
ก 
 

ผลของสารสกัดมาตรฐานบัวบก อีซีเอ233 ต่อการท างานของไมโตคอนเดรีย 
ที่แยกจากสมองของหนูแรท 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

นางสาวอภิญญา ธูปมงคล 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 

วิทยานิพนธ์นี้เป็นส่วนหนึ่งของการศกึษาตามหลักสูตรปรญิญาเภสัชศาสตรมหาบัณฑิต 
สาขาวิชาเภสัชวิทยา  ภาควิชาเภสัชวิทยาและสรีรวิทยา  

คณะเภสัชศาสตร ์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
ปีการศึกษา  2554 

ลิขสิทธ์ิของจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
บทคดัยอ่และแฟ้มข้อมลูฉบบัเตม็ของวิทยานิพนธ์ตัง้แตปี่การศกึษา 2554 ท่ีให้บริการในคลงัปัญญาจฬุาฯ (CUIR)  

เป็นแฟ้มข้อมลูของนิสติเจ้าของวิทยานิพนธ์ท่ีสง่ผา่นทางบณัฑิตวิทยาลยั  

The abstract and full text of theses from the academic year 2011 in Chulalongkorn University Intellectual Repository(CUIR) 

are the thesis authors' files submitted through the Graduate School. 



ข 
 

EFFECTS OF STANDARDIZED EXTRACT OF CENTELLA ASIATICA ECa233 ON 
THE FUNCTION OF MITOCHONDRIA ISOLATED FROM RAT BRAIN 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Miss Apinya Thoopmongkhol 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 
for the Degree of Master of Science in Pharmacy Program in Pharmacology 

Department of Pharmacology and Physiology 
Faculty of Pharmaceutical Sciences 

Chulalongkorn University 
Academic Year 2011 

Copyright of Chulalongkorn University 



ค 
 

หัวข้อวิทยานิพนธ์ ผลของสารสกัดมาตรฐานบัวบก อีซีเอ233 ต่อการ
ท างานของไมโตคอนเดรียที่แยกจากสมองของหนู
แรท 

โดย นางสาวอภิญญา  ธูปมงคล 
สาขาวิชา เภสัชวิทยา  
อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก อาจารย์ เภสัชกรหญิง ดร. รัชนี  รอดศิร ิ
  

 คณะเภสัชศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  อนุมตัิให้นับวิทยานิพนธ์ฉบับนี้เป็นส่วนหนึ่ง 
ของการศกึษาตามหลักสูตรปริญญาเภสัชศาสตรมหาบัณฑติ 

 คณบดคีณะเภสัชศาสตร ์
(รองศาสตราจารย์ เภสัชกรหญิง ดร. พิณทิพย์  พงษ์เพ็ชร) 

คณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ 

 ประธานกรรมการ 
(รองศาสตราจารย์ เภสัชกรหญิง พันต ารวจโทหญิง ดร.สมทรง ลาวัณย์ประเสริฐ) 

 อาจารย์ที่ปรึกษา 
(อาจารย์ เภสัชกรหญิง ดร. รัชนี  รอดศิร)ิ 

 กรรมการ 
(ผู้ช่วยศาสตราจารย์ เภสัชกรหญิง เรืออากาศโทหญิง ดร. ภัสราภา  โตวิวัฒน)์ 

 กรรมการภายนอกมหาวิทยาลัย 
(ผู้ช่วยศาสตราจารย์ เภสัชกร วิทยา  จนัทสูตร) 

 



ง 
 

อภิญญา  ธูปมงคล   : ผลของสารสกัดมาตรฐานบวับก อีซีเอ233 ต่อการท างานของไมโต-
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สารสกัดมาตรฐานบัวบกอีซีเอ233 เป็นสารที่สกัดมาจาก Centella asiatica (Linn.) Urban. จัดอยู่ในวงศ ์

Umbelliferae นิยมใช้ในการแพทย์อายุรเวท ซึ่งถูกน ามาใช้ในการรักษาอาการต่างๆโดยเฉพาะอยา่งยิ่งโรคที่
เกี่ยวข้องกับระบบประสาทและโรคทางสมอง เช่น โรคพาร์กินสัน และโรคอัลไซเมอร์ เป็นต้น ซึ่งพบว่าโรค
เหล่านี้อาจมีสาเหตุมาจากการท างานที่ผิดปกติของไมโตคอนเดรีย การศึกษานีจ้ึงมุ่งศึกษาผลของอีซีเอ233 ต่อการ
ท างานของไมโตคอนเดรีย 

การศึกษาผลของอีซีเอ233 ต่อไมโตคอนเดรียที่แยกจากสมองของหนูแรท อีซีเอ233 5 ปริมาณได้แก่ 0.1, 
1, 10, 100 และ 1000 ไมโครแกรม จะถูกใส่ลงในปฏิกิริยาของไมโตคอนเดรีย ผลปรากฏว่าไม่มีปริมาณใดที่ลด
อัตราการหายใจ state 3 และ state 4 ลงอย่างมีนัยส าคัญเม่ือเทียบกับกลุ่มควบคุม เม่ือใช้กลูตาเมตร่วมกับมาเลต
เป็นสับสเตรท และเม่ือใช้ซักซิเนตเป็นสับสเตรท ตามล าดับ สรุปได้ว่า อีซีเอ233 ไม่มีผลรบกวนการท างานของ
ไมโตคอนเดรีย 

การศึกษาฤทธิ์ของอีซีเอ233 ในการปกป้องไมโตคอนเดรียจากการยับยั้งการหายใจด้วย rotenone ซึ่งเป็น 
สารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ในกระบวนการขนส่งอิเล็กตรอน complex I  อีซีเอ233 5 ปริมาณ ได้แก่ 0.01, 0.1, 1, 
10 และ 100 ไมโครแกรมจะถูกใส่ลงในปฏิกิริยาของไมโตคอนเดรียก่อนที่จะใส ่ rotenone พบว่าไม่มีปริมาณใด
ของอีซีเอ233 ที่ท าให้การหายใจของไมโตคอนเดรียเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญเม่ือเทียบกับกลุ่มควบคุม สรุปได้ว่า   
อีซีเอ233 ไม่มีผลในการปกป้องไมโตคอนเดรียจากการยับยั้งการหายใจด้วย rotenone  

การศึกษาฤทธิ์ของอีซีเอ233 ในการปกป้องไมโตคอนเดรียจากการยับยั้งการหายใจด้วย sodium azide 
ซึ่งเป็นสารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ในกระบวนการขนส่งอิเล็กตรอน complex IV อีซีเอ233 5 ปริมาณ ได้แก่ 
0.01, 0.1, 1, 10 และ 100 ไมโครแกรมจะถูกใส่ลงในปฏิกิริยาของไมโตคอนเดรียก่อนที่จะใส่ sodium azide พบว่า
ไม่มีปริมาณใดของอีซีเอ233 ที่ท าให้การหายใจของไมโตคอนเดรียเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญเม่ือเทียบกับกลุ่ม
ควบคุม สรุปได้ว่า อีซีเอ233 ไม่มีผลในการปกป้องไมโตคอนเดรียจากการยับยั้งการหายใจด้วย sodium azide  

งานวิจัยนี้พบว่าอซีีเอ233 ไม่มีผลรบกวนการท างานของไมโตคอนเดรีย และไม่พบผลปกป้องไมโต
คอนเดรียจากการถูกยับยั้งการหายใจด้วย rotenone และ sodium azide ในการศึกษานอกกาย  
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APINYA THOOPMONGKHOL : EFFECTS OF STANDARDIZED EXTRACT OF 
CENTELLA ASIATICA ECa233 ON THE FUNCTION OF MITOCHONDRIA 
ISOLATED FROM RAT BRAIN. ADVISOR :  RATCHANEE RODSIRI, Ph.D., 84 pp.  
  
ECa233 is the standardized extract of Centella asiatica (Linn.) Urban. in the family of Umbelliferae 

that uses widely in ayurvedic medicine especially in neurodegenerative diseases such as Parkinson’s disease 
and Alzheimer’s disease. The main cause of these diseases is mitochondria dysfunction. The aim of this study is 
to find out the effects of ECa233 to the mitochondria.  

The effects of ECa233 on the respiration of mitochondria isolated from rat brain were studied. The rat 
brain mitochondria were incubated with ECa233 0.1, 1, 10, 100, and 1000 µg. However there was no significant 
difference in the rate of oxygen consumption of the brain mitochondria incubated with all ECa233 
concentrations compared with the control while using glutamate plus malate and succinate as substrate. The 
finding suggested no toxic effect of ECa233 on mitochondria. The data supported further investigation on the 
protective effects of ECa233 on brain mitochondria.  

The protective effects of ECa233 on the respiration of mitochondria isolated from rat brain against 
rotenone, complex I inhibitor, were studied. The rat brain mitochondria were incubated with Eca233 0.01, 0.1, 
1, 10, and 100 µg then incubated with rotenone. There was no significant difference in the rate of oxygen 
consumption of the brain mitochondria incubated with all ECa233 concentrations compared with the control. 
The finding suggested no protective effect of ECa233 against complex I inhibition of rotenone. 

Also the protective effects of ECa233 on the respiration of mitochondria isolated from rat brain 
against sodium azide, complex IV inhibitor, were studied. The rat brain mitochondria were incubated with 
Eca233 0.01, 0.1, 1, 10, and 100 µg then incubated with   sodium azide. There was no significant difference in 
the rate of oxygen consumption of the brain mitochondria incubated with all ECa233 concentrations compared 
with the control. The finding suggested no protective effect of ECa233 against complex IV inhibition of sodium 
azide. 

In the summary, ECa233 does not have any effects to mitochondria, even protect mitochondria against 
rotenone and sodium azide in in vitro study.  
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บทที่ 1 

บทน ำ 

ควำมเป็นมำและควำมส ำคญัของปญัหำ 
 
ไมโตคอนเดรยีพบในเซลล์ส่ิงมีชีวิตชั้นสูงทุกชนิด มีหนา้ท่ีส าคัญในการสร้างพลังงานให้กับ

เซลล์ และมีหน้าที่ในการควบคุมกระบวนการต่างๆ ที่เกดิขึ้นกับเซลล์ เช่นการแบ่งตวัของเซลล์ การ
เจริญเติบโตของเซลล์ การส่ือสารระหว่างเซลล์ การท าหน้าที่ปกติของเซลล์ และการตายของเซลล์ เป็น
ต้น [1-3] กระบวนการหายใจระดับเซลล์เพื่อสร้างพลังงานโดยไมโตคอนเดรียจะต้องผ่านเอนไซม์ต่างๆ 
ที่อยู่บนเยื่อหุ้มช้ันใน (inner membrane) ของไมโตคอนเดรียคือ ไมโตคอนเดรียเอนไซม ์complex I ถึง 
complex V ประกอบด้วยสองกระบวนการที่เกิดขึน้พรอ้มกันคือ กระบวนการขนส่งอิเล็กตรอนใน 
electron transport chain (ETC) หรือ respiratory chain ด้วย complex I ถึง IV โดยมอีอกซิเจนเป็นตัวรับ
อิเล็กตรอนในขั้นตอนสุดท้าย และกระบวนการ oxidative phosphorylation ด้วย complex V โดยที่
พลังงานที่เกิดขึน้จากการขนส่งอิเล็กตรอนใน ETC จะถูกน าไปใชใ้นกระบวนการ oxidative 
phosphorylation เพื่อเปล่ียนแปลง adenosine diphosphate (ADP) เป็น adenosine triphosphate (ATP) 
ซ่ึงเป็นโมเลกุลพลังงานสูงท่ีเซลล์จะน าไปใช้ หากมกีารขัดขวางการท างานของ complex III 
(ubiquinol:cytochrome c reductase) และ complex IV (cytochrome c oxidase) การสร้าง ATP จะ
เกิดขึน้ไม่ได้เลย ส่วนการขดัขวางการท างานของ complex I (NADH-ubiquinone oxidoreductase) การ
สร้าง ATP จะสูญเสียไปเกือบท้ังหมด [4-9] 

โรคที่เกดิจากความเส่ือมของเซลล์ประสาท (neurodegenerative diseases) คือกลุ่มโรคที่มีการ
ด าเนินโรคแบบค่อยเป็นค่อยไป มีอาการผิดปกติทั้งทางกายและจิตใจสัมพันธ์กับความผดิปกตขิอง
ระบบประสาทส่วนต่างๆ อย่างจ าเพาะ โรคที่พบมากคือ โรคอัลไซเมอร์ (Alzheimer’s disease หรือ 
AD) และโรคพารก์ินสัน (Parkinson’s disease หรือ PD) นอกจากนั้นยังได้แก่ โรค amyotrophic lateral 
disease และ Huntington’s disease เป็นต้น โดยพบว่าพยาธิสภาพของโรคเหล่านี้มีลักษณะการตายของ
เซลล์ประสาทและความผิดปกติของไมโตคอนเดรียในสมองส่วนที่แตกต่างกัน [10] 

โรคพารก์ินสัน (Parkinson’s disease หรือ PD) เป็นโรคที่เกิดจากความผิดปกติประสาทส่ังการ 
(motor system) ผู้ป่วยจะมีอาการส่ันขณะพัก กล้ามเนื้อแข็งเกร็ง การเคล่ือนไหวช้าลงหรือสูญเสียการ
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เคล่ือนไหว และสูญเสียการทรงตัวหรือทรงตวัไม่ไดข้ณะลุกขึ้น [20-21] พยาธิสภาพพบว่ามกีารตาย
ของเซลล์ประสาทโดปามีนใน substantia nigra pars compacta ร่วมกับมีการสะสมของโปรตนีที่เรียกว่า 
Lewy bodies ใน cytoplasm ของเซลล์ประสาท          การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างโรคพาร์กนิสันกับ 
ไมโตคอนเดรยีพบว่า พยาธิก าเนดิของโรคพารก์ินสันเกีย่วข้องกับการสูญเสียหน้าที่และลดการท างาน
ของ complex I ของห่วงโซ่การหายใจ เช่นการศึกษาไมโตคอนเดรียที่เตรียมจากสมองส่วน striata ของ
ผู้ป่วยที่เสียชีวิตดว้ยโรคพาร์กนิสัน พบว่า 4 จาก 5 ตัวอย่างมีการลดการท างานของ complex I แต่ 
complex III และ IV ไม่เปล่ียนแปลง [22], การศกึษาไมโตคอนเดรียของกล้ามเนื้อและ tissues อ่ืนๆ ใน
ผู้ป่วยโรคพาร์กนิสันที่ไม่ทราบสาเหตุพบว่า complex I และ complex IV มีการท างานลดลง [23] จาก
การศึกษาทางระบาดวิทยาพบว่าสารพิษส าคัญที่อาจเป็นสาเหตุโรคพารก์ินสันได้แก่ ยาเบื่อปลา 
rotenone และสารอนุพันธ์ุฝิ่น MPTP (N-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine) ซ่ึงต่อมาสารทั้ง 
2 ชนิดนีก้็ถูกน ามาใช้สร้างแบบจ าลองโรคพาร์กนิสันในสัตว์ทดลองอย่างกว้างขวาง [24] ในการ
ทดลองให้ rotenone ความเข้มขน้ต่ าในระยะยาวแก่หนูแรท ปรากฏผลยับยั้งการท างานของ complex I 
ในสมอง ซ่ึงการยับยั้งนี้เป็นสาเหตุให้เกิดการตายของเซลล์ประสาทโดปามีนใน nigrostriatal pathway 
และท าให้สัตว์ทดลองมีอาการคล้ายพารก์ินสัน [25] 

โรคอัลไซเมอร์เป็นโรคที่เกดิจากความเส่ือมของเซลล์ประสาทที่พบมากที่สุด [11-12] พยาธิ
สภาพพบว่าสมองส่วน cerebral cortex ฝ่อ (atrophy) อย่างรุนแรง และพบการบาดเจ็บของเซลล์
ประสาทใน neocortex, hippocampus, basal forebrain และ brain stem พบรอยโรคในสมองท่ีเรียกว่า 
senile plaque ซ่ึงเกิดจากการสะสมของโปรตนีเบต้าอามีลอยด์ (β-amyloid หรือ Aβ) และโปรตีนเทาที่
ถูกเติมหมู่ฟอสเฟตมากผิดปกติ (hyperphosphorylated tau)  พยาธิก าเนิดที่อาจเกีย่วข้องได้แก่ ความ
ผิดปกตขิองเมตาโบลิซึมของ amyloid precursor protein (APP) ซ่ึงเป็นโปรตีนที่จ าเปน็ต่อการด ารงชีวติ
ของเซลล์ประสาท การเจริญเติบโตและการซ่อมแซมเซลล์ประสาท และ cytoskeletal protein tau ซ่ึง
เกี่ยวข้องกับการท างานของ microtubule ท าให้เกิดการสะสมของ Aβ และ neurofibrillary tangle 
(NFT) ท าให้ microtubule สลายตัวและท าลายการขนส่งในเซลล์ น าไปสู่การตายของเซลล์ในที่สุด และ
ยังพบว่าพยาธิสภาพของสมองผู้ป่วยโรคอัลไซเมอร์นอกจากมีการสะสมของ senile plaque แล้วยังมี
ความผิดปกตขิองไมโตคอนเดรียร่วมด้วย        โดยการศึกษาของ Ito และคณะ     (1999)          ได้น าเอา 
ไมโตคอนเดรยีที่แยกจากเกล็ดเลือดของผู้ป่วยโรคอัลไซเมอร์มาศึกษา พบว่ามีการลดการท างานของ 
complex IV ลงมากกว่า 50% ในผู้ป่วย 5 จาก 6 ราย [13] ส่วนไมโตคอนเดรียที่แยกจากสมองผู้ป่วยก็
พบการลดลงของการท างานของ complex IV อย่างมีนัยส าคัญ [14] นอกจากนั้นยังมีการศกึษาท่ีแยกเอา
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ไมโตคอนเดรยีจากสมองหนูแรทมา incubate ด้วย Aβ พบว่าการท างานของ complex IV ลดลงอย่างมี
นัยส าคัญเช่นกัน [15] เหล่านี้จึงเป็นหลักฐานส าคัญที่ช้ีวา่พยาธิก าเนิดของโรคอัลไซเมอร์เกี่ยวข้องกับ
ความบกพร่องในการท างานของไมโตคอนเดรียเอนไซม ์ complex IV ซ่ึงไมโตคอนเดรียที่ท างาน
ผิดปกตจิะท าให้เกิดการสร้าง reactive oxygen species (ROS) ขึ้น และการน าไปสู่การตายของเซลล์
ประสาท [16-19]  

โรคอัลไซเมอร์และโรคพาร์กนิสันเป็นโรคที่รักษาไม่หายและปัจจุบันยังไม่มีวิธีป้องกันการเกิด
โรคอย่างได้ผล แนวทางการรักษาจึงท าได้เพียงระงับอาการและชะลอการด าเนินโรคเท่านั้น จึงมีการ
วิจัยเพื่อจะน าเอาสมุนไพรตา่งๆ ที่เชื่อว่ามีฤทธ์ิในการบรรเทาและชะลอการด าเนินโรคอัลไซเมอร์และ
โรคพารก์ินสันมาใช้เป็นประโยชน์ต่อผู้ป่วย ซ่ึงสมุนไพรที่น่าสนใจชนิดหนึ่งคือบัวบก (Centella 
asiatica) บัวบกเปน็สมนุไพรทีใ่ช้ในการแพทย์อายรุเวท ถูกน ามาใชใ้นการรกัษาอาการต่างๆ เชน่ เจ็บ
คอ ร้อนใน กระหายน้ า ลดไข้ ขับปัสสาวะ แก้ท้องเสีย [26] โดยเฉพาะการน ามาใช้สมานแผลและเร่ง
การสร้างนื้อเยื่อ รวมถึงการใชก้ระตุน้ระบบความจ าและระบบประสาท [27] สารสกัดบัวบกมีฤทธ์ิเพิ่ม
พฤติกรรมการเรียนรู้และความจ าในหนูแรทท่ีถูกเหนี่ยวน าให้มีอาการคล้ายโรคอัลไซเมอร์ด้วยกลไก
การยับยั้ง oxidative stress [28] มีฤทธ์ิปกป้องระบบประสาทของหนูแรท วัยแก่ที่ถูกเหนีย่วน าให้มี
อาการคล้ายพารก์ินสันดว้ย MPTP โดยเกี่ยวข้องกับการลดภาวะ oxidative stress [29] เช่นกัน สารสกัด
มาตรฐานบัวบก ECa233 (standardized extract of Centella asiatica ECa233) ซ่ึงพัฒนาการสกดัและ
การควบคุมมาตรฐานโดยคณะนักวิจัยจากคณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณม์หาวิทยาลัย ที่น ามาใชใ้น
การศึกษานี้มีส่วนประกอบของ triterpenoids ไม่น้อยกว่า 80% และมีสัดส่วนของ madecassoside และ 
asiaticoside เป็น 1.50 ± 0.50 มีฤทธ์ิช่วยเพิ่มความสามารถในการเรียนรู้และความจ า และลดระดับ 
malondialdehyde (MDA) ซ่ึงเป็น oxidative stress marker ในสมองอย่างมีนัยส าคัญในสัตว์ทดลองท่ีถูก
เหนี่ยวน าให้เกิดภาวะสมองขาดเลือด นอกจากนี้สารสกัดมาตรฐานบัวบก ECa233 ยังช่วยเพิ่ม
ความสามารถในการเรียนรู้และความจ าในหนูเมาส์ที่ถูกเหนี่ยวน าให้เกิดการสูญเสียความจ าดว้ย β-
amyloid [30] ผู้วิจัยจึงต้องการศกึษาว่าสารสกัดมาตรฐานบัวบก ECa233 จะมีฤทธ์ิปกป้องไมโตคอนเด
รียที่ถูกท าให้สูญเสียการท างานของไมโตคอนเดรยีเอนไซม์ด้วยกลไกเดียวกันกับพยาธิก าเนิดโรคอัลไซ
เมอร์และโรคพาร์กนิสันหรือไม่ การวจิัยครั้งนี้เป็นการศึกษาแบบ in vitro โดยใช้ไมโตคอนเดรียที่แยก
จากสมองหนูแรท 
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วัตถุประสงค์ของงำนวิจัย 

1. เพื่อศึกษาผลของสารสกัดมาตรฐานบัวบก ECa233 ต่อกระบวนการหายใจของไมโต- 
คอนเดรียที่แยกจากสมองหนูแรท  

2. เพื่อศึกษาฤทธ์ิปกป้องไมโตคอนเดรียจากภาวะที่มีการยบัยั้งห่วงโซ่การหายใจของสารสกัด
มาตรฐานบัวบก ECa233 โดยศึกษาในไมโตคอนเดรียที่แยกจากสมองหนูแรท 

 
สมมุติฐำนกำรวิจัย (Hypothesis) 
 สารสกัดมาตรฐานบวับก ECa233 สามารถปกป้องไมโตคอนเดรียที่แยกจากสมองหนูแรท จาก
ภาวะที่มีการยับยั้งห่วงโซ่การหายใจ และไม่มีพิษต่อไมโตคอนเดรีย 

ขอบเขตของงำนวิจัย 

1. ศึกษาผลของ ECa233 ต่อกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรีย 

2. ศึกษาผลของ ECa233 ในการปกป้องไมโตคอนเดรยีจากภาวะที่มีการยับยั้งไมโตคอนเดรีย

เอนไซม์ Complex I ของห่วงโซ่การหายใจ  

3. ศึกษาผลของ ECa233 ในการปกป้องไมโตคอนเดรยีจากภาวะที่มีการยับยั้งไมโตคอนเดรีย

เอนไซม์ Complex IV ของห่วงโซ่การหายใจ 

ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 
ได้ข้อมูลฤทธ์ิของสารสกัดมาตรฐานบัวบก ECa233 ในการปกป้องไมโตคอนเดรียที่แยกจาก

สมองของหนูแรท และข้อมูลพิษต่อไมโตคอนเดรียของ ECa233 ซ่ึงจะเป็นประโยชน์น าไปสู่การศกึษา
เพื่อพัฒนาเป็นยาชะลอการด าเนนิโรคทีเ่กิดจากความเส่ือมของเซลล์ประสาท 
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บทที่ 2  

เอกสำรและงำนวิจัยที่เกี่ยวขอ้ง 

ไมโตคอนเดรีย 
ไมโตคอนเดรยีเป็นออร์แกเนลล์ที่พบใน eukaryotic cells ทุกชนิด [1] มีความส าคัญในการ

สร้าง adenosine 5’-triphosphate (ATP) ซ่ึงเป็นโมเลกุลที่ท าหน้าที่เก็บสะสมพลังงานอิสระของเซลล์ 
นอกจากนั้นไมโตคอนเดรียยังเกีย่วข้องกับกระบวนการต่างๆ ท่ีเกิดขึ้นกับเซลล์ เช่น การส่ือสารระหว่าง
เซลล์ (cell signaling), การเจริญเติบโต, การเปล่ียนแปลงหน้าที่ (cell differentiation), การควบคุม cell 
cycle และการตายของเซลล์ เป็นต้น [2] 

ไมโตคอนเดรยีมีส่วนประกอบ 5 ส่วน (รูปท่ี 1) ได้แก ่
1) เยื่อหุ้มช้ันนอก (outer membrane) มีลักษณะเป็นผิวเรียบ มี integral protein ที่มีลักษณะเป็น

ช่องเรียกว่า porin จัดเรียงตัวอยู่จ านวนมาก porin นี้ยอมให้สารโมเลกุลเล็ก (น้อยกว่า 5,000 dalton) เช่น 
ADP, ATP, sucrose และ ion ต่างๆ ผ่านเข้าออกได้อย่างอิสระ มีบริเวณเชื่อมต่อระหว่างเยื่อหุ้มช้ันนอก
และเยื่อหุ้มช้ันในเรียกว่า contact site ซ่ึงจะมีโครงสร้างคล้ายท่อที่เรียกว่า mitochondrial permeability 
transition  pore (PTP) วางอยู่ ซ่ึงจะเปิดให้สารโมเลกุลเล็ก (น้อยกว่า 1,500 dalton) ผ่านเข้าออก โดย
ปัจจัยที่ท าให้ PTP เปิดได้แก่ภาวะที่มีปริมาณแคลเซียมท่ีเพิ่มมากขึน้ในไมโตคอนเดรีย, ภาวะที่มี trans-
membrane potential ต่ า [4-5] และถ้ามีการฉกีขาดของเยือ่หุ้มช้ันนอก โปรตนีที่อยู่ในช่องระหว่างเยื่อ
หุ้มช้ันนอกกับเยื่อหุ้มช้ันในจะรั่วออกไปสู่ cytosol ท าให้เซลล์ตาย [6] 

2) ช่องระหว่างเยื่อหุ้มช้ันนอกกับเยื่อหุ้มช้ันใน (inter-membrane space) เป็นที่อยู่ของ 
cytochrome c และเนื่องจากเยื่อหุ้มช้ันนอกยอมให้สารโมเลกุลเล็กบางอย่างเช่น sucrose, ion ต่างๆ ผ่าน
เข้าออกอย่างอิสระ ดังนั้นความเข้มข้นของสารดังกล่าวในบริเวณ inter-membrane space จึงเท่ากับความ
เข้มข้นใน cytosol [6] 

3) เยื่อหุ้มช้ันใน (inner membrane) มีความยืดหยุน่สูง มีลักษณะพับไปมา ไม่มี porin มี
คุณสมบัติไม่ยอมให้สารผ่านเข้าออกอย่างอิสระ (impermeability) สารที่มีคุณสมบัติ hydrophilic และ 
inorganic ions จะผ่านเข้าออกได้ด้วยการใช้ช่องทาง (channel) และโปรตีนตวัพา (carrier) ที่จ าเพาะ
เจาะจง อย่างไรก็ตามท่ีเยื่อหุ้มช้ันในนี้ยอมให้ O2, CO2, H2O และ NH3 ผ่านเข้าออกอิสระ นอกจากนี้เยื่อ
หุ้มช้ันในเป็นบริเวณที่เกิดการถ่ายทอดอิเล็กตรอนในห่วงโซ่การหายใจ (electron transport chain) 
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ดังนั้นจะมีเอนไซม์ส าคัญในกระบวนการถ่ายทอดอิเล็กตรอนในห่วงโซ่การหายใจ รวมท้ังเอนไซม์ท่ีใช้
ในการสังเคราะห์ ATP (ATP synthase) อยู่ [4] 

4) Cristae เป็นส่วนของเยื่อหุ้มช้ันในที่พับซ้อนกนัเพื่อเพิ่มพื้นที่ผิวของเยื่อหุ้มช้ันในซ่ึงจะเป็น
การเพิ่มประสิทธิภาพในการสร้าง ATP [7] 

5) Matrix เป็นส่วนประกอบท่ีถูกปดิอยู่ภายในเยื่อหุ้มช้ันใน มีลักษณะเป็นของเหลวคล้ายวุ้น 
เป็นที่อยู่ของเอนไซม์ต่างๆของปฏิกิริยาในวัฏรจกัรเครบส์ (Kreb’s cycle หรือ Tricarboxylic acid 
cycle) (ยกเว้น succinate dehydrogenase ซ่ึงอยู่ที่เยื่อหุ้มช้ันใน) และเอนไซม์ท่ีใช้ในปฏิกิริยา lipid 
oxidation และเป็นที่อยู่ของ mitochondria DNA (mtDNA) [4, 6] 
 

 
 
รูปที่ 1 ลักษณะของไมโตคอนเดรยี ซ่ึงมีส่วนประกอบ 5 ส่วนคือ เยื่อหุ้มช้ันนอก, ช่องระหวา่งเยื่อหุ้ม
ชั้นนอกและชั้นใน, เยื่อหุ้มช้ันใน (ซ่ึงเป็นที่อยู่ของ respiratory enzymes และ ATP synthase), คริสตี 
และ แมทริกซ์ [31] 

กระบวนการสร้างพลังงานโดยไมโตคอนเดรียนั้นเริ่มจากการออกซิไดส์สารที่ให้พลังงาน ซ่ึง
ได้แก่คาร์โบไฮเดรต ไขมัน และโปรตีน พลังงานที่ได้มาจะอยู่ในรูป reducing equivalent (proton และ 
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electron) ซ่ึงจะมี NAD+และ FAD มารับ กลายเป็น NADH และ FADH2 ตามล าดับ เมื่อ NADH และ 
FADH2  ถ่ายทอด reducing equivalent ไปให้ O2โดยผ่านห่วงโซ่การหายใจ (respiratory chain หรือ 
electron transport chain) ที่อยู่ในเยื่อหุ้มช้ันในของไมโตคอนเดรยี และจะมีพลังงานปล่อยออกมา 
พลังงานนี้จะถูก ATP synthase น าไปสร้าง ATP จาก ADP และ phosphate (Pi) วิธีการสร้าง ATP โดย
ใช้พลังงานที่ได้จากการถ่ายทอดอิเล็กตรอนนี้ เรียกว่า “oxidative phosphorylation” [32] (รูปท่ี 2) 

 

 
 

รูปที่ 2 แสดงขั้นตอนการถ่ายทอดอิเล็กตรอนในห่วงโซ่การหายใจและการสร้าง ATP (oxidative 

phosphorylation) ที่เกิดขึ้นที่เยื่อหุ้มช้ันในของไมโตคอนเดรีย     โดยเริ่มจาก NADH    ที่ได้จากวัฏรจักร 

เครบส์ถ่ายทอดอิเล็กตรอนให้แก่ complex I แล้วถ่ายทอดต่อไปยัง CoQ ขณะเดียวกนั FADH2 ก็

ถ่ายทอดอิเล็กตรอนให้แก่ complex II แล้วถ่ายทอดต่อไปยัง CoQ เช่นเดียวกัน จากนัน้ CoQ จึงถ่ายทอด

อิเล็กตรอนต่อไปยัง complex III ต่อมา cytochrome c จึงมารับอิเล็กตรอนเพื่อถ่ายทอดไปยัง complex 

IV สุดท้ายจึงถ่ายทอดอิเล็กตรอนไปที่ O2 พลังงานที่ปลดปล่อยออกมาตลอดกระบวนการถ่ายทอด

อิเล็กตรอนจะถูกน าไปใช้ป๊ัมป์โปรตอน (H+) ออกจากแมทริกซ์ไปสู่ช่องว่างระหว่างเยื่อหุ้มช้ันนอกกับ

ชั้นใน จึงมีความต่างศักย์ไฟฟ้าเคมีเกดิขึน้ ซ่ึงจะถูก ATP synthase (หรือ complex V) น าไปใช้สร้าง 

ATP จาก ADP และ Pi [32] 
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การถ่ายทอดอิเล็คตรอนในห่วงโซ่การหายใจแบ่งขัน้ตอนออกเป็น 5 complex ได้แก่ Complex 
I (NADH dehydrogenase หรือ NADH-ubiquinone oxidoreductase หรือ NADH-coenzyme Q 
reductase) รับอิเล็กตรอนจาก NADH ที่อยู่ในแมทรกิซ์แล้วถ่ายทอดไปยัง coenzyme Q (CoQ) ใน
ขณะเดียวกนัใน complex II (succinate dehydrogenase หรือ succinate-ubiquinone oxidoreductase หรือ 
succinate-coenzyme Q reductase ) มีการรับอิเล็กตรอนจาก FADH2 แล้วถ่ายทอดไปยัง CoQโดยตรง 
ไม่ผ่าน complex I เมื่อ CoQ รับอิเล็กตรอนจาก complex I และ complex II แล้วก็จะถ่ายทอดต่อไปยัง 
complex III (cytochrome b-c1 complex หรือ cytochrome c reductaseหรือ CoQ-cyt c reductase) 
จากนัน้ cytochrome c ก็จะถ่ายทอดอิเล็กตรอนจาก complex III ไปยัง complex IV (cytochrome c 
oxidase) แล้วถ่ายทอดต่อไปยัง O2 โดย oxygen 1 อะตอมของ O2 (½O2) จะรับ 2 อิเล็กตรอนเป็น H2O 
ดังนั้น O2รับ 4 อิเล็กตรอนได้เป็น 2 H2O  พลังงานที่ปลดปล่อยออกมาจากการถ่ายทอดอิเล็กตรอนใน
ห่วงโซ่การหายใจจนถึง O2 ซ่ึงเป็นตัวรับสุดท้ายนัน้ จะน าไปใช้ป๊ัมป์โปรตอน (H

+) จากแมทริกซ์ไปยัง
ช่องระหว่างเยื่อหุ้มช้ันนอกกับช้ันใน (inter-membrane space) ท าให้เกิด electrochemical gradient ซ่ึง
พลังงานจากความต่างศักย์ที่เกดิขึน้จะถูกน าไปสังเคราะห์ ATP โดย ATP synthase (F1F0ATPase หรือ 
complex V) จาก ADP และ phosphate (Pi) [8] (รูปท่ี 2) ในภาวะปกติการถ่ายทอดอิเล็คตรอนจะถูก
กระตุน้เม่ือมีการใช้ ATP มาก โดยการถ่ายทอดอิเล็คตรอนในห่วงโซ่การหายใจจะต้องเกิดพร้อมกับ
การสร้าง ATP เสมอซ่ึงเรียกกระบวนที่เกดิพร้อมกนันี้ว่า coupling [9] 

ไมโตคอนเดรยีเป็นแหล่งชีวพลังงานของเซลล์มีสารหลายชนิดที่เป็นพษิต่อไมโตคอนเดรีย 
โดยรบกวนหว่งโซ่การหายใจหรือรบกวน oxidative phosphorylation จะท าให้เกดิอาการเหมือนกับการ
ขาดออกซิเจน (cytotoxic hypoxia) เช่น กล้ามเนื้ออ่อนแรง อ่อนเพลียง่าย ความดันต่ า ปวดศีรษะ 
วิงเวียน มึนงง เจ็บเค้นหน้าอก เป็นตน้  
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รูปที่ 3 สารยับยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรียในขั้นตอนต่างๆ 
(http://web.virginia.edu/Heidi/chapter21/chp21.htm) 

 

สารที่เป็นพิษต่อไมโตคอนเดรียสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 ประเภท ดังนี ้
1. สารยับยั้งห่วงโซ่การหายใจ ได้แก ่

1.1) สารยับยั้ง complex I ซ่ึงการยับยั้งอาจเกิดจากกลไกอย่างใดอย่างหนึ่งดังต่อไปนี้คือ การ
ยับยั้งแบบไม่เฉพาะเจาะจงต่อ complex I  โดยยับยั้งตรงต าแหน่งของ NADH-flavin ที่จะเข้าท าปฏิกริิยา
, การม ีคุณสมบัติเป็น quinole antagonists ซ่ึงสามารถยับยั้งได้ทั้ง complex I และ III หรือการยับยั้งโดย
แรงและจ าเพาะเจาะจง (potent and specific) ต่อ  complex I   ด้วยการจับกับ Fe-S clusters ของ  
complex I  ท าให้เกิดการขดัขวางการออกซิเดชั่น [3] สารยับยั้งที่ออกฤทธ์ิด้วยกลไกสุดท้ายนี้และที่เด่น
ในกลุ่มนี้ได้แก่ rotenone ซ่ึงเป็นสารกลุ่ม isoflavonoids ที่ได้จากพืชตระกูล Leguminosae [21] 
นอกจากนี้ได้แก่ MPTP, demerol และ amytal [34] 
 1.2) สารยับยั้ง complex II มีฤทธ์ิยับยั้งการถ่ายทอดอิเล็คตรอนจาก succinate ไปยัง coenzyme 
Q ได้แก่ malonate, 2-Thenoyltrifluoroacetone, carboxin ซ่ึงเป็นการยับยั้งแบบแข่งขัน (competitive 
inhibitor) ต่อ succinate ในการจับกับเอนไซม์ succinate dehydrogenase [3, 35] 
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1.3) สารยับยั้ง complex III ซ่ึงการยับยั้งอาจเกดิจากกลไกอย่างใดอย่างหนึ่งดังต่อไปนี้คือ การมี
คุณสมบัติเป็น quinole antagonists โดยมีกลุ่ม β-methoxyacrylate เป็นส่วนประกอบอยู่ในโครงสร้าง
คล้ายกับโครงสร้างของ ubiquinone (CoQ) จึงมีการขัดขวางท าให้ CoQ ไม่สามารถเข้าท าปฏิกิริยาออก
ซิเดชั่นได้ หรือการมี 6-hydroxyquinone fragment เป็นส่วนประกอบอยู่ในโครงสร้างคล้ายกับ
โครงสร้างของ CoQ ท าให้เกิดการขัดขวางการถ่ายทอดอิเล็คตรอนจาก Fe-S center ไปยัง cytochrome 
c1 ร่วมกับการขัดขวางปฏิกิริยารีดกัชั่นของ cytochrome b โดยสารยับยั้งที่เดน่ในกลุ่มนี้ได้แก่ ยา
ปฏิชีวนะ antimycin ซ่ึงมี affinity สูงในการจับกับ complex III มากกว่าสารยับยั้งอ่ืนๆ ในกลุ่ม [3] 

1.4) สารยับยั้ง complex IV ซ่ึงการยับยั้งอาจเกิดได้จากกลไกอย่างใดอย่างหนึ่งต่อไปนีค้ือ การ
ยับยั้งแบบไม่แข่งขันทั้งต่อ O2 และต่อ cytochrome c โดยเข้าจับกับ heme (ซ่ึงเป็นส่วนประกอบของ 
cytochrome a3) ในภาวะ ferric state (Fe3+) เช่น cyanide และ azide, การยับยั้งแบบแข่งขันกับ O2 โดย
เข้าจับกับ heme ในสถานะ ferrous state (Fe2+) เช่น carbon monoxide (CO) หรือการยับยั้งแบบแข่งขนั
กับ cytochrome c เช่น polycations [3] 

1.5) สารยับยั้ง ATP synthase กลไกการยับยั้งอาจเกิดโดยการเข้าจับกับ F1 หรือ F0 subunit ของ 
ATP synthase ท าให้ไม่สามารถปั๊มป์โปรตอนเพื่อน ามาสรา้ง ATP ได้ ตวัอย่างสารยับยั้งที่เด่นในกลุ่มนี้
ได้แก่ oligomycinsA-D ที่แยกไดจ้าก Streptomyces diastatochromogenes [3] 

2. สารที่ท าให้ไมโตคอนเดรียเกดิภาวะ uncoupling  
ภาวะ uncoupling คือภาวะที่ไมโตคอนเดรียมกีารถ่ายทอดอิเล็คตรอนในห่วงโซ่การหายใจแต่

ไม่เกิดการสร้าง ATP เนื่องจากสารที่เป็น uncoupler ท าให้โปรตอน (H+) ที่ถูกปั๊มป์ออกไปท่ี inter-
membrane space ระหว่างกระบวนการขนส่งอิเล็กตรอนกลับเข้ามาสู่แมทริกซ์โดยไม่ผ่าน ATP 
synthase การเกิดภาวะ   uncoupling       นี้จะท าให้เพิ่มการใช้ออกซิเจนและเพิ่มการสร้างความร้อนโดย 
ไมโตคอนเดรยีเนื่องจากเกิดกระบวนการขนส่งอิเล็กตรอนอย่างต่อเนื่องเพื่อรักษา electrochemical 
gradient  

2.1) สารที่ออกฤทธ์ิเป็น structural uncoupling มีคุณสมบัติในการท าให้ความแข็งแรงของเยื่อ
หุ้มช้ันในของไมโตคอนเดรียสูญเสียไป ซ่ึงท าให้ประสิทธิภาพของ oxidative phosphorylation ลดลง 
และเพิ่มการท างาน ATPase เช่น detergent และ phospholipase 

2.2) สารพวก ionophores มีกลไกท าให้คณุสมบัติ impermeable ของเยื่อหุ้มช้ันในของไมโต-
คอนเดรียเปล่ียนแปลงไปโดยยอมให้สารต่างๆ รวมท้ังโปรตอนและโพแทสเซียมอิออนผ่านเข้าออกได้
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ง่าย จนสูญเสีย electrochemical gradient ที่จ าเป็นในการสร้าง ATP เช่น gramicidin, valinomycin, 
nigericidin 

2.3) สารพวก phenols และ anionic compounds อ่ืนๆ มีคณุสมบัติเป็น lipophilic weak acid ท า
ให้สามารถจับกับ H+ ในช่องระหว่างเยื่อหุ้มช้ันนอกกับชั้นในแล้วเคล่ือนเข้าไปในแมทริกซ์โดยไม่ได้
ผ่านทาง F0 subunit ของ ATP synthase เมื่ออยู่ในแมทริกซ์ซ่ึงเป็นด่าง (มี H+ น้อย) มันก็จะแตกตัวเปน็ 
ionized form พร้อมกับให้ H+ ท าให้ด้านแมทริกซ์มีความเข้มข้นของ H+ ไม่ต่างจากด้านนอกของเยื่อหุ้ม
ชั้นใน จึงขาด electrochemical gradient ที่จะน าไปใช้สร้าง ATP ตัวอย่างเช่น 2, 4-dinitrophenol (DNP), 
carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP) และ carbonyl cyanide p-(trifluoromethoxy) 
phenylhydrazone (FCCP) [3] 

 เมื่อไมโตคอนเดรียสูญเสียหน้าที่จะน าไปสู่การลดการสร้าง ATP มีการสูญเสียสมดุลย์
แคลเซียม และมีการสร้าง reactive oxygen species (ROS) เกิดขึน้ซ่ึงเป็นกลไกส าคัญที่เกีย่วข้องกับการ
แก่และการเส่ือมของระบบประสาท (aging and neurodegenerative disease) [36] 

 
โรคอัลไซเมอร ์
 โรคอัลไซเมอร์ (Alzheimer’s disease หรือ AD) ค้นพบเป็นครั้งแรกโดยจิตแพทย์ชาวเยอรมัน 
ชื่อ Alois Alzheimer เป็นโรคที่เกิดจากความเส่ือมของเซลล์ประสาทที่พบมากที่สุด มักเกิดขึ้นใน
ผู้สูงอายุ โดยพบว่า 7-10% เกิดขึ้นกับผู้ป่วยอายุมากกว่า 65 ปี และ 50-60% เกิดขึ้นกับผู้ป่วยอายุมากกว่า 
85 ปี [11] มีอุบัติการณ์ 2% ของประชากร พบผู้ป่วยประมาณ 35 ล้านคนทั่วโลก มกีารพยากรณว์่าจะมี
ผู้ป่วยราว 107 ล้านคนในปี ค.ศ. 2050 [12] ผู้ป่วยเกือบท้ังหมดเกิดโรคแบบไม่ทราบสาเหต ุ (sporadic 
cases)  อย่างไรก็ตามมีบางรายที่มีประวัติครอบครัวเปน็โรคและมีการถ่ายทอดทางพันธุกรรมของยีนส์
ที่ encode APP ที่กลายพันธ์ุ [37-38] ซ่ึงผู้ป่วยจะเกดิอาการตั้งแต่อายุน้อยกว่า 60 ปี [39-40] อาการของ
โรคในระยะเริ่มแรกคือการสูญเสียความจ า คือจ าส่ิงท่ีเรยีนรู้มาไม่นานไม่ได้ ระยะต่อมาผู้ป่วยจะมี
อาการสับสน อารมณ์แปรปรวน หงุดหงิดง่าย ก้าวร้าว สูญเสียความทรงจ าระยะยาว และเฉยเมยต่อส่ิง
รอบข้าง ระยะสุดท้ายคือสูญเสียความรับรู้ ร่างกายสูญเสียหน้าที่และเสียชีวิตในที่สุด [41-42] 
 อาการความจ าเส่ือมของผู้ป่วยอัลไซเมอร์เกิดจากการที่สมองส่วน cerebral cortex ฝ่ออย่าง
รุนแรง  โดยจะพบว่าสมองส่วน sulci กว้างขึน้และ gyri แคบลง ในขณะที่สมองคนปกติจะมีส่วนของ 
sulci แคบและ gyri กว้าง (รูปท่ี 3) มกีารบาดเจ็บเซลล์ประสาทในสมองส่วน neocortex, hippocampus, 
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basal forebrain และ brain stem พบรอยโรคเรียกว่า senile plaque ซ่ึงประกอบด้วย Aβ ที่สะสมอยู่
ภายนอกเซลล์ประสาทมากผิดปกติ และ NFT ที่ประกอบด้วยโปรตีนเทาที่ถูกเติมหมู่ฟอสเฟตสะสมอยู่
ในเซลล์ประสาทมากผิดปกติ นอกจากนัน้พบเซลล์ประสาทใกล้ตายในสมองส่วน cortical และ 
subcortical พบสาย DNA แตกหักในเซลล์ประสาทของ neocortex, hippocampus และ thalamus  [16-
19] โดยการตายของเซลล์ประสาทเกิดจากสาเหตุ ได้แก่ ความผิดปกติของ protein metabolism, สารพิษ
จากส่ิงแวดล้อม, oxidative stress, ความผิดปกติของไมโตคอนเดรีย และ inflammation [43-52] โดยมี
การศึกษาท่ีแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง Aβ และไมโตคอนเดรีย เช่น พบการสูญเสียการท างานของ 
complex IV ในสมองของผู้ป่วยที่เสียชีวติด้วยโรคอัลไซเมอร์ [47] เมื่อเหนี่ยวน าให้เซลล์เพาะเล้ียงมีการ
แสดงออกของ APP มากผิดปกติ APP ดังกล่าวจะท าปฏิกิริยากับไมโตคอนเดรีย ท าให้ไมโตคอนเดรยี
สร้างพลังงานไม่ได้ [52] และเมื่อน า Aβ มา incubate กับเซลล์ประสาทเพาะเล้ียงพบว่า Aβ เหนี่ยวน า
ให้เกิดการตายทั้งแบบ apoptosis และ necrosis [53] เกิดการสูญเสียการท างานของไมโตคอนเดรีย [54] 
สูญเสียภาวะสมดุลแคลเซียม เกิดการสร้างอนุมูลอิสระ เกดิ DNA damage และท าให้เกิดการสูญเสียการ
ท างานของไมโตคอนเดรียซ่ึงน าไปสู่การตายของเซลล์ประสาทในที่สุด [55-56] 

ยาท่ีรักษาโรคอัลไซเมอร์โดยหลักได้แก ่ ยากลุ่ม Cholinesterase Inhibitors (ChEIs) เช่น 
donepezil, galantamine, rivastigmine เนื่องจากพบว่าในสมองส่วนที่พบการสะสม Aβ จะมีระดับ 
acetylcholine ลดลง  ยากลุ่มนี้จะช่วยเพิ่มระดับ acetylcholine ด้วยการยับยั้งเอนไซม์ 
acetylcholinesterase จึงช่วยเพิ่มการท างานของระบบประสาท cholinergic [41] 
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รูปที่ 4 ภาพในระนาบด้านข้างของสมองผู้ป่วยโรคอัลไซเมอร์อายุ 85 ปี จะเห็น sulci แคบ gyri กว้าง 
เมื่อเปรียบเทียบกับสมองของคนปกติอายุ 86 ปี และเมื่อดูภาพขยายจากกล้องจุลทรรศนจ์ะเห็น senile 
plaque, neurofibrillary tangles และ neuronal cell death ในสมองส่วน hippocampus CA-1 และบริเวณ 
subcortical เช่น thalamic, lateral geniculate nucleus (LGN) [57] 

 

โรคพำร์กินสัน 

โรคพารก์ินสัน (Parkinson’s disease) ค้นพบโดยนายแพทย์ชาวอังกฤษชื่อ James Parkinson 
ในปี ค.ศ. 1817 เป็นโรคที่เกิดจากความเส่ือมของเซลล์ประสาท (neurodegenerative disease) มี
อุบัติการณ์ประมาณ 2% ของประชากร  เป็นโรคที่มีอุบตัิการณ์มากเป็นอันดับสองของโรคทางความ
เส่ือมของระบบประสาทรองจากโรคอัลไซเมอร์ [58] ผู้ป่วยโรคพาร์กนิสันส่วนน้อย (<10% ของ
จ านวนผู้ปว่ยทั้งหมด) มีประวัตคิรอบครวัเป็นโรคพารก์ินสัน (familial Parkinson’s disease) [21] ผู้ป่วย
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โรคพารก์ินสันส่วนมากเกิดโดยไม่ทราบสาเหตุ (idiopathic Parkinson’s disease) โรคพารก์ินสันมกีาร
ด าเนินโรคแบบค่อยเป็นค่อยไป ลักษณะเฉพาะท่ีส าคญัซ่ึงใช้ในการวนิิจฉัยโรคเป็นอาการทางระบบ
ประสาทส่ังการ (motorsystem) 4 อาการหลัก ได้แก่ อาการส่ันขณะพกั (resting tremor), กล้ามเนื้อแข็ง
เกร็ง (rigidity) ซ่ึงประกอบด้วยข้อแข็งเกร็งและกล้ามเนือ้ตึงตัว อาการเคล่ือนไหวช้าลงหรือภาวะเสีย
การเคล่ือนไหว (bradykinesia หรือ akinesia) สูญเสียการทรงตัวหรือทรงตวัไม่ไดข้ณะลุกขึ้น (postural 
instability) [20] อาการทางระบบประสาทส่ังการที่เกิดในโรคพารก์ินสัน เปน็ผลมาจากการตายของ
เซลล์ประสาทโดปามีนใน substantia nigra pars compacta ร่วมกับมีการสะสมของโปรตีนที่เรยีกว่า 
Lewy bodies ใน cytoplasm ของเซลล์ประสาท [59] นอกจากนีพ้ยาธิก าเนิดของโรคพาร์กนิสันยัง
เกี่ยวข้องกับ oxidative stress และความผิดปกตขิองการท างานของไมโตคอนเดรีย [60-61] 

จากการศึกษาพบว่าผู้ที่สัมผัสกับยาปราบศัตรูพืชเป็นประจ ามีอุบัติการณข์องโรคพาร์กนิสัน
มากกว่าประชากรปกติถึง 70% [62] ซ่ึงสารพิษจากเกษตรกรรมที่อาจเป็นสาเหตุโรคพาร์กินสันได้แก ่
ยาฆ่าหญ้ากลุ่ม polychlorinated biphenyls, paraquat [63] ยาฆ่าแมลงกลุ่ม organochlorine เช่น dieldrin 
[64], lindane [65] rotenone [24] โลหะในหมู่ทรานสิชั่น  เช่น แมงกานิสหรือเหล็ก [66-67] พิษจากสาร 
MPTP (N-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine) ซ่ึงเป็นอนุพันธ์ุสังเคราะห์จากฝิ่นเปน็สาเหตุที่
เฉพาะเจาะจงกับการเกิดอาการของโรคพารก์ินสัน ทั้ง rotenone และ MPTP นี้ต่อมาได้น ามาใช้เปน็
แบบจ าลองโรคพาร์กนิสันในสัตว์ทดลอง [68] ในการทดลองให้ rotenone ความเข้มข้นต่ าในระยะยาว
แก่หนูแรท ปรากฏผลยับยั้งการท างานของ complex I ในสมอง [25] เป็นสาเหตุให้เกิดการตายของเซลล์
ประสาทโดปามีนใน nigrostriatal pathway เกิด striatal oxidative damage และพบการสร้าง α-
synuclein-ubiquitin inclusions ใน nigral cells เช่นเดียวกบัการพบ Lewy bodies ในผู้ป่วยโรคพาร์กนิ
สัน [21] ด้านการศกึษาทางพฤติกรรมของสัตว์ทดลองพบว่าหนูที่ได้รับ rotenone มีอาการเคล่ือนไหว
เชื่องช้า (hypokinesia) ด้วยท่าทางหงิกงอ (flexed posture) คล้ายกับอาการตวัโค้งงอ (stooped posture) 
ในผู้ป่วยโรคพาร์กนิสัน นอกจากนั้นสัตว์ทดลองยังมีอาการแข็งเกร็งอย่างรนุแรง (severe rigidity) และ
อาการเท้าส่ัน (shaking paw) คล้ายกับอาการส่ันขณะพกั (resting tremor) ในผู้ป่วยโรคพารก์ินสัน [25] 
ต่อมาจึงสามารถยืนยันกลไกว่า rotenone ยับยั้ง complex I  อย่างจ าเพาะเจาะจง โดยการศกึษาใน SK-N-
MC cells ที ่ transduce ด้วย single-subunit NADH dehydrogenase ของ Saccharomyces cerevisiae 
(NDI1) เข้าไปแทน complex I พบว่า rotenone ไม่ลดอัตราหายใจของไมโตคอนเดรียเมื่อเปรียบเทียบ
กับเซลล์ปกติซ่ึง rotenone ยับยั้งการหายใจ [69] หลักฐานเหล่านี้แสดงให้เห็นว่าพยาธิก าเนดิของโรค
พาร์กินสันเกิดจากการสูญเสียการท างานของไมโตคอนเดรีย complex I ซ่ึงจะท าให้เกดิ oxidative stress 
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ขึ้นโดยเฉพาะการสร้าง O2
.- ท าให้ไมโตคอนเดรยีลดประสิทธิภาพการท างานรวมท้ังลดการสร้าง ATP 

[70]  
การรกัษาโรคพารก์ินสันในปจัจุบันจะรกัษาด้วยยาซ่ึงมีจดุประสงค์เพื่อลดอาการทางระบบ

ประสาทส่ังการ   โดยการเพิ่มความสามารถของระบบประสาทโดปามีน        ทั้งโดยเพิ่มการสังเคราะห์ 
โดปามีน ลดการท าลายโดปามนี และกระตุ้นตวัรับโดปามีนโดยตรง ยารกัษาโรคพารก์ินสัน ได้แก่ L-
DOPA (L-3,4-dihydroxyphenylalanine) ซ่ึงเป็นสาร intermediate ในการสังเคราะห์โดปามีน L-DOPA 
จะเปล่ียนรูปเป็นโดปามนีในเซลล์ประสาทโดปามีนด้วยเอนไซม์ L-aromatic amino acid 
decarboxylase อย่างไรก็ตาม L-DOPA สามารถเข้าสู่ระบบประสาทส่วนกลางได้เพียง 1-5% เท่านั้น 
นอกนั้นถูก metabolized ไปเป็นโดปามีนภายนอกสมอง จึงได้มีการใช้ dopa decarboxylase inhibitors 
ได้แก ่ carbidopa  benserazide ร่วมกับ L-DOPA ป้องกันไม่ให้ L-DOPA ถูก metabolized ภายนอก
สมอง ยากลุ่ม COMT Inhibitors ซ่ึงมีฤทธ์ิลดการท าลายโดปามีนที่ synapse โดยยับยั้งเอนไซม์ 
catechol-o-methyltransferase ยากลุ่ม dopamine agonists เช่น bromocriptine, pergolide, pramipexole, 
ropinirole, piribedil, cabergoline, apomorphine, lisuride ซ่ึงออกฤทธ์ิโดยกระตุ้น dopamine receptors 
และยากลุ่ม MAO-B inhibitors เช่น selegiline rasagiline ออกฤทธ์ิโดยยับยั้งการท างานของเอนไซม ์
monoamine oxidase-B (MAO-B) ซ่ึงท าลายโดปามีนทีห่ล่ังจากเซลล์ประสาทโดปามีน [71] แนว
ทางการพัฒนายาเพื่อรักษาโรคพาร์กนิสันมุ่งเน้นทีจ่ะชะลอการเส่ือมของเซลล์ประสาท และปกป้อง
เซลล์ประสาท 
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บัวบก (Centella asiatica) 
 

 
 
รูปที่ 5 บัวบก (http://medplant.mahidol.ac.th/pubhealth/index.asp) 
 
 บัวบกมีช่ือทางวิทยาศาสตร์ คือ Centella asiatica (Linn.) Urban. จัดอยู่ในวงศ์ Umbelliferae 
เป็นพืชท่ีขึ้นในเขตร้อนชื้น มีลักษณะเป็นไม้ล้มลุกเล้ือยแผ่ไปตามพื้นดิน ชอบท่ีชื้นแฉะ แตกรากฝอย
ตามข้อ ไหลที่แผ่ไปจะงอกใบจากข้อชูขึน้ 3-5 ใบ ใบมีลักษณะเป็นใบเดี่ยวเรียงสลับรูปไต
เส้นผ่าศูนย์กลาง 2-5 ซม. ขอบใบหยัก ก้านใบยาว ดอกเป็นช่อสีม่วงขนาดเล็กออกที่ซอกใบ 2-3 ดอก 
ผลมีสีเขียวหรือขาวขนาดเล็ก เป็นผลแห้งแตกได ้[72] สารสกัดจากบัวบกประกอบด้วยสารส าคญัหลาย
ตัว เช่น asiatic acid, asiaticoside, oxyasiaticoside, madecassic acid, madecassoside และ madecassol 
[73] บัวบกเปน็สมุนไพรที่นิยมใชใ้นการแพทย์อายุรเวท ถูกน ามาใชใ้นการรกัษาอาการต่างๆ เช่น เจ็บ
คอ ร้อนใน กระหายน้ า ลดไข้ ขับปัสสาวะ แก้ท้องเสีย เป็นต้น [26] โดยเฉพาะการน ามาใช้สมานแผล
และเร่งการสร้างเนื้อเยื่อ รวมถึงการใชก้ระตุ้นระบบความจ าและระบบประสาท [27] การศกึษาฤทธ์ิ
ของสารสกัดจากบัวบกที่เกี่ยวข้องกับระบบประสาทและโรคทางสมอง มีดังต่อไปนี ้

1. การศกึษาท่ีแสดงว่าสารสกัดบัวบกมีฤทธ์ิเพิ่มพฤติกรรมการเรียนรู้และความจ า ในหนูแรทที่
ถูกท าให้สูญเสียความสามารถในการเรียนรู้และความจ าดว้ยการฉดี streptozotocin เข้าทาง 
intracerebroventricular โดยพบว่าเกี่ยวข้องกับการยับยัง้ oxidative stress ด้วยการลดระดับ 
malondialdehyde (MDA) เพิ่มระดับ glutathione และ catalase [28] 

 

ชื่อวิทยาศาสตร์ Centella asiatica (Linn.) Urban.  

ชื่อวงศ์ Umbelliferae 

ชื่ออังกฤษ Asiatic pennywort  

ชื่อท้องถ่ิน ผักแว่น, ผักหนอก, ปะหนะ, เอขาเด๊าะ 
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2. สารสกัดบัวบกมีฤทธ์ิปกป้องระบบประสาทของหนูเมาส์วัยก่อนเจริญพันธ์ุ ที่ถูกเหนี่ยวน า
ให้เกิดภาวะ oxidative stress ด้วย nitropropionic acid (3-NP) ซ่ึงเป็น neurotoxicant ที่จ าเพาะเจาะจงใน
การเกดิพยาธิสภาพต่อสมองส่วน striatum เช่นเดียวกับโรค Huntington’s disease โดยเกี่ยวข้องกับการ
ยับยั้ง oxidative stress ลดการสูญเสียหน้าที่ของ succinate dehydrogenase ซ่ึงเป็นเอนไซม์ในห่วงโซ่
หายใจของไมโตคอนเดรีย และลดการตายของไมโตคอนเดรีย [74]  

3. การศึกษาท่ีแสดงว่า asiatic acid อนุพันธ์ุ triterpenoid ที่สกัดได้จากบัวบก มีฤทธ์ิปกป้อง
ระบบประสาทของหนูเมาส์ที่ถูกท าให้เกิดภาวะสมองซีรีบรัมขาดเลือดซ่ึงพบว่าสามารถลด
mitochondrial injury โดยเมื่อแยกไมโตคอนเดรียมาวิเคราะห์พบว่ามีการยับยั้งการหล่ัง cytochrome c 
[75] 

4. การศกึษาท่ีแสดงว่าสารสกัดบวับกมีฤทธ์ิปกป้องระบบประสาทของหนูแรทวัยแก่ที่ถูกท า
ให้เป็นโรคพาร์กนิสันด้วย MPTP โดยสารสกัดบวับกลดระดับ lipid hydroperoxide (LPO), xanthine 
oxidase (XO) และเพิ่มระดับ total antioxidants (TA), superoxide dismutase (SOD), glutathione 
peroxidase (GPx) และ catalase ในสมองส่วน corpus striatum และ hippocampus [29] 

5. การศึกษาท่ีแสดงว่า asiatic acid ที่สกัดจากบัวบก ที่ให้แบบ pre-treatment มีฤทธ์ิปกป้อง
เซลล์ชนิด SH-SY5Y ต่อพิษของ rotenone และ H2O2โดยพบว่าสามารถลดการตายของเซลล์, ลดอัตรา
การเกดิ cells damage นอกจากนั้นยังพบว่าสามารถลด expression ของ voltage-dependent anion 
channel (VDAC) ซ่ึงเกี่ยวข้องในการเกดิ mitochondrial damage อีกด้วย [76] 

สารสกัดมาตรฐานบวับก ECa233 (standardized extract of Centella asiatica ECa233) ใน
การศึกษานี้ มีลักษณะเป็นผงละเอียดสีขาวนวล มีปริมาณ triterpenoid glycosides ไม่น้อยกว่า 80% มี
อัตราส่วนของ masdecosside ต่อ asiaticoside อยู่ในช่วง 1.5 ± 0.50 โดยมกีารศึกษาท่ีแสดงว่าสารสกดั
มาตรฐานบัวบก ECa233 ช่วยเพิ่มการเรยีนรู้และความจ า รวมท้ังช่วยลดระดับ malondialdehyde 
(MDA) ในสมองอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ในสัตว์ทดลองท่ีถูกเหนี่ยวน าให้เกดิภาวะสมองขาดเลือด
โดยการผูกหลอดเลือดแดงแคโรทดิทั้งสองข้างแบบชั่วคราว นอกจากนี้สารสกัดมาตรฐานบัวบก 
ECa233 ยังช่วยเพิ่มความสามารถในการเรียนรู้และความจ าในหนูเมาส์ที่ถูกเหนี่ยวน าให้เกิดการสูญเสีย
ความจ าด้วย β-amyloid [30]  
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บทที่ 3 
อุปกรณ์และวิธีวิจัย 

3.1 วัสดุอุปกรณ์  

สัตว์ทดลอง 
 หนูแรทพันธ์ุ  Wistar เพศผู้น้ าหนัก 200 – 250 กรัม จากศูนย์สัตว์ทดลองแห่งชาติ 
มหาวิทยาลัยมหิดล ศาลายา นครปฐม เล้ียงดูดว้ยอาหารเม็ดและน้ าปริมาณไม่จ ากัด ในโรงเล้ียง
สัตว์ทดลองคณะเภสัชศาสตร ์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ควบคุมอุณหภูมิห้องให้อยู่ระหว่าง 25 ± 2 °C 
ให้แสงสว่างและมืดช่วงละ 12 ชั่วโมงสลับกัน และปฏิบัติตามหลักจรรยาบรรณการใช้สัตว์ทดลองของ
สภาวิจัยแห่งชาติ พ.ศ. 2542 โดยผ่านการอนุมัติระเบียบวิธีวิจัยในสัตว์ทดลองจากคณะกรรมการ
จริยธรรมสัตว์ทดลองคณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวยิาลัยเลขที่ 11 – 33 - 007 

สำรเคมี  
adenosine 5'-diphosphate (ADP), bovine serum albumin (BSA), malic acid 

(HO2CCH2CHOHCO2H), glutamic acid (C5H9NO4), potassium chloride (KCl), potassium phosphate 
monobasic anhydrous (KH2PO4), rotenone (C23H22O6), hydrochloric acid (HCl), 2-Amino-2-
hydroxymethyl-propane-1,3-diol (Tris) (C4H11NO3), sucrose (C12H22O11), mannitol, potassium 
hydroxide (KOH), digitonin, absolute ethanol (C2H6O), Dimethyl sulfoxide (C2H6OS) ( DMSO), 
copper sulfate (CuSO4), sodium potassium tartrate (NaKC4H4O6), sodium carbonate (Na2CO3), Folin-
Ciocalteu's phenol reagent, tyramine HCl, 5-hydroxytryptamine (5-HT), benzylamine HCl, sodium 
azide (NaN3) 

สารทดสอบ ECa233 ซ่ึงได้รับความอนุเคราะห์จาก รองศาสตราจารย์ เภสัชกรหญิง ดร. มยรุี  
ตันติสิระ 

เคร่ืองมอืและอปุกรณ์ 
Automatic pipettes 200, 1,000, 5,000 µl and pipette tips 
Centrifuge tubes 15 ml 
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Hamilton micro-syringes 10.25 µl 
Hitachi automatic high speed refrigerated centrifuge (Himac model CR20B3) with rotor 

(model PRP18-3) 
Homogenizer (Glass-Col®) 
Ice and ice box 
Magnetic stirrer and magnetic bars 
Oxygraph apparatus 

-Biological Oxygen Monitor (YSI model 53) 
- Clark Oxygen Electrode (YSI5331) 
- Gilson Oxygen Chamber  
- Strip Chart Recorder (Gilson Recorder Model N2) 

Oxygen Probe Service Kit (YSI5775)  
- Clark Type Membrane Booklets (Std) 

 - O2 Probe Solution : half saturated KCl solution 
 - O-rings 
Personal computer 
pH-meter 
Refrigerator and -20 °C controlled refrigerator 
Surgical instruments : scissors, tissue forcep, tray, petri dish, beaker 
Syringes 1 ml and needles 27 G 
Temperature controlled circulator water bath 
Temperature controlled water bath  
Thomas glass homogenizer tube with Teflon pestle 
Vacuum pump 
Vortex mixer (Velp. Scientifica, Europe) 
UV/Visible spectrophotometer (UV-160A, Shimadzu) 
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3.2 วิธีกำรวิจัย 

3.2.1 กำรเตรียมไมโตคอนเดรียจำกสมองของหนูแรท 
เตรียมไมโตคอนเดรียจากสมองของหนูแรทดว้ยวิธี differential centrifugation ซ่ึงปรับปรุงจาก

วิธีของ Zhan และคณะ (2002) [77] 
1. น าสลบหนูแรท 1 ตัว ด้วย chloral hydrate 400 mg/kg i.p. ท า cervical dislocation แล้วผ่าตัด

แยกสมองออกมาใส่ petri dish ที่มี isolation buffer 30 ml ตัดแยกเอาเฉพาะสมองส่วน cerebrum น าไป
แช่ใน beaker ที่มี isolation buffer 30 ml 

2. ตัดสมองให้เป็นชิ้นเล็กๆ แล้วเท isolation buffer ทิ้งเพื่อล้างเลือด แล้วเติม isolation buffer 
ให้ได้ปริมาตรประมาณ 15 ml 

3. เทช้ินเนื้อสมองใส่ homogenizing tube ขนาด 15 ml ท าการ homogenize ด้วยเครื่อง 

homogenizer  

4. เท homogenate ใส่หลอด centrifuge 2 หลอด แบ่งเท่าๆ กัน เติม isolation buffer ให้ได้
ปริมาตรหลอดละ 10 ml แล้วน าไป centrifuge ด้วยเครื่อง refrigerated centrifuge ที่ควบคุมอุณหภูมิ 4 
°C 

5. centrifuge ด้วยความเรว็ 2,000 g เป็นเวลา 3 นาที  
6. เทส่วนใส (supernatant) ใส่หลอด centrifuge ที่ใส่ 0.02% digitonin ไว้แล้ว 2 หลอด หลอด

ละ 10 µl เติม isolation buffer ให้ได้ปริมาตร 10 ml แล้ว centrifuge ด้วยความเรว็ 2,000 g เป็นเวลา 3 
นาท ี

7. เทส่วนใสใส่หลอด centrifuge 2 หลอด เติม isolation buffer ให้ได้ปริมาตร 10 ml แล้ว 
centrifuge ด้วยความเรว็ 12,000 g เป็นเวลา 10 นาท ี

8. ทิ้งส่วนใสเก็บตะกอนทั้ง 2 หลอดรวมกันในหลอด homogenize แล้ว homogenize ด้วยมือ 
เทใส่หลอด centrifuge 1 หลอด เติม isolation buffer ให้ไดป้ริมาตร 10 ml แล้ว centrifuge ด้วยความเร็ว 
12,000 g เป็นเวลา 10 นาท ี

9. ล้างผิวตะกอนดว้ย incubation buffer ปริมาณเล็กน้อย 2-3 ครั้ง  
10. เติม incubation buffer ให้ได้ปริมาตร 2 ml ใช้ auto-pipette ดูดถ่ายตะกอนใส่หลอดก้นกลม

แล้ว homogenize ด้วยมืออีกครั้ง จะได้ mitochondria พร้อมใช ้
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โดย Isolation buffer ประกอบด้วย 250 mM sucrose, 10 mM Tris, 2 mM EDTA, 1 mg/ml 
BSA ปรับปรุงจาก Cormier (2003) [78]  

Incubation buffer ประกอบดว้ย 75 mM sucrose, 300 mM mannitol, 10 mM Tris, 5 mM KCl, 
5 mM KH2PO4   ปรับปรุงจาก Zhan และคณะ (2002)  [77] 

หมายเหตุ : สารละลายและขั้นตอนทั้งหมดต้องอยู่ในสภาวะอุณหภูมิ 4 °C 
 
3.2.2 กำรหำปริมำณโปรตีนของไมโตคอนเดรีย 

 หาปริมาณโปรตนีของไมโตคอนเดรียโดยใช้วิธีของ Lowry และคณะ (1951) ซ่ึงดัดแปลง
เพิ่มเติมโดย Miller (1959) โดยมีวิธีท าดังนี้ [79] 

1. เจือจาง mitochondrial suspension ปริมาณ 10 µl ด้วยน้ ากล่ัน 3 ml (1:300) จะได้สารละลาย 
A 

2. ดูดสารละลาย A ปริมาณ 1 ml ใส่ในหลอดทดลอง เติม alkaline copper reducing agent 1 ml 
เขย่าให้เข้ากัน ปล่อยให้ท าปฏิกริิยา 10 นาที (กรณีเป็น blank ใช้น้ ากล่ัน 1 ml และกรณีที่ท า standard 
curve จะใช้ 1 ml ของ bovine serum albumin ในความเข้มข้น 0.05, 0.10, 0.15, 0.20, 0.25, 0.30 mg/ml 
แทนสารละลาย A)  

3. เติม Folin-Ciocalteu's phenol reagent (dilution 1:10) 3 ml เขย่าให้เข้ากนั 
4. น าไปแช่ใน water bath ที่มีอุณหภูมิ 50 °C เปน็เวลา 10 นาที  
5. ตั้งทิ้งไว้ให้เยน็ที่อุณหภูมิห้อง  
6. น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคล่ืน 540 nm 
7. น าค่าการดูดกลืนแสงท่ีวัดได้ไปเปรียบเทียบหาปริมาณโปรตีนจาก standard curve แล้วคูณ

ด้วย dilution factor (ในทีน่ี้คือ 3 x 100) จะไดค้่าความเข้มข้นและปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรีย มี
หน่วยเป็น mg/ml 
 
หมายเหตุ : การเตรียมสารละลายท่ีใชใ้นการหาปริมาณโปรตีน 
 -  alkaline copper reagent เป็นสารละลายท่ีประกอบดว้ย 1 ส่วนของ 0.5% CuSO4 ที่ละลายอยู่
ใน 1% (w/v) ของ potassium tartrate และ 10 ส่วนของ 10 % (w/v) Na2CO3 ที่ละลายอยู่ใน 0.5 M 
NaOH 
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 - Folin-Ciocalteu's phenol reagent (dilution 1:10) เตรียมได้จากการเจือจาง concentrated 
Folin-Ciocalteu's phenol reagent ด้วยน้ ากล่ันในอัตราส่วน 1:10 (v/v) และเตรียมใช้ทันท ี

3.2.3 กำรวัดอัตรำกำรหำยใจของไมโตคอนเดรีย 
 องค์ประกอบส าคัญของการหายใจของไมโตคอนเดรียมีหลายประการ เชน่ ออกซิเจน, 
สับสเตรท, ADP + Pi หรือ uncoupler เป็นต้น ซ่ึง Chance และ William (1956) ได้จัดแบ่งภาวะการ
หายใจของไมโตคอนเดรียตามองค์ประกอบส าคัญในปฏิกริิยาออกเป็น 6 ภาวะ ดังตารางที่ 1  

ตำรำงที่ 1 การแบ่งภาวะ (state) ต่างๆ ของการหายใจของไมโตคอนเดรยี 
State Condition 
1 มีเพียง O2 
2 มี O2 และ substrate 
3 (active state) มี O2, substrate และ ADP  
3u มี uncoupler 
4 มี O2 และ substrate 
5 มีเพียง substrate 
6 การหายใจถูกยับยั้งด้วย excess calcium 

 
อัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียวัดด้วย  biological oxygen monitor (YSI model 53) 

ประกอบด้วย Clark oxygen electrode (YSI5331)  water-jacketed chamber (Gilson Oxygen Chamber) 
ซ่ึงควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 °C (รูปท่ี 6) โดยวิธีน าไมโตคอนเดรียไป incubate ด้วย standard respiration 
medium ใน oxygen chamber (หรือเรียกว่า reaction chamber) ที่มีสารละลาย substrate อยู่ จากนัน้เติม
สารละลาย ADP + Pi ซ่ึงจะท าให้เกดิการใช้ออกซิเจนอยา่งรวดเร็วเพื่อเปล่ียน ADP ไปเป็น ATP ซ่ึง
เรียกว่า active respiring state หรือ state 3 respiration หลังจากนัน้อัตราการใช้ออกซิเจนจะลดลง
เนื่องจาก ADP ถูก phosphorylate ไปเป็น ATP จนหมดไปซ่ึงเรียกว่า state 4 
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รูปที่ 6 ส่วนประกอบและการท างานของ Biological oxygen monitor คือ (1) reaction chamber ความจุ 2 
ml, (2) stopper ใช้ปิด chamber เพื่อป้องกันไม่ให้อากาศเข้าไปละลายใน chamber ซ่ึงจะรบกวนการ
ทดลอง, (3) magnetic stirrer, (4) water jacket ใช้ควบคุมอุณหภูมิให้แก ่chamber โดยมนี้ า 37 °C ไหล
ผ่านตลอดเวลา, oxygen electrode ใช้วดัปริมาณออกซิเจนใน chamber  

กำรค ำนวณค่ำดัชนีควบคุมกำรหำยใจ (Respiratory control index หรือ RCI)  
 RCI เป็นค่าบ่งช้ีว่าการถ่ายทอดอิเล็คตรอนในหว่งโซ่การหายใจกับ oxidative phosphorylation 
มี coupling กันดีเพียงใด ถ้าเตรียมไมโตคอนเดรียไม่ดีซ่ึงอาจเกิดจาก mechanical damage หรือเกิดจาก
สภาวะไม่เหมาะสมในขณะแยกเอาไมโตคอนเดรียจะท าให้ได้การ coupling ที่ไม่ดี ซ่ึงโดยทั่วไปแล้ว 
RCI จะมีค่าอยู่ระหว่าง 3 – 10 โดยสามารถค านวณ RCI จากตวัอย่าง oxygraph tracing ดังรูปที่ 7 ได้
ดังนี ้
 RCI  =  อัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 3  
   อัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 4 
 RCI = ความชันของเส้นกราฟใน state 3 
   ความชันของเส้นกราฟใน state 4 



 

24 

 

 

รูปที่ 7  ตัวอย่าง oxygraph tracing ในการน ามาใชค้ านวณค่า RCI โดยค านวณได้จาก 

RCI         =        Y1/X          =         Y1 
                         Y2/X                     Y2 

 
ในการศึกษานี้หลังจากเตรียมไมโตคอนเดรียได้ จะท าการวัดค่า RCI โดยเติมสารต่างๆ ใน 

chamber ดังนี้ incubation buffer ไมโตคอนเดรีย substrate ซ่ึงได้แก่ glutamate + malate และ ADP + Pi 
ตามล าดับ และวัดค่าอัตราการหายใจ state 3 และ state  4 ก าหนดให้ไมโตคอนเดรียที่มีค่า RCI ตั้งแต่ 4 
ขึ้นไปจึงจะน ามาใช้ในการทดลอง [80] 
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กำรค ำนวณอัตรำกำรใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะต่ำงๆ 

 
รูปที่ 8 ตัวอย่าง oxygraph tracing ในการน ามาใชค้ านวณอัตราการใช้อกซิเจนของไมโตคอนเดรีย 

จากตวัอย่าง oxygraph tracing ในรูปท่ี 8 สามารถค านวณอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียได้
ดังนี ้

อัตราการใช้ออกซิเจนใน state 3           =              R x A         n atoms O/min 
                P 

 โดยที่  R = ความสูงของเส้น R ในรูป  
  P = ความสูงของเส้น P ในรูป 
  A = จ านวน n atoms ของออกซิเจนที่ละลายอ่ิมตัวอยู่ในน้ า 1 ml 
 A สามารถหาได้จากสมการ  

A  =  s x p x N x 109          n atoms O/ml 
       V x 100 

 เมื่อ  A = จ านวน n atoms ออกซิเจนที่ละลายอ่ิมตัวในน้ า 1 ml 
  s = ค่าสัมประสิทธ์ิการดดูซึมของออกซิเจน (absorption coefficient) ที่อุณหภูมิท่ีท า
การทดลอง (ปริมาตรของออกซิเจนเมื่อถูกเปล่ียนแปลงไปอยู่ที่ 0 °C และ 760 mmHg) โดยมคี่าเท่ากับ 
0.02373 ที่อุณหภูมิ 37 °C 
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  p = สัดส่วนของออกซิเจนในบรรยากาศ = 21 % 
  N = จ านวน atom ใน 1 molecule ของออกซิเจน = 2 
  V = ปริมาตรก๊าซที่ 0 °C ความดนั 1 บรรยากาศ เทียบกับ 1 กรัมโมล มีค่าเท่ากับ 
22,400 ml 

ในการวจิัยจะควบคุมอุณหภูมใิห้คงท่ีที่ 37 °C ดังนั้นค่า A ในที่นีจ้ึงเท่ากับ 444.9 n atoms O/ml 
ถ้าทราบปริมาณโปรตนีของไมโตคอนเดรียแล้วน ามาหาอัตราการใช้ออกซิเจนทีค่ านวณได้ตามวิธี
ข้างต้น จะท าให้ได้ค่าอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียที่มีหน่วยเป็น n atoms O/ml/min/mg 
protein 

  
3.2.4 กำรศึกษำผลของสำรสกดัมำตรฐำนบัวบก ECa233 ต่อกำรหำยใจของไมโตคอนเดรียที่แยกจำก
สมองหนแูรทเมือ่ใช้ substrate ต่ำงๆ กนั 

3.2.4.1 ผลของสำรสกดัมำตรฐำนบัวบก ECa233 ต่อกำรหำยใจของไมโตคอนเดรียเมือ่ใช ้
substrate เปน็ NAD+-linked (glutamate + malate) ซ่ึงเปน็ substrate ของ complex I (n = 5) 

1) เติม substrate คือ 1 M glutamate + 1 M malate ปริมาณ 10 µl ลงใน reaction chamber ที่มี 
incubation buffer 1,700 µl และไมโตคอนเดรีย 200 µl 

2) เติม ECa233 ความเข้มข้นตา่งๆ 5 ความเข้มข้น ได้แก่ 0.01, 0.1, 1, 10, 100 mg/ml ปริมาณ 10 µl 
ซ่ึงจะได้ปริมาณที่ท าปฏิกิริยาใน chamber เท่ากับ 0.1, 1, 10, 100, 1,000 µg ตามล าดับ กลุ่มควบคุมเติม 
DMSO ซ่ึงเป็นตัวท าละลายของ ECa233 

3) เติม 0.3 M ADP + 0.6 M Pi ปริมาณ 4 µl แล้วดูผลการเปล่ียนแปลงอัตราการใช้ออกซิเจนใน 
state 3  

 Inc. medium               mitochondria    G+M     ECa233     ADP+Pi 

    1 min                                                   1 min  
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3.2.4.2 ผลของสำรสกดัมำตรฐำนบัวบก ECa233 ต่อกำรหำยใจของไมโตคอนเดรียเมือ่ใช ้
substrate เปน็ FAD-linked (succinate) ซ่ึงเปน็ substrate ของ complex II (n = 5) 

1) เติม substrate คือ 1 M succinate ปริมาณ 10 µl ลงใน reaction chamber ที่มี incubation buffer 
1,700 µl และไมโตคอนเดรีย 200 µl  

2) เติม ECa233 ความเข้มข้นตา่งๆ 5 ความเข้มข้น ได้แก่ 0.01, 0.1, 1, 10, 100 mg/ml ปริมาณ 10 µl 
ซ่ึงจะได้ปริมาณที่ท าปฏิกิริยาใน chamber เท่ากับ 0.1, 1, 10, 100, 1,000 µg ตามล าดับ กลุ่มควบคุมเติม 
DMSO ซ่ึงเป็นตัวท าละลายของ ECa233 

3) เติม 0.3 M ADP + 0.6 M Pi ปริมาณ 4 µl แล้วดูผลการเปล่ียนแปลงอัตราการใช้ออกซิเจนใน 
state 3  

 

        Inc. medium         mitochondria  succinate ECa233       ADP+Pi 

                                                      1 min                                                  1 min 

 

3.2.5 กำรศึกษำผลของสำรสกดัมำตรฐำนบัวบก ECa233 ต่อกำรหำยใจของไมโตคอนเดรียที่แยกจำก
สมองหนแูรทในภำวะที่มีกำรยบัยั้งกระบวนกำร electron transport chain ด้วย rotenone ซ่ึงเป็น 
complex I inhibitor  

3.2.5.1 ผลของ rotenone ในกำรยบัยั้งกำรหำยใจของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช้ rotenone ควำมเข้มขน้
ต่ำงๆ เพื่อหำ % inhibition (n = 5) 

1) เติม substrate คือ 1 M glutamate + 1 M malate ปริมาณ 10 µl ลงใน reaction chamber ที่มี 
incubation buffer 1,700 µl และไมโตคอนเดรีย 200 µl  

2) เติม rotenone ความเข้มข้นต่างๆ 6 ความเข้มข้น ได้แก ่0.005, 0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05 mg/ml 
ปริมาณ 2 µl กลุ่มควบคุมเติม DMSO ซ่ึงเป็นตัวท าละลายของ rotenone 

3) เติม 0.3 M ADP + 0.6 M Pi ปริมาณ 4 µl แล้วดูผลการเปล่ียนแปลงอัตราการใช้ออกซิเจนใน 
state 3 และ state 4 
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Inc. medium        mitochondria            G+M  rotenone         ADP+Pi 

                                                                    1 min                  1 min                 1 min 

 
3.2.5.2 ผลของสำรสกดัมำตรฐำนบัวบก ECa233 ต่อกำรหำยใจของไมโตคอนเดรียในภำวะที่มีกำร

ยับยัง้กระบวนกำร electron transport chain ด้วย rotenone ในควำมเข้มข้น maximum inhibitory 
concentration (n = 5) 

1) เติม substrate คือ 1 M glutamate + 1 M malate ปริมาณ 10 µl ลงใน reaction chamber ที่มี 
incubation buffer 1,700 µl และไมโตคอนเดรีย 200 µl  

2) เติม ECa233 ความเข้มขน้ต่างๆ 5 ความเข้มข้น ได้แก่ 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 mg/ml ปริมาณ 10 
µl ซ่ึงจะได้ปริมาณที่ท าปฏิกิริยาใน chamber เท่ากับ 0.01, 0.1, 1, 10, 100 µg ตามล าดับ กลุ่มควบคุม
เติม DMSO ซ่ึงเป็นตัวท าละลายของ ECa233 

3) เติม rotenone ความเข้มขน้ maximum inhibitory concentration ปริมาณ 2 µl ลงใน oxygen 
chamber 

4) เติม 0.3 M ADP + 0.6 M Pi ปริมาณ 4 µl แล้วดูผลการเปล่ียนแปลงอัตราการใช้ออกซิเจนใน 
state 3  

Inc. medium        mitochondria     G+M ECa233      rotenone (IC100)   ADP+Pi 

                                             1 min                                   1 min               1 min 

 

3.2.5.3 ผลของสำรสกดัมำตรฐำนบัวบก ECa233 ต่อกำรหำยใจของไมโตคอนเดรียในภำวะที่มีกำร
ยับยัง้กระบวนกำร electron transport chain ด้วย rotenone ในควำมเข้มข้น IC25 (n = 5) 

1) เติม substrate คือ 1 M glutamate + 1 M malate ปริมาณ 10 µl ลงในreaction chamber ที่มี 
incubation buffer 1,700 µl และไมโตคอนเดรีย 200 µl  

2) เติม ECa233 ความเข้มขน้ต่างๆ 5 ความเข้มข้น ได้แก่ 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 mg/ml ปริมาณ 10 
µl ซ่ึงจะได้ปริมาณที่ท าปฏิกิริยาใน chamber เท่ากับ 0.01, 0.1, 1, 10, 100 µg ตามล าดับ กลุ่มควบคุม
เติม DMSO ซ่ึงเป็นตัวท าละลายของ ECa233 
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3) เติม rotenone ความเข้มขน้ IC25 ปริมาณ 2 µl ลงใน oxygen chamber 
4) เติม 0.3 M ADP + 0.6 M Pi ปริมาณ 4 µl แล้วดูผลการเปล่ียนแปลงอัตราการใช้ออกซิเจนใน 

state 3  

Inc. medium        mitochondria     G+M    ECa233         rotenone (IC50)   ADP+Pi 

                                               1 min                                  1 min               1 min 

 

3.2.6 กำรศึกษำผลของสำรสกดัมำตรฐำนบัวบก ECa233 ต่อกำรหำยใจของไมโตคอนเดรียที่แยกจำก
สมองหนแูรท ในภำวะที่มีกำรยบัยั้งกระบวนกำร electron transport chain ด้วย sodium azide ซ่ึงเปน็ 
complex IV inhibitor 

3.2.6.1 ผลของ sodium azide ในกำรยับยั้งกำรหำยใจของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช้ sodium azide 
ควำมเข้มขน้ต่ำงๆ เพือ่หำ % inhibition (n = 5) 

1) เติม substrate คือ 1 M glutamate + 1 M malate ปริมาณ 10 µl ลงใน reaction chamber ที่มี 
incubation buffer 1,700 µl และไมโตคอนเดรีย 200 µl  

2) เติม sodium azide ความเข้มข้นต่างๆ 6 ความเข้มขน้ ได้แก่ 10, 20, 40, 60, 80, 100 mg/ml 
ปริมาณ 2 µl กลุ่มควบคุมเติม pure water ซ่ึงเป็นตัวท าละลายของ sodium azide 

3) เติม 0.3 M ADP + 0.6 M Pi ปริมาณ 4 µl แล้วดูผลการเปล่ียนแปลงอัตราการใช้ออกซิเจนใน 
state 3 และ state 4 

Inc. medium    mitochondria           G+M        sod. azide             ADP+Pi 

                                                              1 min                  1 min                      1 min 

 

3.2.6.2 ผลของสำรสกดัมำตรฐำนบัวบก ECa233 ต่อกำรหำยใจของไมโตคอนเดรียในภำวะที่มีกำร
ยับยัง้กระบวนกำร electron transport chain ด้วย sodium azide ในควำมเข้มข้น maximum 
inhibitory concentration (n = 5) 
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1) เติม substrate คือ 1 M glutamate + 1 M malate ปริมาณ 10 µl ลงใน reaction chamber ที่มี 
incubation buffer 1,700 µl และไมโตคอนเดรีย 200 µl 

2) เติม ECa233 ความเข้มขน้ต่างๆ 5 ความเข้มข้น ได้แก่ 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 mg/ml ปริมาณ 10 
µl ซ่ึงจะได้ปริมาณที่ท าปฏิกิริยาใน chamber เท่ากับ 0.01, 0.1, 1, 10, 100 µg ตามล าดับ กลุ่มควบคุม
เติม DMSO ซ่ึงเป็นตัวท าละลายของ ECa233 

3) เติม sodium azide ความเข้มข้น maximum inhibitory concentration ปริมาณ 2 µl 
4) เติม 0.3 M ADP + 0.6 M Pi ปริมาณ 4 µl แล้วดูผลการเปล่ียนแปลงอัตราการใช้ออกซิเจนใน 

state 3  

Inc. medium            mitochondria            G+M      ECa233      sod. azide (IC100)   ADP+Pi 

                                                             1 min                                1 min              1 min 

 

3.2.6.3 ผลของสำรสกดัมำตรฐำนบัวบก ECa233 ต่อกำรหำยใจของไมโตคอนเดรียในภำวะที่มีกำร
ยับยัง้กระบวนกำร electron transport chain ด้วย sodium azide ในควำมเข้มขน้ median inhibitory 
concentration (n = 5) 

1) เติม substrate คือ 1 M glutamate + 1 M malate ปริมาณ 10 µl ลงใน reaction chamber ที่มี 
incubation buffer 1,700 µl และไมโตคอนเดรีย 200 µl  

2) เติม ECa233 ความเข้มขน้ต่างๆ 5 ความเข้มข้น ได้แก่ 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 mg/ml ปริมาณ 10 
µl ซ่ึงจะได้ปริมาณที่ท าปฏิกิริยาใน chamber เท่ากับ 0.001, 0.1, 1, 10, 100 µg ตามล าดับ กลุ่มควบคุม
เติม DMSO ซ่ึงเป็นตัวท าละลายของ ECa233 

3) เติม sodium azide ความเข้มข้น median inhibitory concentration  ปริมาณ 2 µl 
4) เติม 0.3 M ADP + 0.6 M Pi ปริมาณ 4 µl แล้วดูผลการเปล่ียนแปลงอัตราการใช้ออกซิเจนใน 

state 3  
Inc. med         mitochondria             G+M   ECa233      sod. azide (IC50)        ADP+Pi 

                                                1 min                                           1 min            1 min 
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3.3  กำรรวบรวมและกำรวิเครำะห์ขอ้มูล (Data analysis) 
 ค่าอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียแสดงผลเป็น mean ± S.E.M. และเปรียบเทียบผล
ระหว่างกลุ่มดว้ย One-way analysis of variance (ANOVA) และใช้ post-hoc test วิธีของ Tukey 
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บทที่ 4  
ผลกำรวิจัย 

 
4.1 ผลของสำรสกดัมำตรฐำนบัวบก ECa233 ต่อกำรหำยใจของไมโตคอนเดรียเมือ่ใช้ substrate เปน็ 
NAD+-linked (glutamate + malate)  
 

ก่อนท าการทดลองทดสอบค่า RCI ของไมโตคอนเดรยีที่เตรียมได้มคี่าเท่ากับ 4.89 ± 0.15 (n = 
5) ECa233 ปริมาณ 0.1, 1, 10, 100, 1000 µg ใน chamber มีแนวโน้มท่ีจะลดอัตราการหายใจใน state 3 
ของไมโตคอนเดรีย เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (128.16 ± 20.34, 117.04 ± 17.48, 112.46 ± 13.44, 
126.65 ± 20.87, 109.64 ± 15.94 n atoms O/min/mg protein ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับ 128.36 ± 
18.27 ของกลุ่มควบคุม) อย่างไรก็ตามไม่มคีวามแตกตา่งระหว่างกลุ่มอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (F 
(5,24) = 0.22, P = 0.95, one-way ANOVA) และไม่มีผลต่อการหายใจใน state 4 ของไมโตคอนเดรีย 
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (32.78 ± 7.32, 26.90 ± 4.68, 26.05 ± 4.60, 28.07 ± 4.73, 28.55 ± 6.05 
n atom O/min/mg protein ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับ 26.29 ± 5.2 ของกลุ่มควบคุม) (F (5,24) = 
0.20, P = 0.95, one-way ANOVA) ดังรูปท่ี 10 
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รูปที่ 9 แสดง oxygraph tracing ของการหายใจของไมโตคอนเดรีย ในการทดลองหาผลของ ECa233 
ในปริมาณต่างๆ ต่อการหายใจใน state 3 และ state 4 เมื่อใช้ glutamate + malate เป็น substrate  

 ส่วนประกอบของปฏิกิริยา 1 M glutamate + 1 M malate 10 µl, incubation buffer 1,700 µl,  
ไมโตคอนเดรยี 200 µl, ECa233 ความเข้มข้นต่างๆ 5 ความเข้มข้น ได้แก่ 0.01, 0.1, 1, 10, 100 mg/ml 
10 µl ซ่ึงจะได้ปริมาณที่ท าปฏิกริิยาใน chamber เท่ากับ 0.1, 1, 10, 100, 1,000 µg ตามล าดับ หรือ 
DMSO 10 µl ในกลุ่มควบคุม (control), และ 0.3 M ADP + 0.6 M Pi 4 µl ดูผลการเปล่ียนแปลงอัตรา
การใช้ออกซิเจนใน state 3 respiration โดยแกน x คือ เวลา แกน y คือ ปริมาณ O2 ใน reaction chamber 
 

                        

 

               

 

Control                              ECa233 0.1 µg       ECa233 1 µg 

 

  
 State 3 respiration 

  Glutamate + Malate, DMSO 

 ADP + Pi 

  Glutamate + Malate, ECa233 

 ADP + Pi 

 State 4 respiration 

 State 3 respiration 

 State 4 respiration 

ECa233 10 µg           ECa233 100 µg           ECa233 1000 µg 

 

  

  Glutamate + Malate, ECa233 

 ADP + Pi 

 State 4 respiration 

 State 3 respiration 

10%  O2 

1 min 
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รูปที่ 10 เปรียบเทียบผลของ ECa233 ปริมาณต่างๆ ต่ออัตราการหายใจของไมโตคอนเดรีย state 3 (F 
(5,24) = 0.22, P = 0.95, one-way ANOVA) และ state 4 (F (5,24) = 0.20, P = 0.95, one-way ANOVA) 
เมื่อใช้ glutamate + malate เป็น substrate แต่ละจุดแสดงเป็น mean ± S.E.M. จาก 5 การทดลอง (n = 5) 
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4.2 ผลของสำรสกดัมำตรฐำนบัวบก ECa233 ต่อกำรหำยใจของไมโตคอนเดรียเมือ่ใช้ substrate เปน็ 
FAD-linked (succinate) 

ก่อนท าการทดลองทดสอบค่า RCI ของไมโตคอนเดรยีที่เตรียมได้มคี่าเท่ากับ 5.48 ± 0.48 (n = 
5) ECa233 ปริมาณ 0.1, 1, 10, 100, 1000 µg ใน chamber มีแนวโน้มท่ีจะลดอัตราการหายใจใน state 3 
ของไมโตคอนเดรีย เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (100.34 ± 6.95, 100.77 ± 9.33, 98.70 ± 11.80, 
90.70 ± 6.66, 88.85 ± 14.27 n atoms O/min/mg protein ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับ 110.26 ± 6.16 
ของกลุ่มควบคุม) อย่างไรก็ตามไม่มีความแตกต่างระหว่างกลุ่มอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (F (5,24) = 
0.64, P = 0.67, one-way ANOVA) และไม่มีผลต่อการหายใจใน state 4 ของไมโตคอนเดรีย เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (53.52 ± 6.62, 52.47 ± 5.14, 54.10 ± 4.35, 52.34 ± 5.56, 53.97 ± 5.06 n 
atoms O/min/mg protein ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับ 52.03 ± 5.39 ของกลุ่มควบคุม) (F (5,24) = 
0.28, P = 1.0, one-way ANOVA) ดังรูปที่ 12 
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รูปที่ 11 oxygraph tracing ของการหายใจของไมโตคอนเดรีย ในการทดลองหาผลของ ECa233 ใน
ปริมาณต่างๆ ต่อการหายใจใน state 3 และ state 4 เมื่อใช้ succinate เป็น substrate 

 ส่วนประกอบของปฏิกิริยาคือ 1 M succinate ปริมาณ 10 µl, incubation buffer 1,700 µl,  
ไมโตคอนเดรยี 200 µl, ECa233 ความเข้มข้นต่างๆ 5 ความเข้มข้น ได้แก่ 0.01, 0.1, 1, 10, 100 mg/ml 
10 µl ซ่ึงจะได้ปริมาณที่ท าปฏิกริิยาใน chamber เท่ากับ 0.1, 1, 10, 100, 1,000 µg ตามล าดับ หรือ 
DMSO 10 µl, 0.3 M ADP + 0.6 M Pi 4 µl ดูผลการเปล่ียนแปลงอัตราการใช้ออกซิเจนใน state 3 โดย
แกน x คือ เวลา แกน y คือ ปริมาณ O2 ใน reaction chamber 

 

     

 

     

             Control         ECa233 0.1 µg            ECa233 1 µg 

 

  

ECa233 10 µg                ECa233 100 µg               ECa233 1000 µg 

 

  

  succinate, ECa233 

 ADP + Pi 

 State 4 respiration 

 State 3 respiration 

 succinate, DMSO 

 ADP + Pi 

 State 4 respiration 

 State 3 respiration 

  succinat, ECa233 

 ADP + Pi 

 State 4 respiration 

 State 3 respiration 

10%  O2 

1 min 
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รูปที่ 12 เปรียบเทยีบผลของ ECa233 ความเข้มข้นต่างๆ ตอ่อัตราการหายใจของไมโตคอนเดรยี state 3 
(F (5,24) = 0.64, P = 0.67, one-way ANOVA) และ state 4 (F (5,24) = 0.28, P = 1.0, one-way 
ANOVA) เมื่อใช้ succinate เป็น substrate แต่ละจุดแสดงเป็นค่า mean ± S.E.M จาก 5 การทดลอง (n = 
5) 
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4.3 ผลของ rotenone ในกำรยบัยั้งกำรหำยใจของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช้ rotenone ควำมเข้มข้นต่ำงๆ 
เพื่อหำ % inhibition 

 ก่อนท าการทดลองทดสอบค่า RCI ของไมโตคอนเดรียที่เตรียมได้มคี่าเท่ากับ 6.39 ± 
0.96 (n = 3) rotenone ปริมาณ 0.01, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.10 µg ใน chamber สามารถลดอัตราการ
หายใจใน state 3 ของไมโตคอนเดรยีมากขึ้นแปลตามความเข้มข้น เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
(74.95 ± 7.92, 61.15 ± 0.46, 49.96 ± 0.38, 35.55 ± 7.01, 26.33 ± 2.86, 19.61 ± 1.79 n atoms O/min/mg 
protein ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับ 74.95  ± 7.92 ของกลุ่มควบคุม) มีความแตกต่างระหว่างกลุ่ม
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (F (6,14) = 19.14, P = <0.001, one-way ANOVA) โดยอัตราการใช้ออกซิเจน
ใน state 3 ของไมโตคอนเดรียที่ได้รับ rotenone 0.04, 0.06, 0.08 และ 0.10 µg มีความแตกต่างจากกลุ่ม
ควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P <0.05, P<0.001, P<0.001 และ P<0.001 ตามล าดับ Tukey’s post-
hoc test) ดังรูปที่ 14 

เมื่อค านวณค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรียใน state 3 (% inhibition) 
พบว่า rotenone ปริมาณ 0.01, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 และ 0.10 µg ใน chamber มี % inhibition เท่ากับ 
0.00 ± 0.00, 16.73 ± 8.02, 31.98 ± 6..47, 51.35 ± 11.49, 63.01 ± 6.89, 73.11 ± 4.43 % ตามล าดับ ดัง
รูปท่ี 15 

โดยที่ rotenone ปริมาณ 0.10 µg ในปฏิกิริยาสามารถลดอตัราการหายใจของไมโตคอนเดรียจน
มีอัตราการหายใจใน state 3 ใกล้เคียงกับ state 4 แสดงว่าเกิดการยับยั้งกระบวนการขนส่งอิเล็กตรอน
ของไมโตคอนเดรียจนไม่สามารถเกิดปฏิกิรยิา oxidative phophorylation ได้ เมื่อใส่ ADP ลงใน
ปฏิกิริยา ซ่ึงค านวณค่า RCI ได้เท่ากับ 1.08 ± 0.08 จึงถือว่า rotenone 0.10 µg เป็นปริมาณที่ท าให้เกิด 
maximum inhibition ส่วนปริมาณที่ท าให้เกดิ median inhibition นั้นเลือก 0.04 µg ซ่ึงไม่เท่ากับ IC50 
โดยจากสมการ probit คือ   y = 38.671x – 1.501 จะได้ ความเข้มข้นของ rotenone ที่ 50% inhibition 
เท่ากับ 0.039 mg/ml หรือเป็นปริมาณที่ใส่ในปฏิกิริยาเท่ากบั 0.078 µg  

จากการทดลองนี้จะใช้ rotenone ที่ maximum inhibition (0.01 µg ใน chamber) และ IC25 (0.04 
µg ใน chamber)
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รูปที่ 13 oxygraph tracing ของการหายใจของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช้ rotenone ในปริมาณต่างๆ กนั
ยับยั้งการหายใจ 

 ส่วนประกอบของปฏิกิริยา คือ 1 M glutamate + 1 M malate 10 µl, incubation buffer 1,700 µl,
ไมโตคอนเดรยี 200 µl, rotenone ความเข้มข้นต่างๆ 5 ความเข้มข้น ได้แก ่0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05 
mg/ml หรือ DMSO ปริมาณ 2 µl, 0.3 M ADP + 0.6 M Pi 4 µl ดูผลการเปล่ียนแปลงอัตราการใช้
ออกซิเจนใน state 3 โดยแกน x คือเวลา แกน y คือปริมาณ O2 ใน reaction chamber 

 

     

 

     

            Control         rotenone 0.02 µg                   rotenone 0.04 µg 

 

  

           rotenone 0.06 µg        rotenone 0.08 µg                      rotenone 0.10 µg 

 

  

 State 3 respiration 

 G + M, DMSO 

 ADP + Pi 

 State 4 respiration 

 G + M, rotenone  

 ADP + Pi 

 State 4 respiration 

 State 3 respiration 

 G + M, rotenone  

 ADP + Pi 

 State 3 respiration 

 State 4 respiration 10%  O2 

1 min 
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รูปที่ 14 แสดงค่าอัตราการหายใจใน state 3 ของไมโตคอนเดรีย ที่ถูกยับยั้งการหายใจด้วย rotenone 
ปริมาณต่างๆ (F (6,14) = 19.14, P = <0.001, one-way ANOVA) โดย *, *** แสดงถึงความแตกต่าง
อย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม โดยมีค่า P <0.05 และ P <0.001 ตามล าดับ Tukey’s 
post-hoc test แต่ละจุดแสดงเป็นค่า mean ± S.E.M. (n = 3) 
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รูปที่ 15 แสดงผลการยับยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรียเป็น % inhibition เมื่อใช้ rotenone ปริมาณ
ต่างๆ เป็นสารยับยั้งการหายใจ โดย * และ ** แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (F (6,14) = 19.60, P = <0.001, one-way ANOVA) โดยมีค่า โดยมคี่า P = 
0.001, <0.001 ตามล าดับ, Tukey’s post-hoc test แต่ละจุดแสดงเป็นค่า mean ± S.E.M. (n = 3) 
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4.4 ผลของสำรสกัดมำตรฐำนบัวบก ECa233 ต่อกำรหำยใจของไมโตคอนเดรียในภำวะที่มีกำรยบัยัง้
กระบวนกำร electron transport chain ด้วย rotenone 0.10 µg  

ก่อนท าการทดลองทดสอบค่า RCI ของไมโตคอนเดรียที่เตรียมได้มีค่าเท่ากับ 4.86 ± 0.48 (n = 
5) rotenone ในปริมาณที่ท าให้เกิด maximum inhibition (0.10 µg ใน chamber) ลดอัตราการใช้
ออกซิเจนใน state 3 ของไมโตคอนเดรียอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มปกติ  (22.45 ± 3.49 
เปรียบเทียบกับ 81.53 ± 5.43 n atoms O/min/mg protein ของกลุ่มปกติ P <0.001, Tukey’s post hoc 
test) ECa233 ปริมาณ 0.01 µg มีแนวโน้มลดอัตราการใช้ออกซิเจนใน state 3 ของไมโตคอนเดรียที่
ได้รับ rotenone ในขณะที่   ECa233 0.1 และ 1.0 µg     มีแนวโน้มจะเพ่ิมอัตราการหายใจใน state 3 ของ 
ไมโตคอนเดรียที่ได้รับ rotenone อย่างไรก็ตาม ECa233 ทุกความเข้มข้นไม่สามารถเพิ่มอัตราการหายใจ
ของไมโตคอนเดรียที่ได้รับ rotenone ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบกับไมโตคอนเดรียที่
ได้รับ rotenone อย่างเดียว ดังรูปที่ 17 
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รูปที่ 16 oxygraph tracing ในการทดลองหาฤทธ์ิในการปกป้องไมโตคอนเดรียของ ECa233 จากการถูก
ยับยั้งการหายใจดว้ย rotenone 0.10 µg ใน chamber ซ่ึงเป็น maximum inhibition 

ส่วนประกอบของปฏิกิริยา คือ 1 M glutamate + 1 M malate 10 µl, incubation buffer 1,700 µl, 
ไมโตคอนเดรยี 200 µl, ECa233 ความเข้มข้นต่างๆ 5 ความเข้มข้น ได้แก่ 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 mg/ml 
10 µl ซ่ึงจะได้ปริมาณที่ท าปฏิกิริยาใน chamber เท่ากับ 0.01, 0.1, 1, 10, 100 µg ตามล าดับหรือ DMSO 
10 µl, rotenone 0.05 mg/ml 2 µl (1.0 µg), 0.3 M ADP + 0.6 M Pi 4 µl ดูผลการเปล่ียนแปลงอัตราการ
ใช้ออกซิเจนใน state 3 โดยแกน x คือเวลา แกน y คือปริมาณ O2 ใน reaction chamber 

 

               

 

                   

  G+M, DMSO 

  rotenone 0.10 µg 

  ADP + Pi 

            Control 

 State 3 respiration 

  ECa233 0.01 µg 

ECa233 1 µg ECa233 10 µg ECa233 100 µg 

 

 mg/ml 

10% O2 

1 min 

  G+M, ECa233 

ECa233 0.1 µg 

  rotenone 0.10 µg 

  ADP + Pi 

 State 3 respiration 

  G+M, ECa233 

  rotenone 0.10 µg 

  ADP + Pi 

 State 3 respiration 
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รูปที่ 17 เปรียบเทียบอัตราการหายใจของไมโตคอนเดรยี state 3 ในการทดลองหาฤทธ์ิในการปกป้อง
ไมโตคอนเดรยีของ ECa233 ความเข้มข้นต่างๆ จากการถูกยับยั้งการหายใจด้วย rotenone 0.10 µg พบ
ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติระหว่างกลุ่มควบคุมกบักลุ่มทดลอง (F (5,18) = 0.57, P = 
0.72, one-way ANOVA) โดย * แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติระหว่างกลุ่มปกตกิับกลุ่ม
ควบคุมและกลุ่มทดลองทุกกลุ่ม (F(6,28) = 13.55, P < 0.001, One-way ANOVA)โดยมีค่า P < 0.001, 
Tukey’s post-hoc test แต่ละจุดแสดงเป็นค่า mean ± S.E.M.  (n = 5) 
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4.5 ผลของสำรสกัดมำตรฐำนบัวบก ECa233 ต่อกำรหำยใจของไมโตคอนเดรียในภำวะที่มีกำรยบัยัง้
กระบวนกำร electron transport chain ด้วย rotenone 0.04 µg  

ก่อนท าการทดลองทดสอบค่า RCI ของไมโตคอนเดรยีที่เตรียมได้มคี่าเท่ากับ 6.21 ± 0.16 (n = 
5) rotenone ในปริมาณที่ท าให้เกิด 25% inhibition หรือ IC25 (0.04 µg ใน chamber) ไม่สามารถลดอัตรา
การใช้ออกซิเจนใน state 3 ของไมโตคอนเดรียอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับกลุ่มปกต ิ (43.93  
± 2.96 เปรียบเทียบกับ 84.08 ± 13.61 n atoms/min/ mg protein ของกลุ่มปกต,ิ P = 0.06, Tukey’s post-
hoc test) ECa233 ทุกปริมาณทีใ่ส่ใน chamber ได้แก่ 0.01, 0.1, 1, 10, 100 µg มีแนวโน้มที่เพิ่มอัตราการ
ใช้ออกซิเจนใน state 3 ของไมโตคอนเดรียที่ไดร้ับ rotenone อย่างไรก็ตาม ECa233 ทุกความเข้มข้นไม่
สามารถเพิ่มอัตราการหายใจของไมโตคอนเดรียที่ได้รับ rotenone ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อ
เปรียบเทียบกับไมโตคอนเดรียที่ได้รับ rotenone อย่างเดียว ดังรูปที่ 19 
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รูปที่ 18 oxygraph tracing ในการทดลองหาฤทธ์ิในการปกป้องไมโตคอนเดรียของ ECa233 จากการถูก
ยับยั้งการหายใจดว้ย rotenone 0.04 µg  

ส่วนประกอบของปฏิกิริยา 1 M glutamate + 1 M malate 10 µl,    incubation buffer   1,700 µl,  
ไมโตคอนเดรยี 200 µl, ECa233 ความเข้มข้นต่างๆ 5 ความเข้มข้น ได้แก่ 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 mg/ml 
ปริมาณ 10 µl ซ่ึงจะได้ปริมาณที่ท าปฏิกิรยิาใน chamber เท่ากับ 0.01, 0.1, 1, 10, 100 µg ตามล าดับหรือ 
DMSO 10 µl, rotenone 0.02 mg/ml 2 µl (0.04 µg), 0.3 M ADP + 0.6 M Pi 4 µl แล้วดูผลการ
เปล่ียนแปลงอัตราการใช้ออกซิเจนใน state 3 โดยแกน x คือเวลา แกน y คือปริมาณ O2 ใน reaction 
chamber 

 

          

 

               

  G+M, DMSO 
  rotenone 0.04 µg 

  ADP + Pi 

   Control                                               ECa233 0.01 µg                                       ECa233 0.1 µg 

 

 State 3 respiration 

10% O2 

  ECa233 1 µg                                            ECa233 10 µg                                      ECa233 100 µg 

 

  G+M, ECa233 

  rotenone 0.04 µg 

  ADP + Pi 

 State 3 respiration 

  G+M, ECa233 

  rotenone 0.04 µg 

  ADP + Pi 

 State 3 respiration 

1 min 
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รูปที่ 19 เปรียบเทียบอัตราการหายใจของไมโตคอนเดรยี state 3 ในการทดลองหาฤทธ์ิในการปกป้อง
ไมโตคอนเดรยีของ ECa233 ความเข้มขน้ต่างๆ จากการถูกยับยั้งการหายใจด้วย rotenone 0.04 µg 
พบว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติระหว่างกลุ่มควบคุมกับกลุ่มทดลองทุกกลุ่ม (F (5,18) 
= 0.55, P = 0.73, one-way ANOVA) และไม่มีความแตกตา่งอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติระหว่างกลุ่มปกติ
กับควบคุมและกลุ่มทดลองทุกกลุ่ม (F (6,28) = 2.32, P = 0.60, one-way ANOVA) แต่ละจุดแสดงเป็น
ค่า mean ± S.E.M. (n = 5) 
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4.6 ผลของ sodium azide ในกำรยบัยัง้กำรหำยใจของไมโตคอนเดรีย เมือ่ใช ้ sodium azide ควำม
เข้มข้นต่ำงๆ เพื่อหำ % inhibition  
 

ก่อนท าการทดลองทดสอบค่า RCI ของไมโตคอนเดรยีที่เตรียมได้มคี่าเท่ากับ 5.21 ± 0.44 (n = 
5) sodium azide ปริมาณ 20, 40, 80, 120, 160, 200 µg ใน chamber สามารถลดการหายใจใน state 3 
ของไมโตคอนเดรียมากขึ้นแปลตามความเข้มข้น เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (5.05 ± 5.72, 6.02 ± 
6.71, 29.64 ± 6.03, 50.21 ± 3.67, 54.56 ± 3.31, 69.29 ± 2.71 % ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับ 0.00  ± 
0.00 ของกลุ่มควบคุม) มคีวามแตกต่างระหว่างกลุ่มอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (F (6,28) = 37.18, P 
<0.001, one-way ANOVA) โดยมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติระหว่างกลุ่มควบคุมกับกลุ่มท่ี
ได้รับ sodium azide 80, 120, 160, 200  µg โดยมีค่า P = 0.001, <0.001, <0.001, <0.001 ตามล าดับ, 
Tukey’s post-hoc test ดังรูปท่ี 21 

 โดยที่ sodium azide 200 µg ในปฏิกิริยาสามารถลดอัตราการหายใจของไมโตคอนเดรียจนมี

อัตราการหายใจใน   state 3 เท่ากับ     state 4        แสดงว่าเกิดการยับยั้งการขนส่งอิเล็กตรอนของไมโต- 

คอนเดรียจนไม่สามารถเกิดปฏิกริิยา oxidative phosphorylation ได้ เมื่อใส่ ADP ลงในปฏิกิริยา ซ่ึง

ค านวณค่า RCI ได้เท่ากับ 1.00 ± 0.00 จึงถือว่า sodium azide 200 µg เป็นปริมาณที่ท าให้เกดิ maximum 

inhibition ส่วนปริมาณที่ท าให้เกดิ median inhibition นั้นเลือก 120 µg ซ่ึงไม่เท่ากับ IC50 โดยจาก

สมการ probit คือ  y = 0.025x – 1.600 จะได้ ความเข้มขน้ของ sodium azide ที่ 50% inhibition เท่ากับ 

63.71 mg/ml หรือเป็นปริมาณที่ใส่ในปฏิกิริยาเท่ากับ 127.42 µg ในการทดลองนีใ้ช้ sodium azide 200 

µg ซ่ึงเป็น maximum inhibition และ sodium azide 120 µg ซ่ึงเป็นค่าใกล้เคียงกับ IC50 
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รูปที่ 20 oxygraph tracing ของการหายใจของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช้ sodium azide ในปริมาณต่างๆ กัน 
ยับยั้งการหายใจ 

ส่วนประกอบของปฏิกิยา 1 M glutamate + 1 M malate, 10 µl,    incubation buffer    1,700 µl,  
ไมโตคอนเดรยี 200 µl, sodium azide ความเข้มขน้ต่างๆ 6 ความเข้มข้น ได้แก่ 10, 20, 40, 60, 80, 100 
mg/ml ปริมาณ 2 µl หรือ pure water (ตัวท าละลายของ sodium azide) 2 µl, 0.3 M ADP + 0.6 M Pi 4 µl 
แล้วดูผลการเปล่ียนแปลงอัตราการใช้ออกซิเจนใน state 3 โดยแกน x คือเวลา แกน y คือปริมาณ O2 ใน 
reaction chamber 

 

     

 

     

Control Sod. azide 40 µg Sod. azide 80 µg 

Sod. azide 120 µg Sod. azide 160 µg Sod. azide 200 µg 

 G+M 
 sod. Azide  

  ADP + Pi 

 State 3 respiration 

1 min 

 G+M  G+M 

 water  
 sod. Azide  

  ADP + Pi 

 State 3 respiration  State 3 respiration 

  ADP + Pi 

10% O2 
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รูปที่ 21 แสดงผลการยับยั้งการหายใจของไมโตคอนเดรียเป็น % inhibition เมื่อใช้ sodium azide ความ
เข้มข้นต่างๆ เป็นสารยับยั้งการหายใจ พบว่ามคีวามแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติระหว่างกลุ่ม
ควบคุมและกลุ่มทดลอง (F (6,28) = 37.18, P <0.001, one-way ANOVA) โดย * และ ** แสดงค่าความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยมีค่า P = 0.001 และ <0.001 ตามล าดับ, Tukey’s post-hoc test แต่
ละจุดแสดงเป็นค่า mean ± S.E.M. (n = 5) 
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4.7 ผลของสำรสกัดมำตรฐำนบัวบก ECa233 ต่อกำรหำยใจของไมโตคอนเดรียในภำวะที่มีกำรยบัยัง้
กระบวนกำร electron transport chain ด้วย sodium azide 200 µg  

ก่อนท าการทดลองทดสอบค่า RCI ของไมโตคอนเดรียที่เตรียมได้มีค่าเท่ากับ 7.42 ± 1.19 (n = 
5) sodium azide ในปริมาณที่ท าให้เกิด maximum inhibition (200 µg ใน chamber) ลดอัตราการใช้
ออกซิเจนใน state 3 ของไมโตคอนเดรียอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มปกติ (30.48  ± 1.18 
เปรียบเทียบกับ 87.74 ± 10.78 n atoms/min/mg protein ของกลุ่มปกติ P <0.001, Tukey’s post-hoc test) 
ECa233 ทุกปริมาณคือ 0.01, 0.1, 1, 10, 100 µg มีแนวโน้มจะเพ่ิมอัตราการหายใจใน state 3 ของไมโต-
คอนเดรียที่ได้รับ sodium azide อย่างไรก็ตาม ECa233 ทุกความเข้มข้นไม่สามารถเพิ่มอัตราการหายใจ
ของไมโตคอนเดรียที่ได้รับ sodium azide ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบกับไมโต- 
คอนเดรียที่ไดร้ับ sodium azide อย่างเดียว ดังรูปที่ 23 
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รูปที่ 22 oxygraph tracing ในการทดลองหาฤทธ์ิในการปกป้องไมโตคอนเดรียของ ECa233 จากการถูก
ยับยั้งการหายใจดว้ย sodium azide 200 µg ซ่ึงเป็น maximum inhibition 

ส่วนประกอบของปฏิกิริยา คือ 1 M glutamate + 1 M malate 10 µl, incubation buffer 1,700 µl, 
ไมโตคอนเดรยี 200 µl, ECa233 ความเข้มข้นต่างๆ 5 ความเข้มขน้ ได้แก่  0.001, 0.01, 0.1, 1, 10  
mg/ml ปริมาณ 10 µl ซ่ึงจะได้ปริมาณที่ท าปฏิกิริยาใน chamber เท่ากับ 0.01, 0.1, 1, 10, 100 µg 
ตามล าดับหรือ DMSO 10 µl, sodium azide 200 µg 2 µl, 0.3 M ADP + 0.6 M Pi 4 µl ดูผลการ
เปล่ียนแปลงอัตราการใช้ออกซิเจนใน state 3 โดยแกน x คือเวลา แกน y คือปริมาณ O2 ใน reaction 
chamber  
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รูปที่ 23 เปรียบเทียบอัตราการหายใจของไมโตคอนเดรยี state 3 ในการทดลองหาฤทธ์ิในการปกป้อง
ไมโตคอนเดรยีของ ECa233 ความเข้มข้นต่างๆ จากการถูกยับยั้งการหายใจด้วย sodium azide 200 µg 
พบไม่มีความแตกต่างอย่างมีนับส าคัญทางสถิติระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลอง (F (5,18) = 0.86, 
P = 0.53, one-way ANOVA) โดย * แสดงถึงความแตกตา่งอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติระหว่างกลุ่มปกติ
กับกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลองทุกกลุ่ม (F(6,28) = 13.30, P < 0.001, One-way ANOVA) โดยมีค่า P < 
0.001, Tukey’s post hoc test แต่ละจุดแสดงเป็นค่า mean ± S.E.M. (n = 5) 
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4.8 ผลของสำรสกัดมำตรฐำนบัวบก ECa233 ต่อกำรหำยใจของไมโตคอนเดรียในภำวะที่มีกำรยบัยัง้
กระบวนกำร electron transport chain ด้วย sodium azide 120 µg  

ก่อนท าการทดลองทดสอบค่า RCI ของไมโตคอนเดรยีที่เตรียมได้มคี่าเท่ากับ 7.07 ± 0.57 (n = 
5) sodium azide ในปริมาณที่ท าให้เกดิ median inhibition (120 µg ใน chamber) ลดอัตราการใช้
ออกซิเจนใน state 3 ของไมโตคอนเดรียอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติเม่ือเทียบกับกลุ่มปกต ิ (31.19  ± 3.51 
เปรียบเทียบกับ 82.92 ± 7.05 n atoms /min/mg protein ของกลุ่มปกต ิP <0.001, Tukey’s post-hoc test) 
ECa233 0.1 และ 1 µg  ใน chamber มีแนวโน้มจะเพิ่มอัตราการหายใจใน state 3 ของไมโตคอนเดรียที่
ได้รับ sodium azide อย่างไรก็ตาม ECa233 ทุกความเข้มข้นไม่สามารถเพิ่มอัตราการหายใจของไมโต-
คอนเดรียที่ไดร้ับ sodium azide ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับไมโตคอนเดรียที่ไดร้ับ 
sodium azide อย่างเดียว ดังรูปที่ 25 
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รูปที่ 24 oxygraph tracing ในการทดลองหาฤทธ์ิในการปกป้องไมโตคอนเดรียของ ECa233 จากการถูก
ยับยั้งการหายใจดว้ย sodium azide 120 µg 

ส่วนประกอบของปฏิกิริยา คือ1 M glutamate + 1 M malate 10 µl, incubation buffer 1,700 µl,
ไมโตคอนเดรยี 200 µl, ECa233 ความเข้มข้นต่างๆ 5 ความเข้มข้น ได้แก่ 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 mg/ml 
ปริมาณ 10 µl ซ่ึงจะได้ปริมาณที่ท าปฏิกิริยาใน chamber เท่ากับ 0.001, 0.1, 1, 10, 100 µg ตามล าดับ
หรือ DMSO 10 µl, sodium azide 120 µg 2 µl, 0.3 M ADP + 0.6 M Pi 4 µl ดูผลการเปล่ียนแปลงอัตรา
การใช้ออกซิเจนใน state 3 โดยแกน x คือเวลา แกน y คือปริมาณ O2 ใน reaction chamber 
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รูปที่ 25 เปรียบเทียบอัตราการหายใจของไมโตคอนเดรยี state 3 ในการทดลองหาฤทธ์ิในการปกป้อง
ไมโตคอนเดรยีของ ECa233 ความเข้มข้นต่างๆ จากการถูกยับยั้งการหายใจด้วย sodium azide 120 µg 
พบไม่แตกต่างอย่างมีนยัส าคัญทางสถิติระหว่างกลุ่มควบคมุและกลุ่มทดลองทุกกลุ่ม (F (5,18) = 0.78, 
P = 0.57, one-way ANOVA) โดย * แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติระหว่างกลุ่มปกตกิับ
กลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลองทุกกลุ่ม (F(6,28) = 10.60, P < 0.001, One-way ANOVA) โดยมีค่า P < 
0.001, Tukey’s post hoc test แต่ละจุดแสดงเป็นค่า mean ± S.E.M. (n = 5) 
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บทที่ 5  

สรุปและอภิปรำยผลกำรวิจัย 

 

 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศกึษาผลของสารสกดัมาตรฐานบัวบกอีซีเอ233 (ECa233) ต่อการ

ท างานของไมโตคอนเดรียในภาวะปกติ ในภาวะที่ถูกยับยัง้การท างานของ complex I และภาวะที่ถูก

ยับยั้งการท างานของ complex IV ในกระบวนการขนส่งอิเล็กตรอนของไมโตคอนเดรีย ซ่ึงเป็นการ

เลียนแบบพยาธิก าเนิดของโรคที่เกดิจากความเส่ือมของระบบประสาท (neurodegenerative diseases) 

ได้แก่ โรคพาร์กนิสันและโรคอัลไซเมอร์ ตามล าดับ การวิจัยนี้เป็นการศกึษาแบบนอกกาย (in vitro 

study) โดยท าการแยกไมโตคอนเดรียจากสมองของหนูแรท แล้วศึกษาผลของสารสกัดมาตรฐานบัวบก

อีซีเอ233 ต่อการท างานของไมโตคอนเดรียในภาวะต่างๆ ด้วยการวัดอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโต-

คอนเดรีย 

 จากผลการทดลองพบว่า สารสกัดมาตรฐานบัวบกอีซีเอ233 ในช่วงปริมาณ 0.1-1000 µg ไม่มี

ผลลดอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียทั้งในภาวะที่ใช้ NAD+-linked ซ่ึงแสดงกระบวนการ

ขนส่งอิเล็กตรอนโดยเริ่มจาก complex I ของไมโตคอนเดรียและ FAD-linked substrate ซ่ึงแสดง

กระบวนการขนส่งอิเล็กตรอนโดยเริ่มจาก complex II ของไมโตคอนเดรยี การวจิัยนี้เป็นการวิจัยแรกที่

แสดงให้เห็นว่า สารสกดัมาตรฐานบวับกอีซีเอ233 มีความปลอดภัยสูงต่อไมโตคอนเดรยี แม้ทดสอบ

ในช่วงปริมาณที่ต่างกันถึง 10,000 เท่า ก็ไม่พบผลรบกวนกระบวนการขนส่งอิเล็กตรอนและ

กระบวนการสร้าง ATP งานวิจัยนี้จึงสนับสนุนการใช้สารสกัดมาตรฐานบวับกอีซีเอ233 ในทางคลินกิ

ต่อไป 

 จากนัน้การวิจัยนี้ได้ท าการศกึษาผลของสารสกัดมาตรฐานบัวบกอีซีเอ233 ในการปกป้องไม

โตคอนเดรยีจากภาวะที่มีการยับยั้งการท างานของไมโตคอนเดรีย complex I ในกระบวนการขนส่ง

อิเล็กตรอน เนื่องจากการศกึษาก่อนหน้าพบว่า พยาธิก าเนิดของโรคพารก์ินสันเกดิจากการสูญเสียการ

ท างานของไมโตคอนเดรีย complex I เช่น การศึกษาไมโตคอนเดรียที่เตรียมจากสมองส่วน striata ของ
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ผู้ป่วยที่เสียชีวิตดว้ยโรคพาร์กนิสัน พบการท างานของไมโตคอนเดรีย complex I ลดลง [22]  นอกจากนี้

มีการใช้สารที่ยับยั้งการท างานของไมโตคอนเดรยี complex I ได้แก่ MPTP และ rotenone เพื่อจ าลอง

อาการคล้ายพารก์ินสันในสัตว์ทดลอง [25] และจากการทดลองของ Haleagrahara และคณะ [29] โดย

ให้สารสกัดบัวบกแก่หนูแรทท่ีได้รับสารที่ยับยั้งการท างานของไมโตคอนเดรีย complex I (MPTP) 

พบว่าสามารถลดการเกดิ oxidative stress ในสมองส่วน striatum และ hippocampus ของหนูแรทได้ แต่

ยังไม่มีการศกึษาผลของสารสกดับัวบกนี้ต่อการท างานของไมโตคอนเดรยีโดยตรง [29] การทดลอง

ครั้งนี้ไดใ้ช้ rotenone เพื่อยับยั้งการท างานของไมโตคอนเดรีย complex I แบบนอกกาย โดยเลือก 

rotenone ในปริมาณทีย่ับยั้งอัตราการใช้ออกซิเจนใน state 3 ของไมโตคอนเดรียได้สูงสุด และใน

ปริมาณที่ IC25 พบว่า สารสกัดบัวบกอีซีเอ233 ที่ปริมาณต่ า (0.01 และ 0.1 µg) มีแนวโน้มท่ีจะเพิ่มอัตรา

การหายใจของไมโตคอนเดรยีที่ถูกยับยั้งดว้ย rotenone ได้ อย่างไรก็ตาม การเปล่ียนแปลงนี้ไม่มี

นัยส าคัญทางสถิติ ซ่ึงผลเพิ่มการท างานของไมโตคอนเดรียนี้อาจเป็นผลบางส่วนจากฤทธ์ิต้านอนุมูล

อิสระของอีซีเอ233 มากกว่าฤทธ์ิการปกป้องไมโตคอนเดรยี complex I โดยตรง  

 เนื่องจากการศึกษาก่อนหน้าพบความเกี่ยวข้องของความบกพร่องของการท างานของไมโต-

คอนเดรีย complex IV กับการเกิดโรคอัลไซเมอร์ โดยพบการลดลงของการท างานของไมโตคอนเดรีย 

complex IV ในเกล็ดเลือดของผู้ป่วยโรคอัลไซเมอร์ [13] และในไมโตคอนเดรียที่แยกจากสมองของ

ผู้ป่วยโรคอัลไซเมอร์ [14] นอกจากนี้พบว่า การให้สารสกัดมาตรฐานบวับกอีซีเอ233 สามารถแก้ไข

ภาวะบกพร่องทางการเรยีนรู้และความจ าในหนูที่ได้รับ Aβ ทางโพรงสมอง ซ่ึงเลียนแบบพยาธิสภาพ

ของโรคอัลไซเมอร์ได้ [82] การวิจัยนีจ้ึงศึกษาผลของสารสกัดมาตรฐานบวับกอีซีเอ233 ในการปกป้อง

ไมโตคอนเดรยีจากภาวะที่มีการยับยั้งการท างานของไมโตคอนเดรีย complex IV ของกระบวนการ

ขนส่งอิเล็กตรอน โดยใช้ sodium azide ซ่ึงเป็นสารที่ยับยั้งอย่างจ าเพาะเจาะจงที่ไมโตคอนเดรีย 

complex IV ใช้ Sodium azide ในปริมาณที่ยับยั้งอัตราการใช้ออกซิเจนใน state 3 ของไมโตคอนเดรีย

ได้สูงสุด และในปริมาณที่ IC50 พบว่า สารสกัดบวับกอีซีเอ233 ที่ปริมาณต่ า (0.01, 0.1 และ 1 µg) มี

แนวโน้มท่ีจะเพิ่มอัตราการหายใจของไมโตคอนเดรียที่ถูกยับยั้งด้วย sodium azide อย่างไรก็ตามการ

เปล่ียนแปลงนี้ไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ  
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มีการศึกษาก่อนหน้า ได้กล่าวถึงกลไกการปกป้องเซลล์ประสาทของสารสกัดมาตรฐานบวับก

อีซีเอ233 ในโมเดลของสัตว์ทดลองท่ีท าให้เกิดการตายของเซลล์ประสาทด้วยการปิดกั้นหลอดเลือด (2-

vessel occlusion) [83 และ 84] และการฉีด Aβ ทางโพรงสมอง [82] แสดงผลในการลดภาวะ oxidative 

stress ของสารสกัดบัวบกอีซีเอ233 [84] การวจิัยนีจ้ึงต้องการศึกษากลไกอ่ืนๆในการปกป้องเซลล์

ประสาทของสารสกัดมาตรฐานบวับกอีซีเอ233 อย่างไรกต็าม การวิจัยนี้ไม่พบผลปกป้องไมโตคอนเด

รียทั้ง complex I และ complex IV จึงสรุปได้ว่า การปกป้องเซลล์ประสาทของสารสกัดมาตรฐานบัวบก

อีซีเอ233 ไม่ผ่านกระบวนการปกป้องไมโตคอนเดรีย  

การปกป้องไมโตคอนเดรียเป็นเป้าหมายการออกฤทธ์ิหนึ่งที่น่าสนใจในการพัฒนาสารที่

ปกป้องเซลล์ประสาทและชะลอการด าเนินของโรคที่เกิดจากความเส่ือมของเซลล์ประสาท[85] ปัจจุบัน

มีสารที่ใช้ในการรกัษาโรคอัลไซเมอร์ที่ได้รับการรับรองแล้ว แม้จะไม่ได้ออกฤทธ์ิปกป้องไมโตคอนเด

รียโดยตรง แต่มกีลไกที่พบว่าน่าจะเกี่ยวข้องกับการปกป้องไมโตคอนเดรยี เช่น ยากลุ่ม cholinesterase 

inhibitors โดยมกีลไกลดการสร้าง nitric oxide เป็นผลท าให้ลดการสร้าง reactive nitrogen species 

(RNS) และ reactive oxygen species (ROS) ลงได้ หรือ ยากลุ่ม N-methyl-D-aspartate (NMDA) 

receptor antagonists โดยมีกลไกในการลดการสร้าง ROS ซ่ึงเป็นสาเหตุที่ท าให้มีแคลเซียมในเซลล์มาก

เกิน เป็นต้น ส่วนยาทีใ่ช้รักษาโรคพารก์ินสัน แม้ไม่ได้ออกฤทธ์ิโดยตรงต่อไมโตคอนเดรีย แตก่็มกีลไก

ที่เกี่ยวข้องกับการปกป้องไมโตคอนเดรยีเช่นกนั เช่น ยา levodopa และ dopamine agonists โดยมกีลไก

ช่วยการท างานของไมโตคอนเดรยีในการส่งสัญญาณประสาทภายในสมองส่วน nigrostiatal และยาใน

กลุ่ม MAO-B inhibitors ที่มีกลไกช่วยเพิ่มโดปามีน และลด ROS ที่สร้างโดยไมโตคอนเดรียลงได้ เป็น

ต้น [86] 
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ตำรำงที ่2 แสดงอัตราการหายใจของไมโตคอนเดรีย เมื่อทดสอบผลของ ECa233 ในความเข้มขน้ต่างๆ 
ต่อการหายใจใน state 3 เมื่อใช้ glutamate + malate เป็น substrate โดยแสดงเป็นค่า mean ± S.E.M 

 

ปริมาณ ECa233 
(µg) 

อัตราการหายใจ 
state 3 (n atoms 
O/min/mg 
protein) 

อัตราการหายใจ 
state 4 (n atoms 
O/min/mg 
protein) 

0 (control) 128.36 ± 18.24 26.29 ± 5.20 
0.1 128.16 ± 20.34 32.78 ± 7.32 
1  117.04 ± 17.48 26.90 ± 4.68 
10  112.46 ± 13.44 26.05 ± 4.60 
100  126.65 ± 20.87 28.07 ± 4.73 
1000  109.64± 15.94 28.55 ± 6.05 
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ตำรำงที่ 3 แสดงอัตราการหายใจของไมโตคอนเดรีย เมื่อทดสอบผลของ ECa233 ในความเข้มขน้ต่างๆ 
ต่อการหายใจใน state 3 เมื่อใช้ succinate เป็น substrate โดยแสดงเป็นค่า mean ± S.E.M 

 

ปริมาณ ECa233 
(µg) 

อัตราการหายใจ 
state 3 (n atoms 
O/min/mg 
protein) 

อัตราการหายใจ 
state 4 (n atoms 
O/min/mg 
protein) 

0 (control) 110.26 ± 6.16 52.03 ± 5.39 
0.1 100.34 ± 6.95 53.52 ± 6.62 
1  100.77 ± 9.33 52.47 ± 5.14 
10  98.70 ± 11.80 54.10 ±  4.35 
100  90.70 ± 6.66 52.34 ± 5.56 
1000  88.85 ±  14.27 53.97 ± 5.06 
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ตำรำงที่ 4 % inhibition ของไมโตคอนเดรียที่ถูกยับยั้งการหายใจดว้ย rotenone ปริมาณต่างๆ โดยแสดง
เป็นค่า mean ± S.E.M 

 
 

rotenone (µg) % inhibition 
0.00 (control) 0.00 ± 0.00 
0.01 0.00 ± 0.00 
0.02 16.73 ± 8.02 
0.04 31.98 ± 6.47 
0.06 51.35 ± 11.49 
0.08 63.01 ± 6.89 
0.10 73.11 ± 4.43 
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ตำรำงที ่5 แสดงค่าอัตราการหายใจของไมโตคอนเดรีย state 3 ในการทดลองหาฤทธ์ิในการปกป้องไม
โตคอนเดรยีของ ECa233 ความเข้มข้นต่างๆ จากการถูกยับยั้งการหายใจดว้ย rotenone 0.10 µg โดย
แสดงเป็นค่า mean ± S.E.M 

 

ECa233 (µg) อัตราการหายใจ state 3 (n 
atoms O/min/mg protein) 

0 (control) 22.45 ± 3.49 
0.01 21.33 ± 1.57 
0.1 32.75 ± 7.35 
1 30.77 ± 8.33 
10 25.76 ± 7.00 
100 23.52 ± 4.44 
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ตำรำงที ่6 แสดงค่าอัตราการหายใจของไมโตคอนเดรีย state 3 ในการทดลองหาฤทธ์ิในการปกป้องไม
โตคอนเดรยีของ ECa233 ความเข้มข้นต่างๆ จากการถูกยับยั้งการหายใจดว้ย rotenone 0.04 µg โดย
แสดงเป็นค่า mean ± S.E.M 

 

ECa233 (µg) อัตราการหายใจ state 3  
(n atoms O/min/mg 
protein) 

0 (control) 43.93 ± 2.96 
0.01 58.56 ± 7.21 
0.1 54.08 ± 7.65 
1 55.52 ± 6.44 
10 54.14 ± 7.50 
100 51.15 ± 8.78 
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ตำรำงที่ 7 % inhibition ของไมโตคอนเดรียที่ถูกยับยั้งการหายใจดว้ย sodium azide ปริมาณต่างๆ โดย
แสดงเป็นค่า mean ± S.E.M 

 
 

Sodium azide (µg) % inhibition 
0 (control) 0.00 ± 0.00 
20 5.05 ± 5.72 
40 6.02 ± 6.71 
80 29.64 ± 6.03 
120 50.21 ± 3.67 
160 54.56 ± 3.31 
200 69.29 ± 2.71 
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ตำรำงที ่8 แสดงค่าอัตราการหายใจของไมโตคอนเดรีย state 3 ในการทดลองหาฤทธ์ิในการปกป้องไม
โตคอนเดรยีของ ECa233 ความเข้มข้นต่างๆ จากการถูกยับยั้งการหายใจดว้ย sodium azide 200 µg โดย
แสดงเป็นค่า mean ± S.E.M 

 

ECa233 (µg) อัตราการหายใจ state 3 (n 
atoms O/min/mg protein) 

0 (control) 30.48 ± 1.18 
0.01 41.35 ± 4.56 
0.1 42.78 ± 4.00 
1 41.51 ± 4.52 
10 33.74 ± 3.68 
100 32.79 ± 4.12 
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ตำรำงที ่9 แสดงค่าอัตราการหายใจของไมโตคอนเดรีย state 3 ในการทดลองหาฤทธ์ิในการปกป้องไม
โตคอนเดรยีของ ECa233 ความเข้มข้นต่างๆ จากการถูกยับยั้งการหายใจดว้ย sodium azide 120 µg โดย
แสดงเป็นค่า mean ± S.E.M 

 

ECa233 (µg) อัตราการหายใจ state 3  
(n atoms O/min/mg 
protein) 

0 (control) 31.19 ± 3.51 
0.01 37.56 ± 6.17 
0.1 43.31 ± 6.08 
1 43.15 ± 5.64 
10 37.92 ± 4.41 
100 34.88 ± 3.79 
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ประวัติผู้เขียนวิทยำนิพนธ ์

 ภูมิล าเนาอยู่ที่จังหวัดเพชรบูรณ์ บิดาชื่อ นายวีระ  ธูปมงคล มารดาช่ือ นางปวีณา  ธูปมงคล มีพ่ี

น้องรวมตัวเอง 3 คน ส าเร็จการศกึษาระดับมัธยมปลายจากโรงเรยีนวิทยานุกูลนารี ระดับปริญญาตรี

เภสัชศาสตร์บัณฑิตจากมหาวิทยาลัยขอนแก่น นติิศาสตร์บัณฑิตจากมหาวิทยาลัยสุโขทัยธรรมาธิราช 

ปัจจุบันปฏิบัติงานเป็นเภสัชกร ด ารงต าแหน่งเภสัชกรช านาญการ ประจ าท่ีโรงพยาบาลจังหวัด

เพชรบูรณ์  
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