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บทคัดย่อ 

ในการศึกษาวิจัยน้ีได้ใช้สารสกัด hexane ของใบลําบิดดง (Diospyros filipendula) ที่เก็บได้ในพ้ืนที่
โครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืช อันเน่ืองมาจากพระราชดําริฯ (อพสธ.) บริเวณหมู่เกาะแสมสาร จังหวัดชลบุรี 
การที่ศึกษาผ่านมาพบว่าสาร uvaol ที่แยกได้จากสารสกัดช้ัน ethylacetate มีฤทธ์ิในการยับย้ังเอนไซม์แพ
นครีเอติกไลเปส  แต่สารมีความไม่คงตัวภายใต้การเก็บในห้องปฏิบัติการ  จึงทําให้การศึกษาจลนศาสตร์ของ
เอนไซม์แพนครีเอติกไลเปสเมื่อมี uvaol ร่วมอยู่ในปฏิกิริยาไม่สําเร็จ  อย่างไรก็ดี uvaol ถูกตรวจพบในสาร
สกัดช้ัน hexane ด้วย  และฤทธ์ิในการยับย้ังเอนไซม์แพนครีเอกติกไลเปสมีค่าสูงคือ 94.95 ± 2.92% ที่ความ
เข้มข้นสุดท้าย 1 mg/mL  IC50 คือ 0.24 mg/mL  จากการศึกษาจลนศาสตร์ในการยับย้ังเอนไซม์แพนครีเอ
ติกไลเปสโดยพิจารณาจาก Lineweaver-Burk plot analysis  พบว่าสารสกัด hexane น้ี สามารถยับย้ังการ
ทํางานของเอนไซม์แบบ non-competitive inhibition ภายใต้สภาวะควบคุม Km ของเอนไซม์คือ 808.09 
μM และ Vmax คือ 23.53 μM min-1  ส่วน Vmax ของเอนไซม์เมื่อมีสารสกัด hexane ของลําบิดดง อยู่ใน
ปฏิกิริยา คือ 13.57 μM min-1 ที่ความเข้มข้น 0.5 mg/mL และ 15.72 μM min-1  ที่ความเข้มข้น 0.25 
mg/mL  การศึกษาเพ่ิมเติมเก่ียวกับในเรื่องการแยกสารสําคัญในสารสกัด hexane น้ีที่มีผลยับย้ังการทํางาน
ของเอนไซม์จะช่วยให้ได้ข้อมูลที่เป็นประโยชน์สําหรับการพัฒนาและการออกแบบยาต้านเมตาบอลิซึมของ
ไขมันได้ในอนาคต   
 
คําสําคัญ: ฤทธ์ิต้านแพนครีเอติกไลเปส จลนศาสตร์ เอนไซม์ 
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Abstract 

The research is to study kinetic of the pancreatic lipase enzyme in the presence of a 
hexane extract of Lum Bid Dong (Diospyros filipendula) leaves harvested from the Plant 
Genetic Conservation Project area under The Royal Initiative of Her Royal Highness Princess 
Maha Chakri Sirindhorn, Samae-San Island, Chonburi. The previous study showed that uvaol 
was isolated from ethyl acetate extracts of Lum Bid Dong and exhibited pancreatic lipase 
actiivity. This chemical was unstable under our storage condition leading to an unsuccessful 
kinetic study of the enzyme in the presence of uvaol. However this substance was also 
found in the hexane extract which presented 94.95 ± 2.92% pancreatic lipase inhibitory 
activity with 1 mg/mL final concentration. The IC50 value of this extract was 0.24 mg/mL. 
Kinetic study of the enzyme was performed in the presence of the hexane extract which 
showed non-competitive inhibition by Lineweaver-Burk plot analysis. Under a controlled 
condition, Km value for enzyme was 808.09 μM and Vmax was 23.53 μM min-1. In the 
presence of the hexane extract, Vmax was 13.57 μM min-1 and 15.72 μM with 0.5 and 0.25 
mg/mL final concentration, respectively. Further isolatation is required to determine active 
compounds essentially responsible for this activity. Obtained active substances will be 
informative for development and modeling of a new anti-lipid metabolism drug in the 
future. 

 
Keywords: anti-pancreatic lipase activity, kinetic, enzyme 
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บทนําและงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

ร่างกายของมนุษย์ต้องการไขมันในการดํารงชีวิต  แต่ทั้งน้ีปริมาณที่บริโภคจะต้องสมดุลกับปริมาณ
ที่จะถูกเผาผลาญเพื่อให้เกิดเป็นพลังงานท่ีต้องการ  หากเกิดภาวะไม่สมดุลข้ึนจะเกิดการสะสมไขมันขึ้นใน
ร่างกายทั้งในระบบเลือดและเน้ือเย่ือต่างๆ  ในปัจจุบันมีผู้ป่วยโรคไขมันในเลือดสูงเป็นจํานวนมาก ซึ่งโรค
ไขมันในเลือดสูงน้ีเป็นสาเหตุของโรคร้ายแรงอ่ืนๆอีกมากมาย ได้แก่ โรคอ้วน โรคเบาหวาน โรคความดัน
โลหิตสูง โรคหัวใจและหลอดเลือด โรคมะเร็ง เป็นต้น  และจํานวนผู้ป่วยโรคไขมันโลหิตสูงมีแนวโน้มที่จะ
เพ่ิมขึ้น สาเหตุหน่ึงอาจมาจากการประทานอาหารจานด่วนที่มีปริมาณไขมันสูง และไขมันน้ันเข้าไปสะสมใน
ร่างกายเป็นปริมาณมาก กระบวนการที่เก่ียวข้องกับความผิดปกตินี้คือ กระบวนการเมตาบอลิซึมของไขมัน  
ซึ่งโดยปกติต้องการเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปสที่ทําหน้าที่เปลี่ยนแปลงไตรกลีเซอไรด์ให้อยู่ในรูปของกรด
ไขมันก่อน เน่ืองจากไตรกลีเซอไรด์มีขนาดใหญ่เกินกว่าท่ีจะนําเข้าสู่ mucosal ของ intestinal villi ใน
ลําไส้เล็กได้  แล้วจึงดูดซึมกรดไขมันน้ันเข้าสู่กระแสเลือด 
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การรักษาไขมันในเลือดสูงมีหลายแนวทาง ที่ซับซ้อนน้อยที่สุดคือการจํากัดการบริโภคและการออก
กําลังกาย  อย่างไรก็ดีมีผู้ป่วยจํานวนหนึ่งที่ไม่สามารถควบคุมระดับไขมันในเลือดได้  สาเหตุเช่น อุปนิสัยใน
การรับประทานอาหารที่มีปริมาณไขมันสูง ดังจะเห็นได้จากสถิติของสํานักนโยบายและยุทธศาสตร์ 
สํานักงานปลัดกระทรวงสาธารณสุข แสดงให้เห็นถึงจํานวนผู้ป่วยไขมันผิดปกติร่วมกับผู้ป่วยมีความผิดปกติ
ทางเมตาบอลิกเพ่ิมสูงขึ้นทุกปี  ในปัจจุบันมียาที่ใช้รักษาภาวะไขมันในเลือดสูงอยู่หลายชนิด แต่การรักษา
จะต้องใช้ระยะเวลาค่อนข้างนาน  ยากลุ่มที่สามารถลดไขมันท่ีออกฤทธิ์ในกระบวนการเมตาบอลิซึมของ
ไขมันต้ังแต่ขั้นต้น คือ ยาที่ชะลอการดูดซึมกรดไขมันเข้าสู่กระแสเลือด  จึงทําให้มีความสนใจในการพัฒนา
ยาที่มีกลไกไปยับย้ังเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปส ซึ่งจะทําให้เกิดการยับย้ังกระบวนการดูดซึมไตรกลีเซอไรด์
ผ่านผนังลําไส้เล็กเข้าสู่กระแสเลือด และทําให้เกิดการขับไขมันออกจากร่างกาย ซึ่งจะช่วยลดระดับไขมันใน
เลือดได้   อย่างไรก็ตามผู้ป่วยไขมันในเลือดสูงยังจําเป็นจะต้องรับประทานยาอย่างต่อเนื่อง จึงมีค่าใช้จ่าย
ด้านยาค่อนข้างสูง รวมไปถึงปัญหาความเป็นพิษของยาต่อตับของผู้ป่วย จึงเกิดความพยายามในการวิจัย
ศึกษาหาพืชสมุนไพรที่มีฤทธิ์ลดระดับไขมัน มาพัฒนาเป็นยาลดไขมันจากสมุนไพรที่มีราคาถูก และปลอดภัย 
เพ่ือช่วยเหลือผู้ป่วยให้เข้าถึงยาได้ง่ายข้ึน  

ประเทศไทยถือได้ว่าเป็นแหล่งของพืชสมุนไพรหลากหลายชนิด รวมทั้งมีการนําพืชบางชนิดมาใช้ใน
การช่วยลดระดับไขมันในการแพทย์พื้นบ้านด้วย เช่น กระเจ๊ียบแดง ดอกคําฝอย เสาวรส ซึ่งส่วนใหญ่ยังไม่มี
การศึกษาถึงกลไกการออกฤทธ์ิที่แน่ชัด และในส่วนกลไกยับยั้งเอนไซม์ไลเปสในหลอดทดลอง มีพืชสมุนไพร
ที่ได้รับการวิจัย เช่น ชาต่างๆ คือ ชาอู่หลง ชาดํา ชาเขียว (Camellia sinensis) (Han et al., 2001) ถ่ัว
เหลือง (Glycine max) (Satouchi et al., 1998) ชะเอมเทศ (Won et al., 2007) ข้าวฟ่างหางกระรอก 
(Setaria italic) (Sherma et al., 2005) sage (Mussaenda flava) (Ninomiya et al., 2004) กีวี 
(Actinidia arguta) (Jang et al., 2008) เป็นต้น ซึ่งเห็นได้ว่าการวิจัยส่วนใหญ่มักเป็นการดําเนินการใน
ต่างประเทศ แต่อย่างไรก็ดีมีพืชหลากหลายชนิดที่สามารถเจริญเติบโตหรือเพาะปลูกได้ในประเทศไทยท่ีอาจ
มีฤทธิ์ยับย้ังเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปสแต่ยังขาดการวิจัยในเชิงลึกถึงถึงฤทธ์ิทางชีวภาพน้ี 

ในการวิจัยที่ผ่านมาได้ทําการคัดกรองเบ้ืองต้นเพื่อหาสมุนไพรที่สามารถยับย้ังการทํางานของ
เอนไซม์แพนครีเอติกไลเปส  โดยโครงการวิจัยปีนี้ได้ศึกษาวิเคราะห์จลนพลศาตร์ของเอนไซม์แพนครีเอติกไล
เปสในสภาวะท่ีมีสารสกัดที่ได้จากสมุนไพรในพ้ืนที่โครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริ
ฯ ที่หมู่เกาะแสมสาร จังหวัดชลบุรี (อพ.สธ.) ที่มีฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์นี้  เพ่ือให้ทราบว่าการยับยั้งน้ันมี 
รูปแบบ และมีประสิทธิภาพเพียงใดเม่ือเทียบกับตัวควบคุมผลบวก orlistat 
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เอกสารที่เก่ียวข้อง 

โรคอ้วนและโรคไขมันในเลือดสูงนับเป็นปัญหาด้านุสขภาพในประเทศต่างๆ ทั่วโลก ซึ่งมักจะปัจจัย
เส่ียงที่เก่ียวพันกับโรคเรื้อรังอ่ืนๆ ด้วย เช่น โรคทางระบบหลอดเลือดและหัวใจ โรคเบาหวาน และ มะเร็ง 
ยาแผนปัจจุบันท่ีนิยมใช้ลดไขมันที่มใีช้ในมหีลายกลุ่ม  ซึง่ส่วนใหญ่เป็นยาลดระดับไขมันในเลือด  กล่าวคือ 
ยาเหล่านี้จะออกฤทธ์ิกําจัดหรือลดปริมาณไขมันที่ผ่านกระบวนการย่อยจากทางเดินอาหารและถูกดูดซึมเข้า
กระแสเลือดแล้ว เช่น  statins, fibric acid derivatives, niacin, bile acid binding resins และ 
probucol (วิทยา ศรีดามาและคณะ, 2544)    ส่วนยาที่ลดหรือต้านการดูดซึมไขมันเข้าสู่กระแสเลือดโดยท่ี
ไม่มีผลต่อความอยากอาหาร (ซึ่งออกฤทธ์ิผ่านศูนย์ควบคุมการอยากอาหารในระบบประสาท) ทีน่ิยมใช้ใน
ปัจจุบันและได้รับการยอมรับจากองค์การอาหารและยาประเทศสหรฐัอเมริกาและไทย คือ orlistat   ซึ่งยา
นี้ถูกพัฒนามาจากสารต้นแบบ lipstatin ที่ได้จากการคัดกรองกรองฤทธ์ิทางชีวภาพของเช้ือแบคทีเรีย 
Streptomyces toxytricini  (Hochuli et al., 1987; Weibel et al., 1987) กลไกการออกฤทธ์ิของ 
orlistat คือยับย้ังการทํางานของเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปสแบบไม่ย้อนกลับ  จึงทําให้ไตรกลีเซอร์ไรด์ไม่ถูก
ย่อยเป็นโมเลกุลที่มีขนาดเล็กลง  และถูกขบัออกไปจากร่างกายทางอุจจาระ  ดังน้ันจึงทําให้ไตรกลีเซอร์ไรด์
ที่ถูกดูดซึมเข้ากระแสเลือดได้มีปริมาณน้อยลง (Ballinger and Peikin, 2002) ซึ่งน่าจะเป็นยาที่เหมาะกับ
ผู้ป่วยไขมันในเลือดสูงหรือผู้ป่วยโรคอ้วนที่ควบคุมการรับประทานอาหารประเภทไขมันได้ยาก   

พืชถือได้ว่าเป็นแหล่งสําคัญของยาในการรักษาโรคต่างๆ มาต้ังแต่อดีตจนถึงปัจจุบัน มีงานวิจัย
หลายแห่งพบกว่าพืชจากธรรมชาติสามารถยับย้ังการเปลี่ยนแปลงเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปส  ตัวอย่างเช่น 
Satouchi และคณะได้ทําการศึกษาถึงผลการยับย้ังเอนไซม์ไลเปสของเมล็ดถ่ัวเหลือง (Glycine max) พบ
สารท่ีมีโครงสร้างคล้ายกับ lipoxygenase-1 แสดงฤทธ์ิทางชีวภาพน้ี (Satouchi et. al., 1998) Han และ
คณะพบว่า ชาอู่หลง ชาเขียว ชาดําสามารถยับย้ังการเพ่ิมข้ึนของคอเรสเตอรอล และไตรกลีเซอไรด์ในเลือด 
โดยสารกลุ่มแทนนินในชา เช่น epicatechingallate และ epigallocatechingallate และสารกลุ่มซา
โปนินในชา (teasaponins) สามารถยับย้ังเอนไซม์ไลเปส และเพ่ิมกระบวนการเผาผลาญไขมัน (Han et. 
al., 2001) Won และ คณะ แยกสารสําคัญกลุม่ flavonoid คือ licochalcone A จากรากชะเอมเทศ 
(Gycyrrhiza uralensis) ที่มีฤทธิ์ชีวภาพนี้ค่อนข้างดี (Won et al., 2007) Ninomiya และ คณะพบสาร
สกัดจากใบของ Sage (Salvia officinalis) มีฤทธ์ิยับยับเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปส  โดยมีสารออกฤทธิ์ท่ี
สําคัญคือ carnosic acid, carnosol, royleanonic acid, 7-methoxyrosmanol และ oleanolic acid 
(Ninomiya et al., 2004) Jang และคณะศึกษาสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากรากกีวี (Actinidia arguta) พบ
สารประกอบใหม่ที่มีฤทธ์ิในการยับย้ังเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปส คือ 3-O-trans-p-coumaroyl actinidic 
acid ซึ่งเป็นสารกลุ่ม coumaroyl triterpenes และสารประกอบอ่ืนๆ อีก 5 ชนิด ซึ่งเป็นสารกลุ่ม 
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triterpenes ได้แก่ ursolic acid, 23-hydroxyursolic acid, corosolic acid, asiatic acid และ 
betulinic acid (Jang et al., 2008)   

มีงานวิจัยจากหลายแหล่งพบว่าสารสกัดจากพืชที่พบในประเทศไทย หลายชนิดมีผลยับย้ังการ
ทํางานของเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปส เช่น ทับทิม (Punica granatum) (Jurenka, 2008; Lei et al., 
2007), มะระขี้นก (Momordica charantia) (Oishi et al., 2007), ชา (Camellia sinensis) (Nakai et 
al.,2005), เบญกานี (Quercus infectoria) (Gholamhoseinian et al., 2010)  รวมท้ังมีการวิเคราะห์
สารสําคัญในสารสกัดจากพืชที่มีผลยับยั้งแพนครีเอติกไลเปสด้วย ตัวอย่างสารเช่น สารกลุ่ม saponins, 
polyphenolics และ terpenes (Birari and Bhutani, 2007) 

ในการวิจัยครั้งน้ีจะนําสารสกัดจากพืชในพ้ืนที่ของโครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืช อันเน่ืองจาก
พระราชดําริฯ ท่ีเคยตรวจสอบแล้วว่ามีฤทธ์ิในการยับย้ังเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปส คือ ลําบิดดง มา
ทําการศึกษาผลของสารสกัดต่อจลนพลศาสตร์ของเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปส ซึ่งน่าจะเป็นประโยชน์อย่าง
ย่ิงในการพัฒนาให้เป็นยาต้านเมตาบอลิซึมของไขมันต่อไป     

 

วัตถุประสงค์ 

 เพ่ือศึกษาจลนพลศาสตร์ของการยับย้ังเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปสเม่ือมีสารสําคัญที่แยกได้จากพืช
สมุนไพรในพ้ืนที่ของโครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืช อันเน่ืองจากพระราชดําริฯ ในปฏิกิริยา โดยการวัด
ความสามารถในยับย้ังการทํางานของเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปสเทียบกับสารมาตรฐาน 
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วิธีดําเนินการศึกษา 

1.  การเตรียมตัวอย่าง 
พิจารณาเลือกสารสกัดในช้ันตัวทําละลายที่มีศักยภาพในการต้านเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปสที่

น่าจะมีสาร uvaol เป็นองค์ประกอบ ในท่ีนี่เลือกใช้สารสกัดช้ัน hexane ของใบลําบิดดง 
2.  การตรวจสอบหาการยับย้ังเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปส  

วิธีการหาฤทธิ์ทางชีวภาพนี้จะทําการตรวจสอบดําเนินการตามรายงานการวิจัยที่ผ่านมา 
(McDougall et. al., 2009) 
3. ศึกษาจลนศาสตร์ของเอนไซม์เมื่อมีสารสกัด hexane ของใบลําบิดงที่อยู่ในปฏิกิริยา 
 ตรวจสอบ activity โดยเพิ่มความเข้มข้นของสารต้ังต้นในท่ีนี้คือ p-nitrophenyl dodecanoate 
ในช่วง 31.25, 62.5, 125, 250. 500 μM เมื่อมี hexane extract 2 ความเข้มข้น คือ 0.25 และ 0.50 
mg/mL ในปฏิกิริยา เทียบกับปฏิกิริยาควบคุมที่ไม่มีสารสกัด  รูปแบบของการยับย้ังเอนไซม์ได้จากกราฟ
ของ Lineweaver-Burk plot โดยนําข้อมูลการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ที่เกิดข้ึนทุกๆ 5 นาที มา
ดําเนินการสร้างกราฟของ Michaelis-Menten แล้วนําผลมาคํานวณหาค่า 1/V และ 1/[S] สําหรับการ
สร้าง Lineweaver-Burk plot  
4.  อภิปรายและสรุปผลการทดลอง 
 
สถานท่ีทําการศึกษาและเก็บข้อมูล 
 ทําการทดลองที่ภาควิชาเภสัชเวทและเภสัชพฤกษศาสตร์ คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย 
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ผลการศึกษา 

การทดสอบการยับย้ังเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปสโดย uvaol และ สารสกัด hexane ของใบลาํบิดดง  
 

การศึกษาวิจัยปีท่ีผ่านมา ได้ทําการสกัดแยกสาร uvaol ที่มีฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์แพนครเีอติกไล
เปสได้ จากสิ่งสกัดช้ัน ethylacetate ของใบลําบิดดง  และได้ตรวจสอบเบ้ืองต้นพบว่ามีความแรงในการ
ยับย้ังที่ 83.17 ± 1.51% ที่ความเข้มข้น 1 mg/mL อย่างไรก็ดีสภาวะการเก็บสาร uvaol ในห้องปฏิบัติ
อาจไม่เหมาะสมจึงทําให้ uvaol ที่แยกไดน้ั้นไม่สามารถกลับมาละลายได้ดีดังเดิม  การศึกษาจลนศาสตร์
ของเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปสเมื่อมีสาร uvaol อยู่ในปฏิกิริยาจึงไม่สําเร็จ 

 

 
 
 รูปที่ 1 แสดงการเคล่ือนที่ของสาร uvaol, ethanol crude extract และ hexane extract ของลําบิดดง 
ตามลําดับ (จากซ้ายไปขวา) บนแผ่น TLC 

 
เมื่อตรวจสอบการเคล่ือนที่ของสารบนแผ่น TLC พบว่า uvaol ปรากฎในสารสกัดชั้น hexane 

extract ซึ่งได้จากการ partition กับ ethanol crude extract ของลําบิดดง (รูปที่ 1)  จึงมีความเป็นไปได้
ที่ส่วนสกัดช้ัน hexane นี้จะให้ฤทธ์ิชีวภาพเช่นเดียวกับ uvaol  จากการตรวจสอบเบ้ืองต้นพบว่าสารสกัด 
hexane ให้ฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์แพนครีเอติกท่ีค่อนสูงมาก คือ 94.95 ± 2.92% ที่ความเข้มข้นสุดท้าย 1 
mg/mL  และการยับยั้งเป็นแบบแปรผันตามความเข้มข้น หรือ concentration-dependent manner คือ 
เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของ hexane extract ก็จะทําให้การยับยั้งสูงข้ึนตามลําดับ  ทําให้สามารถหาค่า IC50 
ได้ คือ 0.24 mg/mL (ตารางที่ 1 และ รูปที่ 2) ซึ่งในการทดลองนี้ใช้ orlistat เป็นตัวควบคุมผลบวก ซึ่งให้
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ค่าการยับยั้งท่ี 94.31 ± 0.03% ท่ีความเข้มข้นสุดท้าย 25 μM และค่า IC50 คือ 0.11 μM (ตารางที่ 1 และ 
รูปท่ี 3) จึงนําสารสกัด hexane ของใบลําบิดดงมาใช้ในการศึกษาจลนศาสตร์ของเอนไซม์ต่อไป 
 

ตารางที่ 1 การทดสอบฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปส ของ hexane extract ของใบลําบิดดง และ 
orlistat 
 

สิ่งทดสอบ 
ความเข้มข้น

สุดท้าย 
% inhibition  

average SD 
1 2 3 

Hexane extract 1 mg/mL 96.61 96.67 91.58 94.95 2.92 

Orlistat  25 μM 94.33 94.28 94.33 94.31 0.03 
 

 
 

รูปที่ 2 กราฟแสดง %inhibiton ของเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปส   เมื่อมี hexane extract ของลําบิดดงที่
ความเข้มข้นต่างๆ ในปฏิกิริยา 
 

     
 

รูปที่ 3 กราฟแสดง %inhibiton ของเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปส   เมื่อมี orlistat ที่ความเข้มข้นต่างๆ ใน
ปฏิกิริยา 
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การศึกษาจลนศาสตรข์องการยับย้ังเอนไซม์แพนครเีอติกไลเปสโดยสารสกัด hexane ของใบลาํบิดดง  
 การศึกษาหาจลนศาสตร์ของเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปสพบว่า ปฏิกิริยามีความเร็วสูงสุด Vmax ท่ี 
23.53 μM min-1 และมีค่า Km คือ 808.09 μM ในสภาวะควบคุม  เมื่อมีการเติม hexane extract ของ
ลําบิดดงลงในปฏิกิริยาจะทําให้ค่า Vmax เปลี่ยนแปลงโดยมีค่าลดลง  ส่วนค่า Km เปลี่ยนแปลงน้อยมาก
หรือถือว่าไม่ได้เปลี่ยนแปลงจากสภาวะควบคุมอย่างมีนัยสําคัญ (ตารางที่ 2)  สว่นตัวควบคุมผลบวก 
orlistat เมื่อใส่ลงในปฏิกิริยาให้ผลตรงข้ามกับ hexane extract กล่าวคือ จะทําให้ค่า Km เปลี่ยนแปลง
โดยมีค่าลดลง  ส่วนค่า Vmax เปลี่ยนแปลงน้อยมากหรือถือว่าไม่ได้เปลี่ยนแปลงจากสภาวะควบคุมอย่างมี
นัยสําคัญ (ตารางที่ 3) การพิจารณาการเปลี่ยนแปลงของตัวเลขใช้การคํานวณหาร้อยละของความแปรปรวน
ของข้อมูล หรอื % CV ซึ่งคํานวณได้จากค่าเฉลี่ยส่วนค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานและนําไปคูณ 100 เพื่อทําเป็น
จํานวนร้อยละ หาก %CV มีค่าไม่เกิน 10% ถือว่าค่าที่ได้นั้นเป็นมีความแปรปรวนน้อยซึ่งสามารถนับเป็น
ข้อมูลเดียวกันได้ หาก %CV เกินกว่า 10% นับว่าข้อมูลที่ได้มีความแปรปรวนสูงและขาดความน่าเช่ือถือที่
จะเป็นข้อมูลชุดเดียวกัน   
 
ตารางที่ 2 จลนศาสตร์ของเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปส เมื่อมี hexane extract ของลําบิดดงที่ความเข้มข้น 
0.25 และ 0.5 mg/mL 
 

ความเข้มข้น
ของ 

hexane 
extract 

(mg/mL) 

ความเร็วของปฏิกิริยาที่ความเข้มข้นต่างๆของสารตั้งต้น 
(μM) 

Vmax (μM 
min-1) 

Km (μM) 
62.5 125 250 500 

0 1.71 2.93 6.21 8.82 23.53 808.09 

0.25 1.14 1.88 3.78 6.83 15.72 822.86 

0.50 0.92 1.76 3.18 4.63 13.57 857.48 

ค่าเฉลี่ย (Average) 17.61 829.48 

ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (S.D.) 5.24 25.35 

เปอร์เซ็นต์ความแปรปรวนของข้อมูล (% CV) 29.77 3.06 
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ตารางที่ 3 จลนศาสตร์ของเอนไซม์แพนครเีอติกไลเปส เมือ่มี orlistat ที่ความเข้มข้น 0.20 และ 0.40 μM 
 

ความเข้มข้น
ของ orlistat 

(μM) 

ความเร็วของปฏิกิริยาที่ความเข้มข้นต่างๆของสารตั้งต้น 
(μM) 

Vmax (μM 
min-1) 

Km (μM) 
62.5 125 250 500 

0 1.71 2.93 6.21 8.82 23.53 808.09 

0.20 1.27 2.37 4.30 7.75 23.87 1115.80 

0.40 1.04 1.89 3.74 6.25 21.05 1212.53 

ค่าเฉลี่ย (Average) 22.82 1045.47 

ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (S.D.) 1.54 211.19 

เปอร์เซ็นต์ความแปรปรวนของข้อมูล (% CV) 6.73 20.20 

 
รูปแบบของการยับย้ังเอนไซม์แพนครเีอติกไลเปสโดย hexane extract ของใบลาํบิดดง  
 ข้อมูลการดําเนินกิจกรรมของเอนไซม์ทุกๆ 5 นาทีสามารถนํามาสร้างกราฟของ Michaelis-
Menten ระหว่างความเร็วของปฏิกิริยาบนแกน Y กับความเป็นข้นของสารตั้งต้นบนแกน X  กราฟของ 
Michaelis-Menten เมื่อมี hexane extract และ orlistat แสดงในรูปที่ 4 และ 6 ตามลําดับ  ซึ่งข้อมูลน้ี
สามารถนํามาวิเคราะห์เพ่ิมเติมถึงรูปแบบการยับย้ังได้โดยสร้าง Lineweaver-Burk plot ระหว่างส่วนกลับ
ของความเร็วของปฏิกิริยา (1/V) และส่วนกลับของความเข้มข้นของสารตั้งต้น (1/[S]) จากการวิเคราะห์
พบว่าปฏิกิริยาเมื่อมีสารสกัด hexane ที่ความเข้มข้น 0.25 และ 0.5 mg/mL กราฟของ Lineweaver-
Burk plot ให้จุดตัดแกน X ซึ่งคือค่า –1/Km คงเดิม ส่วนจุดตัดแกน Y ซึ่งคือค่า 1/Vmax เพ่ิมข้ึนแปรผัน
ตามเข้มข้นของ hexane extract (รูปที่ 5) ข้อมลูน้ีแสดงให้เห็นว่าการยับย้ังเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปสของ 
hexane extract เป็นแบบ noncompetitive inhibition ในทางกลบักัน กราฟของ Lineweaver-Burk 
plot ของปฏิกิริยาที่มีตัวควบคุมผลบวก orlistat ให้ค่าใหจุ้ดตัดแกน X ซึ่งคือค่า –1/Km เพ่ิมข้ึน ส่วนจุดตัด
แกน Y ซึ่งคือค่า 1/Vmax คงเดิม (รูปที ่7)  ซึ่งเป็นการยืนยันผลว่า orlistat สามารถยับย้ังการทํางานของ
เอนไซม์ได้แบบ competitive inhibition  
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รูปที่ 4 กราฟของ Michaelis-Menten แสดงผลของการยับยั้งปฏิกิริยาด้วย hexane extract ของลําบิดดง
ที่ความเข้มข้น 0.25 และ 0.5 mg/mL 

 

 
 

รูปที่ 5 กราฟของ Lineweaver-Burk แสดงผลของการยับย้ังปฏิกิริยาด้วย hexane extract ของลําบิดดงที่
ความเข้มข้น 0.25 และ 0.5 mg/mL 
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รูปที่ 6 กราฟของ Michaelis-Mentenแสดงผลของการยับย้ังปฏิกิริยาด้วยorlistat ที่ความเข้มข้น 0.2 และ 
0.4 μM   
 

 
 
รูปที่ 7 กราฟของ Lineweaver-Burk แสดงผลของการยับย้ังปฏิกิริยาด้วย orlistat ทีค่วามเข้มข้น 0.2 และ 
0.4 μM   
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สรุปและวิจารณ์ผล 
 
พืชในสกุล Diospyros อยู่ในวงศ์ Ebenaceae จํานวนหนึ่ง ได้ถูกใช้รักษาทางอายุรเวทและใช้เป็น

ยาพ้ืนบ้านอย่างกว้างขวาง ซึ่งต่อมาตรวจสอบพบสารเคมีสําคัญที่น่าจะมีผลในการให้ฤทธ์ิทางชีวภาพต่างๆ 
(Sinha and Bansal, 2008) อย่างไรก็ดีลําบิดดง (Diospyros filipendula Pierre ex Lecomte.) ไม่มีการ
ใช้เป็นยาพ้ืนบ้านอย่างชัดเจน  

มีรายงานการวิจัยจากหลายแหล่งพบว่าสารเคมีหลายกลุม่ จากพืชหลายชนิด มีคุณสมบัติยับยั้ง
เอนไซม์ แพนครีเอติกไลเปส (Hasani-Ranjbar et al., 2013; Sahib et al., 2012) จากการทบทวน
งานวิจัยท่ีเก่ียวข้องกับลําบิดดง ยังไม่มีการรายงานฤทธ์ิทางชีวภาพของพืชน้ี และยังไม่มีข้อมูลทางพฤกษเคมี
จากใบของลําบิดดง แต่มีรายงานสารสําคัญที่ได้จากส่วนสกัดเฮกเซนของรากลําบิดดงคือ stigmasterol 
taraxerol ซึ่งเป็นสารกลุ่ม triterpenoids (วารี เน่ืองจํานงค์, 2555) 
 จากการศึกษาวิจัยในระยะแรก พบว่าสาร crude ethanol extract จากใบลําบิดดงมีคุณสมบัติ
ยับย้ังเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปส เมือ่ทําการแยกสารสําคัญโดยอาศัยเทคนิค bioassay-guided 
fractionation สามารถแยกสารบริสุทธ์ิ คอื uvaol ที่ใหฤ้ทธิ์ทางชีวภาพน้ี  อย่างไรก็ดีสภาวะปัจจุบันในการ
เก็บสารเคมีในห้องปฎิบัติการทําให้ uvaol ไม่สามารถละลายได้ดีดังเดิมซึ่งอาจเกิดจากความไม่คงตัวหรือ
เส่ือมสภาพไป  ดังน้ันการศึกษาจลนศาสตร์ของเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปสเมื่อมี uvaol ในปฏิกิริยาจึงไม่
สําเร็จ 
 ผู้วิจัยได้ทบทวนข้อมูลเกี่ยวกับสารสกัดทั้งหมดที่ได้จากลําบิดดงที่ได้ทดสอบเบ้ืองต้นมาแล้ว  พบว่า 
hexane extract ที่ได้จากการ partition กับ crude ethanol extract มีองค์ประกอบของ uvaol และให้
ฤทธิ์ทางชีวภาพน้ีที่สูงมาก  จึงมีความเป็นได้อย่างย่ิงที่ฤทธ์ิต้านเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปสของ hexane 
extract ส่วนหน่ึงมาจาก uvaol ท่ีเป็นองค์ประกอบในสารสกัดนี้  และเป็นที่น่าสนใจว่าความเข้มข้นสุดท้าย
ที่เท่ากัน (1 mg/mL) ของ uvaol และ สารสกัด hexane  % inbition ท่ีได้จาก hexane extract มีค่าสูง
กว่าสารบริสุทธ์ิ uvaol  ท้ังน้ีอาจเป็นเพราะว่าใน hexane extract มอีงค์ประกอบของสารเคมีหลายชนิด  
และมีสารที่สามารถต้านเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปสมากกว่า 1 ชนิด หรอื มีสารที่ใหผ้ล synergetic effect 
ในการยับย้ังเอนไซม์  จึงได้คัดเลือก hexane extract เพ่ือมาทําการศึกษาจลนศาสตรข์องเอนไซม์ต่อไป 
 การวิเคราะห์จลนศาสตร์ของเอนไซม์แพนครีเอติกไลเปสเมื่อมี hexane extract ในปฏิกิริยา เมื่อ
เทียบกับสภาวะควบคุมพบว่า ค่า Km ไม่เปลี่ยนแปลง แต่ค่า Vmax ลดลง ซึ่งสามารถระบุรูปแบบของการ
ยับย้ังเอนไซม์ได้ว่าเป็นชนิด  non-competitive inhibition  ส่วนสารควบคุมผลบวกคือ orlistat นั้นให้ผล
ตรงข้ามคือ เมื่อเทียบกับสภาวะควบคุมพบว่า ค่า Vmax ไม่เปลี่ยนแปลง แต่คา่ Km ลดลง ซึ่งเป็น
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ลักษณะเฉพาะของการยับย้ังแบบ competitive inhibition และจากการวิจัยที่ผ่านมา orlistat จับกับ
เอนไซม์แบบไม่ผันกลับ (irreversible reaction) ซึ่งหมายถึงเมื่อ orlistat จับกับเอนไซม์แล้วทาํให้เสีย
หน้าท่ีไปโดยสิ้นเชิงเพราะไม่สามารถกลับมาทํางานอย่างเดิมได้อีก (Hogan et al., 1987)    จึงนับเป็น
ข้อด้อยสําหรับยาที่มีลักษณะการทํางานเช่นน้ี สําหรับการเปรียบเทียบความสามารถในการยับยั้งเอนไซม์
โดย hexane extract และ orlistat เป็นไปได้ยาก  เน่ืองจากความเข้มข้นที่ใช้มีหน่วยที่ต่างกัน และ สาร
สกัด hexane มีองค์ประกอบของสารเคมีที่หลากหลายที่ยังไม่ได้แยกให้เป็นสารบริสุทธิ์รายชนิด  ซึ่งถ้า
พิจารณาเบ้ืองต้นแล้วสารสกัด hexane มคีวามแรงในการยับย้ังน้อยกว่าสารบริสุทธ์ิ  อย่างไรก็ดีการศึกษา
ต่อไปในเรื่องกลไกในการออกฤทธ์ิของสารสกัด hexane ว่าสามารถจับกับเอนไซม์แบบผันกลับหรือไม่  โดย
อาจใช้วิธีตรวจสอบปฏิกิริยาหลังกระบวนการ dialysis ของเอนไซม์ท่ีได้หลังการบ่มระหว่างเอนไซม์และสาร
สกัด  ซึ่งหากปฏิกิริยายังคงดําเนินต่อไปได้แสดงถึงว่าสารสกัดนั้นจับกับเอนไซม์แบบ reversible reaction  
ซึ่งหากเป็นดังน้ีจะเป็นประโยชน์อย่างยิ่งเน่ืองจากอาจมีทางเลือกในการพัฒนาสารที่มีศักยภาพในการต้าน
เอนไซม์แพนครีเอติกไลเปสที่ไม่ได้ทําให้เอนไซม์เสียสภาพไปอย่างถาวร  หรืออาจมีใช้ร่วมกันหลายชนิดซึ่ง
น่าจะทําให้ขนาดการใช้ยาแต่ละชนิดในการต้านเอนไซม์เป้าหมายไม่สูงเกินไป    
   ข้อมูลที่ได้จากการศึกษาวิจัยครั้งน้ียังเป็นเพียงข้อมูลเบ้ืองต้น  หากจะสามารถตอบคําถามวิจัยให้
ชัดเจนว่าสารใดในสารสกัด hexane ของใบลําบิดดงเป็นตัวออกฤทธิ์ชีวภาพ    มคีวามจําเพาะต่อเอนไซม์
แพนครีเอติกไลเปสหรือไม่ และ สารน้ันมคีวามแรงเทียบเท่า orlistat หรือไม่  จะต้องทําการวิจัยเพ่ิมเติม
โดยวิธี bioassay-guided isolation และนําสารสําคัญที่ได้จากการแยกนั้นมาศึกษาทาง kinetic ต่อไป
การศึกษาเพ่ิมเติมเหล่าน้ันจะให้ข้อมูลที่เป็นประโยชน์สําหรับการพัฒนาและการออกแบบยาต้านเมตาบอลิ
ซึมของไขมันได้ในอนาคต 
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สาร renieramycins จากฟองน้ําทะเลสีนํ้าเงิน Xestospongia sp.” ได้รับทุนนักวิจัยใหม ่ 
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