1 กรัม : 10 มิลลิลิตร แล้วท าการเขย่าโหลแก้ว 3 ครั้งต่อวัน เป็นเวลา 5 
วัน จากนั้นท าการกรองสารสกัดด้วยกระดาษกรอง whatman เบอร์ 1 (ท าการสกัด 3 ครั้ง)    น าส่วนสกัดเอทา
นอลที่ได้ไปท าการระเหยตัวท าละลายเอทานอลด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน จากนั้นเก็บสารละลายไว้
ที่ -20 องศาเซลเซียสจนกว่าจะท าการทดลอง ในส่วนของพืชสมุนไพรกระเจี๊ยบ, มะตูม, ดอกค าฝอย, โกฐเขมา, 
โกฐน้ าเต้า, โกฐเชียง, ทองพันชั่ง, โกฐหัวบัว, โกฐกระดูก, หญ้าหมอน้อย, ปอกะปิด, หญ้าหนวดแมว ได้รับจาก
คุณธันยาภรณ์ วงค์ศรี 

3.3.2 การเตรียมและการท าบริสุทธิ์สารละลายโปรตีนจากไมโทคอนเดรียจากสมองหมู          

 ท าการซื้อสมองของหมูที่พ่ึงเสียชีวิตจากโรงฆ่าสัตว์และถูกรักษาไว้ด้วยความเย็นจากร้านค้าในตลาดสด
จังหวัดชลบุรี  จากนั้นท าการแช่สมองหมูที่ได้ลงในสารละลายบัฟเฟอร์ 0.25 M Sucrose pH 7.6 ปริมาตร 9-
10 เท่าของน้ าหนักสมองที่ได้ (w/v)   ปั่นสมองหมูที่ได้ในเครื่องปั่นเป็นเวลา 1-2 นาที (ใส่ 5 mM PMSF) 
จากนั้นปั่นเหวี่ยงสารละลายสีชมพูเข้มที่ได้ด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 5 ,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที น าส่วนใสที่เก็บได้ไปปั่นเหวี่ยงอีกครั้งที่ 5,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าส่วนใสที่เก็บได้ไปปั่นเหวี่ยงที่ 11,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 



30 นาที  เก็บตะกอนที่ได้และเก็บสารละลายที่เป็นส่วนใสโปรตีนไว้ที่ -80 องศาเซลเซียสจนกว่าจะใช้ (ดัดแปลง
จาก Jager et al., 2013; Kong et al., 2004; Lin et al., 2003; Stafford et al., 2007; Tipton, 1968b) 

 

3.3.3 ตรวจสอบกิจกรรมการท างานของเอนไซม์ MAO จากสมองหมูด้วยสารละลายโพแทสเซียมไอโอไดร ์

 3.3.3.1 ใส่สารละลายของ 1M KI ปริมาตร 500 µl , 0.88mM H2O2 และ 1M buffer Tris-HCl ในคิว
เวตซึ่งมีปริมาตรรวมเท่ากับ1000 µl ตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง spectrometer ที่ความยาวคลื่น 
288 และ 353 นาโนเมตร โดยใช้สารละลาย H2O2 ที่ความเข้มข้นแตกต่างกัน 100 µM, 55 µM, 27.5 µM, 
13.75 µM, 6.875 µM และ 3.4 µM  

 
ภาพที่ 3-1 spectrum การดูดกลืนแสงของ KI ที่มาจากปฏิกิริยาการตรวจสอบการมีอยู่ของ H2O2 ภาพเล็ก
แสดงถึงตัวอย่างของกราฟมาตราฐานเมื่อวัดการเกิด I2 ที่ความยาวคลื่น 285 nm, 350 nm และ 490 nm 

ตามล าดับ (Sanders et al., 2014) 

 

 3.3.3.2 น าสารละลายส่วนใสของสมองหมู (11.71 µg Protein) บ่มกับสารตั้งต้นTyramine ที่ความ
เข้มข้น 0.5 mM และบัพเฟอร์ Tris-HCl ในหลอดเอฟเพนดอร์ป เติมไฮโดรคลอลิก 50 ไมโครลิตร เพ่ือท าการ
หยุดปฏิกิริยาในช่วงเวลาต่างๆ จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงตกตะกอนที่ความเร็ว 10,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10นาที ดูดสารละลายส่วนใสไว้และใส่โพแทสเซียมไอโอไดร์ 500 ไมโครลิตร จากนั้นท าการ
วัดด้วยเครื่องสเปกโตโฟโตรมิเตอร์ ที่ความยาวคลื่น 288 และ 353 นาโนเมตร และค านวณหาอัตราเร็วของ
ปฏิกิริยา 

 

3.3.4 ตรวจสอบกิจกรรมการท างานของเอนไซม์ MAO ด้วยABTS 

เป็นการตรวจสอบโดยใช้โหมด kinetic ในการตรวจวัดกิจกรรมการท างานของ MAO  และพิจารณา
จากอัตราการเกิดของปฏิกิริยา และใช้หลายความเข้มข้นของ p-tyramine (5µM, 10 µM, 20 µM, 50µM, 
100 µM, 200 µM, 500µM) โดยบ่ม50mM HEPES บัฟเฟอร์ 650 µl กับสารตั้งต้นTyramine และสารละลาย



15.4µM ABTS กับเอนไซม์0.077 Unit HRP จากนั้นเริ่มปฏิกิริยาด้วยเอนไซม์ MAO (0.084µg Protein) และ
วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องสเปกโตโฟโตรมิเตอร์ ที่ความยาวคลื่น 405 nm 

 

3.3.5 ตรวจสอบการยับยั้งเอนไซม์มอนอเอมีนออกซิเดสของพืชสารสกัดสมุนไพรไทย 

 เป็นการตรวจสอบฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพรในการยับยั้งเอนไซม์มอนอเอมีนออกซิเดส เตรียมสารสกัด
ทุกชนิดที่ท าการทดสอบที่คสามเข้มข้น0.5 mg/ml เพ่ือทดสอบความเข้มข้นที่ 10 µg/ml , 50 µg/ml และ 
100 µg/ml โดยใส่ บัพเฟอร์ HEPES จากนั้นใส่สารสกัด และใส่ 8 µM p-tyramine, 15.4µM ABTS, 0.077 
Unit HRP ผสมให้เข้ากัน จากนั้นวัดความสเปกโตรโฟโตมิตรี 20นาที เพ่ือดูว่ามีการเกิดปฏิกิริยาอ่ืนๆเกิดขึ้น
หรือไม่ก่อนท าการเติมเอนไซม์MAOเพ่ือเริ่มปฏิกิริยา และท าการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่405นาโนเมตร 

 3.3.5.1 การยับยั้งด้วยสารยับยั้งมาตรฐาน Pargyline 0.5 mM และ Clorgyline 0.05 mM 

 ใส่ 50mM HEPES บัฟเฟอร์ 650 µl บ่มกับ Pargyline ที่ความเข้มข้นต่างๆ (0.5µM, 1µM, 1.5µM, 
2µM, 4µM, 6µM, 8µM, 10µM) และเติม 8 µM p-tyramine กับสารละลาย 15.4µM ABTS และเอนไซม์ 
0.077 Unit HRP วัดความสเปกโตรโฟโตมิตรี 20นาที ก่อนท าการเติมเอนไซม์MAO (0.084µg Protein) เพ่ือ
เริ่มปฏิกิริยาและท าการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่405นาโนเมตร 

 ใส่  50mM HEPES บัฟเฟอร์ 650 µl บ่มกับ Clorgyline ที่ความเข้มข้นต่างๆ (0.02µM, 0.03µM, 
0.04µM, 0.05µM, 0.1µM, 0.2µM) และเติม 8 µM p-tyramine กับสารละลาย 15.4µM ABTS และเอนไซม์ 
0.077 Unit HRP วัดความสเปกโตรโฟโตมิตรี 20นาที ก่อนท าการเติมเอนไซม์MAO (0.084µg Protein) เพ่ือ
เริ่มปฏิกิริยาและท าการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่405นาโนเมตร 

 3.3.5.3 การยับยั้งด้วยสารสกัดต่อทั้ง MAO-AและMAO-B 

 การยับยั้งด้วยสารสกัดต่อทั้ง MAO-AและMAO-B นั้นจะยังไม่ใส่ตัวยับยั้งมาตรฐานทั้ง Pargyline 0.5 
mM และ Clorgyline 0.05 mM โดยใน 50mM HEPES บัฟเฟอร์ จากนั้นใส่สารสกัดที่ความเข้มข้น10 µg/ml 
, 50 µg/ml และ 100 µg/ml บ่มด้วย 8 µM p-tyramine กับสารละลาย 15.4 µM ABTS และเอนไซม์ 0.077 
U HRP ผสมกัน และน าคิวเวตใส่เครื่อง double beam spectrometer เพ่ือวัดค่าการดูดกลืนแสงประมาณ 20 
นาที จากนั้นเติมเอนไซม์MAO (0.084µg Protein) และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่405นาโนเมตร ในขณะที่ 
Control ส่วนที่ไม่ได้ใส่สารสกัดของพืช จะใส่เอทานอล 

 3.3.5.4. การยับยั้งด้วยสารสกัดต่อ MAO-A 

 หลักกการคือท าการยับยั้งเอนไซม์ MAO-B ด้วย Pargyline ก่อนจะศึกษาฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์MAO-A 
ด้วยสารสกัดพืชทั้ง14 ชนิด โดยบ่ม 1 µM Pargyline กับเอนไซม์ MAO (0.084µg Protein) ทิ้งไว้ 5นาที เพ่ือ
ยับยั้งกิจกรรม MAO-B ในขณะที่รอบ่ม ใส่ 50mM HEPES บัฟเฟอร์ 650 µl ลงในคิวเวตจากนั้นใส่สารสกัดที่
ความเข้มข้น10 µg/ml , 50 µg/ml และ 100 µg/ml และบ่ม 8 µM p-tyramine กับสารละลาย 15.4µM 
ABTS และเอนไซม์ 0.077 U HRP ผสมกัน และน าคิวเวตใส่เครื่อง double beam spectrometer เพ่ือวัดค่า
การดูดกลืนแสงประมาณ 20 นาที จากนั้นเติมเอนไซม์MAO (0.084µg Protein) ที่บ่มร่วมกับ Pargyline 1 µM 
ทิ้งไว้ในข้างต้นและท าการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 405 นาโนเมตร 

 3.3.5.5 การยับยั้งด้วยสารสกัดต่อ MAO-B 

 หลักกการคือท าการยับยั้งเอนไซม์ MAO-A ด้วย Clorgyline ก่อนจะศึกษาฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์MAO-B 
ด้วยสารสกัดพืชทั้ง14 ชนิด โดยบ่ม 0.5  µM clogyline กับเอนไซม์ MAO (0.084µg Protein) ทิ้งไว้ 5นาที 



เพ่ือยับยั้งกิจกรรม MAO-A ในขณะที่รอบ่ม ใส่ 50mM HEPES บัฟเฟอร์ 650 µl ลงในคิวเวตจากนั้นใส่สารสกัด
ที่ความเข้มข้น10 µg/ml , 50 µg/ml และ 100 µg/ml บ่มด้วย 8 µM p-tyramine กับสารละลาย 15.4µM 
ABTS และเอนไซม์ 0.077 U HRP ผสมกัน และน าคิวเวตใส่เครื่อง double beam spectrometer เพ่ือวัดค่า
การดูดกลืนแสงประมาณ 20 นาที จากนั้นเติมเอนไซม์MAO (0.084µg Protein) ที่บ่มร่วมกับ clogyline 0.5 
µM ทิ้งไว้ในข้างต้นและท าการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 405 นาโนเมตร 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
  
 

 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
 

บทท่ี 4 
ผลการทดลอง 

 
4.1 การเตรียมเอนไซม์ MAO จากสมองหมู 
 น าสมองหมูที่ได้จากหมูที่เสียชีวิตแล้ว (ภาพที่ 4-1) มาท าให้เซลล์แตกด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง(หัวข้อ 
3.4.2) จะได้ส่วนตะกอนกับส่วนใสที่มีไมโทคอนเดรียที่มีเอนไซม์ MAO อยู่  

 
ภาพที่ 4-1 สมองหมูที่ได้จากโรงฆ่าสัตว์ 

 
  4.2 การตรวจสอบกิจกรรมการท างานของเอนไซม์ MAO ด้วยสารละลาย KI 

4.2.1 การท าปฏิกิริยาของสารละลายโพแทสเซียมไอโอไดร์ (KI) กับสารละลายไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด ์(H2O2) มาตรฐาน  
 ตรวจสอบการท าปฏิกิริยาระหว่างสารตรวจสอบ KI และผลิตภัณฑ์ H2O2 โดยใส่สารละลาย 1M KI, 
0.88 mM H2O2 ในสารละลาย 1M buffer Tris-HCl จากนั้ น  ตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง 
spectrometer ที่ความยาวคลื่น 200 – 500 นาโนเมตร พบว่าสารละลาย KI ท าปฏิกิริยากับ H2O2 มาตราฐาน
ได้ผลิตภัณฑ์ I2 ที่ตรวจสอบได้ที่ความยาวคลื่น 288 และ 353 นาโนเมตรจากนั้นสร้างกราฟมาตรฐาน โดยใช้
สารละลาย H2O2 ที่ความเข้มข้นแตกต่างกัน พบว่าสาร KI ที่เกิดขึ้นมีความสามารถในการดูดกลืนแสงโดยมี
ความสัมพันธ์ในเชิงเส้นตรงที่ 288 nm และ 535 nm ดังภาพที่ 4-2  
   



 

ภาพที่ 4-2 กราฟมาตราฐานการดูดกลืนแสงที่ 280 nm และ 535 nm ของผลิตภัณฑ์ I2 ที่ความ
เข้มข้นของสารละลาย H2O2 ต่าง ๆ  
 

4.2.2 การตรวจสอบกิจกรรมเอนไซม์ MAO จากส่วนใสของสมองหมู  
 ตรวจสอบกิจกรรมเอนไซม์ MAO ในการท าปฏิกิริยากับสารตั้งต้น tyramine ในสารละลาย 1M Tris-
HCl pH 7.5 จากนั้นหยุดปฏิกิริยาด้วย 2N HCl ที่เวลาต่าง ๆ ผลการทดลองพบว่ากิจกรรมการท างานของ
เอนไซม์ MAO เพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส าคัญ (ภาพท่ี 4-3 และ 4-4)  

อย่างไรก็ตามการตรวจสอบกิจกรรมการท างานของเอนไซม์ MAO ด้วยสารละลาย KI พบว่าไม่
เหมาะสมส าหรับตรวจสอบกิจกรรมของ MAO เนื่องจากสามารถเกิดปฏิกิริยาต่อเนื่องได้ แม้จะหยุดปฏิกิริยา
ด้วย HCl เกิดเป็นสีเหลืองของ I2 ปรากฏขึ้นเมื่อเวลาผ่านไปท าให้การใช้สารละลาย KI อาจไม่เหมาะสมในการ
ตรวจสอบยืนยันถึงกิจกรรมการท างานของเอนไซม์ MAO  
 

 
ภาพที่ 4-3 ค่าการดูดกลืนแสงที่ 288 นาโนเมตรของการทดสอบตรวจติดตามการเกิดผลิตภัณฑ์ H2O2 

ด้วยสารละลาย KI ซึ่งจะท าการหยุดปฏิกิริยาด้วย 2N HCl ที่เวลา 30 นาท ี

+ MAO 

- MAO 



 
ภาพที่ 4-4 ค่าการดูดกลืนแสงที่ 353 นาโนเมตรของการทดสอบตรวจติดตามการเกิดผลิตภัณฑ์ H2O2 

ด้วยสารละลาย KI ซึ่งจะท าการหยุดปฏิกิริยาด้วย 2N HCl ที่เวลา 30 นาท ี
 
4.3 การตรวจสอบฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ MAO ด้วย ABTS assay  

4.3.1 การวัดการท างานของ MAO ภายใต้สภาวะท่ีเหมาะสม 
ท าการหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์ MAO จากสารตั้งต้น tyramine ที่ความเข้มข้น

ต่าง ๆ และน ามาวิเคราะห์ผล พิจารณาจากค่า Km ที่ได้ (GraphPad Prism 5) พบว่าค่า Km ของเอนไซม์ 
MAO ต่อสารตั้งต้น tyramine คือ 8 µM ภาพที่ 4-5  
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ภาพที่ 4-5 ความเข้มข้นต่าง ๆ ของสารตั้งต้น tyramine ที่มีผลต่อการท างานของเอนไซม์ MAO การ

ทดลองท าสามซ้ าและวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม GraphPad Prism5 
 

 4.3.2 การยับยั้ง MAO-A และ MAO-B  
เป็นการตรวจสอบโดยใช้เครื่อง spectrophotometer ในการตรวจวัดกิจกรรมการท างานของ MAO  

และฤทธิ์ยับยั้งของสารสกัดสมุนไพร ที่ความเข้มข้นของ p-tyramine 8 µM ความเข้มข้นของสารสกัดที่ใช้ คือ 

+ MAO 

- MAO 



10 µg/ml, 50 µg/ml และ 100 µg/ml และได้ท าการใส่ตัวยับยั้งเอนไซม์ MAO-A (clorgyline) และ MAO-B 
(pargyline) เป็นปฏิกิริยาควบคุมในการตรวจสอบกิจกรรมการท างานของ MAO จากสมองหมู ผลการศึกษา
พบว่าสารสกัดจากโกฐน้ าเต้าออกฤทธิ์ยับยั้งทั้ง MAO-A และ MAO-B ได้ดีที่สุดที่ค่า IC50 18.58 µg/ml สาร
สกัดที่ออกฤทธิ์ยับยั้งได้ดีรองลงมา คือโกฐเขมา, เก๊กฮวย, ทองพันชั่ง, มะตูม, ปอกะบิด, หญ้าหมอน้อย, รางจืด, 
ดอกค าฝอย, โกฐเจียง, โกฐหัวบัว, โกฐกระดูก, หญ้านวดแมว และกระเจี๊ยบ ที่ค่า IC50 32.82, 37.89, 38.84, 
39.27, 42.97, 50.5, 52.47, 79.37, 85.19, 98.69, 159.6, 300.2 และ 781.9 µg/ml ตามล าดับ  
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 หมายเลข 1 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดเก๊กฮวย,  หมายเลข 2 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดรางจืด 
 หมายเลข 3 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดกระเจี๊ยบ,  หมายเลข 4 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดมะตูม 

หมายเลข 5 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดดอกค าฝอย, หมายเลข 6 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดโกฐเขมา 
หมายเลข 7 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดโกฐน้ าเต้า, หมายเลข 8 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดโกฐเจียง 
หมายเลข 9 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดทองพันชั่ง, หมายเลข 10 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดโกฐหัวบัว 
หมายเลข 11 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดโกฐกระดูก, หมายเลข 12 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดหญ้าหมอน้อย 
หมายเลข 13 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดปอกะบิด, หมายเลข 14 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดหญ้านวดแมว 
 
ภาพที่ 4-6 กราฟแสดงการเปรียบเทียบการยับยั้งของสารสกัดท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ 10, 50 และ 100 

µg/ml ในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ MAO การทดลองท าสามซ้ าและวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม 
GraphPad Prism5 

 
 4.3.3 ยับยั้ง MAO-A 

ท าการบ่มตัวยับยั้งเอนไซม์ MAO-B หรือ pargyline กับเอนไซม์ MAO ก่อนเพ่ือยับยั้งเอนไซม์ MAO-B 
ในสมองหมูก่อนตรวจสอบการท างานของเอนไซม์ MAO-A ในสมองหมู จากนั้นน าสารสกัดจากพืชสมุนไพรมาใช้
ยับยั้งโดยใช้ความเข้มข้น 10 µg/ml, 50 µg/ml และ 100 µg/ml สารสกัดที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ MAO-A 
ได้ดีที่สุด คือโกฐกระดูกที่ค่า IC50 3.526 µg/ml สารสกัดท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งได้ดีรองลงมา คือโกฐหัวบัว, ปอกะบิด



, โกฐกระดูก, มะตูม, โกฐเขมา, โกฐเจียง, โกฐน้ าเต้า, เก๊กฮวย, รางจืด, ทองพันชั่ง, หญ้านวดแมว และดอก
ค าฝอย ที่ ค่ า  IC50  35.82, 43.71, 82.67, 88.64, 113.4, 119.2, 123.7, 133.6, 144, 198.3, 494.3 และ 
720.5 µg/ml ตามล าดับ และสารสกัดที่ไม่สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ MAO-A ได ้คือกระเจี๊ยบ 
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 หมายเลข 1 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดเก๊กฮวย,  หมายเลข 2 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดรางจืด 
 หมายเลข 3 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดกระเจี๊ยบ,  หมายเลข 4 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดมะตูม 

หมายเลข 5 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดดอกค าฝอย, หมายเลข 6 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดโกฐเขมา 
หมายเลข 7 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดโกฐน้ าเต้า, หมายเลข 8 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดโกฐเจียง 
หมายเลข 9 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดทองพันชั่ง, หมายเลข 10 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดโกฐหัวบัว 
หมายเลข 11 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดโกฐกระดูก, หมายเลข 12 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดหญ้าหมอน้อย 
หมายเลข 13 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดปอกะบิด, หมายเลข 14 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดหญ้านวดแมว 
 

ภาพที่ 4-7 กราฟแสดงการเปรียบเทียบการยับยั้งของสารสกัดท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ 10, 50 และ 100 
µg/ml ในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ MAO-A เมื่อยับยั้ง MAO-B ด้วย pargyline ก่อนท าการทดลอง 
การทดลองท าสามซ้ าและวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม GraphPad Prism5 

 
4.3.4 ยับยั้ง MAO-B 
ท าการบ่มตัวยับยั้งเอนไซม์ MAO-A หรือ clorgyline กับเอนไซม์ MAO ก่อนเพ่ือยับยั้งเอนไซม์ MAO-

A ในสมองหมูก่อนตรวจสอบการท างานของเอนไซม์ MAO-B ในสมองหมู จากนั้นน าสารสกัดจากพืชสมุนไพรมา
ใช้ยับยั้งโดยใช้ความเข้มข้น 10 µg/ml, 50 µg/ml และ 100 µg/ml สารสกัดที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ MAO-B 
ได้ดีที่สุด คือโกฐน้ าเต้าที่ค่า IC50  18.26 µg/ml สารสกัดที่ออกฤทธิ์ยับยั้งได้ดีรองลงมา คือโกฐเขมา, หญ้า
หมอน้อย, ปอกะบิด, ทองพันชั่ง, ดอกค าฝอย, โกฐกระดูก, เก็กฮวย, โกฐหัวบัว และโกฐเจียง ที่ค่า IC50  42.96, 
87.6, 94.13, 98.97, 133, 151.6, 156.3, 360.9, 425.7 µg/ml ตามล าดับ และสารสกัดที่ไม่สามารถออกฤทธิ์
ยับยั้งเอนไซม์ MAO-B ได ้คือรางจืด, กระเจี๊ยบ, มะตูม และหญ้านวดแมว 
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 หมายเลข 1 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดเก๊กฮวย,  หมายเลข 2 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดรางจืด 
 หมายเลข 3 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดกระเจี๊ยบ,  หมายเลข 4 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดมะตูม 

หมายเลข 5 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดดอกค าฝอย, หมายเลข 6 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดโกฐเขมา 
หมายเลข 7 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดโกฐน้ าเต้า, หมายเลข 8 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดโกฐเจียง 
หมายเลข 9 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดทองพันชั่ง, หมายเลข 10 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดโกฐหัวบัว 
หมายเลข 11 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดโกฐกระดูก, หมายเลข 12 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดหญ้าหมอน้อย 
หมายเลข 13 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดปอกะบิด, หมายเลข 14 คือฤทธิ์ยับยั้งจากสารสกัดหญ้านวดแมว 
 
ภาพที่ 4-8 กราฟแสดงการเปรียบเทียบการยับยั้งของสารสกัดท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ 10, 50 และ 100 

µg/ml ในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ MAO-B เมื่อยับยั้ง MAO-A ด้วย clorgyline ก่อนท าการทดลอง 
การทดลองท าสามซ้ าและวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม GraphPad Prism5 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 



 
 
 

บทท่ี 5 
อภิปราย สรุปผลการทดลอง และข้อเสนอแนะ 

 
5.1 อภิปรายผลการทดลอง 

 เอ น ไซ ม์  Monoamine Oxidase (MAO) เป็ น เอ น ไซ ม์ ที่ ท า ห น้ า ที่ เร่ ง ป ฏิ กิ ริ ย า  oxidative 
deamination ของ neurotransmitters และ biogenic (Davison, 1958) จากคุณสมบัติของเอนไซม์ MAO 
ในการเกิดปฏิกิริยาการย่อยสลายสารสื่อประสาท พบว่าได้สารที่เป็นพิษต่อระบบประสาทคือ สารไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์ (H2O2) และแอมโมเนีย (NH3) โดยเฉพาะสาร (H2O2) ซึ่งสามารถเหนี่ยวน าให้เกิดการสร้างอนุมูล
อิสระอ่ืนๆ ส่งผลให้ เกิดความผิดปกติในการท างานของไมโทคอนเดรีย (mitocondria) และท าให้ เกิด
กระบวนการตายของเซลล์ประสาทได้ (Neuronal apoptosis) (Chung et al., 2015) จากสาเหตุข้างต้นท าให้
เกิดการศึกษาค้นคว้าผลิตยาต่างๆที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ MAO (MAO inhibitor; MAOI) ที่ถูก
น ามาใช้กันอย่างแพร่หลาย แต่ยาข้างต้นส่งผลกระทบข้างเคียงในผู้ใช้ ส่งผลให้เกิดโรค “Cheese effect” คือ
เกิดอาการความดันโลหิตสูงและเลือดออกในสมอง เมื่อผู้ป่วยรับประทานชีส ไวน์หรืออาหารหมักดอง  (Brown 
et al., 1989; Finberg et al., 2011) จึงมีความพยายามหาสารสกัดจากธรรมชาติที่ปลอดภัยและสามารถออก
ฤทธิ์ยับยั้ง MAO ได้ อย่างไรก็ตามการศึกษาค้นคว้าดังกล่าวต้องใช้เอนไซม์ MAO จากสมองมนุษย์ซึ่งได้มาโดย
ยากและเป็นข้อจ ากัดในการศึกษาค้นคว้า  รวมถึงเอนไซม์ MAO บริสุทธิ์ของมนุษย์ที่สามารถสั่งซื้อจากบริษัท
สารเคมีต่างๆมีค่าใช้จ่ายสูง ไม่เหมาะสมกับการน ามาเป็นตัวตรวจสอบเบื้องต้นในการศึกษาเพ่ือค้นหาพืช
สมุนไพรจากธรรมชาติที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ MAO ในหลอดทดลอง  

จากการพัฒนาระบบในการตรวจสอบกิจกรรมการท างานของเอนไซม์ MAO ด้วยสมองหมูซึ่งมีรายงาน
ว่าพบเอนไซม์ MAO อยู่ที่บริเวณเยื่อหุ้มชั้นนอกของไมโทคอนเดรีย และมีมีกลไกการท างาน การกระจายตัวและ
สัดส่วนของเอนไซม์ MAO-A และ MAO-B ใกล้เคียงกับมนุษย์คือร้อยละ 25 ต่อร้อยละ 75 ตามล าดับ (Abell 
et al., 2001; Bai et al., 2005; Saura Marti et al., 1990; Tipton et al., 1968a) ด้วยวิธีการต่าง ๆ ใน
การศึกษาครั้งนี้ผู้วิจัยท าการเตรียมเอนไซม์ MAO (ดัดแปลงจาก Jager et al., 2013; Kong et al., 2004; Lin 
et al., 2003; Stafford et al., 2007; Tipton, 1968b) โดยเตรียมสารละลายจากส่วนไมโทครอนเดรียเป็น
สารละลายส่วน cytoplasm จากนั้นทดสอบกิจกรรมเอนไซม์ MAO ด้วยสารละลาย KI ที่มีสมมติฐานที่ว่าเมื่อ
เอนไซม์ MAO เร่งปฏิกิริยา oxidative deamination ของสารตั้งต้นแล้วได้ H2O2 เป็นผลิตภัณฑ์และสามารถ
ตรวจสอบได้โดยสารละลาย KI ที่มีไอโอไดร์เป็นส่วนผสม โดย H2O2 จะเข้าท าปฏิกิริยาและเกิดเป็นไอโอดีนที่มีสี
ซึ่ง I2 สามารถท าการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 288 นาโนเมตร และ 353 นาโนเมตร (Sanders et 
al., 2014) ผลการศึกษาพบว่าเกิดสารละลายสีเหลืองของ I2 ในหลอดทดลองที่ใส่สารละลายเอนไซม์ MAO 
ในช่วงเวลาที่ทดสอบคือ 20 นาทีเท่านั้น (ไม่พบสีเหลืองของ I2 ในหลอดควบคุม) อย่างไรก็ตามเมื่อตั้งปฏิกิริยา
ทิ้งไว้มากกว่า 30 นาทีปรากฏว่าสารละลายมีความเข้มของสี เหลืองเพ่ิมขึ้นสอดคล้องกับค่าการดูดกลืนแสงที่
เพ่ิมข้ึน ซึ่งอาจเกิดจากการเกิด auto reaction จากสารละลาย HCl เข้าท าปฏิกิริยาต่อกับ I2 ดังสมการ  

HCl + KI     KCl + I2 + H2 

 



ผู้วิจัยจึงได้ยกเลิกการทดสอบด้วยสารละลาย KI และพยายามพัฒนาระบบการตรวจสอบกิจกรรมการ
ท างานของเอนไซม์ MAO โดยวิธี ABTS assay ที่ตรวจสอบการมีอยู่ของ H2O2 โดยใช้สาร ABTS ท าปฏิกิริยากับ 
H2O2 ด้วยเอนไซม์  horseradish peroxidase (HRP) ได้ผลิตภัณฑ์คือ ABTS radical cation (ABTS.+) เมื่อ
เกิดปฏิกิริยาจาก ABTS เป็น ABTS.+ จะมีสีเขียวและสามารถท าการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 
นาโนเมตร (Roberta et al., 1999) และได้ท าการหยุดปฏิกิริยาด้วยสารละลาย 2N HCl ที่เวลาต่าง ๆ พบว่า 
peak จากการท างานจากกิจกรรมของ MAO ไม่ปรากฏให้เห็นในการทดลอง หรือไม่มี H2O2 เกิดขึ้น ซึ่งเกิดจาก 
HCl มีผลต่อการท างานของเอนไซม์ HRP (Asud et al., 2011) จึงได้เปลี่ยนวิธีการหยุดปฏิกิริยาโดยการ 
freeze – thaw ซึ่งวิธีการนี้ตรวจสอบไม่พบกิจกรรมของ MAO เช่นกัน (ไม่แสดงผลการทดลอง) 

ท าการศึกษาโดยใช้ชุดตรวจสอบมาตราฐาน (ชุด kit) ที่ตรวจสอบ H2O2 ที่เกิดจากการย่อยสลายสารตั้ง
ต้น p-tyramine เมื่อสีย้อมหรือ dye ท าปฏิกิริยากับ H2O2 ด้วยการเร่งของเอนไซม์ horseradish peroxidase 
(HRP) จะเกิดการเรืองแสงเพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของสารละลายเอนไซม์ MAO จากสมองหมูที่เตรียมขึ้นเพ่ือ
เปรียบเทียบสารตั้งต้น และบัฟเฟอร์ จากการตรวจสอบพบว่าชนิดของ Buffer และ p-tyramine ที่เตรียมขึ้น
นั้นมีผลต่อกิจกรรมการท างานของเอนไซม์ MAO (ภาพที่ 4-6) โดยบัฟเฟอร์ที่ใช้คือ Tris-Cl pH 7.4 แต่ผู้วิจัย
พบว่าชุดตรวจสอบมาตรฐานใช้ HEPES buffer จึงท าการแก้ไขโดยการเปลี่ยนเป็น HEPES buffer pH 7.5 
(Kun Hu et al., 2010; Mazzio et al., 2013) นอกจานี้ยังพบว่า p-tyramine ที่เตรียมข้ึนเองนั้นตกตะกอนได้
ง่ายและมีผลต่อกิจกรรมการท างานของเอนไซม์ MAO ผู้วิจัยจึงท าการหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ  p-
tyramine จากชุด kit เพ่ือจะเตรียมความเข้มข้นให้ใกล้เคียงกัน จากผลการทดสอบที่ได้นั้น ความเข้มข้นของ p-
tyramine ของชุด kit อยู่ที่ประมาณ 0.028 M p-tyramine ซึ่งน้อยกว่าความเข้มข้นที่ 0.25 M ที่ผู้วิจัยเตรียม
ขึ้นประมาณเกือบ 10 เท่า หลังจากนั้นจึงได้ตรวจสอบกิจกรรมการท างานของเอนไซม์ MAO จากสมองหมูใน
สภาวะใหม่ ในการหาค่า Km ของเอนไซม์ MAO จากสมองหมูที่มีต่อสารตั้งต้น p-tyramine ด้วยวิธีตรวจสอบที่
ใช้ ABTS เป็นสารตรวจสอบพบว่าได้ค่า Km ประมาณ 8 uM ซึ่งใกล้เคียงกับที่เคยมีการศึกษามาก่อนหน้านี้ 
(Jager et al., 2013; Kong et al., 2004; Lin et al., 2003; Stafford et al., 2007; Tipton, 1968b) 

จากนั้นท าการศึกษาหาพืชสมุนไพรที่สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ MAO และเพ่ือ
ความสะดวกรวดเร็วจึงได้พัฒนาระบบการตรวจคัดกรองด้วย microplate reader ซึ่งเป็นวิธีการที่สะดวก
รวดเร็วใช้ปริมาณสารที่น้อย แต่ไม่สามารถตรวจวัดการเกิดปฏิกิริยาในการขั้นเริ่มต้นได้ (ภาพที่ 4-8) ซึ่งอาจเกิด
จากปริมาตรที่น้อยและความแม่นย าในการวัดของเครื่องมือ ผู้วิจัยจึงตรวจฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ 
MAO จากสมองหมูด้วยเครื่อง double beam spectrometer ที่จะเริ่มปฏิกิริยาโดยใส่เอนไซม์ MAO ทั้งนี้
เพราะล าดับการใส่สารในปฏิกิริยามีผลต่ออัตราเร็วของปฏิกิริยา โดยการใส่ MAO เพ่ือเริ่มปฏิกิริยาจะส่งผลให้
ค่า initial rate สูงสุด เมื่อเทียบกับการใส่ tyramine เป็นตัวเริ่มปฏิกิริยา (ไม่แสดงผลการทดลอง) ทั้งนี้อาจ
เนื่องจาก MAO อาจจับกับ ABTS ท าให้เร่งปฏิกิริยาได้ช้า  โดยในการศึกษาฤทธิ์ยับยั้งผ็วิจัยใช้สาร clorgyline, 
และ pargyline ที่ออกฤทธิ์ยับยั้ง MAO-A และ MAO-B เป็นปฏิกิริยาควบคุม โดยสารละลายทั้งสองนี้ที่มีกลไก
ในการยับยั้ง MAO-A และ B แบบไม่ผันกลับ (Zdenek et al., 2010) และค่า ki ของ clorgyline อยู่ในช่วง 
0.02 - 0.05 µM และ ki ของ pargyline อยู่ในช่วง 0.05 - 1.8 µM (Jiang et al., 2015) โดยในการศึกษาครั้ง
นี้เลือกใช้ 2 เท่าของค่า ki เพ่ือเป็นการยืนยันว่าสารละลายทั้ง 2 ชนิดนั้นสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ โดยไม่พบการเกิดปฏิกิริยาในหลอดที่เป็น positive control แต่เมื่อท าการใส่ตัวยับยั้งแค่ตัวใดตัว
หนึ่งลงไปพบ activity นั้นหมายถึงตัวยับยั้งสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งอีก isoform หนึ่งเพ่ือให้อีกหนึ่ง isoform ที่
ไม่ถูกยับยั้งแสดงหน้าที่ในการท าปฏิกิริยา 

เมื่อท าการศึกษาฤทธิ์ยับยั้งกิจกรรมการท างานของเอนไซม์ MAO ทั้งสอง isoforms จากสารสกัดจาก
สมุนไพรทั้ง 14 ชนิด โดยปฏิกิริยา co-incubation ซึ่งจะใส่สารละลายที่เตรียมท าปฏิกิริยาทั้งหมดลงในคิวเวต
และเริ่มปฏิกิริยาโดยใส่เอนไซม์ MAO จากสมองหมู โดยท าการทดสอบกับสารสกัดทั้งหมด 3 ความเข้มข้น 10 



µg/ml, 50 µg/ml และ 100 µg/ml แต่ถ้าจะศึกษาฤทธิ์ยับยั้งของสารสกัดที่มีต่อ MAO-A หรือ MAO-B จะบ่ม
เอนไซม์ MAO จากสมองหมูกับสารมาตราฐานที่ยับยั้งอีก isoform ของ MAO ก่อน (pre-incubation with 
inhibitor) จากผลการศึกษาสารสกัดที่น ามายับยั้งเอนไซม์ MAO พบว่าสารสกัดจากโกฐน้ าเต้าออกฤทธิ์ยับยั้งทั้ง 
MAO-A และ MAO-B ได้ดีที่สุดที่ค่า IC50 18.58 µg/ml สารสกัดที่ออกฤทธิ์ยับยั้งได้ดีรองลงมา คือโกฐเขมา, 
เก๊กฮวย, ทองพันชั่ง, มะตูม, ปอกะบิด, หญ้าหมอน้อย, รางจืด, ดอกค าฝอย, โกฐเจียง, โกฐหัวบัว, โกฐกระดูก, 
หญ้านวดแมว และกระเจี๊ยบตามล าดับ และเมื่อท าการทดลองในการน าสารสกัดที่ความเข้มข้นต่าง ๆ มายับยั้ง
การท างานของเอนไซม์ MAO-A เมื่อยับยั้ง MAO-B ด้วย 1µM pargyline สารสกัดที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ 
MAO-A ได้ดีที่สุด คือหญ้าหมอน้อยที่ค่า IC50 3.526 µg/ml สารสกัดที่ออกฤทธิ์ยับยั้งได้ดีรองลงมา คือโกฐ
หัวบัว, ปอกะบิด, โกฐกระดูก, มะตูม, โกฐเขมา, โกฐเจียง, โกฐน้ าเต้า, เก๊กฮวย, รางจืด, ทองพันชั่ง, หญ้านวด
แมว และดอกค าฝอยตามล าดับ โดยสารสกัดที่ไม่สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ MAO-A ได้คือสารสกัดจาก
กระเจี๊ยบ ในขณะที่เมื่อศึกษาฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ MAO-B เมื่อยับยั้ง MAO-A ด้วย 0.05 µM 
clorgyline ก่อนท าการทดลอง  พบว่าสารสกัดที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ MAO-B ได้ดีที่สุด คือโกฐน้ าเต้าที่ค่า 
IC50  18.26 µg/ml สารสกัดที่ออกฤทธิ์ยับยั้งได้ดีรองลงมา คือโกฐเขมา, หญ้าหมอน้อย, ปอกะบิด, ทองพันชั่ง, 
ดอกค าฝอย, โกฐกระดูก, เก็กฮวย, โกฐหัวบัว และโกฐเจียงตามล าดับ โดยสารสกัดที่ไม่สามารถออกฤทธิ์ยับยั้ง
เอนไซม์ MAO-B ได ้คือรางจืด, กระเจี๊ยบ, มะตูม และหญ้านวดแมว 

โดยสรุปสารสกัดที่ยับยั้ง MAO-A และ MAO-B ได้แตกต่างกันโดยที่สารสกัดที่ยับยั้ง MAO-A ได้ดีที่สุด 
คือหญ้าหมอน้อยที่ค่า IC50 3.526 µg/ml และสารสกัดที่ยับยั้ง MAO-B ได้ดีที่สุด คือโกฐน้ าเต้าที่ค่า IC50  
18.26 µg/ml ซึ่งส่วนสารสกัดจากโกฐน้ าเต้านั้นยังออกฤทธิ์ยับยั้งทั้ง MAO-A และ MAO-B ได้ดีที่สุดที่ค่า IC50 
18.58 µg/ml ผลการทดลองที่ได้สอดคล้องกับผลการศึกษาก่อนหน้านี้ที่พืชสมุนไพรหลายชนิดสามารถออกฤทธิ์
ยับยั้งเอนไซม์ MAO ได้เช่นสารสกัดจากสมุนไพร Hypericum perforatum (Butterweck et al., 2002) หรือ 
Zanthoxylum schinifolium (Jo et al., 2002) หรือ Kaempferia galangal (Huong et al., 2002)  หรือ 
Acorus gramineus (Tao et al., 2005) ห รื อ  ß -Carboline จ าก  Peganum harmala (Herraiz et al., 
2010) หรือ พืชสมุน ไพรจากประเทศ เดนมาร์ก  Trigonella foenum-graecum, Apium graveolens, 
Calluna vulgaris (Jager et al., 2013) ที่มีรายงานว่าสามารถยับยั้ง MAO-A ได้ดี  ในขณะที่จากพืชสมุนไพร
จีนที่ท าการศึกษา 27 ชนิดสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ MAO ได้นั้น สารสกัดจากต้น 
Arisaema amurense, Lilium brownii var. colchesteri, Lycium chinense แ ล ะ  Uncaria 
rhynchophylla ยับยั้งการท างานของ MAO-B  ได้ดีกว่า MAO-A ในหลอดทดลอง (Hou et al., 2005; Lin et 
al., 2003) เ ช่ น เ ดี ย ว กั บ  Gentiana lutea (Haraguchi et al., 2004) Ruta graveolens, Schotia 
brachypetala, Mentha aquatica และ Gasteria croucheri ซึ่ งเป็ น พืชประจ าถิ่ น ในทวีปแอฟริกา 
(Stafford et al., 2007) ห รื อ  Phellodendron  amurense, Cyamopsis psoralioides,  Glycyrrhiza 
glabra/uralensis, Psoralea corylifolia ที่นิยมใช้ในประเทศอินเดียยับยั้งการท างานของ MAO-B  ได้ดีกว่า 
MAO-A ในหลอดทดลอง (Mazzio et al., 2013) และแสดงให้เห็นศักยภาพของพืชสมุนไพรที่สามารถน ามาใช้
พัฒนาต่อไปได ้

 
 
 
 
 
 
 



ตาราง 5-1 ค่า IC50 ของสารสกัดแต่ละชนิดในการยับยั้งเอนไซม์ MAO, MAO-A และ MAO-B 
สารสกัด MAO 

inhibition 
MAO-A 

inhibition 
MAO-B 

inhibition 
คุณสมบัติในการออกฤทธิ์

ยับยั้ง 
IC50 (µg/ml) IC50 (µg/ml) IC50 (µg/ml) 

เก๊กฮวย 37.89 133.6 156.3 ยับยั้ง A > B เล็กน้อย 
รางจืด 52.47 144 - ยับยั้ง A ไม่ยับยั้ง B 

กระเจี๊ยบ 781.9 - - ไม่ยับยั้งทั้ง A และ B 
มะตูม 39.27 88.64 - ยับยั้ง A ไม่ยับยั้ง B 

ดอกค าฝอย 79.37 720.5 133 ยับยั้ง B > A เล็กน้อย 
โกฐเขมา 32.82 113.4 42.96 ยับยั้ง B > A มาก 
โกฐน้ าเต้า 18.58 123.7 18.26 ยับยั้ง B > A มาก 
โกฐเจียง 85.19 119.2 425.7 ยับยั้ง A > B 

ทองพันชั่ง 38.84 198.3 98.97 ยับยั้ง B > A เล็กน้อย 
โกฐหัวบัว 98.69 35.82 360.9 ยับยั้ง A >B มาก 
โกฐกระดูก 159.6 82.67 151.6 ยับยั้ง A > B เล็กน้อย 

หญ้าหมอน้อย 50.5 3.526 87.6 ยับยั้ง A > B มาก 
ปอกะบิด 42.97 43.71 94.13 ยับยั้ง A > B  เล็กน้อย 

หญ้านวดแมว 300.2 494.3 - ยับยั้ง A แต่ไม่ยับยั้ง B 
 
5.2 สรุปผลการทดลอง 
 จากคุณสมบัติของเอนไซม์ MAO ในการเกิดปฏิกิริยาการย่อยสลายสารสื่อประสาท ได้สารที่เป็นพิษต่อ
ระบบประสาทได้แก่ สารไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2)  จึงได้พัฒนาระบบในการตรวจสอบกิจกรรมของ
เอนไซม์ MAO จากสมองหมูและตรวจสอบการมีอยู่ของ H2O2 ในปฏิกิริยาด้วยวิธีการ ABTS assay และ
ตรวจวัดการเกิดปฏิกิริยาด้วยวิธีการ coupling assay พบว่าสารสกัดที่น ามาทดสอบในการยับยั้งเอนไซม์ MAO 
สารสกัดท่ียับยั้ง MAO-A และ MAO-B ได้แตกต่างกันโดยที่สารสกัดที่ยับยั้ง MAO-A ได้ดีที่สุด คือหญ้าหมอน้อย
ที่ค่า IC50 3.526 µg/ml และสารสกัดที่ยับยั้ง MAO-B ได้ดีที่สุด คือโกฐน้ าเต้าที่ค่า IC50  18.26 µg/ml ซึ่งส่วน
สารสกัดจากโกฐน้ าเต้านั้นยังออกฤทธิ์ยับยั้งทั้ง MAO-A และ MAO-B ได้ดีที่สุดที่ค่า IC50 18.58 µg/ml 
 
 5.3 ข้อเสนอแนะ 
 เนื่องจากสารสกัดจากสมุนไพรไทยบางชนิดยังไม่มีผลสนับสนุนการยับยั้งกิจกรรมการท างานของ
เอนไซม์ MAO ที่เด่นชัด จึงควรมีการศึกษาผลด้วยชุดมาตราฐาน (ชุด kit) และ MAO บริสุทธิ์ของมนุษย์ เพ่ือ
เป็นการยืนยันผลสนับสนุนสารสกัดจากสมุนไพรไทยที่สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ MAO ในหลอดทดลองได้ 
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