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ทํางานของเอนไซม aminopyrine N-demethylase และ glutathione S-transferase พรอมกับมีผลลด
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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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บทที่  1 
 

บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

                          ปจจุบันการแพทยทางเลอืกหรือ alternative medicine มีแนวโนมในการ
นํามาใชเพิ่มข้ึน  การนาํสมนุไพรมาใชในการบําบัดรักษาโรคจึงมีบทบาทเพิ่มมากขึ้นโดยเฉพาะใน
สภาพเศรษฐกจิและสังคมไทยในปจจุบนั สมุนไพรไทยมีอยูหลากหลายชนิดการจะนาํมาใชจึง  
ควรพิจารณาและศึกษาเกีย่วกับองคประกอบสําคัญที่พบในยาสมุนไพร , ฤทธิท์างเภสัชวทิยา ,
ขบวนการเมตาบอลิสมของยา , การทดสอบพิษและการติดตามผลที่เกิดขึ้นหลังการใชยาเพื่อ
ปองกันอนัตรายที่อาจเกิดขึน้ได 

                       ในการศึกษาเกี่ยวกับคุณสมบัติของสวนสกัดจากพืชทีเ่ปนสมนุไพรพบวาพืชหลาย
ชนิดทีพ่บในประเทศไทยสวนใหญไมมฤีทธิ์ในการกอใหเกิดการกลายพันธุหรืออาจมีนอยมาก แต
ในทางตรงขามกลับมีฤทธิ์ตานการเกิดการกลายพนัธุของสารทีก่อใหเกิดการกลายพันธุหลายชนดิ
ตอแบคทีเรีย Salmonella tryphimurium และพบวาสวนสกัดจากพืชหลายชนิดเชน    ใบข้ีเหล็ก , 
ใบยอ ฯลฯ สามารถตานฤทธิ์การเกิดการกลายพนัธุจาก indirect mutagen เชน  Aflatoxin B1 

(AFB1) และ benzo(a)pyrene (BP) ได (Tepsuwan and Kusamran, 1997) ซึ่งขบวนการ         
เมตาบอลิสมของสารหรือยาที่ไดรับจากภายนอกไดเขามามีบทบาททีสํ่าคัญในการสงผลทาํใหเกดิ
การเปลี่ยนแปลง 

                         กระบวนการเมตาบอลิสมของยา (drug metabolism) เปนกระบวนการที่
เกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงสารที่ไดรับจากภายนอก (xenobiotics) ทั้งสารจากธรรมชาตหิรือ
สารสังเคราะห กระบวนการ drug metabolism เปนแบบ biphasic ซึ่งประกอบดวยปฏิกิริยา 
phase I และ phase II   (Phase I & Phase II reactions) ใน phase I เปนปฏิกริิยาทีท่ําใหเกดิ
การเปลี่ยนแปลง functional group ภายในโมเลกุลของสารใหอยูในรปูที่มีขั้วและพรอมที่จะถกูขับ
ออกจากรางกายหรือเปนการเตรียมสารสําหรับปฏิกิริยา phase II ตอไป โดยเมตาบอไลทที่ไดอาจ
มีฤทธิห์รือพษิมากขึ้น  ซึ่งจะทําใหเกิดพษิจากสารนัน้ๆ ซึ่งกระบวนการเมตาบอลสิมในปฏิกิริยา 
phase I นี้อาจจัดไดวาเปนกระบวนการทีก่ระตุนทาํใหเกิดสารกอมะเร็งใหออกฤทธิไ์ด ในปฏิกิริยา 
phase I นี้จะอาศัยเอนไซมที่สําคัญในการทํางานไดแก กลุม monooxygenases  ซึ่งตองใช  
Cytochrome P450 ในการทํางาน  สวนในปฏิกิริยา phase II หรือปฏิกิริยา conjugation นี้เปน
ปฏิกิริยาสังเคราะหเพื่อใหไดอนุพนัธุที่ละลายน้าํไดดี ทาํใหถูกขับออกจากรางกายทางน้ําดหีรือ
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ปสสาวะ ซึง่จัดเปนปฏิกิริยาทีก่อใหเกิดกระบวนการทาํลายพิษหรือกําจัดสารพิษออกจากรางกาย 
(detoxification) โดยในปฏิกริิยา phase II นี้ประกอบดวยเอนไซมที่สําคัญไดแก   glutathione  S-
transferase  (GST)  ,  UDP-glucuronyltransferase (UGT) ฯลฯ 

Barakol เปนสารสําคัญกลุม chromone ซึ่งสกัดไดจากใบออนและดอกของ
ขี้เหล็ก  (Cassia siamea  Lamk.) มีการศึกษาทั้งทางดานเภสัชวทิยาและคลินิก พบวาสารสาํคญั
นี้มีฤทธิ์กดการทํางานของระบบประสาทสวนกลางเมื่อใหโดยการฉีดและกินในหนตูะเภา และยัง
สามารถชกันําการนอนหลับ ยับยัง้การกระตุนการทํางานของระบบประสาทและมีพิษนอยมากใน
คนและสัตวทดลอง (Arunluksana, 1949) 

ในการศึกษาผลของสาร barakol ตอขบวนการเมตาบอลิสมในสัตวทดลองโดย
ศึกษาผลตอระดับเอนไซม Cytochrome P450 ไดแก aniline hydroxylase , aminopyrine N-
demethylase (phase I enzyme) และเอนไซมใน phase II ไดแก glutathione S-transferase 
(GST) , UDP-glucuronyltransferase (UGT) โดยผสมใบขี้เหล็กในอาหาร 5% ใหหนูทดลองกิน
เปนเวลา 14 วันผลการทดลองพบวาใบขี้เหล็กมีผลทําใหระดับของเอนไซมใน phase I ไดแก 
aniline hydroxylase, aminopyrine N-demethylase ลดลง สวนระดับของเอนไซมใน phase II 
ไดแก glutathione S-transferase , UDP-glucuronyltransferase เพิ่มสูงขึ้นอยางมนีัยสําคัญทาง
สถิติ (Tepsuwan and Kusamran, 1997) 

ตอมาไดมีการศึกษาถงึศักยภาพในการตานมะเรง็ของใบขี้เหล็ก โดยการศึกษาใน  
หนูขาวพนัธุ Sprague Dawley เพศเมียที่ถูกชกันาํใหเกิดมะเร็งเตานม โดยไดรับ 9,10-dimethyl-
1,2-benzanthracene (DMBA) ผลการศึกษาพบวาในหนูที่ไดรับอาหารที่ผสมใบข้ีเหล็ก 2.5 % 
และ 4 %   มีผลลดการเกิดกอนเนื้อที่เตานมและยงัลดพัฒนาการของการเจริญเตบิโตของกอนเนื้อ
งอกใหชาลงได นอกจากนีพ้บวาในกลุมที่ไดรับอาหารที่ผสมใบขี้เหลก็ 4% ยังมีอุบตัิการณเกิดของ
กอนเนื้องอกลดลง แตไมมีความแตกตางทางสถิต ิ เมื่อเปรียบเทียบกบักลุมควบคุม (Tepsuwan , 
Kupradinun, and Kusamran, 1999) 

นอกจากนีม้ีการศึกษาถึงผลของการไดรับสาร barakol แบบกึ่งเรื้อรังตอเอนไซม 
Cytochrome P450 ไดแก CYP1A1 , CYP1A2 , CYP2B1/2B2 และ CYP2E1 รวมถึงเอนไซม 
glutathione S-transferase ในตับของหนูขาว โดยเปรยีบเทียบระหวางหนทูี่ไดรับอาหารปกติและ
หนทูี่ไดรับอาหารคลอเรสเตอรอลสูง ซึ่งพบวาสาร barakol มีผลลดสมรรถนะของ CYP1A2 อยาง
มีนัยสาํคัญในหนทูั้งสองกลุมและเชนเดียวกับ CYP1A1 ในหนทูี่ไดรับอาหารคลอเรสเตอรอลสูง
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สวนผลของสารตอ CYP2B1/2B2 , CYP2E1 และ glutathione S-transferase ไมแตกตางจาก
กลุมควบคุม (Maniratanachote, 2001) 

ในป พ.ศ.2540 องคการเภสัชกรรมนําสมุนไพรขี้เหลก็มาแปรรูปผลิตเปนยาเม็ด   
ออกมาจาํหนายเพื่อใชในการรักษาภาวะนอนหลับยาก พบวาทําใหเกิดผลขางเคียงทาํใหเกิดภาวะ  
ตับอักเสบเฉียบพลันในผูปวยจํานวน 9 ราย ซึง่ระดับความรุนแรงทีเ่กิดขึ้นมีตั้งแตนอยไปจนถึงมี
อาการของโรคมาก (ตารางที ่ 1) โดยยังไมสามารถสรุปไดวาเปนผลโดยตรงของสาร barakol หรือ
สารอื่นทีเ่ปนองคประกอบ(สมบัติ ตรีประเสริฐสุข,มงคล หงษศิรินิรชร และอนุชิต จฑูะพุทธ,ิ 2542) 

ตารางที ่1  ขอมูลของผูปวยที่มีภาวะตับอักเสบจากยาสมุนไพรขี้เหลก็จํานวน  9  ราย  ในป 
พ.ศ.2542 ของโรงพยาบาลพระมงกุฎเกลาและโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ  (สมบัติ  ตรีประเสริฐสุข 
และคณะ, 2542) 
รายที ่ อาย ุ เพศ ระยะเวลา (วัน) ขนาดยา (มก.) อาการตวั-ตาเหลอืง คาสูงสุดของ SGPT คาสูงสุดของ Tb/Db   คาการทํางานของตับ 
      ที่ไดรับยาขี้เหลก็  ขี้เหลก็ตอวัน        ออนเพลีย         (ยูนิต/ลิตร)          (มก./ดล.) SGPT และ Tb เปนปกต ิ
         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 ไมมีอาการ  127 0.8/0.4 4 
4* 30  หญิง  30  20 ไมมีอาการ  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,  
 *  คือรายที่มีการทดลองใชยาขี้เหล็กซ้ําหลังจากมีอาการของภาวะตับอักเสบแลวเกิดอาการซ้ําใหม 

 
            อยางไรก็ตามขอมูลในการทําวิจัยในดานเมตาบอลิสมของสาร barakol นี้ยังมี

นอย ซึง่ในการศึกษาที่ผานมานัน้สวนใหญจะทําการศึกษาในรูปแบบ in vivo โดยการใหหนู
ทดลองกนิยาในรูปของใบขี้เหล็กผสมกับอาหาร หรือการปอนสาร barakol แลวดูผลของสารที่มีตอ
ตับและการเปลี่ยนแปลงคาชีวเคมีในเลือด 
 
                         งานวิจัยนี้เปนการศึกษาในรูปแบบของ in vitro ทําการศึกษาในเซลลตับอิสระ
ของหนูขาว (isolated rat hepatocytes) เพื่อศึกษาผลของ barakol ตอเมตาบอลิสมของเซลลตบั  
โดยตรง ซึ่งดผูลที่มีตอการทํางานของเอนไซมในปฏิกิริยา phase I ไดแก aminopyrine N-
demethylase(CYP2B,2C)และเอนไซมในปฏิกิริยา phase II ไดแก UDP-glucuronyltransferase 
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และ glutathione S-transferase  นอกจากนี้ยังศกึษาถึงผลของ barakol ที่มีตอตับโดยตรวจหา
เอนไซม  ซึ่งมตีนกําเนิดมาจากเซลลตับและจะถูกปลอยออกมาเมื่อเกดิอันตรายตอเซลลตับ ไดแก 
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) 

วัตถุประสงคของการวิจัย 

เพื่อศึกษาผลของ barakol ตอการทํางานของเอนไซม Cytochrome P450 , 
UDP-glucuronyltransferase และ glutathione S-transferase ในเซลลตับอิสระของหนูขาวและ
วิเคราะหหาปริมาณของ reduced glutathione (GSH) , malondialdehyde (MDA) และ alanine 
aminotransferase (ALT) & aspartate aminotransferase (AST) activity 

สมมติฐานการวิจัย 

Barakol  มีผลตอการทาํงานของเอนไซม Cytochrome P450 , UDP-
glucuronyltransferase และ glutathione S-transferase ในเซลลตับอิสระของหนูขาวและมีผล
ตอปริมาณของ reduced glutathione (GSH) , malondialdehyde (MDA) และ alanine 
aminotransferase (ALT) & aspartate aminotransferase (AST) activity 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

ความรูเกีย่วกบัผลของ barakol ตอเซลลตับอิสระของหนูขาวและผลของสารตอ
การทาํงานของ Cytochrome P450 , UDP-glucuronyltransferase และ glutathione  S-
transferase  ซึ่งเปนเอนไซมที่เกีย่วของกบัการเปลี่ยนแปลงยา สารเคมี หรือมลพิษหลายชนิดใน
ส่ิงแวดลอม ทาํใหไดรับองคความรูใหมอันเปนประโยชนในการศึกษาวจิัยเกี่ยวกับ  barakol ตอไป
ในอนาคต
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บทที่  2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

ขี้เหล็ก 
                 
                  ข้ีเหล็ก มีชื่อทางวทิยาศาสตรคือ Cassia siamea Lamk. อยูในวงศ  Leguminosae 
พบไดในปาเบญจพรรณทั่วไป ในบริเวณแถบอากาศคอนขางรอน ในประเทศไทยมีชื่อทองถิน่ที่
ตางกนัไดแก ขี้เหล็กแกน (ราชบุรี), ข้ีเหล็กบาน (ลําปาง, สุราษฎรธาน)ี, ขี้เหล็กหลวง(ภาคเหนือ),
ขี้เหล็กใหญ (ภาคกลาง), ผักจี้ลี้ (ฉาน-แมฮองสอน), ข้ีเหล็กจหิร่ี (ภาคใต) และ ยะหา (มาเลย-
ปตตาน)ี  สวนชื่ออังกฤษไดแก Capsod  tree , Thai  copper  pod (Royal Forest Department, 
1948: 71) 
 
                      ลักษณะของตนขี้เหล็กเปนไมยืนตนขนาดกลางถึงใหญ ใบประกอบแบบขนนกออก
เรียงตรงขามกนั ใบยอยรูปไขมนขนาดเลก็ ดอกชอสีเหลือง  ฝกแบนยาวเมื่อแกจัดแตกออกได 
ขยายพนัธุดวยเมล็ด (รูปที่ 1) คนไทยไดนําสวนของใบและดอกมาทาํอาหาร เชน แกงขี้เหล็ก แกง
บวน ซึ่งใบและดอกมีประโยชนตอรางกายในดานใหพลงังาน เสนใย  แคลเซียม  ฟอสฟอรัส  เหลก็  
เบตา-แคโรทีน และวิตามินชนิดตางๆ 

                                               
รูปที่ 1  Cassia siamea  Lamk. 

              
          ในตํารายาแผนโบราณไดนําสวนตางๆของขี้เหลก็มาทําเปนยา ไดแก ใบใชสําหรับ

รักษาอาการนอนไมหลับ , เบาหวาน , เปนยาขับปสสาวะ , ยาระบาย , ยาลดความดันโลหิต ,           
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ยาถายพยาธิ  ดอกขี้เหล็กใชรักษาอาการนอนไมหลับ ,หอบหืด , แกรังแค   เปลือกฝกใชรักษาเสน
เอ็นตึง  เปลือกตนใชรักษาริดสีดวงทวาร , โรคหิด  แกนใชเปนยาระบาย,ขับปสสาวะ , ถายพยาธิ  
รากใชรักษาไข,แกไขกลับ,ไขซ้ํา (Farnsworth and Bunyapraphatsara, 1992) 
  
                       นอกจากนีม้กีารศึกษาถึงสารเคมีทีพ่บไดในใบและดอกของขี้เหล็ก   พบวามีสาร
กลุม chromone ซึ่งเปนสารสําคัญ มฤีทธิค์ลายเครียดและชวยใหนอนหลับ ไดแก barakol  และ
พบวายังมีสารในกลุมของ anthraquinones เชน aloe-emodin , rhein-8-monoglucoside , 
rhein , chrysophanic acid , anthrone , dianthrone , chrysophanol  (Tutin, 1914)  ซึ่งมีฤทธิ์
ชวยใหถาย , ระบายทอง  โดยสาร barakol เองนัน้ไมมฤีทธิ์เปนยาระบาย (สมคิด  รัตนจรัสกุล, 
สมศักดิ์ ชุติศิลป และ เอกสทิธิ์ ศรีเสกสรร, 2524 )   
 
Barakol ( บาราคอล ) 
          
                     Barakol เปนสารสําคัญซึ่งสกัดไดจากใบออนและดอกของขี้เหล็ก (Cassia siamea   
Lamk.) ในการศึกษาเริ่มแรกโดยคณะวิจยัมหาวทิยาลยั Nottingham ประเทศอังกฤษไดสกัดสาร
จากตน C. siamea   พบวา สารนี้เปนอนุพนัธของ dioxaphenalene ซึ่งเปน chromone ชนิดหนึง่
และใหชื่อวา barakol (Hassanali-Waliji, King, and Wallwork, 1969)  
  
                       ในประเทศไทยไดมีการศึกษาโดย รศ.ชัยโย ชยัชาญทพิยุทธ แหงภาควิชาเภสัชเวท 
คณะเภสัชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ทําการศึกษาทางพฤกษเคมีของใบขี้เหล็กและสกดั
สารสําคัญจากใบออนของขีเ้หล็กไดสารผลึกรูปเข็มสีเหลืองของ barakol โดยมีสูตรโครงสรางทาง
เคมีคือ 3α,4-dihydro-3α,8-dihydroxy-2,5-dimethyl-1,4-dioxaphenalene (รูปที่ 2) ซึ่งพบวา
มี barakol ในปริมาณรอยละ 0.1 (ชัยโย ชัยชาญทิพยทุธ, 2521) 

รูปที่ 2 แสดงโครงสรางทางเคมีของ barakol (3α,4-dihydro-3α,8-dihydroxy-2,5- dimethyl -
1,4-dioxaphenalene) (ชัยโย ชัยชาญทิพยุทธ, 2521) 
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                        ในการศึกษาถึงความคงตวัของสาร barakol พบวาเมือ่สารอยูในรูปของ barakol 
เองนัน้จะไมมคีวามคงตวัโดยเมื่อสูญเสียน้ําออกจากโมเลกุลจะถกูเปลี่ยนจาก barakol(C13H12O4) 
เปน anhydrobarakol (C13H10O3) ซึ่งมนีวิเคลียสเปนสารพวกควิโนน ซึ่งเปนสารที่ไมมีความคงตัว
และสลายตัวไดงาย  

 
           จากการทดลองเพื่อเตรียมอนุพนัธของบาราคอลในรูปเกลือของไฮโดรคลอไรด,  

ซัลเฟตและซิเตรต พบวาสารที่ไดมีความคงตัวและละลายน้ําไดมากขึน้ และทําใหแหงโดยที่สารจะ        
ไมมีการเปลี่ยนแปลงเปนสารตัวอื่น โดยเฉพาะอนุพนัธของบาราคอลในรูปเกลือของไฮโดรคลอไรด 
และซัลเฟต จะละลายน้ํา ไดดีและมีจุดหลอมเหลวสงูขึน้ (ศุภชัย จิรเวชวงศสกุล, ยุคล เกวลิน,   
สมศักดิ์ แซเจน, 2542)   

 
     การเตรียมสารในการศึกษานีจ้ะเตรียมอนุพนัธของบาราคอลในรูปเกลือไฮโดรคลอไรด

คือ anhydrobarakol hydrochloride (C13H12ClO3) (MW=268.5) โดยเมื่อ  anhydrobarakol 
hydrochloride ละลายน้าํก็จะเปลี่ยนกลบัเปนสาร barakol ดังเดมิซ่ึงแสดงโดยปฏิกิริยาดังรูป   
(รูปที่ 3) นอกจากนีเ้มื่อสารอยูในรูปของสารละลาย สภาวะที่ดีในการเก็บควรอยูในอุณหภูมิ         
0 องศาเซลเซยีสในทีม่ืด ซึ่งสารจะมีความคงตัวนานถึง 24 ชั่วโมง (Thongsaard et al, 2001) 
สวนสารละลายทีน่ํามาใชในการทดลองจะเตรียมและใชทันท ีและจะเก็บไวไมเกนิ 1 ชั่วโมง    
 

 

        barakol                               anhydrobarakol                     anhydrobarakol  hydrochloride         
 
รูปที่ 3 แสดงปฏิกิริยาการเปลี่ยนของ  anhydrobarakol  hydrochloride  เปน  barakol  
(Thongsaard et al., 2001) 
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การศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาและคลินิกของ barakol 
  
                   ในป พ.ศ.2492 พญ.อุไร อรุณลักษณ แผนกสรีรวิทยา คณะแพทยศาสตรศิริราช
พยาบาล ไดทําการศึกษาฤทธิ์ทางเภสชัวิทยาโดยการสกัดสารจากใบขี้เหล็กโดยใชแอลกอฮอล 
(alcohol extract) ทําการวจิัยในสัตวทดลอง  ซึง่พบวาสารสกัดจากใบขี้เหล็กมีฤทธิ์กดการทํางาน
ของระบบประสาทสวนกลางทั้งบริเวณสมองและไขสันหลัง มีผลทาํใหสัตวทดลองซึม เคลื่อนไหว
ชาลง และสามารถลดการกระตุนระบบประสาทสวนกลางของยาคารดิอาโซล (cardiarsole)   และ 
สตริคนิน (strychnine) นอกจากนีย้ังไดทําการศึกษาในผูปวยทีม่ปีญหาในการนอนหลับและมี
อาการกระวนกระวายนอนไมหลับ   พบวาสารนี้ชวยระงับอาการตื่นเตนทางประสาทและชวยให  
ผูปวยนอนหลบัไดดีขึ้นและยังพบวาสารมผีลทําใหเกิดพษิไดนอยมากเมื่อใหในคนและสัตวทดลอง             
(อุไร อรุณลักษณ, 2492) 
  
                       จากการศึกษาของ  พกิุล  จันทรโยธา   ทําการศึกษาฤทธิท์างเภสัชวิทยาเบื้องตน
ของสาร barakol พบวาอาจเปน dopamine agonist  โดยเมื่อให barakol ในขนาดต่ํา 10-100   
มก./กก. สามารถลด locomotor activity ในหนูถีบจกัรได และเมื่อใหในขนาดสูง  100-200 มก./
กก. จะมีฤทธิใ์นการระงับความเจบ็ปวดโดยสามารถเพิม่ nociceptive threshold ในการศึกษา 
hot plate test ได   สวนในการศึกษาดานพิษวทิยาพบวา barakol  มีคา ED50 เทากับ 296.17     
มก./กก. (265.25-331.56 มก./กก.) และมีคา  LD50  เทากับ 324.09 มก./กก. (320.36-347.39  
มก./กก.)  (พกิุล จนัทรโยธา, 2531) 
  
                       นอกจากนีย้งัมีการศึกษาเพื่อสนับสนุนการใชใบข้ีเหลก็ในการรักษาภาวะนอนไม
หลับในคนโดยการวจิัยของ ดํารงศักดิ ์ บุญญเลิศ คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม     
โดยศึกษาผลของ barakol  ตอระบบประสาทสวนกลางโดยการวัดคลื่นสมอง EEG และจํานวน     
พลังงานที่เพิ่มข้ึนในหนูขาว พบวาในหนูขาวที่ไดรับสาร barakol 25 มก./กก. จะนอนหลับภายใน 
15-20 นาที เปนเวลานาน 1 ชั่วโมง มี EEG pattern และจํานวนพลังงานที่เพิ่มข้ึนเทากับในหนู
ขาวทีน่อนหลบัปกติ สวนหนูขาวที่ไดรับสาร barakol 100 มก./กก. จะนอนหลับแตมี EEG pattern  
และจํานวนพลังงานแตกตางจากหนูขาวทีน่อนหลับปกต ิ(Bulyalert, 1992) 
  
                        ในการวิจัยของ วัชรีวรรณ ทองสะอาด  คณะแพทยศาสตร   มหาวิทยาลยั                 
ศรีนครินทรวิโรฒ พบวาการให barakol 10 มก./กก. โดยฉีดเขาชองทอง มฤีทธิ์คลายเครียดโดยมี   
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anxiolytic properties เหมอืน diazepam แตมีกลไกการออกฤทธิ์ที่แตกตางกนัคือ barakol มีฤทธิ์
เปน dopamine agonist  ที่อาจออกฤทธิ์เปน  serotonine antagonist ดวย  ทําใหหนูทดลองมี
การแสดงพฤติกรรม exploratory แตไมเกิดในกลุมทีไ่ดรับ diazepam พฤติกรรมนี้จะลดลงเมื่อ
เพิ่มขนาดของ barakol เปน 25 , 50 และ 75 มก./กก. (Thongsaard  et al., 1996) และใน
การศึกษา in vitro เพื่อดูผลของ barakol ตอการหลัง่ของ dopamine โดยใช  rat striatal slice  
พบวา barakol (1,10 และ 100 micromole) สามารถลดระดับของ K+- stimulated dopamine 
release เหมอืนกับการให quinelorane dihydrochloride (1 micromole) และ pergolide 
methanesulfonate (100 micromole) ซึ่งเปน dopamine D2 receptor agonists นอกจากนี้  
barakol ในขนาด 10 micromole จะถูกยบัยั้งโดย S(-)-eticlopride hydrochloride (10 
micromole) ซึ่งเปน dopamine D2 receptor antagonists  (Thongsaard  et al., 1997)               
                
                       นอกจากการศึกษาฤทธิ์ของ barakol ตอการชวยคลายกงัวลและระงับประสาท
แลว ยังมีการศึกษาถงึบทบาทของ  barakol  ตอระบบหัวใจและหลอดเลือดซึ่งมีการศึกษาในหนู
ถีบจักรและแมวพบวาเมื่อให barakol 0.5-15 มก./กก. โดยการฉีดเขาหลอดเลือดดาํจะมีผลทําให
คาความดนัโลหิตทัง้ systolic และ diastolic ลดลงในลักษณะ dose dependent สวนใน
การศึกษา in vitro สาร barakol ในขนาด 10-5  - 10-3 M สามารถลดการหดตวัของ isolated 
thoracic aorta ของหนูขาวที่ถูกกระตุนโดย phenylephrine และจะมฤีทธิ์ในการยับยั้งการหดตัว
มากขึ้นเมื่อทดลองใน intact endothelium ซึ่งจากการทดลองพบวาสาร barakol มีผลทําใหเกดิ 
peripheral vasodilation โดยการทาํงานผาน endothelium derived relaxing factor (EDRF) 
(Suwan et al.,  1992) 
                   
                      ในการศึกษาเพื่อดูฤทธิ์ของ Cassia siamea ตอการตานเชื้อมาลาเรยี(antimalarial 
effect) โดยการนําสวนของใบมาสกัดสารดวยน้าํ (water extract) พบวา IC50 (50%inhibition 
concentration) ของสารมีคา < 7.5 µg equiv. of plant extract และสารสกัดจากใบในขนาด 30 
µg equiv. of plant extract สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ Plasmodium faciparum ใน
หลอดทดลองได 100% (Gbeassor et al., 1989) 

 
           การศกึษาผลของขี้เหล็กตอกระบวนการเมตาบอลิสม โดยดูระดับเอนไซมทั้งใน

กลุมทีก่ระตุนใหเกิดสารพิษ (phase I enzymes) ไดแก aniline hydroxylase (ANH) และ 
aminopyrine N-demethylase (AMD) และเอนไซมในกลุมทีท่ําลายพษิและกําจัดสารเคมี 
(phase II enzymes)  
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ไดแก glutathione S-transferase (GST) และ UDP-glucuronyltransferase (UGT) ทําการศึกษา
โดยผสมใบขี้เหล็กลงในอาหารในอัตราสวนรอยละ 5 ใหหนูทดลองกนิเปนเวลา 14 วันพบวามผีล
ทําใหระดับของเอนไซม aniline hydroxylase (ANH) และ aminopyrine N-demethylase (AMD) 
ลดลง แตมีผลกระตุนการทาํงานของเอนไซม   glutathione S-transferase  และ  UDP-
glucuronyltransferase  ใหสูงขึ้น  (Tepsuwan and Kusamran, 1997) ตอมาไดมีการศึกษาถงึ
ศักยภาพในการตานมะเร็งของใบขี้เหล็ก โดยทําการศึกษาในหนูขาวพันธุ Sprague Dawley เพศ
เมียทีถู่กชกันาํใหเกิดมะเรง็เตานม โดยไดรับ 9,10-dimethyl-1,2-benzanthracene (DMBA) ผล
การศึกษาพบวา ในหนทูี่ไดรับอาหารที่ผสมใบข้ีเหล็ก 2.5% และ 4% มีผลลดการเกิดกอนเนื้อที่
เตานม และยงัลดพัฒนาการของการเจรญิเติบโตของกอนเนื้องอกใหชาลงได นอกจากนี้พบวาใน
กลุมที่ไดรับอาหารที่ผสมใบขี้เหล็ก 4% ยังมีอุบัตกิารณเกิด กอนเนื้องอกลดลงแตไมมีความ
แตกตางทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกบักลุมควบคุม (Tepsuwan, Kupradinun, and Kusamran, 
1999) 

 
                       จากการศึกษาถึงผลในระยะกึ่งเรื้อรังของการใหสาร barakol โดยปอนทางปาก ใน
ขนาด  30 มก./กก./วัน เปนเวลา 90 วนั  ในหนูขาวที่ไดรับอาหารปกติเปรียบเทยีบกับหนูขาวที่
ไดรับอาหารทีม่ีคลอเรสเตอรอลสูง โดยดผูลตอเอนไซม  Cytochrome P450 ไดแก CYP1A1 , 
CYP1A2 , CYP2B1/2B2 และ CYP2E1 รวมทัง้เอนไซม glutathione S-transferase พบวา 
barakol มีผลทําให CYP1A2 ลดลงในหนูขาวทั้งสองกลุม และ CYP1A1 ลดลงในกลุมที่ไดรับ
อาหารที่มีคลอเรสเตอรอลสูง สวนผลตอ CYP2B1/2B2 และ CYP2E1 และเอนไซม glutathione 
S-transferase ไมแตกตางจากกลุมควบคุม (Maniratanachote, 2001) 

 
           จากขอมูลการศึกษาวิจัยทางเภสชัวิทยาและการทดสอบพิษ องคการเภสัชกรรม

ไดเล็งเหน็ศักยภาพของสมนุไพรขี้เหล็กในการนํามาพฒันาเปนยาเพื่อใชในคนทีม่ีความวิตกกงัวล
และนอนไมหลับซึ่งมีการทดสอบทางคลนิิกโดยการใชยาน้าํเชื่อมข้ีเหล็กและยาเมด็ขี้เหล็ก400 มก. 
(ซึ่งมีความเขมขนของ anhydrobarakol 10 มก. / 5 มล. / เม็ด) เพือ่ชวยใหนอนหลับโดยทดสอบ
กับผูปวย 2 กลุม ซึ่งเปนผูปวยหลงัผาตัดที่มีอาการนอนไมหลับจาํนวน 22 รายและ     อาสาสมคัร
จํานวน 20 ราย พบวาการใชยาน้าํเชื่อมข้ีเหล็กและยาเม็ดขี้เหล็กในขนาดยาที่มีความเขมขนของ 
anhydrobarakol 10 มก./คร้ัง จะชวยใหผูปวยนอนหลับไดดีพอควรและไมทาํใหเกิดอาการ
ขางเคียงที่สาํคัญ (วีระสิงห เมืองมัน่ และคณะ, 2543) 
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        นอกจากนี้มีการทดสอบฤทธิท์ําใหงวงหลับโดย ผศ.นพ.ประกอบ ผูวิบูลยสุข แหง
คณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล ซึง่ใชสมุนไพรแปรรูปชนิดเม็ด 400 ม.ก. มี anhydrobarakol          
16 มก./เม็ด (กินครั้งละ 4 เม็ด) ทาํการศึกษาฤทธิ์ทาํใหงวงหลับในคนปกตจิํานวน 20 ราย        
โดยรับประทานยาเพียงครั้งเดียว และศึกษาฤทธิท์ําใหงวงหลับในกลุมที่มีปญหาการนอนไมหลับ    
จํานวน 31 ราย ผลการศึกษาพบวายาสมุนไพรแปรรูปชนิดเม็ดจากใบขี้เหล็กสามารถทาํใหคน
ปกติงวงหลับไดและชวยใหผูที่มีปญหานอนหลับยาก นอนหลับไดเร็วขึ้น มีคุณภาพการนอนดีขึน้
และเกิดความพึงพอใจตอการนอนเพิ่มข้ึน (ประกอบ ผูวบิูลยสุข, พิมลวรรณ ทัพยทุธพิจารณ  และ 
ธริส หิญชีระนันทน, 2543) แตจากการใชยาเม็ดขี้เหล็กนี้กพ็บวากอใหเกิดผลขางเคียงในผูปวย
โดยทําใหเกิดภาวะตับอักเสบเฉียบพลนัในผูปวยจํานวน 9 ราย ซึ่งระดับความรุนแรงที่เกิดขึน้มี
ตั้งแตนอยไปจนถึงมีอาการของโรคมาก โดยยังไมสามารถสรุปไดวาเปนผลโดยตรงของสาร 
barakol หรือสารอื่นทีม่าจาก  barakol  (สมบัติ ตรีประเสริฐสุข, มงคล หงษศิรินิรชร และ อนุชิต 
จูฑะพุทธ,ิ 2542) 

ตับและกระบวนการเมตาบอลิสมของตับ 

                   ตับเปนอวัยวะที่ใหญที่สุดในรางกาย มหีนาที่สําคัญในการสรางน้ําดี , การ
เปลี่ยนแปลงสารภายในรางกายและสารตางๆที่ไดรับจากภายนอก ตับมีเลือดมาเลี้ยงจาก 
hepatic artery ซึ่งจะนําเลือดที่มี oxygen สูง (ประมาณ 25% ของปริมาณเลือดทั้งหมด) 
นอกจากนี้ตับไดรับเลือดมาเลี้ยงจาก hepatic portal vein ซึ่งเปนเลือดที่มีอาหารในปริมาณสงู 
(ประมาณ 75% ของปริมาณเลือดทั้งหมด)  

ทั้ง hepatic artery และ hepatic portal vein จะแตกแขนงยอยเปน hepatic 
arterioles  และ  portal venules  ซึ่งกระจายไปทัว่ทกุโครงสรางของตับ โดยจะมแีขนงของ bile 
ductule รวมไปดวย ซึง่จะรวมเปนโครงสรางที่เรียกวา portal tract หรือ hepatic triad 

เลือดที่ไหลเขาจาก hepatic arterioles และ portal venules จะเทเขาสู 
sinusoids ซึ่งมีรูปรางไมแนนอน แตมีขนาดใหญกวาหลอดเลือดฝอยธรรมดา จากนั้นเลือดที่ไหล
ผาน sinusoids จะเขาสู central vein ซึง่เปนปลายของ hepatic vein ซึ่งจะนาํเลอืดออกจากตบั 
(รูปที่ 4) 
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                รูปที่ 4  แสดงโครงสรางของหลอดเลือดที่มายังตับ (Cohn and Roth, 1996) 

                  ชองวางระหวางหลอดเลือดจะเต็มไปดวยเซลลตับ (hepatocytes หรือ parenchymal 
cells)  ซึ่งจะเรียงรายอยูรอบๆ sinusoids โดย sinusoids มีผนงัเปน endothelial cells ที่ไมติดกัน
และมีชั้น  basal lamina  ทีไ่มสมบูรณ เรียกวา   Kupffer cells    ซึ่งมีหนาที่กําจัดจุลินทรียและสิ่ง
แปลกปลอมทีผ่านผนังลาํไสเล็กเขามาในเลือดชองวางระหวาง hepatocytes และ Kupffer cells 
เรียกวา space of Disse เปนแหลงแลกเปลี่ยนอาหารและ oxygen ระหวางเลือดและ 
hepatocytes (รูปที่ 5) 
 
                       Functional unit ของตับเรียกวา acinus  ซึ่งเปนกลุมของ hepatocytes ที่มีรูปราง
และขนาดไมแนนอนจัดเรียงตัวรอบ portal tract โดย hepatocytes มีเสนผานศูนยกลางประมาณ 
10 µm ภายในประกอบดวย nucleus , nucleolus , smooth & rough endoplasmic 
reticulum(SER,RER) , golgi complex , lysosome , mitochondria  และ granule สําหรับสะสม
สารตางๆ (รูปที่ 6) ซึ่ง hepatocytes จะทําหนาที่ในการสรางน้าํดี และหลั่งออกโดยอาศัย 
excretory unit  เรียกวา bile canaliculus 
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            รูปที่ 5  การติดตอระหวางเลือดและเซลลตับ (hepatocytes) ผานทาง space of Disse  
                                                         (พรเพ็ญ เปรมโยธิน, 2529) 
                                       
            
            
 
                            
 
 
 
 
                      
 
 
 
 
 
                              
            รูปที่ 6  cross - section of hepatocyte  (Hodgson and Levi, 1994) 
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                  เซลลตับ  (hepatocytes)  แบงออกเปน 3 zone โดยยึดหลักระยะหางจากหลอดเลือด
ที่มาเลีย้ง (รูปที่ 7) ไดแก 
 zone 1 (periportal region) : เซลลจะอยูใกล portal tract   เลือดที่มาเลี้ยงจะมีสวนประกอบของ                
                      เลือดแดงมากกวาเลือดดํา ซึ่งเซลลตับจะไดรับ  oxygen , อาหาร รวมถงึการสัมผัส                    
                      กับสารภายในรางกาย เชน ฮอรโมน และสารตางๆที่ไดรับจากภายนอกในปริมาณ  
                      สูง โดยเซลลในกลุมนี้จะเปนกลุมแรกที่เกดิการ regeneration ภายหลังเกิด               
                      อันตรายตอตับ   แตจะเปนกลุมสุดทายทีจ่ะเกิด necrosis 
zone 2 (midzonal region) : เปน zone ซึ่งแบงและแยก zone ที่ 1 และ zone ที่ 3 ออกจากกัน 
zone 3 (centrilobular region) : เซลลใน zone นี้จะอยูรอบๆ central vein ซึ่งจะไมมี hepatic   
                       arteiole มาเลี้ยงดังนั้น hepatocytes จะไดรับเลือดที่มี oxygen นอย นอกจากนี ้
                       เซลลจะสัมผัสกับ metabolic products  ของสารตางๆ ในปริมาณสูง  
                                                 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 7 แสดงการแบงเซลลตับโดยอาศัยระยะหางจากหลอดเลือดที่มาเลีย้ง (a;portal vein , 
b;hepatic artery , c;bile duct , star;centrolobular veins) (McIntyre et al., 1991) 
 
           เมื่อนาํ  hepatocytes มาปน โดยใช  Ficoll density gradient  สามารถแยกเซลลออกได
เปน 2 แบบคือ 

 1. light hepatocytes (mean density 1.10) : สวนใหญเปน  hepatocytes  ในสวนของ 
centrilobular region มี smooth endoplasmic reticulum (SER) และ mitochondria อยูเปน
จํานวนมาก และมี glycogen granules อยูเปนจาํนวนนอย 

 2. heavy hepatocytes (mean density 1.14) : สวนใหญเปน  hepatocytes ในสวน
ของ periportal region ม ี rough endoplasmic reticulum (RER) อยูเปนจาํนวนมาก และมี 
glycogen granules  ที่มีขนาดใหญและอยูกันอยางแนนหนา 
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         จากลกัษณะตําแหนง , โครงสรางทางกายวิภาคและบทบาทหนาที่ของตับ จะเหน็

ไดวาตับเปนอวัยวะหลกัที่มคีวามสาํคัญในการเปลีย่นแปลงยาและสารเคมีตางๆ ที่ไดรับจาก
ภายนอก นอกจากนี้ตับยังเปนอวัยวะที่เปนเปาหมายสําคัญของการเกิดพิษจากยาและสารเคมี
โดยตรง หรืออาจเกิดพษิจากเมตาบอไลทของยาและสารเคมี ไดอีกดวย 

กระบวนการเมตาบอลิสม 

                       ในการศึกษากระบวนการเมตาบอลิสม อวัยวะที่สําคัญและมีบทบาทในการ
เปลี่ยนแปลงยาและสารเคมตีางๆ ที่ไดรับจากภายนอกคือ ตับ ยาและสารเคมีสวนมากที่ละลายใน
ไขมันจะถูกเปลี่ยนแปลงโดยกระบวนการของเอนไซมในตับ ไดเมตาบอไลทที่ไมมฤีทธิ์และละลาย
น้ําขับถายออกจากรางกายไดดี แตบางครั้งเมตาบอไลทที่ไดอาจมีฤทธิ์หรือมพีิษมากขึ้น ทําใหเกิด
พิษจากยาหรอืสารเคมีนัน้ๆ   นอกจากการเกิดกระบวนการเมตาบอลิสมโดยเอนไซมภายในตับ
แลวก็ยังพบเอนไซมที่สําคัญซึ่งสามารถเปลี่ยนแปลงยาและสารเคมีตามอวัยวะสวนตางๆของ
รางกายไดแก ปอด , ผนังของลําไสเล็ก , ไต ฯลฯ (ตารางที ่2) 
 
ตารางที ่ 2 แสดงการกระจายของ Cytochrome P450 และ Glutathione S-transferase ซึ่งเปน
เอ็นไซมสําคญัใน phase I และ phase II reaction ในอวัยวะตางๆของหนูขาว (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   

               ในการศึกษาเรือ่งพิษที่เกิดจากเมตาบอไลทที่มีฤทธิ ์  ส่ิงที่ควรคํานึงถงึคือ metabolic 
pathway ของสารทีท่ําใหเกิดพิษ เมื่อสารตางๆ เขาสูรางกายจะถูกเปลีย่นแปลงดวยเอนไซม
ภายในตับโดย metabolic pathway ที่มากกวาหนึง่ pathway เสมอ ในบาง pathway อาจได            
เมตาบอไลททีไ่มมีพิษ (nontoxic pathway) หรือบาง pathway อาจทําลายเมตาบอไลททีท่ําให
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เกิดพิษเพื่อปองกันรางกายจากการเกิดพษินัน้ (detoxification pathway) (รูปที่ 8) ดังนัน้ปริมาณ
ของเมตาบอไลทที่มฤีทธิ์ที่เกิดขึ้นจะมีมากหรือนอยก็ข้ึนกับสมรรถนะของเอนไซมในแตละ 
pathway และปริมาณของ substrate ที่ไดรับเขาสูรางกาย 

        

     Xenobiotic                      Nontoxic metabolite                         Elimination 

                    Reactive metabolite 

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

                          Toxicity(physiological changes,Tissue injury,Cancer) 

 

รูปที่ 8 ความสัมพนัธระหวางการเกิดกระบวนการเมตาบอลิสม , การกําจัดสารพษิ และการเกดิ
พิษภายในรางกาย จากการไดรับยาหรือสารเคมีจากภายนอก (Hodgson and Levi, 1994) 

กระบวนการเมตาบอลิสมของยา (Drug metabolism) แบงออกไดเปน ปฏิกิริยา phase I 
และ phase II ดังนี ้

ปฏิกิริยา phase I (Phase I reaction) 

เปนปฏิกิริยาที่มีผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลง functional group ภายในโมเลกุล
ของยาหรือสารเคมี ใหอยูในรูปที่มีขั้วละลายน้าํไดดีข้ึน พรอมที่จะขับออกจากรางกายหรือเปนการ
เตรียม substrate สําหรับการเกิดปฏิกิริยาใน phase II ตอไป ซึ่งเมตาบอไลททีเ่กิดขึ้นในปฏิกิริยา
อาจถูกเปลีย่นใหอยูในรูปที่ไมมีฤทธิ์ หรือเปนเมตาบอไลทที่มพีิษทําใหเกิดอันตรายตอรางกายได 

ปฏิกิริยาที่สาํคัญใน phase I ไดแก ปฏิกริิยาออกซิเดชัน่ (oxidation) ,  ปฏิกิริยา 
รีดักชั่น (reduction) , ปฏิกิริยาไฮโดรไลซีส (hydrolysis)  โดยปฏิกิริยาออกซิเดชัน่จะเปนปฏิกิริยา
ที่สําคัญและพบไดมากใน phase I reaction ปฏิกิริยาออกซิเดชั่นนี้จะอาศัยเอนไซมจาก 
microsome , NADPH  และโมเลกุลออกซเิจนเขาเปนระบบของ mixed function oxidase (MFO) 
โดยมีเอนไซมที่สําคัญคือ Cytochrome P450 ซึ่งพบที ่ microsomal membrane  
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                        ปฏิกิริยาออกซิเดชั่นที่พบ เชน การเกิดออกซิเดชั่นของ aromatic rings , alkyl 
chains , dealkylation , N-oxidation , sulphoxidation  และ  epoxidation  การเกิดออกซิเดชัน่ 
ของ aromatic rings มักจะเปน hydroxylation ซึ่งพบไดเปนสวนใหญของ xenobiotics  และ
กอใหเกิด phenols สวนการเกิดออกซิเดชั่นของ alkyl chains จะทาํใหเกิด alcohol  ปฏิกิริยาที ่  
คอนขางสาํคัญทางคลนิิก คือ epoxidation ซึ่งจะเกิดกับสารประกอบ aromatic สงผลใหได 
reactive intermediates 

องคประกอบของ mixed function oxidase system (MFO system) 

ในการศึกษา drug metabolism สวนใหญปฏิกิริยาที่สาํคัญและมีบทบาทในการ
เปลี่ยนแปลงยาจะเปนปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ ที่ถกูควบคุมโดย MFO ผาน Cytochrome P450 ซึ่งจะ
ทําใหเกิด hydroxylation ของยาและสารเคมีตางๆ ดังสมการ 

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

              SH : oxidisable drug substrate 

              SOH : hydroxylated metabolite 

องคประกอบที่สําคัญของ MFO system  ไดแก 

                       1. NADPH-Cytochrome P450  reductase : พบไดในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมและ
แมลง เอนไซมชนิดนีเ้ปน flavoprotein ในหนึ่ง mole ประกอบดวย flavin mononucleotide 
(FMN) 1 mole และ flavin adenine dinucleotide (FDA) อีก 1 mole  

                        2. Cytochrome P450 : เปน oxidase ตัวทายสุดที่สําคัญตอการทํางาน ของ
เอนไซมระบบนี้ โดยมีบทบาทในการสงผานอิเลก็ตรอนของ endoplasmic reticulum (ER) เมือ่
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของยาหรือสารเคมี 

                        3. Phosphatidylcholine : เปน phospholipid   ที่ไมเกี่ยวของกับการสงผาน      
อิเล็กตรอนโดยตรง แตจําเปนสําหรับการทํางานของ MFO โดยเชือ่วาสารนี้จะชวยในการจับกนั
ระหวาง reductase  กับ Cytochrome P450 และ Cytochrome  P450  กับ  substrate    และยัง
เชื่อวาจะชวยทําใหการสงผานอิเลก็ตรอนจาก  NADPH  ไปยัง Cytochrome P450 เปนไปไดเร็ว
ยิ่งขึ้น 
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กลไกการทํางานของ  mixed function oxidase  

      การทํางานของ mixed function oxidase เกิดจากการสงผานอิเลก็ตรอนจาก  
NADPH  ไปใหกับ substrate โดย  NADPH-Cytochrome P450 reductase จะถูก  reduce   
กอน  จากนัน้อิเล็กตรอนจงึถูกสงผานไปให  Cytochrome P450 เมื่อ Cytochrome P450 ถูก  
reduce  จะทาํปฏิกิริยากบัโมเลกุลของออกซิเจน โดยออกซิเจน 1 อะตอมจะถูก reduce ใหอยูใน
รูปของน้ํา และอีก 1 อะตอมจะถูกรวมเขาไปในโมเลกลุของ  substrate ไดเปน hydroxylated 
substrate   ดังรูปที่ 9 
  

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

Cytochrome P450 

เปนเอนไซมทีม่ี heme เปนสวนประกอบ (hemoprotein) มีบทบาทสาํคัญใน 
MFO system โดยทาํหนาที่สงผานอิเลก็ตรอนของ ER เมื่อเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของยาหรอื
สารเคมี   สวนใหญจะอยูในรูปที่ฝงตัวอยูในผนงั เชน ใน microsomes ที่ไดจากตับ , ไต , เนือ้
ชั้นนอกของตอมหมวกไตและผนังของลําไสเล็กใน mitochondria ที่ไดจากตอมไรทอตางๆและใน  
particulate fractions ที่ไดจาก yeast  

การกระจายของ Cytochrome P450 ในเซลลตับของสัตวเลี้ยงลกูดวยนมพบวามี 
Cytochrome P450 เปนจาํนวนมากที่สุดใน  smooth endoplasmic reticulum (SER) รองลงมา
คือ  rough endoplasmic reticulum (RER) พบจํานวนนอยในผนังของ nucleus , lysosomes 
และ golgi apparatus สําหรับในเซลลของเนื้อเยื่อบางชนิด เชน รก และเนื้อชัน้นอกของตอม
หมวกไต  พบมี Cytochrome P450  มากใน   mitochondria    โดยทําหนาที่พเิศษเกี่ยวของกับ  
เมตาบอลิสมของ steroid hormone เทานัน้ 
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                         การเรียกชือ่วา Cytochrome P450 ก็เนื่องมาจาก  Cytochrome (pigment) ถูก 
reduce และเกิด complex กับคารบอนมอนอกไซด(CO) แลวให peak ของ spectrum ที ่450 nm 

Cytochrome P450 มีลักษณะเปน superfamily มีหลาย  isozymes เนื่องจากมี
ความแตกตางในการจัดลําดบั (sequences) ของกรดอะมิโนในสายโปรตีน แตละ family จะมี
ความจาํเพาะเจาะจงตอ substrate ที่แตกตางกนั  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 อาจเกิดไดจากมกีารจําลองของ 
gene (gene duplication) ขึ้นมาใหม ซึ่งมีผลใหเกดิการแสดงออกของ CYP450 ที่มากขึน้,      
การไดรับสารจากภายนอก(xenobiotics) ที่มีผลเหนีย่วนําการสังเคราะหเอนไซมหรือ xenobiotics 
ที่ไดรับมีผลกระตุนการทํางานของเอนไซมที่มีอยูเดิม (preexisting enzyme)  

                     Inducer บางชนิดสามารถเหนีย่วนําไดหลายเอนไซม เชน indole-3-carbinol (13C)  
อนุพนัธกลุม 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 ไดแก 3-methylcholanthrene , phenobarbital, 
pregnenolone-16α-carbonitrile(PCN) และ clofibric acid ซึ่ง  inducer แตละตัวจะทาํงานโดย
มี tras-acting factors ซึ่งเปนสวนของ   ligand-activated receptors ที่แตกตางกันดังตารางที ่3
และ ligand-receptor complex ที่เกิดขึน้จะจับกับสวนของ cis-acting factors หรือ response 
elements  บน DNA มีผลตอการ 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 

                         สารในกลุม polycyclic aromatic hydrocarbons เชน 3-methylcholanthrene, 
benzo[a]pyrene เปน inducer ที่สําคัญของ  CYP1A subfamily รวมถึงสารกลุม flavones      
(β-naphthoflavone),polyhalogenated aromatic hydrocarbons (เชน TCDD , 3,3’,4,4’5,5’-
hexachlorobiphenyl) , acid condensation products ของ  indole-3-carbinol (13C) และยา 
เชน chlorpromazine, phenothaizine, clotrimazole, ketococonazole, miconazole และ 
isosafrole  

                        จากการศึกษาการให 3-methylcholanthrene (3-MC) ในหนูขาวมีผลเหนี่ยวนํา 
CYP1A1 และ CYP1A2 (>20 เทา) เมื่อเปรียบเทยีบกับหนูที่ไมไดรับสาร ซึ่งจะพบระดับของ 
CYP1A1 และ CYP1A2 ไดนอยมาก จากการศึกษาในระดับโมเลกุลพบวาการเหนี่ยวนาํ CYP1A1
จะเกี่ยวของกบัการการกระตุน transcription ของ CYP1A1 gene มีผลเพิ่มระดับของ mRNA และ
การสังเคราะหโปรตีนขึ้นมาใหม โดยการกระตุนการทํางานของ Ah receptor ซึ่งเปน cytosolic 
receptor ที่จะจบักับสารกลุม aromatic hydrocarbons นี ้ 

                        ในสภาวะปกติ (inactivate form) Ah receptor จะจับอยูกับ heat shock protein 
(hsp90) ภายใน cytosol เมื่อมีการจับกนัระหวาง ligand และ receptor heat shock protein จะ
แยกออกจาก receptor เกิด phosphorylation โดย tyrosine kinase จากนัน้ ligand-receptor 
complex ที่เกิดขึ้นจะเคลื่อนไปยัง nucleus รวมตัวเปน heterodimer complex กับ Arnt         
(Ah receptor-nuclear translator) ได Ah receptor-Arnt complex ซึ่งจะไปจบักับสวนของ 
regulatory sequences หรือ xenobiotic responsive elements (XRE) มีผลกระตุนการ 
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transcription ของ CYP1A1 gene และ genes อ่ืนๆ ที่มี XRE หรือ XRE-like sequences ในสวน
ของ enhancer region (เชน CYP1A2 , DT-diaphosase , glutathione S-transferase , UDP-
glucuronyltransferase (UGT1A6,UGT1A7) และ aldehyde dehydrogenase) 

                      การศึกษาการเหนี่ยวนํา CYP2B1 โดยการให phenobarbital ซึ่งเปน inducer ที่
สําคัญของ CYP2B subfamily พบวา อาจทาํงานโดยการจับกับ  CARβ receptor ซึ่งจะ เกิดการ 
dimerization  กับ retinoid X receptor (RXR) ซึ่งเปน nuclear receptor ที่ถูกกระตุนโดย 9-cis-
retinoic acid จากนั้น complex ที่เกิดขึ้นจะจับกับ phenobarbital-responsive element (PBRE) 
บน DNA มีผลกระตุนการ transcription ของ CYP2B1 gene เพิ่มระดับของ mRNA และการ
สังเคราะหโปรตีน 

 กลไกการทํางานของ Cytochrome P450  ใน mixed function oxidation 

Cytochrome P450 เปนตําแหนงที ่ substrate และออกซิเจน เขาจับใน
กระบวนการเกิดปฏิกิริยาโดย  MFO  ซึ่งกลไกการทาํงานของ  Cytochrome P450 ที่นาจะเปนไป
ไดในปฏิกิริยา ดังกลาวอาจสรุปเปนขั้นตอนไดดังนี้ (รูปที่ 10) 

                        a.  การจับกันระหวาง substrate และ oxidized form ของ Cytochrome P450 
(ferric,Fe3+) ขั้นตอนนี้เกิดขึ้นเร็วมากโดยไมจําเปนตองอาศัยอิเลก็ตรอนจาก NADPH  

                        b. อะตอมของเหล็กในโมเลกุลของ Cytochrome ถูก reduce ใหอยูในรูปของ 
ferrous (Fe2+) โดย NADPH-Cytochrome P450 reductase ปฏิกิริยานี้ตองการ    
phosphatidylcholine  

                        c.  การรวมตัวของ  complex  จาก  b   กับออกซิเจน ได  ternary complex 

                        d. เกิดการเปลี่ยนแปลงของอิเล็กตรอนภายในโมเลกลุของ complex จาก c  
กลายเปน superoxide radical จับอยูกับ  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 กลไกการทาํงานทีน่าจะเปนไปไดของ Cytochrome P450 ใน mixed function oxidation   

                                                     (พรเพญ็ เปรมโยธนิ, 2529) 

ปฏิกิริยา Phase II (Phase II reaction or Conjugation reaction) 

เปนปฏิกิริยาสงัเคราะห โดยสารที่ไดรับจากภายนอกรางกาย (xenobiotics) เชน 
ยา, สารเคมีตางๆ หรือ เมตาบอไลทของยา สารเคมีซึง่ม ี functional group ที่เหมาะสมภายใน
โมเลกุล ได conjugate กับโมเลกุลของสารภายในรางกาย (endogenous molecule) เชน 
glucuronic acid , glutathione , glycine ฯลฯ แลวไดเปน conjugated  substance ทาํใหได
อนุพนัธที่มีขั้วมากขึ้นหรือละลายน้ําได สามารถถูกขับออกจากรางกายไดทางน้ําดหีรือปสสาวะ ซึ่ง
เปนปฏิกิริยาในการทําใหสารนั้นหมดฤทธิ์ (detoxification) 

ปฏิกิริยาที่สาํคัญใน phase II ไดแก glucuronidation , sulfation , glutathione  
conjugation ฯลฯ ซึง่ในแตละปฏิกิริยาจะถูก catalyze ดวยเอนไซมที่แตกตางกนัและทาํปฏิกริิยา
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 

เปนปฏิกิริยาที่มีความสําคญัและพบมากในการกาํจัดยาที่ละลายในไขมัน (lipid- 
soluble drug) ,สารเคมีจากสิ่งแวดลอม (environmental chemical) ,เมตาบอไลทที่เกิดขึ้นจาก 
phase I reaction ซึ่งมกัจะเปนสารจาํพวก highly carcinogenic, mutagenic , teratogenic และ
สารภายในรางกาย (endogeneous compound) เชน bilirubin , thyroxin , steroid hormones 
ฯลฯ (Bock et al., 1979) โดยยาหรือเมตาบอไลทของยาหรือสารที่ไดรับจากภายนอก conjugate   
กับ UDP-glucuronic acid  ซึ่งเปน endogenous substance ภายในรางกาย จากการกระตุน
ปฏิกิริยาโดยเอนไซม UDP-glucuronyltransferase ดังสมการ 

 XOH  +  UDP-glucuronic acid                XO-glucuronide  +  UDP 

                       UDP-glucuronyltransferase พบในสวนของ microsomal fraction ภายในเซลล
ตับ , ไต , ลําไสเล็ก , Adrenal gland , ผิวหนัง , ปอด และ มาม  glucuronide  conjugates ที่
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เกิดขึ้นจะถกูขับออกจากรางกายทางน้าํดีและทางปสสาวะ ซึง่ขึ้นกับขนาดของ aglycone ที่เกิดขึ้น 
ในหนูขาว glucuronides ที่มีขนาดของโมเลกุล < 250 จะถูกขับออกทางปสสาวะสวน 
glucuronides ที่มีขนาดของโมเลกุล > 350 มักถกูขับออกทางน้าํด ี  substrate ของเอนไซมเปน
สารพวก phenols , alcohols , carboxylic acids , hydroxylamines , sulfonamides ซึ่ง 
glucuronide conjugate จะทําปฏิกิริยาโดยการจับที่ตําแหนงของ  O ,N, S ,C atom 

                          UDP-glucuronyltransferase มีลักษณะเปน superfamily มีหลาย isozymes 
ในหนูขาวแบงออกเปน 2 gene families ไดแก UGT1 และ UGT2 โดย UGT1 แบงเปน UGT1A 
subfamily ซึ่งประกอบดวย 7 isozymes ไดแก UGT1A1 , 1A2 , 1A3 , 1A5 , 1A6 , 1A7 และ 
1A8 ใน UGT2 สามารถแบงออกไดเปน UGT2A และ UGT2B subfamilies ซึ่ง UGT2A (พบมาก
ใน olfactory epithelium) ประกอบดวย  UGT2A1  สวน  UGT2B (พบมากในตับ และ 
extrahepatic tissues) ประกอบดวย 6 isozymes ไดแก UGT2B1 , 2B2 , 2B3 , 2B6 , 2B8 , 
2B12 (Klaassen, 2001) 

                         การเหนี่ยวนําเอนไซมเกดิจากผลการกระตุนโดยสาร หรือ xenobiotics ที่ไดรับซึ่ง
มีผลตอการ transcription ของ  UGTs gene เพิ่มระดับของ mRNA และการสังเคราะหโปรตีน ซึ่ง
UGTs isozymes ที่เกิดขึ้นจะมี substrate ที่มีความจาํเพาะเจาะจงแตกตางกนัได 

                         จากการศึกษาพบวา UGT1 family จะถูก encode จาก single gene โดยมีการ
สรางขึ้นจากการเปลี่ยนแปลงในสวนของ first exon (variable region) ซึ่งจะทาํงานรวมกนัแบบ 
cassette fashion กับสวนของ exons 2-5 (constant region) ในหนูขาว  UGT1A gene locus ใน
สวนของ first exon จะประกอบดวย 8 versions แตจะสราง UGT1A เพียง 7 isozymes เนื่องจาก
ในสวนของตําแหนงที่ 4 บน first exon เปน pseudogene จึงทาํใหไมพบ UGT1A4 ในหนูขาว
สวน UGT2 family (UGT2A และ  UGT2B) ทั้งหมดจะถูก encode จาก  distinct gene ซึ่งจะมี
ความจาํเพาะเจาะจงตอการสราง isozymes แตละตัว 

                         การเหนี่ยวนําเอนไซม UGT โดย 3-MC พบวามีผลตอ UGT1 locus โดยกระตุน
การสรางเอนไซมที่มีความจาํเพาะในการเกิด conjugation ของ planar molecules เชน             
1-naphthol (UGT1A6,UGT1A7) สวน phenobarbital และ clofibric acid จะกระตุนการสราง
เอนไซมทีม่ีความจําเพาะในการเกิด conjugation ของ bilirubin (UGT1A1) นอกจากนี ้
phenobarbital ยังสามารถเหนี่ยวนาํการทํางานของ UGT2B1 ซึ่งจะเกิด conjugation กับ 
bilirubin ได 



 

 

25

                         จากลักษณะการทาํงานของ UGT1 gene  locus นี้จะเหน็ไดวา UGT1 enzymes 
ที่เกิดขึ้นจะถูกสรางจากการจับของ substrate ที่ substrate binding site ที่แตกตางกนัมีผลให
เกิด multiple copies ในสวนของ first exon (variable region) ซึ่งจะทาํงานรวมกับสวนของ 
exons 2-5 (constant region) ซึ่งจะมีผลตอการสังเคราะหโปรตนีทีม่ีความจาํเพาะตอ substrate 
ที่แตกตางกัน 

                         ในการทดลองสวนใหญใช 1-naphthol เปน substrate สารมีคุณสมบัติ highly 
lipid soluble เมื่อเกิดปฏิกิริยาจะได 1-naphthol glucuronide ซึ่งสามารถตรวจวิเคราะหโดยการ
ใช radiochemical & fluorimetric assay ซึ่งเปนวธิทีีม่คีวามแมนยํา และมี sensitivity สูง  

Glutathione Conjugation 

                        ปฏิกิริยาจะถูกกระตุนดวยเอนไซม  glutathione S-transferase  ซึ่งพบมากใน 
cytosol  เอนไซมนี้มีบทบาทสําคัญในกระบวนการกาํจดัพิษ (detoxification) โดยเฉพาะสารพวก 
electrophilic xenobiotics และเมตาบอไลทจําพวก electrophile ที่ไดัจากกระบวนการเมตาบอ-  
ลิสมของ phase I reaction โดยเอนไซมในกลุม mixed function oxygenases (Mannervik and 
Danielson, 1988; Pickett and Lu, 1989; Hayes and Pulford, 1995) และยังมีบทบาทตอสาร
จําพวก alkylating agents ซึ่ง product สุดทายของปฏิกิริยาจะไดสาร mercapturic acid  
(Habig et al, 1974) ปฏิกิริยา glutathione Conjugation เกิดขึ้นโดยการ conjugate ระหวาง
สารประกอบจาํพวก electrophilic substrates และ reduced glutathione (GSH) ซึ่ง 
electrophilic substrates ที่พบไดแก  antibiotics , vasodilators , herbicides , insecticides , 
analgesics, anticancer agents และ carcinogens  

                       Glutathione Conjugation สามารถแบงไดเปน 2 reactions ไดแก 
displacement  reactions โดย GSH จะเขาแทนที่ตําแหนงของ electron-withdrawing group 
ของสาร และ  addition reactions โดย GSH จะถกูรวมเขาไปที่ตําแหนงของ activated  double 
bond หรือ strained ring system  ใน displacement reactions จะเกิดกบั substrate ที่
ประกอบดวย halide, sulfate , sulfonate , phosphate หรือ nitro group ซึ่ง displacement  
reactions จะเพิ่มข้ึนเมื่อ substrate มี electron-withdrawing group ไดแก -F , -Cl , -Br , -I ,     
-NO2 , -CN , -CHO และ -COOR 

                  ในการทดลอง in vitro มักใช 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) เปน substrate 
(aromatic substrates) ซึ่งปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นดังสมการ (รูปที่ 11) โดยจากการศึกษาพบวา          
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1-chloro-2,4-dinitrobenzene สามารถทําปฎิกิริยาไดกับทุก form ของ glutathione S-
transferase เชนเดียวกับ 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 โดยปกติจะพบในเซลลไดมากถงึ 10% ของโปรตีนที่
พบภายในเซลลทั้งหมด จากการศึกษาทีผ่านมา พบวาในตับหนูขาว glutathione S-transferase 
(rGST) สามารถแบงออกไดเปน 4 classes   ไดแก  A , M , P และ T  (alpha,mu,pi และ theta)  
โดย rGSTA สามารถแบงออกไดอีกอยางนอย 5 subunits ไดแก  rGSTA1- rGSTA5 (อาจเรียกวา 
Ya1, Ya2 ,Yc1, Yk ( Yα) และ Yc2 )ซึ่ง rGSTA1 และ rGSTA2 (หรือ ligandin) พบไดมากในตับ
และไต , rGSTM แบงออกไดเปน 6 subunits ไดแก rGSTM1- rGSTM6 ,  rGSTP ในหนูขาวพบ
เพียง 1 subunit คือ rGSTP1 ซึ่งจัดเปน preneoplastic antigens โดยพบการทํางานของเอนไซม
มากเมื่อไดรับ chemical-induced tumors สวน rGSTT พบได 3 subunits ไดแก rGSTT1- 
rGSTT3 จากการศึกษา GST ใน alpha และ mu classes จะถูกเหนีย่วนาํการทาํงานได (2-3 เทา) 
โดย 3-MC ,phenobarbital , corticosteroids , oltipraz และ antioxidants (เชน ethoxyquin 
และ butylated hydroxyanisole) (Klaassen, 2001) 

กลไกการเกิดพิษตอตับ 

ยาหรือสารเคมีที่มีผลทําใหเกิดพิษตอตับ (hepatotoxicant) สามารถแบงไดตาม
กลไกการออกฤทธิ ์ ไดแก intrinsic และ idiosyncratic โดยพิษทีเ่กิดขึ้นจากสารเหลานีค้ือ 
cytotoxic (ซึ่งจะนําไปสูการเกิด necrosis) และ cholestatic  (ซึ่งจะนําไปสูการเกิด fatty liver)
หรือทั้งสองอยาง 
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                            สารพวก intrinsic ยังสามารถแบงออกไดเปน 

                        1. Direct toxicants:- เปน cytotoxic agents ที่ทําใหเกิดอันตรายตออวัยวะอืน่
ดวยนอกจากตับ ซึ่งอันตรายทีเ่กิดขึ้นจะเกิดกับ organelles ภายในเซลล พิษจะเกิดขึ้นถงึแมจะ
ไดรับสารชวงระยะเวลาสัน้ๆ และจะเกิดการบาดเจ็บตอเซลลมากขึน้เมื่อเพิ่มขนาดของสาร (dose 
dependent injury) ตัวอยางของสารกลุมนี้ไดแก CCl4 , chlorinated hydrocarbons และโลหะ
หลายชนิด พษิที่เกิดมักเปน necrosis โดยมี steatosis หรือ fatty liver รวมดวย 

                         2. Indirect toxicants:- เปนสารที่ทาํใหเกิดพษิตอตับโดยไปทําใหการทาํงานของ 
metabolic routes ที่เฉพาะเจาะจงเสียไป การเกิดพษิจะมี selectivity และตองไดรับสารเปนระยะ
เวลานาน สารในกลุมนี้เชน ethanol , tetracycline ,contraceptive , steroid ฯลฯ โดยลักษณะ
ของพิษที่เกิดขึ้นจะเปนการเกิด necrosis หรือ  fatty liver 

Fatty liver 

เปนสภาวะที่ตบัมีปริมาณของไขมันมากกวา 5% โดยน้ําหนกั ซึง่เกิดจากการ
เปลี่ยนแปลงเมตาบอลิสมของไขมันโดยสารหลายชนิด หรือจากการขาดสมดุลทางโภชนาการหรือ
จากโรคบางชนิดซึ่งทําใหเกดิการสะสมทีผิ่ดปกติของไขมันโดยเฉพาะพวก triglycerides 

กลไกการเกิด fatty liver จะแตกตางกนัออกไปขึ้นอยูกับสารที่เปนตนเหต ุ โดย  
กลไกทีน่าเปนไปได เชน การมีกรดไขมันมาที่ตับมากเกินไปซึ่งอาจเกิดจากสารที่ไดรับการกระตุน
ใหเกิดการสลายตัวของไขมนัจากเนื้อเยื่อไขมัน ทาํใหเกดิการสะสมของกรดไขมันอิสระภายในตับ , 
การลด oxidation ของกรดไขมัน , การลดการสรางและหลั่ง VLDLP , การเกิด lipid peroxidation 
ฯลฯ 

Liver necrosis 

                      เปนการตายของเซลลตบัซึ่งมีสาเหตุมาจากการยับยัง้กระบวนการเมตาบอลิสม
ที่มีความจาํเปนตอเซลล อยางนอยหนึง่กระบวนการ เชน การถกูทําลายของ nucleus และ 
endoplasmic reticulum ซึ่งทําใหเกิดการยับยั้งการสราง DNA , RNA และ โปรตีน หรือการยับยั้ง
การควบคุมและการสรางพลังงานของ mitochondria เปนตน 

                        กลไกการเกดิ liver necrosis อาจเกิดขึน้ไดจากการถกูทําลายของ mitochondria, 
จากการที่สารไปทําลาย nucleus และ endoplasmic reticulum ทําใหการสราง DNA , RNA และ 
โปรตีน ถกูยับยั้ง , หรือในบางครั้งอาจเกิดจากเมตาบอไลทจําพวก alkylating , arylating หรือ 
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acylating derivatives ทีส่ามารถจบักบัโมเลกุลตางๆในเนื้อเยื่อแบบ covalent binding ได 
นอกจากนีก้ารเกิด lipid peroxidation ก็เปนสาเหตุซึ่งทาํใหเกิดการบาดเจ็บของเซลลแบบนี้ได 

                          จะเห็นไดวาการเกิด lipid peroxidation เปนกลไกที่เปนสาเหตทุําใหเกิดการ
บาดเจ็บของเซลลไดทั้งการเกิด fatty liver และ liver necrosis โดย lipid peroxidation เปน
กระบวนการทีม่ีหลายขั้นตอน เร่ิมดวย initiation , propagation และ termination (รูปที่ 12) 

                         ในปฏิกิริยา initiation เมื่อม ี radical อิสระเกิดขึ้นจากเมตาบอลิสมของ 
hepatotoxicants บางตวั radical อิสระนี้จะไปแยงที ่ hydrogen ของ methylene carbon ใน
โมเลกุลของ polyunsaturated lipid (LH)  ได radical อิสระของ lipid (L.)  lipid radical นี้ไมคง
ตัวจะเปลี่ยนแปลงตอไปเปน diene configuration  ซึง่จะจับกับ oxygen อยางรวดเร็วไดเปน lipid 
peroxy radical (LO2

.) ซึ่งสามารถไปไลที ่ hydrogen ออกจากโมเลกุลของ unsaturated fatty 
acids ที่อยูใกลเคียง ทาํให hydroperoxide และ lipid radical ตัวใหม  กระบวนการกระตุนให
เกิดปฏิกิริยาตอเนื่องดวยตัวของมันเองนี ้ คือ propagation ซึ่งจะทําใหเกิด lipid peroxidation 
ขยายวงกวางออกไปอีก hydroperoxide ที่เกิดขึ้นไมคงตัวมักสลายได lipid radical เมื่อไมมี
โมเลกุลของ unsaturated fatty acids เหลืออยูปฏิกิริยา termination กจ็ะเกิดขึ้นไดผลเปน 
nonradical products ซึ่งจะหยุดกระบวนการทั้งหมดของ lipid peroxidation 

                         ผนังภายในเซลลมีปริมาณของกรดไขมันไมอ่ิมตัว (unsaturated fatty acids) อยู
สูงจึงมกัเปนเปาหมายของการโจมตีจาก lipid peroxidation ทาํใหผนังเซลลสูญเสียความคงตวั มี
ผลเพิ่มการซึมผานของผนังเซลล ทําใหไมสามารถทําหนาที่ไดตามปกติ เกิดการตายของเซลล และ
นอกจากนี้สารตางๆที่เกิดขึ้นจากการเกิด lipid peroxidation เชน aldehyde มักเคลื่อนไปยัง
อวัยวะอืน่ ซึ่งอาจทาํใหเกิดพิษตออวัยวะนั้นๆไดเชนกัน 
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รูปที่ 12  แสดงกระบวนการเกิด  lipid  peroxidation  (Buege and Aust, 1978) 
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บทบาทของ Glutathione (GSH) 

               Glutathione เปน non-protein thiol ที่มีความสําคัญมากที่สุดในเซลลของสัตว   เซลล
ของพืชสวนใหญและแบคทีเรีย ในเซลลของสัตวเลี้ยงลูกดวยนมจะมีความเขมขนของ glutathione 
ในปริมาณสูง ซึ่งสวนใหญจะอยูในรูป thiol (GSH) ผสมกับ disulfides (G-SS-protein) และ 
thioethers สวนนอยอยูในรปูของ glutathione disulfide (GSSG) 

                    Glutathione พบไดมากใน cytoplasm มีบทบาทสาํคัญโดยเกี่ยวของกับการรักษา
ความคงตวัของผนงัเซลลและกลามเนื้อ การสังเคราะหโปรตีนและ DNA การเปลี่ยนรูปรางของ
โปรตีนและสมรรถนะของเอนไซม   และการหลัง่ของ neurotransmitter บางตัว นอกจากนี้ 
glutathione ยังมีบทบาทที่สาํคัญคือ บทบาทเกีย่วกับกระบวนการเมตาบอลสิมของยา โดยที ่
glutathione (GSH) เปน strong nucleophile ทําใหสามารถจบักบัยาหรือเมตาบอไลทของสาร
หรือยาที่เปน electrophile โดยมีเอนไซม glutathione S-transferase เปนตวักระตุนและถูกทําให
อยูในรูป glutathione conjugate ซึ่งมีผลใหยาหรือเมตาบอไลทของสารหรือยานัน้หมดฤทธิ ์

บทบาทของ glutathione ในการทาํหนาที่เปน nucleophile 

                    การเกิด glutathione conjugate นี้จะถูกกระตุนดวยเอนไซม glutathione S-
transferase ซึ่งเปนกลุมเอนไซมทีพ่บภายในเซลลเปนสวนใหญ นอกจากนี้อาจพบอยูในรูปที่เกาะ
อยูที่ผนงัของ endoplasmic reticulum ซึ่งจะมี low affinity ตอ electrophiles โดยเอนไซมนี้
สามารถรวมตวักับยาไดเปนจํานวนมากและสมรรถนะของเอนไซมถูกกระตุนใหเพิ่มข้ึนไดดวยยา
และสารหลายตัว 

                  Glutathione(GSH) สามารถรวมตัวกับ electrophiles ไดหลายรูปแบบ electrophiles 
ซึ่งจับกับ glutathione สวนใหญเปนสารนอกรางกายและมักเปนเมตาบอไลททีเ่กิดจากปฏิกิริยาที่
เปลี่ยนแปลงโดย  Cytochrome P450 monooxygenase system ใน endoplasmic reticulum 
ของเซลลสัตวเลี้ยงลูกดวยนม ตัวอยางที่สําคัญไดแก paracetamol ซึ่งถูกเปลี่ยนแปลงโดย 
Cytochrome P450 monooxygenase system ไดสารพวก electrophilic intermediate ซึ่งจะจับ
กับ glutathione (GSH) ไดสารประกอบของ glutathione conjugate โดยพิษตอตับของ 
paracetamol นี้จะมีความรุนแรงมากขึ้นหากมกีารลดปริมาณของ glutathione ภายในเซลล 
ดังนัน้ปริมาณของของ glutathione ภายในเซลลจึงเปนตัวจกัรสําคัญในการปองกนัพษิจาก 
electrophilic drug metabolite ซึ่งสามารถไปจับและรวมตัวกับโมเลกุลที่สาํคญัและจําเปนตอ
การมีชีวิตอยูของเซลล 
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                      ในการศึกษาถึงผลของสาร barakol ตอเซลลตับอิสระ (isolated rat hepatocytes) 
ซึ่งจะดูผลของสารตอการเปลี่ยนแปลงของระดับ reduced glutathione (GSH) ภายในเซลล และ
ดูผลตอการเกดิภาวะ lipid peroxidation โดยวิเคราะหหาปริมาณของ malondialdehyde (MDA)  
รวมทัง้การดูผลของสารตอ membrane integrity โดยการตรวจวัดปริมาณของ alanine 
aminotransferase (ALT) และ aspartate aminotransferase (AST) ซึ่งเปนเอนไซมที่ถกูสรางขึน้
ภายในตับ และจะถูกปลอยออกมามากขึน้เมื่อเกิดอนัตรายตอเซลลตับ 
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บทที่  3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
สารเคมี-อุปกรณ และ วิธีดําเนินการวิจัย 
1. สัตวทดลอง 

หนูขาว เพศผู พันธุวิสตาร (Wistar) 
น้ําหนกัระหวาง  200 – 250 กรัม 
จากสํานักสัตวทดลองแหงชาติมหาวทิยาลัยมหิดล ตําบลศาลายา อําเภอนครชัยศรี จังหวัด

นครปฐม 
2. สารเคมี และ เครื่องมือ 

สารที่ตองการศึกษา คือ anhydrobarakol hydrochloride สกัดไดจากใบออนของขี้เหล็ก     
ในหองปฏิบัติการเภสัชเวท คณะเภสัชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย สกัดโดย            
รศ. ชัยโย   ชัยชาญทพิยทุธ 

สารเคมีที่ใชในการศึกษา  
บริษัท คลนิิคอลไดแอคโนติคส  ประเทศไทย 

SGOT (AST) & SGPT (ALT) Sets 
บริษัท อี เมอรค ประเทศเยอรมันน ี

       Ammonium  acetate  
  Chloroform 

       Diethylether 
       Hydrochloric acid 

บริษัท ลีโอ ฟารมาซูติคอล ประเทศเดนมารค 
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 แกส 

     Carbogen  gas  (O2 95%,CO25%) 

-    เครื่องมือทีใ่ชในการศึกษา 
AutoPipetts    ขนาด 20 , 100 , 200 , 1000  µl และ 10 ml 

Centrifuge   
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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 

     หองปฏิบัติการวิจยัภาควชิาเภสัชวทิยา  คณะเภสัชศาสตร  จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย 

4. การเตรียมสารในการวิจยัและวิธีการทดลอง 

           1. การเตรียม  anhydrobarakol  hydrochloride  solution  นํา  anhydrobarakol  
hydrochloride  ละลายในน้ํากลัน่ ตามความเขมขนทีต่องการศึกษา คือ  0.025 , 0.05 , 0.075 , 
0.10 และ 0.15 mM  ซึ่งสารละลายที่ไดจะเตรียมและใชภายในไมเกิน 1 ชั่วโมง และปองกนัการ
ถูกแสงโดยหอหุมดวย aluminium foil 
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           2.  การเตรียมสารละลายที่ใชในการเตรียมเซลลตับอิสระของหนูขาว 

                 การเตรียมเซลลตับอิสระของหนูขาวใชวิธีของ  Berry and Friend (1969)  ตอมา 
Stacey and Priestly (1978) ไดทําการปรับปรุงเปลี่ยนแปลงใหเหมาะสม โดยใช Modified 
Kreb’s and Henseleit Physiological (1932) ซึ่งจะอุนที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสและให 
carbogen gas  ตลอดเวลา 

 วิธีการเตรียมสารละลายมีดังนี ้  

 สารละลาย A : Calcium free medium   (pH 7.4)   ประกอบดวย 

  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  ตางหากแลวนาํมาผสมกับสารละลายที่เหลือ) 

             สารละลาย B : Calcium  buffer  solution  (pH 7.4)  ประกอบดวย 

  CaCl2.2H2O                                  0.0357  กรัม 

  Calcium  free  medium  to           150.0    มล. 

                   สารละลาย C : Cleaning  solution  (pH7.4)  ประกอบดวย 

  [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)  ประกอบดวย 

  [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)  ประกอบดวย 

  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. ใชประมาณ 3 มล. ใน MEM 96 มล.) 

               3.  การเตรียมเซลลตับอิสระของหนูขาว  (Preparation of isolated rat hepatocytes)                   
มีขั้นตอนดังนี ้

3.1   ดมสลบหนูขาวดวย  diethylether  ผาตัดเปดหนาทอง  เพื่อสอดทอแคนูลาเขา 

portal  vien    

                   3.2  Two  step  perfusion  โดยใช  calcium  free  medium  ไหลผานตับแบบไหล
ทิ้ง (nonrecirculating  perfusion) ทําการตัดตับออกจากตัวหนูขาวหลังจากนั้นใช  collagenase  
solution  [2]  ไหลผานตับแบบไหลเวียนซ้าํ  (recirculating  perfusion)  เปนเวลา  10  นาท ี

                  3.3  Disruption  of  collagenase-perfused  liver  แกวงใหเซลลตบัหลุดเปนอสิระ
ใน collagenase  solution  [2]  แบงใสใน  Erlenmeyer  flask (250 ม.ล.)  2 ขวด  ลางดวย  
collagenase  solution  [1]  เขยาใน  metabolic  shaker  bath  (150 คร้ัง/นาท)ี  ที่อุณหภูม ิ 37  
องศาเซลเซยีส โดยให  carbogen  gas  ตลอดเวลานาน 10 นาที  หลังจากนั้นนาํไปกรองผานผา
กรองไนลอน 2 คร้ัง และลางเอาเซลลออกใหมากที่สุดดวย  cleaning  solution  [1] 

                 3.4 Purification  of  parenchymal  cells  นําเซลลตับอิสระแขวนลอยไปปนแยก  
parenchymal  cells  ที่ความเร็ว  1,000  รอบตอนาที เปนเวลา 30 วินาที  2 คร้ังโดยลางเซลลตบั
อิสระแขวนลอยดวย  cleaning  solution [2]  ในขั้นสุดทายเซลลตับอิสระจะแขวนลอยอยูใน  
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Eagle’s basal  medium  ซึ่งควรมีความหนาแนนของเซลลตับอิสระเทากับ 40 มก./มล.  (5-6x106 
เซลล/ซม.3)  สามารถคาํนวณไดดังนี้ 

               ปริมาตร  Eagle’s  basal  medium  ที่เติมในเซลลตับอิสระ  (มล.)  = 

                      จํานวนกรัมของเซลลตับอิสระ  x  ปริมาตร Eagle’s basal medium 1 มล. 

                                                 จํานวนเซลลตับอิสระ  0.04  กรัม 

                3.5 Trypan  blue  exclusion  test  ผสมเซลลตับอิสระแขวนลอย  50 µl  กับ 0.04% 
trypan  blue  50 µl  ตรวจนับจํานวนเซลลใน counting  chamber  ภายใตกลองจลุทรรศน 

                           %  Trypan  blue  exclusion  =  จํานวนเซลลเปน  x  100 

                                                                     จํานวนเซลลทั้งหมด 

โดยเซลลตับอิสระที่นาํมาใชในการทดลองควรมีคา  Trypan  blue  exclusion  index  เกนิ  90 % 

            3.6 การหาน้ําหนักเปยกของเซลลตับ  (wet  weight)  ผลของคาวัดสวนใหญจะคํานวณ
ตอหนวย  wet  weight  โดยนาํเซลลแขวนลอย 1 มล. ใสหลอดทดลองทีท่ราบน้ําหนัก                  
(2 ตัวอยาง) ไปปนแยกที่ความเรว็  3,000  รอบตอนาท ี เปนเวลา  15 นาท ี  เทสวนของเหลว     
ลอยตัว(supernatant) ทิ้งแลวคว่ําหลอดทดลองเปนเวลานาน 2 ชั่วโมง จากนั้นนาํไปชั่งหาน้าํหนัก
ที่เหลือ (มก./มล.) 

            3.7 Incubation  ของ  isolated  rat  hepatocytes  suspension  ในทกุการทดลองใช
เซลลตับอิสระแขวนลอยปรมิาตร 3 มล./ตัวอยาง ใสใน  Erlenmeyer  flask  ขนาด  25  มล. โดย
อุนใน  metabolic  shaker  bath  ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยให  carbogen gas 
ตลอดเวลา 

 

วิธีดําเนินการวิจัย 
                 1. ศึกษาผลของ anhydrobarakol hydrochloride  ตอการทํางานของ phase I 
enzyme ไดแก Cytochrome P450 (CYP2B,2C) ในเซลลตับอิสระที่แยกไดจากหนูขาว  (isolated 
rat hepatocytes) โดยแบงกลุมการศึกษาเปน 6 กลุม ดังนี ้

กลุมที ่1   control เปน isolated rat hepatocytes ที่ไดรับน้ํากลัน่ปริมาตร 0.1 มล. 

กลุมที ่2   เปน isolated rat hepatocytes  ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride 
solution ปริมาตร 0.1 มล. ความเขมขน 0.025 mM ใน cell suspension 3 มล. 



 

 

38

               กลุมที่ 3  เปน isolated rat hepatocytes  ทีไ่ดรับ anhydrobarakol hydrochloride    

               solution ปริมาตร 0.1 มล. ความเขมขน 0.05 mM ใน cell suspension 3 มล. 

กลุมที ่4   เปน isolated rat hepatocytes  ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride 
solution ปริมาตร 0.1 มล. ความเขมขน 0.075 mM ใน cell suspension 3 มล. 

กลุมที ่5   เปน isolated rat hepatocytes  ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride 
solution ปริมาตร 0.1 มล. ความเขมขน 0.10 mM ใน cell suspension 3 มล. 

กลุมที ่6   เปน isolated rat hepatocytes  ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride 
solution ปริมาตร 0.1 มล. ความเขมขน 0.15 mM ใน cell suspension 3 มล 

 การทดสอบผลตอ  aminopyrine  N-demethylase  activity  

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

                  1.นําเซลลตับอิสระแขวนลอยตวัอยางละ 3 มล. ผสมกบั 0.1 มล. ของ 5 mM 
aminopyrine ใน 0.1 M Tris buffer (pH 7.4)  และ  5 mM semicarbazide 

                  2. อุนที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส ใน metabolic shaker bath (150 คร้ัง/นาท)ี เปน
เวลา 30 นาท ี

                 3. ใส 1  มล.  ของ 10% TCA  (trichloroacetic acid)  ที่ละลายใน  0.25  N  HCl 
(hydrochloric acid) ผสมใหเขากนั นําไปปนแยกที่ความเร็ว 3000 รอบ/นาท ีเปนเวลา 5 นาท ี

                 4.ปเปตสวนของ supernatant มา 2 มล. ผสมกับ 2 มล. ของ Nash reagent 
(30%ammonium acetate + 0.4%acetyl acetone) แลวอุนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 10 นาท ี

                  5.นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 415 nm คํานวณคาของ 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 ปรับปริมาตรดวยน้าํกลัน่ใหได 100 มล. นําสารละลายทีเ่จือจางนี้มา 
0.25 มล. ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 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. ใสในหลอด
ทดลองปรับปริมาตรใหเปน 2 มล. ดวยน้ํากลั่น 

                  3.เติม 2 มล. Nash reagent (30 % ammonium acetate +0.4 % acetyl acetone )
แลวอุนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาท ี

                  4.นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 415 nm  plot standard curve 

                  

                  2. ศึกษาผลของ anhydrobarakol hydrochloride ตอการทาํงานของ phase II 
enzyme ไดแก UDP-glucuronyltransferase และ glutathione S-trasferase ในเซลลตับอิสระที่
แยกไดจากหนูขาว (isolated rat hepatocytes) โดยแบงกลุมการศกึษาเปน 6 กลุมดังนี ้

กลุมที ่1   control เปน isolated rat hepatocytes ที่ไดรับน้ํากลัน่ปริมาตร 0.1 มล. 

กลุมที ่2   เปน isolated rat hepatocytes  ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride 
solution ปริมาตร 0.1 มล. ความเขมขน 0.025 mM ใน cell suspension 3 มล. 

กลุมที ่3  เปน isolated rat hepatocytes  ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride 
solution ปริมาตร 0.1 มล. ความเขมขน 0.05 mM ใน cell suspension 3 มล. 

กลุมที ่4   เปน isolated rat hepatocytes  ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride 
solution ปริมาตร 0.1 มล. ความเขมขน 0.075 mM ใน cell suspension 3 มล. 

กลุมที ่5   เปน isolated rat hepatocytes  ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride 
solution ปริมาตร 0.1 มล. ความเขมขน 0.10 mM ใน cell suspension 3 มล. 

กลุมที ่6   เปน isolated rat hepatocytes  ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride 
solution ปริมาตร 0.1 มล. ความเขมขน 0.15 mM ใน cell suspension 3 มล. 

 การตรวจวัด UDP-glucuronyltransferase activity 

            ใชวิธีการของ Bock ,et al (1974) โดยนาํมาปรับปรุงเปลี่ยนแปลงเพื่อความเหมาะสมดังนี ้

                 1.นําเซลลตับอิสระแขวนลอยที ่ incubate กับ anhydrobarakol hydrochloride         
ที่ความเขมขนตางๆมาผสมกับสารละลาย 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.หลังจากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยใสสารละลาย 0.6 M glycine + 0.4 M 
trichloroacetic acid buffer , pH 2.2 ปริมาตร 1 มล. นาํสารละลายไปปนตกตะกอนที่ความเร็ว 
3000 รอบ/นาที นาน 5 นาท ี 

                3.ปเปตสวนใส (supernatant) 3 มล. ผสมกับ chloroform 3 มล. จากนั้นนําไปปน    
ตกตะกอนที่ความเรว็ 3000 รอบ/นาที นาน 5 นาที  

                4.ปเปตสวนน้ําใส (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 ที่ความเขมขน 
0.005 , 0.01 , 0.02 , 0.03 และ 0.04 mM 

                  2.ปเปต α–naphthyl β-D-glucuronide solution ความเขมขน 0.005 , 0.01 , 0.02, 
0.03 และ 0.04 mM  ปริมาตร 1 มล. ผสมกับสารละลาย 0.45 M NaOH ปริมาตร 2 มล. 

                  3.นําไปวัดคา 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.) แลวนําไปคํานวณเพื่อหา UDP-
glucuronyltransferase activity 

การตรวจวัด glutathione S-transferase activity  

        ใชวิธีการของ  Habig , et al (1974) โดยนาํมาปรับปรุงเปลี่ยนแปลงเพื่อความเหมาะสมดังนี ้

                 1.นําเซลลตับอิสระแขวนลอยที ่ incubate กบั anhydrobarakol hydrochloride ที่
ความเขมขนตางๆ มาปนแยกที่ความเร็ว 1000 รอบตอนาท ีนาน 5 นาท ี

                 2.นําสวนตะกอน (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 ไวที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 5 นาที จากนั้นนําไปปนแยกที่ความเรว็ 1000 รอบ/นาท ีเปน
เวลา 5 นาท ี



 

 

41

                  3.ปเปตสวนใส (supernatant) มาวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 340 nm โดยใช 
spectrophotometer  คํานวณหา GST activity จากคา extinction coefficient 9.6 M-1cm-1 

 

                  3. ศึกษาผลของ anhydrobarakol hydrochloride ในขนาดที่ใชในการทดลองที ่ 1 
และ 2 ที่มีตอการเกิดพษิตอเซลลตับอิสระที่แยกไดจากหนูขาว (isolated rat hepatocytes) โดย
แบงกลุมการศึกษาเปน 6 กลุม ดังนี ้

       กลุมที่ 1   control เปน isolated rat hepatocytes ที่ไดรับน้ํากลัน่ปริมาตร 0.1 มล. 

กลุมที ่2   เปน isolated rat hepatocytes  ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride 
solution ปริมาตร 0.1 มล. ความเขมขน 0.025 mM ใน cell suspension 3 มล. 

กลุมที ่3  เปน isolated rat hepatocytes  ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride 
solution ปริมาตร 0.1 มล. ความเขมขน 0.05 mM ใน cell suspension 3 มล. 

กลุมที ่4   เปน isolated rat hepatocytes  ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride 
solution ปริมาตร 0.1 มล. ความเขมขน 0.075 mM ใน cell suspension 3 มล. 

กลุมที ่5   เปน isolated rat hepatocytes  ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride 
solution ปริมาตร 0.1 มล. ความเขมขน 0.10 mM ใน cell suspension 3 มล. 

กลุมที ่6   เปน isolated rat hepatocytes  ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride 
solution ปริมาตร 0.1 มล. ความเขมขน 0.15 mM ใน cell suspension 3 มล. 

การวิเคราะห activity ของ เอนไซม ALT & AST  

                  เปนการตรวจวดั cell membrane integrity โดยอาศัยการตรวจวัด transaminase 
activity ตามวธิีการของ  Reitman and Frankel  (1957) โดยใชน้าํยาสาํเร็จรูป 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
ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 20 นาท ี

                  3. ใส 0.4 M NaOH 5 มล. ทุกหลอดทดลอง ผสมและตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมหิอง เปนเวลา 
5 นาท ี

                  4. นาํไปอานคาการดูดกลืนแสง  (absorbance)  ดวย spectrophotometer  ที่  ความ
ยาวคลืน่ 520 nm โดยใชน้ําเปน blank สําหรับ set 0 

                  5. plot curve ระหวาง ALT และ AST units กับคาการดูดกลืนแสงของแตละคา 
ลากเสนตอของแตละจุดจะได standard curve 

การวิเคราะห activity  ของเอนไซม ALT&AST มีข้ันตอนดังนี ้

                 1.ปเปตเซลลตับอิสระแขวนลอย 1 มล./ตัวอยาง มาปนแยกที่ความเร็ว 1000 รอบ/นาท ี
เปนเวลา 2 นาที เก็บสวนของเหลวใสเหนือตะกอน (supernatant) ไวใน microtube เพื่อนาํมา
วิเคราะหหา ALT & AST activity 

                  2.ใส ALT & AST substrate 0.5 มล. ในหลอดทดลองทกุหลอด 

                  3.นําไปอุนที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ี

                  4.เติมสวนของ supernatant ที่เก็บไวใน microtube ปริมาตร 0.1 มล./ตัวอยาง ผสม
แลวนําไปอุนที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 นาที สาํหรบั AST และเปนเวลา 15 นาที 
สําหรับ  ALT 
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                  5.เติม dinitrophenyldrazine 0.5 มล. ทุกหลอดทดลอง ผสมและตั้งทิง้ไวที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 20 นาท ี

                  6.เติม 0.4 M NaOH 5 มล. ทกุหลอดทดลองผสมและตั้งทิ้งไวที่อุณหภมูิหองเปนเวลา  
5 นาท ี

                  7.นําไปอานคาการดูดกลืนแสง (absorbance)  ดวย  spectrophotometer  ที่ความ
ยาวคลืน่ 520 nm โดยใชน้ํา เปน blank สําหรับ set 0 

                 8.นําคาการดูดแสงทีว่ัดไดไปหา activity ของ ALT & AST จาก standard curve 

การตรวจวัด reduced glutathione (GSH) 

                 ใชวิธีการของ Ellman (1959) ซึ่งปรับปรุงโดย Jollow, et al. (1977) โดยนําเซลลตับ
อิสระแขวนลอย 0.5 มล./ตัวอยาง ผสมกบั 4% sulfosalicylic acid 0.5 มล. ปนแยกที่ความเรว็ 
1000 รอบ/นาท ี เปนเวลา 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. นําไปวัดคาการ     
ดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลืน่ 412 nm (ความเขมขนของ GSH คํานวณจากคา 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./ตัวอยาง ผสมกับสารละลาย stock TCA-TBA-HCL (15% 
trichloroacetic acid + 0.375% thiobarbituric acid  ใน   0.25 N hydrochloric acid) ปริมาตร 
3 มล. นําไปอุนใน water bath ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี นําไปปน
ตกตะกอนที่ความเรว็ 1000 รอบ/นาที นาน 10 นาท ีนํา supernatant ไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลืน่ 535 nm (ความเขมขนของ malondialdehyde ที่เกิดขึ้นคํานวณจากคา extinction 
coefficient 1.56 x 105 M-1cm-1) 

การแสดงผลการทดลอง และการวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
                    การแสดงผลการทดลองแสดงเปน 2 ลักษณะ คือ 

          1.  แผนภูมิรูปแทง 

                2. ตาราง 
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                        การวเิคราะหขอมูลทางสถิติ 

                1. Mean  +  SEM : คาเฉลี่ยและคาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานใชในการนําเสนอ
ขอมูลของคาทางชีวเคม ี

                 2. ANOVA ทดสอบ โดยใช  LSD test สําหรบัขอมูลแตละกลุมกนัที่เวลาเดียวกนั  
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บทที่  4 
 

ผลการทดลอง 
  
                    ทําการทดลองโดยใชเซลลตับอิสระที่แยกไดจากหนูขาว (isolated rat hepatocytes) 
ซึ่งมีคาของ cell viability จากการวิเคราะหดวย Trypan blue exclusion index มากกวา 90 %  
 
                         1. การศึกษาผลของ anhydrobarakol  hydrochloride ตอการทํางานของ 
phase I enzyme ไดแก Cytochrome P450 (CYP 2B , 2C) ในเซลลตับอิสระที่แยกไดจากหนูขาว 
โดยวัดหา aminopyrine N-demethylase activity พบวา  anhydrobarakol  hydrochloride ใน
ความเขมขน 0.025 , 0.05 , 0.075 , 0.10 และ 0.15 mM ทําให aminopyrine N-demethylase 
activity มีคาสงูขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (p<0.05) (แผนภูมิที่ 1) 

 
             2. การศึกษาผลของ anhydrobarakol  hydrochloride ตอการทํางานของ 

phase II enzyme ไดแก UDP-glucuronyltransferase และ glutathione S-transferase ในเซลล
ตับอิสระที่แยกไดจากหนูขาว พบวา anhydrobarakol  hydrochloride ในความเขมขน 0.025 , 
0.05 , 0.075 , 0.10 และ 0.15 mM ทําให UDP-glucuronyltransferase มีคาลดลงเมื่อ
เปรียบเทียบกบักลุมควบคุม (p<0.05) (แผนภูมิที ่2) และทําให glutathione S-transferase มีคา
สูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (p<0.05) (แผนภูมิที่ 3) 

 
                          3. การศึกษาผลของ anhydrobarakol  hydrochloride ในขนาดที่ใชในการ
ทดลองที่ 1 และ 2 ที่มีตอการเกิดพษิตอเซลลตับอิสระที่แยกไดจากหนูขาว  โดยดูผลตอ cell 
membrane integrity จากการตรวจวัด activity ของ alanine aminotransferase (ALT) และ 
aspartate aminotransferase (AST) ซึ่งจะถกูปลอยออกมาจากเซลลตับอิสระ จากการทดลอง
พบวา anhydrobarakol  hydrochloride ในความเขมขน 0.025 , 0.05 และ 0.075 mM ไมเพิ่ม 
ALT activity ซึ่งตางจากความเขมขน 0.10 และ 0.15 mM ทีท่ําให ALT activity มีคาสูงขึ้นเมื่อ
เปรียบเทียบกบักลุมควบคุม (p<0.05) (แผนภูมิที ่4) 
                      
                         สําหรับ aspartate aminotransferase activity (AST activity) พบวา 
anhydrobarakol  hydrochloride ในความเขมขน 0.025 และ  0.05 mM  ไมเพิ่ม AST activity 
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แตความเขมขน 0.075 , 0.10 และ 0.15 mM ทําให AST activity มีคาสูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกบั
กลุมควบคุม (p<0.05) (แผนภูมิที ่5) 
                      
                      ในการศึกษาผลของ anhydrobarakol  hydrochloride ตอปริมาณของ reduced 
glutathione (GSH) ในเซลลตับอิสระของหนูขาว  พบวา anhydrobarakol  hydrochloride ใน
ความเขมขน 0.025 ,0.05 และ 0.075 mM มีผลไมแตกตางจากกลุมควบคุม แต anhydrobarakol  
hydrochloride ในความเขมขน 0.10 และ 0.15 mM ทําให GSH มีคาสูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกบั
กลุมควบคุม (p<0.05) (แผนภูมิที ่6) 
                       
                       ผลของ anhydrobarakol  hydrochloride ตอการเกดิ lipid peroxidation โดย
วิเคราะหปริมาณของ malondialdehyde (MDA) พบวา anhydrobarakol  hydrochloride ใน
ความเขมขน 0.025 , 0.05 , 0.075 ,0.10  และ  0.15 mM   ไมมีผลตอการเกิด lipid peroxidation 
เมื่อเปรียบเทยีบกับกลุมควบคุม (แผนภูมทิี่ 7) 
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แผนภูมิที่ 1  Aminopyrine N-demethylase activity จาก isolated rat hepatocytes  ที่ไดรับ 
Anhydrobarakol  hydrochloride (AH)  ความเขมขน  0.025 , 0.05 , 0.075 , 0.10  และ  0.15  
mM เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม เมื่อใหสารสัมผัสเซลลนาน 30 นาที ในการศึกษาผลของ 
Anhydrobarakol hydrochloride ตอการทํางานของ Cytochrome P450 (CYP2B,2C) ใน 
isolated rat hepatocytes (N=9 , Mean±SEM)  
 
 * แตกตางอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเทียบกับ Control 
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แผนภูมิที่ 2 UDP-glucuronyltransferase activity จาก isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ
Anhydrobarakol  hydrochloride (AH) ความเขมขน  0.025 , 0.05 , 0.075 , 0.10  และ  0.15  
mM เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม เมื่อใหสารสัมผัสเซลลนาน 1 ชั่วโมง ในการศึกษาผลของ 
Anhydrobarakol hydrochloride ตอการทํางานของ UDP-glucuronyltransferase (phase II 
enzyme) ใน isolated rat hepatocytes (N=9 , Mean±SEM) 
 
* แตกตางอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเทียบกับ Control 
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แผนภูมิที่ 3  Glutathione S-transferase activity จาก isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ 
Anhydrobarakol hydrochloride (AH) ความเขมขน 0.025 , 0.05 , 0.075 , 0.10 และ 0.15 mM
เปรียบเทียบกบักลุมควบคุม   เมื่อใหสารสัมผัสเซลลนาน  1  ชั่วโมง   ในการศึกษาผลของ 
Anhydrobarakol hydrochloride ตอการทํางานของ glutathione S-transferase (phase II 
enzyme)ใน isolated rat hepatocytes (N=9 , Mean±SEM) 

*แตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิต ิ(P<0.05) เมื่อเทียบกับ Control 
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แผนภูมิที่ 4 activity ของ Alanine aminotrasferase (ALT) ที่ปลอยจาก isolated rat 
hepatocytes ที่ไดรับ Anhydrobarakol hydrochloride (AH) ความเขมขน 0.025 , 0.05 , 0.075, 
0.10 และ 0.15 mM เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม เมื่อใหสารสัมผัสเซลลนาน 1 ชั่วโมง   ใน
การศึกษาการเกิดพิษของ Anhydrobarakol hydrochloride ตอ isolated rat hepatocytes (N=9, 
Mean±SEM) 
 
* แตกตางอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเทียบกับ Control 
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แผนภูมิที่ 5 activity ของ Aspartate aminotransferase (AST) ที่ปลอยจาก isolated rat 
hepatocytes ที่ไดรับ Anhydrobarakol hydrochloride (AH) ความเขมขน 0.025 , 0.05 , 0.075, 
0.10 และ 0.15 mM เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม เมื่อใหสารสัมผัสเซลลนาน 1 ชั่วโมง ใน
การศึกษาการเกิดพิษของ Anhydrobarakol hydrochloride ตอ isolated rat hepatocytes (N=9, 
Mean±SEM) 
 
* แตกตางอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเทียบกับ Control 
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แผนภูมิที่ 6  reduced glutathione contents (GSH) ใน isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ 
Anhydrobarakol hydrochloride (AH) ความเขมขน 0.025 , 0.05 , 0.075 , 0.10 และ 0.15 mM 
เปรียบเทียบกบักลุมควบคุม เมื่อใหสารสมัผัสเซลลนาน 1 ชั่วโมง ในการศึกษาการเกิดพิษของ 
Anhydrobarakol hydrochloride ตอ isolated rat hepatocytes (N=10 , Mean±SEM) 
 
* แตกตางอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเทียบกับ Control 
 
 
 
 
 
 
 
 

0.00

1.00

2.00

3.00

4.00

5.00

6.00

Control AH0.025mM AH0.05mM AH0.075mM AH0.1mM AH0.15mM

Concentration

Re
du

ce
d g

lut
ath

ion
e c

on
ten

t 
(m

icr
om

ole
/g 

we
t w

eig
ht)

 *
 *



 

 

53

 

 
 
 
แผนภูมิที่ 7  lipid peroxidation จาก isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ Anhydrobarakol 
hydrochloride (AH) ความเขมขน 0.025 , 0.05 , 0.075 , 0.10 และ 0.15 mM เปรียบเทียบกบั
กลุมควบคุม เมื่อใหสารสัมผัสเซลลนาน 1 ชั่วโมง ในการศึกษาการเกดิพิษของ Anhydrobarakol 
hydrochloride ตอ isolated rat hepatocytes (N=13 , Mean±SEM) 
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บทที่  5 
 

สรุปและอภิปรายผลการวิจัย  

                      ขี้เหล็กเปนพืชสมนุไพรพืน้บานไทย ถกูนํามาใชเปนยา  คลายกงัวลและชวยให
นอนหลับไดดีขึ้น โดยสารสําคัญซึ่งมีฤทธิ์ทางเภสัชวทิยาคือ barakol จากการศึกษาพบวายา
ขี้เหล็กมีผลขางเคียงทําใหเกดิภาวะตับอักเสบเฉียบพลนั ซึ่งยงัไมสามารถสรุปไดวาสาเหตุที่
เกิดขึ้นเปนผลโดยตรงจาก barakol หรือสารอ่ืนทีม่าจาก barakol ดังนัน้จึงทาํการศึกษาเพื่อดูผล
ของ barakol ที่เกิดขึ้นโดยตรงตอเซลลตับโดยใชเซลลตับอิสระที่แยกไดจากหนูขาว ตรวจวัดการ
ทํางานของเอนไซมใน phase I และ phase II พรอมกับตรวจหาความเปนพิษตอตับของสารโดย
การวิเคราะหปริมาณของเอนไซม transaminase (ALT,AST) ที่ถกูหลั่งจากเซลล , ปริมาณ 
reduced glutathione ภายในเซลล รวมถงึการเกิด lipid peroxidation (ปริมาณ 
malondialdehyde (MDA) ที่เกิดขึ้น) เพือ่เปนขอมูลเบือ้งตนที่จะนํามาใชอธิบายผลของ barakol 
ที่มีตอเซลลตบั 
                           
                     จากการทดลองพบวาในทกุความเขมขนของ barakol เมื่อ incubate ในเซลลตับ
อิสระของหนูขาวเปนเวลา 1 ชั่วโมง มีผลเพิ่มการทาํงานของ aminopyrine N-demethylase    
และ glutathione S-transferase แตลดการทํางานของ UDP-glucuronyltransferase โดยมี
ความสัมพันธกับขนาดของสารที่ให  
                   
                     ในหนูขาว Cytochrome P450 ที่เกีย่วของกับการเปลีย่นแปลง aminopyrine คือ  
CYP2B และ 2C โดยการทาํงานของ aminopyrine N-demethylase ซึ่งสามารถถกูเหนี่ยวนาํใหมี
สมรรถนะเพิ่มข้ึนดวย enzyme inducers หลายชนิด โดยเฉพาะทีรู่จักกันดีคือ phenobarbital 
และ rifampin การเพิม่ข้ึนของ CYP activity อาจเกิดขึ้นจาก duplication ของ CYP gene หรือ 
การเหนี่ยวนาํใหมีการสราง CYP มากขึ้น หรือการกระตุน preexisting enzyme ที่มีอยูแลว
โดยสารตางๆที่ไดรับเขาไป ในกรณีของ phenobarbital สวนใหญจะเกิดจากการไปเหนีย่วนําใหมี
การสราง CYP มากขึ้น โดยไปจับกับ cystolic receptor คือ  CARβ receptor นอกจากนี้ยังพบวา 
enzyme inducer สวนใหญจะเปน substrate ของ CYP นั้นๆ (Klaassen, 2001) ในกรณีของ 
barakol เมื่อใหในเซลลตบัอิสระของหนูขาวเปนเวลา 1 ชั่วโมง สามารถเพิม่การทาํงานของ 
aminopyrine N-demethylase ได และผลการเพิม่ข้ึนจะเพิ่มตามขนาดของ barakol ที่เพิ่มข้ึน 
จากผลที่ไดนีม้ีความเปนไปไดอยางยิง่ที ่ barakol นาจะเปน substrate ของ CYP 2B,2C และ
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เหนีย่วนําทําใหการทํางานของเอนไซมเพิม่ข้ึน มหีลายรายงานที่พบวา aminopyrine N-
demethylase ถูกกระตุนใหทํางานเพิม่ข้ึนไดในการทดลอง in vitro โดยใชสมุนไพรหลายชนิดเชน 
สมุนไพรพืน้บานของมาเลย ไดแก  Air Gamat Asli Lang Kawi , Faizol Tonik , Air Jamu Pak 
Tani และสมุนไพรพืน้บานของจีนไดแก Yomeishu , Ginseng & Polygona Root Extractum , 
King To Nin Jiom Pei Pa Kao พบวาสมนุไพรทั้ง 6 ชนิดมผีลเพิ่มการทาํงานของเอนไซม 
aminopyrine N-demethylase ในการทดลองโดยใช rat hepatocytes ได (Abas, Saringat and 
Rozana, 1998) 
                                  
                        การศึกษาระดับโมเลกุลพบวาการเหนี่ยวนาํการทํางานของ Cytochrome P450 
และ UDP-glucuronyltransferase มีความสัมพันธกนัโดยมีลักษณะเปน co-induction  (Gibson, 
1992) โดยจากการศึกษาถงึผลของการเหนี่ยวนาํ CYP1A1 ของสารกลุม polycyclic aromatic   
hydrocarbons  เชน  3-methylcholanthrene , TCCD ฯลฯ เชื่อวาการทํางานเกิดจากสารหรอื 
ligands จะจับที่ตําแหนงของ Ah locus ของ receptor ภายใน cytosol เกิด ligand-receptor 
complex ซึ่งจะเคลื่อนไปยัง nucleus แลวจับกับสวนของ responsive genes บน chromosomes 
มีผลกระตุนการ transcription  ของ CYP1A1 genes และ UGTs genes โดย UGTs isozymes  
ที่เกิดขึ้น จะมคีวามเฉพาะเจาะจงตอ substrate ในกลุม planar phenol เชน 1-naphthol , 4-
nitrophenol และ 4-methylumbeliferone ดังนั้นผลการลดลงของ UGT ในการศึกษานี้อาจเปนไป
ไดวา substrate ที่ใชในการศึกษา คือ 1-naphthol อาจไมใช substrate ที่เฉพาะเจาะจงของ 
UGTs isozymes ที่ถูกกระตุนโดย barakol เนื่องจาก barakol มีผลเหนี่ยวนาํการทาํงานของ 
CYP2B ซึ่งจดัเปน inducer ที่สามารถเหนี่ยวนาํการทํางานของ UGT isozymes  ที่ถูกกระตุนได
โดย phenobarbital ซึ่งมี specific substrate ไดแก chloramphenicol , morphine ,                  
4-hydroxybiphenyl และ monoterpenoid alcohols นอกจากการศึกษาในหนูขาวยงัพบวา rate 
ของปฏิกิริยา glucuronidation ที่เกิดขึ้นจะแปรตาม substrate ที่ใช (substrate-dependent) และ
จะถูกเปลีย่นแปลงไดโดยเอนไซม  inducers ของ  CYP450 (Klaassen, 2001) 
 
                   การศึกษา in vivo ในหนูขาวที่ไดรับอาหารผสมใบขี้เหล็ก 5%  เปนระยะเวลา 14 วัน 
พบวาการทํางานของเอนไซม aminopyrine N-demethylase  ลดลง สวนการทาํงานของ UDP-
glucuronyltransferase เพิม่สูงขึ้นเมื่อใช 4-nitrophenol เปน substrate  ซึ่งผลทีเ่กิดขึ้นมีความ
แตกตางกับการศึกษานี ้ ทีก่ารทาํงานของ aminopyrine N-demethylase เพิ่มสูงขึ้นและการ
ทํางานของ UDP-glucuronyltransferase ลดลง อาจอธิบายวาในการทดลอง in vivo ผลที่เกิดขึ้น
เปนผลจากการไดรับสารทั้งหมดในใบขี้เหล็กแบบเรื้อรังซึ่งสารอาจมีผลตอการทํางานของCYP450 
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isozymes กลุมอ่ืนทีม่ีผลตอการสังเคราะหของ UGTs isozymes ที่มีความเฉพาะเจาะจงตอ      
4-nitrophenol (Tepsuwan and Kusamran, 1997) 
 
                         นอกจากนีม้ีการศึกษาในหนูขาวที่ไดรับสาร barakol แบบกึ่งเรื้อรังโดยการกิน  
30 มก./กก. โดยเปรียบเทียบระหวางกลุมที่ไดรับอาหารปกติและอาหารที่มีคลอเรสเตอรอลสูง
พบวา barakol มีผลลดสมรรถนะของ CYP1A2 อยางมีนยัสําคัญในหนูทัง้สองกลุมและ
เชนเดียวกับ CYP1A1 ในหนูที่ไดรับอาหารคลอเรสเตอรอลสูง สวนผลของ barakol ตอ 
CYP2B1/2B2 , CYP2E1 ไมแตกตางจากกลุมควบคมุ (Maniratanachote, 2001) ดังนั้นการ
ทดลองที่ดูผลของ  barakol โดยตรงตอเซลลตับใน in vitro model นี ้จงึอาจใหผลที่ไมเหมือนกบั
การให  barakol  แบบเรื้อรังหรือกึ่งเรื้อรัง   
                           
                        ในการทดลองครั้งนี ้barakol มีผลเพิ่มการทํางานของ glutathione S-transferase 
ซึ่งสอดคลองกับผลการศึกษาใน in vivo ในหนูขาวที่ไดรับอาหารผสมใบขี้เหล็ก 5% เปนเวลา     
14 วัน (Tepsuwan and Kusamran, 1997) แตใหผลไมตรงกับการศึกษาในหนูขาวเมื่อให 
barakol แบบกึ่งเรื้อรังโดยการกินในขนาด 30 มก./กก. ทีพ่บวาการทํางานของ glutathione S-
transferase ไมเปลี่ยนแปลง (Maniratanachote, 2001) จากผลการทดลองทั้งหมดนี้แสดงวา 
barakol สามารถจับกับ glutathione S-transferase ได แตอาจจะไมใช substrate ของเอนไซม 
เพราะ glutathione S-transferase นอกจากจะกระตุนปฏิกิริยา glutathione conjugation ที่ใช  
glutathione เปน conjugating agent และมี specific substrate ทีใ่ชกันมากคือ 1-chloro-2,4-
dinitrobenzene แลว ยงัทาํหนาที่จับ (bind) , เก็บ (store) และ ขนถาย (transport) สารเปน
จํานวนมากที่ไมใช  substrate ของมัน เชน  bilirubin , steroids , azo-dyes และสารพวก 
polycyclic aromatic hydrocarbon โดยจะมีปริมาณเปนจํานวนมากในเซลลพบสงูถึง 10% ของ
โปรตีนในเซลลทั้งหมด จงึเปนไปไดอยางยิง่วา barakol เมื่อใหในเซลลตับอิสระของหนูขาว
สามารถจบักบั glutathione S-transferase โดยไมใช  glutathione จึงทําใหระดับของ 
glutathione สูงขึ้น  
 
                          การศึกษาผลของ barakol  ในเซลลตับอิสระของหนูขาวครั้งนี้มีเปาหมายหลัก
เพื่อดูผลของ barakol ที่มีตอเอนไซมใน phase I และ phase II และตองการดูวา barakol ใน
ขนาดทีก่อใหเกิดการเปลี่ยนแปลงการทํางานของเอนไซมนั้น จะกอใหเกิดพษิตอเซลลตับดวยหรือ 
ไม จากผลการทดลองยนืยนัวา barakol เมื่อใชในขนาดสูง (0.1 , 0.15 mM) สามารถทาํอันตราย
ตอเซลลตับได โดยไปเพิ่มการหลั่งของ transaminase (ALT,AST) ออกจากเซลลตับ แสดงใหเหน็
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ถึงการสูญเสียหนาที่ของผนงัเซลล (cell membrane integrity) แตไมทําใหเกิดการเพิ่มของ lipid 
peroxidation ดูไดจากปริมาณของ malondialdehyde (MDA) ที่เกิดขึ้น ที่ไมเปลี่ยนแปลงและ
ระดับของ glutathione ที่มอียูในเซลลที่นอกจากไมลดแลวยังเพิ่มข้ึนดวย แสดงวาพษิตอเซลลตับ
ที่เกิดขึ้นไมใชมาจาก  lipid peroxidation หรือ lipid peroxidation ไมใช  initial step ของการกอ
พิษตอเซลลตบั นอกจากนี้ยงัแสดงใหเห็นวาพษิของ barakol เปน dose dependent  
 
                       เปนทีท่ราบกนัดีวา lipid peroxidation นั้น ถกูกระตุนใหเกิดขึ้นดวย free radicals 
หรือ active oxygen species ซึ่งถูกทาํลายไดดวย glutathione จึงมักพบเสมอวาเมื่อ lipid 
peroxidation เพิ่มข้ึน ระดับ glutathione ในเซลลจะลดลง ในกรณีของ barakol ในการศึกษาครัง้
นี้ ไมกอใหเกดิการเปลี่ยนแปลงดังกลาวขางตน จงึเปนไปไดอยางยิ่งวาพษิของ barakol ไมนาจะ
เกี่ยวของกับการเกิด free radicals หรือ active oxygen species 
                       
สรุปและขอเสนอแนะ 

                       Barakol มีผลเพิ่ม aminopyrine N-demethylase (CYP2B,2C) และ glutathione 
S-transferase activity พรอมกับลด UDP-glucuronyltransferase activity และ barakol 
กอใหเกิดพิษตอเซลลตับอิสระที่แยกไดจากหนูขาวได ซึ่งตองใชในขนาดที่สูง (0.10 และ 0.15 
mM) โดยมีผลเพิ่มการทาํงานของเอนไซม ALT และ AST รวมถึง ปริมาณของ GSH โดยพษิที่
เกิดขึ้นไมมีความสัมพันธกับการเกิด lipid peroxidation  

                       ในการศึกษา in vitro เพื่อดูผลของ barakol ตอการทาํงานของเอนไซมใน phase I 
และ phase II ขนาดของ barakol ที่กอใหเกิดพิษตอตับ รวมถึงกลไกการเกิดพิษตอตับ อาจมี
ความแตกตางกับการศึกษา in vivo ซึ่งจะมีปจจัยตางๆเขามาเกีย่วของ ดังนัน้จึงควรทําการศึกษา 
in vivo เพื่อดูผลของสารตอการทาํงานของเอนไซมอ่ืนๆทั้งใน phase I และ phase II , ขนาดของ
สารที่กอใหเกดิพิษตอตับ , ผลของสารที่มตีอตับ เพื่อเปนแนวทางที่ทาํใหเขาใจถึงขบวนการ       
เมตาบอลิสมและกลไกการเกิดพิษของสารนี้ไดดีขึ้น
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ตารางที ่5 ผลของ  Anhydrobarakol hydrochloride (AH) ในความเขมขนตางๆทีม่ีตอ 
aminopyrine N-demethylase activity ของเซลลตับอิสระที่แยกไดจากหนูขาว  (N=9 ,       
Mean±SEM) 
 
 

กลุมการทดลอง 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 * 

 
            *  แตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเทียบกับ control 
 
หมายเหต:ุ- 
control : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับน้ํากลัน่ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 30 นาท ี
AH 0.025 mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                        ความเขมขน 0.025 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 30 นาท ี
AH 0.05  mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                       ความเขมขน 0.05 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 30 นาท ี
AH 0.075 mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution               
                       ความเขมขน 0.075 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 30 นาท ี
AH 0.10  mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                       ความเขมขน 0.10 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 30 นาท ี
AH 0.15  mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                       ความเขมขน 0.15 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 30 นาที
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ตารางที ่6 ผลของ Anhydrobarakol hydrochloride (AH) ในความเขมขนตางๆที่มตีอ UDP-
glucuronyltransferase  activity ของเซลลตับอิสระที่แยกไดจากหนูขาว (N=9 , Mean±SEM) 
 
 

กลุมการทดลอง 
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 * 

 
           *  แตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถติิ (P<0.05) เมื่อเทียบกับ control 
 
หมายเหต:ุ- 
control : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับน้ํากลัน่ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.025 mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                        ความเขมขน 0.025 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.05  mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                        ความเขมขน 0.05 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.075 mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution               
                        ความเขมขน 0.075 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.10  mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                       ความเขมขน 0.10 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.15  mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                       ความเขมขน 0.15 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง
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ตารางที ่7 ผลของ  Anhydrobarakol hydrochloride (AH) ในความเขมขนตางๆทีม่ีตอ 
glutathione S-transferase  activity ของเซลลตับอิสระที่แยกไดจากหนูขาว  (N=9 ,            
Mean±SEM) 
 
 

กลุมการทดลอง 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 * 

 
            *  แตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเทียบกับ control 
 
หมายเหต:ุ- 
control : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับน้ํากลัน่ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.025 mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                        ความเขมขน 0.025 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.05  mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                        ความเขมขน 0.05 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.075 mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution               
                        ความเขมขน 0.075 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.10  mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                       ความเขมขน 0.10 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.15  mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                       ความเขมขน 0.15 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง
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ตารางที ่8 ผลของ  Anhydrobarakol hydrochloride (AH) ในความเขมขนตางๆทีม่ีตอเอนไซม 
transaminase (ALT,AST)   ของเซลลตับอิสระที่แยกไดจากหนูขาว (N=9 , Mean±SEM) 
 
 

กลุมการทดลอง 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 * 

 
 *  แตกตางอยางมีนยัสําคญัทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเทยีบกับ control 
 
หมายเหต:ุ- 
control : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับน้ํากลัน่ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.025 mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                         ความเขมขน 0.025 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.05  mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                        ความเขมขน 0.05 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.075 mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution               
                         ความเขมขน 0.075 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.10  mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                        ความเขมขน 0.10 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.15  mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                        ความเขมขน 0.15 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง
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ตารางที ่9 ผลของ  Anhydrobarakol hydrochloride (AH) ในความเขมขนตางๆทีม่ีตอระดับ 
reduced glutathione contents (GSH) ของเซลลตับอิสระที่แยกไดจากหนูขาว (N=10 , 
Mean±SEM) 
 
 

กลุมการทดลอง 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 * 

 
           *  แตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถติิ (P<0.05) เมื่อเทียบกับ control 
 
หมายเหต:ุ- 
control : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับน้ํากลัน่ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.025 mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                         ความเขมขน 0.025 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.05  mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                        ความเขมขน 0.05 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.075 mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution               
                         ความเขมขน 0.075 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.10  mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                        ความเขมขน 0.10 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.15 mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                       ความเขมขน 0.15 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
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ตารางที ่10 ผลของ  Anhydrobarakol hydrochloride(AH)ในความเขมขนตางๆทีม่ีตอ การเกิด 
lipid peroxidation ของเซลลตับอิสระที่แยกไดจากหนขูาว (N=13 , Mean±SEM) 
 
 

กลุมการทดลอง 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 ที่ไดรับน้ํากลัน่ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.025 mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                        ความเขมขน 0.025 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.05   mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                         ความเขมขน 0.05 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.075  mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution               
                         ความเขมขน 0.075 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.10   mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                         ความเขมขน 0.10 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
AH 0.15   mM : isolated rat hepatocytes ที่ไดรับ anhydrobarakol hydrochloride solution  
                        ความเขมขน 0.15 mM ปริมาตร 0.1 มล. เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

                    นางสาวเหมวลา เชิดชพูันธเสรี เกิดเมื่อวนัที่ 20 มิถุนายน 2517 จังหวดัสุราษฎรธาน ี 
สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีพยาบาลศาสตรบัณฑิต จากวทิยาลยัพยาบาลสภากาชาดไทย          
ปการศึกษา 2538 ปฏิบัติงานในตําแหนงพยาบาลประจําการ กองการพยาบาล โรงพยาบาล
จุฬาลงกรณ เปนเวลา 6 ป ในป 2543 ไดศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต  หลักสตูร        
สหสาขาวิชา ภาควิชาเภสัชวิทยา  บัณฑติวิทยาลัย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
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