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  The effects of acylaminopyridine derivatives (CU-18-11, CU-18-12) and 

acylaniline derivatives (CU-18-07, CU-18-08, CU-18-09, CU-18-10, CU-18-13) on 
respiratory chain function were studied on isolated rat liver mitochondria. All of 
derivatives inhibited  mitochondrial  respiration  when  glutamate  +  malate  but not 
succinate were used as  substrates.  The results suggested that CU-18-07, CU-18-08, 
CU-18-09, CU-18-10, CU-18-11, CU-18-12 and CU-18-13  acted as site I inhibitors of 
respiratory chain.  These derivatives had no influence on site I inhibition by rotenone. 
Acylaminopyridine and Acylaniline derivatives stimulated succinate oxidation, 
particularly CU-18-09 and CU-18-10 were more potent than the others with equal 
concentration therefore these derivatives act as uncoupler.  However, cadmium exerted 
an  inhibitory effects of stimulated succinate oxidation from all derivatives.  Calcium and 
DNP stimulated respiration were inhibited by acylaminopyridine derivative, CU-18-12  
and acylaniline derivatives, CU-18-09 and CU-18-10.  Aniline derivatives, CU-18-09 and 
CU-18-10 showed stimulatory effects on ATPase activity of mitochondria. 
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

ADP   =   adenosine 5' -diphosphate 
ATP   =   adenosine 5' -triphosphate 
ATPase    =   adenosine triphosphatase 
BSA   = bovine serum albumin 
Ca 2+   = calcium ion 
CaCl2   = calcium chloride 
CCCP   = carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone 
CoQ  = coenzyme Q,ubiquinone 
CuSO4  = copper sulfate 
Cyt.  = cytochrome 
0 C  = degree Celsius 
DMSO  = dimethylsulfoxide 
DNA  = deoxyribonucleic acid 
DNP  = 2,4-dinitrophenol 
DTT  = dithiothreitol 

EGTA  = ethyleneglycol-bis-(β-aminoethyl ether) N,N,N',N',-tetra 
acetic   acid          

FAD   = flavin adenine dinucleotide 
FADH2  = reduced flavin adenine dinucleotide 
FMN  = flavin mononucleotide 
Fe-S  = iron-sulfur center 
g  = centrifugal force unit (gravity) 
H +  = proton 
HCl  = hydrochloric acid 

HEPES  = N-2-hydroxyethlpiperazine-N'-2-ethane-sulfonic acid 
H 2O2  = hydrogen peroxide 
H 2SO4  = sulfuric acid 
IC50  = median inhibitor concentration 
K+  = potassium ion 
KCl  = potassium chloride 

 



 ฐ

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ (ตอ) 
 

Kg  = Kilogram 
K 2HPO4  = potassium phosphate 
M  = Molar 
MAO  = monoamine oxidase 
MAO-A  = monoamine oxidase A 
MAO-B  = monoamine oxidase B 
MgCl2  = magnesium chloride 
µ atoms  = microatoms 
µ g  = microgram  
µl  = microlite 
µM  = micromolar 
mg  = milligram 
ml  = millitre 
mM  = millimolar 
mOsm  = milliosmolar 
NAD+  = nicotinamide adenine dinucleotide 
 NADH  = reduced nicotinamide adenine dinucleotide 
NADPH  = reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
Na2CO3  = sodium carbonate 
NaOH  = sodium hydroxide 
n atoms  = nanoatoms 
ng  = nanogram 
O2  = oxygen 
O2

-  = superoxide anion radical 

OH-  = hydroxyl ion 
Pi  = inorganic phosphate 
RCI  = respiratory control index 
RPM  = revolution per minute 
SE  = standard error of mean 
TCA  = trichloroacetic acid 

TMPD  = N,N,N',N'-tetramethyl-p-phenylenediamine 
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ (ตอ) 
 

w/v  = weight by volume 
/  = per 
%  = percent   

 
  



บทที่ 1 
 

บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
  

จากการศึกษาผลของอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนซึ่งไดแก CU 763-15-13 (รูปที่1)ตอหนาที่การทํางาน 
ของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูขาวโดยอุนเรือน  แกวพินิจ (2541) พบวาสารดังกลาวออกฤทธิ์ในการยับยั้ง
การหายใจของไมโตคอนเดรีย state 3 เมื่อใช   NAD+-linked substrates    ซึ่งไดแก glutamate + malate,    
α-ketoglutarate   และ β-hydroxybutyrate     โดยออกฤทธิ์ยับยั้งที่ site I ของลูกโซการหายใจและยังยับยั้ง 
state 3u อีกดวยในขณะเดียวกันพบวา CU 763-15-13 สามารถเรงการเกิดปฏิกริยาออกซิเดชั่นของ succinate 
ได นอกจากนี้สารดังกลาวยังออกฤทธิ์ยับยั้งการกระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรียดวยแคลเซี่ยมโดยไมมีผล
ตอ ATPase activity 

 ซึ่งตอมา     อัญชิษฐา   ทิพยวงศวิจิตร  (2543)    ไดศึกษาผลของสารในกลุมเอซิลอะมิโนไพริดีนตัวอื่นๆ      
ไดแก CU 763-16-04, CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-18-04  (รูปที่ 1) ตอหนาที่การทํางานของไม
โตคอนเดรียพบวาสารดังกลาวจะออกฤทธิ์คลายกันคือ ยับยั้งการสงผาน electron ในลูกโซการหายใจโดยออก
ฤทธิ์ยับยั้งที่   site I เมื่อใช NAD+-linked substrates  และกระตุนการออกซิเดชั่นของ succinate แตไมมีผลตอ 
ATPase   activity            สวนผลตอการกระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรียดวยแคลเซี่ยมจะแตกตางกันโดย    
CU 763-16-04     จะแสดงผลในทางยับยั้ง   สวน  CU 763-18-01  และ  CU 763-18-04  ไมมีผลยับยั้ง    สวน  
CU 763-18-02 จะเสริมฤทธิ์ในการกระตุนการหายใจดวยแคลเซี่ยม สําหรับผลตอเอนไซม MAO (Monoamine 
oxidase) พบวาสารทั้ง 4 ตัวออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมดังกลาวได 

 ตอมาไดมีการพัฒนาสูตรโครงสรางอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีน  ซึ่งไดแก CU-18-11, CU-18-12       
และ อนุพันธเอซิลอะนิลีน ไดแก   CU-18-07,  CU-18-08, CU-18-09, CU-18-10, CU-18-13  (รู ป ที่  2) 
โดยผศ.ดร. ชํานาญ ภัตรพานิช และคณะ ซึ่ง Tatiya Thanomdee (2002) ไดทําการศึกษาผลของสารดังกลาว
ตอเอนไซม MAO ซึ่งพบวาสารทุกตัวออกฤทธิ์ยับยั้งไดทั้ง MAO-A และ MAO-B ดวยความแรงที่ต่ํากวา 
clorgyline และ selegiline  ในการยับยั้งเอนไซม MAO สําหรับวัตถุประสงคในการศึกษาวิจัยครั้งนี้เพื่อศึกษาถึง
ฤทธิ์ในการกระตุนหรือยับย้ังการหายใจของไมโตคอนเดรียและการทํางานของเอนไซม ATPase ของสารที่
พัฒนาขึ้นมาใหม ซึ่งคาดวาขอมูลที่ไดจะใชเปนประโยชนในการเปนแนวทางในการพัฒนาสารตอไป 
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รูปที่ 1  แสดงสูตรโครงสรางของอนุพันธเอซิลอะมีโนไพริดีน ซึ่งไดแก CU 763-15-13, CU 763-16-04, 
             CU 763-18-01, CU 763-18-02, CU 763-18-04  
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รูปที่   2  แสดงสูตรโครงสรางของอนุพันธในกลุมเอซิลอะมินีไพริดีน (CU-18-11, CU-18-12) และเอซิลอะนิลีน   
( CU-18-07, CU-18-08, CU-18-09, CU-18-10, CU-18-13) 
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ตารางที่1  แสดงลักษณะทั่วไปและประเภทของอนุพันธของสารตัวอยางที่ใชในการทําวิจัย 

  
 
 

HN
C

O

Y  
 
 
 
 

สารตัวอยาง กลุม น้ําหนักโมเลกุล การแทนที่ตําแหนง 
Y 

ตําแหนงที่มีการแทน
ที่ 

CU-18-07 เอซิลอะนิลีน 235 C-OCH3 
Para 

CU-18-08 เอซิลอะนิลีน 235 C-OCH3 Meta 

CU-18-09 เอซิลอะนิลีน 250 C-NO2 
Para 

CU-18-10 เอซิลอะนิลีน 250 C-NO2 
Meta 

CU-18-11 เอซิลอะมิโนไพริ
ดีน 

205 N Meta 

CU-18-12 
(CU 763-16-04)  

เอซิลอะมิโนไพริ
ดีน 

205 N Para 

CU-18-13 เอซิลอะนิลีน 203 None None 
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วัตถุประสงค  

ศึกษาผลของอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและเอซิลอะนิลีนตอหนาที่กระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรีย   
 
สมมุติฐาน 

อนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและเอซิลอะนิลีนมีผลกระตุนหรือยับย้ังหนาที่กระบวนการหายใจของไมโต
คอนเดรีย 
 
ขอบเขตของงานวิจัย 

 1. ดูผลของอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและเอซิลอะนิลีนตอหนาที่กระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรีย  
 2. หาตําแหนงของกระบวนการหายใจที่ถูกกระตุนหรือยับยั้งโดยอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและเอซิล 
 อะนิลีน 
3. ดูผลของอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและเอซิลอะนิลีน ตอการทํางานของเอนไซม ATPase 
 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
ไดขอมูลเบื้องตนถึงผลของอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและเอซิลอะนิลีนตอหนาที่กระบวนการใจหาย

ของไมโตคอนเดรียเพื่อนําขอมูลที่ไดจากการทําวิจัยไปเปนแนวทางในการพัฒนาเปนสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม 
MAO ตอไป 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 

การหายใจของไมโตคอนเดรียและกระบวนการออกซิเดทีฟ ฟอสฟอริลเลช่ัน 
(Mitochondria  respiration and oxidative phosphorylation) 

 
ไมโตคอนเดรียเปนออกาเนล (organelle) ที่ทําหนาที่ในการสรางพลังงานใหแกเซลล โดยไมโตคอนเดรีย 

เปนแหลงสําคัญที่สุดในการสราง  ATP     (adenosine triphosphate)   เปน high energy compound ซึ่งมี
หลายปฏิกริยาชีวเคมีที่สําคัญตางๆ ที่เกิดขึ้นในไมโตคอนเดรีย เชน ปฏิกริยาการออกซิเดชั่นของกรดไขมัน(fatty 
acid oxidation),ปฏิกริยาการออกซิเดชั่นของกรด อะมิโน (amino acid oxidation),ปฏิกริยาในวัฏจักรเครปส 
(Krebs' cycle หรือ citric acid cycle)ปฏิกริยาออกซิเดทีฟ ฟอสฟอริลเลชั่น (oxidative phosphorylation)ผลที่
ไดจากปฏิกริยาดังกลาว จะใหพลังงานออกมาเพื่อใชในการสังเคราะห ATP ซึ่งจําเปนตอการดํารงชีวิตที่หายใจ
โดยใชออกซิเจน (aerobic eukaryotic)   พลังงานดังกลาวจะสังเคราะหจากกระบวนการที่เรียกวา oxidative 
phosphorylation  ที่ผนังชั้นในของไมโตคอนเดรีย (inner membrane) (Avers,1986 ; Hodgson and smart, 
2001 ; Voet, Voet, and Pratt,1999 ; Garrette and Grisham, 2002) 

ไมโตคอนเดรียพบไดใน eukaryotic cell ทุกชนิด ไมโตคอนเดรียจะมีความยาวประมาณ 3 ไมครอนและ
กวางประมาณ 0.5-1.0 ไมครอน มีรูปรางที่แตกตางกันไปในแตละเซลล เชน มีลักษณะกลม (spherical) ใน 
เซลลตับจนถึง แทงยาว (elongated rod or  filaments) ในเซลลไต สวนใน fibroblast จะมีลักษณะคลาย
เสนดาย (threadlike) บางครั้งอาจมีโครงสรางที่ซับซอนในยีสต นอกจากนี้จํานวนและขนาดที่พบจะแตกตางกัน
ไป ใน human spermatozoa  จะมีจํานวนไมโตคอนเดรียที่คงที่คือ 16 ไมไตคอนเดรียตอเซลล  สวน oocyte  มี
จํานวนมากถึง 100,000 ไมโตคอนเดรียตอเซลล   และอวัยวะที่ทําหนาที่หนักในรางกาย  (very active 
metabolically organ) เชน ตับ,กลามเนื้อ,สมอง,หัวใจ และ กลามเนื้อลาย จะมีไมโตคอนเดรียอยูเปนจํานวน
มาก ซึ่งมักจะไวตอยาหรือพยาธิสภาพของโรค  มักจะพบไมโตคอนเดรียอยูใกลเซลลที่ตองการ ATP หรือใกลกับ
แหลงของเชื้อเพลิง (fuel) ที่ใชในปฏิกริยาออกซิเดชั่น ตางๆ  ถึงแมวาไมโตคอนเดรียจะมีขนาด รูปรางและ
จํานวนแตกตางกันออกไป แตจะมีโครงสรางที่เหมือนกันกลาวคือ ผนังของไมโตคอนเดรียเปน lipid bilayer 
membrane มีอยู 2 ชั้น  คือ  ผนังชั้นนอก  (outer membrane ) และผนังชั้นใน  (inner membrane) ชองวาง
ระหวางผนังชั้นนอกและผนังชั้นในเรียกวา intermembrane space ผนังของไมโตคอนเดรียชั้นในจะหุมหอสวน
ของของเหลวที่มีลักษณะเปนคลายเจลหรือ semi-fluid ที่เรียกวาเมตริกซ ( matrix ) (รูปที่ 3) 

ผนังชั้นนอกและผนังชั้นในมีความแตกตางกันในแงของสวนประกอบทางเคมี (chemical composition) 
,permeability และเอนไซม (enzyme content) ผนังชั้นนอกจะมีลัษณะของผิวที่เรียบ (smooth and unfold)หุม  
ผนังชั้นนอกประกอบดวยสารจําพวกไขมันเปนสวนใหญ คุณสมบัติของผนังชั้นนอกจะยอมใหสารที่มีโมเลกุล
เล็กกวา 10,000 datons เชน ADP,ATP,sucrose  รวมท้ังอิออนตางๆผานเขาออกไดอยางอิสระ ที่ผนังชั้นนอก
ยังมี pore ที่มีลักษณะเปนโปรตีนที่เรียกวา porin หรือ voltage - dependent anion channel (VDAC) ซึ่งให 
polar compounds ผานเขาออกไดระหวางไซโตซอล (cytosol) กับไมโตคอนเดรียและในโครงสรางจะเห็นวามี
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สวนที่เชื่อมติดตอกันระหวางผนังชั้นนอกและผนังชั้นในมีชื่อวา contact site และที่บริเวณนี้จะมีโครงสรางคลาย
ทอที่เรียกวา mitochondria permeability transition pore (PTP) ซึ่งในสภาพที่เปดจะยินยอมใหสารที่มีน้ําหนัก
โมเลกุลต่ําจนถึงน้ําหนักโมเลกุล 1500 สามารถผานเขาออกระหวางเมตริกซกับไซโตซอลอยางอิสระ เอนไซมที่
อยูผนังชั้นนอกคือ monoamine oxidase ซ่ึงจะใชเปน marker ของผนังชั้นนอกของไมโตคอนเดรีย (รูปที่ 4 )  

ผนังชั้นในจะยืดหยุนและมีพื้นที่ผิวมากกวาเนื่องจากมีการพับเขาไปในเมตริกซซึ่งเรียกลักษณะนี้วา 
cristae เพื่อเปนการเพิ่มพื้นที่ผิวใหมากขึ้น  สวนภายในผนังชั้นในจะประกอบดวยสารจําพวกโปรตีนเปนสวน
ใหญ และไขมันเปนสวนนอย  มีคุณสมบัติ ไมยอมใหสารและอิออนตางๆ  ผานเขาออกไดอยางอิสระ 
(impermeable)  แตจะยอมใหเฉพาะ O2,CO2 ,H2O และ NH3 ผานเขาออกไดอยางอิสระ  สวนสารจําพวก 
hydrophilic metabolites และ inorganic ions ทั้งหลายที่เปน biological importance ก็สามารถผานผนังของ
ไมโตคอนเดรียไดโดยอาศัย specific channels และ carrier protein ที่มีอยูที่ผนังชั้นใน  สวน phosphate (Pi) , 
adenine nucleotides ADP แ ล ะ  ATP แ ล ะ ส า ร  respiratory substrates จํ า พ ว ก  mono- ,di-  แ ล ะ 
tricarboxylates โดยทั่วไปแลวการทํางานของ transport protein เหลานี้ทํางานในลักษณะแลกเปลี่ยน 
(exchange mode) เชน ADP แลกเปลี่ยนกับ ATP,Pi แลกเปลี่ยนกับ OH - เปนตน  ผนังชั้นในจะมีเอนไซมตางๆ
ที่มีหนาที่เฉพาะ ไดแก respiratory chain enzyme และ enzyme ATPsynthase  สวนในเมตริกซ นอกจากจะ
ประกอบดวยเอนไซมตางๆ   ของปฏิกริยาในวัฏจักรเครบสแลวยังประกอบดวย DNA,ribosome  และเอนไซมที่ 
catalyze transcription และ translation ของยีน ดังแสดงรายละเอียดดังตารางที่ 2   

ไม โตคอน เดรียมี  DNA ของตน เองมี ลัษณ ะเป น  circular DNA ที่ บ รรจุคํ า ส่ั ง  (encodes) ของ 
polypeptide chains ประมาณ 24 polypeptides ซึ่งมีสวนรวมตางๆ เชน subunits ใน complex ตางๆ ของลูก
โซการหายใจและสวนประกอบจําเปนอื่นๆ ของ energy-coupling mechinery  อยางไรก็ตามโปรตีนสวนใหญ
ของไมโตคอนเดรียมากจากคําส่ังของ nuclear DNA และสังเคราะหนอกไมโตคอนเดรียแลวถูกนําเขาสูไมโต
คอนเดรียโดยกลไกที่ซับซอน 

นอกจากนี้แลวยังพบวาไมโตคอนเดรียยังเปนออกาเนล ที่สราง " reactive oxygen speecies " ( ROS) 
เช น  superoxide anion radical O-

2 ,hydrogen peroxide H2O2  แ ล  extremly reactive hydroxyl radical 

HO..  โดยทั่วไปแลว ROS จะเกิดขึ้นที่ตําแหนง  complex III   เนื่องจากมีการหมุนเวียนของ proton ระหวาง 
ubiquinone , cytochrome b- c1 และ  iron - sulfur protein สวน  complex I  ก็มีสวนรวมอยูบาง reactive 
oxygen species ที่เกิดขึ้นโดยทั่วไปถือวาเปนสารอันตราย (toxic metabolites) ซึ่งจะตองถูกทําลายไปโดย
เอนไซมเฉพาะ เชน catalase, peroxidase และ superoxide dimutase แตสวนที่ยังเหลือจากการทําลายก็จะมี
ผลเสียตอไมโตคอนเดรียและเซลลโดยรวม ซึ่งแสดงออกโดยลําดับ (cascade) ของเหตุการณตางๆ ที่นําไปสู
การตายของเซลลที่เรียกวา " apoptosis "  

จากเรื่องราวโดยยอเกี่ยวกับการทําหนาที่ของไมโตคอนเดรียซึ่งทําใหเห็นการเกี่ยวของกันในวิถีตางๆ
ระหวาง mitochondrial metabolic routes กับกระบวนการอื่นของเซลลโดยรวม ดังนั้นตัวยา,สารเคมีซึ่งมีผลตอ 
intramitochondria metabolic process หรือ transport pathways ที่เปนจุดเชื่อมไมโตคอนเดรียกับไซโตซอลก็
อาจมีผลตอ cell metabolism ไมโตคอนเดรียจึงไดถูกนํามาใชเปนตนแบบ (model) ในการศึกษาเกี่ยวกับ
ประเด็นตางในการวิจัยวิทยาศาสตรชีวภาพเชน  apoptosis,oxidative stress,aging และ  degenerative 
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disease เป น ต น  (Avers,1986  ;  Voet et al.,1999 ; Harper et al., 2000 ; Lehninger, Nelson and Cox, 
2000 ;  Szewczyk and Wojtczak, 2002 )  

 
ตารางที่ 2   แสดงถึงเอนไซมชนิดตางๆ ในแตละสวนของไมโตคอนเดรีย (Devlin,1997) 

 
Outer Membrane Intermembrane space Inner membrane Matrix 

 
Monoamine oxidase 
Kynurenine hydroxylase 
Nucleoside diphosphate 
     kinase 
Phospholipase A 
Fatty acyl CoA 
     synthetases 
NADH: cytochrome  -  c    
     reductase  
(rotenone-  insensitive) 
Choline      
    phosphotransferase 

Adenylate kinase 
Nucleoside        
      Diphosphate  
      kinase 

Succinate      
    dehydrogenase 
F1-ATPase 
NADH           
     dehydrogenase 
β-Hydroxybutyrate  
    dehydrogenase 
Cytochromes         
    b,c1 ,c,a,a 3              

 Carnitine :acyl-CoA 
    translocase  

Mono-,di-and  
    tricarboxylate      
    translocase 
Glutamate-aspartate 
    translocase 

Pyruvate     
    dehydrogenase 
Citrate synthase 
Isocitrate   
    dehydrogenase 
α-Ketoglutarate        
     dehydrogenase 
Aconitase 
Fumarase 
Succinyl-CoA      
   synthetase 
Malate dehydrogenase 
Fatty acid β-oxidation 
     system 
Glutamate 
   dehydrogenase 
Glutamate-oxaloacetate 
    transaminase 
Ornithine transcarba- 
    moylase 
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กระบวนการสรางพลังงานโดย ไมโตคอนเดรีย 
 

การสรางพลังงานของ ไมโตคอนเดรีย  เริ่มจากสารอาหารตางๆ  ที่ รับประทานเขาไป  ซึ่งไดแก  
คารโบไฮเดรต ไขมัน โปรตีน ถูกยอยสลายใหไดโมเลกุลเล็ก เชน โปรตีนจะถูกยอยไปเปน amino acid ,
คารโบไฮเดรตจะถูกยอยไดเปน mono saccharide เชน กลูโคสและไขมันถูกยอยไดเปน fatty acid และสาร
โมเลกุลเล็กเหลานี้จะเขาสูกระบวนการเมตาโบลิสม เพื่อใหได acetyl CoA (acetyl coenzyme A) ซึ่งเปนตัว
กลาง(intermediates) ที่สําคัญเขาสูวัฎจักรเครบส (Kreb' s cycle) acetyl CoA จะถูกออกซิไดสตอไปโดย
ผานปฏิกริยาตางๆ ในวัฎจักรเครบส สุดทายจะไดคารบอนไดออกไซดกับน้ํา และมีไฮโดรเจน (H) ที่ถูกปลด
ปลอยออกมาจากสารตัวกลาง เกิดปฏิกริยารีดักชั่น (reduction) ไปรีดีวซ  (reduce) NAD+    และ  FAD ไปเปน 
NADH+H+ และ  FADH2 ซึ่ ง เป น  reducing equivalents ที่ สํ าคัญ และจะถู กส ง เข า สู ลู ก โซ การหายใจ 
(respiratory chain หรือ electron transport chain) ซึ่งจะอยูในผนังชั้นในของไมโตคอนเดรียโดยผานสารที่เปน
ตัวกลางที่ทําหนาที่ รับสงอิเลคตรอนหลายชนิด (Cambell,1995 ; Devlin,1997 ; Lehninger et al., 2000 ;   
Garett and Grisham, 2002) (รูปที่ 5 ) ไดแก 

 
1. Pyridine-linked dehydrogenase ไ ด แ ก  β-hydroxybutyrate dehydrogenase , glutamate 

dehydrogenase , malate dehydrogenase, เป นตน  ซึ่ งต องการ  NAD+ หรือ  NADP+ ตั วใดตั วหนึ่ ง เป น 
coenzyme ยกเวน glutamate dehydrogenase ที่สามารถทําปฏิกริยาไดทั้ง NAD+ และ NADP+ 

2.Flavin-linked dehydrogenase หรือเรียกอีกอยางหนึ่งวา flavoprotein ประกอบดวย FMN (flavin 
mononucleitide) เป น  prosthetic groups ใน ก า ร รั บ ส ง อิ เล ค ต รอ น   ได แ ก  NADH dehydrogenase, 
succinate dehydrogenase ,dihydrolipoyl dehydrogenase ซึ่ง Flavin-linked dehydrogenase จะแตกตาง
จาก Pyridine –linked dehydrogenase ตรงที่จะจับกับเอนไซมที่เปนโปรตีนที่ทําหนาที่เปน prosthetic groups 
มากกวาที่จะจับกับ coenzyme 

 3. Iron-sulfur protein ประกอบดวยเหล็ก (iron และ acid –labile sulfur )  ไดแก ferredoxin 
4. ระบบ cytochromes       ประกอบดวย iron-porphyrin เปน prosthetic groups ที่ทําหนาที่สงผาน 

อิเลคตรอนจาก dehydrogenase system  ตางๆ  ไปยังโมเลกุลออกซิเจน  ไดแก  cytochromes  b, c1, c, a, a3  
5. Coenzyme Q  หรือ Ubiquinone เปนสารตัวกลางที่ไมใชโปรตีน เปนโมเลกุลขนาดเล็กที่มีคุณ

สมบัติไมละลายในน้ํา สามารถเคลื่อนที่อยางอิสระไดในชั้นไขมันสามารถรับและใหอิเลคตรอนได นอกจากนี้ยัง
สามารถรับ H +จากสารละลายตัวกลางพรอมกันกับรับสงอิเลคตรอนได 

 
สับสเตรทที่ไมโตคอนเดรียสามารถ ออกซิไดซและทําใหมีการสงผาน electron เขาสูตําแหนง

ตางๆของลูกโซการหายใจแบงเปน   2 พวก คือ 
 
 1. NAD+- linked substrates เชน glutamate, malate,pyruvate,  α-ketoglutarate เปน substrates ที่

เมื่อเกิดการเปลี่ยนแปลงโดยปฏิกริยาในไมโตคอนเดรียโดย Krebs'cycle จะปลดปลอย ไฮโดรเจนอะตอม 
(2H)  ไปรีดิวซ  NAD+ ไดเปน NADH+H + ซึ่งจะให electron เขาสูลูกโซการหายใจที่ complex I 



 12

 2. FAD-linked substrates ไดแก succinate ไฮโดรเจนที่ปลดปลอยออกมาจะไปรีดิวซ   FAD เปน 
FADH2 ให electron เขาสูลูกโซการหายใจที่ complex II  หรือเขาสู coenzyme Q โดยตรง  (Mathews and 
Holde,1990 ; Lehninger et al., 2000) 

 
ลูกโซการหายใจแบงออกเปน  4 complex คือ  (Hatefi,1985 ; Lehninger et al., 2000 ; Wallace and 
Starkov, 2000)  
 
1. Complex I หรือ NADH dehydrogenase complex: ubiquinone oxidoreductase  
ซึ่งจะ catalyze การสงผานอิเลคตรอนจาก NADH ไปยัง ubiquinone ,fericyanide,และ  NAD + 
2. Complex II หรือ Succinate dehydrogenase complex : ubiquinone oxidoreductase  
จะ catalyze การสงผานอิเลคตรอนจาก succinate ไปยัง ubiquinone  
3. Complex III หรือ  Cytochrome bc1 - complex: cytochrome c oxidoreductase  
จะ catalyze การสงผานอิเลคตรอนจาก dihydroubiquinone ( QH2 ) ไปยัง cytochrome c   
4. Complex IV หรือ Cytochrome oxidase complex หรือ Ferrocytochrome C : oxygen oxidoreductase 

จะ catalyze การสงผานอิเลคตรอนจาก cytochrome c ไปยังโมเลกุลออกซิเจน  
 
ในขณะที่มีการสงผานอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจจาก NADH หรือ FADH2 ไปยังออกซิเจน โดยผาน

ตัวกลางที่รับสงอิเลคตรอนหลายชนิดจะมีการปลดปลอยพลังงานอิสระ (free energy) ออกมาจํานวนหนึ่งซึ่ง
มากเพียงพอที่จะนําไปใชในการสังเคราะห ATP โดยการ  phosphorylate ของ ADP กระบวนการทั้งหมดที่เกิด
ขึ้นนี้เรียกวา กระบวนการออกซิเดทีฟ ฟอสฟอริลเลชั่น (Oxidative phosphorylation) ในลูกโซการหายใจจะมี
อยู 3 ตําแหนงที่การปลดปลอยพลังงานอิสระมีมากเพียงพอที่จะนําไปใชในการสังเคราะห ATP  คือ  complex 
I,IIIและ IV  ซึ่งตรงกับ site I,site II และ site III ตามลําดับ (รูปที่ 6) ในสภาวะปกติพบวาการสงผานอิเลคตรอน
และการสังเคราะห ATP จะตองเกิดควบคูกัน (tightly  coupled) แตในบางกรณี ทั้งสองกระบวนการอาจเกิด
แยกจากกันได  เชน กรณีที่ ไมโตคอนเดรียที่เตรียมไดมีคุณภาพไมดี หรือเก็บนานเกินไป (aging mitochondria) 
หรือ กรณีที่ ไมโตคอนเดรีย ไดรับสารบางอยาง เชน uncouplers ตัวอยางเชน DNP (2,4 dinitrophenol) หรือ 
CCCP (carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone)ซึ่งสารประเภทนี้สามารถกระตุนใหไมโตคอนเดรียใช
ออกซิเจนในการออกซิไดซ substrate ในลูกโซการหายใจอยางอิสระและรวดเร็วโดยไมเกิดการสังเคราะห ATP 
เรียกสภาวะนี้วา uncoupling  (Lehninger et al., 2000) 
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ตารางที่ 3   แสดงสวนประกอบของลูกโซการหายใจ 4 complexs ที่อยูภายในผนังชั้นในของไมโตคอนเดรีย         
                   (Aver,1986) 

Complexes Component 
 

I NADH dehydrogenase complex 
 
 
 
 
II Succinate dehydrogenase complex 
 
 
III Cytochrome b - c 1complex 
 
 
 
  
 
IV Cytochrome oxidase complex 
 
 
 

NAD 
FMN 
Iron sulfur (FeS) centers  
Coenzyme Q 10   
 Phospholipids 
FAD 
Iron sulfur (FES) centers 
Cytochrome b 558 

Cytochrome b 
Cytochrome c 1 

Nonheme iron protein 
Ceenzyme Q 10 
Phospholipids 
Cytochrome a 
Cytochrome a 3 

Copper 
Phospholipids 
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แมวาการสังเคราะห ATP ใน ไมโตคอนเดรีย จําเปนตองใชพลังงานจากการสงผานอิเลคตรอนในลูกโซ
การหายใจ แตกลไกที่แทจริงในการนําพลังงานดังกลาวไปใชในการสังเคราะห ATP นั้นยังไมเปนที่ทราบแนชัด 
เชื่อวาใชพลังงานที่เกิดจากการสงผานอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจนั้นนาจะมีการสงวนไวในรูปใดรูปหนึ่งกอน
ที่จะนําไปใชในการสังเคราะห ATP ซึ่งมีหลายสมมุติฐานเพื่อใชในการอธิบายความสัมพันธนี้เชน chemical 
coupling , conformational coupling และ chemiosmotic coupling hypothesis แตปจจุบันแนวความคิดที่
เปนที่ยอมรับคือ chemiosmotic coupling hypothesis ซี่งเสนอโดยนักวิทยาศาสตรชาวอังกฤษชื่อ Peter 
Mitchell ในป  1961  (Boyer et.al.,1977 ; Mitchell,1977 ; Avers,1986 ; Campbell,1995 ; Harper, 2000) 
(รูปที่ 7) ซึ่งไดเสนอวา ในขณะที่มีการสงผานอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจะมีการปลดปลอยพลังงานออกมา
เพื่อใชในการผลักดัน(pump) โปรตรอน ( H+) จากเมตริกซผานผนังชั้นในของไมโตคอนเดรีย ออกไปยัง 
intermembrane space ทําใหเกิดความแตกตางของประจุหรือเกิด proton gradient ขึ้น จากการที่มีความแตก
ตางของระดับ H+  ระหวางเมตริกซกับ intermembrane space และเนื่องจาก H+ มีประจุบวกจึงทําใหมีความ
แตกตางระหวางประจุขึ้นที่ผนังชั้นในทําใหเกิด electrical gradient ซึ่งรวมเรียกวา electrochemical proton 
gradient  (6µ H +) หรือ proton motive force และจะเกิดขึ้นไดตองเปน intact ไมโตคอนเดรีย คือ สามารถควบ
คุมการเคลื่อนที่เขาออกของโปรตอนไดซึ่ง electrochemical proton gradient จะเปนสวนที่ใหพลังงานและผลัก
ดันใหมีการสังเคราะห ATP จาก ADP และ  Pi โดยโปรตรอนจาก intermembrane space จะผานกลับเขาสู
เมตริกซทางเอนไซม ATP synthase (F1F0-ATPase)  เกิดการ phosphorylate ADP  ทําใหได ATP ขึ้นมาดังสม
การ  
                    ATP synthase 
          ADP+ Pi          ATP+ H2O 
 

ซึ่งปฏิกริยาการสังเคราะห ATP เปนปฏิกริยาที่ผันกลับไดระหวางการ synthesis และ hydrolysis   ซึ่ง
พบ ว า  สารใดก็ ต ามที่ ทํ า ให เกิ ดภ าวะ  uncoupling ของไม โตคอน เด รีย   คื อทํ า ให  oxidation และ 
phosphorylation แยกออกจากกัน เชน uncoupler (DNP) จะมีผลทําให 6µ H + เสียไป ในสภาวะเชนนี้จะ
กระตุนให มีการสลาย  ATP (ATP hydrolysis) ซึ่งเปนผลจาก  ATPase activity ที่ เพิ่มขึ้น   ซึ่งสามารถวัด 
ATPase activity ไดโดยการวัดปริมาณ Pi ที่เกิดจากการสลาย ATP (Danishefsky,1980) 

 พลังงานที่ไมโตคอนเดรียสงวนไวจากการสงผานอิเลคตรอนในรูปของ  6µ H + นอกจากจะนําไปใชใน
การสังเคราะห  ATP  แลวยังสามารถนําไปใชในกระบวนการอื่นๆ เชน ใชในการขนสงอิออนตางๆ   เชน   Ca 2+, 
Mg 2+, Na +, K+ ผานผนังชั้นในของไมโตคอนเดรีย , การสะสมแคลเซี่ยมและการสังเคราะห NADPH โดย 
energy-linked transhydrogenase ซึ่งเรียกวา transhydrogenation เปนตน  (รูปที่ 8)  
(hanstein,1976 ; Danishefky,1980 ; Lehninger et al., 2000) 
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calcium transport      energy-linked transhydrogenase 
 
  

 

 

 
electron transport in       ATP synthesis 
respiratory chain 
     energy dissipation  

 
รูปที่  8 แสดงความสัมพันธของปฏิกริยาตางๆที่เกี่ยวของกับการใชพลังงานที่ไมโตคอนเดรียสามารถสงวนไว 
(high energy electrochemical proton gradient) และตําแหนงตางๆที่ตัวยับยั้งการทํางานของไมโตคอนเดรีย
ไปออกฤทธิ์ (hanstein,1976) 
(1) สารที่สามารถยับยั้งการสงผานในลูกโซการหายใจ 
(2) สารที่สามารถยับยั้งปฏิกริยาการสราง ATP จาก ADP + Pi เชน oligomycin ,DTNB เปนตน 
(3) สารที่มีฤทธิ์ uncoupling เชน DNP,FCCP  เปนตน 
  
 
 

electrochemical proton gradient 
(proton motive force) 

(1) 

(3) 

(2) 
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การสังเคราะห ATP โดยไมโตคอนเดรีย 

 การสังเคราะห ATP โดยไมโตคอนเดรีย จะอาศัยเอนไซม ATP synthase หรือ F0F1-ATPase ซึ่งจัดวา
เปน complex V ของลูกโซการหายใจ โครงสรางของเอนไซมดังกลาวจะประกอบดวยโปรตีนหลายชนิดยอยรวม
กัน (multisubunit protein) มีน้ําหนักโดยรวมมากกวา 500,000 daltons โดยประกอบดวย head protein ซึ่ง
เปนสวนหัวของเอนไซม  ซึ่งมีลักษณะคลาย lollipop เรียกวา F1 domain(F1 ATPase ) ซึ่งประกอบดวยวงแหวน
จํานวน  6  subunits  ประกอบดวย 3α,3β และยังมีโปรตีนเปนสวนประกอบยอยอีก 3 ชนิดคือ  γ, δ และ ε   
ยื่นจากผนังชั้นในของไมโตคอนเดรียไปยัง matrix  และสวน F0  domain  ซึ่งเปน ( transmembrane H+carrier) 
ประกอบดวยวงแหวนโปรตีน 10-14 subunits ซึ่งเปนสวนที่สามารถหมุนได (rotor) จึงเรียกไดอีกอยางวา rotor 
ring   ที่  F1  domain  จะมีโครงสรางที่มีลักษณะเปนแขนยื่นยาวออกมา   (elongated arm)     ไปสัมผัสกับสวน  
 F0  domain ซึ่งเรียกสวนนี้วา stator  ขณะที่ H+เคล่ือนที่ผานชองที่เกิดขึ้นระหวางรอยสัมผัสของ rotor และ 
stator  ทําใหเกิดการหมุนของ rotor ring ซึ่งการหมุนนี้จะทําใหเกิดการหมุนของ rotating stalk อยางรวดเร็ว
ภายใน lollipop head ผลที่เกิดขึ้นคือ เกิดการเปลี่ยนรูปของพลังงานที่เกิดจาก proton motive force เปล่ียนไป
เปนพลังงานกล (mechanical energy)  แลวเปลี่ยนรูปอีกครั้งไปเปนพลังงานเคมีโดยอาศัย head protein ซึ่ง
จะมี binding site สําหรับ ADP และ Pi เปนตัวชวยผลักดันใหเกิดการสราง ATP ซึ่งกระบวนการดังกลาว
เอนไซม ATP synthase สามารถสราง ATP ไดมากกวา 100 โมเลกุลตอวินาทีโดยอาศัยการเคลื่อนที่ของ H+ 
ผานประมาณ 3 - 4 โปรตรอนตอการสราง ATP 1 โมเลกุล (รูปที่ 9,10)  (Abrahams et al.,1994 ; Boyer,1997 
; Lehninger et al., 2000  ; Alberts et al., 2002 ; Garrett and Grisham, 2002 ; Karp, 2002)  
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รูปที่ 10  แสดงโครงสรางของเอนไซม ATPsynthase ซึ่งประกอบดวย F1 ATPase (F1 domain) 

transmembrane H + carrier  (F0 domain) , stator (b)          (Alberts et al., 2000) 
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การเปนพิษตอไมโตคอนเดรีย   
 

จากความสําคัญของไมโตคอนเดรียซึ่งทําหนาที่สรางพลังงานใหกับเซลดังนั้นสารใดก็ตามที่รบกวนการ
ทํางานของไมโตคอนเดรียก็จะมีผลตอการสรางพลังงานของเซลซึ่งอาจจะกอใหเกิดความผิดปกติตอเซลลได 

จากคุณสมบัติของผนังดานในของไมโตคอนเดรียซึ่งจะจําเพาะตอสารที่ผานเขาออกโดยจะไมปลอยให 
H+หรืออิออนรวมทั้งสารเมตาโบไลทตางๆผานไดอยางอิสระแตจะตองอาศัยตัวพาเฉพาะ(specific membrane  
protein carrier) ดังนั้นจากคุณสมบัติของตัวพาเฉพาะและการมีคุณสมบัติเปนเยื่อเลือกผานของผนังดานในจึง
มีความสําคัญตอโครงสรางและการทํางานของไมโตคอนเดรีย ดังนั้นผนังเมมเบรนดานในจึงเปนเปาหมายของ
การเกิดพิษตอไมโตคอนเดรียซึ่งสารเคมีหรือสารพิษสามารถทําใหเกิดความเสียหายตอไมโตคอนเดรียอาจโดย
การเพิ่มความสามารถในการผานเขาออก (permeability) ของผนังเมมเบรนดานใน หรือ โดยการยับย้ังการขน
สงของตัวพาเฉพาะก็ได  อยางไรก็ดีกลไกการเกิดพิษสวนใหญจะเกิดโดยการเปลี่ยนคุณสมบัติของการเปนเยื่อ
เลือกผานของไมโตตอนเตรียซึ่งจะมีผลทําใหพลังงานที่ไมโตคอนเดรียสงวนไวในรูปของ  6µ H

+ถูกนํามาใชใน
การสรางและปลอยออกมาในรูปของพลังงานความรอน     ดังนั้นไมโตคอนเดรียจึงสูญเสียพลังงานที่ไดจากการ
เมตาโบไลทสาร  (Wallace and Starkov, 2000) 

นอกจากสารพิษตางๆจะกอใหเกิดพิษในลักษณะที่กลาวมาแลว ยังมีสารอีกหลายประเภทที่กอใหเกิด
ความผิดปกติตอการทํางานของไมโตคอนเดรียดวยเชนกัน(รูปที่11)ซึ่งสามารถแบงสารที่มีผลในการยับยั้งการ
ทํางานของไมโตคอนเดรีย ไดเปน 3 ประเภทใหญคือ 

 
1. สารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการสงผานอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ(Electron transport 

inhibitors) (Wallace and Starkov, 2000 ; Hodgson and Smart, 2001) 

1.1 สารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการสงผานอิเลคตรอนของเอนไซมใน complex I  

(Mitochondrial NADH : ubiquinone oxidoreductase) คือ สารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการสงผานอิเลคตรอนจาก    
NADH dehydrogenase ไป ยั ง  coenzyme Q (site I)   complex I จั ด เป น ส ว น แ รก ขอ ง  mitochondrial 
respiratory chain เปนเอนไซมที่ออนแอที่สุดของ respiratory chain complex ที่จะถูกทําใหเสียหนาที่โดยสาร
เคมี มีสารเคมีมากกวา 60 ชนิดซึ่งเปนทั้งสารธรรมชาติและสารสังเคราะหที่ยับยั้งการทํางานของ complex I ตัว
อยางของสารที่ยับยั้งการสงผานอิเลคตรอนของเอนเซมใน complex I เชน rotenone,rhein  แมวา complex I 
จะมีอยูในไมโตคอนเดรียและ eukararyotic organisms ตางๆ ก็ตามแตโครงสรางของเอนไซมและความไวตอ
สารที่ยับย้ัง (inhibitor) ก็ไมเหมือนกันในแตละ species   โดยทั่วไปไมโตคอนเดรียจากแมลงและปลาจะไวตอ
การยับยั้งที่ complex I มากที่สุด ในขณะที่ไมโตคอนเดรียจากพืชและรามักจะไมคอยไว สวนในสัตวเล้ียงลูก
ดวยน้ํานมพบวาไมโตคอนเดรียจากเซลลประสาทไวตอสารที่ยับย้ังมากที่สุด 

1.2 สารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการสงผานอิเลคตรอนของเอนไซมใน complex III                                                 
( bc1 - complex , ubiquinol:cytochrome c oxidoreductase) คือ สารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการสงผานอิเลคตรอน
จาก cytochrome b ไปยัง cytochrome c (site II)    complex III  เปน complex อันที่ 2 ของ respiratory 
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chain ความไวของ complex III ของสิ่งมีชีวิต species ตางๆ ตอสารเคมีจะตางกัน สารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งในกลุม
นี้ไดแก myxothiazol (จากเชื้อ  myxobacterium  Myxococcus fulvus) antibiotic antimycin A , funiculosin, 
zinc ions เปนตน 

 
1.3 สารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการสงผานอิเลคตรอนของเอนไซมใน complex IV  

(Cytochrome c oxidase,COX) คือ สารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการสงผานอิเลคตรอนจาก cytochrome c ไปยัง
ออกซิเจน (site III) ถามีการยับยั้งที่complex IV แลว นอกจากจะไมสามารถสงผานอิเลคตรอนไปยังออกซิเจน
ไดแลวยังไมเกิดการสังเคราะห ATP ไมวาจะใช substrate ใดก็ตาม ตัวอยางสารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งในกลุมนี้ไดแก 
cyanide, azide , sulfide   
 

 2.สารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการเกิด phosphorylation หรือ การสังเคราะห ATP ซึ่งไดแก  

2.1 oligomycin และ dicyclohexycarbodiimide (DCDD) ซึ่งจะมีผลยับยั้งการสังเคราะห ATP โดยไป
ยับยั้งที่ F0 ของเอนไซม ATPsynthase ทําใหไมสามารถสงผาน H + จาก  F0 ไปยัง F1 ได สงผลใหเกิดการยับยั้ง
การเกิด oxidative phosphorylation รวมทั้งการใชออกซิเจน แตไมสามารถยับย้ังการสงผานอิเลคตรอนไดเม่ือ 
ไมโตคอนเดรีย อยูในสภาวะ uncoupling (Senior,1973 ; Voet  et al., 1999) 

2.2 atractyloside จะยับย้ัง adenosine nucleotide translocator ซึ่งทําหนาที่เปน carrier ในการ
ขนสง ADP จากภายนอกเขาสู ไมโตคอนเดรีย ทําใหขาด ADP สําหรับใชในการสังเคราะห ATP(Lehninger et 
al., 2000) 

2.3 DTNB ( 5,5’ –dithio-bis-2-nitrobenzoate) เปน  aromatic disulfide ยับยั้ งการสงผาน  Pi 
จากภายนอกเขาสูใน ไมโตคอนเดรีย  โดยไปทําปฏิกริยากับ sulfhydryl groups (-SH groups) ที่อยูบนผนังชั้น
ในของไมโตคอนเดรีย ทําใหขาด Pi ในการทําปฏิกริยา (Haugaard et al.,1969) 

2.4 N-ethymaleimide (NEM) หรือ mersalyl จะมีผลยับยั้ง phosphate translocator ซึ่งทําให 
ไมโตคอนเดรีย ขาด Pi เขาสูภายใน ดังนั้นจึงมีผลทําใหเกิดการสลาย ATP  เพื่อใหได Pi ขึ้นมาแทน จึงมีผล
ยับยั้งการสราง ATP เชนเดียวกัน (Erecinska and Wilson,1981) 

3.สารจําพวก uncouplers  สารในกลุมนี้มีคุณสมบัติ เปน  H+carrier  หรือ  proton-ionophores  คือ  
สามารถพา H +  ผานผนังชั้นในของไมโตคอนเดรียไดอยางอิสระจึงทําลาย electrochemical gradient ดังนั้นจึงมีผล
ทําใหพลังงานไมเปล่ียนรูปเปน ATP  โดยไมมีผลตอการสงผานอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ ซึ่งจะเห็นวาอัตราการ
ใชออกซิเจนจะเพิ่มขึ้นแตไมมีการสราง ATP   ( Erecinska and Wilson,1981 ; Wallace and Starkov, 2000) 
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 สามารถแบงสารในกลุมนี้ตามกลไกในการออกฤทธิ์ไดดังนี้ 
 
3.1 Classical uncouplers  สารในกลุมนี้จะมีคุณสมบัติเปน lipophilic weak acid กลาวคือ เปนสารที่

สามารถละลายไดในไขมัน,สามารถแตกตัวใหประจุไดและสามารถที่จะจับและปลอย H+ได 
3.1.1 สารที่มีคุณสมบัติเปน lipophilic weak acid (HA) ผานเขาไปยังชั้นไขมันของผนังชั้นในของไมโต

คอน เดรียแล วแตกตั วให  H+และ  A- ตั วอย างสารที่ มี กลไกแบบนี้ เช น  FCCP (carbonyl cyanide p-
trifluoromethosy phenylhydrazone) และ CCCP (carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone) 

3.1.2 สารที่สามารถผานผนังของไมโตคอนเดรียในรูปของ HA 2
- dimer ซึ่งเปนสารประกอบเชิงซอนที่

สามารถแตกตัวให H+(HA) และ anionic (A- ) ไดแก 2,4 -dinitrophenol และสารที่มีหมู phenol,สารในกลุม 
benzimidazoles 

 
3.2 Ionophores  คุณสมบัติของสารในกลุมนี้คือ  เพิ่มความสามารถในการผานเขาออกของ H+และ 

cation เชน K+  ดังนั้นพลังงานที่ไดจาก 6µ H
+   จึงถูกนํามาใชในการผลักดัน cation เขาสูเมตริกซแทน 

 
 สามารถแบงสารในกลุมนี้ตามกลไกในการออกฤทธิ์ไดดังนี้ 
 
3.2.1 Channel type : โดยการเกิดชอง (channel) ที่บริเวณชั้นไขมันของผนังไมโตคอนเดรียทําให ions 

เชน H+และ K+ สามารถเคลื่อนที่ผานผนังชั้นในของไมโตคอนเดรียได เชน gramicidins  
3.2.2 Carrier type : โดยการเกิดสารประกอบเชิ งซอนที่ ละลายในไขมันกับ  ion (lipid-soluble 

complex)   เคลื่อนที่ผานผนังชั้นในของไมโตคอนเดรีย เชน valinomycin, nigericin, calcimycin 

3.3 Indirect uncouplers เป นสารที่ ทํ า ให เกิ ด  uncoupling ได กล ไกต างๆกั น  เชน  picrate และ 
desaspidin  

จะจับ กับโปรตีน เฉพาะ  (specific protein) ที่ เกี่ ยวของกับการสราง  ATP (F1 ATPase ) แลวทํ าให เกิด 
uncoupling , Arsenic กับ cadmium จะจับกับ sulhydryl  
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การขนสงและการสะสมแคลเซี่ยมโดยไมโตคอนเดรีย 
 

 ปจจุบันเปนที่ยอมรับกันแลววา ไมโตคอนเดรียสามารถที่จะรับเอาแคลเซี่ยม(uptake หรือ influx)ไวได
และในทํานองเดียวกันก็ปลดปลอยแคลเซี่ยม  (efflux)  ออกได เชนกัน  ซึ่ งอาศัยกลไกที่ แตกตางกัน 
(Lehninger,1970) 

  เมื่อเติมแคลเซี่ยมอิออน (Ca2+) ลงใน medium ที่มีไมโตคอนเดรียอยูจะพบวามีการกระตุนการหายใจ
พรอมกับมีการปลดปลอยโปรตอน (H+) เขาสู medium  พรอมกับรับเอา Ca 2+

   เขาไปในไมโตคอนเดรีย การรับ
เอา Ca 2+ นั้นเปน electrogenic process ที่อาศัย membrane potential ซึ่งเปนสวนหนึ่งของ   proton motive 
force ทั้งหมดที่เกิดขึ้นในขณะที่อิเลคตรอนเคลื่อนที่ไปตามลูกโซการหายใจนั่นเอง  (รูปที่ 12) 

Ca 2+ จะถูกขนถายพรอมกับประจุบวก 2 ประจุผานทาง uniporter transport system ไมโตคอนเดรีย
จะไมสามารถรับเอา Ca 2+ ไวแบบไมมีขีดจํากัด ดังนั้นจะตองมีการปลดปลอย Ca 2+ออกไปในอัตราเร็วที่สอด
คลองกับที่รับเขา การรับเอา Ca 2+จะเปนระบบชนิด one way system และการปลดปลอย   ก็จะเปนอีกระบบ
หนึ่งที่แยกจากกันที่ทํางานโดยไมตองอาศัย membrane potential แตทั้งระบบที่ใชทั้งการรับเอาและปลดปลอย 
Ca 2+ก็จะมีผลตอ Ca 2+  ในลักษณะวงจรหมุนเวียนแคลเซี่ยม (cycling of Ca 2+) ผานผนังชั้นในของไมโตคอน
เดรีย 

 การปลดปลอย Ca 2+ออกจากไมโตคอนเดรียมีไดหลายวิธี (รูปที่ 13) 
1. non specific leakage ผาน pore ที่ inner membrane 
2. การเปลี่ยนแปลงในองคประกอบของ lipid phase ของ membrane 
3. การยอนกลับ (reverse) ของ uniport influx carrier  
4. specific Ca 2+/ H+(หรือ Na+) antiport system 
5. channel mediated release pathways 
ที่กลาวมาแลวในตอนตนนั้นเปนการรับเอาและปลดปลอยไดตามสภาพปกติ การปลดปลอย Ca 2+อาจ

จะเกิดขึ้นไดอีกตามเงื่อนไขอื่นๆ อีก เชน การออกซิเดชั่นของ internal NAD หรือออกซิเดชั่นของ membrane 
protein ที่มีสวนรวมในการควบคุม Ca 2+ 

การรบกวนสมดุลของ Ca 2+(Ca 2+homeostasis) มีผลใหเกิดภาวะ Ca 2+มากเกิน  (Ca2+- overload) 
เชน ในกรณี ischaemia และ reperfusion ซึ่งคาดวานาจะเปนสาเหตุสําคัญทางพยาธิวิทยาที่เกิดขึ้น ในเซลล
กลามเนื้อหัวใจเมื่อเกิด ischaemia ขึ้นจะพบวาเกิดความเสียหายที่ไมโตคอนเดรียในชวงตนๆของพยาธิสภาพ 
ซึ่งจะพบวามีการบวมของไมโตคอนเดรียและการลดลงของอัตราการหายใจทั้งนี้เกิดจากมีปริมาณของ Ca 2+ใน
ไมโตคอนเดรียมากขึ้นซึ่งสามารถปองกันไดดวยการให Ca 2+-channel blockers เชน nifedipine ,verapramil 
หรือ diltiazem กอนทําใหผลเสียของภาวะ ischaemia และ reperfusion ในหัวใจที่แยกออกมาจากหนูและ
กระตาย   ลดลง  ( Chakraborti et al., 1999) 
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บทที่ 3 
 

อุปกรณและวิธีการวิจัย 
 
1.สัตวทดลอง 

 
หนูขาวพันธุ  Wistar เพศผูมีน้ํ าหนักประมาณ  200-250 กรัม  จากสํานักสัตวทดลองแห งชาติ 

มหาวิทยาลัยมหิดล  ถนนพุทธมณฑล สาย 4 ตําบลศาลายา อําเภอพุทธมณฑล จังหวัดนครปฐม เล้ียงดวย
อาหารสําเร็จรูปจากบริษัทเจริญโภคภัณฑ 
 
2.การเตรียมสารละลายสําหรับใชในการทดลองและแหลงที่มาของสารเคมี 
 
 ในการเตรียมสารเคมีจะใชตัวทําละลายเปนน้ํากลั่น 2 ครั้ง หรือ  ultrapure water สวนสารเคมีที่ละลาย
ไดนอยหรือไมละลายในน้ํา จะใช absolute ethanol หรือ dimethyl sulfoxide (DMSO) เปนตัวทําละลายแทน  
ตัวอยางสารที่ใชในการทําวิจัยครั้งนี้จะใช DMSO ในการเปนตัวทําละลาย ในกรณีที่ตองปรับ pH ของสาร
ละลายใหไดตามตองการจะใชสารละลายของ KOH และ HCl ที่ความเขมขนตางๆ  
 
2.1 แหลงที่มาของสารเคมีที่ใชในการทําวิจัย 
 
สารตัวอยาง 

สารสังเคราะหอนุพันธเอซิลอะมิโนไพรีดีน  ไดแก CU18-11, CU18-12 
สารสังเคราะหอนุพันธเอซิลอะนีลีน  ไดแก CU18-07, CU18-08, CU18-09, CU18-10, CU18-13  

ไดรับความเอื้อเฟอจาก ผศ.ดร. ชํานาญ  ภัตรพานิช ภาควิชา เภสัชเคมี คณะเภสัชศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย 
 
สารเคมี 
สารเคมีจากบริษัท  Sigma chemical คือ 

ADP, ATP,ammonium molybdate, copper sulfate (CuSO4), DMSO, DNP, EGTA, Folin & 
Ciocalteu 's phenol reagent , L-glutamic acid, malic acid, HEPES, dipotassium hydrogen phosphate 
, magnesium chloride, potassium chloride, potassium dihydrogen phosphate , rotenone , sodium 
hydroxide, sodium sulfite, sodium bisulfite, succinic acid, sucrose, 1-amino-2-napthol-4-sulfonic   
acid, trichloro acetic acid 
สารเคมีจากบริษัท E. Merck, Darmstadt คือ  

sodium carbonate, sulfuric acid, hydrochloric acid, potassium hydroxide, absolute ethanol 
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2.2 การเตรียมสารละลายที่ใชในการทดลอง 
  
ความเขมขนและขนาดที่ใชบอยๆของสารเคมีที่ละลายไดในน้ําบริสุทธ์ิ (ultrapure water) ไดแก 
1 M glutamate + 1 M malate (pH 7.2) ป ริมาณ  10 µl, 1M succinate (pH7.2) ป ริมาณ  10 µl, 0.31 M 
ADP  + 0.62 M Pi ปริมาณ  2 µl, 0.05 M DNP ป ริมาณ  2-4 µl, 0.1 M ATP (pH 7.2) ป ริมาณ  150 µl, 
bovine serum albumin (BSA)  250  mg/ml, 1 mM  EGTA (pH  7.2), 0.25 M sucrose,1 M HEPES  
buffer, 
1 M MgCl2, 2.3 M KCl, 0.025 M และ  0.05 M potassium phosphate (KH2PO4), 0.2 M H 2SO4 ปริมาณ 

5 ml , 2.5 x 10 - 6 M rotenone ปริมาณ  10 µl, 0.4 M CaCl2 ปริมาณ  10 µl, 15 µM CdCl2ปริมาณ10 µl, 
15 % w/v trichloroacetic acid 
 
ความเขมขนและขนาดที่ใชของสารเคมีที่ละลายใน DMSO ไดแก 
CU -18-07, CU-18-08, CU-18-09, CU-18-10, CU-18-11, CU-18-12, CU-18-13   

ในความเขมขน 10- 7,10- 610-  5,10- 4,10-  3 M 
 
3. เครื่องมือที่ใชในการศึกษา 
 
 1. Heidolph Motor Drive Homogenizer type 50203 RZR 2 

2. pH-meter 
3. Hitachi Refrigerated High Speed Centrifuge Model  
4. Oxygraph 

  Gilson ‘s Recorder 
  YSI Model 53 Oxygen  Monitor    

Gilson ‘s Oxygen chamber 
  Clark ‘s Oxygen Electrode 

5. UV / Visible spectrophotometer 4050 (LKB Ultrospec II) 
6. Temperature Controlled   Circulator  Water bath 
7. Thomas Glass homogenizer with teflon pestle 

 
4.การเตรียมไมโตคอนเดรียจากตับหนูขาว 
 

เตรียมโดยใชวิธี Differential centrifugation ตามวิธีของ Hogeboom (1955)   ซึ่ง Myers และ Slater 
(1957) เปนผูดัดแปลงวิธีเล็กนอย การเตรียมและปฏิบัติการนั้นตับและไมโตคอนเดรียควรจะแชอยูใน  medium 
ที่ เย็นจัด ซึ่งบรรจุอยูในภาชนะที่แชในน้ําแข็ง (ice cold) การปนแยกไมโตคอนเดรียจากตับหนูขาวโดย 
refrigerated centrifuge ซึ่งควบคุมอุณหภูมิตลอดการเตรียมไวที่ 4 องศาเซลเซียส 
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ขั้นตอนการเตรียม mitochondria แบงออกเปน 2 ขั้นตอนหลัก คือ 

ขั้นตอนที่ 1 การเตรียม liver homogenate  

ขั้นตอนที่ 2 การปนแยก mitochondria จาก liver homogenate 

 

ขั้นตอนที่ 1 การเตรียม liver homogenate  

ทําหนูใหตายทันที โดยวิธี cervical dislocation ทําการผาตัดหนาทอง ตัดตับออกมาอยางรวดเร็ว แลว
ลางทันทีดวยสารละลาย  homogenizing   medium  ซึ่งประกอบดวย  0.25 M sucrose  และ  1 mM EGTA 
(pH 7.2) ที่เย็นจัด นํามาลางหลายๆ ครั้ง จนตับมีสีซีดจาง แชตับใน homogenizing medium โดยใหมีปริมาตร
ประมาณ  60-70 ml ใชกรรไกรตัดตับเปนชิ้นเล็กๆ  ลางเลือดอีกครั้งโดยใชสารละลายเดิม  เทใสหลอด 
homogenize ที่เย็นจัด โดยหลอดที่บรรจุตับจะตองอยูในภาชนะแชน้ําแข็ง (ice cold) นําไป homogenize ดวย 
Heidolph  Motor Drive Homoginizer   Type  50203 RZR 2  จนกระทั่งได  liver homogenate โดยมีปริมาณ 
60-80 ml นํามาเทใสหลอด centrifuge  

ขั้นตอนที่ 2  การปนแยกไมโตคอนเดรียจาก liver homogenate 

นํา liver homogenate ที่ไดนํามาปนแยก (centrifuge) เพื่อใหไดไมโตคอนเดรียโดยใช Hitachi High 
Speed Refrigerated Centrifuge Himac model CR 20B 3 โดยใช  rotor model RPR 18-3 โดยทําการป น
แยกทั้งหมด 3 ครั้ง โดย 

ครั้งที่  1 นํา liver homogenate มาปนที่ 600 x g (2500 rpm) เปนเวลา 5 นาที จากนั้นนําสวนที่
เปน supernatantใสในหลอด centrifuge    สําหรับสวนที่เปน pellet ใหทิ้งไป  

หมายเหตุ :     สวนที่เปน supernatant ที่ไดคือ mitochondria, microsome 

                สวนที่เปน pellet จะประกอบดวย nuclei, red blood cell, cell wall, unruptured cell 

 คร้ังที่  2  นําสวนที่เปน supernatant มาปนตอที่ 4500 x g (7000 rpm) เปนเวลา 10 นาที   เมื่อครบ
เวลาใหแยก supernatant  ทิ้งไปเอาเฉพาะสวน  pellet มา resuspend ดวย 0.25 M sucrose ที่แชเย็น ทํา 
homogenize ดวยมือโดยใช glass homogenizer เพื่อใหตะกอนกระจายตัวเปนเนื้อเดียวกัน  

ครั้ งที่  3 นํ าม าป น ต อที่  13000 x g (8000 rpm) นาน  10 นาที   เมื่ อ ค รบ เวลาแล ว ให ริน ส วน  
supernatant  ทิ้งไป   สวน pellet นั้นจะมีลักษณะเปนชั้นของไมโครโซมสีชมพูอยูชั้นบนใหกําจัดออกโดยใช 
0.25 M sucrose ใสลงไปเล็กนอยแลวคอยๆเทออกดวยความระมัดระวังทําซ้ําจนชั้นของไมโครโซมเหลือนอยที่
สุดจากนั้นก็ทําการ resuspend ตะกอนไมโตคอนเดรียดวย 0.25 M sucrose แชเย็นในถาดน้ําแข็งเพื่อใชศึกษา
ตอไป 
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Liver homogenate      

 Pelletes      Supernatant 
    (unbroken cell, nuclei,erythrocyte,etc.) (mitochondria,microsome,lysosomes,etc.)  

         Pellets     Supernatant 
        (mitochondria)                       (microsome,lysosomes,etc.)

           Pellets                Supernatant 
           (mitochondria)  (mitochondria contamination) 

                                                              
 
 
รูปที่  14  แสดงขั้นตอนการแยกไมโตคอนเดรียจาก rat liver homogenate โดยใช differential centrifuge               

(Hogeboom,1955 ; Myers and Slater,1957 ; Sordahl,1971 
 
 
 
 

     Mitochondria suspension 

600 g (2,500 rpm) 5 min 

4,500 g (7,000 rpm) 10 min 

13,000 g (8,000 rpm) 10 min 
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5.การเตรียม incubation medium ที่ใชในการทดลอง 
incubation medium ที่ใชในการทําวิจัยแบงตามสภาวะการทดลองไดดังนี้ 

1.  Incubation medium ที่ใชเปนมาตราฐานสําหรับศึกษาอัตราการหายใจของไมโตคอนเดรีย 
ประกอบดวย 

HEPES buffer, pH 7.2   40  mM (60 mOsm)  
MgCl2     2 mM (6 mOsm) 
KCl     92  mM (184 mOsm) 

2. Incubation medium สําหรับการศึกษาอัตราการหายใจของไมโตคอนเดรียเมื่อถูกกระตุนดวย Ca2+ 

   (Calciium stimulate respiration ) ประกอบดวย 
HEPES buffer , pH 7.2   40  mM (60 mOsm)   
MgCl2     2 mM (6 mOsm) 
KCL     92  mM (184 mOsm) 
 KH2PO4     1 mM 

3.Incubation medium สําหรับการศึกษา ATPase activity ประกอบดวย 
 HEPES buffer , pH 7.2   5 mM (7.2 mOsm) 

  MgCl2     2 mM (6 mOsm) 
KCL     118 mM (236 mOsm) 

 
6.การวัดอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะตางๆ 
 
 การวัดอัตราการใชออกซิ เจนของไมโตคอนเดรียใช เทคนิคที่ เรียกวา  polarographic  oxygen  
electrode  technique  เครื่องมือที่ใชประกอบดวยสวนสําคัญคือ  Gilson's   reaction  chamber  ซึ่งมีความจุ
ประมาณ 1.8-2.0 มล.  ประกอบดวยผนังแกว 2 ชั้น  และมีฝาจุก ( stopper )  เปดและปดได  ตรงกลางฝาจุกมี
รูๆ  สําหรับเติมสารตางๆ ลงไปทําปฏิกิริยากับไมโตคอนเดรียใน reaction  chamber  เมื่อไมโตคอนเดรียใช
ออกซิเจนไปในการทําปฏิกิริยา  ปริมาณของออกซิเจนใน reaction  chamber จะลดลงซึ่งสามารถติดตามดู
อัตราการลดลงของออกซิเจนนี้ได  โดยใช Clark ‘s oxygen  electrode  ตอเชื่อมกับ reaction  chamber  โดย
สวนของ electrode จะสัมผัสอยูกับ  reaction mixture ใน chamber  และสัญญาณการเปลี่ยนแปลงของ
ออกซิเจนใน reaction mixture ที่วัดไดโดย oxygen  electrode นี้ จะถูกสงไปยังเครื่อง biological  oxygen  
monitor  ซึ่งจะมีหนาปดบอกปริมาณออกซิเจนที่มีอยูใน reaction  chamber ในขณะนั้นๆ สามารถบันทึกอัตรา
การลดลงของออกซิเจนใน reaction  chamber ดวย Gilson ‘s recorder   บันทึกผลที่ไดออกมาในลักษณะของ
กราฟแสดงการเปลี่ยนแปลงระดับของออกซิเจน  (polarographic tracing หรือ oxygraph tracing)นอกจากนี้
ในระหวางการ incubate ไมโตคอนเดรียทําปฏิกิริยากับสารตางๆใน reaction  chamber นั้น   จะมี magnetic  
stirrer ขนาดเล็กหมุนกวนสารละลายอยูตลอดเวลา  อุณหภูมิใน reaction  ควบคุมอุณหภูมิใหคงที่ที่ 37 ๐C 
โดยใชน้ําที่มาจากเครื่อง water bath ที่กําหนดอุณหภูมิไว 
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การแบงภาวะการหายใจของไมโตคอนเดรีย(Mitochondria respiratory state) 
 

เนื่องจากองคประกอบสําคัญของการหายใจของ mitochondria มีหลายประการ เชน การมีออกซิเจน, 
สับสเตรท ,ADP+Pi หรือการมี uncoupler หรือไม เปนตน Chance and William (1956) ไดจัดแบงภาวะการ
หายใจของ mitochondria ตามองคประกอบสําคัญ เปนดังนี้ 

state    condition 
 1    มีเพียง O2  
 2    มี O2 และ ADP 
 3  (active state)   มี O2 , ADP และ substrate 
 3u     มี uncoupler 
 4 ( resting state)   มี O2 และ substrate 
 5    มีเพียง substrate 
 6    การหายใจถูกยับย้ังดวย excess Ca 2+ 

 
7.การคํานวณคาดัชนีควบคุมการหายใจ   (Respiratory  Control  Index, RCI) และอัตราการใช
ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียระยะตางๆ 
 
7.1การคํานวณดัชนีควบคุมการหายใจ  (Respiratory  Control  Index, RCI) 

นอกจาก Chance  and  william จะแบงภาวะ (states) การหายใจของไมโตคอนเดรียเปนภาวะตางๆ 
ดังกลาวมาแลวยังแสดงวิธีคํานวณคาดัชนีควบคุมการหายใจ (RCI) ซึ่งเปนคาที่ใชแสดงการควบคู(coupling)  
กันของกระบวนการ oxidation และกระบวนการ phophorylation  คา RCI นี้บอกถึงคุณภาพของไมโตคอนเดรีย 
ที่เตรียมขึ้นวามีคุณภาพดี  คือเปน intact  mitochondria หรือไม  การคํานวณคา RCI ทําตามวิธีดังตอไปนี้ 
 
  RCI    =   อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 3 
          อัตราการใช ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 4 
             =   ความชัน ( slope ) ของ tracing ใน state 3 
          ความชัน ( slope ) ของ tracing ใน state  4   
 
จากตัวอยาง oxygraph  tracing  การหาความชันของ tracing ใน state 3 และ state 4  ทําไดโดยกําหนดให
เสนที่ลากขนานแกน X ของ ทั้งสอง state ยาวเทากันดังนั้น 
 

 

 RCI   = Y1/X     =   Y1 
                           Y2/X           Y2 



 36

7.2 การคํานวณอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเครียระยะตางๆ 
จากตัวอยาง oxygraph tracing ในรูปที่  15 สามารถคํานวณอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียไดดังนี้ 
 
 

 
โดยที่      R = ความสูงของเสน R ในรูป 

     P = ความสูงของเสน P ในรูป 
S = จํานวน n atoms ของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวอยูใน reaction mixture กอนที่จะถูก 
        ไมโตคอนเดรียใชไปในการทําปฏิกริยา 

 คา S นี้ขึ้นอยูกับปริมาตรของ reaction mixture ที่ทําปฏิกริยาใน reaction chamber และอุณหภูมิของ
การทดลอง คือ ถามีปริมาตรของ reaction mixture มาก  ออกซิเจนก็จะละลายอิ่มตัวอยูไดมาก และถา
อุณหภูมิต่ํา ออกซิเจนก็จะละลายอิ่มตัวอยูไดมากกวาเมื่อมีอุณหภูมิสูง 
 การคํานวณหาคา S จะหาไดจากคาปริมาณของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวใน incubation mixture 1 ml 
(A) คูณดวยปริมาตรทั้งหมดของ reaction mixture ที่ทําปฏิกริยา จะไดจํานวนของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวใน 
reaction mixture ทั้งหมด การคํานวณหาคาปริมาณของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวใน incubation mixture1 ml  
หาไดจากสมการ 

 
เมื่อ      A = จํานวน n atoms ออกซิเจนที่ละลายในน้ํา 1 ml 

S  = คาสัมประสิทธิ์การดูดซึมออกซิเจน ( absorption coefficient ) ที่อุณหภูมิที่ทําการ
ทดลอง( ปริมาตรของออกซิเจนเมื่อถูกเปล่ียนไปอยูที่ 0oc และ 760 nm แลวถูกดูดซึมโดยน้ํา
หนึ่งหนวยปริมาตรเมื่อความดันของกาซเทากับ 760 nm) โดยมีคาเทากับ 0.02373  ที่
อุณหภูมิ 37 oc 
P =  สัดสวนของออกซิเจนในบรรยากาศ = 21 % 
N = จํานวนอะตอมใน 1 โมเลกุลของออกซิเจน = 2 
V = ปริมาตรกาซที่ 0 oc ความดัน 1 บรรยากาศเทียบกับ 1 กรัมโมล มีคาเทากับ 22,400 ml 

เม่ือแทนคาเหลานี้ลงในสมการดังกลาว คํานวณหาคาปริมาตรของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวในน้ํา 1 ml 
(A) ที่อุณหภูมิ 37 oc มีคาเทากับ 444.9 n atoms O/ml 

ถาทราบปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรียแลวนํามาหารอัตราการใชออกซิเจนที่คํานวณไดตามวิธีขาง
บน จะทําใหทราบอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียมีหนวยเปน n atoms/min/mg protein 

อัตราการใชออกซิเจนใน state 3  =  R   X S   n atoms O/min 
                 P 

   A    =  S x P X N  X109   n atoms O/ml 
   V x 100 
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นอกจากนี้ยังสามารถคํานวณอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ ออกมาในหนวยของ
จํานวน n atomsO/ml/min ได ดังตัวอยางจาก oxygraph tracing ในรูปที่ เชนกัน 

 
โดยที่    R = ความสูงของเสน R ในรูป 
 P = ความสูงของเสน P ในรูป 
 A = จํานวน n atoms ของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัว อยูในน้ํา 1 ml 

คา A นี้ หาไดตามวิธีที่กลาวมาแลวในหัวขอ  5.2 ในการวิจัยนี้ควบคุมอุณหภูมิคงที่ ที่ 37  0c ซึ่งคา A 
ในที่นี้ จึงเทากับ 444.9 n atoms O/ml 
 การคํานวณอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆของ oxygraph tracing ก็สามารถ
คํานวณไดในทํานองเดียวกัน 
 
8. การวัด ATPase activity ของ ไมโตคอนเดรีย 
            การศึกษา ATPase activity ของไมโตคอนเดรียในการวิจัยครั้งนี้จะทําโดยการวัดปริมาณ Pi ที่เกิดจาก
การสลายตัวของ ATP ดังสมการ  

ATP synthase 
  ATP+H2O                ADP+Pi + H + 

 
 ดังนั้นการศึกษา ATPase activity ของไมโตคอนเดรียสามารถทําได 2 วิธีคือ  
8.1 โดยการวัดจํานวน H+ที่เพิ่มขึ้นใน medium โดยใช pH meter (Bertina and slater, 1975) 
8.2 โดยการวัดปริมาณของ Pi ที่เกิดจากการสลายตัวของ ATP (Weinbach,. 1956) 
สําหรับการวิจัยครั้งนี้ใชวิธีวัดปริมาณ Pi ที่เกิดจากการสลาย ATP โดยมีขั้นตอนและหลักการที่สําคัญดังนี้ คือ 
 
ขั้นตอนที่ 1 เปนการ incubate ไมโตคอนเดรียใหทําปฏิกริยากับสารละลายตางๆ ที่ตองการศึกษาใน 
reaction mixture ที่เหมาะสม เม่ือครบเวลาที่กําหนดไว ทําการหยุดปฏิริยาทันทีโดยการดูด reaction mixture 
ใสลงใน centrifuge tube ที่มี 20 % นน./ปริมาตร  ของ trichloroacetic acid จํานวน 1 ml อยูกอนแลวเขยาให
เขากันและนําไปแชแข็งทันที 
ขั้นตอนที่ 2 เปนการวิเคราะหหาปริมาณ Pi ที่เกิดขึ้น ในการวิจัยนี้ใชวิธีของ Fiske and Subbarow (1925)   
ซึ่งเปนวิธีวัดความเขมขนของสีที่เกิดขึ้นของสารประกอบเชิงซอนจากปฏิกริยารีดักชั่นของ phosphomolybdate 
complex กับ Fiske Subbarow reducing agent เมื่อปฏิกริยาดําเนินไปครบตามเวลาที่กําหนดแลวนําสาร
ละลายซึ่งเกิดเปนสีน้ําเงินไปวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 650 นาโนเมตรดวยเครื่องspectrophotometer  
(LKB ultrospec II) โดยใชน้ํากลั่นที่มีปริมาตรเทากับตัวอยางเปน blank แลวนําคาดูดกลืนแสงที่ไดไปเทียบหา
ปริมาณ Pi จากกราฟมาตราฐานของ Pi ซึ่งมีชวงความเขมขนตางๆ ครอบคลุมคาของตัวอยาง 

     อัตราการใชออกซิเจนใน state 3  = R  X  A atoms O/ml/min 
     P 
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วิธีการวัดเพื่อหา ATPase activity ของไมโตคอนเดรียมีขั้นตอนการปฏิบัติดังนี้ 
1. เติม incubation medium ปริมาตร 2.63 ml. ลงในภาชนะทรงสูงเล็กๆ ที่สวนลางแชอยูใน water bath ซึ่งจะ
ปรับอุณหภูมิของการทดลองใหคงที่ที่ 37 c๐  สวนลางของภาชนะทรงสูงจะมี magnetic stirrer คอยปรับหมุน
กวนสวนประกอบของปฏิกริยาใหเขากันตลอดเวลา 
2. เติม mitochondria suspension 200 µl 
3. เติมสารละลายของสารที่ตองการศึกษาแลวรอเวลา 1 นาที (control เติม solvent ที่ใชละลายสารที่ตองการ
ศึกษาในปริมาตรที่เทากัน) 
4. เติม 0.1 M ATP 150 µlแลวปลอยใหทําปฏิกริยา 10 นาที 
5. เมื่อครบกําหนดเวลา 10 นาทีแลวจึงดูด reaction mixture   ปริมาณ 1 ml. แลวนําไปใสใน centrifuge tube 
ที่มี 20 % w/v ของ trichloroacetic acid 1 ml อยูกอนแลวเขยาใหเขากันแลวนําหลอดไปแชในน้ําแข็งทันที 
6. นําไป centrifuge ที่ 4,000 rpm. นาน 10 นาที เพื่อตกตะกอนโปรตีน 
7. ดูดสวน supernatant 1 ml. (ถาเปน blank ใชน้ํากล่ัน 1 ml. แทน ถาจะทํา standard curve ของ Pi ใช 1 ml
ของ K2HPO4 ที่มีความเขมขน 0.1, 0.25, 0.50, 1.0, 1.5, 2.0 และ 3.0 mM แทน) แลวใสลงในหลอดทดลองที่มี 
0.2 M H2SO4 5 ml อยูกอนแลว เขยาใหเขากัน 
8. เติม 2.5 % w/v ammonium molybdate 0.8 ml 
9. เติม Fiske Subbarrow reducing agent 0.4 ml เขยาใหเขากันดี แลวตั้งใหเกิดปฏิกริยาที่อุณหภูมิหองนาน 
10 นาที 
10.นําไปวัดคาการดูดกลืนแสง ดวยเครื่อง spectrophotometer (LKB ultrospec II) ที่ความยาวคลื่น 650  
นาโนเมตร คาการดูดกลืนแสงที่วัดไดจาก sample จะนํามาคํานวณหาปริมาณ Pi จาก standard curve   
  
 หมายเหตุ :   

- Fiske Subbarow reducing agent ประกอบดวย  15 % sodium bisulfite 97.5 ml, 20 % sodium 
sulfite 2.5 ml และ 1-amino-2-naphthol-4-sulfonic acid 0.25 กรัม)  

- ในการเตรียม Fiske Subbarow reducing agent จะมีบางสวนของ 1-amino-2-naphthol-4-sulfonic 
acid ที่ละลายไมหมด ใหกรองออก โดยใชกระดาษกรองและเก็บสารละลาย Fiske Subbarow reducing 
agent ในขวดสีชา เก็บไวใชไมเกิน 1 เดือน  
 

10. การหาปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรีย  
 

  ปริมาณของไมโตคอนเดรียที่อยูใน mitochondria suspension ที่เตรียมจากตับหนูขาว ใชวิธีการวัดเปน
ปริมาณโปรตีนซึ่งใชวิธีการหาโดยวิธีของ  Lowry (1951) ซึ่งดัดแปลงเพิ่มเติมโดย Miller (1959) เปนการหา
ปริมาณโปรตีนโดยการเกิดสี เมื่อโปรตีนทําปฏิกริยากับ CuSO4 ในสารละลายดางจะเกิดเปน co-ordinate 
complex ของ copper กับอะตอมของไนโตรเจนใน peptide chain เกิดเปนสีน้ําเงิน นําสารละลายสีน้ําเงินที่ได
ไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร ดวยเครื่อง  spectrophotometer (LKB ultrospec II)   
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โดยใชน้ํากลั่นที่มีปริมาตรเทากับ sample เปน blank นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเปรียบเทียบหาปริมาณ
โปรตีนจาก standard curve ซึ่ใช bovine albumin ในชวงความเขมขนที่ครอบคลุมคาของ sample เปนมาตรา
ฐาน ซึ่งมีขั้นตอนการปฏิบัติดังนี้  
1.เจือจาง mitochondria suspension 10 µl ดวยน้ํากลั่น 3 ml. (1: 300) จะไดสารละลาย A  
2.ดูดสารละลาย A ปริมาตร 1 ml.ใสในหลอดทดลองเติม  alkaline copper reducing  agent 1 ml (กรณีเปน 
blank จะใชน้ํา 1 ml. สวนกรณีที่ทํา standard curve จะใช  1 ml. ของ bovine serum albumin ที่มีความเขม
ขน 0.05, 0.10, 0.15, 0.20, 0.25, 0.30 mg/ml. แทนสารละลาย A) เขยาใหเขากัน  ปลอยใหทําปฏิกริยา 10 
นาที 
3.เติม Folin-Phenol reagent ( dilution 1: 10) 3 ml เขยาใหเขากัน  
4.นําไปแชใน water bath ที่มีอุณหภูมิ 50 c0 เปนเวลานาน 10 นาที  
5.ตั้งทิ้งไวในใหเย็นที่อุณหภูมิหองนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องspectrophotometer(LKBultrospec II)   
ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 
6.นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดไปเปรียบเทียบหาปริมาณโปรตีนจาก standard curve  จะไดคาความเขมขน
และปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรียหนวยเปน mg/ml  
 
การเตรียมสารละลายที่ใช 
- Alkaline copper reducing agent เปนสารละลายที่ประกอบดวย 1 สวนของ 0.5 % CuSO4 ที่ละลาย
อยูใน 1 %(w/v) ของ potassium tartrate และ 10 สวนของ 10 % NaCO3 ที่ละลายอยูใน 0.5 M NaOH 
- Foline - phenol reagent (1:10) เตรียมไดจากการเจือจาง concentrated Folin-Ciocalteu 's Phenol 
reagent ดวยน้ํากลั่นในอัตราสวน 1: 10( v/v) และเตรียมใชทันที 
 
10.การแสดงผลการทดลองและการวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
 

 10.1 การแสดงผลการทดลอง แสดงออกเปน 2 ลักษณะ คือ 
10.1.1 oxygraph tracing  
เปน oxygraph tracing ที่ไดจากการทดลองซึ่งแสดงอัตราการใชออกซิเจนในระยะตางๆ   มี
หนวยเปน nano atoms O/ml/min 
10.1.2 ตารางและกราฟ   
 

10.2  การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
ขอมูลแสดงอัตราการใชออกซิเจนระยะตางๆแสดงเปน   x  +  S.Eการเปรียบเทียบความแตก
ตางทางสถิติในแตละกลุมทดลองใชสถิติ one-way analysis of variance (ANOVA) 



บทที่ 4

ผลการวิจัย

1.ผลของอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและเอซิลอะนิลีน ที่มีตอการหายใจของไมโตคอนเดรีย     
เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท

รูปที่ 18 แสดง control respiratory response ของไมโตคอนเตรียที่แยกจากตับหนูขาวซึ่งนํามาใช
ในการทดลอง  ตัวเลขที่กํากับอยูทุกระยะของ oxygraph tracing คือ คาอัตราการใชออกซิเจนของไมโต
คอนเตรียใน state ตางๆมีหนวยเปนจํานวน  n atoms O/ml/min สวนประกอบที่สําคัญในปฏิกริยามีไมโต
คอนเตรีย incubate อยูใน medium  ที่มี glutamate + malate เปนสับสเตรท ปริมาณมากเกินพอ  อัตรา
การใชออกซิเจนของไมโตคอนเตรีย ในระยะแรกมีคา 13.90 n atoms O/ml/min ระยะนี้เรียกวา state 4 
respiration  เมื่อเติม ADP+ Pi ลงไปในปฏิกริยาจะทําใหเกิดการสังเคราะห ATP ขึ้น พบวาอัตราการใช
ออกซิเจนจะเพิ่มสูงขึ้นเปน 103.99 n atoms O/ml/min เรียกระยะการหายใจของไมโตคอนเดรียที่มีอัตรา
การใชออกซิเจนเพิ่มสูงขึ้นอยางรวดเร็วจากการเติม   ADP + Pi  นี้วา   state 3 respiration ซึ่งเมื่อ ADP ถูก
ใชหมดไปอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเตรียจะลดลงเปน 15.58 n atoms O/ml/min ซึ่งจะกลับเขาสู 
state 4 respiration ตามเดิม คา RCI ของไมโตคอนเตรียที่ใชในการทดลองตามรูปที่  1  มีคาเทากับ   6.67   
เมื่อเติม DNP ซึ่งมี คุณสมบัติเปน    uncoupler  ลงไป DNP สามารถกระตุนการหายใจทําใหไมโตคอนเต
รียเกิดการใชออกซิเจนอยางรวดเร็วติดตอกันจนกระทั่งออกซิเจนหมดไปจาก reaction medium (O2= 0) 
เรียกระยะนี้วา state 3u respirationซึ่งจะเห็นไดวาอัตราการใชออกซิเจนในระยะนี้จะเพิ่มเปน130.69 n
atomsO/ml/min

จากรูปที่  19  แสดงถึงผลของ CU-18-07 ความเขมขนตางๆที่มีผลตออัตราการหายใจใน state 3 
ของไมโตคอนเตรีย เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท โดยเติม CU–18-07 ที่ความเขมขน10 - 7,
10 – 6 , 10 – 5, 10 – 4, 10 - 3 M เปนเวลา 1 นาทีกอนเติม 0.31 mM ADP +  0.62 mM Pi   พบวา CU-18-07 
สามารถลดอัตราการใชออกซิเจนใน state 3  ลงไดเม่ือคิดเปนเปอรเซนตไดดังนี้  4.78 + 5.02, 9.17 +
3.48, 17.22 + 6.61, 20.31 + 4.37, 51.70 + 10.53 ตามลําดับ

สําหรับ CU-18-08 จนถึง CU-18-13 ก็ไดทําการทดลองอยางเดียวกันกับ CU–18-07  ไดแสดงผลไว
ในรูปที่ 20-25 และตารางที่ 4

สําหรับ IC 50 ในการยับย้ังการหายใจของไมโตคอนเดรียเมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท
ของสารทดสอบแสดงไวในตารางที่ 5

2.ผลของอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและเอซิลอะนิลีน ที่มีตอการออกซิเดช่ันของ succinate

จากรูปที่ 26   เปนการศึกษาผลของอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและเอซิลอะนิลีน ตอการออกซิเดชั่น

ของ succinate    โดยทําการทดลองสารทดสอบที่ความเขมขน    10- 4M        ซึ่งพบวาหลังจาก incubate
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ไมโตคอนเตรียเปนเวลา 1 นาที จากนั้นเติม succinate แลววัดอัตราการใชออกซิเจนใน state 4 มีคาเทา
กับ 31.98 + 5.12 n atoms O/ml/min และหลังเติมสารทดสอบ CU-18-07 การใชออกซิเจนใน state 4 เพิ่ม
ขึ้นเปน 38.65 + 5.30 n atoms O/ml/min สําหรับ CU-18-08, CU-18-09, CU-18-10, CU-18-11, CU-18-
12, CU-18-13      ทําการทดลองอยางเดียวกันแสดงผล ดังตารางที่   6    ซึ่งเมื่อดูจาก   tracing   พบวา 
CU-18-09 และ CU-18-10  เมื่อเติม succinate ลงไปจะมีอัตราการใชออกซิเจนใน state 4 เพิ่มสูงมาก
อยางมีนัยสําคัญ

3. ผลของแคดเมี่ยม (Cd 2+)  ตอการออกฤทธิ์ของอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและเอซิลอะนิลีน 
เมื่อใช succinate เปนสับสเตรท

จากรูปที่ 27 tracing 1 แสดงอัตราการหายใจในสภาวะที่ไมมีการเติม Cd 2+ โดยหลังจาก 
incubate ไมโตคอนเตรียเปนเวลา 1 นาที แลวจึงเติม succinate  ลงไป หลังจากนั้น1 นาที จึงเติม DMSO  
และ  ADP + Pi ตามลําดับ เมื่อวัดอัตราการใชออกซิเจนใน state 4 และ state 3 respiration  มีคาเทากับ 
31.14  และ 96.40 n atoms/ml/min ตามลําดับ

จาก tracing 2A เปนการทดสอบผลของ CU--18-07 พบวาอัตราการใชออกซิเจนใน state 4 และ 
state 3 เมื่อไมไดเติม 15 µM CdCl 2 มีคาเปน 53.39 n atoms/ml/min   และ 142.37 atoms/ml/min ตาม
ลําดับและ tracing 2B เม่ือเติม15 µM CdCl 2 ลงไปในปฏิกริยาพบวาจะสามารถลดอัตราการใชออกซิเจน
ใน state 4 และ state 3 respiration ลงเหลือ 8.90  และ 4.45 n atoms/ml/min ตามลําดับ

สําหรับ CU-18-08, CU-18-09, CU-18-10, CU-18-11, CU-18-12, CU-18-13 จะทําการทดลอง
ในลักษณะเดียวกัน  ซึ่งสามารถสรุปผลทั้งหมดไดดังตารางที่ 7

  จากการทดลองจะเห็นไดวาการใหอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและเอซิลอะนิลีน รวมกับ CdCl 2จะ
มีผลทําใหอัตราการใชออกซิเจนใน state 4 และ state 3 respiration    ลดลง  (รูปที่ 27)

4. ปฏิสัมพันธระหวางอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและเอซิลอะนิลีนกับ rotenone ที่มีตอการ
หายใจของไมโตคอนเตรีย

จากรูปที่ 28  tracing 1  แสดงสภาวะที่ยังไมไดมีการเติมสารทดสอบ หลังการ  incubate  ไมโต
คอนเตรียเปนเวลา  1   นาที และเติม glutamate+ malate (ซึ่งเปน NAD+- linked substrate ที่ไมโตคอน
เตรียสามารถออกซิไดซและทําใหมีการสงผานอิเลคตรอนเขาสู site I ของลูกโซการหายใจ)  พบวามีอัตรา
การใชออกซิเจนเทากับ 10.01  atomsO/min/ml  จากนั้นเติม rotenone ลงไป (rotenone เปนสารยับย้ัง
การสงผานอิเลคตรอนใน site I )     อัตราการใชออกซิเจนลดลงเหลือ 6.67 n atoms O/min/ml และเมื่อ
เติม ADP ลงไปอัตราการใชออกซิเจนจะยังคงไมเปล่ียนแปลง หลังจากนั้น 1 นาทีเติม succinate ลงไปใน 
incubation ซึ่ง succinate จะสามารถสงอิเลคตรอนเขาสู ubiquinone โดยตรง  (ซึ่งเปน complex II ของ
ลูกโซการหายใจ)   พบวาอัตราการใชออกซิเจนจะเพิ่มขึ้นสูงเปน  87.87 n atoms O/min/ml และเมื่อเติม 
DNP ลงไปอัตราการใชออกซิเจนจะเพิ่มขึ้นเปน 98.99 n atoms O/min/ml



43
สําหรับ  tracing  2-8   จะทําการทดลองในลักษณะเดียวกันแตจะเติมสารทดสอบ  CU-18-07,

CU-18-08, CU-18-09, CU-18-10, CU-18-11, CU-18-12, CU-18-13  ลงไปใน medium กอนเปนเวลา 1 
นาที จากนั้นจึงคอยเติม rotenone ตามลงไป     ซึ่งไดผลดังรูปที่ 28

5. ผลของอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและเอซิลอะนิลีนที่มีตอการหายใจของไมโตคอนเตรียที่
กระตุนดวย DNP

5.1 ผลการเปรียบเทียบฤทธิ์ของอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและเอซิลอะนิลีน ที่มีตอการหายใจ
ของไมโตคอนเตรียที่กระตุนดวย DNP

จากรูปที่   29  แสดงใหเห็นผลของ   CU-18-07, CU-18-08, CU-18-09, CU-18-10, CU-18-11,

CU-18-12, CU-18-13  ความเขมขน10 -4M    ที่มีตอการการหายใจของไมโตคอนเตรียที่กระตุนดวย DNP
ซึ่งเปน state 3u respiration พบวา CU-18-09, CU-18-10, CU-18-12 มีผลยับยั้งการใชออกซิเจนใน state 
3u หรืออาจกลาวอักนัยหนึ่งไดวาสารดังกลาวสามารถยับยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรียที่กระตุนดวย 
DNP ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p< 0.05) ซึ่งฤทธิ์ในการยับยั้งเมื่อคิดเปนเปอรเซนตมีคาเทากับ 77.08,
77.51 และ 62.24 ตามลําดับ

 เมื่อเปรียบเทียบการเติมและไมเติม DMSO ซึ่งเปนตัวทําละลายของสารทดสอบ พบวาการหายใจ
ของไมโตคอนเดรียที่กระตุนดวย DNP ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p< 0.05) โดยอัตรา
การใชออกซิเจนใน state 3u เทากับ 62.33 + 2.31 และ 58.74 + 8.24 n atoms O/min/mg protein ตาม
ลําดับ ซึ่งสามารถสรุปผลทั้งหมดไดดังตารางที่ 8

5.2 ผลการเปรียบเทียบฤทธิ์ของ CU-18-09 และ CU-18-10  ตอการกระตุนการหายใจของ
ไมโตคอนเตรียดวย DNP

จากรูปที่  30  แสดงใหเห็นผลของ CU -18-09 ในความเขมขนตางๆกันคือ 10 - 7, 10 - 6 , 10 - 5,
10 - 4, 10 - 3   M ตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่กระตุนดวย DNP   พบวา CU-18-09 จะลดอัตราการใช
ออกซิเจนใน state 3u จาก 62.35 + 6.20 เปน 61.52 + 9.80, 47.88 + 7.08, 30.53 + 3.77, 16.19 +
1.37, 6.93 + 1.33 n atoms O/min/mg protein ตามลําดับ  ซึ่งความแรงในการยับยั้งการใชออกซิเจนจะ
เพิ่มขึ้นตามความเขมขนเมื่อคิดเปอรเซนตไดดังนี้ 1.33, 23.21, 51.03, 74.02, 88.89 ตามลําดับ

จากรูปที่  31   แสดงใหเห็นผลสําหรับ CU-18-10 ในความเขมขนตางกันคือ 10 - 7, 10 - 6 , 10 - 5,
10- 4 , 10 - 3  M ตอ การหายใจของไมโตคอนเดรียที่กระตุนดวย DNP พบวา CU-18-10 จะลดอัตราการใช
ออกซิเจนใน state 3u ของ ไมโตคอนเตรียจาก  62.35 + 6.20  เปน  42.77 +  9.98, 31.57 + 4.85, 22.22
+ 0.63 , 14.80 + 2.12, 6.93 + 1.33 ซึ่งความแรงในการยับยั้งการใชออกซิเจนจะเพิ่มขึ้นตามความเขมขน
เมื่อคิดเปอรเซนตไดดังนี้ 31.39, 51.77, 64.37, 72.26 , 88.89 ตามลําดับ
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6. ผลของอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและเอซิลอะนิลีน ที่มีตอการหายใจของไมโตคอนเตรียที่
กระตุนดวย Ca 2+(Calcium-stimulated respiration)   

จากรูปที่ 32 เปรียบเทียบการเติมและไมเติม DMSO มีอัตราการใชออกซิเจนเทากับ 26.04  + 0.60
และ 28.56 + 1.39  n atoms/min/mg protein ซี่งไมพบความแตกตางของอัตราการใชออกซิเจนอยางมีนัย
สําคัญ แสดงวาการเติม  DMSO ไมมีผลตอการใชออกซิเจนของไมโตคอนเตรีย  สําหรับผลของ CU-18-07  
, CU-18-08, CU-18-09, CU-18-10, CU-18-11, CU-18-12, CU-18-13 ความเขมขน10-4 M    ตอการ
กระตุนการหายใจของไมโตคอนเตรียดวย Ca 2+    มีอัตราการใชออกซิเจนดังแสดงในตารางที่ 9

ซึ่งพบวา CU-18-09, CU-18-10 และ CU-18-12 สามารถลดอัตราการใชออกซิเจนที่เกิดจากการ
กระตุนดวย Ca 2+  ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (p< 0.05)

7. ผลของอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและเอซิลอะนิลีน ที่มีตอ ATPase activity ของไมโตคอน
เตรีย

จากรูปที่ 33  แสดงผลของสารทดสอบที่มีตอ ATPase activity ของไมโตคอนเตรีย โดยทําการวัด
ปริมาณของ Pi ที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายตัวของ ATP เมื่อเปรียบเทียบระหวางการเติมและไมเติม DMSO 
ซึ่งเปนตัวทําละลายของสารทดสอบ    พบวา  Pi  liberate  มีคาเทากับ   0.30 + 0.05   และ    0.30 + 0.05
µmoles/mg protein/10 min   ซึ่งแสดงวาการเติม DMSO ไมมีผลตอ ATPase activity ของไมโตคอนเตรีย

ผลของ CU-18-07, CU-18-08, CU-18-09, CU-18-10, CU-18-11, CU-18-12, CU-18-13 ความ
เขมขน10 -4M    และ  DNP ตอ     ATPase  activity ของไมโตคอนเตรียไดสรุปไดดังตารางที่  10  ซึ่งพบวา มี
เพียง CU-18-09 , CU-18-10 และ DNP ที่ออกฤทธิ์ในการกระตุน ATPase activity  ไดแตกตางจากกลุมควบ
คุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05 )

หากทําการเปรียบเทียบฤทธิ์ในการกระตุน ATPase activity ระหวาง DNP กับ CU-18-09  และ 
CU-18-10  ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05 )
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รูปที่ 18  กราฟแสดง oxygraph tracing การใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูขาว
              เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท

สวนประกอบของปฏิกริยา: 37.50 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.88 mM MgCl2, 86.25 mM
KCL, 5.21 mM potassium glutamate + 5.21 mM potassium malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,
0.05 mM DNP, 13.02 mM sucrose และไมโตคอนเตรียเฉลี่ย 4.26 mg protein/ml  ปริมาตรทั้งหมด 1.92
ml. อุณหภูมิ 37 0 C

อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บคํานวณออกมามี
หนวยเปน n atoms O/ml/min
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รูปที่ 19-25  แสดง % Inhibition ของการหายใจ state 3 ของไมโตคอนเตรีย โดย CU-18-07, CU-18-08 ,
CU-18-09, CU-18-10, CU-18-11, CU-18-12, CU-18-13 ที่มีตออัตราการหายใจของไมโตคอนเตรีย เมื่อ
ใช glutamate + malate เปนสับสเตรท

สวนประกอบของปฏิกริยา: 37.50 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.88 mM MgCl2, 86.25 mM 
KCl, 5.21 mM potassium glutamate + 5.21 mM potassium malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,
0.05 mM DNP, 13.02 mM sucrose สวนในกลุมควบคุมใช DMSO 10 µl  และไมโตคอนเตรียเฉลี่ย 4.26
mg protein/ml  ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml. อุณหภูมิ 37 0 C

แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉล่ีย + ความคลาดเคลื่อนมาตราฐานของคาเฉล่ียจาก 4 การทดลอง (n=4)
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รูปที่ 19  % Inhibition ของการหายใจ state 3 ของไมโตคอนเตรียโดย CU-18-07 ความเขมขน 10- 7  ถึง
10- 3 M เมื่อใช glutamate +    malate เปนสับสเตรท  (n =4)
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รูปที่ 20  % Inhibition ของการหายใจ state 3 ของไมโตคอนเตรียโดย CU-18-08 ความเขมขน 10- 7  ถึง
10- 3 M เมื่อใช glutamate +    malate เปนสับสเตรท  (n =4)
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รูปที่ 21  % Inhibition ของการหายใจ state 3 ของไมโตคอนเตรียโดย CU-18-09 ความเขมขน 10- 7  ถึง

10- 3 M เมื่อใช glutamate +    malate เปนสับสเตรท  (n =4)
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รูปที่ 22  % Inhibition ของการหายใจ state 3 ของไมโตคอนเตรียโดย CU-18-10 ความเขมขน 10- 7  ถึง

10- 3 M เมื่อใช glutamate +    malate เปนสับสเตรท  (n =4)
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รูปที่ 23  % Inhibition ของการหายใจ state 3 ของไมโตคอนเตรียโดย CU-18-11 ความเขมขน 10- 7  ถึง
10- 3 M เมื่อใช glutamate +    malate เปนสับสเตรท  (n =4)
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รูปที่ 24  % Inhibition ของการหายใจ state 3 ของไมโตคอนเตรียโดย CU-18-12 ความเขมขน 10- 7  ถึง

10- 3 M เมื่อใช glutamate +    malate เปนสับสเตรท  (n =4)
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รูปที่ 25  % Inhibition ของการหายใจ state 3 ของไมโตคอนเตรียโดย CU-18-13 ความเขมขน 10- 7  ถึง

10- 3 M เมื่อใช glutamate +    malate เปนสับสเตรท  (n =4)
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ตารางที่ 4    แสดง% Inhibition การหายใจของไมโตคอนเตรียใน state 3 ของ  CU-18-07, CU-18-08,
CU-18-09, CU-18-10, CU-18-11, CU-18-12, CU-18-13

คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉล่ีย + ความคลาดเคลื่อนมาตราฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง (n=4)

% Inhibition การหายใจของไมโตคอนเดรีย
สารทดสอบ

10 -7 M 10 -  6 M 10 - 5 M 10 - 4 M 10 - 3 M

CU-18-07
CU-18-08
CU-18-09
CU-18-10
CU-18-11
CU-18-12
CU-18-13

4.78 + 5.02
7.85 + 9.34
5.89 + 2.45

9.01 + 11.59
1.18 + 4.24
2.37 + 3.30
2.10 + 2.02

9.17 + 3.48
10.38 + 8.49
9.90 + 2.35
14.46 + 9.71
5.12 + 2.11
4.00 + 3.74
9.29 + 3.85

17.22 + 6.61
18.20 + 4.54
11.32 + 3.06

24.29 + 11.97
10.21 + 2.78
9.31 + 4.45
15.65 + 3.90

20.31 + 4.37
55.74 + 9.35
44.31 + 3.97
40.74 + 9.65
30.03 + 1.91
67.58 + 2.05
34.02 + 5.77

51.70 + 10.53
65.21 + 2.84
88.48 + 2.17
78.61 + 3.31
88.39 + 3.15
88.39 + 3.64
78.39 + 1.18

ตารางที่ 5  แสดงความสามารถในการยับย้ังการหายใจของไมโตคอนเตรียได 50 เปอรเซนต  (IC50)   
ของ  CU-18-07, CU-18-08, CU-18-09, CU-18-10, CU-18-11, CU-18-12, CU-18-13

คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉล่ีย + ความคลาดเคลื่อนมาตราฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง (n=4)

สารทดสอบ IC 50 ( M)

CU-18-07
CU-18-08
CU-18-09
CU-18-10
CU-18-11
CU-18-12
CU-18-13

8.64 x 10- 3

3.01 x 10- 3

1.71 x 10- 4

9.30 x 10- 4

1.39 x 10- 4

1.90 x 10- 4

4.02 x 10- 4
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รูปที่ 26  แสดงผลของ CU-18-07, CU-18-08, CU-18-09, CU-18-10, CU-18-11, CU-18-12,
CU-18-13 ความเขมขน 10  - 4 M  ที่มีตอการกระตุนการหายใจของไมโตคอนเตรียดวย  succinate
(succinate oxidation)

สวนประกอบของปฏิกริยา : 37.50 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.88 MgCl2, 86.25 mM KCl, 
0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 13.02   mM sucrose, 5.21 mM succinate และไมโตคอนเตรียเฉลี่ย 4.35
mg/ml  สวนในกลุมควบคุมใช DMSO 10 µl ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml. อุณหภูมิ 37 C 0

อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเตรียในระยะตางๆ แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บคํานวณออกมามี
หนวยเปนจํานวน n atoms/ml/min
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ตารางที่ 6 แสดงผลของ CU-18-07, CU-18-08, CU-18-09, CU-18-10, CU-18-11, CU-18-12,

CU-18-13 ความเขมขน10 -4M ตอการหายใจของไมโตคอนเดรียใน state 4 เมื่อใช succinate เปน
สับสเตท

คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉล่ีย + ความคลาดเคลื่อนมาตราฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง (n=4)
* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ  DMSO

Rate of O 2 consumption state 4
(n atoms/ml/min)สารทดสอบ

กอนเติมสารทดสอบ หลังเติมสารทดสอบ

CU-18-07
CU-18-08
CU-18-09
CU-18-10
CU-18-11
CU-18-12
CU-18-13

31.98 + 5.12
29.47 + 4.00
30.86 + 5.42
31.70 + 4.20
33.92 + 3.56
34.48 + 4.59
31.94 + 1.47

38.65 + 5.30
37.26 + 5.50

187.41 + 37.56 *
147.93 + 2 .78  *

38.37 + 6.11
46.16 + 6.12
42.27 + 1.28
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รูปที่  27  แสดงผลของแคดเมี่ยม  (Cd 2+)  [sucinate oxidation inhibitor]  ตอการออกฤทธิ์ของ

CU-18-07, CU-18-08, CU-18-09, CU-18-10, CU-18-11, CU-18-12, CU-18-13 ความเขมขน10 -4M 
เมื่อใช succinate เปนสับสเตท

สวนประกอบของปฏิกริยา : 37.50 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.88 MgCl2, 86.25 mM KCl, 
5.21 mM  succinate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 13.02   mM sucrose ml, 15 µM CdCl 2 และ
ไมโตคอนเตรียเฉล่ีย 2.92 mg/ml, ml  สวนในกลุมควบคุมใช DMSO 10 µl
ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml. อุณหภูมิ 37 C 0

อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเตรียในระยะตางๆ แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บคํานวณออกมามี
หนวยเปนจํานวน n atoms/ml/min
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ตารางที่ 7 แสดงแสดงผลของ CdCl 2 ที่มีตออัตราการใชออกซิเจนใน state  4  ของ CU-18-07,

CU-18-08, CU-18-09, CU-18-10, CU-18-11, CU-18-12, CU-18-13 ความเขมขน10 -4 M
คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉล่ีย + ความคลาดเคลื่อนมาตราฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง (n=4)

* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ  DMSO

Rate of O 2 consumption state 4
(n atoms/ml/min)สารทดสอบ

 สภาวะที่มีสารทดสอบ   สภาวะที่มีสารทดสอบ+
CdCl 2

CU-18-07
CU-18-08
CU-18-09
CU-18-10
CU-18-11
CU-18-12
CU-18-13

53.39  + 1.82
57.84 + 1.40
151.27 + 9.61
147.93 + 4.81
57.84 + 1.11
75.63 + 3.15
66.74 + 4.80

8.90 + 1.86 *
8.16 + 1.93 *

10.38 + 2.23 *
5.56 + 0.53 *
8.16 + 1.40 *
7.42 + 1.28  *
5.93 + 0.64 *
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รูปที่ 28 แสดงผลของ rotenone  ตอการออกฤทธิ์รวมกันกับ  CU-18-07, CU-18-08, CU-18-09,

CU-18-10, CU-18-11, CU-18-12, CU-18-13   ความเขมขน 10- 4 M

สวนประกอบของปฏิกริยา : 37.50 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.88 MgCl2, 86.25 mM KCl,
5.21 mM potassium glutamate + 5.21 potassium malate, 5.21 mM succinate, 0.31 mM ADP + 
0.62 mM Pi, 0.05 mM DNP, 13.02   mM sucrose, rotenone 2.5 x  10- 6 M และ ไมโตคอนเตรียเฉลี่ย 
3.59 mg/ml   ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml. อุณหภูมิ 37 C 0

อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเตรียในระยะตางๆ แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บคํานวณออกมามี
หนวยเปนจํานวน n atoms/ml/min
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รูปที่ 29  แสดงผลของ CU-18-07, CU-18-08, CU-18-09, CU-18-10, CU-18-11, CU-18-12,
CU-18-13 ความเขมขน10 -4M     ที่มีตอการหายใจของไมโตคอนเตรียที่กระตุนดวย DNP

   สวนประกอบของปฏิกริยา : 37.50 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.88 MgCl2, 86.25 mM KCl,
5.21 mM potassium glutamate + 5.21 mM potassium malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 13.02   
mM sucrose, 0.05 mM DNP และไมโตคอนเตรียเฉลี่ย 4.59 mg/ml  ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml. อุณหภูมิ 
37 C 0

แตละจุดที่แสดงแทนคาเฉล่ีย + ความคลาดเคลื่อนมาตราฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง(n=4)
* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ DMSO

ผลตอการหายใจของไมโตคอนเตรียท่ีกระตุนดวย DNP
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รูปที่ 30 แสดง % Inhibition ของ  CU-18-09 ที่มีตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่กระตุนดวย DNP

สวนประกอบของปฏิกริยา : 37.50 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.88 MgCl2, 86.25 mM KCl,
5.21 mM potassium glutamate + 5.21 mM potassium malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 13.02   
mM sucrose, 0.05 mM DNP และไมโตคอนเตรียเฉลี่ย 4.59 mg/ml  ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml. อุณหภูมิ 
37 C 0

แตละจุดที่แสดงแทนคาเฉล่ีย + ความคลาดเคลื่อนมาตราฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง(n=4)
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รูปที่ 31  แสดง % Inhibition ของ  CU-18-10 ที่มีตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่กระตุนดวย DNP

สวนประกอบของปฏิกริยา : 37.50 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.88 MgCl2, 86.25 mM KCl,
5.21  mM  potassium glutamate + 5.21 mM  potassium malate, 0.31  mM  ADP + 0.62  mM Pi,
13.02   mM sucrose, 0.05 mM DNP และไมโตคอนเตรียเฉลี่ย  4.59 mg/ml  ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml.
อุณหภูมิ 37C 0

แตละจุดที่แสดงแทนคาเฉล่ีย + ความคลาดเคลื่อนมาตราฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง(n=4)
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ตารางที่  8  แสดงผลของ CU-18-07,CU-18-08, CU-18-   09, CU-18-10, CU-18-11, CU-18-12,
CU-18-13 ความเขมขน10 -4M ที่มีตออัตราการใชออกซิเจนใน state 3u  

สวนประกอบของปฏิกริยา :37.50 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.88 MgCl2, 86.25mM KCl,
5.21 mM potassium glutamate + 5.21 mM potassium malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mMPi,
0.05 DNP,13.02   mM sucrose และไมโตคอนเตรียเฉลี่ย 4.59 mg/ml ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml.
อุณหภูมิ 37 C 0

คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉล่ีย + ความคลาดเคลื่อนมาตราฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง (n=4)
  * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ  DMSO

สารทดสอบ Rate of O 2 consumption
state 3u

(n atoms/min/mg protein)
DMSO+ DNP

(control)
CU-18-07 + DNP
CU-18-08+ DNP
CU-18-09+ DNP
CU-18-10+ DNP
CU-18-11+ DNP
CU-18-12+ DNP
CU-18-13+ DNP

62.33 + 2.31

48.47 + 6.72
43.53 + 6.36

13.46 + 2.90 *
13.21 + 3.03 *
46.74 + 10.51
22.18 + 3.19 *
43.12 + 7.10
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รูปที่ 32   แสดงผลของ CU-18-07, CU-18-08, CU-18-09, CU-18-10, CU-18-11, CU-18-12,
CU-18-13 ความเขมขน 10 -4 M ที่มีตอการกระตุนการหายใจของไมโตคอนเตรียดวย แคลเซี่ยม
(calcium-stimulated respiration) เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท

สวนประกอบของปฏิกริยา : 37.50 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.88 MgCl2, 86.25 mM KCl, 
5.21 mM potassium glutamate + 5.21 mM potassium malate, 0.94 mM potassium phosphate 
,0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 13.02   mM sucrose, 0.42 mM CaCl 2 และไมโตคอนเตรียเฉลี่ย 3.94
mg/ml, ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml. อุณหภูมิ 37 C 0

แตละจุดที่แสดงแทนคาเฉล่ีย +  ความคลาดเคลื่อนมาตราฐานของคาเฉล่ียจาก 4 การทดลอง
* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ   DMSO
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ตารางที่  9 แสดงผลของ CU-18-07, CU-18-08, CU-18-09, CU-18-10, CU-18-11, CU-18-12,
CU-18-13 ความเขมขน 10 - 4  M ที่มีตอการกระตุนการหายใจของไมโตคอนเตรียดวยแคลเซี่ยม

คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉล่ีย + ความคลาดเคลื่อนมาตราฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง (n=4)
* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ  DMSO

สารทดสอบ Rate of O2 consumption
(n atoms/min/mg protein)

DMSO
CU-18-07
CU-18-08
CU-18-09
CU-18-10
CU-18-11
CU-18-12
CU-18-13

26.04+ 0.60
25.82 + 0.84
24.59 + 2.58

14.19 + 0.97 *
16.26 + 3.38 *
24.31 + 2.12

10.50 + 2.53 *
25.11 + 1.97
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รูปที่ 33 แสดงผลของ   CU-18-07, CU-18-08, CU-18-09, CU-18-10, CU-18-11, CU-18-12,
CU-18-13  ความเขมขน 10 - 4  M ที่มีตอการกระตุน ATPase activity ของไมโตคอนเตรีย

สวนประกอบของปฏิกริยา : 35.50 mM HEPES buffer pH 7.2, 1.74 MgCl2, 81.17 mM KCl, 
16.78   mM sucrose และไมโตคอนเตรียเฉล่ีย 4.95 mg/ml    สวนประกอบที่เติมตามลงไปคือ 5.03 mM 
ATP, 0.10 mM DNP, ปริมาตรทั้งหมด 2.98 ml. อุณหภูมิ 37 C 0

แตละจุดที่แสดงแทนคาเฉล่ีย +  ความคลาดเคลื่อนมาตราฐานของคาเฉล่ียจาก 4 การทดลอง
* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ   DMSO
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ตารางที่  10  แสดงผลของ CU-18-07, CU-18-08, CU-18-09, CU-18-10, CU-18-11, CU-18-12,
CU-18-13 ความเขมขน 10 - 4  M และ 10 mM DNP ที่มีตอการกระตุน ATPase activity  ของไมโต
คอนเตรีย

คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉล่ีย + ความคลาดเคลื่อนมาตราฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง (n=4)
* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ  DMSO

สารทดสอบ Pi liberate
(µmoles/mg protein/10 min)

DMSO
CU-18-07
CU-18-08
CU-18-09
CU-18-10
CU-18-11
CU-18-12
CU-18-13

DNP

0.30 + 0.05
0.24 + 0.04
0.30 + 0.05

1.60 + 0.52 *
1.58 + 0.34 *
0.29 + 0.06
0.45 + 0.08
0.34 + 0.06

2.91 + 0.54 *



บทที่ 5

สรุปผลการวิจัยและอภิปรายผล

จากการศึกษาผลการออกฤทธิ์ของอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและเอซิลอะนิลีนที่ไดมีการปรับปรุง
สูตรโครงสรางจํานวนทั้งส้ิน 7 ตัวตอกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูขาว พบวาสาร
ทั้ง 7 ตัวแสดงฤทธิ์รบกวนกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรียได นอกจากนี้ยังศึกษาถึงผลของอนุพันธที่
มีตอการหายใจที่กระตุนดวย DNP และ Ca 2+ตลอดจนผลตอการทํางานของ ATPase ซึ่งรายละเอียดผล
การทดลองสามารถอภิปรายฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาหรือพิษวิทยาไดดังตอไปนี้

1. ผลของอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและเอซิลอะนิลีนตอการหายใจของไมโตคอนเดรียเมื่อใช 
glutamate + malate เปนสับสเตรท

จากการศึกษาผลของอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและเอซิลอะนิลีน     ซึ่งไดแก   CU-18-07,
CU-18-08, CU-18-09, CU-18-10, CU-18-11, CU-18-12, CU-18-13 ตอการหายใจของไมโตคอนเดรีย
เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท พบวาสารทุกตัวออกฤทธิ์ยับยั้งการใชออกซิเจนของไมโตคอนเด
รีย มากขึ้นตามความเขมขน (dose dependent)  (รูปที่ 19-25)

โดยความแรงในการยับย้ังการหายใจของไมโตคอนเดรีย    (IC50)     จากนอยไปมากสรุปไดดังนี้คือ
CU-18-07, CU-18-08, CU-18-10, CU-18-13, CU-18-12, CU-18-09, CU-18-11 ตามลําดับ โดย
ตําแหนงแหนงการออกฤทธิ์ยับยั้งอาจจะอยูที่ site I ของลูกโซการหายใจ

2. ผลของอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและเอซิลอะนิลีนตอการออกซิเดช่ันของ succinate

จากผลการศึกษาผลของอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและเอซิลอะนิลีนตอการออกซิเดชั่นของ 
succinate พบวาอนุพันธทุกตัวมีฤทธิ์กระตุนการออกซิเดชั่นของ succinate ได ซึ่งจะเห็นไดจากการที่
อนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและเอซิลอะนิลีน เพิ่มอัตราการใชออกซิเจนใน  state 4  respiration  ซึ่งฤทธิ์ใน
การกระตุนการออกซิเดชั่นของ succinate จะเห็นไดอยางชัดเจนใน  CU-18-09  และ CU-18-10 (รูปที่ 26)
ซึ่งคาดวาอนุพันธดังกลาวนาจะมีฤทธิ์เปน uncoupler  เชนเดียวกับในกรณีของ melatonin ที่กระตุนการ
ออกซิเดชั่นของ  succinate ได  (Scott et al., 2000)

3. ผลของแคดเมี่ยมตอการออกฤทธิ์ของอนุพันธะเอซิลอะมิโนไพริดีนและเอซิลอะนิลีนเมื่อใช 
succinate เปนสับสเตรท

ใน Krebs cycle  น้ัน succinate จะถูกออกซิไดซโดยเอนไซม succinate dehydrogenase  (ซึ่ง
เปน flavin-linked enzyme ) ไดเปน fumarate พรอมกับเปล่ียน FAD ไปเปน FADH2 (Devin, 1997) ซึ่ง
เอนไซมดังกลาวจะถูกยับยั้งไดดวย Cd 2+ (Miccadei and Floridi,1993) จากผลการศึกษาพบวาการเติม
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CU-18-07, CU-18-08 ,CU-18-09, CU-18-10, CU-18-11, CU-18-12, CU-18-13 ลงไปในปฏิกริยาไม
สามารถจะตอตานผลการยับยั้งเอนไซม succinate dehydrogenase โดย  Cd 2+ ได  ซึ่งจะเห็นไดจากการ
ที่ Cd 2+ สามารถยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนใน state 4 respiration จากการกระตุนการออกซิเดชั่นของ
succinate จากอนุพันธดังกลาวได (รูปที่ 27) แสดงวาอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและเอซิลอะนิลีน ไมใช
antidote สําหรับ Cd 2+ ในกรณีที่ยับยั้ง succinate dehydrogenase ของไมโตคอนเดรีย หรือในทางตรง
ขาม Cd 2+สามารถยับยั้งฤทธิ์ในการกระตุนการออกซิเดชั่นของ succinate  จากอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริ
ดีนและเอซิลอะนิลีนได

4. ปฏิสัมพันธระหวางอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและเอซิลอะนิลีน กับ rotenone ที่มีตออัตรา
การใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย

rotenone  เปนสารที่สามารถยับย้ังการสงผานอิเลคตรอนจากเอนไซมใน  complex I   (site I 
inhibitor)     ซึ่งเมื่อทําการเติม rotenone ลงไป incubation medium  พบวา rotenone จะยับยั้งการหายใจ
ของไมโตคอนเดรียเมื่อใช  glutamate + malate     เปนสับสเตรทได เนื่องจากสับสเตทดังกลาวจะถายทอด
อิเลคตรอนจาก NADH dehydrogenase ไปยัง ubiquinone ซึ่งเปน site I ของลูกโซการหายใจแตไม
สามารถยับย้ังการหายใจเมื่อใช    succinate   เปนสับสเตทได       เนื่องจากสารดังกลาวสามารถถายทอด
อิเลคตรอน ไปยัง ubiquinone ไดโดยตรง (site II) (Danishefsky, 1980 ; Hatefi,1985 ; Cambell,1995)
และจากการศึกษาในครั้งนี้พบวาอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและเอซิลอะนิลีนยับย้ังการหายใจของไมโต
คอนเดรียเมื่อใช    glutamate +  malate   เปนสับสเตรท  แตไมยับยั้งการหายใจเมื่อใช   succinate    เปน
สับสเตท แสดงวาอนุพันธดังกลาวออกฤทธิ์ยับยั้งที่ site I ของลูกโซการหายใจเชนเดียวกันกับ  rotenone

จากผลการศึกษาปฏิสัมพันธระหวางอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและเอซิลอะนิลีน กับ rotenone 
พบวาอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและเอซิลอะนิลีนทุกตัวไมไดมีผลเสริมฤทธิ์หรือยับยั้งฤทธิ์ในการยับย้ังการ
หายใจของ rotenone  (รูปที่ 28)  แตเนื่องจากขนาดของ rotenone ที่ใชจะคอนขางสูง ดังนั้นหากตองการ
ศึกษาปฏิสัมพันธกับ rotenone ตอไปควรมีการลดขนาดของ rotenone ลง

5. ผลของอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและเอซิลอะนิลีน ที่มีตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่
การกระตุนดวย  DNP

DNP เปนสาร  uncoupler  ซึ่งออกฤทธิ์กระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรียไดโดยไมทําใหเกิดการ
สราง  ATP   (Lehninger et al., 2000)    จากผลการศึกษาพบวา   CU-18-07, CU-18-08, CU-18-11,
และ CU-18-13 ไมมีผลยับยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรียที่กระตุนดวย DNP  สวนอนุพันธเอซิลอะนิลีน
ซึ่งไดแก CU18-09 , CU18-10 และอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนซึ่งไดแก  CU 18-12 มีผลยับยั้งการหายใจ
ของไมโตคอนเตรียที่กระตุนดวย DNP ไดโดยอาจไปรบกวนคุณสมบัติในการเปนproton ionophores ของ
DNP (รูปที่ 29)  และฤทธิ์ในการยับยั้งการหายใจที่กระตุนดวย DNP ของ CU-18-09 และCU-18-10 จะ
เพิ่มตามความเขมขน (รูปที่ 30-31)
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6. ผลของอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและเอซิลอะนิลีน ที่มีตอการหายใจของไมโตคอนเดรียที่
กระตุนดวย Ca 2+ (Calcium-stimulated respiration)

เนื่องจากการขนสงแคลเซี่ยมเขาไปในไมโตคอนเตรียเปนขบวนการ active transport ซึ่งจําเปนตอง
ใชพลังงานโดยพลังงานดังกลาวจะไดจากลูกโซการหายใจของไมโตคอนเตรีย   มีการปลดปลอยพลังงาน
อิสระ (free energy )ออกมาและไมโตคอนเตรียจะรักษาพลังงานไวในรูปของ proton gradient และ 
membrane potential เมื่อมีการเติม CaCl2 ลงไปในปฏิกริยาที่มีสับสเตรทมากพอและมี Pi อยู พบวาอัตรา
การใชออกซิเจนของไมโตคอนเตรียเพิ่มสูงขึ้นและอัตราการใชออกซิเจนจะลดลงเมื่อ Ca 2+ ถูกสะสมเขาไป
ในไมโตคอนเตรียหมดแลว

 จากการศึกษาพบวาอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและอนุพันธเอซิลอะนิลีนมีผลตออัตราการหายใจ
ของไมโตคอนเตรียที่กระตุนดวย Ca 2+  แตกตางกันโดย พบวา อนุพันธเอซิลอะนิลีน ซึ่งไดแก   CU 18-09, 
CU 18-10  และอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนซึ่งไดแก CU 18-12   มีผลยับยั้งการหายใจของไมโตคอนเตรียที่
กระตุนดวย Ca 2+ ได  อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (p < 0.05 )  (รูปที่ 32)

6. ผลของอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและเอซิลอะนิลีน ที่มีตอ ATPase activity ของไมโตคอน
เดรีย

จากผลการศึกษาผลของอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและเอซิลอะนิลีนที่มีตอ ATPase activity ของ
ไมโตคอนเตรีย  พบวา   CU-18-07, CU-18-08, CU-18-11, CU-18-12, CU-18-13 ไมมีคุณสมบัติในการ
กระตุน ATPase activity

สวน CU-18-09, CU-18-10  มีคุณสมบัติในการกระตุน ATPase activity ซึ่งเมื่อทําการเปรียบเทียบ
ฤทธิ์ในการกระตุน ATPase activity ระหวาง CU-18-09, CU-18-10  กับ DNP ซึ่งเปนสาร uncoupler  ทํา
ใหเกิดการสลายตัวของ ATP (ATP hydrolysis) ดังนั้น Pi ถูกปลอยออกมาเพิ่มขึ้นดวย(Cambell,1995 ; 
Lehninger et al., 2000 ; Garrett and Grisham, 2002) ไมพบวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p < 0.05 ) (รูปที่ 33)  ดังนั้นจึงอาจกลาวไดวา CU-18-09 และ CU-18-10 มีคุณสมบัติในการกระตุน 
ATPase activity ไดเชนเดียวกับ DNP จากการศึกษาทั้งหมดขางตนสามารถสรุปผลไดดังตารางที่ 11
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ตารางที่ 11  สรุปผลของอนุพันธเอซิลอะนิลีนและเอซิลอะมิโนไพริดีนที่มีอัตราการหายใจของไมโตคอน
เดรียและ ATPase activity

การหายใจของไมโตคอนเดรียและ ATPase activity

สารทดสอบ การหายใจ
เมื่อใช

glutamate +
malate เปน
สับสเตรท

การออกซิเดช่ัน
ของsuccinate

การหายใจใน
ภาวะที่มี Cdcl 2

การหายใจที่
กระตุนดวย

DNP

 การหายใจที่
กระตุนดวย

Ca 2+

ATP ase
activity

CU-18-07
CU-18-08
CU-18-09
CU-18-10
CU-18-11
CU-18-12

(CU 763-16-04)
CU-18-13

-
-
-
-
-
-

-

+
+

++
++
+
+

+

-
-
-
-
-
-

-

+
+
-
-
+
-

+

+
+
-
-
+
-

+

0
0
+
+
0
0

0

หมายเหตุ : เครื่องหมาย       +    แสดงฤทธิ์ในการกระตุน
-     แสดงฤทธิ์ในการยับย้ัง
0 แสดงวาไมมีผลในการกระตุนหรือยับยั้ง
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7. ความสัมพันธระหวางโครงสรางตอการออกฤทธิ์ของอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและอนุพันธ
เอซิลอะนิลีน

จากการพิจารณาโครงสรางของสารรวมกับการออกฤทธิ์ของอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและอนุพันธ
เอซิลอะนิลีน หากพิจารณาหมูของสารที่เติมลงไปใน benzene ring พบวาการเติมหมู -OCH3 (CU-18-07 
และ CU-18-08)  หรือหมู -NO2 (CU-18-09 และ CU-18-10) หรือการแทนที่ Carbon atom  ดวย 
Nitrogen atom (CU-18-11 และ CU-18-12) หรือไมมีการเติมดวยหมูใดเลย (CU-18-13) จะมีคุณสมบัติที่
เหมือนกันคือ การออกฤทธิ์ยับย้ังการหายใจของไมโตคอนเดรียเมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตท 
และการกระตุนการออกซิเดชั่นของ succinate ที่สามารถถูกยับยั้งฤทธิ์ดังกลาวไดดวย Cd 2+   เมื่อเปรียบ
เทียบฤทธิ์ในการกดการหายใจของสารดังกลาวพบวาสารที่มีการเติมหมู -OCH3 จะกดการหายใจนอยที่สุด

เมื่อเปรียบเทียบตําแหนงที่มีการเติมหมู -NO2 ไมวาที่ตําแหนง meta หรือ para ก็ตาม จะเพิ่มฤทธิ์
ในการกระตุนออกซิเดชั่นของ succinate มากขึ้น , มีคุณสมบัติในการกระตุน ATPase activity และจะมี
ฤทธิ์ยับย้ังการหายใจที่ถูกกระตุนไดดวย Ca 2+ และ DNP แตความแรงในการยับยั้งการหายใจที่ complex I 
จะตางกันกลาวคือ การเติมหมู  -NO2 ในตําแหนง para   (CU-18-09)   จะแรงกวาตําแหนง   meta
(CU-18-10) ถึง 5 เทา

นอกจากนี้ยังพบวาอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีน หากมีการแทนที่ Carbon atom  ดวย Nitrogen 
atom ที่ตําแหนง  para    ซึ่งคือ CU-18-12 จะเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติบางประการได คือ จะมีฤทธิ์ยับยั้ง
การหายใจที่ถูกกระตุนไดดวย Ca 2+ และ DNP ไดซึ่งฤทธิ์ดังกลาวจะไมพบหากแทนที่ Carbon atom  ดวย 
Nitrogen atom  ที่ตําแหนง meta

จากการศึกษาขางตนสรุปผลของอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและอนุพันธเอซิลอะนิลีนตอหนาที่
กระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรียไดดังนี้

1. อนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและอนุพันธเอซิลอะนิลีนทั้ง 7 ตัวออกฤทธิ์ยับยั้งการหายใจของไมโตคอน
เดรียที่ site I ของลูกโซการหายใจ
2. อนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและอนุพันธเอซิลอะนิลีนทั้ง 7 ตัวออกฤทธิ์กระตุนการออกซิเดชั่นของ 
succinate ได โดยคาดวา CU-18-09 และ CU-18-10 นาจะออกฤทธิ์เปน uncoupler ซึ่งฤทธิ์ในการกระตุน
การออกซิเดชั่นของ succinate  สามารถถูกยับย้ังไดดวย Cd 2+

3. การใหอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและอนุพันธเอซิลอะนิลีนทั้ง 7 ตัวรวมกับ rotenone ไมไดมีผลเปล่ียน
แปลงฤทธิ์ในการยับยั้งการหายใจของ rotenone
4. อนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนไดแก CU-18-12 และอนุพันธเอซิลอะนิลีนไดแก CU-18-09, CU-18-10 ออก    
ฤทธิ์ยับยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรียที่กระตุนดวย DNP ได
5. อนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนไดแก CU-18-12 และอนุพันธเอซิลอะนิลีนไดแก CU-18-09, CU-18-10 ออก
ฤทธิ์ยับยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรียที่กระตุนดวย  Ca 2+ ได
6. อนุพันธเอซิลอะนิลีนไดแก CU-18-09, CU-18-10 ออกฤทธิ์กระตุน ATPase activity ของไมโตคอนเดรีย
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จากการพัฒนาปรับปรุงโครงสรางของสารอนุพันธเอซิลอะมิโนไพริดีนและอนุพันธเอซิลอะนิลีนโดย
คาดหวังใหสารดังกลาวมีฤทธิ์กดการหายใจของไมโตคอนเดรียนอยที่สุด แตมีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม MAO มาก
ที่สุด  อยางไรก็ตามจากขอมูลการศึกษาในครั้งนี้พบวาสารดังกลาวยังออกฤทธิ์กดการหายใจอยูดวยความ
แรงแตกตางกัน ซึ่งในสารที่นํามาศึกษาพบวา  CU-18-07 มีฤทธิ์ยับยั้งการหายใจนอยที่สุด (IC50 เทากับ 
8.64 x 10 -3M)

จากการศึกษาของ Tatiya (2002) พบวาอนุพันธเอซิลอะนิลีน คือ CU-18-08 สามารถออกฤทธิ์
ยับย้ังเอนไซม MAO-B อยางจําเพาะเจาะจง โดยมีคา IC50 เทากับ 3.85 x 10 -5 M ซึ่งจากการศึกษาในครั้ง
นี้พบวาสารดังกลาวยับย้ังการหายใจของไมโตคอนเดรียไมแรงมาก โดยมีคา IC50 เทากับ 3.01 x 10 -3M ดัง
นั้น CU-18-08 จึงมีความเหมาะสมในการศึกษาเพื่อพัฒนาโครงสรางและปรับปรุงสารเกี่ยวกับฤทธิ์ยับยั้ง
เอนไซม MAO-B ตอไป

จากการพิจารณาสูตรโครงสรางของ CU-18-11 และ CU-18-12 เปรียบเทียบกับยาที่มีกลไกการ
ออกฤทธิ์เปน K+channel opener (Potassium channel opener) เชน pinacidil และ nicorandil  พบวา
CU-18-11 และ CU-18-12 มีโครงสรางบางสวนคลายกับ  pinacidil และ nicorandil   ประกอบกับการปด
เปดของ K+channel นั้นถูกควบคุมดวยปริมาณของ ATP และเรียก K+channel นี้วา   ATP-regulated 
K+channel  (KATP channel) กลาวคือ เมื่อมี ATP ปริมาณมากก็จะสามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการปดของ 
KATP channel ซึ่งถาหากปริมาณ ATP ลดลงจนถึงจุดวิกฤตก็จะไมสามารถปด KATP channel ได (Garlid et 
al.,1996 ; Messerli,1996 ; Szewczyk and Wojtczak, 2002)   เนื่องจากสาร CU-18-11 และ CU-18-12
ออกฤทธิ์ยับยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรียได ซึ่งจะทําใหได  ATP ลดลง ซึ่งอาจจะสงผลใหเกิดการเปด
ของ KATP channel ได ดังนั้นจึงนาจะมีการศึกษาและพัฒนาสูตรโครงสรางของอนุพันธ CU-18-11 และ
CU-18-12   เพื่อใหไดสารที่มีฤทธิ์ในการเปด KATP channel  ได

N
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CHN

CHt-Bu
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O
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O NO2

(A) Pinacidil (B) Nicorandil

รูปที่ 34 แสดงโครงสรางของยาในกลุม K+channel opener ไดแก Pinacidil (A)   และ  Nicorandil (B)
            (Hansch at al., 1990)
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ

นางสาวหทัยรัตน เขื่อนเสน เกิดเมื่อวันที่ 2 เมษายน พ.ศ. 2516 ที่จังหวัดลําปาง สําเร็จการศึกษาระดับ
ปริญญาตรีเภสัชศาสตรบัณฑิตจากมหาวิทยาลัยขอนแกน     เมื่อปการศึกษา 2540 และเขาศึกษาตอในระดับ
ปริญญามหาบัณฑิต สาขาวิชาเภสัชวิทยา บัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2543
ปจจุบันรับราชการตําแหนงเภสัชกร ระดับ 4 กลุมงานเภสัชกรรม โรงพยาบาลพิจิตร จังหวัดพิจิตร
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