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             ทําการศึกษาผลของบาราคอลในความเขมขนตางๆ (0.025,0.05,0.075,0.10 และ0.15 mM) 
ที่มีโดยตรงตอเซลลตับอิสระที่แยกจากหนขูาว โดยตรวจวัดการทํางานของเอนไซมใน phase I คือ 
aminopyrine N-demethylase (CYP2B,2C) และเอนไซมใน phase II คือ UDP-
glucuronyltransferase และ glutathione S-transferase รวมทัง้ศึกษาผลที่อาจเกดิพิษตอเซลลตับใน
ขนาดที่ใช โดยวิเคราะหหาปริมาณของเอนไซม transaminase (ALT,AST) ที่ถูกปลอยออกจากเซลล 
ปริมาณของ reduced glutathione  ทีอ่ยูในเซลล และการเกิด lipid peroxidation (ปริมาณของ 
malondialdehyde (MDA) ที่เกิดขึ้น) ผลการทดลองพบวาบาราคอลในทุกความเขมขนมีผลเพิ่มการ
ทํางานของเอนไซม aminopyrine N-demethylase และ glutathione S-transferase พรอมกับมีผลลด
การทาํงานของ UDP-glucuronyltransferase ปริมาณของเอนไซม  ALT และ AST รวมทัง้ GSH 
เพิ่มข้ึนเมื่อไดรับบาราคอลในความเขมขนสูงเทานัน้ (0.10 และ 0.15 mM) แตไมพบความแตกตางของ 
MDA ที่เกิดขึ้น จากผลการทดลองสรุปไดวาบาราคอลทาํใหเกิดพิษตอตับไดในขนาดสูง โดยไมสัมพันธ
กับการเกิด lipid peroxidation และอาจเกีย่วของตอการทํางานของเอนไซมใน phase I และ phase II 
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             Effect of barakol at various concentrations (0.025 , 0.05 , 0.075 , 0.10 and 
0.15mM) was studied directly in isolated rat hepatocytes by determining the activities  
of phase I enzyme , aminopyrine N-demethylase (CYP2B,2C), and phase II enzymes 
including UDP-glucuronyltransferase and glutathione S-transferase. The release of 
cellular transaminase (ALT,AST) , the reduced glutathione (GSH) contents and the 
extant of lipid peroxidation (as indicated by malondialdehyde (MDA) formation) were 
also measured and regarded as the cytotoxic criteria. Results indicated that barakol at 
all concentrations studied,   increased the activities of aminopyrine N-demethylase and 
glutathione S-transferase with the reduction in UDP-glucuronyltransferase activity. 
Increase in the release of ALT,AST and GSH contents were found only with high 
concentrations of barakol (0.10 and 0.15 mM). There was no change in MDA formation. 
In conclusion, cytotoxicity induced by high concentrations of barakol may involve the 
activities of certain phase I and phase II enzymes but not the lipid peroxidation. 
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MDA = Malondialdehyde 
NADPH = Reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
RER = Rough endoplasmic reticulum  
RNA = Ribonucleic acid 
SER = Smooth endoplasmic reticulum 
UDP = Uridine diphosphate 
UGT= UDP-glucuronyltransferase

ฏ
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บทที่  1 
 

บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

                          ปจจุบันการแพทยทางเลอืกหรือ alternative medicine มีแนวโนมในการ
นํามาใชเพิ่มข้ึน  การนาํสมนุไพรมาใชในการบําบัดรักษาโรคจึงมีบทบาทเพิ่มมากขึ้นโดยเฉพาะใน
สภาพเศรษฐกจิและสังคมไทยในปจจุบนั สมุนไพรไทยมีอยูหลากหลายชนิดการจะนาํมาใชจึง  
ควรพิจารณาและศึกษาเกีย่วกับองคประกอบสําคัญที่พบในยาสมุนไพร , ฤทธิท์างเภสัชวทิยา ,
ขบวนการเมตาบอลิสมของยา , การทดสอบพิษและการติดตามผลที่เกิดขึ้นหลังการใชยาเพื่อ
ปองกันอนัตรายที่อาจเกิดขึน้ได 

                       ในการศึกษาเกี่ยวกับคุณสมบัติของสวนสกัดจากพืชทีเ่ปนสมนุไพรพบวาพืชหลาย
ชนิดทีพ่บในประเทศไทยสวนใหญไมมฤีทธิ์ในการกอใหเกิดการกลายพันธุหรืออาจมีนอยมาก แต
ในทางตรงขามกลับมีฤทธิ์ตานการเกิดการกลายพนัธุของสารทีก่อใหเกิดการกลายพันธุหลายชนดิ
ตอแบคทีเรีย Salmonella tryphimurium และพบวาสวนสกัดจากพืชหลายชนิดเชน    ใบข้ีเหล็ก , 
ใบยอ ฯลฯ สามารถตานฤทธิ์การเกิดการกลายพนัธุจาก indirect mutagen เชน  Aflatoxin B1 

(AFB1) และ benzo(a)pyrene (BP) ได (Tepsuwan and Kusamran, 1997) ซึ่งขบวนการ         
เมตาบอลิสมของสารหรือยาที่ไดรับจากภายนอกไดเขามามีบทบาททีสํ่าคัญในการสงผลทาํใหเกดิ
การเปลี่ยนแปลง 

                         กระบวนการเมตาบอลิสมของยา (drug metabolism) เปนกระบวนการที่
เกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงสารที่ไดรับจากภายนอก (xenobiotics) ทั้งสารจากธรรมชาตหิรือ
สารสังเคราะห กระบวนการ drug metabolism เปนแบบ biphasic ซึ่งประกอบดวยปฏิกิริยา 
phase I และ phase II   (Phase I & Phase II reactions) ใน phase I เปนปฏิกริิยาทีท่ําใหเกดิ
การเปลี่ยนแปลง functional group ภายในโมเลกุลของสารใหอยูในรปูที่มีขั้วและพรอมที่จะถกูขับ
ออกจากรางกายหรือเปนการเตรียมสารสําหรับปฏิกิริยา phase II ตอไป โดยเมตาบอไลทที่ไดอาจ
มีฤทธิห์รือพษิมากขึ้น  ซึ่งจะทําใหเกิดพษิจากสารนัน้ๆ ซึ่งกระบวนการเมตาบอลสิมในปฏิกิริยา 
phase I นี้อาจจัดไดวาเปนกระบวนการทีก่ระตุนทาํใหเกิดสารกอมะเร็งใหออกฤทธิไ์ด ในปฏิกิริยา 
phase I นี้จะอาศัยเอนไซมที่สําคัญในการทํางานไดแก กลุม monooxygenases  ซึ่งตองใช  
Cytochrome P450 ในการทํางาน  สวนในปฏิกิริยา phase II หรือปฏิกิริยา conjugation นี้เปน
ปฏิกิริยาสังเคราะหเพื่อใหไดอนุพนัธุที่ละลายน้าํไดดี ทาํใหถูกขับออกจากรางกายทางน้ําดหีรือ
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ปสสาวะ ซึง่จัดเปนปฏิกิริยาทีก่อใหเกิดกระบวนการทาํลายพิษหรือกําจัดสารพิษออกจากรางกาย 
(detoxification) โดยในปฏิกริิยา phase II นี้ประกอบดวยเอนไซมที่สําคัญไดแก   glutathione  S-
transferase  (GST)  ,  UDP-glucuronyltransferase (UGT) ฯลฯ 

Barakol เปนสารสําคัญกลุม chromone ซึ่งสกัดไดจากใบออนและดอกของ
ขี้เหล็ก  (Cassia siamea  Lamk.) มีการศึกษาทั้งทางดานเภสัชวทิยาและคลินิก พบวาสารสาํคญั
นี้มีฤทธิ์กดการทํางานของระบบประสาทสวนกลางเมื่อใหโดยการฉีดและกินในหนตูะเภา และยัง
สามารถชกันําการนอนหลับ ยับยัง้การกระตุนการทํางานของระบบประสาทและมีพิษนอยมากใน
คนและสัตวทดลอง (Arunluksana, 1949) 

ในการศึกษาผลของสาร barakol ตอขบวนการเมตาบอลิสมในสัตวทดลองโดย
ศึกษาผลตอระดับเอนไซม Cytochrome P450 ไดแก aniline hydroxylase , aminopyrine N-
demethylase (phase I enzyme) และเอนไซมใน phase II ไดแก glutathione S-transferase 
(GST) , UDP-glucuronyltransferase (UGT) โดยผสมใบขี้เหล็กในอาหาร 5% ใหหนูทดลองกิน
เปนเวลา 14 วันผลการทดลองพบวาใบขี้เหล็กมีผลทําใหระดับของเอนไซมใน phase I ไดแก 
aniline hydroxylase, aminopyrine N-demethylase ลดลง สวนระดับของเอนไซมใน phase II 
ไดแก glutathione S-transferase , UDP-glucuronyltransferase เพิ่มสูงขึ้นอยางมนีัยสําคัญทาง
สถิติ (Tepsuwan and Kusamran, 1997) 

ตอมาไดมีการศึกษาถงึศักยภาพในการตานมะเรง็ของใบขี้เหล็ก โดยการศึกษาใน  
หนูขาวพนัธุ Sprague Dawley เพศเมียที่ถูกชกันาํใหเกิดมะเร็งเตานม โดยไดรับ 9,10-dimethyl-
1,2-benzanthracene (DMBA) ผลการศึกษาพบวาในหนูที่ไดรับอาหารที่ผสมใบข้ีเหล็ก 2.5 % 
และ 4 %   มีผลลดการเกิดกอนเนื้อที่เตานมและยงัลดพัฒนาการของการเจริญเตบิโตของกอนเนื้อ
งอกใหชาลงได นอกจากนีพ้บวาในกลุมที่ไดรับอาหารที่ผสมใบขี้เหลก็ 4% ยังมีอุบตัิการณเกิดของ
กอนเนื้องอกลดลง แตไมมีความแตกตางทางสถิต ิ เมื่อเปรียบเทียบกบักลุมควบคุม (Tepsuwan , 
Kupradinun, and Kusamran, 1999) 

นอกจากนีม้ีการศึกษาถึงผลของการไดรับสาร barakol แบบกึ่งเรื้อรังตอเอนไซม 
Cytochrome P450 ไดแก CYP1A1 , CYP1A2 , CYP2B1/2B2 และ CYP2E1 รวมถึงเอนไซม 
glutathione S-transferase ในตับของหนูขาว โดยเปรยีบเทียบระหวางหนทูี่ไดรับอาหารปกติและ
หนทูี่ไดรับอาหารคลอเรสเตอรอลสูง ซึ่งพบวาสาร barakol มีผลลดสมรรถนะของ CYP1A2 อยาง
มีนัยสาํคัญในหนทูั้งสองกลุมและเชนเดียวกับ CYP1A1 ในหนทูี่ไดรับอาหารคลอเรสเตอรอลสูง
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สวนผลของสารตอ CYP2B1/2B2 , CYP2E1 และ glutathione S-transferase ไมแตกตางจาก
กลุมควบคุม (Maniratanachote, 2001) 

ในป พ.ศ.2540 องคการเภสัชกรรมนําสมุนไพรขี้เหลก็มาแปรรูปผลิตเปนยาเม็ด   
ออกมาจาํหนายเพื่อใชในการรักษาภาวะนอนหลับยาก พบวาทําใหเกิดผลขางเคียงทาํใหเกิดภาวะ  
ตับอักเสบเฉียบพลันในผูปวยจํานวน 9 ราย ซึง่ระดับความรุนแรงทีเ่กิดขึ้นมีตั้งแตนอยไปจนถึงมี
อาการของโรคมาก (ตารางที ่ 1) โดยยังไมสามารถสรุปไดวาเปนผลโดยตรงของสาร barakol หรือ
สารอื่นทีเ่ปนองคประกอบ(สมบัติ ตรีประเสริฐสุข,มงคล หงษศิรินิรชร และอนุชิต จฑูะพุทธ,ิ 2542) 

ตารางที ่1  ขอมูลของผูปวยที่มีภาวะตับอักเสบจากยาสมุนไพรขี้เหลก็จํานวน  9  ราย  ในป 
พ.ศ.2542 ของโรงพยาบาลพระมงกุฎเกลาและโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ  (สมบัติ  ตรีประเสริฐสุข 
และคณะ, 2542) 
รายที ่ อาย ุ เพศ ระยะเวลา (วัน) ขนาดยา (มก.) อาการตวั-ตาเหลอืง คาสูงสุดของ SGPT คาสูงสุดของ Tb/Db   คาการทํางานของตับ 
      ที่ไดรับยาขี้เหลก็  ขี้เหลก็ตอวัน        ออนเพลีย         (ยูนิต/ลิตร)          (มก./ดล.) SGPT และ Tb เปนปกต ิ
         ในระยะเวลา (สัปดาห) 
1  60  หญิง  60  20 มีอาการ  1146 15/12 23 
2  61  ชาย  21  20-30 มีอาการ  1076 1.87/1.31 4 
3* 81  หญิง  150  10 ไมมีอาการ  127 0.8/0.4 4 
4* 30  หญิง  30  20 ไมมีอาการ  643 0.6/0.3 4 
5 49  หญิง  3  20-40 มีอาการ  432 7.8/4.6 4 
6 63  หญิง  90  20 มีอาการ  740 3.9/3.0 6 
7 29  หญิง  120  20 มีอาการ  934 7/6.1 3 

8 55  หญิง  30  20 มีอาการ  779 7.5/5.5 6 
9 50  หญิง  180  20 มีอาการ  413 1/0.7 2 
Tb = Total bilirubin 
 Db = Direct bilirubin,  
 *  คือรายที่มีการทดลองใชยาขี้เหล็กซ้ําหลังจากมีอาการของภาวะตับอักเสบแลวเกิดอาการซ้ําใหม 

 
            อยางไรก็ตามขอมูลในการทําวิจัยในดานเมตาบอลิสมของสาร barakol นี้ยังมี

นอย ซึง่ในการศึกษาที่ผานมานัน้สวนใหญจะทําการศึกษาในรูปแบบ in vivo โดยการใหหนู
ทดลองกนิยาในรูปของใบขี้เหล็กผสมกับอาหาร หรือการปอนสาร barakol แลวดูผลของสารที่มีตอ
ตับและการเปลี่ยนแปลงคาชีวเคมีในเลือด 
 
                         งานวิจัยนี้เปนการศึกษาในรูปแบบของ in vitro ทําการศึกษาในเซลลตับอิสระ
ของหนูขาว (isolated rat hepatocytes) เพื่อศึกษาผลของ barakol ตอเมตาบอลิสมของเซลลตบั  
โดยตรง ซึ่งดผูลที่มีตอการทํางานของเอนไซมในปฏิกิริยา phase I ไดแก aminopyrine N-
demethylase(CYP2B,2C)และเอนไซมในปฏิกิริยา phase II ไดแก UDP-glucuronyltransferase 
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และ glutathione S-transferase  นอกจากนี้ยังศกึษาถึงผลของ barakol ที่มีตอตับโดยตรวจหา
เอนไซม  ซึ่งมตีนกําเนิดมาจากเซลลตับและจะถูกปลอยออกมาเมื่อเกดิอันตรายตอเซลลตับ ไดแก 
alanine aminotransferase (ALT:glutamic pyruvic transaminase;GPT) และ aspartate 
aminotransferase (AST:glutamic oxaloacetic transaminase;GOT) รวมทัง้ตรวจวัดผลการเกิด 
malondialdehyde (MDA) ของขบวนการ lipid peroxidation และการตรวจวัดปริมาณของ 
reduced glutathione (GSH) 

วัตถุประสงคของการวิจัย 

เพื่อศึกษาผลของ barakol ตอการทํางานของเอนไซม Cytochrome P450 , 
UDP-glucuronyltransferase และ glutathione S-transferase ในเซลลตับอิสระของหนูขาวและ
วิเคราะหหาปริมาณของ reduced glutathione (GSH) , malondialdehyde (MDA) และ alanine 
aminotransferase (ALT) & aspartate aminotransferase (AST) activity 

สมมติฐานการวิจัย 

Barakol  มีผลตอการทาํงานของเอนไซม Cytochrome P450 , UDP-
glucuronyltransferase และ glutathione S-transferase ในเซลลตับอิสระของหนูขาวและมีผล
ตอปริมาณของ reduced glutathione (GSH) , malondialdehyde (MDA) และ alanine 
aminotransferase (ALT) & aspartate aminotransferase (AST) activity 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

ความรูเกีย่วกบัผลของ barakol ตอเซลลตับอิสระของหนูขาวและผลของสารตอ
การทาํงานของ Cytochrome P450 , UDP-glucuronyltransferase และ glutathione  S-
transferase  ซึ่งเปนเอนไซมที่เกีย่วของกบัการเปลี่ยนแปลงยา สารเคมี หรือมลพิษหลายชนิดใน
ส่ิงแวดลอม ทาํใหไดรับองคความรูใหมอันเปนประโยชนในการศึกษาวจิัยเกี่ยวกับ  barakol ตอไป
ในอนาคต
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บทที่  2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

ขี้เหล็ก 
                 
                  ข้ีเหล็ก มีชื่อทางวทิยาศาสตรคือ Cassia siamea Lamk. อยูในวงศ  Leguminosae 
พบไดในปาเบญจพรรณทั่วไป ในบริเวณแถบอากาศคอนขางรอน ในประเทศไทยมีชื่อทองถิน่ที่
ตางกนัไดแก ขี้เหล็กแกน (ราชบุรี), ข้ีเหล็กบาน (ลําปาง, สุราษฎรธาน)ี, ขี้เหล็กหลวง(ภาคเหนือ),
ขี้เหล็กใหญ (ภาคกลาง), ผักจี้ลี้ (ฉาน-แมฮองสอน), ข้ีเหล็กจหิร่ี (ภาคใต) และ ยะหา (มาเลย-
ปตตาน)ี  สวนชื่ออังกฤษไดแก Capsod  tree , Thai  copper  pod (Royal Forest Department, 
1948: 71) 
 
                      ลักษณะของตนขี้เหล็กเปนไมยืนตนขนาดกลางถึงใหญ ใบประกอบแบบขนนกออก
เรียงตรงขามกนั ใบยอยรูปไขมนขนาดเลก็ ดอกชอสีเหลือง  ฝกแบนยาวเมื่อแกจัดแตกออกได 
ขยายพนัธุดวยเมล็ด (รูปที่ 1) คนไทยไดนําสวนของใบและดอกมาทาํอาหาร เชน แกงขี้เหล็ก แกง
บวน ซึ่งใบและดอกมีประโยชนตอรางกายในดานใหพลงังาน เสนใย  แคลเซียม  ฟอสฟอรัส  เหลก็  
เบตา-แคโรทีน และวิตามินชนิดตางๆ 

                                               
รูปที่ 1  Cassia siamea  Lamk. 

              
          ในตํารายาแผนโบราณไดนําสวนตางๆของขี้เหลก็มาทําเปนยา ไดแก ใบใชสําหรับ

รักษาอาการนอนไมหลับ , เบาหวาน , เปนยาขับปสสาวะ , ยาระบาย , ยาลดความดันโลหิต ,           
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ยาถายพยาธิ  ดอกขี้เหล็กใชรักษาอาการนอนไมหลับ ,หอบหืด , แกรังแค   เปลือกฝกใชรักษาเสน
เอ็นตึง  เปลือกตนใชรักษาริดสีดวงทวาร , โรคหิด  แกนใชเปนยาระบาย,ขับปสสาวะ , ถายพยาธิ  
รากใชรักษาไข,แกไขกลับ,ไขซ้ํา (Farnsworth and Bunyapraphatsara, 1992) 
  
                       นอกจากนีม้กีารศึกษาถึงสารเคมีทีพ่บไดในใบและดอกของขี้เหล็ก   พบวามีสาร
กลุม chromone ซึ่งเปนสารสําคัญ มฤีทธิค์ลายเครียดและชวยใหนอนหลับ ไดแก barakol  และ
พบวายังมีสารในกลุมของ anthraquinones เชน aloe-emodin , rhein-8-monoglucoside , 
rhein , chrysophanic acid , anthrone , dianthrone , chrysophanol  (Tutin, 1914)  ซึ่งมีฤทธิ์
ชวยใหถาย , ระบายทอง  โดยสาร barakol เองนัน้ไมมฤีทธิ์เปนยาระบาย (สมคิด  รัตนจรัสกุล, 
สมศักดิ์ ชุติศิลป และ เอกสทิธิ์ ศรีเสกสรร, 2524 )   
 
Barakol ( บาราคอล ) 
          
                     Barakol เปนสารสําคัญซึ่งสกัดไดจากใบออนและดอกของขี้เหล็ก (Cassia siamea   
Lamk.) ในการศึกษาเริ่มแรกโดยคณะวิจยัมหาวทิยาลยั Nottingham ประเทศอังกฤษไดสกัดสาร
จากตน C. siamea   พบวา สารนี้เปนอนุพนัธของ dioxaphenalene ซึ่งเปน chromone ชนิดหนึง่
และใหชื่อวา barakol (Hassanali-Waliji, King, and Wallwork, 1969)  
  
                       ในประเทศไทยไดมีการศึกษาโดย รศ.ชัยโย ชยัชาญทพิยุทธ แหงภาควิชาเภสัชเวท 
คณะเภสัชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ทําการศึกษาทางพฤกษเคมีของใบขี้เหล็กและสกดั
สารสําคัญจากใบออนของขีเ้หล็กไดสารผลึกรูปเข็มสีเหลืองของ barakol โดยมีสูตรโครงสรางทาง
เคมีคือ 3α,4-dihydro-3α,8-dihydroxy-2,5-dimethyl-1,4-dioxaphenalene (รูปที่ 2) ซึ่งพบวา
มี barakol ในปริมาณรอยละ 0.1 (ชัยโย ชัยชาญทิพยทุธ, 2521) 

รูปที่ 2 แสดงโครงสรางทางเคมีของ barakol (3α,4-dihydro-3α,8-dihydroxy-2,5- dimethyl -
1,4-dioxaphenalene) (ชัยโย ชัยชาญทิพยุทธ, 2521) 
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                        ในการศึกษาถึงความคงตวัของสาร barakol พบวาเมือ่สารอยูในรูปของ barakol 
เองนัน้จะไมมคีวามคงตวัโดยเมื่อสูญเสียน้ําออกจากโมเลกุลจะถกูเปลี่ยนจาก barakol(C13H12O4) 
เปน anhydrobarakol (C13H10O3) ซึ่งมนีวิเคลียสเปนสารพวกควิโนน ซึ่งเปนสารที่ไมมีความคงตัว
และสลายตัวไดงาย  

 
           จากการทดลองเพื่อเตรียมอนุพนัธของบาราคอลในรูปเกลือของไฮโดรคลอไรด,  

ซัลเฟตและซิเตรต พบวาสารที่ไดมีความคงตัวและละลายน้ําไดมากขึน้ และทําใหแหงโดยที่สารจะ        
ไมมีการเปลี่ยนแปลงเปนสารตัวอื่น โดยเฉพาะอนุพนัธของบาราคอลในรูปเกลือของไฮโดรคลอไรด 
และซัลเฟต จะละลายน้ํา ไดดีและมีจุดหลอมเหลวสงูขึน้ (ศุภชัย จิรเวชวงศสกุล, ยุคล เกวลิน,   
สมศักดิ์ แซเจน, 2542)   

 
     การเตรียมสารในการศึกษานีจ้ะเตรียมอนุพนัธของบาราคอลในรูปเกลือไฮโดรคลอไรด

คือ anhydrobarakol hydrochloride (C13H12ClO3) (MW=268.5) โดยเมื่อ  anhydrobarakol 
hydrochloride ละลายน้าํก็จะเปลี่ยนกลบัเปนสาร barakol ดังเดมิซ่ึงแสดงโดยปฏิกิริยาดังรูป   
(รูปที่ 3) นอกจากนีเ้มื่อสารอยูในรูปของสารละลาย สภาวะที่ดีในการเก็บควรอยูในอุณหภูมิ         
0 องศาเซลเซยีสในทีม่ืด ซึ่งสารจะมีความคงตัวนานถึง 24 ชั่วโมง (Thongsaard et al, 2001) 
สวนสารละลายทีน่ํามาใชในการทดลองจะเตรียมและใชทันท ีและจะเก็บไวไมเกนิ 1 ชั่วโมง    
 

 

        barakol                               anhydrobarakol                     anhydrobarakol  hydrochloride         
 
รูปที่ 3 แสดงปฏิกิริยาการเปลี่ยนของ  anhydrobarakol  hydrochloride  เปน  barakol  
(Thongsaard et al., 2001) 
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การศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาและคลินิกของ barakol 
  
                   ในป พ.ศ.2492 พญ.อุไร อรุณลักษณ แผนกสรีรวิทยา คณะแพทยศาสตรศิริราช
พยาบาล ไดทําการศึกษาฤทธิ์ทางเภสชัวิทยาโดยการสกัดสารจากใบขี้เหล็กโดยใชแอลกอฮอล 
(alcohol extract) ทําการวจิัยในสัตวทดลอง  ซึง่พบวาสารสกัดจากใบขี้เหล็กมีฤทธิ์กดการทํางาน
ของระบบประสาทสวนกลางทั้งบริเวณสมองและไขสันหลัง มีผลทาํใหสัตวทดลองซึม เคลื่อนไหว
ชาลง และสามารถลดการกระตุนระบบประสาทสวนกลางของยาคารดิอาโซล (cardiarsole)   และ 
สตริคนิน (strychnine) นอกจากนีย้ังไดทําการศึกษาในผูปวยทีม่ปีญหาในการนอนหลับและมี
อาการกระวนกระวายนอนไมหลับ   พบวาสารนี้ชวยระงับอาการตื่นเตนทางประสาทและชวยให  
ผูปวยนอนหลบัไดดีขึ้นและยังพบวาสารมผีลทําใหเกิดพษิไดนอยมากเมื่อใหในคนและสัตวทดลอง             
(อุไร อรุณลักษณ, 2492) 
  
                       จากการศึกษาของ  พกิุล  จันทรโยธา   ทําการศึกษาฤทธิท์างเภสัชวิทยาเบื้องตน
ของสาร barakol พบวาอาจเปน dopamine agonist  โดยเมื่อให barakol ในขนาดต่ํา 10-100   
มก./กก. สามารถลด locomotor activity ในหนูถีบจกัรได และเมื่อใหในขนาดสูง  100-200 มก./
กก. จะมีฤทธิใ์นการระงับความเจบ็ปวดโดยสามารถเพิม่ nociceptive threshold ในการศึกษา 
hot plate test ได   สวนในการศึกษาดานพิษวทิยาพบวา barakol  มีคา ED50 เทากับ 296.17     
มก./กก. (265.25-331.56 มก./กก.) และมีคา  LD50  เทากับ 324.09 มก./กก. (320.36-347.39  
มก./กก.)  (พกิุล จนัทรโยธา, 2531) 
  
                       นอกจากนีย้งัมีการศึกษาเพื่อสนับสนุนการใชใบข้ีเหลก็ในการรักษาภาวะนอนไม
หลับในคนโดยการวจิัยของ ดํารงศักดิ ์ บุญญเลิศ คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม     
โดยศึกษาผลของ barakol  ตอระบบประสาทสวนกลางโดยการวัดคลื่นสมอง EEG และจํานวน     
พลังงานที่เพิ่มข้ึนในหนูขาว พบวาในหนูขาวที่ไดรับสาร barakol 25 มก./กก. จะนอนหลับภายใน 
15-20 นาที เปนเวลานาน 1 ชั่วโมง มี EEG pattern และจํานวนพลังงานที่เพิ่มข้ึนเทากับในหนู
ขาวทีน่อนหลบัปกติ สวนหนูขาวที่ไดรับสาร barakol 100 มก./กก. จะนอนหลับแตมี EEG pattern  
และจํานวนพลังงานแตกตางจากหนูขาวทีน่อนหลับปกต ิ(Bulyalert, 1992) 
  
                        ในการวิจัยของ วัชรีวรรณ ทองสะอาด  คณะแพทยศาสตร   มหาวิทยาลยั                 
ศรีนครินทรวิโรฒ พบวาการให barakol 10 มก./กก. โดยฉีดเขาชองทอง มฤีทธิ์คลายเครียดโดยมี   
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anxiolytic properties เหมอืน diazepam แตมีกลไกการออกฤทธิ์ที่แตกตางกนัคือ barakol มีฤทธิ์
เปน dopamine agonist  ที่อาจออกฤทธิ์เปน  serotonine antagonist ดวย  ทําใหหนูทดลองมี
การแสดงพฤติกรรม exploratory แตไมเกิดในกลุมทีไ่ดรับ diazepam พฤติกรรมนี้จะลดลงเมื่อ
เพิ่มขนาดของ barakol เปน 25 , 50 และ 75 มก./กก. (Thongsaard  et al., 1996) และใน
การศึกษา in vitro เพื่อดูผลของ barakol ตอการหลัง่ของ dopamine โดยใช  rat striatal slice  
พบวา barakol (1,10 และ 100 micromole) สามารถลดระดับของ K+- stimulated dopamine 
release เหมอืนกับการให quinelorane dihydrochloride (1 micromole) และ pergolide 
methanesulfonate (100 micromole) ซึ่งเปน dopamine D2 receptor agonists นอกจากนี้  
barakol ในขนาด 10 micromole จะถูกยบัยั้งโดย S(-)-eticlopride hydrochloride (10 
micromole) ซึ่งเปน dopamine D2 receptor antagonists  (Thongsaard  et al., 1997)               
                
                       นอกจากการศึกษาฤทธิ์ของ barakol ตอการชวยคลายกงัวลและระงับประสาท
แลว ยังมีการศึกษาถงึบทบาทของ  barakol  ตอระบบหัวใจและหลอดเลือดซึ่งมีการศึกษาในหนู
ถีบจักรและแมวพบวาเมื่อให barakol 0.5-15 มก./กก. โดยการฉีดเขาหลอดเลือดดาํจะมีผลทําให
คาความดนัโลหิตทัง้ systolic และ diastolic ลดลงในลักษณะ dose dependent สวนใน
การศึกษา in vitro สาร barakol ในขนาด 10-5  - 10-3 M สามารถลดการหดตวัของ isolated 
thoracic aorta ของหนูขาวที่ถูกกระตุนโดย phenylephrine และจะมฤีทธิ์ในการยับยั้งการหดตัว
มากขึ้นเมื่อทดลองใน intact endothelium ซึ่งจากการทดลองพบวาสาร barakol มีผลทําใหเกดิ 
peripheral vasodilation โดยการทาํงานผาน endothelium derived relaxing factor (EDRF) 
(Suwan et al.,  1992) 
                   
                      ในการศึกษาเพื่อดูฤทธิ์ของ Cassia siamea ตอการตานเชื้อมาลาเรยี(antimalarial 
effect) โดยการนําสวนของใบมาสกัดสารดวยน้าํ (water extract) พบวา IC50 (50%inhibition 
concentration) ของสารมีคา < 7.5 µg equiv. of plant extract และสารสกัดจากใบในขนาด 30 
µg equiv. of plant extract สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ Plasmodium faciparum ใน
หลอดทดลองได 100% (Gbeassor et al., 1989) 

 
           การศกึษาผลของขี้เหล็กตอกระบวนการเมตาบอลิสม โดยดูระดับเอนไซมทั้งใน

กลุมทีก่ระตุนใหเกิดสารพิษ (phase I enzymes) ไดแก aniline hydroxylase (ANH) และ 
aminopyrine N-demethylase (AMD) และเอนไซมในกลุมทีท่ําลายพษิและกําจัดสารเคมี 
(phase II enzymes)  
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ไดแก glutathione S-transferase (GST) และ UDP-glucuronyltransferase (UGT) ทําการศึกษา
โดยผสมใบขี้เหล็กลงในอาหารในอัตราสวนรอยละ 5 ใหหนูทดลองกนิเปนเวลา 14 วันพบวามผีล
ทําใหระดับของเอนไซม aniline hydroxylase (ANH) และ aminopyrine N-demethylase (AMD) 
ลดลง แตมีผลกระตุนการทาํงานของเอนไซม   glutathione S-transferase  และ  UDP-
glucuronyltransferase  ใหสูงขึ้น  (Tepsuwan and Kusamran, 1997) ตอมาไดมีการศึกษาถงึ
ศักยภาพในการตานมะเร็งของใบขี้เหล็ก โดยทําการศึกษาในหนูขาวพันธุ Sprague Dawley เพศ
เมียทีถู่กชกันาํใหเกิดมะเรง็เตานม โดยไดรับ 9,10-dimethyl-1,2-benzanthracene (DMBA) ผล
การศึกษาพบวา ในหนทูี่ไดรับอาหารที่ผสมใบข้ีเหล็ก 2.5% และ 4% มีผลลดการเกิดกอนเนื้อที่
เตานม และยงัลดพัฒนาการของการเจรญิเติบโตของกอนเนื้องอกใหชาลงได นอกจากนี้พบวาใน
กลุมที่ไดรับอาหารที่ผสมใบขี้เหล็ก 4% ยังมีอุบัตกิารณเกิด กอนเนื้องอกลดลงแตไมมีความ
แตกตางทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกบักลุมควบคุม (Tepsuwan, Kupradinun, and Kusamran, 
1999) 

 
                       จากการศึกษาถึงผลในระยะกึ่งเรื้อรังของการใหสาร barakol โดยปอนทางปาก ใน
ขนาด  30 มก./กก./วัน เปนเวลา 90 วนั  ในหนูขาวที่ไดรับอาหารปกติเปรียบเทยีบกับหนูขาวที่
ไดรับอาหารทีม่ีคลอเรสเตอรอลสูง โดยดผูลตอเอนไซม  Cytochrome P450 ไดแก CYP1A1 , 
CYP1A2 , CYP2B1/2B2 และ CYP2E1 รวมทัง้เอนไซม glutathione S-transferase พบวา 
barakol มีผลทําให CYP1A2 ลดลงในหนูขาวทั้งสองกลุม และ CYP1A1 ลดลงในกลุมที่ไดรับ
อาหารที่มีคลอเรสเตอรอลสูง สวนผลตอ CYP2B1/2B2 และ CYP2E1 และเอนไซม glutathione 
S-transferase ไมแตกตางจากกลุมควบคุม (Maniratanachote, 2001) 

 
           จากขอมูลการศึกษาวิจัยทางเภสชัวิทยาและการทดสอบพิษ องคการเภสัชกรรม

ไดเล็งเหน็ศักยภาพของสมนุไพรขี้เหล็กในการนํามาพฒันาเปนยาเพื่อใชในคนทีม่ีความวิตกกงัวล
และนอนไมหลับซึ่งมีการทดสอบทางคลนิิกโดยการใชยาน้าํเชื่อมข้ีเหล็กและยาเมด็ขี้เหล็ก400 มก. 
(ซึ่งมีความเขมขนของ anhydrobarakol 10 มก. / 5 มล. / เม็ด) เพือ่ชวยใหนอนหลับโดยทดสอบ
กับผูปวย 2 กลุม ซึ่งเปนผูปวยหลงัผาตัดที่มีอาการนอนไมหลับจาํนวน 22 รายและ     อาสาสมคัร
จํานวน 20 ราย พบวาการใชยาน้าํเชื่อมข้ีเหล็กและยาเม็ดขี้เหล็กในขนาดยาที่มีความเขมขนของ 
anhydrobarakol 10 มก./คร้ัง จะชวยใหผูปวยนอนหลับไดดีพอควรและไมทาํใหเกิดอาการ
ขางเคียงที่สาํคัญ (วีระสิงห เมืองมัน่ และคณะ, 2543) 

 
            



 

 

11

        นอกจากนี้มีการทดสอบฤทธิท์ําใหงวงหลับโดย ผศ.นพ.ประกอบ ผูวิบูลยสุข แหง
คณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล ซึง่ใชสมุนไพรแปรรูปชนิดเม็ด 400 ม.ก. มี anhydrobarakol          
16 มก./เม็ด (กินครั้งละ 4 เม็ด) ทาํการศึกษาฤทธิ์ทาํใหงวงหลับในคนปกตจิํานวน 20 ราย        
โดยรับประทานยาเพียงครั้งเดียว และศึกษาฤทธิท์ําใหงวงหลับในกลุมที่มีปญหาการนอนไมหลับ    
จํานวน 31 ราย ผลการศึกษาพบวายาสมุนไพรแปรรูปชนิดเม็ดจากใบขี้เหล็กสามารถทาํใหคน
ปกติงวงหลับไดและชวยใหผูที่มีปญหานอนหลับยาก นอนหลับไดเร็วขึ้น มีคุณภาพการนอนดีขึน้
และเกิดความพึงพอใจตอการนอนเพิ่มข้ึน (ประกอบ ผูวบิูลยสุข, พิมลวรรณ ทัพยทุธพิจารณ  และ 
ธริส หิญชีระนันทน, 2543) แตจากการใชยาเม็ดขี้เหล็กนี้กพ็บวากอใหเกิดผลขางเคียงในผูปวย
โดยทําใหเกิดภาวะตับอักเสบเฉียบพลนัในผูปวยจํานวน 9 ราย ซึ่งระดับความรุนแรงที่เกิดขึน้มี
ตั้งแตนอยไปจนถึงมีอาการของโรคมาก โดยยังไมสามารถสรุปไดวาเปนผลโดยตรงของสาร 
barakol หรือสารอื่นทีม่าจาก  barakol  (สมบัติ ตรีประเสริฐสุข, มงคล หงษศิรินิรชร และ อนุชิต 
จูฑะพุทธ,ิ 2542) 

ตับและกระบวนการเมตาบอลิสมของตับ 

                   ตับเปนอวัยวะที่ใหญที่สุดในรางกาย มหีนาที่สําคัญในการสรางน้ําดี , การ
เปลี่ยนแปลงสารภายในรางกายและสารตางๆที่ไดรับจากภายนอก ตับมีเลือดมาเลี้ยงจาก 
hepatic artery ซึ่งจะนําเลือดที่มี oxygen สูง (ประมาณ 25% ของปริมาณเลือดทั้งหมด) 
นอกจากนี้ตับไดรับเลือดมาเลี้ยงจาก hepatic portal vein ซึ่งเปนเลือดที่มีอาหารในปริมาณสงู 
(ประมาณ 75% ของปริมาณเลือดทั้งหมด)  

ทั้ง hepatic artery และ hepatic portal vein จะแตกแขนงยอยเปน hepatic 
arterioles  และ  portal venules  ซึ่งกระจายไปทัว่ทกุโครงสรางของตับ โดยจะมแีขนงของ bile 
ductule รวมไปดวย ซึง่จะรวมเปนโครงสรางที่เรียกวา portal tract หรือ hepatic triad 

เลือดที่ไหลเขาจาก hepatic arterioles และ portal venules จะเทเขาสู 
sinusoids ซึ่งมีรูปรางไมแนนอน แตมีขนาดใหญกวาหลอดเลือดฝอยธรรมดา จากนั้นเลือดที่ไหล
ผาน sinusoids จะเขาสู central vein ซึง่เปนปลายของ hepatic vein ซึ่งจะนาํเลอืดออกจากตบั 
(รูปที่ 4) 
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                รูปที่ 4  แสดงโครงสรางของหลอดเลือดที่มายังตับ (Cohn and Roth, 1996) 

                  ชองวางระหวางหลอดเลือดจะเต็มไปดวยเซลลตับ (hepatocytes หรือ parenchymal 
cells)  ซึ่งจะเรียงรายอยูรอบๆ sinusoids โดย sinusoids มีผนงัเปน endothelial cells ที่ไมติดกัน
และมีชั้น  basal lamina  ทีไ่มสมบูรณ เรียกวา   Kupffer cells    ซึ่งมีหนาที่กําจัดจุลินทรียและสิ่ง
แปลกปลอมทีผ่านผนังลาํไสเล็กเขามาในเลือดชองวางระหวาง hepatocytes และ Kupffer cells 
เรียกวา space of Disse เปนแหลงแลกเปลี่ยนอาหารและ oxygen ระหวางเลือดและ 
hepatocytes (รูปที่ 5) 
 
                       Functional unit ของตับเรียกวา acinus  ซึ่งเปนกลุมของ hepatocytes ที่มีรูปราง
และขนาดไมแนนอนจัดเรียงตัวรอบ portal tract โดย hepatocytes มีเสนผานศูนยกลางประมาณ 
10 µm ภายในประกอบดวย nucleus , nucleolus , smooth & rough endoplasmic 
reticulum(SER,RER) , golgi complex , lysosome , mitochondria  และ granule สําหรับสะสม
สารตางๆ (รูปที่ 6) ซึ่ง hepatocytes จะทําหนาที่ในการสรางน้าํดี และหลั่งออกโดยอาศัย 
excretory unit  เรียกวา bile canaliculus 
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            รูปที่ 5  การติดตอระหวางเลือดและเซลลตับ (hepatocytes) ผานทาง space of Disse  
                                                         (พรเพ็ญ เปรมโยธิน, 2529) 
                                       
            
            
 
                            
 
 
 
 
                      
 
 
 
 
 
                              
            รูปที่ 6  cross - section of hepatocyte  (Hodgson and Levi, 1994) 
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                  เซลลตับ  (hepatocytes)  แบงออกเปน 3 zone โดยยึดหลักระยะหางจากหลอดเลือด
ที่มาเลีย้ง (รูปที่ 7) ไดแก 
 zone 1 (periportal region) : เซลลจะอยูใกล portal tract   เลือดที่มาเลี้ยงจะมีสวนประกอบของ                
                      เลือดแดงมากกวาเลือดดํา ซึ่งเซลลตับจะไดรับ  oxygen , อาหาร รวมถงึการสัมผัส                    
                      กับสารภายในรางกาย เชน ฮอรโมน และสารตางๆที่ไดรับจากภายนอกในปริมาณ  
                      สูง โดยเซลลในกลุมนี้จะเปนกลุมแรกที่เกดิการ regeneration ภายหลังเกิด               
                      อันตรายตอตับ   แตจะเปนกลุมสุดทายทีจ่ะเกิด necrosis 
zone 2 (midzonal region) : เปน zone ซึ่งแบงและแยก zone ที่ 1 และ zone ที่ 3 ออกจากกัน 
zone 3 (centrilobular region) : เซลลใน zone นี้จะอยูรอบๆ central vein ซึ่งจะไมมี hepatic   
                       arteiole มาเลี้ยงดังนั้น hepatocytes จะไดรับเลือดที่มี oxygen นอย นอกจากนี ้
                       เซลลจะสัมผัสกับ metabolic products  ของสารตางๆ ในปริมาณสูง  
                                                 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 7 แสดงการแบงเซลลตับโดยอาศัยระยะหางจากหลอดเลือดที่มาเลีย้ง (a;portal vein , 
b;hepatic artery , c;bile duct , star;centrolobular veins) (McIntyre et al., 1991) 
 
           เมื่อนาํ  hepatocytes มาปน โดยใช  Ficoll density gradient  สามารถแยกเซลลออกได
เปน 2 แบบคือ 

 1. light hepatocytes (mean density 1.10) : สวนใหญเปน  hepatocytes  ในสวนของ 
centrilobular region มี smooth endoplasmic reticulum (SER) และ mitochondria อยูเปน
จํานวนมาก และมี glycogen granules อยูเปนจาํนวนนอย 

 2. heavy hepatocytes (mean density 1.14) : สวนใหญเปน  hepatocytes ในสวน
ของ periportal region ม ี rough endoplasmic reticulum (RER) อยูเปนจาํนวนมาก และมี 
glycogen granules  ที่มีขนาดใหญและอยูกันอยางแนนหนา 
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         จากลกัษณะตําแหนง , โครงสรางทางกายวิภาคและบทบาทหนาที่ของตับ จะเหน็

ไดวาตับเปนอวัยวะหลกัที่มคีวามสาํคัญในการเปลีย่นแปลงยาและสารเคมีตางๆ ที่ไดรับจาก
ภายนอก นอกจากนี้ตับยังเปนอวัยวะที่เปนเปาหมายสําคัญของการเกิดพิษจากยาและสารเคมี
โดยตรง หรืออาจเกิดพษิจากเมตาบอไลทของยาและสารเคมี ไดอีกดวย 

กระบวนการเมตาบอลิสม 

                       ในการศึกษากระบวนการเมตาบอลิสม อวัยวะที่สําคัญและมีบทบาทในการ
เปลี่ยนแปลงยาและสารเคมตีางๆ ที่ไดรับจากภายนอกคือ ตับ ยาและสารเคมีสวนมากที่ละลายใน
ไขมันจะถูกเปลี่ยนแปลงโดยกระบวนการของเอนไซมในตับ ไดเมตาบอไลทที่ไมมฤีทธิ์และละลาย
น้ําขับถายออกจากรางกายไดดี แตบางครั้งเมตาบอไลทที่ไดอาจมีฤทธิ์หรือมพีิษมากขึ้น ทําใหเกิด
พิษจากยาหรอืสารเคมีนัน้ๆ   นอกจากการเกิดกระบวนการเมตาบอลิสมโดยเอนไซมภายในตับ
แลวก็ยังพบเอนไซมที่สําคัญซึ่งสามารถเปลี่ยนแปลงยาและสารเคมีตามอวัยวะสวนตางๆของ
รางกายไดแก ปอด , ผนังของลําไสเล็ก , ไต ฯลฯ (ตารางที ่2) 
 
ตารางที ่ 2 แสดงการกระจายของ Cytochrome P450 และ Glutathione S-transferase ซึ่งเปน
เอ็นไซมสําคญัใน phase I และ phase II reaction ในอวัยวะตางๆของหนูขาว (Katzung, 1998) 

Tissue CYP450 a GSH Transferase b 
Liver 0.73 599 
Lung 0.046 61 

Kidney 0.135 88 
Small intestine 0.042 103 

Colon 0.016 - c 
Skin 0.12 - c 

Adrenal gland 0.5 308 
     a   Cytochrome P450 , nmole/mg  microsome protein 
     b  Glutathione S-transferase , nmole conjugate formed/min/mg cytosolic protein 
      c  Values not available   

               ในการศึกษาเรือ่งพิษที่เกิดจากเมตาบอไลทที่มีฤทธิ ์  ส่ิงที่ควรคํานึงถงึคือ metabolic 
pathway ของสารทีท่ําใหเกิดพิษ เมื่อสารตางๆ เขาสูรางกายจะถูกเปลีย่นแปลงดวยเอนไซม
ภายในตับโดย metabolic pathway ที่มากกวาหนึง่ pathway เสมอ ในบาง pathway อาจได            
เมตาบอไลททีไ่มมีพิษ (nontoxic pathway) หรือบาง pathway อาจทําลายเมตาบอไลททีท่ําให
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เกิดพิษเพื่อปองกันรางกายจากการเกิดพษินัน้ (detoxification pathway) (รูปที่ 8) ดังนัน้ปริมาณ
ของเมตาบอไลทที่มฤีทธิ์ที่เกิดขึ้นจะมีมากหรือนอยก็ข้ึนกับสมรรถนะของเอนไซมในแตละ 
pathway และปริมาณของ substrate ที่ไดรับเขาสูรางกาย 

        

     Xenobiotic                      Nontoxic metabolite                         Elimination 

                    Reactive metabolite 

Binding to Cellular Molecules(Enzymes,Receptors,Membranes,DNA)         Cellular repair 

                          Toxicity(physiological changes,Tissue injury,Cancer) 

 

รูปที่ 8 ความสัมพนัธระหวางการเกิดกระบวนการเมตาบอลิสม , การกําจัดสารพษิ และการเกดิ
พิษภายในรางกาย จากการไดรับยาหรือสารเคมีจากภายนอก (Hodgson and Levi, 1994) 

กระบวนการเมตาบอลิสมของยา (Drug metabolism) แบงออกไดเปน ปฏิกิริยา phase I 
และ phase II ดังนี ้

ปฏิกิริยา phase I (Phase I reaction) 

เปนปฏิกิริยาที่มีผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลง functional group ภายในโมเลกุล
ของยาหรือสารเคมี ใหอยูในรูปที่มีขั้วละลายน้าํไดดีข้ึน พรอมที่จะขับออกจากรางกายหรือเปนการ
เตรียม substrate สําหรับการเกิดปฏิกิริยาใน phase II ตอไป ซึ่งเมตาบอไลททีเ่กิดขึ้นในปฏิกิริยา
อาจถูกเปลีย่นใหอยูในรูปที่ไมมีฤทธิ์ หรือเปนเมตาบอไลทที่มพีิษทําใหเกิดอันตรายตอรางกายได 

ปฏิกิริยาที่สาํคัญใน phase I ไดแก ปฏิกริิยาออกซิเดชัน่ (oxidation) ,  ปฏิกิริยา 
รีดักชั่น (reduction) , ปฏิกิริยาไฮโดรไลซีส (hydrolysis)  โดยปฏิกิริยาออกซิเดชัน่จะเปนปฏิกิริยา
ที่สําคัญและพบไดมากใน phase I reaction ปฏิกิริยาออกซิเดชั่นนี้จะอาศัยเอนไซมจาก 
microsome , NADPH  และโมเลกุลออกซเิจนเขาเปนระบบของ mixed function oxidase (MFO) 
โดยมีเอนไซมที่สําคัญคือ Cytochrome P450 ซึ่งพบที ่ microsomal membrane  
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                        ปฏิกิริยาออกซิเดชั่นที่พบ เชน การเกิดออกซิเดชั่นของ aromatic rings , alkyl 
chains , dealkylation , N-oxidation , sulphoxidation  และ  epoxidation  การเกิดออกซิเดชัน่ 
ของ aromatic rings มักจะเปน hydroxylation ซึ่งพบไดเปนสวนใหญของ xenobiotics  และ
กอใหเกิด phenols สวนการเกิดออกซิเดชั่นของ alkyl chains จะทาํใหเกิด alcohol  ปฏิกิริยาที ่  
คอนขางสาํคัญทางคลนิิก คือ epoxidation ซึ่งจะเกิดกับสารประกอบ aromatic สงผลใหได 
reactive intermediates 

องคประกอบของ mixed function oxidase system (MFO system) 

ในการศึกษา drug metabolism สวนใหญปฏิกิริยาที่สาํคัญและมีบทบาทในการ
เปลี่ยนแปลงยาจะเปนปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ ที่ถกูควบคุมโดย MFO ผาน Cytochrome P450 ซึ่งจะ
ทําใหเกิด hydroxylation ของยาและสารเคมีตางๆ ดังสมการ 

SH + O2  + NADPH + H+                          SOH + H2O + NADP+ 

              SH : oxidisable drug substrate 

              SOH : hydroxylated metabolite 

องคประกอบที่สําคัญของ MFO system  ไดแก 

                       1. NADPH-Cytochrome P450  reductase : พบไดในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมและ
แมลง เอนไซมชนิดนีเ้ปน flavoprotein ในหนึ่ง mole ประกอบดวย flavin mononucleotide 
(FMN) 1 mole และ flavin adenine dinucleotide (FDA) อีก 1 mole  

                        2. Cytochrome P450 : เปน oxidase ตัวทายสุดที่สําคัญตอการทํางาน ของ
เอนไซมระบบนี้ โดยมีบทบาทในการสงผานอิเลก็ตรอนของ endoplasmic reticulum (ER) เมือ่
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของยาหรือสารเคมี 

                        3. Phosphatidylcholine : เปน phospholipid   ที่ไมเกี่ยวของกับการสงผาน      
อิเล็กตรอนโดยตรง แตจําเปนสําหรับการทํางานของ MFO โดยเชือ่วาสารนี้จะชวยในการจับกนั
ระหวาง reductase  กับ Cytochrome P450 และ Cytochrome  P450  กับ  substrate    และยัง
เชื่อวาจะชวยทําใหการสงผานอิเลก็ตรอนจาก  NADPH  ไปยัง Cytochrome P450 เปนไปไดเร็ว
ยิ่งขึ้น 
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กลไกการทํางานของ  mixed function oxidase  

      การทํางานของ mixed function oxidase เกิดจากการสงผานอิเลก็ตรอนจาก  
NADPH  ไปใหกับ substrate โดย  NADPH-Cytochrome P450 reductase จะถูก  reduce   
กอน  จากนัน้อิเล็กตรอนจงึถูกสงผานไปให  Cytochrome P450 เมื่อ Cytochrome P450 ถูก  
reduce  จะทาํปฏิกิริยากบัโมเลกุลของออกซิเจน โดยออกซิเจน 1 อะตอมจะถูก reduce ใหอยูใน
รูปของน้ํา และอีก 1 อะตอมจะถูกรวมเขาไปในโมเลกลุของ  substrate ไดเปน hydroxylated 
substrate   ดังรูปที่ 9 
  

รูปที่ 9  NADPH-Cytochrome P450 electron transport system (พรเพ็ญ เปรมโยธิน, 2529) 

Cytochrome P450 

เปนเอนไซมทีม่ี heme เปนสวนประกอบ (hemoprotein) มีบทบาทสาํคัญใน 
MFO system โดยทาํหนาที่สงผานอิเลก็ตรอนของ ER เมื่อเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของยาหรอื
สารเคมี   สวนใหญจะอยูในรูปที่ฝงตัวอยูในผนงั เชน ใน microsomes ที่ไดจากตับ , ไต , เนือ้
ชั้นนอกของตอมหมวกไตและผนังของลําไสเล็กใน mitochondria ที่ไดจากตอมไรทอตางๆและใน  
particulate fractions ที่ไดจาก yeast  

การกระจายของ Cytochrome P450 ในเซลลตับของสัตวเลี้ยงลกูดวยนมพบวามี 
Cytochrome P450 เปนจาํนวนมากที่สุดใน  smooth endoplasmic reticulum (SER) รองลงมา
คือ  rough endoplasmic reticulum (RER) พบจํานวนนอยในผนังของ nucleus , lysosomes 
และ golgi apparatus สําหรับในเซลลของเนื้อเยื่อบางชนิด เชน รก และเนื้อชัน้นอกของตอม
หมวกไต  พบมี Cytochrome P450  มากใน   mitochondria    โดยทําหนาที่พเิศษเกี่ยวของกับ  
เมตาบอลิสมของ steroid hormone เทานัน้ 
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                         การเรียกชือ่วา Cytochrome P450 ก็เนื่องมาจาก  Cytochrome (pigment) ถูก 
reduce และเกิด complex กับคารบอนมอนอกไซด(CO) แลวให peak ของ spectrum ที ่450 nm 

Cytochrome P450 มีลักษณะเปน superfamily มีหลาย  isozymes เนื่องจากมี
ความแตกตางในการจัดลําดบั (sequences) ของกรดอะมิโนในสายโปรตีน แตละ family จะมี
ความจาํเพาะเจาะจงตอ substrate ที่แตกตางกนั  โดย Cytochrome P450 ใน gene family 
เดียวกนัจะม ี การจัดลําดบัของกรดอะมโินในสายโปรตีนเหมือนกนั ประมาณ 40 % และ 
Cytochrome P450 ใน gene subfamily เดียวกนัจะม ีการจัดลําดับของกรดอะมิโนในสายโปรตีน
เหมือนกนั ประมาณ 70 % 

การเหนี่ยวนําการทํางานของ Cytochrome P450 

                การเหนี่ยวนาํการทํางานของ Cytochrome P450 อาจเกิดไดจากมกีารจําลองของ 
gene (gene duplication) ขึ้นมาใหม ซึ่งมีผลใหเกดิการแสดงออกของ CYP450 ที่มากขึน้,      
การไดรับสารจากภายนอก(xenobiotics) ที่มีผลเหนีย่วนําการสังเคราะหเอนไซมหรือ xenobiotics 
ที่ไดรับมีผลกระตุนการทํางานของเอนไซมที่มีอยูเดิม (preexisting enzyme)  

                     Inducer บางชนิดสามารถเหนีย่วนําไดหลายเอนไซม เชน indole-3-carbinol (13C)  
อนุพนัธกลุม indole ทีพ่บในพืชตระกูล cruciferous สามารถเหนี่ยวนําการทาํงานของ CYP1A , 
CYP2B และ CYP3A subfamilies ใน  rat hepatocytes culture ได (Renwick et al., 1999) 

                    การศึกษากลไกการเหนีย่วนาํ Cytochrome P450 ในหนูขาวโดยทําการศึกษา 
inducer ที่สําคัญของ Cytochrome P450 ไดแก 3-methylcholanthrene , phenobarbital, 
pregnenolone-16α-carbonitrile(PCN) และ clofibric acid ซึ่ง  inducer แตละตัวจะทาํงานโดย
มี tras-acting factors ซึ่งเปนสวนของ   ligand-activated receptors ที่แตกตางกันดังตารางที ่3
และ ligand-receptor complex ที่เกิดขึน้จะจับกับสวนของ cis-acting factors หรือ response 
elements  บน DNA มีผลตอการ transcription ของ gene (Waxman, 1999; Honkakoski and 
Negishi, 2000) 
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ตารางที ่3 Receptors Mediating the Induction of P450 Enzymes (Klaassen, 2001) 

P450 Enzyme Receptor Receptor ligand Coreceptor Coreceptor ligand 

CYP1A AhR TCDD,PAHs,β-NF* Arnt None 

CYP2B CARβ Androstanol+,Phenobarbital? RXR 9-cis-retinoic acid 

CYP3A PXR PCN,Rifampin RXR 9-cis-retinoic acid 

CYP4A PPARα Peroxisome proliferators RXR 9-cis-retinoic acid 

*TCDD, 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin; PAHs, Polycyclic aromatic hydrocarbon; β-NF, β-napthoflavone  

+Androstanol may represent a physiologic ligand that blocks the constitutive DNA-binding properties  of CARβ 

                         สารในกลุม polycyclic aromatic hydrocarbons เชน 3-methylcholanthrene, 
benzo[a]pyrene เปน inducer ที่สําคัญของ  CYP1A subfamily รวมถึงสารกลุม flavones      
(β-naphthoflavone),polyhalogenated aromatic hydrocarbons (เชน TCDD , 3,3’,4,4’5,5’-
hexachlorobiphenyl) , acid condensation products ของ  indole-3-carbinol (13C) และยา 
เชน chlorpromazine, phenothaizine, clotrimazole, ketococonazole, miconazole และ 
isosafrole  

                        จากการศึกษาการให 3-methylcholanthrene (3-MC) ในหนูขาวมีผลเหนี่ยวนํา 
CYP1A1 และ CYP1A2 (>20 เทา) เมื่อเปรียบเทยีบกับหนูที่ไมไดรับสาร ซึ่งจะพบระดับของ 
CYP1A1 และ CYP1A2 ไดนอยมาก จากการศึกษาในระดับโมเลกุลพบวาการเหนี่ยวนาํ CYP1A1
จะเกี่ยวของกบัการการกระตุน transcription ของ CYP1A1 gene มีผลเพิ่มระดับของ mRNA และ
การสังเคราะหโปรตีนขึ้นมาใหม โดยการกระตุนการทํางานของ Ah receptor ซึ่งเปน cytosolic 
receptor ที่จะจบักับสารกลุม aromatic hydrocarbons นี ้ 

                        ในสภาวะปกติ (inactivate form) Ah receptor จะจับอยูกับ heat shock protein 
(hsp90) ภายใน cytosol เมื่อมีการจับกนัระหวาง ligand และ receptor heat shock protein จะ
แยกออกจาก receptor เกิด phosphorylation โดย tyrosine kinase จากนัน้ ligand-receptor 
complex ที่เกิดขึ้นจะเคลื่อนไปยัง nucleus รวมตัวเปน heterodimer complex กับ Arnt         
(Ah receptor-nuclear translator) ได Ah receptor-Arnt complex ซึ่งจะไปจบักับสวนของ 
regulatory sequences หรือ xenobiotic responsive elements (XRE) มีผลกระตุนการ 
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transcription ของ CYP1A1 gene และ genes อ่ืนๆ ที่มี XRE หรือ XRE-like sequences ในสวน
ของ enhancer region (เชน CYP1A2 , DT-diaphosase , glutathione S-transferase , UDP-
glucuronyltransferase (UGT1A6,UGT1A7) และ aldehyde dehydrogenase) 

                      การศึกษาการเหนี่ยวนํา CYP2B1 โดยการให phenobarbital ซึ่งเปน inducer ที่
สําคัญของ CYP2B subfamily พบวา อาจทาํงานโดยการจับกับ  CARβ receptor ซึ่งจะ เกิดการ 
dimerization  กับ retinoid X receptor (RXR) ซึ่งเปน nuclear receptor ที่ถูกกระตุนโดย 9-cis-
retinoic acid จากนั้น complex ที่เกิดขึ้นจะจับกับ phenobarbital-responsive element (PBRE) 
บน DNA มีผลกระตุนการ transcription ของ CYP2B1 gene เพิ่มระดับของ mRNA และการ
สังเคราะหโปรตีน 

 กลไกการทํางานของ Cytochrome P450  ใน mixed function oxidation 

Cytochrome P450 เปนตําแหนงที ่ substrate และออกซิเจน เขาจับใน
กระบวนการเกิดปฏิกิริยาโดย  MFO  ซึ่งกลไกการทาํงานของ  Cytochrome P450 ที่นาจะเปนไป
ไดในปฏิกิริยา ดังกลาวอาจสรุปเปนขั้นตอนไดดังนี้ (รูปที่ 10) 

                        a.  การจับกันระหวาง substrate และ oxidized form ของ Cytochrome P450 
(ferric,Fe3+) ขั้นตอนนี้เกิดขึ้นเร็วมากโดยไมจําเปนตองอาศัยอิเลก็ตรอนจาก NADPH  

                        b. อะตอมของเหล็กในโมเลกุลของ Cytochrome ถูก reduce ใหอยูในรูปของ 
ferrous (Fe2+) โดย NADPH-Cytochrome P450 reductase ปฏิกิริยานี้ตองการ    
phosphatidylcholine  

                        c.  การรวมตัวของ  complex  จาก  b   กับออกซิเจน ได  ternary complex 

                        d. เกิดการเปลี่ยนแปลงของอิเล็กตรอนภายในโมเลกลุของ complex จาก c  
กลายเปน superoxide radical จับอยูกับ  oxidized Cytochrome P450-substrate complex  

                         e. superoxide radical ทําปฏิกิริยากับโมเลกุลของ substrate โดยการรับ         
อิเล็กตรอนอีก 1 ตัว ได hydroxylated substrate และ 1 โมเลกุลของน้ํา รวมทัง้ได oxidized form 
ของ Cytochrome P450 กลับมาเหมือนเดิม 
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 รูปที่10 กลไกการทาํงานทีน่าจะเปนไปไดของ Cytochrome P450 ใน mixed function oxidation   

                                                     (พรเพญ็ เปรมโยธนิ, 2529) 

ปฏิกิริยา Phase II (Phase II reaction or Conjugation reaction) 

เปนปฏิกิริยาสงัเคราะห โดยสารที่ไดรับจากภายนอกรางกาย (xenobiotics) เชน 
ยา, สารเคมีตางๆ หรือ เมตาบอไลทของยา สารเคมีซึง่ม ี functional group ที่เหมาะสมภายใน
โมเลกุล ได conjugate กับโมเลกุลของสารภายในรางกาย (endogenous molecule) เชน 
glucuronic acid , glutathione , glycine ฯลฯ แลวไดเปน conjugated  substance ทาํใหได
อนุพนัธที่มีขั้วมากขึ้นหรือละลายน้ําได สามารถถูกขับออกจากรางกายไดทางน้ําดหีรือปสสาวะ ซึ่ง
เปนปฏิกิริยาในการทําใหสารนั้นหมดฤทธิ์ (detoxification) 

ปฏิกิริยาที่สาํคัญใน phase II ไดแก glucuronidation , sulfation , glutathione  
conjugation ฯลฯ ซึง่ในแตละปฏิกิริยาจะถูก catalyze ดวยเอนไซมที่แตกตางกนัและทาํปฏิกริิยา
กับ substrate ที่ม ี functional group ในโมเลกุลทีเ่หมาะสม (ตารางที ่4) 
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       ตารางที ่4  Conjugation  reactions  (Hodgson and Levi, 1994) 

Reaction Enzyme Functional group 

Glucuronidation 

Glucosidation 

Sulfation 

Acetylation 

Methylation 

Amino acid Conjugation 

Glutathione Conjugation 

 

 

Lipophilic Conjugation 

 

UDP-glucuronyltransferase 

UDP-glucosyltransferase 

Sulfotransferase 

Acetyltransferase 

Methyltransferase 

Acyltransferase 

Glutathione S-transferase 

OH , COOH , NH2  , SH , C-C 

OH , COOH  , SH , C-C 

OH , NH2 

OH , NH2  , SO2NH2 

OH , NH2  , SH 

COOH 

Epoxides , Organic halides , 

Organic nitro compounds , 

Unsaturated compound 

OH , COOH 

 

Glucuronidation 

เปนปฏิกิริยาที่มีความสําคญัและพบมากในการกาํจัดยาที่ละลายในไขมัน (lipid- 
soluble drug) ,สารเคมีจากสิ่งแวดลอม (environmental chemical) ,เมตาบอไลทที่เกิดขึ้นจาก 
phase I reaction ซึ่งมกัจะเปนสารจาํพวก highly carcinogenic, mutagenic , teratogenic และ
สารภายในรางกาย (endogeneous compound) เชน bilirubin , thyroxin , steroid hormones 
ฯลฯ (Bock et al., 1979) โดยยาหรือเมตาบอไลทของยาหรือสารที่ไดรับจากภายนอก conjugate   
กับ UDP-glucuronic acid  ซึ่งเปน endogenous substance ภายในรางกาย จากการกระตุน
ปฏิกิริยาโดยเอนไซม UDP-glucuronyltransferase ดังสมการ 

 XOH  +  UDP-glucuronic acid                XO-glucuronide  +  UDP 

                       UDP-glucuronyltransferase พบในสวนของ microsomal fraction ภายในเซลล
ตับ , ไต , ลําไสเล็ก , Adrenal gland , ผิวหนัง , ปอด และ มาม  glucuronide  conjugates ที่
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เกิดขึ้นจะถกูขับออกจากรางกายทางน้าํดีและทางปสสาวะ ซึง่ขึ้นกับขนาดของ aglycone ที่เกิดขึ้น 
ในหนูขาว glucuronides ที่มีขนาดของโมเลกุล < 250 จะถูกขับออกทางปสสาวะสวน 
glucuronides ที่มีขนาดของโมเลกุล > 350 มักถกูขับออกทางน้าํด ี  substrate ของเอนไซมเปน
สารพวก phenols , alcohols , carboxylic acids , hydroxylamines , sulfonamides ซึ่ง 
glucuronide conjugate จะทําปฏิกิริยาโดยการจับที่ตําแหนงของ  O ,N, S ,C atom 

                          UDP-glucuronyltransferase มีลักษณะเปน superfamily มีหลาย isozymes 
ในหนูขาวแบงออกเปน 2 gene families ไดแก UGT1 และ UGT2 โดย UGT1 แบงเปน UGT1A 
subfamily ซึ่งประกอบดวย 7 isozymes ไดแก UGT1A1 , 1A2 , 1A3 , 1A5 , 1A6 , 1A7 และ 
1A8 ใน UGT2 สามารถแบงออกไดเปน UGT2A และ UGT2B subfamilies ซึ่ง UGT2A (พบมาก
ใน olfactory epithelium) ประกอบดวย  UGT2A1  สวน  UGT2B (พบมากในตับ และ 
extrahepatic tissues) ประกอบดวย 6 isozymes ไดแก UGT2B1 , 2B2 , 2B3 , 2B6 , 2B8 , 
2B12 (Klaassen, 2001) 

                         การเหนี่ยวนําเอนไซมเกดิจากผลการกระตุนโดยสาร หรือ xenobiotics ที่ไดรับซึ่ง
มีผลตอการ transcription ของ  UGTs gene เพิ่มระดับของ mRNA และการสังเคราะหโปรตีน ซึ่ง
UGTs isozymes ที่เกิดขึ้นจะมี substrate ที่มีความจาํเพาะเจาะจงแตกตางกนัได 

                         จากการศึกษาพบวา UGT1 family จะถูก encode จาก single gene โดยมีการ
สรางขึ้นจากการเปลี่ยนแปลงในสวนของ first exon (variable region) ซึ่งจะทาํงานรวมกนัแบบ 
cassette fashion กับสวนของ exons 2-5 (constant region) ในหนูขาว  UGT1A gene locus ใน
สวนของ first exon จะประกอบดวย 8 versions แตจะสราง UGT1A เพียง 7 isozymes เนื่องจาก
ในสวนของตําแหนงที่ 4 บน first exon เปน pseudogene จึงทาํใหไมพบ UGT1A4 ในหนูขาว
สวน UGT2 family (UGT2A และ  UGT2B) ทั้งหมดจะถูก encode จาก  distinct gene ซึ่งจะมี
ความจาํเพาะเจาะจงตอการสราง isozymes แตละตัว 

                         การเหนี่ยวนําเอนไซม UGT โดย 3-MC พบวามีผลตอ UGT1 locus โดยกระตุน
การสรางเอนไซมที่มีความจาํเพาะในการเกิด conjugation ของ planar molecules เชน             
1-naphthol (UGT1A6,UGT1A7) สวน phenobarbital และ clofibric acid จะกระตุนการสราง
เอนไซมทีม่ีความจําเพาะในการเกิด conjugation ของ bilirubin (UGT1A1) นอกจากนี ้
phenobarbital ยังสามารถเหนี่ยวนาํการทํางานของ UGT2B1 ซึ่งจะเกิด conjugation กับ 
bilirubin ได 
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                         จากลักษณะการทาํงานของ UGT1 gene  locus นี้จะเหน็ไดวา UGT1 enzymes 
ที่เกิดขึ้นจะถูกสรางจากการจับของ substrate ที่ substrate binding site ที่แตกตางกนัมีผลให
เกิด multiple copies ในสวนของ first exon (variable region) ซึ่งจะทาํงานรวมกับสวนของ 
exons 2-5 (constant region) ซึ่งจะมีผลตอการสังเคราะหโปรตนีทีม่ีความจาํเพาะตอ substrate 
ที่แตกตางกัน 

                         ในการทดลองสวนใหญใช 1-naphthol เปน substrate สารมีคุณสมบัติ highly 
lipid soluble เมื่อเกิดปฏิกิริยาจะได 1-naphthol glucuronide ซึ่งสามารถตรวจวิเคราะหโดยการ
ใช radiochemical & fluorimetric assay ซึ่งเปนวธิทีีม่คีวามแมนยํา และมี sensitivity สูง  

Glutathione Conjugation 

                        ปฏิกิริยาจะถูกกระตุนดวยเอนไซม  glutathione S-transferase  ซึ่งพบมากใน 
cytosol  เอนไซมนี้มีบทบาทสําคัญในกระบวนการกาํจดัพิษ (detoxification) โดยเฉพาะสารพวก 
electrophilic xenobiotics และเมตาบอไลทจําพวก electrophile ที่ไดัจากกระบวนการเมตาบอ-  
ลิสมของ phase I reaction โดยเอนไซมในกลุม mixed function oxygenases (Mannervik and 
Danielson, 1988; Pickett and Lu, 1989; Hayes and Pulford, 1995) และยังมีบทบาทตอสาร
จําพวก alkylating agents ซึ่ง product สุดทายของปฏิกิริยาจะไดสาร mercapturic acid  
(Habig et al, 1974) ปฏิกิริยา glutathione Conjugation เกิดขึ้นโดยการ conjugate ระหวาง
สารประกอบจาํพวก electrophilic substrates และ reduced glutathione (GSH) ซึ่ง 
electrophilic substrates ที่พบไดแก  antibiotics , vasodilators , herbicides , insecticides , 
analgesics, anticancer agents และ carcinogens  

                       Glutathione Conjugation สามารถแบงไดเปน 2 reactions ไดแก 
displacement  reactions โดย GSH จะเขาแทนที่ตําแหนงของ electron-withdrawing group 
ของสาร และ  addition reactions โดย GSH จะถกูรวมเขาไปที่ตําแหนงของ activated  double 
bond หรือ strained ring system  ใน displacement reactions จะเกิดกบั substrate ที่
ประกอบดวย halide, sulfate , sulfonate , phosphate หรือ nitro group ซึ่ง displacement  
reactions จะเพิ่มข้ึนเมื่อ substrate มี electron-withdrawing group ไดแก -F , -Cl , -Br , -I ,     
-NO2 , -CN , -CHO และ -COOR 

                  ในการทดลอง in vitro มักใช 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) เปน substrate 
(aromatic substrates) ซึ่งปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นดังสมการ (รูปที่ 11) โดยจากการศึกษาพบวา          
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1-chloro-2,4-dinitrobenzene สามารถทําปฎิกิริยาไดกับทุก form ของ glutathione S-
transferase เชนเดียวกับ p-nitrobenzylchloride (Habig et al., 1974) 

 

                NO2                                                      NO2 

NO2                 Cl + Glutathione          NO2                glutathione  +   Cl- 

 

 รูปที ่ 11 แสดงปฏิกิริยาการเกิด glutathione conjugation ของ 1-chloro-2,4-dinitrobenzene  
(CDNB) ซึ่งถกูควบคุมโดย glutathione S-transferase (Gibson and Skett, 1994) 

Glutathione S-transferase โดยปกติจะพบในเซลลไดมากถงึ 10% ของโปรตีนที่
พบภายในเซลลทั้งหมด จากการศึกษาทีผ่านมา พบวาในตับหนูขาว glutathione S-transferase 
(rGST) สามารถแบงออกไดเปน 4 classes   ไดแก  A , M , P และ T  (alpha,mu,pi และ theta)  
โดย rGSTA สามารถแบงออกไดอีกอยางนอย 5 subunits ไดแก  rGSTA1- rGSTA5 (อาจเรียกวา 
Ya1, Ya2 ,Yc1, Yk ( Yα) และ Yc2 )ซึ่ง rGSTA1 และ rGSTA2 (หรือ ligandin) พบไดมากในตับ
และไต , rGSTM แบงออกไดเปน 6 subunits ไดแก rGSTM1- rGSTM6 ,  rGSTP ในหนูขาวพบ
เพียง 1 subunit คือ rGSTP1 ซึ่งจัดเปน preneoplastic antigens โดยพบการทํางานของเอนไซม
มากเมื่อไดรับ chemical-induced tumors สวน rGSTT พบได 3 subunits ไดแก rGSTT1- 
rGSTT3 จากการศึกษา GST ใน alpha และ mu classes จะถูกเหนีย่วนาํการทาํงานได (2-3 เทา) 
โดย 3-MC ,phenobarbital , corticosteroids , oltipraz และ antioxidants (เชน ethoxyquin 
และ butylated hydroxyanisole) (Klaassen, 2001) 

กลไกการเกิดพิษตอตับ 

ยาหรือสารเคมีที่มีผลทําใหเกิดพิษตอตับ (hepatotoxicant) สามารถแบงไดตาม
กลไกการออกฤทธิ ์ ไดแก intrinsic และ idiosyncratic โดยพิษทีเ่กิดขึ้นจากสารเหลานีค้ือ 
cytotoxic (ซึ่งจะนําไปสูการเกิด necrosis) และ cholestatic  (ซึ่งจะนําไปสูการเกิด fatty liver)
หรือทั้งสองอยาง 
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                            สารพวก intrinsic ยังสามารถแบงออกไดเปน 

                        1. Direct toxicants:- เปน cytotoxic agents ที่ทําใหเกิดอันตรายตออวัยวะอืน่
ดวยนอกจากตับ ซึ่งอันตรายทีเ่กิดขึ้นจะเกิดกับ organelles ภายในเซลล พิษจะเกิดขึ้นถงึแมจะ
ไดรับสารชวงระยะเวลาสัน้ๆ และจะเกิดการบาดเจ็บตอเซลลมากขึน้เมื่อเพิ่มขนาดของสาร (dose 
dependent injury) ตัวอยางของสารกลุมนี้ไดแก CCl4 , chlorinated hydrocarbons และโลหะ
หลายชนิด พษิที่เกิดมักเปน necrosis โดยมี steatosis หรือ fatty liver รวมดวย 

                         2. Indirect toxicants:- เปนสารที่ทาํใหเกิดพษิตอตับโดยไปทําใหการทาํงานของ 
metabolic routes ที่เฉพาะเจาะจงเสียไป การเกิดพษิจะมี selectivity และตองไดรับสารเปนระยะ
เวลานาน สารในกลุมนี้เชน ethanol , tetracycline ,contraceptive , steroid ฯลฯ โดยลักษณะ
ของพิษที่เกิดขึ้นจะเปนการเกิด necrosis หรือ  fatty liver 

Fatty liver 

เปนสภาวะที่ตบัมีปริมาณของไขมันมากกวา 5% โดยน้ําหนกั ซึง่เกิดจากการ
เปลี่ยนแปลงเมตาบอลิสมของไขมันโดยสารหลายชนิด หรือจากการขาดสมดุลทางโภชนาการหรือ
จากโรคบางชนิดซึ่งทําใหเกดิการสะสมทีผิ่ดปกติของไขมันโดยเฉพาะพวก triglycerides 

กลไกการเกิด fatty liver จะแตกตางกนัออกไปขึ้นอยูกับสารที่เปนตนเหต ุ โดย  
กลไกทีน่าเปนไปได เชน การมีกรดไขมันมาที่ตับมากเกินไปซึ่งอาจเกิดจากสารที่ไดรับการกระตุน
ใหเกิดการสลายตัวของไขมนัจากเนื้อเยื่อไขมัน ทาํใหเกดิการสะสมของกรดไขมันอิสระภายในตับ , 
การลด oxidation ของกรดไขมัน , การลดการสรางและหลั่ง VLDLP , การเกิด lipid peroxidation 
ฯลฯ 

Liver necrosis 

                      เปนการตายของเซลลตบัซึ่งมีสาเหตุมาจากการยับยัง้กระบวนการเมตาบอลิสม
ที่มีความจาํเปนตอเซลล อยางนอยหนึง่กระบวนการ เชน การถกูทําลายของ nucleus และ 
endoplasmic reticulum ซึ่งทําใหเกิดการยับยั้งการสราง DNA , RNA และ โปรตีน หรือการยับยั้ง
การควบคุมและการสรางพลังงานของ mitochondria เปนตน 

                        กลไกการเกดิ liver necrosis อาจเกิดขึน้ไดจากการถกูทําลายของ mitochondria, 
จากการที่สารไปทําลาย nucleus และ endoplasmic reticulum ทําใหการสราง DNA , RNA และ 
โปรตีน ถกูยับยั้ง , หรือในบางครั้งอาจเกิดจากเมตาบอไลทจําพวก alkylating , arylating หรือ 
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acylating derivatives ทีส่ามารถจบักบัโมเลกุลตางๆในเนื้อเยื่อแบบ covalent binding ได 
นอกจากนีก้ารเกิด lipid peroxidation ก็เปนสาเหตุซึ่งทาํใหเกิดการบาดเจ็บของเซลลแบบนี้ได 

                          จะเห็นไดวาการเกิด lipid peroxidation เปนกลไกที่เปนสาเหตทุําใหเกิดการ
บาดเจ็บของเซลลไดทั้งการเกิด fatty liver และ liver necrosis โดย lipid peroxidation เปน
กระบวนการทีม่ีหลายขั้นตอน เร่ิมดวย initiation , propagation และ termination (รูปที่ 12) 

                         ในปฏิกิริยา initiation เมื่อม ี radical อิสระเกิดขึ้นจากเมตาบอลิสมของ 
hepatotoxicants บางตวั radical อิสระนี้จะไปแยงที ่ hydrogen ของ methylene carbon ใน
โมเลกุลของ polyunsaturated lipid (LH)  ได radical อิสระของ lipid (L.)  lipid radical นี้ไมคง
ตัวจะเปลี่ยนแปลงตอไปเปน diene configuration  ซึง่จะจับกับ oxygen อยางรวดเร็วไดเปน lipid 
peroxy radical (LO2

.) ซึ่งสามารถไปไลที ่ hydrogen ออกจากโมเลกุลของ unsaturated fatty 
acids ที่อยูใกลเคียง ทาํให hydroperoxide และ lipid radical ตัวใหม  กระบวนการกระตุนให
เกิดปฏิกิริยาตอเนื่องดวยตัวของมันเองนี ้ คือ propagation ซึ่งจะทําใหเกิด lipid peroxidation 
ขยายวงกวางออกไปอีก hydroperoxide ที่เกิดขึ้นไมคงตัวมักสลายได lipid radical เมื่อไมมี
โมเลกุลของ unsaturated fatty acids เหลืออยูปฏิกิริยา termination กจ็ะเกิดขึ้นไดผลเปน 
nonradical products ซึ่งจะหยุดกระบวนการทั้งหมดของ lipid peroxidation 

                         ผนังภายในเซลลมีปริมาณของกรดไขมันไมอ่ิมตัว (unsaturated fatty acids) อยู
สูงจึงมกัเปนเปาหมายของการโจมตีจาก lipid peroxidation ทาํใหผนังเซลลสูญเสียความคงตวั มี
ผลเพิ่มการซึมผานของผนังเซลล ทําใหไมสามารถทําหนาที่ไดตามปกติ เกิดการตายของเซลล และ
นอกจากนี้สารตางๆที่เกิดขึ้นจากการเกิด lipid peroxidation เชน aldehyde มักเคลื่อนไปยัง
อวัยวะอืน่ ซึ่งอาจทาํใหเกิดพิษตออวัยวะนั้นๆไดเชนกัน 
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รูปที่ 12  แสดงกระบวนการเกิด  lipid  peroxidation  (Buege and Aust, 1978) 
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บทบาทของ Glutathione (GSH) 

               Glutathione เปน non-protein thiol ที่มีความสําคัญมากที่สุดในเซลลของสัตว   เซลล
ของพืชสวนใหญและแบคทีเรีย ในเซลลของสัตวเลี้ยงลูกดวยนมจะมีความเขมขนของ glutathione 
ในปริมาณสูง ซึ่งสวนใหญจะอยูในรูป thiol (GSH) ผสมกับ disulfides (G-SS-protein) และ 
thioethers สวนนอยอยูในรปูของ glutathione disulfide (GSSG) 

                    Glutathione พบไดมากใน cytoplasm มีบทบาทสาํคัญโดยเกี่ยวของกับการรักษา
ความคงตวัของผนงัเซลลและกลามเนื้อ การสังเคราะหโปรตีนและ DNA การเปลี่ยนรูปรางของ
โปรตีนและสมรรถนะของเอนไซม   และการหลัง่ของ neurotransmitter บางตัว นอกจากนี้ 
glutathione ยังมีบทบาทที่สาํคัญคือ บทบาทเกีย่วกับกระบวนการเมตาบอลสิมของยา โดยที ่
glutathione (GSH) เปน strong nucleophile ทําใหสามารถจบักบัยาหรือเมตาบอไลทของสาร
หรือยาที่เปน electrophile โดยมีเอนไซม glutathione S-transferase เปนตวักระตุนและถูกทําให
อยูในรูป glutathione conjugate ซึ่งมีผลใหยาหรือเมตาบอไลทของสารหรือยานัน้หมดฤทธิ ์

บทบาทของ glutathione ในการทาํหนาที่เปน nucleophile 

                    การเกิด glutathione conjugate นี้จะถูกกระตุนดวยเอนไซม glutathione S-
transferase ซึ่งเปนกลุมเอนไซมทีพ่บภายในเซลลเปนสวนใหญ นอกจากนี้อาจพบอยูในรูปที่เกาะ
อยูที่ผนงัของ endoplasmic reticulum ซึ่งจะมี low affinity ตอ electrophiles โดยเอนไซมนี้
สามารถรวมตวักับยาไดเปนจํานวนมากและสมรรถนะของเอนไซมถูกกระตุนใหเพิ่มข้ึนไดดวยยา
และสารหลายตัว 

                  Glutathione(GSH) สามารถรวมตัวกับ electrophiles ไดหลายรูปแบบ electrophiles 
ซึ่งจับกับ glutathione สวนใหญเปนสารนอกรางกายและมักเปนเมตาบอไลททีเ่กิดจากปฏิกิริยาที่
เปลี่ยนแปลงโดย  Cytochrome P450 monooxygenase system ใน endoplasmic reticulum 
ของเซลลสัตวเลี้ยงลูกดวยนม ตัวอยางที่สําคัญไดแก paracetamol ซึ่งถูกเปลี่ยนแปลงโดย 
Cytochrome P450 monooxygenase system ไดสารพวก electrophilic intermediate ซึ่งจะจับ
กับ glutathione (GSH) ไดสารประกอบของ glutathione conjugate โดยพิษตอตับของ 
paracetamol นี้จะมีความรุนแรงมากขึ้นหากมกีารลดปริมาณของ glutathione ภายในเซลล 
ดังนัน้ปริมาณของของ glutathione ภายในเซลลจึงเปนตัวจกัรสําคัญในการปองกนัพษิจาก 
electrophilic drug metabolite ซึ่งสามารถไปจับและรวมตัวกับโมเลกุลที่สาํคญัและจําเปนตอ
การมีชีวิตอยูของเซลล 
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                      ในการศึกษาถึงผลของสาร barakol ตอเซลลตับอิสระ (isolated rat hepatocytes) 
ซึ่งจะดูผลของสารตอการเปลี่ยนแปลงของระดับ reduced glutathione (GSH) ภายในเซลล และ
ดูผลตอการเกดิภาวะ lipid peroxidation โดยวิเคราะหหาปริมาณของ malondialdehyde (MDA)  
รวมทัง้การดูผลของสารตอ membrane integrity โดยการตรวจวัดปริมาณของ alanine 
aminotransferase (ALT) และ aspartate aminotransferase (AST) ซึ่งเปนเอนไซมที่ถกูสรางขึน้
ภายในตับ และจะถูกปลอยออกมามากขึน้เมื่อเกิดอนัตรายตอเซลลตับ 
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บทที่  3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
สารเคมี-อุปกรณ และ วิธีดําเนินการวิจัย 
1. สัตวทดลอง 

หนูขาว เพศผู พันธุวิสตาร (Wistar) 
น้ําหนกัระหวาง  200 – 250 กรัม 
จากสํานักสัตวทดลองแหงชาติมหาวทิยาลัยมหิดล ตําบลศาลายา อําเภอนครชัยศรี จังหวัด

นครปฐม 
2. สารเคมี และ เครื่องมือ 

สารที่ตองการศึกษา คือ anhydrobarakol hydrochloride สกัดไดจากใบออนของขี้เหล็ก     
ในหองปฏิบัติการเภสัชเวท คณะเภสัชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย สกัดโดย            
รศ. ชัยโย   ชัยชาญทพิยทุธ 

สารเคมีที่ใชในการศึกษา  
บริษัท คลนิิคอลไดแอคโนติคส  ประเทศไทย 

SGOT (AST) & SGPT (ALT) Sets 
บริษัท อี เมอรค ประเทศเยอรมันน ี

       Ammonium  acetate  
  Chloroform 

       Diethylether 
       Hydrochloric acid 

บริษัท ลีโอ ฟารมาซูติคอล ประเทศเดนมารค 
Heparin       5,000    iu/ml 

บริษัท ซกิมา เคมีคัล ประเทศสหรัฐอเมริกา 
       Aminopyrine 
       Acetyl acetone 
       Bovine serum albumin  (Fraction V) (1.2%BSA) 

  1-chloro-2,4-dinitrobenzene 
       Calcium chloride 
       Collagenase (Type IV) 
       5,5’- dithiobenzoic acid 
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       D-glucuronic acid 
       Dimethyl sulfoxide (DMSO) 
       Ethanol 
       Formaldehyde solution 
       Glycine 

            L-glutamine 
       Magnesium  chloride 
       Magnesium  sulfate cystalline 
       Minimium Eagle’s basal medium (MEM) 

  1-naphthol  
  α-naphthyl  β-D-glucuronide 

       Potassium  chloride 
       Potassium  phosphate  monobasic  anhydrous 
       Potassium  phosphate  dibasic  anhydrous 
       Sodium  bicarbonate 
       Sodium  chloride           
       Semicarbazide  hydrochloridde 
       Sulfosalicylic  acid 
       Sodium  phosphate  monobasic  anhydrous 
       Sodium  phosphate  dibasic  anhydrous 
       Sodium  hydroxide 
       Trypan  blue  solution 
       Thiobarbituric  acid 
       Trichloroacetic  acid 
       Trizma  base 

  บริษัท ไทยอินดัสเทรียล แกส 

     Carbogen  gas  (O2 95%,CO25%) 

-    เครื่องมือทีใ่ชในการศึกษา 
AutoPipetts    ขนาด 20 , 100 , 200 , 1000  µl และ 10 ml 

Centrifuge   



 

 

34

Counting chamber   

Dissecting  instruments 

Disposible  insulin  syringe  with  needle 

Glassware 

Light  microscope 

          Liver  perfusion  apparatus 

Magnetic  stirrer  with  magnetic  bar  

Metabolic  shaker  bath   

Microtubule  pump   

Operation  table 

pH  meter   

Single  pan  balance   

Sonicator 

Spectrophonometer     

Spectrofluorometer 

Torsion  balance   

Vortex  mixer   

Water  bath   

3. สถานที่ดําเนนิการวิจยั 

     หองปฏิบัติการวิจยัภาควชิาเภสัชวทิยา  คณะเภสัชศาสตร  จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย 

4. การเตรียมสารในการวิจยัและวิธีการทดลอง 

           1. การเตรียม  anhydrobarakol  hydrochloride  solution  นํา  anhydrobarakol  
hydrochloride  ละลายในน้ํากลัน่ ตามความเขมขนทีต่องการศึกษา คือ  0.025 , 0.05 , 0.075 , 
0.10 และ 0.15 mM  ซึ่งสารละลายที่ไดจะเตรียมและใชภายในไมเกิน 1 ชั่วโมง และปองกนัการ
ถูกแสงโดยหอหุมดวย aluminium foil 



 

 

35

           2.  การเตรียมสารละลายที่ใชในการเตรียมเซลลตับอิสระของหนูขาว 

                 การเตรียมเซลลตับอิสระของหนูขาวใชวิธีของ  Berry and Friend (1969)  ตอมา 
Stacey and Priestly (1978) ไดทําการปรับปรุงเปลี่ยนแปลงใหเหมาะสม โดยใช Modified 
Kreb’s and Henseleit Physiological (1932) ซึ่งจะอุนที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสและให 
carbogen gas  ตลอดเวลา 

 วิธีการเตรียมสารละลายมีดังนี ้  

 สารละลาย A : Calcium free medium   (pH 7.4)   ประกอบดวย 

  NaCl                                                2.8053  กรัม 

  KCl                                                  0.0522  กรัม 

  MgSO47H2O                                    0.0863  กรัม 

  KH2PO4                                            0.1701  กรัม 

  NaHCO3                                           1.26      กรัม 

  D-gluconic  acid                             2.3664   กรัม 

  Ultrapurified  water  to                    500.0     มล. 

  Equilibrate  with  carbogen  gas 

 (แยกชั่งและละลาย  NaHCO3  ตางหากแลวนาํมาผสมกับสารละลายที่เหลือ) 

             สารละลาย B : Calcium  buffer  solution  (pH 7.4)  ประกอบดวย 

  CaCl2.2H2O                                  0.0357  กรัม 

  Calcium  free  medium  to           150.0    มล. 

                   สารละลาย C : Cleaning  solution  (pH7.4)  ประกอบดวย 

  [1].Bovine  Serum  Albumin         0.96      กรัม 

       Calcium  buffer  to                  30.0      มล. 

  [2].Bovine  Serum  Albumin         1.2       กรัม 

       Calcium  buffer  to                  100.0    มล. 
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            สารละลาย D : Collagenase  solution  (pH7.4)  ประกอบดวย 

  [1].Collagenase                              0.01     กรัม 

       Calcium  free  medium  to         10.0     มล. 

                                      [2].Collagenase                              0.04     กรัม 

       Calcium  free  medium  to         20.0     มล. 

                       สารละลาย E : Eagle’s  basal  medium  (pH7.4)  ประกอบดวย 

  Bovine  Serum  Albumin             1.2      กรัม 

  Minimum  Eagle’s  basal  medium(MEM;10%)  96  มล. 

  L-glutamine (200mM)                    1         มล. 

  NaHCO3(2.8%w/v)  to  adjust  pH 7.4 

(แยกชั่ง  NaHCO3 0.75 กรัม  ละลายน้ํากลั่น 10 มล. ใชประมาณ 3 มล. ใน MEM 96 มล.) 

               3.  การเตรียมเซลลตับอิสระของหนูขาว  (Preparation of isolated rat hepatocytes)                   
มีขั้นตอนดังนี ้

3.1   ดมสลบหนูขาวดวย  diethylether  ผาตัดเปดหนาทอง  เพื่อสอดทอแคนูลาเขา 

portal  vien    

                   3.2  Two  step  perfusion  โดยใช  calcium  free  medium  ไหลผานตับแบบไหล
ทิ้ง (nonrecirculating  perfusion) ทําการตัดตับออกจากตัวหนูขาวหลังจากนั้นใช  collagenase  
solution  [2]  ไหลผานตับแบบไหลเวียนซ้าํ  (recirculating  perfusion)  เปนเวลา  10  นาท ี

                  3.3  Disruption  of  collagenase-perfused  liver  แกวงใหเซลลตบัหลุดเปนอสิระ
ใน collagenase  solution  [2]  แบงใสใน  Erlenmeyer  flask (250 ม.ล.)  2 ขวด  ลางดวย  
collagenase  solution  [1]  เขยาใน  metabolic  shaker  bath  (150 คร้ัง/นาท)ี  ที่อุณหภูม ิ 37  
องศาเซลเซยีส โดยให  carbogen  gas  ตลอดเวลานาน 10 นาที  หลังจากนั้นนาํไปกรองผานผา
กรองไนลอน 2 คร้ัง และลางเอาเซลลออกใหมากที่สุดดวย  cleaning  solution  [1] 

                 3.4 Purification  of  parenchymal  cells  นําเซลลตับอิสระแขวนลอยไปปนแยก  
parenchymal  cells  ที่ความเร็ว  1,000  รอบตอนาที เปนเวลา 30 วินาที  2 คร้ังโดยลางเซลลตบั
อิสระแขวนลอยดวย  cleaning  solution [2]  ในขั้นสุดทายเซลลตับอิสระจะแขวนลอยอยูใน  
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Eagle’s basal  medium  ซึ่งควรมีความหนาแนนของเซลลตับอิสระเทากับ 40 มก./มล.  (5-6x106 
เซลล/ซม.3)  สามารถคาํนวณไดดังนี้ 

               ปริมาตร  Eagle’s  basal  medium  ที่เติมในเซลลตับอิสระ  (มล.)  = 

                      จํานวนกรัมของเซลลตับอิสระ  x  ปริมาตร Eagle’s basal medium 1 มล. 

                                                 จํานวนเซลลตับอิสระ  0.04  กรัม 

                3.5 Trypan  blue  exclusion  test  ผสมเซลลตับอิสระแขวนลอย  50 µl  กับ 0.04% 
trypan  blue  50 µl  ตรวจนับจํานวนเซลลใน counting  chamber  ภายใตกลองจลุทรรศน 

                           %  Trypan  blue  exclusion  =  จํานวนเซลลเปน  x  100 

                                                                     จํานวนเซลลทั้งหมด 

โดยเซลลตับอิสระที่นาํมาใชในการทดลองควรมีคา  Trypan  blue  exclusion  index  เกนิ  90 % 

            3.6 การหาน้ําหนักเปยกของเซลลตับ  (wet  weight)  ผลของคาวัดสวนใหญจะคํานวณ
ตอหนวย  wet  weight  โดยนาํเซลลแขวนลอย 1 มล. ใสหลอดทดลองทีท่ราบน้ําหนัก                  
(2 ตัวอยาง) ไปปนแยกที่ความเรว็  3,000  รอบตอนาท ี เปนเวลา  15 นาท ี  เทสวนของเหลว     
ลอยตัว(supernatant) ทิ้งแลวคว่ําหลอดทดลองเปนเวลานาน 2 ชั่วโมง จากนั้นนาํไปชั่งหาน้าํหนัก
ที่เหลือ (มก./มล.) 

            3.7 Incubation  ของ  isolated  rat  hepatocytes  suspension  ในทกุการทดลองใช
เซลลตับอิสระแขวนลอยปรมิาตร 3 มล./ตัวอยาง ใสใน  Erlenmeyer  flask  ขนาด  25  มล. โดย
อุนใน  metabolic  shaker  bath  ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยให  carbogen gas 
ตลอดเวลา 

 

วิธีดําเนินการวิจัย 
                 1. ศึกษาผลของ anhydrobarakol hydrochloride  ตอการทํางานของ phase I 
enzyme ไดแก Cytochrome P450 (CYP2B,2C) ในเซลลตับอิสระที่แยกไดจากหนูขาว  (isolated 
rat hepatocytes) โดยแบงกลุมการศึกษาเปน 6 กลุม ดังนี ้

กลุมที ่1   control เปน isolated rat hepatocytes ที่ไดรับน้ํากลัน่ปริมาตร 0.1 มล. 

กลุมที ่2   เปน isolated rat hepatocytes  ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride 
solution ปริมาตร 0.1 มล. ความเขมขน 0.025 mM ใน cell suspension 3 มล. 
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               กลุมที่ 3  เปน isolated rat hepatocytes  ทีไ่ดรับ anhydrobarakol hydrochloride    

               solution ปริมาตร 0.1 มล. ความเขมขน 0.05 mM ใน cell suspension 3 มล. 

กลุมที ่4   เปน isolated rat hepatocytes  ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride 
solution ปริมาตร 0.1 มล. ความเขมขน 0.075 mM ใน cell suspension 3 มล. 

กลุมที ่5   เปน isolated rat hepatocytes  ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride 
solution ปริมาตร 0.1 มล. ความเขมขน 0.10 mM ใน cell suspension 3 มล. 

กลุมที ่6   เปน isolated rat hepatocytes  ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride 
solution ปริมาตร 0.1 มล. ความเขมขน 0.15 mM ใน cell suspension 3 มล 

 การทดสอบผลตอ  aminopyrine  N-demethylase  activity  

                 ใช   aminopyrine  N-demethylation  ตามวิธีการของ  Gibson  and  Skett  (1994)  
และ  Marzel  (1972)  โดยนาํมาเปลีย่นแปลงเพื่อความเหมาะสมดังนี ้

                  1.นําเซลลตับอิสระแขวนลอยตวัอยางละ 3 มล. ผสมกบั 0.1 มล. ของ 5 mM 
aminopyrine ใน 0.1 M Tris buffer (pH 7.4)  และ  5 mM semicarbazide 

                  2. อุนที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส ใน metabolic shaker bath (150 คร้ัง/นาท)ี เปน
เวลา 30 นาท ี

                 3. ใส 1  มล.  ของ 10% TCA  (trichloroacetic acid)  ที่ละลายใน  0.25  N  HCl 
(hydrochloric acid) ผสมใหเขากนั นําไปปนแยกที่ความเร็ว 3000 รอบ/นาท ีเปนเวลา 5 นาท ี

                 4.ปเปตสวนของ supernatant มา 2 มล. ผสมกับ 2 มล. ของ Nash reagent 
(30%ammonium acetate + 0.4%acetyl acetone) แลวอุนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 10 นาท ี

                  5.นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 415 nm คํานวณคาของ aminopyrine 
N-demethylase activity กับ standard curve 

             การทํา standard curve ของ  aminopyrine N-demethylase 

                  1.เตรียม stock solution ของ 0.1 mM formaldehyde (0.75 มล. ของ 40% 
formaldehyde solution ปรับปริมาตรดวยน้าํกลัน่ใหได 100 มล. นําสารละลายทีเ่จือจางนี้มา 
0.25 มล. ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 250 มล. ) 
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                  2.นํา 0.1 mM formaldehyde มา 0 , 0.4 , 0.8 ,1.2 ,1.6  และ 2.0 มล. ใสในหลอด
ทดลองปรับปริมาตรใหเปน 2 มล. ดวยน้ํากลั่น 

                  3.เติม 2 มล. Nash reagent (30 % ammonium acetate +0.4 % acetyl acetone )
แลวอุนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาท ี

                  4.นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 415 nm  plot standard curve 

                  

                  2. ศึกษาผลของ anhydrobarakol hydrochloride ตอการทาํงานของ phase II 
enzyme ไดแก UDP-glucuronyltransferase และ glutathione S-trasferase ในเซลลตับอิสระที่
แยกไดจากหนูขาว (isolated rat hepatocytes) โดยแบงกลุมการศกึษาเปน 6 กลุมดังนี ้

กลุมที ่1   control เปน isolated rat hepatocytes ที่ไดรับน้ํากลัน่ปริมาตร 0.1 มล. 

กลุมที ่2   เปน isolated rat hepatocytes  ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride 
solution ปริมาตร 0.1 มล. ความเขมขน 0.025 mM ใน cell suspension 3 มล. 

กลุมที ่3  เปน isolated rat hepatocytes  ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride 
solution ปริมาตร 0.1 มล. ความเขมขน 0.05 mM ใน cell suspension 3 มล. 

กลุมที ่4   เปน isolated rat hepatocytes  ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride 
solution ปริมาตร 0.1 มล. ความเขมขน 0.075 mM ใน cell suspension 3 มล. 

กลุมที ่5   เปน isolated rat hepatocytes  ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride 
solution ปริมาตร 0.1 มล. ความเขมขน 0.10 mM ใน cell suspension 3 มล. 

กลุมที ่6   เปน isolated rat hepatocytes  ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride 
solution ปริมาตร 0.1 มล. ความเขมขน 0.15 mM ใน cell suspension 3 มล. 

 การตรวจวัด UDP-glucuronyltransferase activity 

            ใชวิธีการของ Bock ,et al (1974) โดยนาํมาปรับปรุงเปลี่ยนแปลงเพื่อความเหมาะสมดังนี ้

                 1.นําเซลลตับอิสระแขวนลอยที ่ incubate กับ anhydrobarakol hydrochloride         
ที่ความเขมขนตางๆมาผสมกับสารละลาย 0.1 M Tris-HCl buffer pH 7.4 + 5 mM MgCl2 +      
0.5 mM 1-naphthol + 3 mM D-glucuronic acid ปริมาตร 1 มล.  incubate นาน 4 นาที          
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส  
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                 2.หลังจากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยใสสารละลาย 0.6 M glycine + 0.4 M 
trichloroacetic acid buffer , pH 2.2 ปริมาตร 1 มล. นาํสารละลายไปปนตกตะกอนที่ความเร็ว 
3000 รอบ/นาที นาน 5 นาท ี 

                3.ปเปตสวนใส (supernatant) 3 มล. ผสมกับ chloroform 3 มล. จากนั้นนําไปปน    
ตกตะกอนที่ความเรว็ 3000 รอบ/นาที นาน 5 นาที  

                4.ปเปตสวนน้ําใส (aqueous phase) ปริมาตร 1 มล. ผสมกับสารละลาย 0.45 M 
NaOH (final pH 10.0 – 10.5) ปริมาตร 2 มล. 

                5.วัดปริมาณของ naphthol glucuronide โดยใช  spectrofluorometer  ที่  excitation 
wavelength 290 nm , emission wavelength 330 nm  

         การทาํ standard curve ของ  naphthol glucuronide formation 

                  1.เตรียม α–naphthyl β-D-glucuronide (MW=342.3) solution ที่ความเขมขน 
0.005 , 0.01 , 0.02 , 0.03 และ 0.04 mM 

                  2.ปเปต α–naphthyl β-D-glucuronide solution ความเขมขน 0.005 , 0.01 , 0.02, 
0.03 และ 0.04 mM  ปริมาตร 1 มล. ผสมกับสารละลาย 0.45 M NaOH ปริมาตร 2 มล. 

                  3.นําไปวัดคา intensity โดยใช  spectrofluorometer ที่ excitation wavelength 290 
nm, emission wavelength 330 nm  

                  4.plot standard curve ของ naphthol glucuronide โดยใช  blank set 0         
(blank = distilled water 1 มล. + 0.45 M NaOH 2 มล.) แลวนําไปคํานวณเพื่อหา UDP-
glucuronyltransferase activity 

การตรวจวัด glutathione S-transferase activity  

        ใชวิธีการของ  Habig , et al (1974) โดยนาํมาปรับปรุงเปลี่ยนแปลงเพื่อความเหมาะสมดังนี ้

                 1.นําเซลลตับอิสระแขวนลอยที ่ incubate กบั anhydrobarakol hydrochloride ที่
ความเขมขนตางๆ มาปนแยกที่ความเร็ว 1000 รอบตอนาท ีนาน 5 นาท ี

                 2.นําสวนตะกอน (pellet) ผสมกับ 100 mM potassium phosphate buffer pH 6.5 
ปริมาตร  2.2 มล. และ 30 mM 1-chloro-2,4-dinitrobenzene ปริมาตร 0.1 มล. incubate ไวที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 5 นาที จากนั้นนําไปปนแยกที่ความเรว็ 1000 รอบ/นาท ีเปน
เวลา 5 นาท ี
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                  3.ปเปตสวนใส (supernatant) มาวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 340 nm โดยใช 
spectrophotometer  คํานวณหา GST activity จากคา extinction coefficient 9.6 M-1cm-1 

 

                  3. ศึกษาผลของ anhydrobarakol hydrochloride ในขนาดที่ใชในการทดลองที ่ 1 
และ 2 ที่มีตอการเกิดพษิตอเซลลตับอิสระที่แยกไดจากหนูขาว (isolated rat hepatocytes) โดย
แบงกลุมการศึกษาเปน 6 กลุม ดังนี ้

       กลุมที่ 1   control เปน isolated rat hepatocytes ที่ไดรับน้ํากลัน่ปริมาตร 0.1 มล. 

กลุมที ่2   เปน isolated rat hepatocytes  ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride 
solution ปริมาตร 0.1 มล. ความเขมขน 0.025 mM ใน cell suspension 3 มล. 

กลุมที ่3  เปน isolated rat hepatocytes  ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride 
solution ปริมาตร 0.1 มล. ความเขมขน 0.05 mM ใน cell suspension 3 มล. 

กลุมที ่4   เปน isolated rat hepatocytes  ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride 
solution ปริมาตร 0.1 มล. ความเขมขน 0.075 mM ใน cell suspension 3 มล. 

กลุมที ่5   เปน isolated rat hepatocytes  ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride 
solution ปริมาตร 0.1 มล. ความเขมขน 0.10 mM ใน cell suspension 3 มล. 

กลุมที ่6   เปน isolated rat hepatocytes  ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride 
solution ปริมาตร 0.1 มล. ความเขมขน 0.15 mM ใน cell suspension 3 มล. 

การวิเคราะห activity ของ เอนไซม ALT & AST  

                  เปนการตรวจวดั cell membrane integrity โดยอาศัยการตรวจวัด transaminase 
activity ตามวธิีการของ  Reitman and Frankel  (1957) โดยใชน้าํยาสาํเร็จรูป มีรายละเอียดดังนี ้

การทาํ standard curve โดยการเปลี่ยนแปลงจํานวนของ standard pyruvate และ 
ALT&AST substrates 

                 1. การทาํ standard  curve โดยการเปลี่ยนแปลงจํานวนของ standard pyruvate 
และ ALT&AST substrates ดังนี ้
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Tube No. Standard 

pyruvate 
(มล.) 

ALT&AST 

substrates 
(มล.) 

H2O 
(มล.) 

AST activity 
(SF units/มล.) 

ALT activity 
(SF units/มล.) 

1 0.00 0.50 0.1 0 0 

2 0.05 0.45 0.1 20 25 

3 0.10 0.40 0.1 55 50 

4 0.15 0.35 0.1 95 83 

5 0.20 0.30 0.1 148 126 

 

                 2. ใส dinitrophenyldehydrazine ปริมาตร 0.5 มล.  ทกุหลอดการทดลอง ผสมและ
ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 20 นาท ี

                  3. ใส 0.4 M NaOH 5 มล. ทุกหลอดทดลอง ผสมและตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมหิอง เปนเวลา 
5 นาท ี

                  4. นาํไปอานคาการดูดกลืนแสง  (absorbance)  ดวย spectrophotometer  ที่  ความ
ยาวคลืน่ 520 nm โดยใชน้ําเปน blank สําหรับ set 0 

                  5. plot curve ระหวาง ALT และ AST units กับคาการดูดกลืนแสงของแตละคา 
ลากเสนตอของแตละจุดจะได standard curve 

การวิเคราะห activity  ของเอนไซม ALT&AST มีข้ันตอนดังนี ้

                 1.ปเปตเซลลตับอิสระแขวนลอย 1 มล./ตัวอยาง มาปนแยกที่ความเร็ว 1000 รอบ/นาท ี
เปนเวลา 2 นาที เก็บสวนของเหลวใสเหนือตะกอน (supernatant) ไวใน microtube เพื่อนาํมา
วิเคราะหหา ALT & AST activity 

                  2.ใส ALT & AST substrate 0.5 มล. ในหลอดทดลองทกุหลอด 

                  3.นําไปอุนที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ี

                  4.เติมสวนของ supernatant ที่เก็บไวใน microtube ปริมาตร 0.1 มล./ตัวอยาง ผสม
แลวนําไปอุนที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 นาที สาํหรบั AST และเปนเวลา 15 นาที 
สําหรับ  ALT 
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                  5.เติม dinitrophenyldrazine 0.5 มล. ทุกหลอดทดลอง ผสมและตั้งทิง้ไวที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 20 นาท ี

                  6.เติม 0.4 M NaOH 5 มล. ทกุหลอดทดลองผสมและตั้งทิ้งไวที่อุณหภมูิหองเปนเวลา  
5 นาท ี

                  7.นําไปอานคาการดูดกลืนแสง (absorbance)  ดวย  spectrophotometer  ที่ความ
ยาวคลืน่ 520 nm โดยใชน้ํา เปน blank สําหรับ set 0 

                 8.นําคาการดูดแสงทีว่ัดไดไปหา activity ของ ALT & AST จาก standard curve 

การตรวจวัด reduced glutathione (GSH) 

                 ใชวิธีการของ Ellman (1959) ซึ่งปรับปรุงโดย Jollow, et al. (1977) โดยนําเซลลตับ
อิสระแขวนลอย 0.5 มล./ตัวอยาง ผสมกบั 4% sulfosalicylic acid 0.5 มล. ปนแยกที่ความเรว็ 
1000 รอบ/นาท ี เปนเวลา 2 นาท ี นาํ supernatant 0.5 มล. เติมสารละลาย 0.1 mM 
dithiobenzoic acid (ใน 0.1 M phosphate buffer pH 8) ปริมาตร 4.5 มล. นําไปวัดคาการ     
ดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลืน่ 412 nm (ความเขมขนของ GSH คํานวณจากคา extinction 
coefficient 1.36 x104 M-1cm-1) 

การตรวจวัดการเกิด lipid peroxidation (malondialdehyde : MDA) 

              ใช thiobarbituric acid assay ตามวิธกีารของ Buege and Aust (1978) โดยนําเซลล
ตับอิสระแขวนลอย 1.5 มล./ตัวอยาง ผสมกับสารละลาย stock TCA-TBA-HCL (15% 
trichloroacetic acid + 0.375% thiobarbituric acid  ใน   0.25 N hydrochloric acid) ปริมาตร 
3 มล. นําไปอุนใน water bath ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี นําไปปน
ตกตะกอนที่ความเรว็ 1000 รอบ/นาที นาน 10 นาท ีนํา supernatant ไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลืน่ 535 nm (ความเขมขนของ malondialdehyde ที่เกิดขึ้นคํานวณจากคา extinction 
coefficient 1.56 x 105 M-1cm-1) 

การแสดงผลการทดลอง และการวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
                    การแสดงผลการทดลองแสดงเปน 2 ลักษณะ คือ 

          1.  แผนภูมิรูปแทง 

                2. ตาราง 
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                        การวเิคราะหขอมูลทางสถิติ 

                1. Mean  +  SEM : คาเฉลี่ยและคาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานใชในการนําเสนอ
ขอมูลของคาทางชีวเคม ี

                 2. ANOVA ทดสอบ โดยใช  LSD test สําหรบัขอมูลแตละกลุมกนัที่เวลาเดียวกนั  
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บทที่  4 
 

ผลการทดลอง 
  
                    ทําการทดลองโดยใชเซลลตับอิสระที่แยกไดจากหนูขาว (isolated rat hepatocytes) 
ซึ่งมีคาของ cell viability จากการวิเคราะหดวย Trypan blue exclusion index มากกวา 90 %  
 
                         1. การศึกษาผลของ anhydrobarakol  hydrochloride ตอการทํางานของ 
phase I enzyme ไดแก Cytochrome P450 (CYP 2B , 2C) ในเซลลตับอิสระที่แยกไดจากหนูขาว 
โดยวัดหา aminopyrine N-demethylase activity พบวา  anhydrobarakol  hydrochloride ใน
ความเขมขน 0.025 , 0.05 , 0.075 , 0.10 และ 0.15 mM ทําให aminopyrine N-demethylase 
activity มีคาสงูขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (p<0.05) (แผนภูมิที่ 1) 

 
             2. การศึกษาผลของ anhydrobarakol  hydrochloride ตอการทํางานของ 

phase II enzyme ไดแก UDP-glucuronyltransferase และ glutathione S-transferase ในเซลล
ตับอิสระที่แยกไดจากหนูขาว พบวา anhydrobarakol  hydrochloride ในความเขมขน 0.025 , 
0.05 , 0.075 , 0.10 และ 0.15 mM ทําให UDP-glucuronyltransferase มีคาลดลงเมื่อ
เปรียบเทียบกบักลุมควบคุม (p<0.05) (แผนภูมิที ่2) และทําให glutathione S-transferase มีคา
สูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (p<0.05) (แผนภูมิที่ 3) 

 
                          3. การศึกษาผลของ anhydrobarakol  hydrochloride ในขนาดที่ใชในการ
ทดลองที่ 1 และ 2 ที่มีตอการเกิดพษิตอเซลลตับอิสระที่แยกไดจากหนูขาว  โดยดูผลตอ cell 
membrane integrity จากการตรวจวัด activity ของ alanine aminotransferase (ALT) และ 
aspartate aminotransferase (AST) ซึ่งจะถกูปลอยออกมาจากเซลลตับอิสระ จากการทดลอง
พบวา anhydrobarakol  hydrochloride ในความเขมขน 0.025 , 0.05 และ 0.075 mM ไมเพิ่ม 
ALT activity ซึ่งตางจากความเขมขน 0.10 และ 0.15 mM ทีท่ําให ALT activity มีคาสูงขึ้นเมื่อ
เปรียบเทียบกบักลุมควบคุม (p<0.05) (แผนภูมิที ่4) 
                      
                         สําหรับ aspartate aminotransferase activity (AST activity) พบวา 
anhydrobarakol  hydrochloride ในความเขมขน 0.025 และ  0.05 mM  ไมเพิ่ม AST activity 
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แตความเขมขน 0.075 , 0.10 และ 0.15 mM ทําให AST activity มีคาสูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกบั
กลุมควบคุม (p<0.05) (แผนภูมิที ่5) 
                      
                      ในการศึกษาผลของ anhydrobarakol  hydrochloride ตอปริมาณของ reduced 
glutathione (GSH) ในเซลลตับอิสระของหนูขาว  พบวา anhydrobarakol  hydrochloride ใน
ความเขมขน 0.025 ,0.05 และ 0.075 mM มีผลไมแตกตางจากกลุมควบคุม แต anhydrobarakol  
hydrochloride ในความเขมขน 0.10 และ 0.15 mM ทําให GSH มีคาสูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกบั
กลุมควบคุม (p<0.05) (แผนภูมิที ่6) 
                       
                       ผลของ anhydrobarakol  hydrochloride ตอการเกดิ lipid peroxidation โดย
วิเคราะหปริมาณของ malondialdehyde (MDA) พบวา anhydrobarakol  hydrochloride ใน
ความเขมขน 0.025 , 0.05 , 0.075 ,0.10  และ  0.15 mM   ไมมีผลตอการเกิด lipid peroxidation 
เมื่อเปรียบเทยีบกับกลุมควบคุม (แผนภูมทิี่ 7) 
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แผนภูมิที่ 1  Aminopyrine N-demethylase activity จาก isolated rat hepatocytes  ที่ไดรับ 
Anhydrobarakol  hydrochloride (AH)  ความเขมขน  0.025 , 0.05 , 0.075 , 0.10  และ  0.15  
mM เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม เมื่อใหสารสัมผัสเซลลนาน 30 นาที ในการศึกษาผลของ 
Anhydrobarakol hydrochloride ตอการทํางานของ Cytochrome P450 (CYP2B,2C) ใน 
isolated rat hepatocytes (N=9 , Mean±SEM)  
 
 * แตกตางอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเทียบกับ Control 
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แผนภูมิที่ 2 UDP-glucuronyltransferase activity จาก isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ
Anhydrobarakol  hydrochloride (AH) ความเขมขน  0.025 , 0.05 , 0.075 , 0.10  และ  0.15  
mM เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม เมื่อใหสารสัมผัสเซลลนาน 1 ชั่วโมง ในการศึกษาผลของ 
Anhydrobarakol hydrochloride ตอการทํางานของ UDP-glucuronyltransferase (phase II 
enzyme) ใน isolated rat hepatocytes (N=9 , Mean±SEM) 
 
* แตกตางอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเทียบกับ Control 
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แผนภูมิที่ 3  Glutathione S-transferase activity จาก isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ 
Anhydrobarakol hydrochloride (AH) ความเขมขน 0.025 , 0.05 , 0.075 , 0.10 และ 0.15 mM
เปรียบเทียบกบักลุมควบคุม   เมื่อใหสารสัมผัสเซลลนาน  1  ชั่วโมง   ในการศึกษาผลของ 
Anhydrobarakol hydrochloride ตอการทํางานของ glutathione S-transferase (phase II 
enzyme)ใน isolated rat hepatocytes (N=9 , Mean±SEM) 

*แตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิต ิ(P<0.05) เมื่อเทียบกับ Control 
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แผนภูมิที่ 4 activity ของ Alanine aminotrasferase (ALT) ที่ปลอยจาก isolated rat 
hepatocytes ที่ไดรับ Anhydrobarakol hydrochloride (AH) ความเขมขน 0.025 , 0.05 , 0.075, 
0.10 และ 0.15 mM เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม เมื่อใหสารสัมผัสเซลลนาน 1 ชั่วโมง   ใน
การศึกษาการเกิดพิษของ Anhydrobarakol hydrochloride ตอ isolated rat hepatocytes (N=9, 
Mean±SEM) 
 
* แตกตางอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเทียบกับ Control 
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แผนภูมิที่ 5 activity ของ Aspartate aminotransferase (AST) ที่ปลอยจาก isolated rat 
hepatocytes ที่ไดรับ Anhydrobarakol hydrochloride (AH) ความเขมขน 0.025 , 0.05 , 0.075, 
0.10 และ 0.15 mM เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม เมื่อใหสารสัมผัสเซลลนาน 1 ชั่วโมง ใน
การศึกษาการเกิดพิษของ Anhydrobarakol hydrochloride ตอ isolated rat hepatocytes (N=9, 
Mean±SEM) 
 
* แตกตางอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเทียบกับ Control 
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แผนภูมิที่ 6  reduced glutathione contents (GSH) ใน isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ 
Anhydrobarakol hydrochloride (AH) ความเขมขน 0.025 , 0.05 , 0.075 , 0.10 และ 0.15 mM 
เปรียบเทียบกบักลุมควบคุม เมื่อใหสารสมัผัสเซลลนาน 1 ชั่วโมง ในการศึกษาการเกิดพิษของ 
Anhydrobarakol hydrochloride ตอ isolated rat hepatocytes (N=10 , Mean±SEM) 
 
* แตกตางอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเทียบกับ Control 
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แผนภูมิที่ 7  lipid peroxidation จาก isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ Anhydrobarakol 
hydrochloride (AH) ความเขมขน 0.025 , 0.05 , 0.075 , 0.10 และ 0.15 mM เปรียบเทียบกบั
กลุมควบคุม เมื่อใหสารสัมผัสเซลลนาน 1 ชั่วโมง ในการศึกษาการเกดิพิษของ Anhydrobarakol 
hydrochloride ตอ isolated rat hepatocytes (N=13 , Mean±SEM) 
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บทที่  5 
 

สรุปและอภิปรายผลการวิจัย  

                      ขี้เหล็กเปนพืชสมนุไพรพืน้บานไทย ถกูนํามาใชเปนยา  คลายกงัวลและชวยให
นอนหลับไดดีขึ้น โดยสารสําคัญซึ่งมีฤทธิ์ทางเภสัชวทิยาคือ barakol จากการศึกษาพบวายา
ขี้เหล็กมีผลขางเคียงทําใหเกดิภาวะตับอักเสบเฉียบพลนั ซึ่งยงัไมสามารถสรุปไดวาสาเหตุที่
เกิดขึ้นเปนผลโดยตรงจาก barakol หรือสารอ่ืนทีม่าจาก barakol ดังนัน้จึงทาํการศึกษาเพื่อดูผล
ของ barakol ที่เกิดขึ้นโดยตรงตอเซลลตับโดยใชเซลลตับอิสระที่แยกไดจากหนูขาว ตรวจวัดการ
ทํางานของเอนไซมใน phase I และ phase II พรอมกับตรวจหาความเปนพิษตอตับของสารโดย
การวิเคราะหปริมาณของเอนไซม transaminase (ALT,AST) ที่ถกูหลั่งจากเซลล , ปริมาณ 
reduced glutathione ภายในเซลล รวมถงึการเกิด lipid peroxidation (ปริมาณ 
malondialdehyde (MDA) ที่เกิดขึ้น) เพือ่เปนขอมูลเบือ้งตนที่จะนํามาใชอธิบายผลของ barakol 
ที่มีตอเซลลตบั 
                           
                     จากการทดลองพบวาในทกุความเขมขนของ barakol เมื่อ incubate ในเซลลตับ
อิสระของหนูขาวเปนเวลา 1 ชั่วโมง มีผลเพิ่มการทาํงานของ aminopyrine N-demethylase    
และ glutathione S-transferase แตลดการทํางานของ UDP-glucuronyltransferase โดยมี
ความสัมพันธกับขนาดของสารที่ให  
                   
                     ในหนูขาว Cytochrome P450 ที่เกีย่วของกับการเปลีย่นแปลง aminopyrine คือ  
CYP2B และ 2C โดยการทาํงานของ aminopyrine N-demethylase ซึ่งสามารถถกูเหนี่ยวนาํใหมี
สมรรถนะเพิ่มข้ึนดวย enzyme inducers หลายชนิด โดยเฉพาะทีรู่จักกันดีคือ phenobarbital 
และ rifampin การเพิม่ข้ึนของ CYP activity อาจเกิดขึ้นจาก duplication ของ CYP gene หรือ 
การเหนี่ยวนาํใหมีการสราง CYP มากขึ้น หรือการกระตุน preexisting enzyme ที่มีอยูแลว
โดยสารตางๆที่ไดรับเขาไป ในกรณีของ phenobarbital สวนใหญจะเกิดจากการไปเหนีย่วนําใหมี
การสราง CYP มากขึ้น โดยไปจับกับ cystolic receptor คือ  CARβ receptor นอกจากนี้ยังพบวา 
enzyme inducer สวนใหญจะเปน substrate ของ CYP นั้นๆ (Klaassen, 2001) ในกรณีของ 
barakol เมื่อใหในเซลลตบัอิสระของหนูขาวเปนเวลา 1 ชั่วโมง สามารถเพิม่การทาํงานของ 
aminopyrine N-demethylase ได และผลการเพิม่ข้ึนจะเพิ่มตามขนาดของ barakol ที่เพิ่มข้ึน 
จากผลที่ไดนีม้ีความเปนไปไดอยางยิง่ที ่ barakol นาจะเปน substrate ของ CYP 2B,2C และ
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เหนีย่วนําทําใหการทํางานของเอนไซมเพิม่ข้ึน มหีลายรายงานที่พบวา aminopyrine N-
demethylase ถูกกระตุนใหทํางานเพิม่ข้ึนไดในการทดลอง in vitro โดยใชสมุนไพรหลายชนิดเชน 
สมุนไพรพืน้บานของมาเลย ไดแก  Air Gamat Asli Lang Kawi , Faizol Tonik , Air Jamu Pak 
Tani และสมุนไพรพืน้บานของจีนไดแก Yomeishu , Ginseng & Polygona Root Extractum , 
King To Nin Jiom Pei Pa Kao พบวาสมนุไพรทั้ง 6 ชนิดมผีลเพิ่มการทาํงานของเอนไซม 
aminopyrine N-demethylase ในการทดลองโดยใช rat hepatocytes ได (Abas, Saringat and 
Rozana, 1998) 
                                  
                        การศึกษาระดับโมเลกุลพบวาการเหนี่ยวนาํการทํางานของ Cytochrome P450 
และ UDP-glucuronyltransferase มีความสัมพันธกนัโดยมีลักษณะเปน co-induction  (Gibson, 
1992) โดยจากการศึกษาถงึผลของการเหนี่ยวนาํ CYP1A1 ของสารกลุม polycyclic aromatic   
hydrocarbons  เชน  3-methylcholanthrene , TCCD ฯลฯ เชื่อวาการทํางานเกิดจากสารหรอื 
ligands จะจับที่ตําแหนงของ Ah locus ของ receptor ภายใน cytosol เกิด ligand-receptor 
complex ซึ่งจะเคลื่อนไปยัง nucleus แลวจับกับสวนของ responsive genes บน chromosomes 
มีผลกระตุนการ transcription  ของ CYP1A1 genes และ UGTs genes โดย UGTs isozymes  
ที่เกิดขึ้น จะมคีวามเฉพาะเจาะจงตอ substrate ในกลุม planar phenol เชน 1-naphthol , 4-
nitrophenol และ 4-methylumbeliferone ดังนั้นผลการลดลงของ UGT ในการศึกษานี้อาจเปนไป
ไดวา substrate ที่ใชในการศึกษา คือ 1-naphthol อาจไมใช substrate ที่เฉพาะเจาะจงของ 
UGTs isozymes ที่ถูกกระตุนโดย barakol เนื่องจาก barakol มีผลเหนี่ยวนาํการทาํงานของ 
CYP2B ซึ่งจดัเปน inducer ที่สามารถเหนี่ยวนาํการทํางานของ UGT isozymes  ที่ถูกกระตุนได
โดย phenobarbital ซึ่งมี specific substrate ไดแก chloramphenicol , morphine ,                  
4-hydroxybiphenyl และ monoterpenoid alcohols นอกจากการศึกษาในหนูขาวยงัพบวา rate 
ของปฏิกิริยา glucuronidation ที่เกิดขึ้นจะแปรตาม substrate ที่ใช (substrate-dependent) และ
จะถูกเปลีย่นแปลงไดโดยเอนไซม  inducers ของ  CYP450 (Klaassen, 2001) 
 
                   การศึกษา in vivo ในหนูขาวที่ไดรับอาหารผสมใบขี้เหล็ก 5%  เปนระยะเวลา 14 วัน 
พบวาการทํางานของเอนไซม aminopyrine N-demethylase  ลดลง สวนการทาํงานของ UDP-
glucuronyltransferase เพิม่สูงขึ้นเมื่อใช 4-nitrophenol เปน substrate  ซึ่งผลทีเ่กิดขึ้นมีความ
แตกตางกับการศึกษานี ้ ทีก่ารทาํงานของ aminopyrine N-demethylase เพิ่มสูงขึ้นและการ
ทํางานของ UDP-glucuronyltransferase ลดลง อาจอธิบายวาในการทดลอง in vivo ผลที่เกิดขึ้น
เปนผลจากการไดรับสารทั้งหมดในใบขี้เหล็กแบบเรื้อรังซึ่งสารอาจมีผลตอการทํางานของCYP450 
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isozymes กลุมอ่ืนทีม่ีผลตอการสังเคราะหของ UGTs isozymes ที่มีความเฉพาะเจาะจงตอ      
4-nitrophenol (Tepsuwan and Kusamran, 1997) 
 
                         นอกจากนีม้ีการศึกษาในหนูขาวที่ไดรับสาร barakol แบบกึ่งเรื้อรังโดยการกิน  
30 มก./กก. โดยเปรียบเทียบระหวางกลุมที่ไดรับอาหารปกติและอาหารที่มีคลอเรสเตอรอลสูง
พบวา barakol มีผลลดสมรรถนะของ CYP1A2 อยางมีนยัสําคัญในหนูทัง้สองกลุมและ
เชนเดียวกับ CYP1A1 ในหนูที่ไดรับอาหารคลอเรสเตอรอลสูง สวนผลของ barakol ตอ 
CYP2B1/2B2 , CYP2E1 ไมแตกตางจากกลุมควบคมุ (Maniratanachote, 2001) ดังนั้นการ
ทดลองที่ดูผลของ  barakol โดยตรงตอเซลลตับใน in vitro model นี ้จงึอาจใหผลที่ไมเหมือนกบั
การให  barakol  แบบเรื้อรังหรือกึ่งเรื้อรัง   
                           
                        ในการทดลองครั้งนี ้barakol มีผลเพิ่มการทํางานของ glutathione S-transferase 
ซึ่งสอดคลองกับผลการศึกษาใน in vivo ในหนูขาวที่ไดรับอาหารผสมใบขี้เหล็ก 5% เปนเวลา     
14 วัน (Tepsuwan and Kusamran, 1997) แตใหผลไมตรงกับการศึกษาในหนูขาวเมื่อให 
barakol แบบกึ่งเรื้อรังโดยการกินในขนาด 30 มก./กก. ทีพ่บวาการทํางานของ glutathione S-
transferase ไมเปลี่ยนแปลง (Maniratanachote, 2001) จากผลการทดลองทั้งหมดนี้แสดงวา 
barakol สามารถจับกับ glutathione S-transferase ได แตอาจจะไมใช substrate ของเอนไซม 
เพราะ glutathione S-transferase นอกจากจะกระตุนปฏิกิริยา glutathione conjugation ที่ใช  
glutathione เปน conjugating agent และมี specific substrate ทีใ่ชกันมากคือ 1-chloro-2,4-
dinitrobenzene แลว ยงัทาํหนาที่จับ (bind) , เก็บ (store) และ ขนถาย (transport) สารเปน
จํานวนมากที่ไมใช  substrate ของมัน เชน  bilirubin , steroids , azo-dyes และสารพวก 
polycyclic aromatic hydrocarbon โดยจะมีปริมาณเปนจํานวนมากในเซลลพบสงูถึง 10% ของ
โปรตีนในเซลลทั้งหมด จงึเปนไปไดอยางยิง่วา barakol เมื่อใหในเซลลตับอิสระของหนูขาว
สามารถจบักบั glutathione S-transferase โดยไมใช  glutathione จึงทําใหระดับของ 
glutathione สูงขึ้น  
 
                          การศึกษาผลของ barakol  ในเซลลตับอิสระของหนูขาวครั้งนี้มีเปาหมายหลัก
เพื่อดูผลของ barakol ที่มีตอเอนไซมใน phase I และ phase II และตองการดูวา barakol ใน
ขนาดทีก่อใหเกิดการเปลี่ยนแปลงการทํางานของเอนไซมนั้น จะกอใหเกิดพษิตอเซลลตับดวยหรือ 
ไม จากผลการทดลองยนืยนัวา barakol เมื่อใชในขนาดสูง (0.1 , 0.15 mM) สามารถทาํอันตราย
ตอเซลลตับได โดยไปเพิ่มการหลั่งของ transaminase (ALT,AST) ออกจากเซลลตับ แสดงใหเหน็
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ถึงการสูญเสียหนาที่ของผนงัเซลล (cell membrane integrity) แตไมทําใหเกิดการเพิ่มของ lipid 
peroxidation ดูไดจากปริมาณของ malondialdehyde (MDA) ที่เกิดขึ้น ที่ไมเปลี่ยนแปลงและ
ระดับของ glutathione ที่มอียูในเซลลที่นอกจากไมลดแลวยังเพิ่มข้ึนดวย แสดงวาพษิตอเซลลตับ
ที่เกิดขึ้นไมใชมาจาก  lipid peroxidation หรือ lipid peroxidation ไมใช  initial step ของการกอ
พิษตอเซลลตบั นอกจากนี้ยงัแสดงใหเห็นวาพษิของ barakol เปน dose dependent  
 
                       เปนทีท่ราบกนัดีวา lipid peroxidation นั้น ถกูกระตุนใหเกิดขึ้นดวย free radicals 
หรือ active oxygen species ซึ่งถูกทาํลายไดดวย glutathione จึงมักพบเสมอวาเมื่อ lipid 
peroxidation เพิ่มข้ึน ระดับ glutathione ในเซลลจะลดลง ในกรณีของ barakol ในการศึกษาครัง้
นี้ ไมกอใหเกดิการเปลี่ยนแปลงดังกลาวขางตน จงึเปนไปไดอยางยิ่งวาพษิของ barakol ไมนาจะ
เกี่ยวของกับการเกิด free radicals หรือ active oxygen species 
                       
สรุปและขอเสนอแนะ 

                       Barakol มีผลเพิ่ม aminopyrine N-demethylase (CYP2B,2C) และ glutathione 
S-transferase activity พรอมกับลด UDP-glucuronyltransferase activity และ barakol 
กอใหเกิดพิษตอเซลลตับอิสระที่แยกไดจากหนูขาวได ซึ่งตองใชในขนาดที่สูง (0.10 และ 0.15 
mM) โดยมีผลเพิ่มการทาํงานของเอนไซม ALT และ AST รวมถึง ปริมาณของ GSH โดยพษิที่
เกิดขึ้นไมมีความสัมพันธกับการเกิด lipid peroxidation  

                       ในการศึกษา in vitro เพื่อดูผลของ barakol ตอการทาํงานของเอนไซมใน phase I 
และ phase II ขนาดของ barakol ที่กอใหเกิดพิษตอตับ รวมถึงกลไกการเกิดพิษตอตับ อาจมี
ความแตกตางกับการศึกษา in vivo ซึ่งจะมีปจจัยตางๆเขามาเกีย่วของ ดังนัน้จึงควรทําการศึกษา 
in vivo เพื่อดูผลของสารตอการทาํงานของเอนไซมอ่ืนๆทั้งใน phase I และ phase II , ขนาดของ
สารที่กอใหเกดิพิษตอตับ , ผลของสารที่มตีอตับ เพื่อเปนแนวทางที่ทาํใหเขาใจถึงขบวนการ       
เมตาบอลิสมและกลไกการเกิดพิษของสารนี้ไดดีขึ้น
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ตารางที ่5 ผลของ  Anhydrobarakol hydrochloride (AH) ในความเขมขนตางๆทีม่ีตอ 
aminopyrine N-demethylase activity ของเซลลตับอิสระที่แยกไดจากหนูขาว  (N=9 ,       
Mean±SEM) 
 
 

กลุมการทดลอง aminopyrine N-demethylase activity 
(nmole formaldehyde formed /min/g wet weight) 

control 7.0 ± 0.2 
AH 0.025 mM  8.2 ± 0.3 * 
AH 0.05   mM  9.3 ± 0.2 * 
AH 0.075 mM 10.6 ± 0.4 * 
AH 0.10   mM 12.0 ± 0.4 * 
AH 0.15  mM 14.4 ± 0.5 * 

 
            *  แตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเทียบกับ control 
 
หมายเหต:ุ- 
control : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับน้ํากลัน่ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 30 นาท ี
AH 0.025 mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                        ความเขมขน 0.025 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 30 นาท ี
AH 0.05  mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                       ความเขมขน 0.05 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 30 นาท ี
AH 0.075 mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution               
                       ความเขมขน 0.075 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 30 นาท ี
AH 0.10  mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                       ความเขมขน 0.10 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 30 นาท ี
AH 0.15  mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                       ความเขมขน 0.15 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 30 นาที
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ตารางที ่6 ผลของ Anhydrobarakol hydrochloride (AH) ในความเขมขนตางๆที่มตีอ UDP-
glucuronyltransferase  activity ของเซลลตับอิสระที่แยกไดจากหนูขาว (N=9 , Mean±SEM) 
 
 

กลุมการทดลอง 
UDP-glucuronyltransferase activity 

(micromole naphthol glucuronide formed / min /           
g wet weight) 

control 75.131 ± 1.272 
AH 0.025 mM 65.514 ± 1.464 * 
AH 0.05   mM 62.579 ± 1.310 * 
AH 0.075 mM 56.096 ± 2.204 * 
AH 0.10   mM 49.937 ± 1.368 * 
AH 0.15  mM 38.045 ± 2.309 * 

 
           *  แตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถติิ (P<0.05) เมื่อเทียบกับ control 
 
หมายเหต:ุ- 
control : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับน้ํากลัน่ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.025 mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                        ความเขมขน 0.025 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.05  mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                        ความเขมขน 0.05 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.075 mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution               
                        ความเขมขน 0.075 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.10  mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                       ความเขมขน 0.10 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.15  mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                       ความเขมขน 0.15 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง
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ตารางที ่7 ผลของ  Anhydrobarakol hydrochloride (AH) ในความเขมขนตางๆทีม่ีตอ 
glutathione S-transferase  activity ของเซลลตับอิสระที่แยกไดจากหนูขาว  (N=9 ,            
Mean±SEM) 
 
 

กลุมการทดลอง glutathione S-transferase activity 
  (nmole conjugate formed/min/g wet weight) 

control 99.3 ± 9.0 
AH 0.025 mM 126.7 ± 5.7 * 
AH 0.05   mM 135.8 ± 9.4 * 
AH 0.075 mM 140.0 ± 6.6 * 
AH 0.10   mM 154.6 ± 8.8 * 
AH 0.15  mM 176.8 ± 9.6 * 

 
            *  แตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเทียบกับ control 
 
หมายเหต:ุ- 
control : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับน้ํากลัน่ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.025 mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                        ความเขมขน 0.025 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.05  mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                        ความเขมขน 0.05 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.075 mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution               
                        ความเขมขน 0.075 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.10  mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                       ความเขมขน 0.10 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.15  mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                       ความเขมขน 0.15 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง
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ตารางที ่8 ผลของ  Anhydrobarakol hydrochloride (AH) ในความเขมขนตางๆทีม่ีตอเอนไซม 
transaminase (ALT,AST)   ของเซลลตับอิสระที่แยกไดจากหนูขาว (N=9 , Mean±SEM) 
 
 

กลุมการทดลอง alanine aminotransferase(ALT) 
(SF units/มล.) 

 aspartate aminotransferase(AST) 
(SF units/มล.) 

control 55.78 ± 6.36 41.33 ± 3.05 
AH 0.025 mM 56.33 ± 6.64 45.67 ± 2.24 
AH 0.05   mM 61.22 ± 6.10 46.44 ± 4.80 
AH 0.075 mM 71.11 ± 6.49   58.11 ± 5.84 * 
AH 0.10   mM  72.44 ± 3.42 *   64.89± 7.38 * 
AH 0.15  mM  93.33 ± 6.00 *    77.78 ± 5.73 * 

 
 *  แตกตางอยางมีนยัสําคญัทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเทยีบกับ control 
 
หมายเหต:ุ- 
control : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับน้ํากลัน่ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.025 mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                         ความเขมขน 0.025 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.05  mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                        ความเขมขน 0.05 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.075 mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution               
                         ความเขมขน 0.075 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.10  mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                        ความเขมขน 0.10 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.15  mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                        ความเขมขน 0.15 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง
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ตารางที ่9 ผลของ  Anhydrobarakol hydrochloride (AH) ในความเขมขนตางๆทีม่ีตอระดับ 
reduced glutathione contents (GSH) ของเซลลตับอิสระที่แยกไดจากหนูขาว (N=10 , 
Mean±SEM) 
 
 

กลุมการทดลอง reduced glutathione contents 
(micromole/g wet weight) 

control 3.553 ± 0.290 
        AH 0.025 mM 3.532 ± 0.211 

AH 0.05   mM 3.899 ± 0.289  
AH 0.075 mM 4.244 ± 0.324  
AH 0.10   mM  4.526 ± 0.292 * 
AH 0.15  mM  5.025 ± 0.330 * 

 
           *  แตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถติิ (P<0.05) เมื่อเทียบกับ control 
 
หมายเหต:ุ- 
control : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับน้ํากลัน่ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.025 mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                         ความเขมขน 0.025 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.05  mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                        ความเขมขน 0.05 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.075 mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution               
                         ความเขมขน 0.075 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.10  mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                        ความเขมขน 0.10 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.15 mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                       ความเขมขน 0.15 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
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ตารางที ่10 ผลของ  Anhydrobarakol hydrochloride(AH)ในความเขมขนตางๆทีม่ีตอ การเกิด 
lipid peroxidation ของเซลลตับอิสระที่แยกไดจากหนขูาว (N=13 , Mean±SEM) 
 
 

กลุมการทดลอง malondialdehyde (MDA) 
(nmole/g wet weight) 

control 46.623 ± 3.782 
        AH 0.025 mM 52.251 ± 4.205 

AH 0.05   mM 52.124 ± 4.314 
AH 0.075 mM 52.463 ± 3.846 
AH 0.10   mM 50.546 ± 2.212 
AH 0.15  mM 53.751 ± 4.258 

 
      
   
หมายเหต:ุ- 
control : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับน้ํากลัน่ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.025 mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                        ความเขมขน 0.025 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.05   mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                         ความเขมขน 0.05 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.075  mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution               
                         ความเขมขน 0.075 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.10   mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                         ความเขมขน 0.10 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.15   mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                        ความเขมขน 0.15 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

                    นางสาวเหมวลา เชิดชพูันธเสรี เกิดเมื่อวนัที่ 20 มิถุนายน 2517 จังหวดัสุราษฎรธาน ี 
สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีพยาบาลศาสตรบัณฑิต จากวทิยาลยัพยาบาลสภากาชาดไทย          
ปการศึกษา 2538 ปฏิบัติงานในตําแหนงพยาบาลประจําการ กองการพยาบาล โรงพยาบาล
จุฬาลงกรณ เปนเวลา 6 ป ในป 2543 ไดศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต  หลักสตูร        
สหสาขาวิชา ภาควิชาเภสัชวิทยา  บัณฑติวิทยาลัย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
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