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ชื่อโครงการ ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 อัลลีลต่างๆและเอนไซม์โมโนเอมีน ออกซิเดสของสมุนไพรขลู่เพื่อการ

ลดการสูบบุหรีแ่ละป้องกันโรคทางสมอง 

ชื่อผู้วิจัย   ทรงกลด สารภูษิต  ภาควิชาชีวเคมี  คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา 

    พรพิมล รงค์นพรัตน์ ภาควิชาชีวเคมี  คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล 

    เอกรัฐ ศรีสุข ภาควิชาเคมี  คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา 

              ธันยาภรณ์ วงษ์ศรี กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์ชลบุรี 
 

 เอนไซม์ไซโตโครม P4502A6 (CYP2A6) เป็นเอนไซม์ส าคัญในตับท าหน้าที่ย่อยสลายสารนิโคตินใน
บุหรี่ ท าให้ระดับนิโคตินในเลือดลดต่ าลง ส่งผลให้ผู้สูบจ าเป็นต้องสูบบุหรี่เข้าไปใหม่อย่างต่อเนื่องเพื่อคงระดับ
นิโคตินในเลือด ให้ยังคงกระตุ้นการหลั่งสารโดปามีนในสมอง และเอนไซม์โมโนเอมีน ออกซิเดส (Monoamine 
oxidase: MAO) เป็นเอนไซม์ส าคัญในสมอง ท าหน้าที่ย่อยสลายสารโดปามีน ท าให้ระดับโดปามีนในสมอง
ลดลง ท าให้ผู้สูบบุหรี่เกิดความอยากสูบบุหรี่  ดังนั้นการลดการสูบบุหรี่โดยการลดการท างานของเอนไซม์ทั้ง
สอง จึงเป็นกระบวนการทางเลือกในการลดการสูบบุหรี่อย่างปลอดภัย นอกจากนี้การยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ MAO ยังเป็นหนึ่งในกลไกส าคัญในการรักษาโรคเรื้อรังทางสมองเช่น โรคอัลไซเมอร์อีกด้วย จาก
การศึกษาครั้งนี้พบว่าสารส าคัญในกลุ่ม Thiophene 1-3 ที่ท าบริสุทธิ์ได้จากสมุนไพรขลู่ที่พบได้ทั่วไปในภาค
ตะวันออก สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 ด้วยกลไกที่ผันกลับไม่ได้และยับยั้งเอนไซม์ MAO ด้วย
กลไกแบบผันกลับได้ โดย Thiophene-3 ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ทั้งสองได้ดีที่สุด โดยยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ MAO-B ด้วยค่า IC50 3.48 ± 0.73 µM และยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 ด้วยค่า IC50 3.90 ± 0.20 µM 
อย่างไรก็ดีเมื่อท าการศึกษาฤทธ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 อัลลีลที่พบในประชากรไทยได้แก่ 
CYP2A6*5, CYP2A6*7,  CYP2A6*8 และ CYP2A6*10 พบว่า ความหลากหลายทางพันธุกรรมของ CYP2A6 
ยังส่งผลการถูกยับยั้งด้วยสารยับยั้ง CYP2A6 มาตรฐาน (8-MOP) และสารส าคัญ Thiophene-3 โดยไม่เปลี่ยน
กลไกในการยับยั้ง โดยเอนไซม์ CYP2A6*5 มีการเพิ่มขึ้นของค่า IC50 สูงที่สุด (19.45 ± 2.11 µM) ผล
การศึกษาแสดงให้เห็นถึงศักยภาพของสมุนไพรขลู่ในการจะน าไปพัฒนาเป็นสมุนไพรเพื่อการป้องกันโรคเรื้อรัง
ทางสมอง และการน ามาพัฒนาเพื่อใช้ลดการสูบบุหรี่ เพราะสามารถยับยั้งการเสพติดบุหรี่ได้ทั้งกลไกการคง
ระดับนิโคตินและการคงระดับโดปามีน ในรูปแบบของการใช้ปริมาณสารส าคัญที่แตกต่างกันไปตามความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของเอนไซม์ CYP2A6 ในผู้ต้องการเลิกสูบบุหรี่ 
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The liver specific cytochrome P4502A6 (CYP2A6) is an important enzyme responsible 

for nicotine clearance while the brain-specific Monoamine Oxidase (MAO) is responsible for 
dopamine metabolism. The nicotine-mediated activity of CYP2A6 resulting to reduction of 
blood nicotine levels and subsequently reduce the level of dopamine in brain by MAO 
activity. To maintain the pleasure allttude, smokers keep smoking to maintain both blood 
nicotine and brain dopamine levels, resulting in addiction. Inhibition of both CYP2A6 and 
MAO enzymes has been proposed as a safety alternative approach for smoking cessation. In 
addition, inhibition of MAO has been recogined as a drug target for various brain chronic 
disease such as Alzheimer’s disease. This study showed that three isolated constituents 
(Thiphene 1-3) from Pluchea indica that wildly distribute in the Eastern part of Thialand could 
potently inhibited CYP2A6 enzyme and MAO enzyme with an irreversible and reversible 
mechanisim, respectively. Thiophene-3 is the most potent inhibitor with and IC50 values of .90 

± 0.20 µM for CYP2A6 and 3.48 ± 0.73 µM for MAO-B enzyme. Interestingly, the genetic 
polymorphism of CYP2A6 enzyme that has been report in Thailand (CYP2A6*5 , CYP2A6*7, 
CYP2A6*8  and CYP2A6*1 0 ) affects nicotine metabolism and inhibition potency by the 
standard CYP2A6 inhibitor and Thiophene -3, but not the inhibition mechanism. The results 
demonstrated that thiophene-3 exhibited less inhibition activity against CYP2A6*5 enzyme 
(IC50 19.45 ± 2.11 µM). In summary, the results suggested the potential usage of P. indica as a 
target for preventing neurological disorders and for smoking cessation approrch.  



บทที่ 1 

บทน า 

 
1.1ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา  

นิโคตินเป็นสารที่เป็นส่วนประกอบหลักของบุหรี่ ออกฤทธิ์ที่ระบบประสาทส่วนกลางให้หลั่งสารสื่อประสาทโด
ปามีนซึ่งมีผลท าให้ผู้สูบบุหรี่มีพฤติกรรมติดการสูบบุหรี่  ท าให้ร่างกายได้รับสารพิษต่างๆส่งผลให้เกิดโรคเกี่ยวกับ
ทางเดินหายใจต่างๆ เมื่อเข้าสู่ร่างกายนิโคตินส่วนใหญ่จะถูกย่อยสลายด้วยเอนไซม์ CYP2A6 ในตับได้เป็นสารประกอบ
โคทินีนที่จะถูกย่อยสลายต่อไปก่อนถูกก าจัดออกจากร่างกายทางปัสสาวะ  นอกจากนี้ยังพบว่าสารในกลุ่มไนโตรซามีน
ที่บรรจุในบุหรี่สามารถถูกย่อยสลายได้ด้วยเอนไซม์ CYP2A13 ในปอดเกิดเป็นสารประกอบที่ก่อมะเร็งรุนแรงและ
เหนี่ยวน าให้เกิดโรคมะเร็งปอดในผู้สูบบุหรี่ได้  จากการศึกษาพบว่าในคนที่มีการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ลดลง 
เพราะเกิดการเปลี่ยนแปลงขึ้นกับเอนไซม์ CYP2A6 ทั้งการแทนที่กรดอะมิโน หรือการเปลี่ยนแปลงกลับด้าน หรือการ
ขาดหายไปของยีน จะมีการย่อยสลายนิโคตินน้อยลง   ส่งผลให้ลดปริมาณการสูบบุหรี่ลงและสามารถหยุดการสูบบุหรี่
ได้ง่ายขึ้น    ด้วยเหตุนี้การลดการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ที่ตับจะส่งผลให้คงระดับนิโคตินในกระแสเลือดและคง
ระดับการหลั่งสารสื่อประสาทโดปามีน ท าให้ผู้สูบบุหรี่ยังมีความสุขและสูบบุหรี่น้อยลง  ในขณะที่การยับยั้งเอนไซม์ 
CYP2A13 จะลดการกระตุ้นสารก่อมะเร็งในบุหรี่ ส่งผลให้ลดช่วยอัตราการเกิดโรคมะเร็งปอดจาดสารก่อมะเร็งรุนแรง
จากบุหรี่ได้ เช่นสาร 8-Methoxysalen หรือสารส าคัญจากทองพันชั่ง (Rhinacanthis nasutus) ที่กลุ่มผู้วิจัยได้เคย
รายงานฤทธิ์ในการยับยั้งทั้งเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 ได้ อย่างไรก็ดีในปัจจุบันพบว่าอีกหนึ่งกลไกที่เกี่ยวเนื่อง
กับการสูบบุหรี่คือการท างานของเอนไซม์โมโนเอมีน ออกซิเดส (MAO) ในสมองที่ท าหน้าที่ในการย่อยสลายสารสื่อ
ประสาทโดปามีน โดยในผู้อยากเลิกสูบบุหรี่ที่ทานยา seligeline ที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 และ MAO พร้อม
กัน จะคงระดับนิโคตินและโดปามีนได้นานและส่งผลให้สูบบุหรี่ลดลง  เช่นเดียวกับผลงานวิจัยในปี 2015 กลุ่มของ
ผู้วิจัยได้ตีพิมพ์รายงานการวิจัยถึงสารส าคัญในหญ้าดอกขาว (Venonea cinerea) ที่กระทรวงสาธารณสุขสนับสนุนให้
ใช้ลดการสูบบุหรี่ในประเทศไทยในปัจจุบัน  สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งทั้งเอนไซม์ CYP2A6 และ MAO ได้ดี แสดงให้เห็น
ว่าสารส าคัญจากสมุนไพรสารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 สามารถยับยั้งเอนไซม์ MAO และสามารถน ามาช่วย
ลดการสูบบุหรี่ได้  

ล่าสุดในปี 2017 กลุ่มผู้วิจัยได้รายงานฤทธิ์ยับยั้งเพิ่มเติมของสารส าคัญจากหญ้าดอกขาวว่า นอกจากจะ
สามารถยับยั้งทั้งเอนไซม์ CYP2A6 และ MAO พร้อมกัน ซึ่งมีส่วนช่วยในการลดการสูบบุหรี่เพราะไปคงระดับนิโคติน
และโดปามีนได้นานซึ่งจะส่งผลให้สูบบุหรี่ลดลงได้นั้น สารส าคัญในหญ้าดอกขาวสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ 
CYP2A13 ที่กระตุ้นสารก่อมะเร็งในบุหรี่ได้ด้วย แสดงให้เห็นว่าหญ้าดอกขาวที่มีนโยบายให้ใช้เพื่อลดการสูบบุหรี่ได้นั้น 
สามารถช่วยลดโอกาสการเกิดโรคมะเร็งปอดไปด้วยพร้อมกัน (Boonroung et al., 2017) ในงานวิจัยเดียวกันกลุ่ม
ผู้วิจัยยังค้นพบสารส าคัญใหม่อีกจากพืชสมุนไพรพื้นบ้านที่ชื่อว่าขลู่ (Pluchia indica.L) ซึ่งเป็นพืชป่าชายเลนที่พบมาก 
มีการน ามาท าเป็นผลิตภัณฑ์ชาสมุนไพรอย่างแพร่หลายในภาคตะวันออกเพราะมีสรรพคุณในการใช้รักษาโรคต่างๆ 



โดยพบว่าผลิตภัณฑ์ชาสมุนไพรขลู่ของวิสาหกิจชุมชน ต. บ่อ อ. ขลุง จ. จันทบุรี ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 และ 
CYP2A13 ในหลอดทดลองได้ดียิ่งกว่าสารส าคัญจากหญ้าดอกขาว (Boonroung et al., 2017)  อย่างไรก็ดีผล
การศึกษาสารส าคัญที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ทั้งหมดของผู้วิจัยนั้นคือเอนไซม์ CYP2A6 จาก 
cyp2a6 อัลลีลปกติ (cyp2a6*1) แต่เนื่องด้วยยีน cyp2a6 มีความหลากหลายทางพันธุกรรมและส่งผลต่อฟีโนไทป์ใน
การเสพติดบุหรี่ที่แตกต่างกัน แต่การศึกษาส่วนมากมุ่งเน้นไปที่การยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 จากอัลลีลปกติ  
(cyp2a6*1) เท่านั้น  

ผู้วิจัยมุ่งหวังที่จะศึกษาฤทธิ์การยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ที่เกิดขึ้นจากยีน cyp2a6 อัลลีลต่างๆ
ที่เคยมีรายงานว่าพบในคนไทยของสารส าคัญจากขลู่ที่มีฤทธ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้ดี  โดยผู้วิจัยจะ
ท าการแสดงออกและท าบริสุทธิ์เอนไซม์ CYP2A6 จากอัลลีลต่างๆที่เคยมีรายงานว่าพบในประชากรไทย ซึ่งได้จัดท าขึ้น
ไว้แล้ว ร่วมกับท าบริสุทธิ์สารสกัดจากขลู่ที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 และศึกษากลไกการยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ CYP2A6 จากอัลลีลต่างๆในหลอดทดลอง   รวมถึงผู้วิจัยจะค้นคว้าเพิ่มเติมถึงฤทธิ์ของสารส าคัญจากขลู่ในการ
ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ MAO ในสมอง ซึ่งนอกจากจะเกี่ยวข้องกับกลไกการเสพติดการสูบบุหรี่แล้วยังเกี่ยวข้องกับการ
ป้องกันเกิดโรคทางสมองต่างๆเช่น อัลไซเมอร์หรือพาร์กินสันอีกด้วย  ผลการศึกษาที่ได้จะช่วยพัฒนาในการน า
ผลิตภัณฑ์พื้นบ้านในภาคตะวันออกมาช่วยลดการสูบบุหรี่  เพิ่มมูลค่าของสินค้าจากชุมชนเพราะพืชชนิดเดียวสามารถ
ออกฤทธิ์ทั้งลดการสูบบุหรี่ได้ทั้งยับยั้งการย่อยสลายนิโคตินที่ตับและการย่อยสารสื่อประสาทโดปามีนที่สมอง รวมถึง
ชาวยลดภาวะการเกิดโรคทางระบบประสาทจากการท างานที่มากเกินไปของเอนไซม์ MAO ได้ด้วยอีกหนึ่งทาง  
 

 1.2 วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย  

1. แสดงออกและท าบริสุทธิ์เอนไซม์ CYP2A6 จากอัลลีลต่างๆ  
2. ศึกษาสมบัติเอนไซม์ CYP2A6 ของอัลลีลต่างๆนั้น  
3. ท าบริสุทธิ์สารส าคัญจากขลูท่ี่มีฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 
4. ศึกษากลไกในการยับยัง้การท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ของสารสกัดจากขลู่ต่อเอนไซม์ CYP2A6 อัล

ลีลต่างๆ  
5. ศึกษาฤทธ์และกลไกการยับยั้งเอนไซม์ MAO ของสารสกัดจากขลู่เพื่อการใช้ลดการสูบบุหรี่และโรคทาง

สมอง 
 

1.3 สมมติฐานของการทดลอง 
สารส าคัญจากสมุนไพรขลู่สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 จากอัลลีลต่างๆ และสามารถยับยั้ง
เอนไซม์ MAO ได้ 

     
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการทดลอง 

1. ฤทธิ์ของสารส าคัญจากสมุนไพรขลู่ ที่สามารถใช้ยับยั้งเอนไซม์ที่แตกต่างกันได้  



บทที่ 2 

ทบทวนวรรณกรรม 

 

2.1 ทฤษฎีพื้นฐานที่เกี่ยวข้อง 
เอนไซม์ Cytochrome P450 (CYPs หรือ P450s) เป็นกลุ่มเอนไซม์ที่ท าหน้าที่ส าคัญในกระบวนการการเม

แทบอลิซึมของสารเคมีทั้งสารที่มีอยู่ในร่างกายเช่น ฮอร์โมนและกรดไขมันต่างๆ และสารที่ร่างกายได้รับจากภายนอก
เช่น ยาและสิ่งปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อมต่างๆ เนื่องจากเอนไซม์  P450s พบเป็นจ านวนมากในร่างกายและในสิ่งมีชีวิต
หลากหลายชนิด ดังนั้นเอนไซม์ P450 จึงถูกแยกย่อยและแบ่งออกเป็นกลุ่มๆตามล าดับความคล้ายคลึงของล าดับ
กรดอะมิโนของยีนนั้นๆ โดยยีนที่อยู่ในตระกูล (Family) เดียวกันต้องมีความคล้ายคลึงของกรดอะมิโนมากกว่าร้อยละ 
40 และยีนในตระกูลย่อย (Subfamily) เดียวกันต้องมีความคล้ายคลึงกันของกรดอะมิโนมากกว่าร้อยละ 55 ทั้งนี้
เนื่องจาก P450s ไม่ได้ถูกจัดจ าแนกตามกลุ่มของสารตั้งต้นที่ท าปฏิกิริยาหรือชนิดของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น   ดังนั้น
เอนไซม์ P450s ในตระกูลและตระกูลย่อยเดียวกันอาจเร่งปฏิกิริยาที่มีความแตกต่างหรือมีความเหมือนกันก็ได้และ
เอนไซม์ P450s หนึ่งเอนไซม์ยังสามารถท าปฏิกิริยากับสารตั้งต้นได้มากกว่า 1 ตัวอีกด้วย (Bernhardt R, 2006; 
Mansuy D, 1998;  Nelson et al, 1996;  Ortiz, 2005)       

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



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

จาก เอนไซม์ NADPH-cytochrome P450 reductase (CPR) โดยที่อิเล็กตรอนตัวแรกจะรีดิวซ์เหล็ก (Fe3+ เป็น 
Fe2+) ที่ เป็นส่วนประกอบหนึ่งของเอนไซม์ P450s เพื่อให้เอนไซม์ P450s สามารถจับกับออกซิเจนได้ ส่วนตัว
อิเล็กตรอนตัวที่สองจะกระตุ้นให้เกิดการเปลี่ยนแปลงในโมเลกุลของออกซิเจนให้เกิดเป็นสารประกอบไอรอนไฮดรอก
ซิล (iron-hydroxy complex) และเร่งการเกิดปฏิกิริยาต่อไปโดยเอนไซม์ทั้งสองจะท างานร่วมกันใน Endoplasmic 
reticulum ของเซลล์ในการเร่งปฏิกิริยาต่างเช่น Squalene monooxygenase, Heme oxygenase และโดยเฉพาะ
อย่างยิ่งเอนไซม์ในกลุ่ม Cytochrome P450 ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการเมแทบอลิซึมที่ส าคัญต่างๆ (Bernhardt R, 
2006; Emre M et al, 2007; Guengerich FG, 2001; Ortiz, 2005) ร ว ม ถึ ง ตั ว รั บ อิ เล็ ก ต ร อ น อื่ น ๆ เช่ น  
cytochrome c และ ferricyanide ด้วยเช่นกัน  

เอนไซม์ CPR เป็นเอนไซม์ที่มีส่วนจับกับเยื่อหุ้มเมมเบรนและประกอบด้วยโมเลกุลของ FAD และ FMN ท า
หน้าที่เป็นโคเอนไซม์ช่วยในการขนส่งอิเล็กตรอน โดยอิเล็กตรอนจะถูกขนส่งจาก NADPH ผ่านโมเลกุลของ FAD และ 
FMN ไปยังตัวรับอิเล็กตรอนดังทีก่ล่าวในเบื้องต้น   เนื่องด้วย เอนไซม์ CPR เป็นเอนไซม์ที่ท าหน้าที่ส าคัญในการท างาน
ของเอนไซม์ P450s ที่มีความส าคัญอย่างมากต่อการด ารงชีวิตของสิ่งมีชีวิต ดังนั้นจึงได้มีการศึกษาเอนไซม์ CPR ใน
สิ่งมีชีวิตหลายชนิดเช่น CPR ของคน, หนูและแมลงวัน  อย่างกว้างขวาง (Shen et al., 1989; Dohr et al., 2001; 
Murataliev et al, 1999)   โดยจากการศึกษาโครงสร้างสามมิติของ CPR ในหนูพบว่า CPR ประกอบด้วย 4 โดเมน 
คือ NH2-terminal, FMN-binding domain, FAD-binding domain, และNADPH-binding domain (Wang et al., 
1997) โดยส่วน FMN domain จะแยกออกมาให้เห็นเด่นชัด ในขณะที่ส่วน FAD-binding domain และ NADPH-
binding domain จะอยู่รวมกัน (ภาพที่ 2-2)  

 
ภาพที่ 2-2 แบบจ าลองของ Cytochrome P450s (ซ้าย) และ P450s Oxoidoreductase (ขวา) ซึ่งเรียงตวั 
               กันอยู่ใน Endoplasmic reticulum  

  

FMN-binding domain 

FAD-binding domain 

NADPH-binding domain   
 

 



2.2 เอนไซม์ Mono Amine Oxidase  
เอนไซม์โมโนเอมีน ออกซิเดส (MAO; EC 1.4.3.4.) หรือเอนไซม์ tyramine oxidase (Hare, 1928) เป็น

เอนไซม์ที่พบที่บริเวณเยื่อหุ้มชั้นนอกของไมโทคอนเดรีย มีหมู่ฟลาวิน (Flavin) เป็นองค์ประกอบ  พบได้ในเซลล์ใน
เนื้อเยื่อหลายชนิดโดยเฉพาะที่สมองและตับในมนุษย์ ท าหน้าที่ย่อยสลายสารประกอบเอมีนหนึ่งหมู่ทั้งแบบไพรมารี เซ
คันดารี่ และเทอร์นารีเอมีน (Edmondson et al., 2009; review in Hamon  et al., 2013; review in Patil et al., 
2013) MAO มีสองรูปแบบ (isoform) ในมนุษย์ ได้แก่ รูปแบบ A และ B (MAO-A และ MAO-B) (Lan et al., 1989)  
และเอนไซม์ทั้งสองแม้จะพบที่บริเวณเยื่อหุ้มไมโทคอนเดรียชั้นนอกเหมือนกัน เร่งปฏิกิริยาแบบเดียวกันรวมถึงมี
โครงสร้างของเอนไซม์ใกล้เคียงกัน แต่ความแตกต่างที่บริเวณเร่ง (active site) ทั้งที่บริเวณทางเข้าและบริเวณจับสาร
ตั้งต้น ส่งผลให้เอนไซม์ทั้งสองมีความจ าเพาะต่อสารตั้งต้นและตัวยับยั้งที่แตกต่างกัน ส่งผลให้เอนไซม์ MAO-A และ 
MAO-B มีบทบาทหน้าที่แตกต่างกันในร่างกาย โดยเฉพาะที่สมองซึ่ง MAO-A ท าหน้าที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายสาร
สื่อประสาท serotonin ที่  Serotogenic neuron และ Norepinephrin ที่  Noradrenergic neuron ในขณะที่ 
MAO-B เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายสารสื่อประสาท Dopamine ที่ Dopaminergic  

ปฏิกิริยาของเอนไซม์ MAO จะให้สารผลิตภัณฑ์คืออัลดีไฮด์และ ไฮรโดเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ซึ่งเป็นพิษ
กับเซลล์ ในกรณีของไพรมารี่เอมีนจะได้สารแอมโมเนียแต่ในกรณีการย่อยสลายเซคันดารี่หรือเทอร์นารี่จะได้
สารประกอบไนโตรเจนอื่นๆ  อัลดีไฮด์ที่ได้จะถูกเร่งปฏิกิริยาอีกครั้งโดยเอนไซม์ Aldehyde dehydrogenase (ALDH) 
ในขณะที่ H2O2 จะถูกเร่งปฏิกิริยาโดยเอนไซม์ superoxide dismutase (SOD) หรือ catalase หรือเกิดปฏิกิริยากับ
สารต้านอนุมูลอิสระ glutathione อย่างไรก็ตามจากการศึกษาพบว่าในสภาวะที่เกิดพยาธิสภาพความผิดปกติเกิดขึ้น 
เช่นในผู้ป่วยโรคพาร์กินสันจะมีความผิดปกติในการท างานของเอนไซม์ในการลดอนุมูลอิสระเหล่านี้ แต่จะมีการท างาน
ของ MAO ปกติหรือเพิ่มขึ้น (ซึ่งมักจะเพิ่มขึ้นเมื่ออายุมากขึ้น) ท าให้เกิดการย่อยสลาย MNTs มากขึ้น  เกิด H2O2 มาก
ขึ้น ซึ่งอาจก่อให้เกิดผลกระทบต่อเซลล์โดยเหนี่ยวน าให้เกิดสภาวะ oxidative stress และสภาวะเซลล์ประสาทตายได้ 
(neuronal apoptosis) (Vaya et al., 2012) ท าให้เกิดการศึกษาค้นคว้าผลิตยาต่างๆที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ MAO (MAO inhibitor; MAOI) ในสมองเพื่อคงระดับของสารสื่อประสาทและลดอาการพยาธิสภาพของโรค
ทางสมองดังกล่าวมากมาย นอกจากนี้ยังได้มีการน ามาใช้ยับยั้งเอนไซม์ MAO เพื่อให้คงระดับสารสื่อประสาทโดปามีน
ในสมองเพื่อลดการสูบบุหรี่อีกด้วย (Tranylcypromine และ Selegiline) 

 

ภาพที่  2 -3 กลไกการย่ อยสลายสารสื่ อประสาท  Dopamine ที่ 
Dopaminergic neuron ซึ่งมีสองกลไกส าคัญ โดยกลไกแรก DA จะถูก
ย่อยสลายโดย MAO และ ALDH ได้ 3,4-dihydroxyphenylacetic acid 
(DOPAC) ที่จะถูกเร่งปฏิกิริยาต่อโดย catechol-O-methyltransferase 
(COMT) ไปเป็น homovanillic acid (HVA) และกลไกที่สองที่ COMT จะ
เปลี่ยน DA ไปเป็น 3-methoxytyramine (3-MT) ที่จะเร่งปฏิกิริยาต่อ
ด้วย MAO และ ALDH ได้ HVA  (Bortolato et al., 2008) 



2.3 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
โรคอันเนื่องมาจากการสูบบุหรี่จัดเป็นปัญหาส าคัญในหลายประเทศทั่วโลกรวมถึงประเทศไทย จากการ

คาดการณ์ขององค์กรอนามัยโลก (WHO) คาดว่าในปี พ.ศ. 2573 จะมีผู้เสียชีวิตด้วยโรคดังกล่าวถึง 8 ล้านคน (WHO, 
2008) ส าหรับประเทศไทยในปี 2549 มีการประมาณการว่าโรคระบบทางเดินหายใจจากการติดบุหรี่ท าให้เกิดการ
สูญเสียทางเศรษฐกิจถึง 9.86 ล้านบาท (Leartsakulpanich et al, 2007)  ล่าสุดจากผลการส ารวจในปี พ.ศ. 2554 
พบว่ามีคนไทยสูบบุหรี่ถึง 10.90 ล้านคนหรือเกือบ 20.87 % ของประชากรทั้งประเทศ   โดยผู้เสพบุหรี่ส่วนใหญ่อยู่ใน
วัยท างาน (อายุ 25-59 ปี)  โดยที่อัตราการสูบบุหรี่เพิ่มขึ้นในกลุ่มเยาวชน กลุ่มผู้ไม่เคยเรียนหนังสือ และผู้อาศัยอยู่
นอกเขตเทศบาล  รวมถึงผู้มีฐานะในระดับปานกลางทั่วไป  โดยมีเพียง 1.77 ล้านคนเท่านั้นที่เคยและพยายามเลิกบุหรี่
แต่ไม่ส าเร็จโดยมีค่าเฉลี่ยของการเลิกบุหรี่ได้ก่อนกลับมาสูบซ้ าคือ 11.44 เดือน โดยสาเหตุเกิดจากการหงุดหงิด/
ฉุนเฉียว/โกรธง่าย ถึงร้อยละ 38.61 และเพราะความเครียดร้อยละ 27.42  และพบว่าถึงแม้เลิกบุหรี่ไปแล้วถึง 20 ปีก็
สามารถกลับมาสูบบุหรี่ได้อีก แสดงให้เห็นว่าการเสพติดบุหรี่เพียงหนึ่งครั้งส่งผลให้ต้องเสพติดบุหรี่และสามารถเลิกการ
เสพบุหรี่ได้ยาก (ศรันยาและคณะ 2551; ศิริวรรณ และคณะ 2552; 2555)                           

บุหรี่ประกอบไปด้วยสารประกอบต่างๆมากมายกว่า 4,000 ชนิด โดยที่มากกว่า 40 ชนิดเป็นสารพิษและสาร
ก่อมะเร็ง ดังนั้นโรคทางเดินหายใจเช่น โรคมะเร็งปอด โรคถุงลมปอดโป่งพอง จึงเป็นโรคที่พบมากในกลุ่มผู้สูบบุหรี่และ
ผู้ใกล้ชิด  นอกจากนี้กลุ่มผู้สูบบุหรี่ยังเป็นกลุ่มเสี่ยงที่จะมีอาการของโรคหัวใจขาดเลือด โรคหัวใจวาย และโรคที่
เกี่ยวข้องต่างๆ อุบัติการณ์การเกิดโรคต่างๆเหล่านี้เกิดขึ้นเนื่องจากนิโคตินที่เป็นสารประกอบหลักในบุหรี่มีผลท าให้หัว
ใจเต้นเร็วขึ้นและเพิ่มความดันโลหิตขึ้น โดยนิโคตินซึ่งเป็นสารประกอบส าคัญที่มีผลให้เสพติดการสูบบุหรี่ไปออกฤทธิ์
กระตุ้นระบบการตอบสนองต่อความยินดี  ผ่านการจับกับตัวรับนิโคตินที่บริเวณปลายประสาทของสมองส่วน VTA  ท า
ให้เกิดการหลั่งสารสื่อประสาทโดปามีนออกมามากขึ้น  มีผลท าให้ผู้สูบบุหรี่มีความรู้สึกสุขใจสบายใจ  ลดความเครียด
ต่างๆ  ผู้สูบบุหรี่จึงต้องสูบบุหรี่ตลอดเวลาเพื่อคงระดับของนิโคตินในกระแสเลือดและในสมองให้เกิดความรู้สึกดังกล่าว
ต่อไป ส่งผลให้ผู้สูบบุหรี่และบุคคลใกล้เคียงได้รับสารพิษต่างๆ ในบุหรี่ไปด้วย (Benowitz, 2008; Hukkanen et al, 
2005)  ทั้งนี้ประมาณ 80-90% ของนิโคตินที่เข้าสู่ร่างกายผ่านทางการดูดซึมที่เนื้อเยื่อคัดหลั่งที่ปาก (oral mucosa) 
ระบบทางเดินหายใจและระบบทางเดินอาหาร จะถูกย่อยสลายด้วยเอนไซม์ในตับแล้วจึงถูกก าจัดออกทางปัสสาวะ 
(Benowitz, 2008; Flammang et al, 1992) โดยกลไกหลักในการก าจัดนิโคตินออกจากร่างกายคือการเกิดปฎิกิริยา
ออกซิเดชั่นของนิโคตินไปเป็นสารประกอบโคทินินซึ่งสามารถตรวจพบได้ในน้ าเลือดและปัสสาวะของผู้สูบบุหรี่    โดย

นิโคตินจะถูกย่อยสลายด้วยเอนไซม์ CYP2A6 ในตับเกิดเป็นสารประกอบ nicotine 1(5)- iminium ซึ่งจะถูก
เปลี่ยนเป็นโคทินินโดยเอนไซม์ aldehyde oxidase ซึ่งปฏิกิริยานี้สามารถเร่งโดยเอนไซม์ CYP2A13 ที่อยู่ในระบบ
หายใจได้ด้วยเช่นเดียวกันแต่ในปริมาณที่น้อยกว่ามาก (Hukkanen et al, 2005) หลังจากนั้นโคทินินที่เกิดขึ้นจะ
เกิดปฏิกิริยา hydroxylation ได้เป็นสารประกอบต่างๆ เช่น trans-3’-hydroxycotinine, 5’-hydroxycotinine และ 
nornicotine ซึ่งสุดท้ายทั้งโคทินินและสารประกอบที่ได้จากโคทินินต่างๆ จะถูกเติมหมู่น้ าตาล (glucoronation)  และ
ขับออกทางปัสสาวะ  (ภาพที่ 2-4)  นอกเหนือไปจากความสามารถในการย่อยสลายนิโคตินแล้ว  เอนไซม์ CYP2A6 ยัง
ถูกพบว่าสามารถย่อยสลายสารประกอบอื่นๆได้  เช่นสาร coumarin ไปเป็นผลิตภัณฑ์ 7-hydroxycoumarin (ปฏิกิริยา 



coumarin-7-hydroxylase) ที่นิยมน ามาใช้เป็นตัวตรวจสอบการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ในหลอดทดลอง (Miles 
et al, 1990)     

             

  
                 ภาพที่ 2-4 กลไกการก าจดันิโคตินของร่างกาย           
 

ส าหรับที่สมองนั้นเมื่อนิโคตินไปออกฤทธิ์ให้เกิดการหลั่งสารสื่อประสาทโดปามีน สารสื่อประสาทนี่จะไปกระตุ้น
ให้เกิดความตื่นตัวและมีความสุข อย่างไรก็ตามสารสื่อประสาทโดปามีนจะถูกดูดซึมกลับและถูกย่อยสลายด้วยเอนไซม์ 
Monoamine Oxidase ชนิด B (MAO-B) ที่ปลายประสาทในระบบ Dopaminergic ซึ่งการย่อยสลายนี้จะส่งผลให้ระดับ
โดปามีนในสมองลดลง จึงต้องการนิโคตินมากระตุ้นให้มีการหลั่งสารสื่อประสาทนี้ออกมาอย่างต่อเนื่อง เป็น 
reinforcement effect ของการเสพติดการสูบบุหรี่ของผู้สูบบุหรี่  โดยเอนไซม์โมโนเอมีน ออกซิเดส (MAO; EC 
1.4.3.4.) หรือเอนไซม์ tyramine oxidase (Hare, 1928) เป็นเอนไซม์ที่พบที่บริเวณเยื่อหุ้มชั้นนอกของไมโทคอนเดรีย 
มีหมู่ฟลาวิน (Flavin) เป็นองค์ประกอบ  พบได้ในเซลล์ในเนื้อเยื่อหลายชนิดโดยเฉพาะที่สมองและตับในมนุษย์ มี
ความสามารถในการย่อยสลายสารประกอบเอมีนหนึ่งหมู่ทั้งแบบไพรมารี เซคันดารี่ และเทอร์นารีเอมีน (Edmondson 
et al., 2009; review in Hamon  et al., 2013; review in Patil et al., 2013) จากการศึกษาพบว่า MAO มีสอง
รูปแบบ (isoform) ในมนุษย์ ได้แก่ รูปแบบ A และ B (MAO-A และ MAO-B) (Lan et al., 1989)  และเอนไซม์ทั้ง
สองแม้จะพบที่บริเวณเยื่อหุ้มไมโทคอนเดรียชั้นนอกเหมือนกัน เร่งปฏิกิริยาแบบเดียวกันรวมถึงมีโครงสร้างของเอนไซม์
ใกล้เคียงกัน แต่ความแตกต่างที่บริเวณเร่ง (active site) ทั้งที่บริเวณทางเข้าและบริเวณจับสารตั้งต้น ส่งผลให้เอนไซม์
ทั้งสองมีความจ าเพาะต่อสารตั้งต้นและตัวยับยั้งที่แตกต่างกัน ส่งผลให้เอนไซม์ MAO-A และ MAO-B มีบทบาทหน้าที่
แตกต่างกันในร่างกาย โดยเฉพาะที่สมองซึ่ง MAO-A ท าหน้าที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายสารสื่อประสาท serotonin 
ที่ Serotogenic neuron และ Norepinephrin ที่ Noradrenergic neuron ในขณะที่ MAO-B เกี่ยวข้องกับการย่อย
สลายสารสื่อประสาท Dopamine ที่ Dopaminergic  

ปฏิกิริยาของเอนไซม์ MAO จะให้สารผลิตภัณฑ์คืออัลดีไฮด์และ ไฮรโดเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ซึ่งเป็นพิษ
กับเซลล์ ในกรณีของไพรมารี่เอมีนจะได้สารแอมโมเนียแต่ในกรณีการย่อยสลายเซคันดารี่หรือเทอร์นารี่จะได้



สารประกอบไนโตรเจนอื่นๆ   อัลดีไฮด์ที่ได้จะถูกเร่งปฏิกิริยาอีกครั้งโดยเอนไซม์ Aldehyde dehydrogenase 
(ALDH) ในขณะที่  H2O2 จะถูกเร่งปฏิกิริยาโดยเอนไซม์  superoxide dismutase (SOD) หรือ catalase หรือ
เกิดปฏิกิริยากับสารต้านอนุมูลอิสระ glutathione อย่างไรก็ตามจากการศึกษาพบว่าในสภาวะที่เกิดพยาธิสภาพความ
ผิดปกติเกิดขึ้น เช่นในผู้ป่วยโรคพาร์กินสันจะมีความผิดปกติในการท างานของเอนไซม์ในการลดอนุมูลอิสระเหล่านี้ แต่
จะมีการท างานของ MAO ปกติหรือเพิ่มขึ้น (ซึ่งมักจะเพิ่มขึ้นเมื่ออายุมากขึ้น) ท าให้เกิดการย่อยสลาย MNTs มากขึ้น  
เกิด H2O2 มากขึ้น ซึ่งอาจก่อให้เกิดผลกระทบต่อเซลล์โดยเหนี่ยวน าให้เกิดสภาวะ oxidative stress และสภาวะเซลล์
ประสาทตายได้ (neuronal apoptosis) (Vaya et al., 2012) ท าให้เกิดการศึกษาค้นคว้าผลิตยาต่างๆที่ออกฤทธิ์
ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ MAO (MAO inhibitor; MAOI) ในสมองเพื่อคงระดับของสารสื่อประสาทและลดอาการ
พยาธิสภาพของโรคทางสมองดังกล่าวมากมาย นอกจากนี้ยังได้มีการน ามาใช้ยับยั้งเอนไซม์ MAO เพื่อให้คงระดับสาร
สื่อประสาทโดปามีนในสมองเพื่อลดการสูบบุหรี่อีกด้วย (Tranylcypromine และ Selegiline) 

นอกจากสารนิโคตินแล้วยังพบว่าในบุหรี่ยังมีสารส าคัญคือ NNK [4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-
butanone] หรือ  NNAL [4-methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanol] และ NNN [N9-nitrosonornicotine] 
(Patten et al, 1996; Pelkonen et al, 2000)  ที่เหนี่ยวน าท าให้เกิดมะเร็งในหนูทดลองและสัตว์ทดลองทุกชนิดที่ท า
การทดสอบ (Hecht, 1998; Hecht, 1999a, 1999b) เมื่อถูกกระตุ้นโดยเอนไซม์ CYP2A13 ในเยื่อบุทางเดินหายใจและ
ปอดที่เป็นเอนไซม์ที่มีความใกล้เคียงในล าดับกรดอะมิโนกับ CYP2A6 ถึง 93.5% (Su et al, 2000) โดย CYP2A13 
สามารถย่อยสลายสารก่อมะเร็ง NNK จากบุหรี่ได้มีประสิทธิภาพด้วยค่า Km ที่ต่ าและ Vmax ที่สูง (Su et al, 2000)     
ส่งผลให้เกิดโรคมะเร็งปอดชนิด adenocarcinoma ซึ่งเป็นโรคมะเร็งปอดที่พบมากในในผู้สูบบุหรี่และผู้ใกล้ชิดผู้สูบ
บุหรี่ (Hecht et al, 1998)  โดยปกติเมื่อเข้าสู่ร่างกาย NNK ส่วนใหญ่จะถูกย่อยสลายโดยเอนไซม์ CYP2A13 ที่
แสดงออกในปริมาณมากที่ปอดและที่เซลล์เยื่อบุทางเดินหายใจได้เป็นสารประกอบ NNK-N-oxide และ NNAL ซึ่งจะ
ถูกออกซิไดส์อีกครั้งด้วย CYP2A13 เกิดเป็นสารประกอบ NNAL-N-Oxide หรือถูกเติมหมู่น้ าตาลกลายเป็น NNAL-
glucoronide     จากนั้นสารประกอบทั้งหมดจะถูกก าจัดออกจากร่างกายทางปัสสาวะ       ซึ่งเป็นบทบาทที่ส าคัญ
ของ CYP2A13 ในการก าจัดสารพิษ (NNK-detoxification) ออกจากร่างกาย  อย่างไรก็ตาม CYP2A13 สามารถ

เกิดปฏิกิริยา hydroxylation ที่หมู่ -methyl carbon หรือ -methylene carbon ของ NNK หรือ NNAL ได้เป็น
สารประกอบ NNK-keto alcohol, NNK-Keto acid, NNAL-diol  และ NNAL-Hydroxy acid (รูปที่ 2) ที่มีฤทธิ์เป็น
สารก่อมะเร็งที่รุนแรงขึ้นได้ด้วยเช่นกัน (NNK-metabolic activation) สารประกอบที่สร้างขึ้นจากปฎิกิริยาข้างเคียง
เหล่านี้จะสร้างเป็นสารประกอบซับซ้อนกับสารพันธุกรรมดีเอ็นเอเกิดเป็น DNA-pyridyloxobutylating และ DNA-
pyridylhydroxybutylating complexes ซึ่งสันนิษฐานว่าเป็นกลไกที่ส าคัญในการท าให้เกิดมะเร็ง (carcinogenesis) 
โดยสารประกอบ NNK ในบุหรี่ โดยเฉพาะอย่างยิ่งโรคมะเร็งต่างๆในระบบทางเดินหายใจ เช่นโรคมะเร็งปอด มะเร็ง
กล่องเสียง (Hecht, 1998; Hecht, 1999a, 1999b) (ภาพที่ 2-5) 



  
ภาพที่ 2-5 กลไกในการกระตุ้นสารก่อมะเร็ง 

 
           เนื่องด้วยการเสพติดบุหรี่จากนิโคตินเป็นสิ่งที่จ าเป็นต้องได้รับการรักษาและโรคมะเร็งปอดที่เกิดจากสูบบุหรี่เป็น
โรคอันตรายร้ายแรงที่พบทั้งในผู้สูบบุหรี่และผู้ใกล้ชิด ในปัจจุบันจึงมียาที่เป็นนิโคตินทดแทน (NRT) ต่างๆ ทั้งในรูปของ
นิโคตินหมากฝั่งชนิดเคี้ยวหรือนิโคตินชนิดแผ่นติดผิวหนัง มาใช้ร่วมกับการบ าบัดพฤติกรรมของผู้สูบบุหรี่  เพื่อช่วยใน
การบ าบัดและช่วยให้ผู้สูบบุหรี่เลิกจากการสูบบุหรี่ อย่างไรก็ตามการบ าบัดด้วยวิธีนี้ยังไม่ได้รับความนิยมเนื่องจากความ
ไม่สะดวก  ไม่มีประสิทธิภาพที่รวดเร็วและมีผลข้างเคียงต่างๆ (Sellers et al, 2003b)  อีกหนึ่งวิธีที่ใช้ในการบ าบัดคือ
การใช้ยาที่ไปลดการท างานของตัวรับนิโคตินในสมองซึ่งจะส่งผลให้ลดอาการเสพติดนิโคตินลง เช่น ยาในกลุ่ม 
bupropion HCl และ varenicline ซึ่ ง เป็ นยาในกลุ่ มที่ ใช้ ก่ อน  (first-line drug) และยา nortriptyline และ 
clonidine ซึ่งเป็นยาในกลุ่มถัดไป (second-line drug)  แต่ยาต่างๆเหล่านี้ให้ผลข้างเคียงกับผู้ใช้ยา  โดย bupropion 
HCl ท าให้เกิดอาการนอนไม่หลับ ปากแห้ง มื่อสั่นและปวดศรีษะ (Carrozzi et al, 2008) ในขณะที่ varenicline ท า
ให้เกิดอาการอาเจียนและปวดหัว (Gonzalez et al, 2006; Jorenhy et al, 2006) ส่วนยา second-line drug จะท า
ให้เกิดอาการง่วงนอน อ่อนเพลีย มึนงง ความดันโลหิตสูง ตาพร่า หน้ามืด มือสั่น (Carrozzi et al, 2008) และ
เนื่องจากเอนไซม์ CYP2A6 มีบทบาทส าคัญในการย่อยสลายนิโคตินในคน และพบว่าลักษณะทางพันธุกรรมมีผลต่อ
พฤติกรรมการสูบบุหรี่ เช่นผู้สูบบุหรี่ที่ย่อยสลายนิโคตินน้อยจะสูบบุหรี่ต่อวันน้อยกว่าคนที่ย่อยสลายนิโคตินได้ดีและมี
ความเสี่ยงในการเสพติดนิโคตินน้อย    ในทางตรงกันข้ามผู้สูบบุหรี่ที่มีการเพิ่มจ านวนยีน cyp2a6 หรือมีการย่อยสลาย
นิโคตินได้ดีมากจะมีการสูบบุหรี่มากกว่าคนปกติและมีโอกาสที่เป็นมะเร็งเนื่องจากการสูบบุหรี่มากกว่าปกติ (Schoedel 
et al, 2004; Sellers et al 2000; Tyndale & Sellers 2002)  ที่น่าสนใจเป็นอย่างมากคือในผู้สูบบุหรี่ที่มีการขาด
หายไปของยีน cyp2a6   จะมีอัตราเสี่ยงในการเป็นมะเร็งปอดน้อยมาก   อย่างไรก็ตามไม่มีความสัมพันธ์ในกรณีผู้ไม่สูบ
บุหรี่ (Kamatiki et al, 2005; Miyamoto et al, 1999) และการลดการท างานของเอนไซม์ CYP2A13 น่าจะมีผลลด
อัตราการเกิดโรคมะเร็งปอดได้ ดังนั้นการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 จึงเป็นอีกหนึ่งวิธี
ทางเลือกในการช่วยบ าบัดอาการเสพติดบุหรี่และลดอัตราการเกิดโรคมะเร็งปอดได้ (Sellers et al, 2003a)   เช่นสาร 
methoxsalen (8-methoxypsoralen) ที่เป็นสารในกลุ่ม pyranocoumarin ที่สามารถยับยั้งการย่อยสลายนิโคตินและ



ยับยั้งการกระตุ้นการเกิดมะเร็งในหนูได้ (Damaj et al, 2007; Miyazaki et al, 2005) โดยเมื่อใช้ coumarin เป็นตัว
ตรวจสอบพบว่า 8-MOP มีกลไกการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ทั้งแบบแข่งขันที่ผันกลับได้ (competitive 
inhibition) และการยับยั้งกลไกการย่อยสลายแบบ mechanism-based inhibition (สารยับยั้งถูกย่อยสลายโดย
เอนไซม์แต่ผลิตภัณฑ์หรือตัวกลางที่เกิดขึ้นจับแน่นกับเอนไซม์ ท าให้เอนไซม์หมดสภาพในการท างาน เพราะมีการสร้าง
พันธะโควาเลนท์ขึ้นระหว่างสารยับยั้งกับกรดอะมิโนบริเวณแอคทีฟของเอนไซม์ (active site) ท าให้เกิดการยับยั้งการ
ท างานของเอนไซม์อย่างถาวร (enzyme inactive) และท าให้ต้องมีการสร้างเอนไซม์ใหม่ขึ้นมาแทนที่เอนไซม์ที่สูญเสีย
การท างานไป)   (Siu and Tyndale, 2007; von Weymarn et al, 2005; ทรงกลด สารภูษิต; 2554)  นอกจากนี้ยังมี
ยาที่ออกฤทธิ์ยับยั้งทั้งเอนไซม์ CYP2A6 และ MAO  เช่นยา Tranylcypromine และ Selegiline สามารถไปยับยั้ง
การท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ที่ย่อยสลายนิโคตินในตับและการท างานของเอนไซม์ MAO ในสมอง  ท าให้คงระดับ
นิโคตินและโดปามีนได้นานและส่งผลให้สูบบุหรี่ลดลง  (Siu and Tyndale, 2008) ท าให้คงความรู้สึกที่มีความสุขให้
นานขึ้น จึงช่วยลดการสูบบุหรี่ได้ แต่ยาทั้งสองส่งผลกระทบข้างเคียงต่อผู้ใช้ (review in Di et al., 2009 และ Xi et 
al., 2009)   
            เนื่องด้วยแนวโน้มในการรักษาโรคที่ย้อนกลับไปใช้สารจากธรรมชาติ (natural products) เพื่อลดความเป็น
พิษและผลข้างเคียงเช่น การใช้ menthol ซึ่งเป็นสารแต่งกลิ่นในอาหาร ผสมลงในบุหรี่และพบว่าสามารถเพิ่มครึ่งชีวิต
ของสารโคทินินในกระแสเลือดในผู้เสพบุหรี่ผู้หญิงได้ (Ahijevych et al, 2002)  เพราะ menthol มีฤทธิ์ในการยับยั้ง
ก ารท า งาน ข อ ง เอน ไซม์  CYP2A6 ได้ ใน ระดั บ ห นึ่ ง  (MacDougall et al, 2003)    น อก จ าก นี้ น้ า ส้ ม โอ 
(grapefruitjuice) ก็สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ในการย่อยสลายสาร coumarinได้เช่นเดียวกันแต่
ไม่ดีเท่ากับการยับยั้งเอนไซม์ CYP3A4 ในขณะที่สารสกัด nootkatone บริสุทธิ์ที่สกัดจากส้มโอสามารถยับยั้งการ
ท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้ดีแต่ไม่มีรายงานถึงความจ าเพาะในการยับยั้ง (Merket et al, 1994; Runkel et al, 
1997; Tassaneeyakul et al, 2000) ในขณะที่สารสกัดจาก Kava และสารในกลุ่ม kavalactone สามารถยับยั้งการ
ท างานของเอนไซม์ CYP3A4 และ CYP2C9 ที่เกี่ยวกับการย่อยสลายสารแปลกปลอมภายนอกอื่นๆได้ดีกว่าเอนไซม์ 
CYP2A6 (Mathews et al, 2002)  สารประกอบ isothiocyannate ในกลุ่มผักกะหล่ าก็มีประสิทธิภาพที่ต่ าในการ
ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 และต้องถูกดัดแปลงในหลอดทดลองก่อนเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ
ในการยับยั้งให้เพิ่มขึ้น (von Weymarn et al, 2007)  เมื่อเปรียบเทียบกับสาร decursinolangelate ซึ่งเป็นสารใน
กลุ่ม pyrano-coumarin ที่สกัดได้จากรากของ Angellica gigas (มีโครงสร้างคล้ายกับ coumarin ที่เป็นสารตั้งต้น
ของเอนไซม์ CYP2A6) ที่สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้แบบ mechanism-based inhibition 
(Yoo et al, 2007) แสดงให้เห็นว่าสารจากสมุนไพรธรรมชาติที่มีสมบัติในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 
ได้ดี  น่าจะส่งผลให้ลดการย่อยสลายนิโคตินรักษาระดับนิโคตินในกระแสเลือดไว้ให้คงอยู่ในกระแสเลือดนานขึ้นส่งผล
ให้สูบบุหรี่ลดลงโดยไม่มีผลข้างเคียงและไม่เป็นพิษต่อร่างกาย จึงเป็นหนึ่งในแนวทางเลือกที่ส าคัญในการป้องกันการ
เสพติดบุหรี่  รวมถึงลดระดับการเป็นมะเร็งปอดทั้งในผู้สูบบุหรี่และผู้ใกล้ชิดได้ต่อไป (ทรงกลด สารภูษิต 2554) 

ในการนี้กลุ่มผู้วิจัยได้ประสบความส าเร็จในการศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ที่
ย่อยสลายนิโคตินในตับของมนุษย์ในหลอดโดยใช้เอนไซม์ CYP2A6 อัลลีลปกติ (cyp2a6*1) พบว่าพืชสมุนไพรไทย
หลายชนิดมีฤทธิ์ในการการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 บริสุทธิ์ในหลอดทดลองได้ (Boonruang et al., 2017; 



Pouyfung P et al, 2012; 2013; 2014; Prasopthum et al., 2013; Sarapusit et al, 2012; Thongjam S et al, 
2012;2013; Wongsri et al., 2014) และสามารถท าบริสุทธิ์และศึกษากลไกการยับยั้งของสารกลุ่มดังกล่าวได้จากพืช 
3 ชนิด ดังนี้  ๑) สารกลุ่ม Rhinacanthin-A,-B,-C จากต้นทองพันชั่ง (1-3) ที่ยับยั้ งทั้ งเอนไซม์ CYP2A6 และ 
CYP2A13 ได้  ๒) สารในกลุ่มกลุ่มฟลาโวนอยด์จากหญ้าดอกขาว  (Venonea cenerea) ที่กระทรวงสาธารณสุข
สนับสนุนให้ใช้ลดการสูบบุหรี่ในประเทศไทยในปัจจุบัน ได้แก่  apigenin, chrysoeriol, luteolin และ quercetin (4-
7) ที่ออกฤทธิ์ยับยั้งด้วยกลไกแบบผันกลับได้ (Boonruang et al., 2017; Pouyfung et al., 2014; Prasopthum et 

al., 2015) ใน ข ณ ะ ที่ ใ น ก ลุ่ ม  hirsutinolide-type sesquiterpene lactones (8α-(2-methylacryloyloxy)-

hirsutinolide-13-O-acetate, 8α-(4-hydroxymethacry-loyloxy)-hirsutinolide-13-O-acetate, 8α-

tigloyloxyhirsutinolide-13-O-acetate, และ 8α-(4-hydroxytigloyloxy)-hirsutinolide-13-O-acetate) (8-12) 
ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ cyp2a6*1 ด้วยกลไกการยับยั้งแบบผันกลับไม่ได้แบบ Mechanism Based Inhbition (MBI) 
นอกจากนี้สารทั้งสองกลุ่ม (4-12) สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งทั้งเอนไซม์ CYP2A6 และ MAO ได้ดี (Pouyfung P et al, 
2014; Prasopthum et al., 2015) แสดงให้เห็นว่าสารส าคัญจากสมุนไพรสารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 
สามารถยับยั้งเอนไซม์ MAO ซึ่งจะไปคงระดับนิโคตินและโดปามีนได้นานซึ่งจะส่งผลให้สูบบุหรี่ลดลงและสามารถน ามา
ช่วยลดการสูบบุหรี่ได้   ล่าสุดในปี 2017 กลุ่มผู้วิจัยได้รายงานฤทธิ์ยับยั้งเพิ่มเติมของสารส าคัญจากหญ้าดอกขาวว่า 
สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A13 ที่กระตุ้นสารก่อมะเร็งในบุหรี่ได้ด้วย แสดงให้เห็นว่าหญ้าดอกขาวที่มี
นโยบายให้ใช้เพื่อลดการสูบบุหรี่ได้นั้น สามารถช่วยลดโอกาสการเกิดโรคมะเร็งปอดไปด้วยพร้อมกัน (Boonroung et 
al., 2017) ในงานวิจัยเดียวกันกลุ่มผู้วิจัยยังค้นพบสารส าคัญใหม่อีกได้แก่ สารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ 4, 6 และ 7 และ
สารในกลุ่ม  thiophene ได้แก่  thiophene 2-(penta-1,3-diyn-1-yl)-5-(4-acetoxy-3-hydroxybuta-1-yn-1-yl) 
thiophene, 2-(prop-1-inyl)-5-(6-acetoxy-5-hydroxyhexa-1, 3-diinyl) thiophene, 2-(prop-1-inyl)-5-(5, 6-
dihydroxyhexa-1,3-diinyl) thiophene (13-15) จากพืชสมุนไพรพื้นบ้านที่ชื่อว่าขลู่ (Pluchia indica.L) ซึ่งเป็นพืช
ป่าชายเลนที่พบมาก มีการน ามาท าเป็นผลิตภัณฑ์ชาสมุนไพรอย่างแพร่หลายในภาคตะวันออก  เพราะมีสรรพคุณใน
การใช้รักษาโรคต่างๆ จากผลิตภัณฑ์ชาสมุนไพรขลู่ของวิสาหกิจชุมชน ต. บ่อ อ. ขลุง จ. จันทบุรี   ที่ออกฤทธิ์ยับยั้ง
เอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13ด้วยกลไกการยับยั้งแบบผันกลับไม่ได้แบบ Mechanism Based Inhbition (MBI)  
ในหลอดทดลองได้ดียิ่งกว่าสารส าคัญจากหญ้าดอกขาว (Boonroung et al., 2017)  อย่างไรก็ดีผลการศึกษา
สารส าคัญที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ทั้งหมดของผู้วิจัยนั้นคือเอนไซม์ CYP2A6 จาก cyp2a6 
อัลลีลปกติ (cyp2a6*1) แต่เนื่องด้วยยีน cyp2a6 มีความหลากหลายทางพันธุกรรมและส่งผลต่อฟีโนไทป์ในการเสพ
ติดบุหรี่ที่แตกต่างกัน แต่การศึกษาส่วนมากมุ่งเน้นไปที่การยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 จากอัลลีลปกติ  (cyp2a6*1) 
เท่านั้น  
            จากการศึกษาในประชากรพบว่ายีน cyp2a6 มีความหลากหลายทางพันธุกรรม (polymorphism) ถึง 38 อัล
ลีลที่ แตกต่างกัน (http://www.imm.ki.se/cypalleles และ Di et al., 2009; Koudsi et al, 2009; Zhou et al., 
2009) ซึ่งมีทั้งอัลลีลที่ท างานผิดปกติหรือไม่สามารถย่อยนิโคตินได้และที่สามารถย่อยนิโคตินได้ดีเกินไป (Kamataki et 
al, 2005)   โดยที่ความหลากหลายในการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ส่งผลต่อการย่อยสลายนิโคตินและมีบทบาทที่

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


ส าคัญในการก าหนดพฤติกรรมการสูบบุหรี่  ทั้งนี้สามารถแบ่งเป็นกลุ่มได้ดังนี้ 1) กลุ่มคนที่มีอัลลีลของ cyp2a6 ปกติ
มากกว่าสองชุด  (cyp2a6*1X2A หรือ cyp2a6*1X2B) ที่มีการท างานของเอนไซม์  CYP2A6 ดีกว่า ปกติมาก 
(Ultrarapid Metabolizer; UM) 2) ก ลุ่ ม ค น ที่ มี อั ล ลี ล ข อ ง  cyp2a6 ป ก ติ ส อ งชุ ด  (cyp2a6*1A/*1A ห รื อ 
cyp2a6*1A/*1B หรือ cyp2a6*1B/*1B) ที่มีการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ปกติ (Extensive Metabolizer; EM) 
ซึ่งคนในทั้งสองกลุ่มนี้พบว่าจะย่อยสลายนิโคตินได้เร็วและสูบบุหรี่มากกว่าคนปกติ 3) คนที่มีอัลลีลของ cyp2a6 ปกติ
หนึ่งชุดและอัลลีลอื่นๆ ที่มีการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ลดลงหนึ่งชุด (cyp2a6*1A/*4C หรือ cyp2a6*1B/*4C 
หรือ cyp2a6*1A/*7 หรือ cyp2a6*1A/*8 หรือ cyp2a6*1A/*9 หรือ cyp2a6*1A/*10 หรือ cyp2a6*1B/*7 หรือ 
cyp2a6*1B/*8 หรือ cyp2a6*1B/*9 หรือ cyp2a6*1B/*10) ซึ่งจะมีการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 น้อยกว่าปกติ 
(Intermediate Metabolizer; IM) และ 4) กลุ่มคนที่มีกลุ่มคนที่มีอัลลีลของ cyp2a6 อื่นๆ ที่มีการท างานของเอนไซม์ 
CYP2A6 ลดลงสองชุดหรือหนึ่ งชุดร่วมกับอัลลีล cyp2a6*4C ที่ยีนของ cyp2a6 หายไป (cyp2a6*7/*9 หรือ 
cyp2a6*7/*10 หรือ cyp2a6*9/*10 หรือ cyp2a6*4C/*9) หรือมีอัลลีล cyp2a6*4C ที่ยีนของ cyp2a6 หายไปสอง
ชุด (cyp2a6*4C/*4C) ท าให้มีการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ต่ ากว่าปกติมากหรือไม่มีเลย (Poor Metabolizer; 
PM) (Di et al ., 2009; Lynch & Price., 2007) โดยคนกลุ่ม PM นี้พบว่าจะย่อยสลายนิโคตินช้า มีอัตราการสูบบุหรี่
ต่อวัน ความเสี่ยงในการเสพติดนิโคตินและการเป็นมะเร็งปอดน้อยกว่าผู้สูบบุหรี่ทั่วไป รวมถึงเลิกสูบบุหรี่ได้ง่ายกว่าผู้
สูบบุหรี่ที่มีการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ปกติหรือดีกว่าปกติ (Miyamoto et al., 1999; Tyndale & Sellers., 
2001, 2002) จากการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีนCYP2A6  
            ประเทศไทยมีประชากรที่มีการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ปกติ (EM) น้อยกว่าปกติ (IM) และต่ ากว่าปกติ
มาก (PM) ร้อยละ 45.4 ร้อยละ 47.9 และร้อยละ 6.7 ตามล าดับ เมื่อศึกษาความถี่ในการกระจายตัวของอัลลีลในกลุ่ม
ประชากรพบว่าประชากรไทยมีความถี่ในการกระจายตัวของอัลลีลปกติ  (cyp2a6*1A และ cyp2a6*1B) รวมกันถึง
ร้อยละ 69.3 และมีความถี่ในการกระจายตัวของ cyp2a6*4C ที่เป็นการขาดหายไปของยีน cyp2a6 เพียงร้อยละ 9.3 
เท่านั้น (Mahavorasirikul et al., 2009; Peamkrasatam et al., 2006) ในขณะที่ร้อยละ 21.4 คือ cyp2a6 อัลลีล
อื่นๆ  นอกจากนี้ยังพบว่าผู้สูบบุหรี่ร้อยละ 37.5 จะมีอัลลีลที่มีการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ปกติ (EM) และคน
กลุ่มนี้จะสูบบุหรี่ต่อวันมากกว่ากลุ่มคนที่มีการท างานของเอนไซม์  CYP2A6 น้อย (IM) และต่ ากว่าปกติ (PM) 
(Apinanet al., 2010; Mahavorasirikul et al., 2009) ด้วยเหตุที่ประชากรส่วนใหญ่ของประชากรไทยเป็นคนที่มีการ
ท างานของเอนไซม์ CYP2A6 แบบปกติ (EM) และน้อยกว่าปกติ (IM) ท าให้ผู้สูบบุหรี่คนไทยมีแนวโน้มจะเสพติดบุหรี่ได้
ง่ายเพราะระดับนิโคตินในเลือดลดลงอย่างรวดเร็ว จึงต้องสูบบุหรี่เพิ่มขึ้นเพื่อคงระดับนิโคตินในเลือดไว้ ท าให้ส่งผลเสีย
ต่อสุขภาพทั้งผู้สูบบุหรี่และผู้ใกล้ชิด   แม้ว่าจะยังต้องมีการศึกษาเพิ่มเติมถึงความเกี่ยวข้องหรือบทบาทของความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของ cyp2a6 อัลลีลต่างๆกับความสามารถในการย่อยสลายนิโคตินและพฤติกรรมการเสพติด
บุหรี่ในผู้สูบบุหรี่และไม่สูบบุหรี่ในประเทศไทยต่อไป แต่การลดการสูบบุหรี่โดยการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ 
CYP2A6 เพื่อคงระดับของนิโคตินในเลือด น่าที่จะเป็นอีกหนึ่งกลไกที่ส าคัญที่น่าจะช่วยลดการสูบบุหรี่ในผู้สูบบุหรี่ได้ 
อย่างไรก็ตามการศึกษาฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 ทั้งหมดข้างต้นมุ่งเน้นไปที่การยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 จาก    อัลลี
ลปกติเท่านั้น  ไม่ได้ศึกษาถึงผลอันเนื่องมาจากความแตกต่างทางพันธุกรรมของยีน cyp2a6 ที่อาจส่งผลต่อกิจกรรม
ของเอนไซม์ CYP2A6 ที่อาจจะแตกต่างกันไปได้ ทั้งนี้ผลการค้นคว้าล่าสุดพบว่าเอนไซม์ CYP2A6 ที่ได้จากอัลลีลที่



แตกต่างกันมีสมบัติของเอนไซม์ที่แตกต่างกัน และยังพบว่า 8-MOP ซึ่งเป็นตัวยับยั้งมาตรฐานของเอนไซม์ CYP2A6 
ออกฤทฺธิ์ยับยั้งการท างานของ CYP2A6 จากอัลลีลต่างๆได้แตกต่างจากเอนไซม์ CYP2A6 จากอัลลีลปกติ (Tiong et 
al., 2014) 

ด้วยเหตุนี้ผู้วิจัยจึงมุ่งหวังที่จะศึกษาฤทธิ์การยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ที่เกิดขึ้นจากยีน cyp2a6 
อัลลีลต่างๆที่เคยมีรายงานว่าพบในคนไทยของสารส าคัญจากขลู่ที่มีฤทธ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้ดี  
โดยแสดงออกและท าบริสุทธิ์เอนไซม์ CYP2A6 จากอัลลีลต่างๆที่เคยมีรายงานว่าพบในประชากรไทย ซึ่งได้จัดท าขึ้นไว้
แล้ว ร่วมกับท าบริสุทธิ์สารสกัดจากขลู่ที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 และศึกษากลไกการยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ CYP2A6 จากอัลลีลต่างๆในหลอดทดลอง   และค้นคว้าเพิ่มเติมถึงฤทธิ์ของสารส าคัญจากขลู่ในการออกฤทธิ์
ยับยั้งเอนไซม์ MAO ในสมองเพื่อให้ครบวงจรในการคงทั้งระดับนิโคตินในกระแสเลือดและคงระดับสารสื่อประสาทโด
ปามีนในสมอง  และยังอาจได้ประโยชน์ข้างเคียงของการยับยั้งเอนไซม์ MAO ที่สามารถน ามาประยุกต์ในการลดการ
ท างานของเอนไซม์ MAO ในผู้ป่วยที่มีการท างานของเอนไซม์ MAO ในสมองสูงและเหนี่ยวน าให้เกิด neurological 
disorder และโรคทางระบบประสาทเช่นโรคอัลไซเมอร์หรือโรคพาร์กินสันตามมมา   เพื่อเพิ่มมูลค่าของสินค้าจาก
ชุมชนเพราะพืชชนิดเดียวสามารถออกฤทธิ์ทั้งลดการสูบบุหรี่ได้สองกลไกและลดการเกิดโรคมะเร็งปอดได้หนึ่งกลไก 
เป็นการพัฒนาความเข็มแข็งของชุมชนต่อไป 

 
 



บทที่ 3 
สารเคมีและวิธีการทดลอง   

 

3.1 สารเคมี 
1. Acrylamide (C3H5NO) MW 71.80 บริษัท ACROS ORANIC ประเทศสหรัฐอเมริกา 
2. Agar บริษัท Criterion ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3. Ammonium persulfate บริษัท Carlo erba ประเทศฝรั่งเศส 

4. 5-Aminolevulinic acid hydrochloride ( -ALA) MW 167.59 บริษทั SIGMA-ALDRICH,CO ประเทศ
สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมน ี

5. Amplicilin (C16H18N3NaO4S) MW.371.39 บริษัท Bio Basic INC ประเทศแคนาดา 
6. Bisacrylamide MW 154.20 บริษทั Promega Corporation ประเทศสหรฐัอเมรกิา 
7. Bardford ยี่ห้อ Bio-rad บริษทั Bio-rad Laboratories, Inc ประเทศสหรฐัอเมริกา 
8. Coomassie Brilliant Blue G-250 
9. Coumarin (C9H6O2) MW 146.15 บริษทั Fluka Analytical ประเทศฝรัง่เศส 
10. Dipotassium hydrogen phosphate (K2HPO4) MW 174.16 บริษัท Carlo erba analytical ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 
11. Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) MW 141.96 บริษทั Fisher scientific analytical grade 

ประเทศองักฤษ 
12. Ethyl alcohol absolute (C2H5OH) MW 46.070 บริษทั Carlo erba ประเทศสหรัฐอเมริกา  
13. Glycerol (CH2OHCHOHCH2OH) MW 92.095 ยีห่้อ Carlo erba บริษทั Bio Basic INC. ประเทศแคนาดา 
14. Glycine MW 75.10 ยี่ห้อ UPS Grade บริษทั RESEARCH ORGANICS ประเทศสหรัฐอเมริกา 
15. Imidazole MW 68.08 บริษทั Bio Basic INC ประเทศแคนาดา 
16. Isopropyl–ß-D-thiogalactopyranoside (IPTG) MW 238.31 บริษัท Promega ประเทศสหรัฐอเมริกา 
17. LB agar, Difcotm, บริษัท Dickinson company ประเทศสหรัฐอเมรกิา 
18. N, N, N’, N'-Tetramethylethylenediamine (TEMED) MW 116.20 บริษัท RESEARCH ORGANICS 

ประเทศสหรฐัอเมริกา 
19. Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate ในรูปรีดิวซ์ (NADPH) บริษัท Fluka HPLC grade 

ประเทศสหรฐัอเมริกา 
20. Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) (C6H5CH2SO2F) บริษทั Bio Basic INC  

ประเทศแคนาดา 



21. Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) MW 136.09 บริษัท Carlo erba  
ประเทศสหรฐัอเมริกา 

22. Sodium chloride (NaCl) MW 58.443 บริษัท Carlo erba ประเทศสหรฐัอเมรกิา 
23. Sodium dodecyl sulfate (SDS) (C12H25OSO3Na) MW 288.83 บริษทั BIO BASIC INC. ประเทศแคนนา

ดา 
24. Sodium hydroxide (NaOH) MW 39.997 บริษทั Carlo erba ประเทศสหรัฐอเมรกิา 
25. Trytone Power ยี่ห้อ Biotech บริษัท Bio Basic INC ประเทศแคนาดา 
26. Tris-Hydrochloride ยี่ห้อ Promega บริษทั Promega Corporation ประเทศสหรัฐอเมริกา 
27. Triton X-100 
28. Yeast extract บริษทั Bio Basic INC. ประเทศแคนาดา 
29. 1,2-dilauryl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine (DLPC) MW 621.83 บริษทั Bio Basic INC ประเทศ

แคนาดา 
30. น้ ากลั่น 

 

3.3 วิธีการทดลอง 
3.3.1 การเหนี่ยวน าการแสดงออกของเอนไซม์ Cytochrome P450 Reductase (CPR)  

เลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย E.coli สายพันธุ์ C41 (DE3) ที่ได้รับการส่งผ่านพลาสมิด DNA ที่มียีน Cytochrome P450 
Reductase (CPR) (pINIII-fl rat CPR) ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB media ผสมยาปฏิชีวนะ ampicillin จากนั้นเหนี่ยวน า
การแสดงออกโปรตีนด้วย 0.6 mM IPTG เมื่อครบก าหนดเวลาจึงเก็บตะกอนเซลล์ที่ได้เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียสจนกว่าจะน ามาท าการทดลองต่อไป 
3.3.2 การเหนี่ยวน าการแสดงออกของเอนไซม์ Cytochrome P450 2A6 (CYP2A6) ทั้งชนิด wild-type 
และ mutant ต่าง ๆ  

เลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ XL-1 Blue ที่มีพลาสมิด DNA ที่มียีน cytochrome P450 2A6 ทั้ง
ชนิด wild-type และ mutant ต่าง ๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB media ที่มียาปฏิชีวนะ ampicillin จากนั้นเหนี่ยวน า

การแสดงออกโปรตีน ด้วย 0.5 mM IPTG, 0.005 mg/ml 5-aminolevulinic acid hydrochloride (δ-ALA) และ 5 mM 
imidazole เมื่อครบก าหนดเวลาจึงเก็บตะกอนเซลล์โดยการปั่นเหวี่ยงและน าตะกอนเซลล์ที่ได้เก็บไว้ที่อุณหภูมิ-20 
องศาเซลเซียส จนกว่าจะน ามาท าการทดลองต่อไป 
3.3.3 การท าบริสุทธิ์เอนไซม์ NADPH-Cytochrome P450 Reductase (CPR)  
 น าตะกอนเซลล์ NADPH-cytochrome P450 reductase (CPR) ที่เก็บไว้ในอุณหภูมิที่ -20 องศาเซลเซียส มา
ละลายใน bracking buffer A (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.1% Triton X-100 และ 0.2 mM PMSF, 20 mM NaCl, 
10% Glycerol) จากนั้นท าให้เซลล์แตกโดยวิธีultra-sonication และท าบริสุทธิ์โดยผ่านนิกเกิลคอลัมน์ที่ปรับสภาพ
คอลัมน์ด้วยสารละลาย buffer A (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 50 mM NaCl, 0.2 mM PMSF, 0.1% Triton-X, 10% 



glycerol, 3 mM imidazole) น าโปรตีนที่แยกได้ไปตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE และเก็บไว้ที่
อุณหภูมิที่ -80 องศาเซลเซียสจนกว่าจะน ามาทดลอง 
3 .3.4 การท าบ ริสุ ท ธิ์ เอน ไซม์  Cytochrome P450  2A6  (CYP2A6 ) ทั้ งชนิ ด  wild-type และ  
mutant ต่าง ๆ  
 น าตะกอนเซลล์ Cytochrome P450 2A6 (CYP2A6) ทั้งชนิด wild-type และ mutant ต่างๆ ที่เก็บไว้ใน
อุ ณ ห ภู มิ ที่  -2 0  อ งศ า เซ ล เซี ย ส ม าล ะล าย ใน  bracking buffer B (100 mM Kpi pH 7 .4 , 0 .1 %  Triton  
X-100, 200 mM NaCl, 10% glycerol และ 0.2 mM PMSF) จากนั้นท าให้เซลล์แตกโดยวิธี ultra-sonication จากนั้น
ท าบริสุทธิ์โดยผ่านนิกเกิลคอลัมน์ที่ปรับสภาพคอลัมน์ด้วยสารละลาย buffer B (100 mM Kpi pH 7.4, 200 mM NaCl, 
3 mM Imidazole, 0.1% Triton-X, 10% glycerol, 0.2 mM PMSF) น าโปรตีนที่ได้ใส่ไมโครทิวป์โดยมี 20% glycerol   
ซึ่งเป็นสารที่ช่วยรักษาสภาพของโปรตีนเก็บไว้ที่อุณหภูมิที่ -80 องศาเซลเซียสจนกว่าจะน ามาท าการทดลอง 
3.3.5 การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม ์

3.3.5.1 การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ NADPH-Cytochrome P450 Reductase (CPR)  
 ท าการตรวจสอบกิจกรรมการท างานของเอนไซม์  CPR บริสุทธิ์ โดยบ่มเอนไซม์ร่วมกับสารละลาย 
cytochrome c (50 µM) แล้วจึงเติมสารละลาย NADPH (50 µM) ลงไปเพื่อเริ่มปฏิกิริยา ติดตามผลการท างานของ
เอนไซม์ในการส่งอิเล็กตรอนให้ cytochrome c เปลี่ยนเป็นรูปรีดิวซ์ (สีชมพู) ที่ค่าการดูดกลืนแสง 550 นาโนเมตร  
น าค่าอัตราการเกิดปฏิกิริยาค านวณหาค่ากิจกรรมเอนไซม์จ าเพาะในปฏิกิริยา (specific activity) ของเอนไซม์โดยท า
การทดลอง 2 ซ้ าที่เป็นอิสระต่อกัน 
 3.3.5.2 การตรวจสอบกิจกรรมเอนไซม์ Cytochrome P450 2A6 (CYP2A6) ทั้งชนิด wild-
type และ mutant ต่างๆ 
 ศึกษาปฏิกิริยาการออกซิเดชันของเอนไซม์ CYP2A6 ในการเร่งสารประกอบเรืองแสง Coumarin ไปเป็น 7-
hydroxycoumarin ในหลอดทดลอง (in vitro reconstitution assay system) โดยบ่มเอนไซม์ CYP2A6 บริสุทธิ์ทั้ง
ชนิด wild-type และ mutant ต่างๆ ร่วมกับเอนไซม์ CPR ในสารละลาย buffer 50 mM Tris-HCl pH 7.5 ที่มี 
dilaurolphatidylcholine (DLPC) เป็นเวลา 10 นาทีที่อุณหภูมิห้อง เติมสารตั้งต้น Coumarin     ทีละความเข้มข้น 
บ่ม 2 นาทีที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นเติมตัวให้อิเล็กตรอน 50 µM NADPH เพื่อเริ่มปฏิกิริยา     วัดการเพิ่มขึ้นของ
ผลิตภัณฑ์  (7-hydroxycoumarin) โดยใช้ เครื่อง fluorescence spectroscopy ที่ ค่ าความยาวคลื่นปลดปล่อย 
(emission wavelength) 460 นาโนเมตร ความยาวคลื่นกระตุ้น (excitation wavelength) 355 นาโนเมตร เป็นเวลา 
3 นาที โดยท าการทดลองซ้ า 2 ครั้ง 

3.3.5.3 การตรวจสอบกิจกรรมเอนไซม์ MAO-A และ MAO-B 
เอนไซม์ MAO ทั้งสองไอโซฟอร์ม (MAO-A และ MAO-B) จะถูกซื้อจากบรษิัท Sigma Aldrich จากนั้นท าการวดั
ปฏิกิริยาของเอนไซม์ MAO ในสารละลายโปรตีนของไมโทคอนเดรียโดยวัดปฏิกิริยาการเปลีย่นสารตั้งต้น tyramine 
ไปเป็น H2O2 ในหลอดทดลองและตรวจสอบการท างานของเอนไซม์ MAO  โดยใช้ peroxidase-link assay และ
ตรวจสอบโดยใช้เครื่อง Fluorescence spectroscopy (Holt et al., 1997; Prasopthum et al., 2016) จากนั้นวัด



การยับยั้งการท างานของสารสกัดจากพืชสมุนไพรที่ความเข้มข้นต่างๆ ในการลดความสามารถของเอนไซม์ MAO ใน

การท าปฏิกิริยา (Jager et al., 2013; Kong et al., 2004; Lin et al., 2003; Prasopthum et al., 2015; Stafford 
et al., 2007)  

3.3.6 การเตรียมสารสกัดจากพืช  

           ท าการเตรียมสารสกัดจากพิชสมุนไพร โดยวิธี marceration   จากนั้นเตรียมสารส าคัญจากขลู่ ด้วยเทคนิค
โครมาโทรกราฟีต่างๆ และพิสูจน์เอกลักษณ์ของสารส าคัญด้วยวิธี NMR และ LC-MS ตามที่เคยรายงานไว้โดยกลุ่ม
ผู้วิจัยก่อนหน้านี้ เพื่อให้ได้สารส าคัญ thiophene 2-(penta-1,3-diyn-1-yl)-5-(4-acetoxy-3-hydroxybuta-1-yn-1-
yl) thiophene, 2-(prop-1-inyl)-5-(6-acetoxy-5-hydroxyhexa-1, 3-diinyl) thiophene, 2-(prop-1-inyl)-5-(5, 
6-dihydroxyhexa-1,3-diinyl) thiophene (13-15) (Boonruang et al., 2017   



บทที่ 4 
ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 

 
4.1 การเหนี่ยวน าการแสดงออกและการท าบริสุทธิ์เอนไซม์ Cytochrome P450 Reductase (CPR)  

ท าการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย E.coli สายพันธุ์ C41 (DE3) ที่ได้รับการส่งผ่านพลาสมิดดีเอ็นเอที่มียีน CPR จากนั้น
ท าการเหนี่ยวน าการแสดงออกและท าบริสุทธิ์ โดยเอนไซม์ CPR จะถูกชะออกที่ความเข้มข้น 50 mM imidazole และ
บริสุทธิ์ที่ความเข้มข้น 100 mM imidazole (ภาพที่ 4-1)  

 
 

 
 
 
 
 

 
 

ภ า พ ที่  1 
 
 
ภาพที่ 4-1 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเอนไซม์ CPR โดย SDS-PAGE โดยที่ M = แถบโปรตีนมาตรฐาน, แถบที่ 1 
= cell lysate (สารละลายส่วนใส), แถบที่ 2 = flow through (สารละลายส่วนใสที่ผ่านคอลัมน์), แถบที่ 3 = wash 
1 (10 mM imidazole), แถบที่ 4 = wash2 (20 mM imidazole), แถบที่ 5 = wash 3 (50 mM imidazole), แถบ
ที่ 6 = elute 1 (100 mM imidazole) 
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4.2 การเหนี่ยวน าการแสดงออกและการท าบริสุทธิ์เอนไซม์ Cytochrome P450 2A6 (CYP2A6) ทั้งชนิด 
wild-type และ mutant ต่าง ๆ  

ท าการแสดงออกของเอนไซม์ CYP2A6 ทั้งชนิด wild-type และ mutant ต่าง ๆ ในเชื้อ E.coli    สายพันธุ์ 
XL1-Blue ที่ อุ ณ ห ภู มิ  30 อ งศ า เซ ล เซี ย ส  เป็ น เว ล า  48 ชั่ ว โม ง  ใน อ าห าร เลี้ ย ง เชื้ อ  LB media โด ย 
การเหนี่ยวน าด้วย IPTG ท าให้ได้ตะกอนเซลล์แบคทีเรีย จากนั้นน าตะกอนเซลล์ E.coli สายพันธุ์ XL1-Blue  
ที่มีการแสดงออกของ CYP2A6 ทั้งชนิด wild-type และ mutant ต่าง ๆ จะถูกน าไปท าให้เซลล์แตกเพื่อให้ได้ crude 
extract และปั่นเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเซลล์ให้ได้ cell lysate (สารละลายส่วนใส) และท าให้บริสุทธิ์โดยผ่านนิกเกิล
คอลัมน์ที่ปรับสภาพคอลัมน์ด้วยสารละลาย buffer B ท าการชะเอนไซม์ CYP2A6  ทั้งชนิด wild-type และ mutant 
ต่างๆ ด้วยสารละลาย buffer B ที่มีความเข้มข้นต่างๆ โดยท าบริสุทธิ์ เอนไซม์ CYP2A6 ทั้งชนิด wild-type และ 
mutant ต่างๆ ที่ความเข้มข้น 50 mM imidazole เมื่อตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเอนไซม์ที่ได้ด้วย 12% (w/v) SDS-
PAGE (ภาพที่ 4-2) พบว่าเอนไซม์ CYP2A6 ทั้งชนิด wild-type และ mutant ต่างๆ มีความบริสุทธิ์บางส่วน และมี
ขนาดมวลโมเลกุลประมาณ 56.99 kDa  
 
 
 
 
 
 
ภ า พ ที่  2 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4-2 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเอนไซม์ CYP2A6 โดย SDS-PAGE โดยที่ M = แถบโปรตีนมาตรฐานแถบที่ 
1 = CYP2A6 (wild-type), แถบที่ 2 = CYP2A6*5, แถบที่ 3 = CYP2A6*7, แถบที่ 4 = CYP2A6*8, แถบที่ 5 = 
CYP2A6*10 
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4.3 การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ Cytochrome P450 2A6 (CYP2A6) ทั้งชนิดwild-type และ 
mutant ต่าง ๆ 

ท าการตรวจสอบกิจกรรมการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 (ศึกษาจลนศาสตร์) แต่ละชนิด ในการเร่งปฏิกิริยา
การสร้างสารผลิตภัณฑ์ 7-hydroxycoumarin โดยใช้สารเรืองแสง Coumarin ที่ความเข้มข้นต่างกัน โดยน าเอนไซม์ 
CPR, CYP2A6 ทั้งชนิด wild-type และ mutant ต่าง ๆ และสารละลายบัฟเฟอร์ Tris-HCl บ่มร่วมกับ DLPC เป็น
เวลา 10 นาที จากนั้นใส่สารตั้งต้น Coumarin บ่มต่ออีก 2 นาที และเริ่มปฏิกิริยาโดยการเติมสาร 50 µM NADPH 
ตรวจติดตามด้วยเครื่อง fluorescence spectroscopy ท าการศึกษาหาค่า Km และ Vmax ของ CYP2A6 ทั้งชนิด 
Wild-type และ mutant ต่าง ๆ ที่มีต่อสารตั้งต้น Coumarin พบว่า การกลายพันธ์ส่งผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์ 
CYP2A6 ที่ต่างกัน โดยพบว่าการกลายพันธ์ที่พบใน CYP2A6*5 ส่งผลกระทบต่อการจับสารตั้งต้น coumarin โดยเพิ่ม
ค่า Km ถึง 8.8 เท่า ในขณะที่การกลายพันธ์ที่พบใน CYP2A6*7 CYP2A6*8 และ CYP2A6*10 ส่งผลต่ออัตราเร่ง
ปฏิกิริยา โดยลดอัตราเร็วของปฏิกิริยาเป็น 0.8 0.5 และ 0.1 เท่าของ CYP2A6 อัลลีลปกติ เมื่อเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพการท างานของเอนไซม์พบว่า เอนไซม์ CYP2A6*10 มีประสิทธิภาพการท างานที่ต่ าที่สุด รองลงมาคือ 
CYP2A6*5 และ CYP2A6*8 (ตารางที่ 4-1)  

เมื่อศึกษาการยับยั้งของเอนไซม์ CYP2A6 อัลลีลต่างๆด้วยสารยับยั้งมาตรฐาน 8-MOP พบว่า การกลายพันธ์
ส่งผลให้ต้องเพิ่มปริมาณสารยับยั้งมากขึ้น โดยอัลลีล CYP2A6*5 ที่มีการเปลี่ยนแปลงค่า Km มากที่สุด จะลด
ประสิทธิภาพของการยับยั้งมากที่สุด (ตารางที่ 4-1) แสดงให้เห็นว่าความหลากหลายทางพันธุกรรมส่งผลให้เอนไซม์มี
สมบัติในการเร่งปฏิกิริยาและถูกยับยั้งได้แตกต่างกัน เช่นเดียวกับที่เคยมีรายงานว่า เอนไซม์ CYP2A6 ที่ได้จากอัลลีลที่
แตกต่างกันมีสมบัติของเอนไซม์ที่แตกต่างกัน และถูกยับยั้งด้วย 8-MOP ซึ่งเป็นตัวยับยั้งมาตรฐานของเอนไซม์ 
CYP2A6 ได้แตกต่างกัน (Tiong et al., 2014)  

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

CYP2A6 
จลศาสตร์เอนไซม ์

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

IC50 (uM) 

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

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

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

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

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

 



4.4 การสกัดสารจากขลู่  
          ท าการเตรียมสารสกัดจากพิชสมุนไพร โดยวิธี marceration   จากนั้นเตรียมสารส าคัญจากสมุนไพรขลู่ ด้วย
เทคนิคโครมาโทรกราฟีต่างๆ และพิสูจน์เอกลักษณ์ของสารส าคัญด้วยวิธี NMR และ LC-MS ตามที่เคยรายงานไว้โดย
กลุ่ มผู้ วิ จั ยก่ อนหน้ านี้  และได้ สารส าคัญ  2-(penta-1,3-diyn-1-yl)-5-(4-acetoxy-3-hydroxybuta-1-yn-1-yl) 
thiophene, 2-(prop-1-inyl)-5-(6-acetoxy-5-hydroxyhexa-1, 3-diinyl) thiophene, 2-(prop-1-inyl)-5-(5, 6-
dihydroxyhexa-1,3-diinyl) thiophene  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4-3 โครงสร้างของสารที่ได้จากขลู่ 2-(penta-1,3-diyn-1-yl)-5–(4- acetoxy-3-hydroxybuta-1-yn-1-yl) 
thiophene (1) , 2-(prop-1-inyl)-5–(6-acetoxy-5-hydroxyhexa-1, 3-diinyl) thiophene (2), 2-(prop-1-inyl)-
5–(5, 6-dihydroxyhexa 1,3-diinyl) thiophene (3).  
 
4.6 การตรวจสอบฤทธิ์และกลไกยับยั้งเอนไซม์ MAO ของสารส าคัญจากขลู่ 
 จากการศึกษาพบว่าสารส าคัญจากขลู่ สามารถยับยั้งเอนไซม์ MAOs ได้ โดยยับยั้ง MAO-B ได้ดีกว่า MAO-A 
(ตารางที่ 4-2) โดยสารส าคัญ Thiophene 2 ยับยั้งเอนไซม์ MAO-A ได้ดีที่สุด และ Thiophene 2 และ 3 สามารถ
ยับยั้งเอนไซม์ MAO-A และ MAO-B ได้ดีที่สุด โดยสาร Thiophene 2 และ 3 มีฤทธิ์ยับยั้งการท างานของ MAO-B ได้
ดีกว่า เมื่อท าการศึกษาพบว่าสาร Thiophene 2 และ 3 มีกลไกการยับยั้งการท างานของ MAOs ด้วยกลไก 
competitive inhibition  
 
 
 
 
 
 

    Thiophene  (3) 

    Thiophene  (1) 

    Thiophene  (2) 



ตารางที่ 4-2. ค่า IC50 ในการยับยั้งเอนไซม์ MAOs ของสารสกัดและสารส าคัญจากขลู๋ (P. indica)  

samples  
MAO-A   MAO-B  

Co-inhibition Pre-inhibition  Co-inhibition Pre-inhibition 

Ethanol (µg/ml)  60.89 ± 2.43 59.75 ± 3.95  31.01 ± 2.35 33.23 ± 1.16 

Hexane (µg/ml)  22.12 ± 0.88 22.78 ± 1.93  19.30 ± 0.59 17.86 ± 0.87 

Ethyl acetate (µg/ml)  13.19 ± 3.25 10.69 ± 2.44  13.55 ± 1.39 13.58 ± 0.72 

Aqueous (µg/ml)  >100 >100  >100 >100 

Thiophene 1 (µM)  143.4 ± 3.11 116.60 ± 1.41  90.37 ± 11.55 89.31 ± 1.88    

Thiophene 2 (µM)  44.58 ± 4.22 36.28 ± 0.53  4.74 ± 0.19 4.35 ± 0.34 
Thiophene 3 (µM)  89.37 ± 2.28 73.28 ± 3.64  3.48 ± 0.73 3.55 ± 0.18 

 Clogyline   (nM)  2.75 ± 0.21 0.93 ± 0.09  - - 
 Pargeline    (µM)  - -  0.24 ± 0.08 0.059 ± 0.01 

 

 
 

 
 
 
 

 

 

 

 

ตารางที่ 4-3 . ค่า Ki ในการยับยั้งเอนไซม์ MAOs ของสารสกัดและสารส าคัญจากขลู๋ (P. indica)  

compounds 
MAO-A  MAO-B 

Ki mode  Ki mode 

Thiophene 2 (µM) 13.31 ± 1.42 competitive  2.85 ± 0.73 competitive 

Thiophene 3 (µM) 34.77 ± 3.71 competitive  1.23 ± 0.23 competitive 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4-4 กลไกการยับยัง้การท างานของเอนไซม์ MAOs (A) การยับยั้งเอนไซม์ MAO-A โดย Thiophene 2 (B) การ
ยับยั้งเอนไซม์ MAO-A โดย Thiophene 3 (C) การยับยั้งเอนไซม์ MAO-B โดย Thiophene 2 (D) การยับยั้งเอนไซม์ 
MAO-B โดย Thiophene 3  
 
4.7 การตรวจสอบฤทธิ์และกลไกยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 จากอัลลีลต่างๆ ของสารส าคัญจากขลู่ 
 เพื่อศึกษากลไกการท างานของสารส าคัญ ผู้วิจัยได้ทดสอบฤทธิ์ยับยั้งในสองสภาวะคือสภาวะปกติที่บ่มสาร
ยับยั้งพร้อมสารตั้งต้นของเอนไซม์ทั้งสองที่ท าการตรวจสอบ (Co-incubation) และสภาวะที่บ่มสารยับยั้งก่อนเป็นเวลา 
10 นาที แล้วจึงตามด้วยสารตั้งต้น (Pre-incubation หรือ NADPH-dependence inhibition) พบว่าค่า IC50 ของการ
ยับยั้งของสารทุกตัวมีค่าลดลง หรือมีค่าประสิทธิภาพในการยับยั้งที่เพิ่มขึ้นกับทุกอัลลีลที่ท าการศึกษา แสดงถึงแนวโน้ม
ของการยับยั้งแบบผันกลับไม่ได้แบบ Mechanism-base (MBI) (ตารางที่ 4-4)  
 เมื่อพิจารณาจากค่า IC50 ของการยับยั้งของสาร Thiophene-1,-2, และ –3 ที่มีต่อ CYP2A6 อัลลีลต่างๆ 
พบว่า Thiophene-3 สามารถยับยั้ง CYP2A6 ทุกอัลลีลได้ดีที่สุด รองลงมาคือ Thiophene-2 และ -1 ตามล าดับ
เช่นเดียวกันกับ wildtype CYP2A6 และความหลากหลายทางพันธุกรรมส่งผลต่อความสามารถในการถูกยับยั้งได้ด้วย
สารส าคัญที่น้อยลงกว่าอัลลีลปกติ โดยเอนไซม์ CYP2A6*5 เป็นเอนไซม์ที่ถูกยับยั้งได้ด้วยสารมาตรฐาน 8-MOP และ
สารส าคัญในกลุ่ม Thiophene ได้น้อยที่สุด (ค่า IC50 ของการยับยั้งประมาณ 5-15 เท่าของค่า IC50 ของ wildtype)

B 

A C 

D 



ตาราวที่ 4-4 ค่า IC50 ของสารส าคัญจากขลู่ต่อเอนไซม์ CYP2A6 อัลลีลต่างๆ  
 
CYP2A6 Thiophene 1 Thiophene 2 Thiophene 3 8-MOP  

Co-incubation Pre-incubation Co-incubation Pre-incubation Co-incubation Pre-incubation Co-incubation Pre-incubation 
Wild-type# 6.43 ± 1.29 2.12 ± 0.19 4.44 ± 0.14 2.97 ± 0.01 3.90 ± 0.20 0.18 ± 0.01 1.53 ± 0.01 0.39 ± 0.11 
CYP2A6*5 43.83 ± 2.14 30.15 ± 0.68 21.40 ± 1.43 15.13 ± 0.82 19.45 ± 2.11 7.07 ± 0.12 5.24 ± 0.51 3.76 ± 0.01 

CYP2A6*7 9.14 ± 0.59 6.63 ± 0.12 6.91 ± 1.14 4.76 ± 0.57 5.11 ± 1.07 2.64 ± 0.03 2.31 ± 0.08 1.63 ± 0.14 

CYP2A6*8 10.01 ± 0.31 7.02 ± 0.08 8.92 ± 1.01 5.41 ± 0.26 6.07 ± 0.74 3.59 ± 0.09 2.62 ± 0.04 0.79 ± 0.09 

CYP2A6*10 14.09 ± 0.08 10.71 ± 0.07 9.41 ± 0.09 6.08 ± 0.09 8.53 ± 0.37 5.45 ± 0.12 4.95 ± 0.17 3.29 ± 0.07 

#Boonruang et al, 2017 
 



4.8 สรุปผลการทดลอง 
ผลจากการศึกษาพบว่า สารส าคัญในกลุ่ม Thiophene จากสมุนไพรขลู่มีความสามารถในการยับยั้งเอนไซม์ 

MAO-A และ MAO-B ได้ โดยกลไกกการยับยั้งแบบผันกลับได้ และยังพบว่ามีความสามารถในการยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ MAO-B ได้ดีกว่า โดยเฉพาะ Thiophene – 3 และ -2 (มีค่า IC50 เท่ากับ 3.48 ± 0.73 และ 4.74 ± 0.19 

ตามล าดับ) แสดงให้เห็นว่าสารส าคัญจากพืชขลู่สามารถลดการสูบบุหรี่ได้ผ่านทั้งกลไกในการยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ CYP2A6 และ MAO 

จากการศึกษายังพบว่า ความแตกต่างทางพันธุกรรมของ CYP2A6 อัลลีล *5, *7.*8 และ *10 ที่เคยมีรายงาน
ว่าพบในประเทศไทย ส่งผลกระทบต่อประสิทธิภาพการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 โดยสารยับยั้งมาตรฐาน 
โดยต้องใช้สารยับยั้งมากขึ้น เมื่อท าการศึกษาการยับยั้งด้วยสารส าคัญจากขลู่พบว่า ความหลากหลายทางพันธุกรรม
ส่งผลกระทบต่อประสิทธิภาพในการยับยั้งของสารส าคัญ ท าให้ถูกยับยั้งโดยสารส าคัญได้ลดลง (ค่า IC50 เพิ่มขึ้น) โดยไม่
ส่งผลกระทบต่อกลไกในการยับยั้งการท างาน โดย Thiophene 1-3 ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ทุกอัลลี
ลแบบผันกลับไม่ได้ โดย Thiophene-3 เป็นสารที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ใน
ทุกอัลลีลที่ท าการศึกษาได้ดีที่สุดรองลงมาคือ Thiophene-2 เช่นเดียวกับที่พบใน wildtype CYP2A6 โดยเอนไซม์ 
CYP2A6*5 เป็นเอนไซม์ที่ถูกยับยั้งได้ด้วยสารมาตรฐาน 8-MOP และสารส าคัญในกลุ่ม Thiophene ได้น้อยที่สุด แสดง
ให้เห็นว่าการเปลี่ยนแปลง G479V ของ CYP2A6*5 ส่งผลกระทบต่อความสามารถในการถูกยับยั้งของสารส าคัญจาก
สมุนไพรมากที่สุด   

แสดงให้เห็นว่าความหลากหลายทางพันธุกรรมของเอนไซม์ CYP2A6 ส่งผลกระทบต่อความสามารถเอนไซม์ใน
การถูกยับยั้งด้วยสารส าคัญจากสมุนไพรขลู่ ด้วยเหตุนี้ในการน าสารยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 มาใช้ในผู้ต้องการลดการสูบ
บุหรี่อาจด้อยประสิทธิภาพลงถ้าผู้สูบบุหรี่มีลักษณะทางพันธุกรรมที่หลากหลายจากอัลลีล wildtype  
 
4.7 ข้อเสนอแนะ 
 ควรมีการศึกษาวิธีในการตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมของเอนไซม์ CYP2A6 ในผู้ต้องการเลิกสูบ
บุหรี่ เพื่อน าข้อมูลมาประกอบในการให้สารยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 ในผู้ต้องการลดการสูบบุหรี่ เพื่อให้มีประสิทธิภาพ
ในการช่วยลดการสูบบุหรี่ 
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