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Pseuderanthemum palatiferum หรือว่านพญาวานร เป็นสมนุไพรที�นิยมนํามารักษาโรค
ต่างๆ      การเกิดอนัตรกิริยาระหว่างยาและสมนุไพรเป็นสิ�งที�พงึระวงัเนื�องจาก CYP3A4 เกี�ยวข้องกับ
การเปลี�ยนแปลงยาหลายชนิด วัตถุประสงค์ของการศึกษาในครั 1งนี 1เพื�อศึกษาในเชิงปริมาณของ 
CYP3A4   โดยตรวจวัดสมรรถนะของเอนไซม์, ระดับโปรตีนและการแสดงออกของ mRNA          
ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ของสิ�งสกดัและสาร β-sitosterol  ด้วยวิธี  MTT   พบว่าสารสกัดที�ความ
เข้มข้น  0.1-100 µg/ml และสาร β-sitosterol ที�ความเข้มข้น 0.1-1 µM ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์
เมื�อทดสอบที�เวลา 24, 48 และ 72 ชั�วโมง       เมื�อทําการเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคมุที�เวลาเดียวกัน   
ทําการทดสอบสมรรถนะของ CYP3A4 ด้วยชุด  P450-Glo assay   ใน เซลล์ที�ทดสอบด้วยสิ�งสกัด
และสาร      β-sitosterol   พบว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ       ทดสอบการ
แสดงออกของ mRNA CYP3A4 ด้วยวิธี real time-PCR โดยใช้ primer ที�จําเพาะ และตรวจปริมาณ
โปรตีนด้วยวิธี western blot     เมื�อทดสอบเซลล์กบัสิ�งสกัดและหรือ β-sitosterol เป็นเวลา 12 ชั�วโมง 
พบว่าการแสดงออกของ CYP3A4 mRNA เพิ�มขึ 1น   และลดลงเมื�อทดสอบที�เวลา 24 ชั�วโมง พบว่า 
ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าหลงัจากทดสอบสารเป็นเวลา 24-72 ชั�วโมง เมื�อเทียบปริมาณโปรตีน 
CYP3A4 ระหว่างกลุ่มที�ได้รับสิ�งสกัดและสาร β-sitosterol นั 1นไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุมใน
ช่วงเวลาเดียวกัน        จากการศึกษาสรุปได้ว่า การให้สิ�งสกัดอาจทําให้เกิดการแสดงออกของ 
CYP3A4 mRNA เพิ�มขึ 1นในช่วงแรกและเกิดการยับยั 1งเมื�อได้รับเป็นเวลานาน  พบว่ามีความ
สอดคล้องกันระหว่างปริมาณโปรตีนและสมรรถนะของ CYP3A4 เมื�อทดสอบที�เวลาเดียวกัน    
อย่างไรก็ตาม ไม่มีความสอดคล้องกนัระหว่างการแสดงออกของ CYP3A4 mRNA และสมรรถนะของ
เอนไซม์ รวมถึงปริมาณโปรตีนที�เกิดขึ 1น 
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Pseuderanthemum palatiferum or Hoan-Ngoc is widely used as traditional medicine for 
treatment of many chronic diseases. Interaction between herbs and drugs used concomitantly is 
of great interest.  As CYP3A4 is responsible for most of drug metabolism, this study was aimed to 
investigate the quantification of CYP3A4 by investigating its metabolic activity, protein level and 
mRNA expression. The cytotoxicity of the alcoholic extract of P. palatiferum and β-sitosterol were 
determined by MTT assay.  0.1-100 µg/ml of the extract and 0.1-1 µM β-sitosterol did not toxic to 
cells after 24, 48 and 72 hr of incubation. Compared to the solvent group at the same period of 
incubation, the HepG2 cell treated with the extract or β-sitosterol did not cause a significant 
difference in CYP3A4 metabolic activity determined by using P450-Glo assay.  Expression of 
CYP3A4 mRNA was determined by real time-PCR with its primer specific and western blot 
analysis was used to assess the level of CYP3A4 protein.  It was shown that incubation of cells in 
the presence of the extract or β-sitosterol for 12 hr resulted in a significant increase in CYP3A4 
mRNA.  After 24 hr of incubation, the observed CYP3A4 mRNA of the treated groups were 
decreased. The results showed that after 24-72 hr of incubation, protein level of CYP3A4 were not 
differentially expressed between the extract and β-sitosterol treated groups and their control 
groups. In conclusion, these finding suggested that administration of the extract may result in 
initial induction CYP3A4 mRNA expression followed by mild inhibition with prolonged 
administration.  At the same time of incubation, the protein level of CYP3A4 was correlated with its 
metabolic activity. However, there is no correlation between CYP3A4 mRNA expression and its 
activity as well as the protein level.  
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บทที� 1 

บทนํา 

ความเป็นมาและความสาํคัญของปัญหา 

 Cytochrome P450 (CYP) เป็น hemoprotein ที�เป็นเอนไซม์สําคญัในกระบวนการ
เปลี�ยนแปลงยาในระยะ 1 (phase I metabolism) ทําหน้าที�เร่งปฎิกิริยาในการเปลี�ยนแปลงสารที�
มีอยู่แล้วภายในร่างกาย (endogenous substances) และรับเข้ามาจากภายนอก (xenobiotics) 
(Badyal & Dadhich, 2001)     การเกิดอนัตรกิริยาระหว่างยา (drug-drug interactions) ส่วน
ใหญ่จะเกี�ยวข้องกบักระบวนการเปลี�ยนแปลงยาระยะที� 1 ซึ�งมีระบบเอนไซม์ CYP เกี�ยวข้องเป็น
พื Oนฐาน   การเกิดอันตรกิริยาระหว่างยาส่วนใหญ่เป็นผลมาจากการเหนี�ยวนําและการยับยั Oง
เอนไซม์ CYP มีผลทําให้เพิ�มหรือลดระดบัยาในเลือดของยาอื�นที�ผู้ ป่วยรับประทานเข้าไปร่วมกัน 
อาจมีผลทําให้เกิดผลข้างเคียงหรือลดประสิทธิผลของยา      ยาที�ยบัยั Oงเอนไซม์ CYP ได้อย่าง
จําเพาะเจาะจงทําให้การขจดัยาอื�นที�เป็นซบัสเตรตของเอนไซม์นั Oนลดลง   ในทางตรงกนัข้ามผล
จากการยับยั Oงเอนไซม์ CYP ของยาที�ต้องอาศัยเอนไซม์เปลี�ยนแปลงไปเป็นสารออกฤทธิU 
(prodrug) มีผลทําให้ active metabolite ของยาเหล่านั Oนลดลง ส่งผลให้ประสิทธิผลในการรักษา
ของยานั Oนลดลงด้วย  ที�สําคญัในบางครั Oงยังมีผลทําให้เกิดฤทธิUไม่พึงประสงค์ของยาโดยที�ส่วน
ใหญ่แล้วเป็นยาที�มีคา่ therapeutic index แคบ (Ioannids, 2008)   ในกรณีที�ยามีผลเหนี�ยวนํา
เอนไซม์ CYP3A4 อาจทําให้ประสิทธิผลของยาที�เป็นซับสเตรตเดียวกับของ CYP ลดลง   
เนื�องจาก CYP3A4 เป็นเอนไซม์ที�มีปริมาณมากที�สดุในตบั (ประมาณ 30%) และมีบทบาทในการ
เมแทบอไลซ์ยามากที�สุด โดยที�เกี�ยวข้องกับการเปลี�ยนแปลงยาที�แตกต่างกันมากกว่า 120 ตวั 
(Bibi, 2008) ทําให้การศกึษาในครั Oงนี Oจงึมุง่เน้นที� CYP3A4 
 

ปัจจุบนัพืชสมุนไพรถกูนํามาใช้ในการรักษาสขุภาพเพิ�มมากขึ Oน เนื�องจากความเชื�อที�ว่า
สมนุไพรเป็นผลิตภณัฑ์จากธรรมชาติจึงมีความปลอดภยัมากกว่าสารเคมี     มีการใช้สมนุไพร
ร่วมกับการใช้ยาแผนปัจจุบนัมากขึ Oนและในความเป็นจริงที�ว่าสมุนไพรบางชนิดมีฤทธิUเหนี�ยวนํา
หรือยบัยั Oงเอนไซม์ CYP ในตบัอาจมีผลทําให้ฤทธิUของยาแผนปัจจบุนัที�ได้อยู่ก่อนแล้วลดลง หรือ
ในทางตรงข้ามอาจเพิ�มความเป็นพิษหรือทําให้เกิดอาการไมพ่งึประสงค์ของยาแผนปัจจบุนัได้  

 วา่นพญาวานร มีชื�อวิทยาศาสตร์ว่า Pseuderanthemum palatiferum (Nees) Radlk อยู่
ในวงศ์ Acanthaceae เป็นไม้พุ่ม สงู 1-2 เมตร กระจายทั�วไปในป่าของเวียดนาม, ลาว และ จีน 
ปลกูไว้เพื�อใช้เป็นยาหรือเป็นไม้ประดบั จากการศกึษาในพื Oนที�แถบ Mekong Delta ของเวียดนาม
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พบวา่   นิยมปลกูเพื�อใช้ในการรักษามากกวา่ใช้ในการป้องกนัโรค  ทั Oงในคนและสตัว์     การแพทย์
พื Oนบ้านของเวียดนามระบวุ่าใช้ใบสดของพืชนี Oในการรักษาโรคหลายชนิด เช่น โรคความดนัโลหิต
สงู, มะเร็ง, ไขข้ออกัเสบ  เป็นต้น (Dieu et.al., 2005)  ในประเทศไทยมีการนําพืชชนิดนี Oมาใช้ใน
การรักษาโรค เช่น โรคกระเพาะ, โรคมะเร็ง, โรคเบาหวาน, โรคไตอักเสบ และโรคอุจจาระร่วง       
(พีรวิชญ์ พาดี และคณะ, 2552) โดยรับประทานใบสดหรือนําใบสดมาคั Oนนํ Oา ขนาดที�ใช้ประมาณ 
7-9 ใบขึ Oนอยูก่บัอาการ ระยะเวลาในการรับประทานประมาณตั Oงแต ่1 วนั ถึงตอ่เนื�อง (Dieu et.al., 
2005)    จากการศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลันและกึ�งเฉียบพลันของสิ�งสกัดเอทานอล                
P. Palatiferum ในสตัว์ทดลองและในเซลล์เพาะเลี Oยง พบว่าสิ�งสกดัดงักล่าวไม่มีความเป็นพิษหรือ
ทําให้สัตว์ทดลองเสียชีวิต (พีรวิชญ์ พาดี และคณะ, 2009) การตรวจสอบทางพฤกษเคมี 
(phytochemical) ในใบของพืชชนิดนี Oพบว่ามีสารประกอบจําพวก saponins, ไขมนั, ฟลาโวนอยด์ 
และ ไฟโตสเตอรอล (phytosterols) (Giang et.al., 2003)      ฟลาโวนอยด์ที�พบอยู่มากในใบของ
พืชชนิดนี O  ได้แก่ สาร kaempferol และ apigenin      จากการศกึษาที�ผ่านมาไม่นานนี Oพบว่าทั Oง 
kaempferol และ apigenin มีผลเหนี�ยวนํา CYP3A4  โดยที� kaempferol กระตุ้นกระบวนการ
เลียนแบบสร้างสาย RNA (transcription) ของ CYP3A4  ที�ผ่านทาง pregnane X receptor 
(PXR) เพิ�มขึ Oนในเซลล์เพาะเลี Oยง HepG2 (Liu et.al.,2006)   ส่วนสาร apigenin  กระตุ้นที� 
CYP3A4 promoter ผา่นทางกระบวนการอื�นที�ไม่ผ่านทาง PXR (Dong et.al.,2010)       อย่างไรก็
ตามจากการศกึษาการยบัยั Oง CYP3A4 ของมนษุย์ ด้วยวิธี fluorometric microtitre plate assay 
พบว่า β-sitosterol ซึ�งเป็นสารไฟโตสเตอรอล ที�มีอยู่ในใบของพืชชนิดนี Oไม่มีผลยบัยั Oง CYP3A4 
(Nair et.al.,2007)     

ปัจจบุนัมีผู้สนใจนําวา่นพญาวานรมาใช้รักษาโรคเพิ�มมากขึ Oน  โดยรับประทานเสริมกบัยา
รักษาโรคปัจจุบนั  ถึงแม้ว่ามีการรายงานถึงฤทธิUเหนี�ยวนําเอนไซม์ CYP3A4 ของสารออกฤทธิU

กลุม่ฟลาโวนอยด์ที�พบในว่านพญาวานร แตย่งัไม่เคยมีรายงานการวิจยันี Oที�ทําอย่างเป็นระบบของ
สารสกดัหยาบที�มีอยูใ่นใบของพืชชนิดนี Oและ β-sitosterol ซึ�งเป็นสารหลกัอีกตวัหนึ�ง  

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

 เพื�อศกึษาสิ�งสกดัแอลกอฮอล์จากใบของ P. palatiferum และ β-sitosterol ตอ่สมรรถนะ
ของ cytochrome P450 3A4 ในเซลล์เพาะเลี Oยง HepG2 โดยวิเคราะห์สมรรถนะของเอนไซม์ 
ปริมาณ RNA และ ปริมาณโปรตีนที�เกิดขึ Oน 
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สมมตฐิานของงานวิจัย 

 สิ�งสกดัแอลกอฮอล์จากใบของ P. palatiferum  และ β-sitosterol มีผลตอ่สมรรถนะ 
CYP3A4  

ประโยชน์ที�คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย 

ข้อมลูผลของสิ�งสกดัแอลกอฮอล์จากใบ  P. Palatiferum และ β-sitosterol ตอ่เอนไซม์ 
CYP3A4 ในเซลล์เพาะเลี Oยง HepG2  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที� 2 

เอกสารและงานวิจัยที�เกี�ยวข้อง 

P. palatiferum  

 ว่านพญาวานร (Pseuderanthemum palatiferum (Nees) Radlk) เป็นพืชในวงศ์ 
Acanthaceae มีชื#อเรียกอื#น คือ ฮว่านง็อก มีถิ#นกําเนิดที#ประเทศเวียดนาม ค้นพบในป่าแถบ
เวียดนามเหนือ  ได้มีการปลกูขยายใช้เป็นพืชสมนุไพรและไม้ประดบั ว่านพญาวานรนําเข้ามาใน
ไทยโดยกลุ่มทหารผ่านศกึสมยัสงครามเวียดนาม ลกัษณะต้นมีลกัษณะเป็นไม้พุ่ม ขนาดเล็ก สูง
ประมาณ 1-3 เมตร ใบอ่อนปลายแหลม ส่วนล่างของใบหยาบสีเขียวเข้ม ด้านบนสีเขียวอ่อน    
(ภาพที# 1) เจริญเติบโตได้ดีในที#ร่มหรือแดดรําไร ใบเดี#ยวเรียงตรงข้าม    ลําต้นเป็นรูปสี#เหลี#ยม 
เปลือกต้นผิวเรียบสีเขียว ดอกเป็นช่อสีชมพู นํ Eาเงินม่วงหรือเกือบดํา (วงศ์สถิตย์ ฉั#วกุล และ 
อรัญญา ศรีบศุราคมั, 2551)  

 

ภาพที� 1 P. palatiferum 
     (http://www.kroobannok.com/blog/14906) 

 
ผลการศกึษาจาก  Mekong Delta ของเวียดนาม พบว่าครอบครัวในเมืองปลกูว่านพญา

วานรมากกวา่ที#ชานเมือง ครอบครัวในเมืองทกุพื Eนที#จะนิยมใช้ใบในการรักษามากกว่าการป้องกนั 
ขนาดที#ใช้เพื#อป้องกันส่วนใหญ่ใช้ 3-6 ใบต่อวัน สําหรับการรักษาจะใช้ 7-9 ใบ ใบของ             
P. palatiferum ใช้ในการรักษาและป้องกันโรคในคน และสตัว์ ระบุว่านํามาใช้ในโรคทั Eงหมด 25 
ชนิด เช่น ความดัน, ท้องเสีย, โรคไขข้ออักเสบ,การอักเสบในลําคอ และอื#นๆ   อย่างไรก็ตาม
ความถี#ในการใช้ใบเพื#อรักษาและป้องกันโรคในสตัว์นั Eนมีน้อยและใช้น้อยกว่าในคน และนิยมใช้
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เพื#อการรักษามากกว่าป้องกันโรคเช่นกัน โรคที#มีการนํามาใช้ ได้แก่ ท้องเสียในหมู   แผลในไก่ 
อหิวาตกโรคในสตัว์ปีก และอาการถ่ายเป็นเลือดในสุนขั  พืชนี Eสามารถเติบโตได้อย่างรวดเร็วใน
เวียดนามใต้เหมือนกบัที#ในเวียดนามเหนือ สามารถปลกูได้ง่ายและโตเร็วทําให้ช่วยขยายการปลกู
และการประยกุต์ใช้ในบริเวณ Mekong Delta เพิ#มมากขึ Eน (Dieu et.al., 2005) 

ส่วนประกอบทางพฤกษเคมี 

 จากการศึกษาด้านพฤกษเคมี (phytochemical) พบว่าในใบของ P. Palatiferum  มี
สารประกอบตา่งๆดงันี E ไฟโตสเตอรอล, ไขมนั, ฟลาโวนอยด์ และ saponins เมื#อหาด้วยวิธีทดสอบ
การเปลี#ยนแปลงของสีในเชิงคณุภาพ (qualitative colour reactions) จากการแยกเป็น fraction 
ต่างๆด้วยวิธี Silica gel chromatography และวิเคราะห์ส่วนประกอบด้วยเครื#องมือทาง
วิทยาศาสตร์ที#หลากหลาย พบว่ามี β-sitosterol, stigmasterol, kaempferol และ apigenin 

(Giang et.al., 2003) จากการศกึษาของ Hung และคณะ, 2004 ที#ได้การศกึษาส่วนประกอบของ
พืชชนิดนี Eเพิ#มเติม พบว่า  ในใบของ P. palatiferum ที# เคยรายงานไว้ว่ามี ฟลาโวนอยด์,               
β-sitosterol,  stigmasterol,  kaempferol,  apigenin, แล้วยงัมี triterpenoid saponins, phytol, 
palmitic acid  และ  salicylic acid เป็นองค์ประกอบร่วมด้วย     นอกจากนี Eยงัพบว่ามีกรดอะมิโน
ที#จําเป็น เช่น lysine, methionine และ threonine พบแร่ธาต ุเช่น แคลเซียม, โพแทสเซียม, 
แมกนีเซียม และ เหล็ก (Dieu et al., 2005) 

การศึกษาฤทธิ%ทางเภสัชวิทยาของ P. palatiferum 

1. การศกึษาฤทธิiต้านอนมุลูอิสระ ฤทธิiต้านเชื Eอแบคทีเรีย และฤทธิiต้านเชื Eอรา 
ในปี 2551 วงศ์สถิตย์ ฉั#วกุล และ อรัญญา ศรีบุศราคมั ได้ทดสอบฤทธิiต้านอนุมูลอิสระ 

ฤทธิiต้านเชื Eอแบคทีเรีย และฤทธิiต้านเชื Eอรา โดยใช้ blood peroxidase model พบว่า  สิ#งสกัด
เอทิลอะซีเตทและบวิทานอลจากใบของ P. palatiferum     มีฤทธิiต้านอนมุลูอิสระ และมีฤทธิiต้าน
เชื Eอแบคทีเรีย 10 ชนิด เมื#อทดสอบด้วยวิธี standard disc diffusion method โดยที#สิ#งสกัด
เอทิลอะซีเตทมีฤทธิiต้านเชื Eอ Salmonella typhi 158, Shigella flexneri และ Escherichia coli ได้    
นอกจากนี Eยงัพบว่ามีฤทธิiในการต้านเชื Eอรา Candida albicons และ Candida stellatoides  และ
การศกึษาของ บงกช นพผล และคณะ 2552 ในการศกึษาฤทธิiต้านและฆ่าเชื Eอซลัโมเนลลา 8 สาย
พนัธุ์ โดยวิธี  broth microdilution โดยการเปรียบเทียบระหว่างตวัทําละลาย 3  ชนิด คือ นํ Eากลั#น 
สรุาขาว 40 ดีกรี และ เอทานอล 95% พบว่า สิ#งสกดัที#ละลายด้วยนํ Eากลั#น มีฤทธิiในการต้านและ
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ฆ่าเชื Eอซัลโมเนลลาได้ดีกว่าตัวทําละลายอื#น     นอกจากนี Eในปี 2553 สมหมาย ปะติตังโข ได้
ทําการศกึษาการต้านอนมุลูอิสระโดยวิธี DPPH และ FRAP โดยใช้ใบแห้งของ P. palatiferum ที#
สกัดด้วยตัวทําละลายต่างชนิดกัน คือ อินทรีย์เฮกเซน (hexane), ไดคลอโรมีเทน 
(dichloromethane), เอทิลแอซิเตต (ethyl acetate), เมทานอล (methanol) และเอทานอล พบว่า
สิ#งสกดัด้วยเอทานอลของ P. palatiferum  มีการต้านอนมุลูอิสระ DPPH. สงูที#สดุ ส่วนการทดลอง
โดยวิธี FRAP พบวา่ สิ#งสกดัด้วยไดคลอโรมีเทน และ เอทิลแอซิเตต สามารถในการรีดิวซ์เหล็กได้ดี
ที#สดุ รองลงมาคือ สิ#งสกดัจากเมทานอล 

2. การศกึษาฤทธิiต้านมะเร็ง 
จากการศกึษาฤทธิiต้านมะเร็ง โดยหาคา่ LC50 ในเซลล์มะเร็ง 2 ชนิด คือ เซลล์ HepG2 

และ Hela และ เซลล์ปกติจากไตของลิง โดยใช้สิ#งสกดัจากใบของ P. palatiferum พบว่า คา่ LC50 
ในเซลล์ HepG2 และ Hela มีคา่เท่ากบั 0.9 µg/ml และไม่มีผลตอ่เซลล์ปกติจากไตของลิง (เบญจ
พรศรีสวุรมาศ และคณะ, 2552) 

3. การศกึษาการเจริญเตบิโตและอาการท้องเสียของลกูหม ู 
ศกึษาโดยใช้ใบสดหรือผงจากใบแห้งของ P. Palatiferum  โดยป้อนใบสดหรือผงใบแห้ง

ของ   P. palatiferum ที#ขนาดและระยะเวลาตา่งกนัในลกูหมทีู#หย่านมและไม่หย่านม พบว่าทําให้
อัตราการเจริญเติบโตเพิ#มมากขึ Eน อาการท้องเสียและอัตราการตายลดลง จํานวนหมูและ
ระยะเวลาที# เกิดท้องเสียลดลงเช่นกัน อาจเนื#องมากจากสารประกอบทางเคมีในพืช เช่น               
β-sitosterol, triterpenoid saponin, l-triacontanol และสารที#มีฤทธิiต้านแบคทีเรียบางตวัมีผลตอ่
การเจริญเติบโตและภูมิคุ้มกนัของลกูหม ูทั Eงนี Eพบว่าใบสดและผงจากใบแห้งของ P. palatiferum 
มีประสิทธิภาพเท่ากัน (Dieu et.al., 2006) เมื#อเปรียบเทียบประสิทธิภาพใบแห้งของ                
P. palatiferum ในการรักษาลกูหมทีู#ท้องเสียกบัยาต้านจลุชีพ (antibiotic) คือ Coli-norgen และ 
Cotrimoxazole พบวา่ หลงัได้รับการรักษาสามวนั อตัราการกลบัคืนสู่สภาพเดิมของลกูหมทีู#ได้รับ
การรักษาด้วย P. palatiferum มีมากที#สดุ ส่วนอตัราการกลบัมาท้องเสียอีกครั Eงและระยะเวลาที#
หมูท้องเสีย     สิ#งสกัดจาก P. palatiferum ทําให้อาการท้องเสียกลับมาอีกน้อยที#สุดและ
ระยะเวลาที#ลูกหมูแสดงอาการท้องเสียสั Eนกว่าที#ใช้ยา Coli-norgen แต่ใช้เวลานานกว่า 
Cotrimoxazol ซึ#งไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ    ดังนั Eนผงแห้งของใบของ      
P. palatiferum มีประสิทธิภาพในการรักษาอาการท้องเสีย เทียบเท่ากับ Coli-norgen และ 
Cotrimoxazole (Dieu & Hoa, 2003) 
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4. การศกึษาการลดระดบันํ Eาตาลและโคเลสเตอรอลในเลือดในหนเูบาหวาน 
จากการศึกษาของ วัชรีวรรณ จันทร์อาสา ในปี 2551 โดยให้สิ#งสกัดด้วยนํ Eาของ            

P. palatiferum ที#ความเข้มข้น 20, 60 และ 100 mg/ml แก่หนขูาวสายพนัธุ์วิสต้าที#ทําให้เป็น
เบาหวานโดยใช้ streptozotocin  วดัระดบันํ Eาตาลและปริมาณคลอเลสเตอรอลในเลือดของวนัที# 
15 และ 30 พบว่าระดบันํ Eาตาลในเลือดของหนกูลุ่มที#ได้สิ#งสกดัความเข้มข้น 60 mg/ml มีระดบั
นํ Eาตาลในเลือดตํ#ากว่าวนัแรกอย่างมีนยัสําคญั สิ#งสกดัความเข้มข้น 60 และ 100 mg/ml ทําให้
ปริมาณคลอเลสเตอรอลลดลงแต่ไม่แตกต่างอย่างมีนยัสําคญัเมื#อเปรียบเทียบหนูกลุ่มควบคุม
ปกติกบักลุ่มควบคมุเบาหวาน ผลจากการการศึกษาเนื Eอเยื#อวิทยาของตบัอ่อนแสดงให้เห็นว่า สิ#ง
สกดัความเข้มข้น 20, 60 และ 100 mg/ml ทําให้ Islets of Langerhans มีขนาดใหญ่ขึ Eนและเห็น
นิวเคลียสชดัเจนโดยสิ#งสกดัความเข้มข้น 60 mg/ml มีการฟืEนฟูสภาพของ β–cell ได้ชดัเจนสุด 
(วชัรีวรรณ จนัทร์อาสา, 2551) 

5. การศกึษาฤทธิiลดความดนัโลหิต 
เมื#อให้สิ#งสกดัด้วยนํ Eาจากใบของ P. palatiferum ที#ความเข้มข้น 5, 10  และ 25 mg/kg 

ในหนแูรทที#มีความดนัปกติและหนูแรทที#เหนี#ยวนําให้มีความดนัโลหิตสูงด้วย L-NAME พบว่า สิ#ง
สกดัทั Eงสามความเข้มข้นทําให้ทั Eงคา่ความดนัเฉลี#ย (mean arterial blood pressure) และ อตัรา
การเต้นของหวัใจ (heart rate) ลดลง เมื#อทําการแยก aortic ของหนมูาทดสอบกบัสิ#งสกดัที#ความ
เข้มข้นระหวา่ง 50 ถึง 200 µg/ml พบว่า สิ#งสกดัช่วยทําให้หลอดเลือดคลายตวัตามความเข้มข้นที#
เพิ#มขึ Eน (concentration dependent) เมื#อทําให้หดตวัด้วย norepinephrine และเมื#อให้ L-NAME 
และ atropine สิ#งสกดัก็ยงัคงมีฤทธิi ทําให้กล้ามเนื Eอคลายตวั เมื#อทําการแยก atrium ของหนแูล้ว
ทดสอบด้วยสิ#งสกดัที#ความเข้มข้น 2.5 ถึง 7.5 mg/ml พบว่าช่วยลดทั Eงอตัราการเต้นของหวัใจและ
แรงบีบตวัตามความเข้มข้นที#ได้รับ และเมื#อให้ atropine ก่อนให้สิ#งสกดั  ฤทธิiดงักล่าวของสิ#งสกัด
ยงัไมเ่ปลี#ยนแปลง (Khonsung et.al., 2011) 

6. การยบัยั Eง Acetylcholinesterase (AchE) ในหนแูรท 
ศกึษาผลของสิ#งสกัดด้วยนํ Eาจากใบของ P. palatiferum ต่อการยบัยั Eง AchE ในหนูแร

ทสายพนัธุ์ albino เพศผู้  โดยดถึูงสมรรถนะของ AchE ใน hippocampus ซีรัม และ เม็ดเลือดแดง 
โดยการให้สิ#งสกดัความเข้มข้น 0.3, 0.7 และ 1.0 g/kg ของนํ Eาหนกัตวั เป็นเวลา 30 วนั พบว่า 
สมรรถนะของ AchE ลดลงอย่างมีนยัสําคญัที#ความเข้มข้น 0.7 และ 1.0 g/kg ของนํ Eาหนกัตวั ใน 
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hippocampus แต่ใน ซีรัม และ เม็ดเลือดแดงพบว่าไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ
ระหวา่งกลุม่ที#ได้รับสิ#งสกดัและกลุม่ควบคมุที#ได้รับนํ Eากลั#น (Buncharoen et.al., 2010) 

7. การศกึษาความเป็นพิษ 
 ในการทดสอบความเป็นพิษในหนขูาว เมื#อให้สิ#งสกดัด้วยนํ Eาของ P. palatiferum ที#ขนาด 
0.3, 0.7 และ 1.0 g/kg ตอ่วนัแก่หนแูรท พบว่าหนทีู#ได้รับสิ#งสกดัมีนํ Eาหนกัตวัเพิ#มขึ Eนมากกว่ากลุ่ม
ควบคมุที#ได้รับนํ Eากลั#นและไม่พบว่ามีความผิดปกติของเนื Eอเยื#อตบัและไต ผลการตรวจทางโลหิต
วิทยาพบว่าปริมาณของฮีโมโกลบิน ปริมาตรเม็ดเลือดแดงอดัแน่นและเม็ดเลือดแดงโดยรวมของ
หนูที#ได้รับสิ#งสกัด ไม่มีความแตกต่างจากกลุ่มควบคมุ   นอกจากนี Eยงัพบว่าสิ#งสกัดขนาดตั Eงแต ่
0.3 g/kg มีผลทําให้เม็ดเลือดขาวเพิ#มขึ Eน อย่างไรก็ตามเมื#อนับจํานวนเม็ดเลือดขาวแยกชนิด 
พบว่าหนทูุกกลุ่มมีเม็ดเลือดขาวแต่ละชนิดในจํานวนที#ไม่แตกต่างกนั  ผลจากการทดลองนี Eแสดง
ให้เห็นว่าสิ#งสกดัด้วยนํ Eาของ P. palatiferum ไม่มีพิษตอ่เม็ดเลือดแดงและขาว (สพุตัรา อินต๊ะ, 
2552) 

 นอกจากนี Eในปี 2552  พีรวิชญ์ พาดี และคณะ ได้ทําการศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลนั
และกึ#งเฉียบพลนั โดยทําการศกึษาในเซลล์เพาะเลี Eยง Vero (african green monkey kidney) 
ด้วยวิธี  green fluorescent protein (GFP) พบว่าสิ#งสกดัเอทานอลจากใบของ P. palatiferum ไม่
เป็นพิษตอ่เซลล์ Vero และจากการศกึษาความเป็นพิษเฉียบพลนัในหนขูาวสายพนัธุ์วิสต้า พบว่า
ไมมี่หนทีู#ตายและแสดงความเป็นพิษหลงัจากได้รับสิ#งสกดัภายใน 24 ชั#วโมงและนาน 14 วนั  เมื#อ
เปรียบเทียบนํ Eาหนกัของหนกูลุม่ควบคมุและกลุม่ทดลองพบว่ามีนํ Eาหนกัตวัเพิ#มขึ Eนที#ไม่แตกตา่งกนั 
ส่วนการทดสอบความเป็นพิษกึ#งเฉียบพลัน พบว่าไม่มีหนูตายและแสดงความเป็นพิษหลงัจาก
ได้รับสิ#งสกัดนาน 14 วัน พบว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนยัสําคญัของระดบัสารชีวเคมีโลหิต 
ยกเว้นระดบั Blood urea nitrogen ของสิ#งสกดัขนาด 500 และ 1000 mg/kg ที#มีคา่สงูกว่ากลุ่ม
ควบคมุ นอกจากนี Eหนกูลุม่ที#ได้รับ P. Palatiferum  มีนํ Eาหนกัตวัเพิ#มขึ Eนมากกวา่กลุม่ควบคมุ  

8. การศกึษาสารพฤกษเคมีที#พบในใบของ P. palatiferum ตอ่สมรรถนะของ CYP3A4 
งานวิจยัก่อนหน้านี Eเกี#ยวกับสารพฤกษเคมีที#พบในใบของพืชชนิดนี Eเกี#ยวกบัการเหนี#ยวนํา

หรือยบัยั Eง CYP3A4 พบว่าสารฟลาโวนอยด์ kaempferol และ apigenin ต่างมีผลเหนี#ยวนํา 
CYP3A4 ในเซลล์ HepG2 โดยที# kaempferol จะเหนี#ยวนํา CYP3A4 ผ่านทาง PXR (Liu 

et.al.,2006) แต ่ apigenin เหนี#ยวนํา CYP3A4 ผ่านทางการยบัยั Eง cyclin-dependent kinases 
(Cdks) (Dong et.al.,2010) โดยที#ผ่านมามีการศึกษาผลของสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ที#เป็น
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สารพฤกษเคมีสําคญัที#พบในใบของพืชชนิดนี Eกบั CYP3A4 แล้ว  แตย่งัไม่มีการศึกษาถึงฤทธิiของ
สารไฟโตสเตอรอลที#เกี#ยวกับ CYP3A4 ในเซลล์      ดงันั Eนในการศึกษาในครั Eงนี Eจึงศึกษาผลของ
สาร β-sitosterol ตอ่สมรรถนะของ CYP ในเซลล์ HepG2 ด้วยเชน่กนั 

Apigenin 

 เป็นฟลาโวนอยด์ในกลุ่มของ Flavone (ภาพที# 2) พบมากในผกัและผลไม้ เช่น หวัหอม, 
ส้ม, ชา เป็นต้น (Birt et.al., 2001, Surh , 2003 , Manach et.al.,2004, Yang et.al., 2001)   
ฤทธิiทางเภสชัวิทยาของ Apigenin เช่น   ฤทธิiต้านการอกัเสบ พบว่าสามารถยบัยั Eงการแสดงออก
ของ cyclooxygenase-2 เมื#อเหนี#ยวนําโดย phorbol 12-myr-istate 13-acetate ใน เซลล์เต้านม 
(Lau & Leung, 2010)   และยงัป้องกนัการการเกิด lipid peroxidation และปกป้องระบบการต้าน
อนุมูลอิสระเมื#อถูกเหนี#ยวนําด้วย N-nitroso-diethylamine และกระตุ้นด้วย Phenobarbital ใน
เซลล์มะเร็งตบั (Singh et.al., 2004)     เมื#อทําการทดสอบในเซลล์ HepG2 พบว่า เมื#อทดสอบ
ด้วยสารนี Eทําให้เซลล์มีชีวิตรอดลดลงขึ Eนกับขนาดและระยะเวลา (dose- and time-dependent) 
และเหนี#ยวนําให้เซลล์ตายแบบ apoptosis ซึ#งอาจเกิดจาก H2O2-dependent pathway 
(Valdameri et.al., 20011)    ในการทดลองของ Chiang et.al., 2006 พบว่า Apigenin เหนี#ยวนํา
ให้เซลล์ตายแบบ apoptosis ผ่านทาง p53-dependent pathway และเหนี#ยวนําการแสดงออก
ของ p21 ในเซลล์ HepG2      นอกจากนี Eยงัมีฤทธิiช่วยลดความเป็นพิษต่อยีน (antigenotoxic) 
เมื#อเหนี#ยวนําโดย mitomycin C และ cyclophosphamide (Siddique et.al., 2008)  และมีฤทธิi

คล้ายกับยารักษาโรคซึมเศร้า (antidepressant) เมื#อทดสอบในหนูสายพันธุ์ วิสต้าเพศผู้ ที#เป็น 
chronic mild stress  (Yi et.al., 2008)  และ apigenin สามารถยบัยั Eงการแบง่ตวัของมะเร็งตบั
อ่อนของมนุษย์ โดยผ่านทางการลดการแสดงออกของ BcL-2 และเพิ#มการแสดงออกของ Bax 
(Ma et.al., 2007) 
 

 

ภาพที� 2 โครงสร้างของ Apigenin (Wang et.al., 1999) 
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Kaempferol 

 เป็นฟลาโวนอยด์ในกลุ่ม Flavovols (ภาพที# 3) พบได้ใน ชา, บล็อคโคลี, นํ Eาเกรฟฟรุ๊ต, 
กะหลํ#าดาว และแอปเปิEล (Nirmala & Ramanathan, 2011) ฤทธิiทางเภสชัวิทยาของ kaempferol 
ได้แก่ ฤทธิiต้านเบาหวาน (anti-diabetic) เนื#องจากปกป้องเซลล์ตบัอ่อน β-cell ให้ตายน้อยลงและ
ทํางานในสภาวะที#เป็นเบาหวานได้ดีขึ Eน (Zhang & Liu, 2011)  มีฤทธิiในการต้านอนมุลูอิสระและ
ป้องกันการเกิด lipid peroxidation ในเซลล์มะเร็งลําไส้ใหญ่ของหนูเมื#อเหนี#ยวนําให้เป็นมะเร็ง
ด้วย      1,2-dimethyl hydrazine (Nirmala & Ramanathan, 2011)  และพบว่ามีฤทธิiต้านการ
อักเสบในหนูที#เหนี#ยวนําให้เกิดการอักเสบด้วย carrageenan โดยการยับยั Eงการสังเคราะห์         
ไนตริกออกไซด์ (Mahat et.al., 2010)  และพบว่า kaempferol ยงัเป็น inverse agonist ของ 
estrogen-related receptor α และ γ  รวมถึงยบัยั Eงการแสดงออกของ PDK2 และ PDK4 (Wang 
et.al., 2009)   kaempferol ยงัเหนี#ยวนําเซลล์มะเร็งรังไข่ให้ตายแบบ apoptosis ผ่านทางการ
ควบคมุ            pro-apoptotic และการแสดงออกของ anti-apoptotic protein ผ่านทาง intrinsic 
apoptosis pathway (Luo et.al., 2011) และยงัเหนี#ยวนําเซลล์มะเร็งปอดตายแบบ apoptosis 
ผ่านทาง antioxidant pathway (Leung et.al., 2007)  นอกจากนี Eยงัเหนี#ยวนําเซลล์มะเร็งลําไส้ 
HCT116 ตายแบบ apoptosis ผา่นทาง p53 pathway (Li et.al., 2009) เมื#อทดลองในเซลล์มะเร็ง
สมองพบว่า kaempferol ทําให้เซลล์ตายแบบ apoptosis ผ่านทาง oxidative stress (Sharma 
et.al., 2007) นอกจากนี Eเมื#อทดสอบ kaempferol ในเซลล์ osteoblasts ยงัพบว่ามีฤทธิiกระตุ้น 
osteogenic differentiation  ผา่นทาง estrogen receptor (Guo et.al., 2012) 

 

 

 

ภาพที� 3 โครงสร้างของ kaempferol (Wang et.al., 1999) 
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β-sitosterol 

 β-sitosterol เป็นสารในกลุ่มไฟโตสเตอรอล ซึ#งเป็นส่วนประกอบภายในพืช มีโครงสร้าง
คล้ายกบั คอเรสเตอรอล (ภาพที# 4) มีรายงานเกี#ยวกบัไฟโตสเตอรอล มากกว่า 100 ชนิด ที#พบใน
พืชแต่ที#มีมากที#สดุมี 3 ชนิด คือ sitosterol, stigmasterol และ campesterol (Fernandes & 
Cabral, 2007)   ที#พบมากในอาหารหลายๆอย่าง คือ sitosterol รองลงมาเป็น campesterol และ 
stigmasterol ตามลําดบั (Richard & Ostlund, 2002) 
 

 

 

 

ภาพที� 4 โครงสร้างของ β-sitosterol (Bottger et.al., 2012) 
 

การศึกษาฤทธิ%ทางเภสัชวิทยาของ β–sitosterol 

1. การศกึษาการเหนี#ยวนําการตายในเซลล์มะเร็ง 
ศึกษาในเซลล์มะเร็งเต้านมของมนุษย์ (MDA-MB-231 cells)  พบว่า β–sitosterol ที#      

16 µM ยบัยั Eงการเจริญของเซลล์มะเร็งหลงัจากให้เป็นเวลา 3 วนัและเพิ#มการตายแบบ apoptosis 
เมื#อเปรียบเทียบกับคอเรสเตอรอล (Awad et.al., 2000) จากการศึกษาในเซลล์มะเร็งต่อม
ลูกหมาก (LNCaP cells) พบว่า β–sitosterol ที#ความเข้มข้นเดียวกันทําให้การเจริญเติบโตของ
เซลล์มะเร็งลดลงและเหนี#ยวนําให้เกิดการตายแบบ apoptosis (Holtz et.al., 1998) รวมทั Eงเพิ#ม
สมรรถนะของ protein phosphatase 2A  (PP 2A) แตไ่ม่มีการเปลี#ยนแปลงของ PP 2A ในระดบั
โปรตีน และเพิ#มสมรรถนะของ phospholipase D (PLD) อยา่งมีนยัสําคญั (Awad et.al., 2000)  
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2. การศกึษาฤทธิiต้านการอกัเสบ และฤทธิiลดไข้ 
 โดยทําการทดลองในหนูขาว พบว่า มีฤทธิiในต้านการอกัเสบ เหมือนกับยาลดการอกัเสบ 
hydrocortisone และ oxyphenbutazone และมีฤทธิiลดไข้เหมือนยา aspirin แตไ่ม่มีฤทธิiแก้ปวด 
(Gupta et.al., 1980)     ผลของการศึกษาการต้านการอกัเสบในเซลล์ endothelial พบว่า          
β–sitosterol ช่วยลดการแสดงออกของ vascular adhesion molecule 1 (VCAM-1) และ 
intracellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) อย่างมีนยัสําคญัแบบ dose dependent และ
ยบัยั Eงปฏิกริยา phosphorylation ของ NFkb p65 อย่างมีนยัสําคญัเช่นเดียวกนั (Loizou et.al., 
2010) 

3. การศกึษาฤทธิiในการเปลี#ยนแปลงเอนไซม์ที#เกี#ยวข้องกบัปฏิกริยาออกซิเดชนั 
พบว่า β–sitosterol ที#ความเข้มข้น 50 µM ในเซลล์ Murine RAW 264.7 macrophages 

พบว่า  β–sitosterol ช่วยเพิ#มสมรรถนะของ glutathione peroxidase และ manganese 
superoxide dismutase และลดสมรรถนะของ catalase โดย β–sitosterol กระตุ้นออกซิเดชัน
เอนไซม์ผ่านทาง estrogen receptor/PI3-kinase-dependent pathway (Vivancos & Moreno, 
2005)  

4. การศกึษาผลตอ่ CYP และ P-glycoprotein 
 จากการศึกษาแบบคัดกรองในหลอดทดลองเกี#ยวกับผลยับยั Eงของ  β–sitosterol ต่อ 
CYP3A4, 3A5 และ CYP19 โดยวิธี fluorometric microtitre plate assay พบว่า  β–sitosterol ที#
ความเข้มข้น 2.5 mg/ml ไม่มีผลยับยั Eง CYP ทั Eง 3 รูปแบบ  เมื#อทําการทดสอบผลต่อ                  
P-glycoprotein (P-gp) ในเซลล์มะเร็งลําไส้ใหญ่ (CaCO-2) ที#ความเข้มข้นเดียวกนั พบว่ามีผล
เหนี#ยวนํา P-gp  (Nair et.al., 2007) และมีการศกึษาเกี#ยวกบั P-gp และ multidrug resistance 
protein 1 (MRP1) ในเซลล์มะเร็งของคน KB-C2 cells และในเซลล์ MRP cells ตามลําดบั พบว่า 
β–sitosterol ที#ความเข้มข้น 50 µM ไมมี่ผลตอ่การสะสมของ daunorubicin ในเซลล์ KB-C2 cells 
และ calcein ในเซลล์ KB /MRP cells แสดงว่า β–sitosterol ไม่มีผลต่อ P-gp หรือ MRP1 ของ
มนษุย์ (Nabekura et.al., 2008) 

5. การศกึษาฤทธิiคมุกําเนิด 
ทําการทดลองโดยให้ β–sitosterol ที#ความเข้มข้น 0.5 และ 5 mg/kg แก่หนขูาวสายพนัธุ์ 

albino เพศผู้  ที#ระยะเวลา 16,  32  และ 48 วนั พบว่า ที#ความเข้มข้น 0.5 mg/kg ทําให้ปริมาณ
ของอสจุิลดลงอย่างมีนยัสําคญัและนํ Eาหนกัของอณัฑะลดลงเมื#อให้เป็นระยะเวลา 48 วนั ส่วนที#
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ความเข้มข้น 5 mg/kg ทําให้ปริมาณของอสจุิลดลงและนํ Eาหนกัของอณัฑะลดลงทีละน้อยหลงัจาก
ได้รับสารตั Eงแต่ 16 วนัขึ Eนไป เมื#อหยุดให้สารทดสอบ พบว่า ปริมาณของอสุจิและนํ Eาหนกัของ
อณัฑะเปลี#ยนแปลงเพียงเล็กน้อย (Malini & Vanithakumari, 1991) แตมี่การศกึษาเกี#ยวกบัการ
สืบพันธุ์ในตวัมิงค์ (American mink) เพศผู้ และเพศเมีย โดยให้ β–sitosterol ทางปาก ความ
เข้มข้น 0,  5,  10 และ 50 mg/kg ทกุวนั เป็นระยะเวลา 10 เดือน พบว่าไม่เป็นอนัตรายตอ่ระบบ
สืบพนัธุ์ในสตัว์เลี Eยงลกูด้วยนมอยา่งมีนยัสําคญั (Nieminen et.al., 2008) 

6. การศกึษาความเป็นพิษเรื Eอรัง 
 ทําการทดลอง โดยฉีด β–sitosterol ในหนขูาวสายพนัธุ์ albino เพศผู้และเพศเมีย ที#ความ
เข้มข้น 2.5,  5   และ 10  mg/kg เข้าใต้ผิวหนงัทกุวนัเป็นระยะเวลา 60 วนั พบว่า ไม่มีหนตูายใน
การทดลอง นํ Eาหนกัของหนลูดลงอยา่งไมมี่นยัสําคญัในทกุความเข้มข้นที#ได้รับทั Eงสองกลุ่ม ตบัและ
ไตเป็นปกติ ไม่มีการเปลี#ยนแปลงของเอนไซม์ SGOT หรือ SGPT ในตบัและไต และไม่มีการ
เปลี#ยนแปลงระดบัฮีโมโกลบิน  นํ Eาตาลในเลือด  และความเข้มข้นของ serum bilirubin และ
สมรรถนะของเอนไซม์ SGPT และ SGOT ที#ทกุความเข้มข้น ระดบัของคอเรสเตอรอลที#ลดลงในหนู
ทั Eงสองเพศและลดลงแบบ dose dependent (Malini & Vanithakumari, 1990) 

กระบวนการเปลี�ยนแปลงยาหรือสารแปลกปลอม (Xenobiotic) 

 สารที# เ ข้าสู่ ร่างกายทั Eงอาหาร เครื# องดื#ม และยา นั Eนรวมเรียกว่า สารแปลกปลอม 
(Xenobiotic) บางชนิดไม่มีอันตรายแต่บางชนิดทําให้เกิดการตอบสนองของร่างกายที#เป็นพิษ 
ดงันั Eนร่างกายจึงมีกลไกในการกําจดัสารแปลกปลอมโดยการเปลี#ยนแปลงหรือเมแทบอไลท์สาร
เหล่านั Eน ซึ#งเรียกว่า กระบวนการเปลี#ยนแปลงยาหรือสารแปลกปลอม ภายหลงัยาเข้าสู่ร่างกาย 
ส่วนใหญ่ตบัจะเป็นอวัยวะสําคญัในการเปลี#ยนแปลงยา   สามารถแบ่งการเปลี#ยนแปลงยาได้
ออกเป็น 2 ระยะ คือ ระยะที# 1 (phase I reaction) เป็นระยะที#เกี#ยวข้องกับการเปลี#ยนแปลง
โครงสร้างทางเคมีของยาได้แก่ ปฏิกิริยา oxidation, reduction และ hydrolysis (Glue & 
Clement.,1997) การเกิดปฏิกิริยา oxidation, reduction และ hydrolysis ทําให้ยาหรือสารนั Eนมี
ขั Eวมากยิ#งขึ Eน ซึ#งอาจมีฤทธิi ที# เพิ#มขึ Eนหรือลดลง หรือพร้อมที#จะเข้าทําปฎิกิริยาในระยะที#  2     
(phase II) คือ conjugation phase ซึ#งเป็นกระบวนการสงัเคราะห์สารหรือรวมตวัสารที#ได้จาก
ระยะที# 1 กบัสารที#ละลายนํ Eาได้ดีและมีอยู่ภายในร่างกาย ได้แก่ glucuronic acid, sulfate, acetyl 
เป็นต้น (ภาพที# 5)  เพื#อได้สารที#ละลายนํ Eาได้ดียิ#งขึ Eนจนขบัออกจากร่างกายได้ง่ายขึ Eน   เอนไซม์ใน 
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phase I พบในส่วน endoplasmic reticulum และเอนไซม์ใน phase II ซึ#งเป็น conjugation 
enzymes จะอยูใ่นสว่นของเหลวภายในเซลล์ (Xu et al., 2005) 

 

 

ภาพที� 5   เส้นทางที#ยาเปลี#ยนแปลงภายในร่างกาย (Anderson., 2005) 
 

CYP เป็นโปรตีนที#มี heme (heme-containg protein) (ภาพที# 6) การที#ได้รับการเรียกชื#อ
ว่า P450 เนื#องจากมีคณุสมบตัิที#ดดูกลืนคลื#นแสงที#ความยาวคลื#น 450    นาโนเมตร เมื#อถกูรีดิวซ์
และจบักบัคาร์บอนโมโนออกไซด์ (Glue & Clement., 1997)    เอนไซม์ CYP กระตุ้น dioxygen 
เพื#อคะตะไลซ์สารไฮโดรคาร์บอน ซึ#งมีปฎิกิริยาดงันี E (Hamdane & Zhang., 2008) 

R-H + O2 + NAD(P)H + H+             R-O-H + H2O + NAD(P)+ 
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ภาพที� 6 โครงสร้าง x-ray ของ CYP (Hamdane & Zhang., 2008) 

เอนไซม์ในระบบ CYP พบได้ใน endoplasmic reticulum และ mitochondria สงัเคราะห์
มากที#ตบั พบเล็กน้อยใน ลําไส้เล็ก, ไต และส่วนอื#น (Krishna & Klotz, 1994) ในการทํางาน CYP 
ต้องการกระบวนการถ่ายทอดอิเล็กตรอน (electron transfer chain) โดย CYP ที#พบใน 
endoplasmic reticulum จะรับอิเล็กตรอนจาก NADPH โดย NADPH-cytochrome P450 
reductase (CPR) ส่วน CYP ที#พบใน mitochondria มีการเคลื#อนย้ายอิเล็กตรอนจาก NADPH 
ไปสู ่redoxin โดยอาศยัเอนไซม์ redoxin reductase และไปสู ่CYP (Gonzalez, 1990)   

เอนไซม์ CYP มีบทบาทสําคัญในการกําจัดพิษของสารเคมีแปลกปลอมและการ
เปลี#ยนแปลงยา ใน phase I reaction ของการเปลี#ยนแปลงยาหลายตวั (Badyal & Dadhich, 
2001)  CYP พบได้ในสิ#งมีชีวิตระดับตํ#า ตั Eงแต่ แบคทีเรียจนถึงสิ#งมีชีวิตระดับสูง เช่น คน 
(Anzenbacher & Anzenbacherová, 2001) และเป็นเอนไซม์ที#มีความสําคญัในปฎิกิริยาพื Eนฐาน
ต่างๆ เช่น oxidation, peroxidation และ reduction ของสารประกอบกลุ่มต่างๆ ตลอดจน
สารประกอบที# มีอยู่ภายในร่างกาย เช่น  สเ ตียรอยด์ ,  นํ Eา ดี ,  ไขมัน,  โพรสตาแกลนดิน 

(prostaglandin) และ ลิวโคไตรอีน (leukotrienes) รวมทั Eงสารภายนอกร่างกาย ประกอบด้วย ยา
และมลพิษจากสิ#งแวดล้อม (Nelson et al., 1996; Bertz & Granneman, 1997)     CYP ส่วน
ใหญ่ที#เกี#ยวข้องในการเมแทบอไลท์ของยา และ สารแปลกปลอม (xenobiotic) คือ CYP1, CYP2 
และ CYP3 (ตารางที# 1) โดยที#ทั Eง 3 แฟมิลี#นบัรวมได้ประมาณ 70% ของ CYP ทั Eงหมดภายในตบั 
นอกนั Eนอยู่ในแฟมิลี#อื#นที#เกี#ยวข้องกับเมแทบอไลท์ของสารภายในร่างกาย (Hukkanen, 2000) 
ปัจจยัที#มีผลตอ่สมรรถนะของเอนไซม์ CYP ได้แก่ อาย,ุ  เพศ,  พนัธุกรรม และสิ#งแวดล้อม ส่งผล
ตอ่การเปลี#ยนแปลงการแสดงออกของเอนไซม์ CYP ในแตล่ะบคุคล (Glue & Clement.,1997) 
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ตารางที� 1 CYP ของมนษุย์และหน้าที#หลกั (Abhilash et.al., 22009) 

Cytochrome family Main functions 

CYP1 Xenobiotic metabolism 
CYP2 Xenobiotic metabolism 
 Arachidonic acid metabolism 
CYP3 Xenobiotic and steroid metabolism 
CYP4 Fatty acid hydroxylation 
CYP5 Thromoboxane synthesis 
CYP7 Cholesterol 7α-hydroxylation 
CYP8 Prostacyclin synthesis 
CYP11 Cholesterol side-chain cleavage 
 Steroid 11β-hydroxylation 
 Aldosterone synthesis 
CYP17 Steroid 17α-hydroxylation 
CYP19 Androgen aromatization 
CYP21 Steroid 21-hydroxylation 
CYP24 Steroid 24-hydroxylation 
CYP26 Retinoic acid hydroxylation 
CYP27 Steroid 27- hydroxylation 
CYP39 Unknown 
CYP46 Cholesterol 24-hydroxylation 
CYP51 Sterol biosynthesis 

 

 
CYP3A 

 
CYP3A นั Eนประกอบด้วย CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 และ CYP3A43 โดยพบ 

CYP3A4 มากที#สดุในตบั    CYP3A5 พบอยู่ในเนื Eอเยื#ออื#นๆ นอกตบั และพบ CYP3A7 มากในตบั
ของทารก    การแสดงออกของ CYP3A4 นั Eนควบคุมโดย PXR , constitutive androstane 
receptor (CAR) และ glucocorticoid receptor (GR)  (Urquhart et  al., 2007)         CYP3A4 
เป็นเอนไซม์ที#สําคญัที#สุดในการเมแทบอไลท์ยาในตบัของมนุษย์ โดยมีประมาณ 30-40% ของ
ปริมาณ CYP ทั Eงหมด (ภาพที# 7)  (Shimada  et  al., 1994; Imaoka et al., 1996) นอกจากนี Eยงั
พบในลําไส้เล็กอีกด้วย (Kolars et al., 1992) ไม่เพียงแตมี่ปริมาณมากเท่านั Eน CYP3A4 ยงัเป็น
เอนไซม์ที#เมแทบอไลท์ยาเป็นหลกั  ประมาณ 50% ของยาที#เมแทบอไลท์โดย CYP นั Eนเมแทบอ
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ไลท์โดย CYP3A4 (Bertz & Granneman, 1997) การที# CYP3A4 นั Eนสามารถเมแทบอไลท์ยาได้
กว้าง จึงอาจทําให้เกิด drug-drug interaction (DDI) ได้มาก (ตารางที# 2) เช่น การให้ยาที#ยบัยั Eง 
CYP3A4 พร้อมกับยาที#มี therapeutic แคบ ทําให้ระดบัยาอีกตวัเข้าใกล้หรือเหนือกว่าระดบัที#
ปลอดภัย นอกจากนี Eพบความเป็นไปได้ว่า ยาตวัแรกเหนี#ยวนําการทํางานของ CYP3A4 ให้มี
สมรรถนะสงูขึ Eนจนมีผลทําให้การเมแทบอลไลซ์ยาตวัที#สองเพิ#มมากขึ Eนไปด้วย    มีผลทําให้ระดบั
ยาอยู่ในระดบัที#ตํ#ากว่าระดบัการรักษา (Anzenbacher & Anzenbacherová, 2001) ยาที#เป็น
ซบัสเตรตของเอนไซม์นี Eประกอบด้วย quinidine, nifedipine, diltiazem, lidocaine, lovastatin, 
erythromycin เป็นต้น นอกจากนี Eแล้วสารภายในร่างกาย เช่น testosterone, progesterone และ 
androstenedione ยงัเป็นซบัสเตรตของ CYP3A4 ด้วย (ตารางที# 3)  (Pelkonen et al., 1998; 
Guengerich, 1999)    พบว่า  CYP3A4 ยงัมีผลกระตุ้นสารแปลกปลอมให้เปลี#ยนแปลงไปเป็น
สารก่อมะเร็ง เช่น aflatoxin B1  PAHs,  NNK และ 6-aminochrysene      การทดลองภายนอก
ร่างกายพบว่า ยาที#มีผลทําให้เกิดการเหนี#ยวนํา CYP3A4 ใน human hepatocytes ได้แก่ 
rifampicin, dexamethasone และ phenobarbital (Hukkanen, 2000) 

 

 

ภาพที� 7 เส้นทางการขจดัยาของยา 200 ตวั ที#นิยมใช้ในใบสั#งยาในปี 2002 (Wienkers & 
Heath, 2005) 
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ตารางที� 2 ยาที#มีผลทําให้เกิดอนัตรกิริยาที#เกี#ยวข้องกบั เอนไซม์ CYP3A4 (Badyal & Dadhich, 
2001) 

Drugs affected (substrates) 
INHIBITORS 
AZole antifungals: Midazolam8, tacrolimus15, terfenadine16, triazolam17 
Itraconazole Cisapride18, quinidine19, astemizole20, methylprednisolone21, 

buspirone22, felodipine23, vincristine24, atorvastatin25 
Ketoconazole Terfenadine16, astemizole20, cyclosprine9, triazolam, alprazolam26 
Fluconazole Terfenadine16, triazolam17 
Macrolide antimicrobials: Tacrolimus15, astemizole20 
Erythromycin Carbamazepine3, triazolam17, buspirone22, terfenadine27, 

simvastatin28 
Clarithromycin Pimozide29, cyclosporin30, midazolam31 
Selective serotonin re-uptake  
Inhibitors (SSRIs): 

Midazolam4, cisapride32 

Fluoxetine Diazepam, alprazolam33, midazolam8, terfenadine34,35 
Paroxetine Alprazolam33 
Calcium channel blockers: Tacrolimus15 
Verapamil Simvastatin28, carbamazepine, cyclosporine36 
Diltiazem Triazolam17, carbomazepine, cyclosporine36, quinidine, 

simvastatin37, midazolam, alfentanil38 
Nifedipine Midazolam4 
Protease inhibitors Terfenadine, astemizole, cisapride39, midazolam40 
Ciprofloxacin Tacrolimus46 
Cimetidine Carbamazepine3, quinidine19, cyclosporine, calcium channel 

blockers, benzodiazepines47 
Propofol Midazolam48 
Nafimidone, pmeprezole Carbamazepine3,49 

 
INDUCERS  
Rifampicin Protease inhibiors9, diazepam, triazolam, midazolam17, etradiol, 

norgesterol50, lidocaine51, zopiclone, zolpidem52, ondansetron53 
Rifabutin Protease inhibitors9, estradiol, norgesterol50 
Carbamazepine Protease inhibitors9, midazolam17, Itraconazole54, vincristine55 
Phenytoin, Phenobarbitone Midazolam17, vincristine55, carbamazepine56 
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ตารางที� 3 สารที#เป็นซบัสเตรตของ CYP3A4 (Anzenbacher & Anzenbacherová, 2001) 

Acetaminophen (paracetamol) Felodipine Proquanil 
Alfentanil Finasteride Quinidine 
Alpidem Flutamide Rapamycin 
Alprazolam Gallopamil Retinoic acid (Tretinoin) 
Ambroxol Gestodene Rifabutin 
Amitriptyline Granisetrone Ritonavir 
Astemizole Haloperidol Ropivacain 
Atorvastatin Hypericum extract Sameterol 
Benzphetamine Ifosphamide Sequenavir 
Bupivacaine Imipramine Sertindole 
Brotizolam Indinavir Simvastatin 
Budesonide Irinotecan Sulfamethoxazole 
Buprenorphine Ivermectin Sulfentanil 
Carbamazepine Lansoprazole Tacrolimus 
Citalopram Lidocine Tamoxifen 
Cisapride Lisuride Teniposide 
Clarithromycin Loratidine Terfenadine 
Clozapine Losartan Terguride 
Codeine Lovastatin Testosterone 
Colchicine Meloxicam Tetrahydrocannabinol 
Cyclobenzaprine Methadone Theophylline 
Cyclophosphamide Mibefradil Tolterodine 
Cyclosporin A, G Mifepristone Triazolam 
Dapsone N-hydroxyarginine Trimethadone 
Dehydroepiandrosterone Nevaripine Troglitazone 
Delaviridine Nicardipine Troleandomycin 
Dextromethorphan Nifedipine Verapamil 
Diazepam Niludipine Vinblastine 
Digitoxin Nimodipine Warfarin (R-) 
Diltiazem Nisoldipine Zatosetron 
Docetaxel Nitrendipine Zonisamide 
17β-estradiol Omeprazole Zopiclone 
Erythromycin Oxodipine  
Ethinylestradiol Paclitaxel (Taxol)  
Ethylmorphine Pantoprazole  
Etoposide Progesterone  
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การเกดิอันตรกริิยาระหว่างยา  

การให้ยาร่วมกันนั Eนเป็นสิ#งที#ต้องเผ้าระวังเนื#องจากอาจเกิดอันตรกิริยาระหว่างยา           
ซึ#งเป็นไปได้วา่อาจทําให้เกิดผลเสียเนื#องจากอาจเกิดการเปลี#ยนแปลงฤทธิiทางเภสชัวิทยาของยาที#
ให้เข้าไปร่วมด้วยได้   ดงันั Eนจึงทําให้เสี#ยงต่อการเกิดผลข้างเคียงของยาและประสิทธิผลของยา 
(effectiveness)     ในบางกรณีการเกิดอนัตรกิริยาทําให้เกิดปัญหาในการรักษาที#รุนแรงจนทําให้ 
ผู้ ป่วยเสียชีวิตได้    ดงันั Eนในระหว่างกระบวนการค้นคว้าหายาใหม่  การทดสอบเกี#ยวกบัการเกิด
อนัตรกิริยาจึงมีความสําคญัและเป็นขั Eนตอนเบื Eองต้นในกระบวนการผลิตยาใหม่  ซึ#งกลไกทั#วไป
ของการเกิดอันตรกิริยานั#นคือ การยับยั Eงและการเหนี#ยวนําเอนไซม์ในกระบวนการขจัดยา 
(Kozawa et.al., 2009)  

การเหนี�ยวนําเอนไซม์ (enzyme induction) 

 ยาหรือสารบางชนิด สามารถกระตุ้นการสงัเคราะห์ CYP ให้เพิ#มมากขึ Eนจนมีผลทําให้เกิด
การแปรสภาพภายในร่างกาย (biotransformation) ของยาอีกชนิดเพิ#มมากขึ Eน เป็นผลทําให้ยาอีก
ชนิดมีฤทธิiลดลงหรือมีความเป็นพิษเพิ#มมากขึ Eน (ภาพที# 8)  การที#ยาไปเหนี#ยวนําให้เอนไซม์ CYP 
เพิ#มขึ Eนอาจทําให้ยาตวันั Eนเองถกูเมแทบอไลท์เพิ#มขึ Eนด้วย เรียกว่า autoinduction (Buxton, 2006)  
การเหนี#ยวนํา CYP enzyme โดยสารภายนอกร่างกายนั Eนเกี#ยวข้องกบัการเพิ#มระดบัการเมแทบอ
ไลท์ของยาและสารภายในร่างกาย การเหนี#ยวนํา CYP เป็นผลทําให้ยาในเลือดมีระดบัลดลง ใน
กรณีที#ผู้ ป่วยมีระดบัของยาในเลือดลดลงนั Eนอาจทําให้สูญเสียประสิทธิภาพในการรักษา และ
ในทางตรงกนัข้าม ถ้ายานั Eนต้องเปลี#ยนเป็น active metabolite ก่อน สมรรถนะของ CYP ที#เพิ#มขึ Eน 
นั Eนอาจทําให้เกิด active metabolite เพิ#มมากขึ Eนและอาจส่งผลให้เกิดความเป็นพิษได้     มี CYP 
หลายตวัที#ถกูเหนี#ยวนําได้ เช่น CYP1A, CYP24, CYP2B, CYP2C,  CYP2E1 และ CYP3A สาร
หลายตัวที#ทําให้เกิดการเหนี#ยวนําเอนไซม์ ได้แก่ ยา,  สารประกอบทางเคมี,   ผลิตภัณฑ์จาก
ธรรมชาติ และเอทานอล (ethanol)       การเหนี#ยวนํา CYP เกี#ยวข้องกบักระบวนการสร้าง RNA 
ขึ Eนมาใหม่ (de novo RNA) และการสงัเคราะห์โปรตีน ผลจากการศึกษาที#ทําการยบัยั Eงการ
เลียนแบบสร้างสาย RNA (transcription) และการแปลรหสั (translation) ได้พิสูจน์แล้วว่าการ
เหนี#ยวนําของ CYP หลายตัวนั Eนเกิดโดยกลไกที#คล้ายคลึงกัน  คือมีการกระตุ้นตัวรับที#เป็น 
transcription factor ที#มีคณุสมบตัิและมีความจําเพาะตอ่ ligand ที#แตกตา่งกนั ดงันี E  PXR, CAR, 
aryl hydrocarbon receptor (AhR) ทําให้กระบวนการ transcription เพิ#มขึ Eน (Tompkins & 
Wallace, 2007) 
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ภาพที� 8 การเหนี#ยวนํา CYP (Willson & Kliewer, 2002) 

Pregnane X receptor 

 PXR อยู่ในแฟมิลี# nuclear receptor ซึ#งประกอบด้วย functional domains คือ DNA-
binding domain และ ligand-binding domain ซึ#งมีความคล้ายกบั vitamin D receptor (VDR)  
(Tompkins & Wallace, 2007)  ligand ของตวัรับชนิดนี E ได้แก่ สารภายในและสารภายนอก
ร่างกาย เช่น สเตียรอยด์ ฮอร์โมน และเมแทบอไลท์ของสเตียรอยด์  เช่น โพรเจสเทอโรน และ       
เอสโทรเจน  เป็นต้น   สารประกอบที#มีอยู่ในอาหาร เช่น coumestrol และ carotenoid ยาที#
สามารถกระตุ้น PXR เช่น rifampicin, phenolbarbital,  nifedipine, clotrimazole, mifepristone 
เป็นต้น      ในสภาวะปกติ PXR จะอยู่ใน cytosol แตเ่มื#อมี ligand เข้ามาจบั PXR จะเคลื#อนที#เข้า
สู่นิวเคลียสแล้วจบักบั retinoid X receptor alpha (RXRα) เป็น heterodimer แล้วจบักบั DNA 
บริเวณ PXR response elements (ภาพที# 9) ทําให้เกิดกระบวนการ transcription CYP3A4 
mRNA       target gene ของ PXR ไม่ได้ประกอบด้วยสมาชิกในแฟมิลี#ของ CYP 3A, 2B และ 2C 
เท่านั Eน แตย่งัมี metabolic protein เช่น glutathione S-transferase, multidrug resistance gene 
ที# encodes   P-glycoprotein (ABCB1), multidrug resistance associated proteins (Mrps) 
และ organic anion-transporting polypeptide 2 (oatp2) (Tompkins & Wallace, 2007)   
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ภาพที� 9 การจบักนัระหวา่งยาและการกระตุ้น PXR ทําให้เกิดการเหนี#ยวนํา CYP3A4 (Tompkins 
& Wallace, 2007) 

 
Constitutive androstane receptor  

CAR อยู่ในแฟมิลี# nuclear receptor ซบัแฟมิลี# NR1I     ตวัรับชนิดนี Eพบมากที#ตบัและไต 
(Hukkanen, 2000)    ligand ที#เป็นสารภายในร่างกายของตัวรับนี E เช่น เมแทบอไลท์ของ 
androgen, androstanol และ androstenol  ซึ#งสามารถทํางานตรงข้ามกบั agonists ได้ด้วย นั#น
คือสามารถยบัยั Eงสมรรถนะของ CAR ได้ (Forman et.al., 1998) ในสภาวะที#ไม่มี ligand ตวัรับนี E
จะอยู่ในไซโทพลาสซึมโดยจบักบั Chaperone protein HSP90, cytoplasmic CAR-retaining 
protein (CCRP) และ PPP1R16A  เมื#อมียาหรือสารแปลกปลอม CAR จะ dephosphorylate 
และแยกออกจาก cytoplasmic complex แล้วเคลื#อนที#เข้าสู่นิวเคลียสและจับกับ RXR 
(Kachaylo et.al., 2011) 

Glucocorticoid receptor  

GR อยู่ในแฟมิลี# nuclear receptor   ยาที#สามารถกระตุ้น GR ได้แก่ dexamethasone 
(Hukkanen, 2000)       CYP2C9 และ CYP3A4 ถกูเหนี#ยวนําได้โดย glucocorticoids ผ่านทาง 
PXR-independent pathway     GR  มีบทบาทสําคญัในการกระตุ้น PXR ในเซลล์มนษุย์  โดย
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พบว่า CAR และ PXR น่าจะถูกควบคมุโดย GR เมื#อทดสอบใน human hepatocytes พบว่า 
mRNA ของ PXR และ RXR แสดงออกมากขึ Eนเมื#อให้ dexamethasone และการเพิ#มขึ Eนของ 
mRNA PXR และ CAR เนื#องจาก dexamethasone นั Eนจะลดลงเมื#อให้ glucocorticoid 
antagonist หรือถกูยบัยั Eงเมื#อให้ actinomycin D   (Lin, 2006)    จากการที# PXR และ RXR  

สามารถถกูเหนี#ยวนําได้โดย GR เป็นผลทําให้เกิดการเหนี#ยวนําการจบักนัของ PXR และ RXR ทํา
ให้เพิ#มการเหนี#ยวนํา CYP3A4 โดยสารภายในและสารภายนอกร่างกาย   (Hukkanen, 2000)   ใน
สภาวะปกติ GR จะอยู่ใน cytosol ซึ#งจะจบักบั chaperone proteins ได้แก่ HSP90 และ HSP70 
เมื#อมี ligand เข้ามาจบั GR จะเคลื#อนที#เข้าสู่นิวเคลียสแล้วจบักบั GR เป็น homodimer แล้วเข้า
จบักบั DNA บริเวณ glucocorticoid responsive element (GRE) (Dvorak & Pavek, 2010) 

การยับยั cงเอนไซม์ (enzyme inhibition) 

 การยบัยั Eงเอนไซม์ที#เกี#ยวข้องกบัการเมแทบอไลท์ยามีผลทําให้มีปริมาณยาในเลือดเพิ#มขึ Eน 
ทําให้เกิดการสะสมจนอาจทําให้เกิดพิษของยาได้ (Buxton, 2006)  นอกจากนี Eยงัเป็นผลทําให้ยา
ขจดัออกจากร่างกายได้ช้ากว่าปกติ ในกรณีที#ยาบางตวักลายเป็นยาที#มีฤทธิiหลงัการเมแทบอไลท์ 
การยบัยั Eงเอนไซม์จึงมีผลทําให้ยามีฤทธิiลดลงเมื#อ CYP ที#เกี#ยวข้องถกูยบัยั Eง     ดงันั Eนการยบัยั Eง 
CYP ทําให้เกิดอนัตรกริยาระหว่างยามีผลทําให้เกิดความเป็นพิษหรือประสิทธิภาพของยาลดลง 
(Pelkonen et.al., 2008) 

การยับยั Eง เ กิดขึ Eนไ ด้ทั Eงแบบผันกลับ (Reversible inhibition) และไม่ผันกลับ   
(Mechanism-based inhibition)    การยบัยั Eงแบบไม่ผนักลบัเกิดจากการที#ตวัยบัยั Eงเกิดการแปร
สภาพในร่างกาย แต่การยับยั Eงแบบผันกลับนั Eนเกิดขึ Eนโดยตรง และที#ไม่ผ่านกระบวนการ
เปลี#ยนแปลงในร่างกาย ส่วนใหญ่การยบัยั Eงเอนไซม์เป็นแบบผนักลบั ซึ#งสามารถแบ่งออกได้เป็น
ยับยั Eงแบบแข่งขัน (competitive inhibition) และยับยั Eงแบบไม่แข่งขัน (non-competitive 
inhibitor) (Pelkonen et.al., 2008)  

 

การยบัยั Eงแบบไมผ่นักลบั (Mechanism-based inhibition หรือ Irreversible inhibition)  
  

การยับยั Eงแบบไม่ผันกลับเกิดขึ Eนโดยผ่านกระบวนการที#มี metabolite intermediate 
complexes เกิดขึ Eนทําให้มีการจบักันด้วยพนัธะโควาเลนซ์ระหว่าง reactive intermediates กับ
โปรตีนหรือ heme ของ CYP ปัจจยัสําคญัของการเกิดการยบัยั Eงแบบนี E คือ เวลา, ความเข้มข้น 
และ NADPH ที#เกี#ยวข้องรวมทั Eงเอนไซม์ที#ทําให้ยาหมดฤทธิi (enzyme inactivation) (Halpert, 
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1995; Lin & Lu, 1998) การสิ Eนสดุของการยบัยั Eงแบบนี Eเกิดขึ Eนเมื#อมีการสงัเคราะห์เอนไซม์ขึ Eนมา
ใหม ่    ปกตแิล้วใช้ระยะเวลานาน   ในบางครั Eงผลิตภณัฑ์ที#เกิดจากการเมแทบอไลท์นั Eนอาจยบัยั Eง
เอนไซม์ได้อย่างสมบรูณ์ ตวัอย่างของ Mechanism-based inhibition เช่น การยบัยั Eง CYP1A2 
ของ furafylline หรือการยบัยั Eง CYP3A4 โดย gestodene (Pelkonen et al., 2008)  

การยบัยั Eงแบบผนักลบั (Reversible inhibition) 

 การยบัยั Eงแบบผนักลบัเป็นผลมาจากการแยง่จบักนัที# active site ของเอนไซม์ด้วยพนัธะที#
ออ่นทําให้ง่ายตอ่ปลดปล่อยหลงัการจบั     การยบัยั Eงแบบผนักลบัเกิดขึ Eนอย่างรวดเร็ว แตไ่ม่ถาวร 
และเอนไซม์ไม่ถกูทําลาย     ในการยบัยั Eงแบบแข่งขนั (competitive inhibition) เป็นการแย่งจบั
ของซบัสเตรตและตวัยบัยั Eงที#   active site ของเอนไซม์     ส่วนการยับยั Eงแบบไม่แข่งขัน                  
(non-competitive inhibition) ตวัยบัยั Eงจบัที# allosteric site ของเอนไซม์แต่ไม่แย่งจบัที# active 
site ของซบัสเตรตแล้วทําให้โครงสร้างเอนไซม์เปลี#ยนแปลงไป และการยบัยั Eงแบบ uncompetitive 
inhibition ตวัยบัยั Eงจะจบักับ enzyme–substrate complex ไม่ไปจบักับเอนไซม์อิสระโดยตรง 
(ภาพที# 10) นอกจากนี Eยงัมีการยบัยั Eงแบบผสม (mix-type) ซึ#งเป็นการยบัยั Eงทั Eงแบบแข่งขนัและไม่
แขง่ขนั (Pelkonen et.al., 2008)  
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(a) competitive inhibition 

 

 

(b)  uncompetitive inhibition 

 

 

(c) noncompetitive inhibition 
 

ภาพที� 10 ประเภทของการการยบัยั Eงแบบผนักลบั
(http://chemistry.umeche.maine.edu/CHY431/Enzyme9.html) 



26 

 

อันตรกริิยาระหว่างยาและสมุนไพร (Herb –Drug Interactions) 

นอกจากการเกิดอนัตรกิริยาระหวา่งยาแล้ว การเกิดอนัตรกิริยาระหว่างยาและอาหารนั Eนก็
อาจเกิดขึ Eนได้    ส่วนประกอบในอาหารบางชนิดมีผลกับยาที#ผู้ ป่วยรับประทานอยู่เป็นประจํา
เช่นกนั เช่น นํ Eาเกรฟฟรุ๊ต มีผลทําให้ค่าระดบัยาสูงสุดในพลาสมา (Cmax) และ พื Eนที#ใต้กราฟของ
ระดบัยาในพลาสมา (AUC) ของยายบัยั Eงตวัรับเบต้ากลุ่ม dihydropyridine (dihydropyridine    
β–blocking agent) มีค่าเพิ#มขึ Eน เนื#องจากสารประกอบฟลาโวนอยด์ที#มีอยู่ในนํ Eาองุ่นยับยั Eง      
CYP3A4 (Anzenbacher & Anzenbacherová, 2001)         นอกจากนี Eการเกิดอันตรกิริยา
ระหวา่งยาและสมนุไพรก็เป็นอีกสิ#งที#พึงระวงัเช่นกนั เนื#องจากปัจจบุนัการใช้สมนุไพรในการรักษา
โรคนั Eนเริ#มเป็นที#นิยมมากขึ Eนเนื#องจากเป็นสารธรรมชาติและปลอดภยั โดยส่วนใหญ่มกัใช้ร่วมกับ
ยาแผนปัจจุบนั ทําให้อาจเกิดอันตรกิริยาระหว่างยาและสมุนไพรได้   เนื#องจากสมุนไพรนั Eนมี
ส่วนประกอบหลายอย่าง ดังนั Eนการใช้สมุนไพรร่วมกับยาแผนปัจจุบันนั Eนเป็นสิ#งที#ควรระวัง
โดยเฉพาะยาที#มีคา่ therapeutic index แคบ    จากการรายงานที#ผ่านมาพบว่ามีสมนุไพรที#นิยม
ใช้กนัอยา่งแพร่หลายที#ทําให้เกิดอนัตรกิริยาระหวา่งยา แสดงในตารางที# 4 โดยมีรายละเอียด ดงันี E 

- St John’s wort (Hypericum perforatum) เป็นสมนุไพรที#นิยมใช้ในการรักษาโรคซึมเศร้า 
(depressin) โดยมี hyperforin เป็นส่วนประกอบหลกั เมื#อให้สมนุไพรนี Eในการรักษาเป็น
ยาเดี#ยว (monotherapy) พบว่ามีความปลอดภัย แต่เมื#อให้ร่วมกับยาอื#นพบว่าเกิด    
อนัตรกิริยาระหว่างยาแผนปัจจุบนัเนื#องจาก St John’s wort นั Eนเหนี#ยวนํา CYP3A4, 
CYP2E1 และ CYP2C19 แตไ่มมี่ผลตอ่ CYP1A2, CYP2D6 หรือ CYP2C9  

- Ginkgo (Ginkgo biloba) เป็นสมนุไพรที#นิยมใช้ในด้านเพิ#มความสามารถในการเรียนรู้
และความจําและมีฤทธิiในการต้านเกร็ดเลือด โดยทําให้เกิดเลือดไหลไม่หยดุ (bleeding) 
เมื#อให้ร่วมกบัยา warfarin, ibuprofen, rofecoxib หรือ aspirin หรือทําให้เกิดอาการโคม่า
เมื#อทานร่วมกับยา trazodone  เมื#อทดลองให้สารสกัดจากแปะก๊วยในหนูเป็นเวลา 4 
สปัดาห์พบวา่ทําให้ปริมาณของ CYP เพิ#มมากขึ Eนตามขนาดและเวลาที#ให้สารสกดัและทํา
ให้การแสดงออกของ CYP2B1, 2B2, 3A1 และ 3A2 ในตบัเพิ#มมากขึ Eน นอกจากนี E
แปะก๊วยยงัสามารถเหนี#ยวนํา CYP2C19  

- Ginseng (Panax ginseng) นิยมใช้อย่างแพร่หลายเนื#องจากมีสรรพคณุหลายอย่าง เช่น 
ช่วยลดความดนั (antihypertension), ช่วยต้านอนมุลูอิสระ (antioxidation), ช่วยป้องกนั
เซลล์สมอง (neuroprotection), ช่วยเพิ#มความจํา, ช่วยเพิ#มภูมิคุ้มกัน เป็นต้น พบว่า 
ginseng มีผลตอ่การทํางานของเกร็ดเลือด หรือทําให้เปลี#ยนแปลงเภสชัจลนศาสตร์และ 
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เภสชัพลศาสตร์ จนทําให้เกิดการเป็นพิษของยา warfarin    นอกจากนี Eยงัทําให้เกิดอาการ
นอนไม่หลับ (insomnia), ปวดหัว, อารมณ์แปรปรวน (mania) เมื#อทานร่วมกับยา 
Phenelzine ซึ#งเป็นยารักษาอาการซึมเศร้า (antidepressant drug) เมื#อทําการศกึษาใน
มนษุย์ พบว่าโสมไม่มีผลตอ่ CYP3A4, CYP1A2, CYP2E1 และ CYP2D6 แตมี่ผลยบัยั Eง 
CYP2D6  

-  Garlic (Alllium sativum) เป็นสมุนไพรที#ช่วยรักษาภาวะไขมันในเลือดสูง 
(hypercholesterolemia), ป้องกนัภาวะหลอดเลือดแข็งตวั (arteriosclerosis), ช่วยเพิ#ม
ภูมิคุ้มกนั ควรระวงัในการรับประทานกระเทียมร่วมกบัยาที#เป็นซบัสเตรตของ CYP 2E1 
หรือทานร่วมกบัยาต้านรีโทรไวรัส (antiretroviral drugs)  จากการทดสอบในอาสาสมคัร
สุขภาพดีพบว่ากระเทียมทําให้ลดระดบัยาในเลือด (plasma concentration) ของยา 
Saquinavir หลังจากทานกระเทียมเป็นเวลา 3 อาทิตย์ นอกจากนี Eยงัพบว่ากระเทียม
ยบัยั Eง CYP2E1 แตไ่มมี่ผลตอ่ CYP1A2, CYP3A4 หรือ CYP2D6  
(Hu et.al., 2005; Izzo & Ernst., 2009; Zhou et.al., 2003) 

ตารางที� 4 อนัตรกิริยาระหว่างสมนุไพรและยาแผนปัจจบุนั (Hu et.al., 2005) 

Herbal medicine Prescribe drug 
St John’s wort (Hypericum perforatum) Amitriptyline, Alprazolam, Midazolam, 

Carbamazepine, Cyclosporin, Dextromethorphan, 
Digoxin, Fexofenadine, Imatinib, Irinotecan, 
Methadone, Protease Inhibitors, Oral 
Contraceptives, Quazepam, Selective Serotonin 
Reuptake Inhibitors, Simvastatin, Pravastatin, 
Tacrolimus, Theophylline, Mycophenolate Mofetil, 
Warfarin, Phenprocoumon 

Ginkgo (Ginkgo biloba) Trazodone, Warfarin,  Aspirin, Ibuprofen, Digoxin, 
Omeprazole, Antihypertensive Agents, CNS 
Drugs, Antihyperglycaemics 

Ginseng (Panax ginseng) Alcohol (Ethanol), Phenelzine,  Warfarin, Vaccines 

Garlic (Alllium sativum) Dextromethorphan,  Alprazolam,  Midazolam, 
Saquinavir, Ritonavir, Warfarin, Chlorpropamide, 
Paracetamol 
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การศึกษาสมรรถนะของเอนไซม์ที�เกี�ยวข้องกับการเปลี�ยนแปลงยา 

 ในการทดสอบการเปลี#ยนแปลงยาของสารทดสอบสามารถหาได้จากการวัดอัตราการ
หายไปของซบัสเตรตหรือการเปลี#ยนแปลงไปเป็นสารเมแทบอไลท์ ซึ#งทดสอบได้ด้วยการบ่มสาร
ทดสอบกบัเนื Eอเยื#อเปรียบเทียบกบัซบัสเตรตที#จําเพาะเจาะจงกบั CYP นั Eน หรือบม่สารทดสอบกบั
เนื Eอเยื#อที#ทําการโคลนหรือมีการแสดงออกของเอนไซม์ CYP แล้วประเมินการเมแทบอไลท์ หรือ
เติมตวัยับยั Eงที#เจาะจงกับ CYP นั Eนๆ แล้วดูการเปลี#ยนแปลงอัตราในการเมแทบอไลท์      ซึ#ง
เทคนิคการศึกษาภายนอกร่างกาย (in vitro) ที#ใช้ศึกษาเอนไซม์ CYP 450 ที#เกี#ยวข้องอย่าง
จําเพาะเจาะจงในการเมแทบอไลท์ยาที#ทดสอบหรือประเมินความเป็นไปได้ในการเป็นตวัยบัยั Eง
หรือตวัเหนี#ยวนําเอนไซม์ในการทดสอบอาจใช้เนื Eอเยื#อตบัของมนุษย์หรือสตัว์ทั Eงในรูปแบบ liver 
slices จนถึงเซลล์ตบัเพาะเลี Eยงปฐมภูมิของมนุษย์ หรือ subcellular fractions ของเนื Eอเยื#อตบั   
รวมทั Eงการโคลนเซลล์ยีส, แบคทีเรีย หรือแมลง ที#มีเอนไซม์จําเพาะของ CYP 450 (Glue & 
Clement, 1999) 

 รูปแบบการศึกษาสมรรถนะของเอนไซม์ที#เกี#ยวข้องกับการเปลี#ยนแปลงยาที#นิยมใช้ใน
ปัจจบุนัส่วนใหญ่เป็นการศึกษาในเซลล์ทดลอง human hepatocellular carcinoma (HepG2) 
cell line (ภาพที# 11)  ซึ#งได้มาจากมะเร็งตบัของมนุษย์ชาวคอเคเซียน (Caucasian human 
hepatoblastoma) ที#ทําการพัฒนามาเพื#อใช้ทดแทนเซลล์ตบัของมนุษย์    (fresh human 
hepatocyte)    เซลล์นี Eถกูเพาะเลี Eยงขึ Eนครั Eงแรกในปี 1979 (Brandon et.al., 2003) เพื#อใช้ในการ
ทดสอบแบบคดักรอง (screening) ด้านพิษวิทยา รวมถึงใช้ในการศกึษาการวดัเมแทบอลิซึมและ
ความเป็นพิษของยา (Hewitt & Hewitt, 2004)  เซลล์ HepG2 มีเอนไซม์ทั Eงใน Phase I 
(cytochrome P450-dependent monooxygenase) และ Phase II  (glucuronic- และ sulfate-
conjugation) (Dehn et.al., 2004) จากการศกึษาที#นําเอาเซลล์นี Eมาใช้ตรวจความเป็นพิษของ
เซลล์ (cytotoxicity)   พบว่า 70% ของสารที#ทราบว่าเป็นพิษทั Eงการศึกษาภายนอกร่างกายที#
ทดลองเซลล์ตบัเพาะเลี Eยงปฐมภมูิ และการศกึษาภายในร่างกาย (in vivo) ที#ทดลองในหนแูรทหรือ
ในการทดสอบระยะก่อนคลินิก (pre-clinical study) สามารถตรวจพบได้ในเซลล์ HepG2 เช่นกนั 
(Westerink & Schoonen, 2007)  อย่างไรก็ตามภายใต้สภาวะของการเลี Eยงเซลล์ทั#วไป ระดบัการ
ทํางานของ CYP ภายในเซลล์มีน้อยมากแทบจะไม่สามารถวดัได้ CYP หลาย isoform สามารถ
เหนี#ยวนําโดยการ pretreatment ด้วยสารที#ทําให้เกิดการเหนี#ยวนํา (inducing agent) เช่น เมื#อทํา
การเหนี#ยวนําด้วย rifampicin มีผลทําให้ระดบัของ CYP 3A เพิ#มขึ Eน เมื#อเปรียบเทียบกบัเซลล์กลุ่ม
ควบคมุ (Brandon et.al., 2003)    อย่างไรก็ตามสมรรถนะของเอนไซม์นั Eนยงัขึ Eนอยู่กบัแหล่งที#มา
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ของเซลล์และสภาวะการเลี Eยงเซลล์ (Hewitt & Hewitt, 2004) รวมทั Eงสว่นประกอบของอาหารเลี Eยง
เซลล์ก็มีผลต่อการทํางานของเอนไซม์อย่างมีนัยสําคญัด้วยเช่นเดียวกัน ข้อดีของการใช้เซลล์
เพาะเลี Eยงตับเมื#อเปรียบเทียบกับการใช้เซลล์ตับเพาะเลี Eยงปฐมภูมิของมนุษย์ (primary 
hepatocytes) คือ เซลล์เพาะเลี Eยงง่ายกว่า และเอนไซม์มีปริมาณที#คงที#กว่า (Brandon et.al., 
2003)   นอกจากนั Eนยงั พบวา่เซลล์เพาะเลี Eยงตบัมีเอนไซม์ที# CYP ต้องการเพื#อช่วยในกระบวนการ
เปลี#ยนแปลงสาร คือ NADPH CYP reductase และ cytochrome b5 (Hashizume et.al., 2010) 
ส่วนด้านข้อเสีย คือ การแสดงออกของเอนไซม์ CYP นั Eนมีน้อยซึ#งจะเป็นตวัจํากัดในการใช้งาน 
(Otto et.al., 2008)     

 

 

 

ภาพที� 11 Morphology ของเซลล์ human hepatoma HepG2 cell line  

(http://akatsukiotoko.blogspot.com/2010/03/i-and-hepg2.html#!/2010/03/i-and-
hepg2.html) 



บทที� 3 

วิธีดาํเนินงานวิจัย 

วัสดุและอุปกรณ์ 

1. สิ�งสกัด : ใบวา่นพญาวานร ซื �อจากสวนวา่นพญาวานร จงัหวดัปทมุธานี ทําการสกดัใน
ห้องปฎิบตักิารเภสชัเวช คณะเภสชัศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั โดยได้รับคําแนะนําจาก 
รศ. ดร. ชยัโย ชยัชาญทิพยทุธ 

2. เซลล์ทดสอบ : เซลล์ HepG2  

3. สารเคมี 
- Acrylamide, ammonium persulfate, agarose, bovine serum albumin (BSA), 

butylated hydroxytoluene, 2’,7’-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA), 
dihydrocoumarin (DHC), dimethylsulfoxide (DMSO),  ethidium bromide (EtBr), 
ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT), phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), 
rifampicin (RIF), ponceau S, sodium bicarbonate, sodium citrate, sodium 
hydroxide, sodium phosphate dibasic anhydrous, sodium phosphate dibasic 
heptahydrate, sodium phosphate monobasic anhydrous, tris [hydroxymethyl] 
aminomethane hydrochloride, triton X-100, β-sitosterol (BSS) (Sigma, USA) 

- chloroform, disodium hydrogen phosphate, ethanol, glycerol, hydrochloric acid, 
isopropanol, methanol, phenyl acetate, potassium chloride, sodium chloride, 
sodium dodecyl sulfate (SDS), trichloroacetic acid, tween 20 (Merck, Germany) 

- Potassium dihydrogen phosphate, di-potassium hydrogen phosphate (Fluka, 
Switzerland) 

- Fetal bovine serum, L-glutamine, penicillin & streptomycin, Protein kit assay และ 
Dulbecco modified Eagle medium (DMEM) (GIBCO, USA) 

- mouse monoclonal β-actin antibody, goast anti mouse peroxidase-conjugated 
secondary antibody, mouse monoclonal CYP3A4 antibody (Santa Cruz, USA)  

- SuperSignal® West Pico chemilluminescent substrate (ThemoScientific, USA) 
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- Taq DNA polymerase (500 U/ul), Page Ruler
TM 

Prestained Protein Ladder, 

GeneRuler
TM

 100 bp DNA ladder (Fermentus Life Sciences, USA) 
- SYBR green I sDNA-nucleic acid gel stain dye (Bio Basic Inc, Canada) 
- HybondTM-ECLTM nitrocellulose membranes (Amersham Biosciences UK Limited, 

UK) 
- Amersham HyperfilmTM ECL high performance chemiluminescence film  

(GE Healthcare Limited, UK)  
- Carbon dioxide gas (Thai Industrial Gases Public Company, Ltd., Thailand)  
- P450-Gloassay CYP3A4 substrate (luciferin-IPA), CellTiter-Glo® Luminescent 

Cell Viability Assay (Promega, USA) 

สารเคมีและตวัทําละลายทั �งหมดทีsใช้ในการศกึษาครั �งนี �เป็น analytical grade 

4. อุปกรณ์ 
- Adjustable pipette 1-10 µl, 2-20 µl, 10-100 µl, 20-200 µl and 100-1000 µl (Gilson, 

France) 
- analytical balance (Precisa, Switzerland) 
- electrophoresis (Bio Rad, USA) 
- cell culture dish: diameter 100 mm, 6-well cell culture plate, 96- well cell culture 

plate และ 24- well cell culture (Costa, USA) 
- centrifuge (Beckman Microfuge, Germany) 
- CO2 incubator (ThermoForma Scientific, USA) 
- conical tube: 15 & 50 ml (Corning Incorporation, USA) 
- densitometry scanner (Canon, Japan) ทีsมีโปรแกรม image J (HIH, Maryland) 
-  Mini Trans-Blot electrophoretic transfer cell (Bio-Rad, USA) 
- ELISA microplate reader (Beckman coulter, USA) 
- Enhanced Chemiluminescence (ThermoScientific, USA) 
- freezer -80 ๐C (Thermoelectron, USA) 
- hemocytometer (Resistant, Germany) 
- hot plate (Labnet, USA) 
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- light microscope (Olympus, Japan) 
- Mikro 22R centrifuge (Hettich, Germany) 
- millipore filter 0.22 µm (Millipore, USA) 
- multichannel pipettors (Gilson, France) 
- pH meter (Therma, Canada) 
- real time RT-PCR with iQ TM reagent optical system software version 2.0 (Bio 

Rad, USA) 
- serological pipette: 5 ml, 10 ml (Costar, USA) 
-  timer 
- spectrofluorometer (Jassco Model FP-777, Germany) 
- UV-spectrophotometer (Shimadzu, Japan) 
- UV transluminator gel documentation (Syngene, UK) 
- Vortex mixer (CT Laboratory Clay Adams, USA) 
- Horizontal electrophoresis (Bio Rad, USA) 
- Vertical electrophoresis (Bio Rad, USA) 
- power supply (Bio Rad, USA) 
- Vertical laminar flow cabinet (Microflow, UK).   
- Syringe Filter 

5. สถานที�ดาํเนินงานวิจัย 

ห้องปฎิบตักิารภาควิชาเคมีคลินิก คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลยัมหิดล 
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วิธีดาํเนินงานวิจัย 

1. การเตรียมสิ�งสกัด  

 ตามวิธีการของ พีรวิชญ์และคณะ, 2009 โดยนํามาปรับเพืsอความเหมาะสม ดงันี � 
1. ใบสดของ P. palatiferum  5 กิโลกรัม ปัsนพร้อม 95% เอทานอล ปริมาตร 10 ลิตร 
2. หมกั (maceration) ในถงัหมกั เป็นเวลา 7 วนั  
3. กรองด้วยผ้าขาวบาง แล้วนําไประเหยตวัทําละลายด้วยเครืsอง rotary evaporator  

4. เทใสถ้่วยกระเบื �อง แล้วนําไปวางบน water bath ทีsอณุหภูมิ 80 ๐C เป็นเวลา 1 วนั 

5. นําไป freeze dryer จนแห้ง แล้วทําการบดให้เป็นผง 

6. เก็บสิsงสกดัไว้ทีsอณุหภมูิ – 20 ๐C จนกวา่จะนําไปใช้ในการทดลอง 

2. การตรวจสอบคุณสมบัตขิองสิ�งสกัด 

2.1 การหาปริมาณโดยรวมของสารประกอบฟีนอลิก (Quantitative analysis of 
total phenolic compounds) 

ใช้หลกัการของ Folin-Ciocalteu method โดย Folin-Ciocalteau reagent จะทําปฏิกิริยา
กบัสารประกอบฟีนอลิกได้สารประกอบ tungsten & molybdenum blue ทีsมีสีนํ �าเงิน (Singleton 
and Rossi, 1965) ทําการทดลองตามวิธีการของ Slinkard & Singleton, 1977 โดยนํามาปรับเพืsอ
ความเหมาะสม ดงันี � 

2.1.1  เตมิสิsงสกดัความเข้มข้น 1 mg/ml ปริมาตร 20 µl และนํ �า 1.58 ml ลงในหลอด
ทดลอง  

2.1.2  เตมิ Folin-Ciocalteu reagent ปริมาตร 100 µl เขยา่ให้เข้ากนั ทิ �งไว้  4 นาที  
2.1.3  เตมิสารละลาย Na2CO3 (200 mg/ml) ปริมาตร 300 µl เขยา่ให้เข้ากนั  
2.1.4  ทิ �งไว้ทีsอณุหภมูิ 40oC นาน 30 นาที นําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงทีs 765 nm  
2.1.5  ทําการคํานวณโดยเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของ gallic acid แสดงผล 

เป็น gallic acid equivalent (mg gallic acid/g dried extract)  
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2.2 การหาปริมาณรวมของสารประกอบฟลาโวนอยด์ (Quantitative analysis of 
total flavonoid compounds) 

ใช้หลกัการของ Aluminum chloride colorimetric assay method โดยอะลมูิเนียมคลอ
ไรด์จะจบักับ orthodihydroxyl groups ของ A- หรือ B-ring ของฟลาโวนอยด์แล้วกลายเป็น
อนุพนัธ์ของกรด (acid complexes) (Chang et.al., 2002) ทําการทดลองตามวิธีการของ 
Ardestani & Yazdanparast, 2007 โดยนํามาปรับเพืsอความเหมาะสม ดงันี � 

2.2.1  เตมิสิsงสกดัความเข้มข้น 1 mg/ml ปริมาตร 0.25 ml และนํ �า 1 ml ลงใน 
หลอดทดลอง  

2.2.2  เตมิสารละลาย 15% NaNO2 ปริมาตร 0.075 ml ทิ �งไว้นาน 6 นาที  
2.2.3  เตมิสารละลาย 10% AlCl3 ปริมาตร 0.075 ml ทิ �งไว้นาน 6 นาที  
2.2.4  ทําการเตมิสารละลาย 4% NaOH ปริมาตร 1 ml และนํ �า 5 ml ทนัที เขยา่ให้เข้า

กนั ทิ �งไว้นาน 15 นาที  
2.2.5  นําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงทีs 510 nm ทําการคํานวณ โดยเทียบกบักราฟ

มาตรฐานของ catechin แสดงคา่เป็น catechin equivalent (mg catechin/g 
dried extract)  

2.3 การหาปริมาณสาร β-sitosterol ในสิ�งสกัดด้วยเครื� อง GC (Quantitative 
analysis of β-sitosterol by Gas chromatography) 

ตามวิธีการของ Zhang et.al., 2005 โดยนํามาปรับเพืsอความเหมาะสม ดงันี � 
2.3.1 เตรียมสารละลายมาตรฐาน β-sitosterol ความเข้มข้น 200, 400, 600, 800 

และ 1000 ppm โดยใช้เฮกเซนเป็นตวัทําละลาย  
2.3.2 เตรียมสารละลายสิsงสกดัความเข้มข้น 2 mg/ml โดยใช้เฮกเซนเป็นตวัทําละลาย 

2.3.3 กรองสารละลายสิsงสกดัด้วยหวักรองสําเร็จรูป (Syringe Filter) 

2.3.4 ฉีดสารมาตรฐานและสารตวัอยา่งเข้าเครืsอง GC โดยสภาวะของเครืsองมีดงันี �  

- คอลมัน์ : capillary column 
- ดีเทคเตอร์ : Flame Ionization Detector (FID) 
- เฟสเคลืsอนทีs : แก๊สฮีเลียม 
- ปริมาตรสารตวัอยา่งทีsฉีด : 1 µl 
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 2.4 การทาํ Fingerprint ของสารสกัด ด้วยเครื�อง HPLC (Chromatographic  
     fingerprint analysis of extract by high-performance liquid chromatography) 

ตามวิธีการของ Thakur et.al., 2009 โดยนํามาปรับเพืsอความเหมาะสม ดงันี � 
2.4.1 เตรียมสารสกดัความเข้มข้น 5 mg/ml โดยใช้ methanol เป็นตวัทําละลาย 

2.4.2 กรองสารละลายสิsงสกดัด้วยหวักรองสําเร็จรูป (Syringe Filter) 
2.4.3 ฉีดสารละลายสารสกดัเข้าเครืsอง HPLC โดยสภาวะของเครืsองมีดงันี � 

 - คอลมัน์ : Vertisep UPS C18 HPLC Column 
 - ดีเทคเตอร์ : UV-VIS Detector (370 nm.) 
 - เฟสเคลืsอนทีs : Methanol : Acetonitrile (25:75) 
 - อตัราเร็ว : 1.2 ml/min 
 - ระยะเวลา : 20 นาที 
 - ความดนั : 750 psi  
 - ปริมาตรสารตวัอยา่งทีsฉีด : 20 µl 

 

การเตรียมสารละลายของสารทดสอบ  

สิsงสกดัจาก P. palatiferum ทําการละลายใน Dimethyl sulfoxide (DMSO) โดยมีความ
เข้มข้นสดุท้ายของสิsงสกดัอยู่ใน 0.5% DMSO และสาร β-sitosterol ทําการละลายในเอทานอล 
โดยมีความเข้มข้นสดุท้ายของสิsงสกดัอยูใ่น 0.5% Ethanol และมี dexamethasone (DEX) เป็น 
positive control  

   
การเพาะเลี Qยงเซลล์   
 

เลี �ยงเซลล์ HepG2 cell โดยใช้อาหารเลี �ยงเชื �อ Dulbecco modified Eagle medium 
(DMEM) ทีsมี 10% (v/v) Fetal Bovine Serum (FBS), 200mM L-glutamine, 10,000 units/ml 
penicillin และ 10,000 µg/ml streptomycin  ในตู้อบทีsมี 5% CO2 อณุหภูมิ 37°C ทําการเปลีsยน 
media ทกุ 3-4 วนั และ subculture ทกุ 4-5 วนั เมืsอเซลล์มี confluence ประมาณ 70-80%  
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3 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ของสารทดสอบ (Cytotoxicity effect of test 
compound)  

เพืsอหาความเข้มข้นทีsไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์เพืsอทดสอบฤทธิ�ของสิsงสกัดและสาร               
β-sitosterol โดยใช้วิธี MTT assay นําเซลล์ทีsเพาะไว้นาน 24 ชัsวโมง ทดสอบกบัสารทดสอบหรือ
ตวัทําละลาย (กลุ่มควบคมุ) มาทําปฎิกิริยากับ MTT โดย MTT จะเปลีsยนเป็น formazan โดย
เอนไซม์ในไมโตรคอนเดียของเซลล์ทีsยงัมีชีวิตอยู่ (Mohamed & El-Kadi, 2009) วิธีการทดสอบ
ดดัแปลงจากวิธีการของ Baliharova et.al., 2003 ดงันี � 

1. เลี �ยงเซลล์ใน 96 well plates โดยมีจํานวนเซลล์เริsมต้นทีs 22,000 cells/well  
2. หลงัจากนั �น 24 ชม.ทําการทดสอบเซลล์ด้วยสิsงสกดัจาก P. palatiferum ให้ได้ความ

เข้มข้นสดุท้ายเป็น 0, 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 25, 50, 100, 200 และ 400 µg/ml หรือ    
β-sitosterol ความเข้มข้น 0, 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 25  และ 50 µM  

3. นําไปไว้ทีsอณุหภมูิ 37 ºC เป็นเวลา 24, 48 และ 72 ชัsวโมง  
4. เมืsอครบตามกําหนดเวลา ทําการล้างเซลล์ด้วย Phosphate buffered saline (PBS) 2 

ครั �ง  
5. เตมิ DMEM แล้วจงึเตมิสารละลาย MTT ใน phosphate buffer (5 mg/ml) ให้ได้

ความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 0.5 mg/ml 
6. นําไปไว้ทีsอณุหภมูิ 37°C เป็นเวลา 2 ชัsวโมง ดดูเอา medium ออก แล้วเตมิ DMSO 

100 µl/well  
7. นําไปอา่นคา่การดดูกลืนแสงด้วยเครืsอง spectrophotometer โดยใช้ absorbance ทีs 

570 nm.  คํานวณหาคา่ % control ดงันี �  

% control = Asample x 100 
 

 

หมายเหตุ  A คือ คา่การดดูกลืนแสง (Absorbance) 

 

 

 

 

 

 

Acontrol 
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4 การทดสอบสมรรถนะของ CYP3A4 (Determination of CYP3A4 enzyme activity) 

เป็นการทดสอบการเหนีsยวนํา CYP3A4 โดยการบม่สารทดสอบกบัเซลล์แล้วเปรียบเทียบ
กบักลุม่ positive control และกลุม่ควบคมุ โดยทําการตรวจวดัทีsระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชัsวโมง 
โดยการใส่ substrate ของ CYP3A4 ลงไป CYP จะเปลีsยน substrate ไปเป็น product ซึsงเกิดการ
เรืองแสงแล้วทําการตรวจวัดด้วยเครืsอง Luminometer วิธีการทดสอบดดัแปลงจากวิธีการของ 
Miranda et.al., 2007 ดงันี � 

1. เลี �ยงเซลล์ลงใน 24 well plates โดยมีจํานวนเซลล์เริsมต้นทีs 150,000 cells/well  
2. หลงัจากนั �น 24 ชม. ทําการทดสอบเซลล์ด้วยสิsงสกดัจาก P. palatiferum ให้ได้ความ

เข้มข้นสดุท้ายเป็น 0, 1, 5, 10  และ 25  µg/ml หรือ β-sitosterol ความเข้มข้น 0, 
0.1, 0.5  และ 1  µM หรือ DEX ความเข้มข้น 50 µM เป็น positive control   

3. นําไปไว้ทีsอณุหภมูิ 37 ºC เป็นเวลา 24, 48 และ 72 ชัsวโมง  
4. เมืsอครบตามกําหนดเวลา ทําการล้างเซลล์ด้วย PBS 3 ครั �ง 
5. ทําการวดั activity โดยใช้ P450-Glo assay ตามเอกสารทีsแนะนําวิธีการตรวจวดั โดย

เปลีsยนอาหารเลี �ยงเชื �อทีsมี 3 µM luciferin-IPA นําไปไว้ทีsอณุหภมูิ 37°C นาน 2 ชม. 
แล้วนําไปวดัการเรืองแสง 

6. หลงัจากนั �นเซลล์ทีsเหลือทําการวดัจํานวนเซลล์โดยใช้ CellTiter-Glo® Luminescent 
Cell Viability Assay เพืsอ normalize CYP activity ด้วย จํานวนเซลล์ทีsมีชีวิต 

7. คํานวณหาคา่ fold induction ดงันี � 

 

Fold induction = Lsample –Lbackgroung 
    

หมายเหตุ  L คือ คา่การเรืองแสง (Luminescence values) 

 

 

 

 

 

 

Lcontrol –Lbackgroung 
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5 การหาปริมาณ CYP3A4 mRNA โดยวิธี Real time-PCR (Real time-PCR analysis of 
CYP3A4 mRNA) 

เป็นการตรวจหาปริมาณ RNA ของ CYP3A4 จากเซลล์ทีsบม่ด้วยสารทดสอบแล้วเปรียบเทียบ
กบักลุม่ positive control และกลุม่ควบคมุ โดยการตรวจและเพิsมจํานวน RNA วิธีการทดสอบ
ดดัแปลงจากวิธีการของ Ohno et.al., 2009 และ Sergent et.al., 2009  ดงันี � 

1. ทําการเลี �ยงเซลล์ใน 6 well plate โดยมีจํานวนเซลล์เริsมต้นทีs 1x106 cells/well 
2. หลงัจากนั �น 24 ชม. ทําการทดสอบเซลล์ด้วยสิsงสกดัจาก P. palatiferum ให้ได้ความ

เข้มข้นสดุท้ายเป็น 0, 1  และ 25  µg/ml หรือ β-sitosterol ความเข้มข้น 0, 0.1  และ 
1  µM หรือ DEX ความเข้มข้น 50 µM ซึsงเป็น positive control  บม่เป็นเวลา 12 และ 
24 ชม. 

3. เมืsอครบตามกําหนดเวลา ล้างด้วย PBS ทีsเย็น และทําการสกดั RNA โดยใช้ TRIzol 
reagent และทําการวดัปริมาณ RNA โดยการวดัคา่การดดูกลืนแสงทีs 260 nm. โดย
ใช้ spectrophotometer  

4. ใช้ RNA 1 µg มาสงัเคราะห์สาย cDNA โดยใช้ iScript Select  cDNA synthesis Kit 
ซึsงใช้ oligo(dT) เป็น primer 

5. ทํา Real-time PCR reactions โดยใช้เครืsอง iQTM5 Multicolor Real-Time PCR 
Detection System ใช้ SYBR®Green I เป็น fluorescent reporter โดยมีส่วนผสม
ดงันี � 0.05 U/µl Taq DNA polymerase, 0.2 mM dNTP mix, 1x reaction buffer, 
2.08 mM MgCl2, SYBR Green I sDNA acid gel stain dye, 1 pmol/µl of each 
specific primer (ตารางทีs 5) และ cDNA โดย primer CYP3A4 มาจาก  Krusekopf 
et.al., 2003  ใช้ Actin เป็น internal control  

6. Amplification programs ดงันี �  ขั �นตอนการ denature ใช้อณุหภูมิ 94°C เวลา 30 
วินาที, ขั �นตอนการ annealing ใช้อณุหภูมิ 56.6 °C เวลา 15 วินาที, ขั �นตอนการ 
extension ใช้อุณหภูมิ 72°C  เวลา 40 วินาที โดยทําทั �งหมด 35 cycle        
normalize โดยใช้ Actin   คํานวณ threshold cycle (Ct) โดยใช้ iQ™ reagent 
optical system software version 2.0. ความจําเพาะเจาะจงของ amplification ดไูด้
จาก melt curve analysis.  
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ตารางที� 5 แสดงลําดบัเบสของ CYP3A4 และ Beta-actin primer 

 Primer sequence 

CYP3A4 Forward: 5´- GCC TGG TGC TCC TCT ATC TA -3´ 
Reverse: 5´- GGC TGT TGA CCA TCA TAA AAG -3´ 

Product length: 187 bp 
(Krusekopf et.al., 2003)  

Beta-actin Forward: 5´-GCTCGTCGTCGACAACGGCT-3´ 
Reverse: 5´-CAAACATGATCTGGGTCATCTTCTC-3´ 

Product length: 353 bp 
(Sreenivasulu, Vijayalakshmi and Sambasivarao, 2010)  

 

6 การหาปริมาณโปรตีน CYP3A4 โดยวิธี Western blot analysis (Western blot analysis 
of CYP3A4 protein) 

เป็นการตรวจหาปริมาณโปรตีน CYP3A4 จากเซลล์ทีsบม่ด้วยสารทดสอบแล้วเปรียบเทียบกบั
กลุ่ม positive control และกลุ่มควบคุม โดยการแยกโปรตีนบนแผ่น SDS–PAGE ด้วย
กระแสไฟฟ้าแล้วทําการย้ายไปทีsแผ่น nitrocellulose หลงัจากนั �นจึงทําการตรวจหาโปรตีนโดยใช้ 
antibody ทีsจําเพาะกับ cytochrome P450 3A4 วิธีการทดสอบดดัแปลงจากวิธีการของ 
Mohamed & El-Kadi, 2009 ดงันี � 

1. ทําการเลี �ยงเซลล์ลงใน petri dishes 100 mm. โดยมีจํานวนเซลล์เริsมต้นทีs 5x106 

cells/dishes 

2. หลงัจากนั �น 24 ชม. ทําการทดสอบเซลล์ด้วยสิsงสกดัจาก P. palatiferum ให้ได้ความ
เข้มข้นสดุท้ายเป็น 0, 1  และ 25  µg/ml หรือ β-sitosterol ความเข้มข้น 0, 0.1  และ 
1  µM หรือ DEX ความเข้มข้น 50 µM ซึsงเป็น positive control  ทดสอบเป็นเวลา 24, 
48 และ 72 ชม. 

3. เมืsอครบตามกําหนดเวลา นําเซลล์มาล้างสองครั �งด้วย PBS ทีsเย็น 
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4. ทําเซลล์แตกเพืsอให้ได้เซลล์ lysate ด้วยวิธีการปัsนด้วย hand held homogenizer วดั
ปริมาณโปรตีนทั �งหมดโดยใช้ Bradford reagent ตามวิธีการทีsระบไุว้ในคูมื่อ โดยใช้ 
Bovine serum albumin (BSA) เป็น standard 

5. โปรตีน 100 µg ผสมกบั 2x Sample buffer นําไป denature ทีs 95๐C นาน 5 นาที  
6. ทําการแยกโปรตีนด้วย 10% SDS–PAGE ด้วยกระแสไฟฟ้าคงทีs 100 โวลต์ เป็นเวลา 

1 ชัsวโมง 30 นาที  
7. ย้ายโปรตีนทีsแยกออกมาไปทีsแผ่น nitrocellulose โดยใช้กระแสไฟฟ้า 90 โวลต์ เป็น

เวลา 1 ชัsวโมง 30 นาที 
8. แล้วนํามาแช่ใน 5%  non-fat dry milk ใน Tris buffer saline Tween 20 (TBST) 

ข้ามคืนทีsอณุหภมูิ 4๐C   
9. หลงัจากนั �นจึงบม่ด้วย mouse monoclonal CYP3A4 antibody (1:200) ทีsจําเพาะ 

เป็นเวลา 2 ชัsวโมง ทีsอณุหภมูิห้อง ล้าง 3 ครั �งด้วย TBST 
10. แล้วบม่ด้วย goast anti mouse peroxidase-conjugated secondary antibody 

(1:5,000) เป็นเวลา 1 ชัsวโมง ทีsอณุหภมูิห้อง  
11. ทําให้มองเห็น band ด้วยวิธี chemiluminescence method วดัความเข้มของ band 

โดยใช้ ImageJ software โดยทําทั �งหมด 3 ซํ �า โดยใช้ Actin เป็น internal control 

7 การวิเคราะห์ข้อมูลและสถติิ 

ข้อมูลทีsได้แสดงเป็นค่าเฉลีsย ± ค่าความคลาดเคลืsอนมาตรฐานของค่าเฉลีsย (Mean ± 
Standard error of the mean)    วิเคราะห์ความแตกตา่งระหว่างกลุ่มทดลองและกลุ่มควบคมุโดย
ใช้ one-way analysis of variance (ANOVA) แล้วทดสอบด้วย Tukey’s Honestly Significant 
Difference (HSD) พิจารณาค่าความแตกตา่งอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติทีsระดบัความเชืsอมัsนทีs 
95% (p<0.05)  

 
 
 
 
 
 



บทที่ 4 

ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

 

ผลการทดลองที่ 1 การตรวจสอบคุณสมบัติของส่ิงสกัด 

1.1 ผลการหาปริมาณโดยรวมของสารประกอบฟีนอลิ ก (Quantitative analysis of 
total phenolic compounds) 

จากการหาปริมาณโดยรวมของสารประกอบฟีนอลกิ โดยวิธี Folin-Ciocalteu method 
พบวา่ ในสิง่สกดัมีปริมาณ โดยรวมของสารประกอบฟีนอลกิ เทา่กบั 205.80 ± 6.95 mg gallic 
acid/g dried extract ดงัตารางท่ี 6  โดยมีสมการ y = 0.899x + 0.017 จากกราฟมาตรฐานของ 
gallic acid (R2 = 0.999)  

 

ตารางที่ 6 ปริมาณโดยรวมของสารประกอบฟีนอลกิในสิง่สกดั (n=3) 

ครัง้ที่ 
ปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอลิก (mg 

gallic acid/g dried extract) 
1 192.44 
2 215.80 
3 209.12 

คา่เฉลีย่ 205.80 

SEM 6.95 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



42 

 

1.2 ผลการหาปริมาณรวมของสารประกอบฟลาโวนอยด์ (Quantitative analysis of 
total flavonoid compounds) 

จากการหาปริมาณรวมของสารประกอบฟลาโวนอยด์ โดยวิธี  Aluminum chloride 
colorimetric assay method พบวา่ในสิง่สกดัมีปริมาณรวมของสารประกอบฟลาโวนอยด์ เทา่กบั  
117.47 ± 0.49 mg catechin/g dried extract ดงัตารางท่ี 7 โดยมีสมการ y = 2.043x + 0.014 
จากกราฟมาตรฐานของ catechin (R2 = 0.998)  

 
 
 

ตารางที่ 7 ปริมาณรวมของสารประกอบฟลาโวนอยด์ในสิง่สกดั (n=3) 

ครัง้ที่ 
ปริมาณรวมของสารประกอบฟลาโวนอยด์ 

(mg catechin/g dried extract) 

1 117.96 

2 116.50 

3 117.96 

คา่เฉลีย่ 117.47 

SEM 0.49 
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1.3 ผลการหา ปริมาณสาร  β-sitosterol ใน ส่ิงสกัดด้วย เคร่ือง GC (Quantitative 
analysis of β-sitosterol by Gas chromatography) 

จากการหาปริมาณของสาร β-sitosterol ด้วยเคร่ือง GC พบวา่ในสิง่สกดัมีปริมาณของ
สาร β-sitosterol เทา่กบั  42.39  ±  4.22 mg /g dried extract ดงัตารางท่ี 8 โดยมีสมการ                    
y = 476.9x – 3760 จากกราฟมาตรฐานของ β-sitosterol (R2 = 0.988)  
 
 
 

ตารางที่ 8 ปริมาณของสาร β-sitosterol ในสารละลายสิง่สกดั (n=3) 

ครัง้ที่ 
ปริมาณของสาร β-sitosterol  

(mg /g dried extract) 

1 39.86 

2 36.69 

3 50.63 

คา่เฉลีย่ 42.39 

SEM 4.22 
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1.4 ผลการท า Fingerprint ของส่ิงสกัด ด้วยเคร่ือง HPLC (Chromatographic  
 fingerprint analysis of extract by high-performance liquid chromatography) 

 
 
 
 

 
 

 

 
 

 

ภาพที่ 12 โครมาโตแกรม Fingerprint ของสิง่สกดั (n=3) 
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ผลการทดลองที่ 2 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ของสารทดสอบ (Cytotoxicity effect 
of test compound)  

 จากการทดสอบความเป็นพิษตอ่เซลล์ด้วยวิธี MTT assay พบวา่ สิง่สกดัท่ีความเข้มข้น 
0.1- 100 µg/ml และสาร β-sitosterol  ท่ีความเข้มข้น 0.1 – 1 µM ท่ีเวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง 
และท่ีความเข้มข้น  5 µM ท่ีเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง มีเซลล์ท่ีรอดชีวิตไม่แตกตา่งจากกลุม่ควบคมุ 
แตส่ิง่สกดัท่ีความเข้มข้น 200- 400 µg/ml ท่ีเวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง และสาร β-sitosterol  ท่ี
ความเข้มข้น 5 µM ท่ีเวลา 72 ชัว่โมง และท่ีความเข้มข้น 10-25 µM ท่ีเวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง 
พบวา่ท าให้เซลล์มีชีวิตรอดน้อยลงอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ  (ภาพท่ี 13 - 
18)  โดยจะเห็นได้วา่ เม่ือความเข้มข้นของสิง่สกดัและสาร β-sitosterol  เพิ่มมากขึน้มีผลท าให้
เซลล์ท่ีมีชีวิตรอดลดลง    
 
 

 

 

 

ภาพที่ 13 กราฟแสดงผลความเป็นพิษตอ่เซลล์ HepG2 ของสิง่สกดัท่ีความเข้มข้นตา่งๆ  ท่ีเวลา 
24 ชัว่โมง   ผลการทดลองแสดงคา่เป็นคา่เฉล่ีย  ± คา่ความคลาดเคล่ือนมาตรฐาน  (Mean ± S.E.M., n = 4)        

* แตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิตท่ีิระดบั P<0.05 เม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ 
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ภาพที่ 14 กราฟแสดงผลความเป็นพิษตอ่เซลล์ HepG2 ของสิง่สกดัท่ีความเข้มข้นตา่งๆ ท่ีเวลา 
48 ชัว่โมง   ผลการทดลองแสดงคา่เป็นคา่เฉล่ีย ± คา่ความคลาดเคล่ือนมาตรฐาน (Mean ± S.E.M., n = 4)       

* แตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิตท่ีิระดบั P<0.05 เม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ 

 
 

 
 
 
 
ภาพที่ 15 กราฟแสดงผลความเป็นพิษตอ่เซลล์ HepG2 ของสิง่สกดัท่ีความเข้มข้นตา่งๆ ท่ีเวลา 
72 ชัว่โมง   ผลการทดลองแสดงคา่เป็นคา่เฉล่ีย ± คา่ความคลาดเคล่ือนมาตรฐาน (Mean ± S.E.M., n = 4)      

* แตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิตท่ีิระดบั P<0.05 เม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ 
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ภาพที่ 16 กราฟแสดงผลความเป็นพิษตอ่เซลล์ HepG2 ของสาร β-sitosterol ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ 
ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง ผลการทดลองแสดงคา่เป็นคา่เฉล่ีย  ± คา่ความคลาดเคล่ือนมาตรฐาน  (Mean ± S.E.M., n 

= 3) * แตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิตท่ีิระดบั P<0.05 เม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ 
 
 
 

 
 
 
 
 

ภาพที่ 17 กราฟแสดงผลความเป็นพิษตอ่เซลล์ HepG2 ของสาร β-sitosterol ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ 
ท่ีเวลา 48 ชัว่โมง ผลการทดลองแสดงคา่เป็นคา่เฉล่ีย  ± คา่ความคลาดเคล่ือนมาตรฐาน  (Mean ± S.E.M., n 

= 3) * แตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิตท่ีิระดบั P<0.05 เม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ 
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ภาพที่ 18 กราฟแสดงผลความเป็นพิษตอ่เซลล์ HepG2 ของสาร β-sitosterol ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ 
ท่ีเวลา 72 ชัว่โมง ผลการทดลองแสดงคา่เป็นคา่เฉล่ีย  ± คา่ความคลาดเคล่ือนมาตรฐาน  (Mean ± S.E.M., n 

= 3) * แตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิตท่ีิระดบั P<0.05 เม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ 
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ผลการทดลองที่ 3 การทดสอบสมรรถนะของ CYP3A4 (Determination of CYP3A4 
enzyme activity) 

 จากการทดสอบสมรรถนะของ CYP3A4 โดยใช้ P450-Glo assay ซึง่มี luciferin-IPA เป็น
ซบัสเตรทของ CYP3A4 พบวา่ DEX ท่ีความเข้มข้น 50 µM เป็น positive control มีผลท าให้
สมรรถนะของ CYP3A4 เพิ่มขึน้ จากกลุม่ควบคมุอยา่งมีนยัส าคญั (P<0.05) โดยเพิ่มขึน้ เป็น 1.81, 
2.24 และ 2.06 เทา่ ท่ีเวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมงตามล าดบั (ภาพท่ี 19)    สิ่งสกดัท่ีความเข้มข้น 
1-25 µg/ml และสาร β-sitosterol ท่ีความเข้มข้น 0.1-1 µM ท่ีเวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง ไม่มีผล
ท าให้สมรรถนะของ CYP3A4 แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญักบักลุม่ควบคมุ (ภาพท่ี 20 และ 21) 
 

 

 

 

ภาพที่ 19 กราฟแสดงผลของการเหน่ียวน า สมรรถนะ  CYP3A4 ของสาร dexamethasone ใน
เซลล์ HepG2 ท่ีเวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง ผลการทดลองแสดงคา่เป็นคา่เฉล่ีย  ± คา่ความคลาดเคล่ือน

มาตรฐาน (Mean ± S.E.M., n = 3) * แตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิตท่ีิระดบั P<0.05 เม่ือเปรียบเทียบกบั
กลุม่ควบคมุท่ีเวลาเดียวกนั 
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ภาพที่ 20 กราฟแสดงผลสมรรถนะ CYP3A4 ของสิง่สกดัในเซลล์ HepG2 ท่ีเวลา 24, 48 และ 72 
ชัว่โมง  ผลการทดลองแสดงคา่เป็นคา่เฉล่ีย  ± คา่ความคลาดเคล่ือนมาตรฐาน  (Mean ± S.E.M., n = 3) 

เปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุท่ีเวลาเดียวกนั 

 

 
 
 
 
 
ภาพที่ 21 กราฟแสดงผล สมรรถนะ CYP3A4 ของสาร β-sitosterol ในเซลล์ HepG2 ท่ีเวลา 24, 
48 และ 72 ชัว่โมง ผลการทดลองแสดงคา่เป็นคา่เฉล่ีย ± คา่ความคลาดเคล่ือนมาตรฐาน  (Mean ± S.E.M., n 

= 3) เปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุท่ีเวลาเดียวกนั 
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ผลการทดลองที่ 4 การหาปริมาณ CYP3A4 mRNA โดยวิธี Real time-PCR (Real time-
PCR analysis of CYP3A4 mRNA) 

 จากการทดสอบการเหน่ียวน าการแสดงออกของ CYP3A4 mRNA ด้วยวิธี Real time-
PCR พบวา่ DEX 50 µM สามารถเหน่ียวน าให้มีการแสดงออกของ CYP3A4 mRNA เพิ่มขึน้และ
แตกตา่งจากกลุม่ควบคมุอยา่งมีนยัส าคญั โดยเพิ่มขึน้ 3.26 และ 1.73 เทา่ ท่ีเวลา 12 และ 24 
ชัว่โมงตามล าดบั  (ภาพท่ี 22)  ทัง้สิง่สกดัและ β-sitosterol ในความเข้มข้นต ่ามีผลเพิ่มการ
แสดงออกของ CYP3A4 mRNA ความเข้มข้นสงูกลบัมีผลลดการแสดงออกอยา่งมีนยัส าคญั  
เช่นเดียวกบั DEX ท่ีการแสดงออกท่ีความเข้มข้นเดียวกนัท่ี 12 ชัว่โมงมากกวา่ 24 ชัว่โมง (ภาพท่ี 
23 และ 24) 
 
 

 

 

 

ภาพที่  22 กราฟแสดงผล การเหน่ียวน า การ แสดงออกของ  CYP3A4 mRNA ของ สาร 
dexamethasone ในเซลล์ HepG2 ท่ีเวลา 12 และ 24 ชัว่โมง ผลการทดลองแสดงคา่เป็นคา่เฉล่ีย  ± คา่

ความคลาดเคล่ือนมาตรฐาน (Mean ± S.E.M., n = 3) * แตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิตท่ีิระดบั  P<0.05 
เม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุท่ีเวลาเดียวกนั 
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ภาพที่ 23 กราฟแสดงผลการแสดงออกของ CYP3A4 mRNA ของสิง่สกดัในเซลล์ HepG2 ท่ีเวลา 
12 และ 24 ชัว่โมง ผลการทดลองแสดงคา่เป็นคา่เฉล่ีย ± คา่ความคลาดเคล่ือนมาตรฐาน  (Mean ± S.E.M., n 

= 3)  * แตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิตท่ีิระดบั P<0.05 เม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุท่ีเวลาเดียวกนั 
 
 

 
 
 

 
 
ภาพที่ 24 กราฟแสดงผลการ แสดงออกของ  CYP3A4 mRNA ของสาร  β-sitosterol ในเซลล์ 
HepG2 ท่ีเวลา 12 และ 24 ชัว่โมง ผลการทดลองแสดงคา่เป็นคา่เฉล่ีย  ± คา่ความคลาดเคล่ือนมาตรฐาน  

(Mean ± S.E.M., n = 3)  * แตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิตท่ีิระดบั  P<0.05 เม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่
ควบคมุท่ีเวลาเดียวกนั 
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ผลการทดลองที่ 5 การหาปริมาณโปรตีน CYP3A4 โดยวิธี Western blot analysis 
(Western blot analysis of CYP3A4 protein) 

 จากการทดสอบปริมาณโปรตีน CYP3A4 โดยวิธี Western blot โดยโปรตีนของ CYP3A4 
จะมีน า้หนกัโมเลกลุ เทา่กบั 50.5 kDa และ น า้หนกัโมเลกลุของ actin เทา่กบั 43 kDa (ภาพท่ี 25)
พบวา่ DEX 50 µM ท าให้ปริมาณโปรตีนเพิ่มขึน้อยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ 
โดยเพิ่มขึน้เป็น 1.70, 1.58 และ 1.53 เทา่ ท่ีเวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง ตามล าดบั  (ภาพท่ี 26)  
ขณะท่ีสิง่สกดัท่ีความเข้มข้น 1 และ 25 µg/ml และสาร β-sitosterol ท่ีความเข้มข้น 0.1 และ1 µM 
ท่ีเวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง พบวา่มีปริมาณโปรตีนไม่แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญักบักลุม่ควบคมุ 
(ภาพท่ี 27 และ 28)  
 
 
 

   CYP3A4  
 

   Actin 
 

ภาพที่ 25 แสดงแถบโปรตีน CYP3A4 และ Actin ของสารทดสอบ 1) control 2) 0.5% DMSO    
3) 0.5% Ethanol 4) 1µg/ml สิง่สกดั 5) 25 µg/ml สิง่สกดั 6) 0.1 µM β-sitosterol 7) 1 µM           

β-sitosterol  8) DEX 50 µM ตามล าดบั  
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ภาพที่ 26 กราฟแสดงผล การเหน่ียวน า การ แสดงออกของโปรตีน  CYP3A4 ของ สาร 
dexamethasone ในเซลล์ HepG2 ท่ีเวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง ผลการทดลองแสดงคา่เป็นคา่เฉล่ีย  

± คา่ความคลาดเคล่ือนมาตรฐาน  (Mean ± S.E.M., n = 3) * แตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิตท่ีิระดบั  

P<0.05 เม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุท่ีเวลาเดียวกนั 
 

 
 
 
 
ภาพที่ 27 กราฟแสดงผลการแสดงออกของโปรตีน  CYP3A4 ของสิง่สกดัในเซลล์ HepG2 ท่ีเวลา 
24, 48 และ 72 ชัว่โมง  ผลการทดลองแสดงคา่เป็นคา่เฉล่ีย  ± คา่ความคลาดเคล่ือนมาตรฐาน  (Mean ± 

S.E.M., n = 3) เปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุท่ีเวลาเดียวกนั 
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ภาพที่  28 กราฟแสดงผลการ แสดงออกของโปรตีน  CYP3A4 ของสาร  β-sitosterol ในเซลล์ 
HepG2 ท่ีเวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง  ผลการทดลองแสดงคา่เป็นคา่เฉล่ีย  ± คา่ความคลาดเคล่ือน

มาตรฐาน (Mean ± S.E.M., n = 3) เปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุท่ีเวลาเดียวกนั 
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บทที� 5 

อภปิรายและสรุปผลงานวิจัย 

 

 Cytochrome P450 หรือ CYP เป็น heme-protein ที�มีบทบาทสําคญัในกระบวนการ
เปลี�ยนแปลงสารแปลกปลอมภายในร่างกาย เช่น ยา และสมนุไพรต่างๆ   โดยพบว่า CYP3A4 
เป็นเอนไซม์ที�สําคญัที�สดุในกระบวนการขจดัยา พบมากที�ตบัคิดเป็น 60% ของ CYP ในตบัของ
มนุษย์ (Sy et.al., 2002)     การแสดงออกของ CYP3A4 ในตับควบคุมโดยกระบวนการ 
transcription ผ่านตวัรับที�นิวเคลียส (nuclear receptors) ได้แก่ PXR, GR และ CAR (Healan-
Greenberg et.al., 2008) 
 กลไกการเกิดอนัตรกิริยาโดยทั�วไปนั Vนเกิดจากการยบัยั Vงหรือเหนี�ยวนําเอนไซม์ CYP การ
เกิดอนัตรกิริยาทําให้เพิ�มหรือลดฤทธิYทางเภสชัวิทยาของยาที�ให้เข้าไปร่วมกนั อาจทําให้เกิดอาการ
ไม่พึงประสงค์และลดประสิทธิภาพในการรักษาได้   ดังนั Vนจึงมีความสําคัญในการทดสอบ      
อนัตรกิริยาในขบวนการแสวงหายาใหม่ (Honma et.al., 2010)  และการใช้ยาร่วมกันอย่าง
ปลอดภยั      นอกจากนี Vในปัจจบุนัมีความนิยมใช้พืชสมนุไพรในรูปอาหารเสริมเพื�อสขุภาพร่วมกบั
การใช้ยารักษาโรคแบบเรื Vอรังเพิ�มมากขึ Vน     โอกาสที�จะเกิดอนัตรกิริยาระหว่างพืชสมนุไพรและยา
จึงเกิดขึ Vนได้ (Ooi et.al., 2011)        การศกึษาที�ผ่านมาแสดงให้เห็นว่า ฟลาโวนอยด์บางชนิดซึ�ง
เป็นสารออกฤทธิYที�สําคัญและพบได้ทั�วไปในพืชมีผลต่อสมรรถนะของเอนไซม์ที�เกี�ยวข้องกับ
กระบวนการขจดัยาในเซลล์เพาะเลี Vยง        จากการทดสอบสารฟลาโวนอยด์ Genistein และ 
chrysin ในเซลล์มะเร็งลําไส้  พบว่า สารฟลาโวนอยด์มีผลทําให้เหนี�ยวนําสมรรถนะของ CYP1A1 
เพิ�มขึ Vนตามความเข้มข้น แต่ไม่มีการแสดงออกของ CYP1A1 mRNA เพิ�มขึ Vน (Sergent et.al., 
2009)    ทําให้คาดว่าฟลาโวนอยด์ทั Vงสองไม่ได้เป็น ligand ของ  aryl hydrocarbon receptor  
โดยสมรรถนะเอนไซม์ที�เพิ�มขึ Vนเป็นผลมาที�เกิดขึ Vนหลงัขบวนการ transcription       การทดลองที�
ผา่นมา  ได้ทดสอบผลของ quercetin ซึ�งเป็นสารประกอบฟลาโนอยด์เช่นกนัในเซลล์ตบัเพาะเลี Vยง
ปฐมภมูิของมนษุย์    พบวา่ quercetin ทําให้มีการแสดงออกของ CYP3A4 mRNA เพิ�มขึ Vน แตเ่มื�อ
ทําการตรวจสมรรถนะของเอนไซม์ดังกล่าวกลับปรากฏว่า มีผลทําให้สมรรถนะเพิ�มขึ Vนเพียง
เล็กน้อย   ทําให้คาดว่ากลไกการเหนี�ยวนํา CYP3A4 ไม่เกี�ยวข้องกบั PXR (Raucy, 2003)    จาก
การทดลองทั Vงสองไมส่อดคล้องกบัรายงานก่อนหน้านี Vที�พยายามอธิบายว่าระดบั CYP3A4 mRNA 
ที�เพิ�มขึ Vนสอดคล้องกบัปริมาณโปรตีนและสมรรถนะของเอนไซม์ และสามารถทดสอบผลการยบัยั Vง
หรือเหนี�ยวนําในเซลล์ตบัมนษุย์ โดยตรวจเฉพาะ mRNA ด้วยวิธี RT-PCR ซึ�งทําได้รวดเร็วและใช้
ตวัอย่างที�น้อยกว่า (Watanabe et.al., 2004)     โดยเหตทีุ�กลไกในการเหนี�ยวนําเอนไซม์ CYP 
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สามารถเกิดได้ 3 แบบ คือ ทําให้ mRNA มีความคงตวัมากขึ Vน   ลดการทําลายโปรตีน และเพิ�ม
กระบวนการสร้าง mRNA  (Honma et.al., 2010)   ดงันั Vนในการตรวจสอบการเหนี�ยวนําเอนไซม์ 
CYP   จึงมีความจําเป็นในการทดสอบหาสมรรถนะของเอนไซม์, การแสดงออกของ mRNA และ
ปริมาณโปรตีน  ทั Vงสามอยา่งเพื�อประเมินผลการทดสอบได้ถกูต้อง 

ในการศกึษาแบบ in vitro  นิยมใช้ Human hepatoma cell อย่างกว้างขว้าง โดยเซลล์
เพาะเลี Vยง (cell line)  มีข้อดีเมื�อเปรียบเทียบกบัเซลล์ตบัเพาะเลี Vยงปฐมภูมิของมนษุย์ คือ เติบโต
ได้อย่างต่อเนื�อง, มีอายุที�ยาวนาน, มี phenotype ที�ค่อนข้างไม่เปลี�ยนแปลง และง่ายต่อการ
เพาะเลี Vยง (Donato et.al., 2008)    เซลล์ HepG2 นั Vนเป็นที�นิยมใช้ในการศกึษาเกี�ยวกบัการขจดั
ยา โดยที�ระดบัการแสดงออกของเอนไซม์และ nuclear receptor ขึ Vนอยู่กับอาหารเลี Vยงเชื Vอและ
สภาวะในการเลี Vยง มีข้อดีเช่นเดียวกบั primary cultured human และ hepatoma cell line คือ 
สามารถวดัการเปลี�ยนแปลงของสมรรถนะของ CYP รวมถึงการวดัระดบัการแสดงออกของ mRNA 
และปริมาณโปรตีนได้ (Honma et.al., 2010)    

ในปัจจุบนัผู้ ป่วยมีแนวโน้มที�จะรับประทานสมนุไพรร่วมกบัยาแผนปัจจบุนัเพื�อลดอาการ
ข้างเคียงจากยา (side effect) หรือความเป็นพิษ หรือเพื�อการตอบสนองแบบเสริมฤทธิY 
(synergistic effect)    โดยผู้ ป่วยส่วนใหญ่มักจะละเลยที�จะแจ้งให้แพทย์ทราบว่ามีการ
รับประทานสมุนไพรร่วมด้วยเนื�องจากมีความเชื�อว่าสมุนไพรนั Vนปลอดภัย    อย่างไรก็ตามการ
รับประทานสมุนไพรร่วมกับยาแผนปัจจุบันอาจทําให้เกิดอันตรกิริยาระหว่างยาและสมุนไพร  
เนื�องจากส่วนประกอบในสมุนไพรอาจส่งผลทําให้เกิดการปรับเปลี�ยนกระบวนการการ                      
เมแทบอลิซมึของยาแผนปัจจบุนัจากการเหนี�ยวนําหรือยบัยั Vง CYP ได้ (Ooi et.al., 2011)  
 ในประเทศไทย  นิยมนําว่านพญาวานร (P. Palatiferum) มาบริโภคเสริมในการรักษาโรค
บางชนิด เชน่ โรคกระเพาะ, โรคมะเร็ง, โรคเบาหวาน, โรคไตอกัเสบ และโรคอจุจาระร่วง (พีรวิชญ์
และคณะ, 2009)    จากการศกึษาสารพฤกษเคมีที�พบในใบพืชชนิดนี V   พบว่ามี สาร β-sitosterol 
เป็นองค์ประกอบหลัก โดยสาร β-sitosterol เป็นสารในกลุ่มไฟโตสเตอรอล มีโครงสร้างที�คล้าย
คลอเรสเตอรอล   
 จากการศกึษาที�ผ่านมา   สารประกอบฟลาโวนอยด์หลายชนิดรวมทั Vง kaempferol และ 
apigenin ที�พบในสิ�งสกัด P. palatiferum มีผลต่อการทํางานของCYP450  พบว่า apigenin 
สามารถกระตุ้นให้มีการแสดงออกของ CYP3A4 ตามกลไกที�ผ่านทางตวัรับ PXR โดยเป็นผลจาก
การยบัยั Vง cyclin-dependent kinases ในเซลล์เพาะเลี Vยง HepG2  (Dong et al., 2010)  และ 
kaemferol มีผลเหนี�ยวนําให้เกิดการสร้าง RNA ของ CYP3A4 เพิ�มขึ Vนโดยผ่านทาง PXR  (Liu et 
al., 2006)    การศกึษาภายนอกร่างกายของ Nair และคณะในปี 2007 ที�ประเมินผลของสิ�งสกดั
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หลายชนิดและสารพฤกษเคมีที�มีอยู่ในพืชรวมทั Vง   β-sitosterol  และ stigmasterol ที�มีอยู่ในสิ�ง
สกดัจาก P. palatiferum ด้วยเชน่กนั  แสดงให้เห็นว่า  β-sitosterol ไม่มีผลยบัยั Vงเอนไซม์ แต ่และ 
stigmasterol ที�ความเข้มข้น 2.5 mg/ml กลบัมีผลยบัยั Vง CYP3A4     โดยเหตทีุ�ยงัไม่เคยมีรายงาน
ถึงผลของ β-sitosterol ที�มีตอ่สมรรถนะของ CYP3A4 ในเซลล์เพาะเลี Vยงมาก่อน  ดงันั Vนการศกึษา
ครั Vงนี Vจึงทดสอบสาร     β-sitosterol ควบคู่กับสิ� งสกัดจากว่านพญาวานรที�ตรวจพบสาร               
β-sitosterol เป็นสารสําคญัในเซลล์เพาะเลี Vยง HepG2 ด้วย 

จากผลการวิเคราะห์สิ�งสกดัในการศกึษาครั Vงนี Vพบว่าสิ�งสกดัจากใบของ P. palatiferum 
นั Vนปริมาณโดยรวมของสารประกอบฟีนอลิก เท่ากับ 205.80 ± 6.95 mg gallic acid/g dried 
extract  ปริมาณรวมของสารประกอบฟลาโวนอยด์ พบว่ามีปริมาณเท่ากบั 117.47 ± 0.49 mg 
catechin/g dried extract และปริมาณของสาร β-sitosterol เท่ากบั 42.39  ±  4.22 mg /g dried 
extract  ซึ�งสอดคล้องกบังานวิจยัก่อนหน้านี Vที�ศกึษาพฤกษเคมีของพืชชนิดนี V พบว่ามี β-sitosterol,  
stigmasterol,  kaempferol,  apigenin, triterpenoid saponins, phytol, palmitic acid  และ  
salicylic acid เป็นองค์ประกอบ (Hung et.al.,  2004) 
 เมื�อนําสิ�งสกัดมาทดสอบในเซลล์เพาะเลี Vยง HepG2 พบว่า สิ�งสกัดที�ความเข้มข้น       
0.1-100 µg/ml และสาร β-sitosterol ที�ความเข้มข้น 0.1-1 µM ที�เวลา 24, 48 และ 72 ชั�วโมง ไม่มี
ความเป็นพิษตอ่เซลล์    จากผลการทดลองนี V จึงนําความเข้มข้นของสิ�งสกัดและสาร β-sitosterol 
ที�ไม่มีผลตอ่การอยู่รอดของเซลล์ไปใช้ในการทดลองตอ่ไป คือ สิ�งสกดัที�ความเข้มข้น 1-25 µg/ml 
และสาร β-sitosterol ที�ความเข้มข้น 0.1-1 µM    

ในการทดสอบสมรรถนะของ CYP3A4, การเหนี�ยวนําการแสดงออกของ CYP3A4 mRNA 
และการทดสอบปริมาณโปรตีน CYP3A4 จะใช้ dexamethasone เป็น positive control โดย 
dexamethasone ทําให้สมรรถนะของ CYP3A4 เพิ�มขึ Vน แตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่างมี
นยัสําคญั ที�เวลา 24, 48 และ 72 ชั�วโมง  สามารถเหนี�ยวนําการแสดงออกของ CYP3A4 mRNA 
เพิ�มขึ Vนแตกต่างจากกลุ่มควบคมุอย่างมีนยัสําคญั ที�เวลา 12 และ 24 ชั�วโมง โดยการแสดงออก
ของ mRNA ที�เวลา 12 ชั�วโมง สูงกว่าที�เวลา 24 ชั�วโมงและสอดคล้องกับปริมาณโปรตีนของ 
CYP3A4 ที�เพิ�มขึ Vนอยา่งมีนยัสําคญัเมื�อเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคมุที�เวลา 24, 48 และ 72 ชั�วโมง  
เป็นที�ทราบดีแล้วว่า dexamethasone กระตุ้น GR ทําให้มีการแสดงออกของ PXR และ CAR 
เพิ�มขึ Vน  ทําให้เกิดการ transactivate ของ CYP3A4 นอกจากนี V dexamethasone ยงัสามารถจบั
และกระตุ้น PXR ทําให้เกิดการเหนี�ยวนํา CYP3A4 เพิ�มขึ Vนได้ด้วยเชน่กนั (Pascussi et.al., 2001)      
 ทั Vงสิ�งสกดัและสาร β-sitosterol ที�ความเข้มข้นตํ�า (1 µg/ml และ 0.1 µM ตามลําดบั) มี
ผลเพิ�มการแสดงออกของ CYP3A4 mRNA อย่างมีนยัสําคญัทางสถิติเมื�อเปรียบเทียบกับกลุ่ม
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ควบคมุที�เวลา 12 ชั�วโมง และการแสดงออกของ mRNA ลดลงอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติเมื�อ
เปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุที�เวลา 24 ชั�วโมง แตพ่บว่าสมรรถนะและปริมาณโปรตีน CYP3A4 ใน
เซลล์เพาะเลี Vยง HepG2 ที�ทดสอบด้วยสิ�งสกัดหรือสาร β-sitosterol ที�ความเข้มข้นตํ�า เป็น
ระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชั�วโมงไม่แตกตา่งจากกลุ่มควบคมุที�เวลาเดียวกนั  ในทางกลบักนั สิ�ง
สกัดและสาร β-sitosterol ที�ความเข้มข้นสูง (25 µg/ml และ 1 µM ตามลําดบั)  มีผลทําให้ 
CYP3A4 mRNA ลดลงอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติเมื�อเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคมุที�เวลา 12 และ 
24 ชั�วโมง โดยไม่พบการเปลี�ยนแปลงสมรรถนะและปริมาณโปรตีนที�เวลา 24, 48 และ 72 ชั�วโมง
เมื�อเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุที�เวลาเดียวกนั   
 การที�สารทดสอบทั Vงสองที�ความเข้มข้นตํ�ามีการแสดงออกของ CYP3A4 mRNA ที�เวลา 
12 ชั�วโมงเพิ�มขึ Vน และลดลงที�เวลา 24 ชั�วโมง นอกจากนี Vที�ความเข้มข้นสูงกลบัมีผลตรงกนัข้าม
โดยมีการแสดงออกของ CYP3A4 mRNA ลดลงกว่ากลุ่มควบคมุอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติที�เวลา 
12 และ 24 ชั�วโมง   เนื�องจากสิ�งสกดันั Vนประกอบด้วยสารหลายชนิด ซึ�งสารพฤกษเคมีในใบของ 
P. palatiferum ประกอบด้วย β-sitosterol, stigmasterol, kaempferol และ apigenin (Giang 

et.al., 2003)     การศกึษาในอดีตแสดงให้เห็นว่าในพืชบางชนิด เช่น มะเขือเทศ  มี CYP710A1 
เปลี�ยนสารไฟโตเสตอรอล β-sitosterol เปลี�ยนไปเป็น stigmasterol ได้โดยปฏิกริยา C22 
desaturation (Griebel and Zeier, 2010)     ถึงแม้ว่าจะยงัไม่เคยมีรายงานถึงการเปลี�ยนแปลงนี V
ในเซลล์ตบัมนษุย์   แตจ่ากรายงานก่อนหน้านี Vที�ระบไุว้วา่ เซลล์เพาะเลี Vยง HepG2 มีสมรรถนะของ
เอนไซม์ desaturase และ elongase สงูมาก (Dixon and Ginsberg, 1993)    

ผลจากงานวิจัยก่อนหน้านี Vพบว่าสารฟลาโวนอยด์ kaempferol และ apigenin มีผล
กระตุ้นการสร้าง CYP3A4 mRNA และเพิ�มสมรรถนะของ CYP3A4 ตามลําดบั (Liu et.al.,2006, 
Dong et.al.,2010)  และสาร stigmasterol สามารถยบัยั Vงสมรรถนะของ CYP3A4 (Nair et.al., 
2007)   เห็นได้ว่าในสิ�งสกัดมีสารพฤกษเคมีที�มีฤทธิYทั Vงยบัยั Vงหรือเหนี�ยวนํา CYP3A4   ซึ�งอาจ
เป็นไปได้ว่าการแสดงออกของ CYP3A4 mRNA ที�เพิ�มสงูขึ Vนเป็นผลมาจากสารฟลาโวนอยด์ทั Vง
สองและสาร β-sitosterol   เนื�องจากผลการทดสอบสาร β-sitosterol ที�ความเข้มข้นตํ�าและสงูมีผล
ไปในทางเดียวกนักบัสิ�งสกดัที�ความเข้มข้นตํ�าและสงู    โดยเฉพาะอย่างยิ�ง β-sitosterol ที�ขนาด 
0.1 µM มีผลเพิ�มการแสดงออกของ CYP3A4 mRNA ได้มากเกือบเท่ากบั dexamethasone ที�
ความเข้มข้น 50 µM        

การที�สิ�งสกดัที�ความเข้มข้นสงูมีผลตรงกนัข้ามนั Vน   คาดว่าเกิดจาก สาร stigmasterol ที�มี
อยู่ในสิ�งสกัดอยู่แล้ว  และสารนี Vที�มีฤทธิYยับยั Vง CYP3A4      นอกจากนี Vน่าจะสันนิษฐานได้ว่า   
ในช่วงระยะเวลา 12 – 24 ชั�วโมงนั Vน  ภายในเซลล์เพาะเลี Vยง ได้มีการเปลี�ยนแปลงสารในสิ�งสกดั
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เชน่ β-sitosterol ไปเป็น stigmasterol ซึ�งมีฤทธิYยบัยั Vงมากขึ Vน จนหกัล้างฤทธิYในการเหนี�ยวนําที�ทํา
ให้มีการสร้าง mRNA เพิ�มขึ Vนที�เวลา 12 ชั�วโมงได้  จนไม่ทําให้ผลสมรรถนะและระดบัโปรตีนของ 
CYP3A4 โดยรวมแตกตา่งจากกลุม่ควบคมุอยา่งชดัเจน       

จากผลของการแสดงออกของ CYP3A4 mRNA ของสารทดสอบทั Vงสองที�ตรวจพบใน
การศกึษาครั Vงนี Vที� 12 ชั�วโมง ไม่สอดคล้องกบัสมรรถนะและปริมาณโปรตีนที� 24 ชั�วโมง ที�เห็นผล
โดยรวมว่า ไม่มีการเปลี�ยนแปลง  และผลที� 24-72 ชั�วโมง ไม่มีความแตกต่างจากกันนั Vน คาดว่า
เป็นผลจาก ความคงตวัของโปรตีน CYP3A4  เนื�องจากมีรายงานก่อนหน้านี Vไว้ว่า คา่ครึ�งชีวิตของ
โปรตีน CYP3A4 ยาวนานตั Vงแต ่1-6 วนั (Kozawa et.al., 2009)  เมื�อทําการทดสอบสารทดสอบ
ทั Vงสองที�ระยะเวลา 48 และ 72 ชั�วโมง จึงเห็นผลของสมรรถนะและการแสดงออกของโปรตีน 
CYP3A4 เปลี�ยนแปลงไปเพียงเล็กน้อย     
 สรุปผลการทดลองครั Vงนี V จากการทดสอบสิ�งสกดัแอลกอฮอล์จากใบของ P. palatiferum 
และสาร β-sitosterol ในเซลล์ตบัเพาะเลี Vยง HepG2   สารทดสอบทั Vงสองที�ความเข้มข้นตํ�ามีผล
เพิ�มการสร้าง CYP3A4 mRNA ในช่วง 12 ชั�วโมงแรก  แตไ่ม่พบการเปลี�ยนแปลงอย่างชดัเจนของ
สมรรถนะและปริมาณโปรตีน CYP3A4  การที�มีการเพิ�มขึ Vนของ CYP3A4 mRNA ในระยะแรกนั Vน
อาจเกิดจากสว่นประกอบพฤกษเคมีในสิ�งสกดัเช่น kaemferol และ apigenin ที�เคยมีรายงานก่อน
หน้านี V รวมทั Vง β-sitosterol ที�พบจากการศกึษาครั Vงนี Vด้วยว่า มีผลเพิ�มการแสดงออกของ CYP3A4 
mRNA     แตก่ารที�สมรรถนะและปริมาณโปรตีนของ CYP3A4 ของทั Vงสิ�งสกดัและ β-sitosterol ที�
เวลา 24 ชั�วโมง กลบัไม่มีการเปลี�ยนแปลง  คาดว่าเป็นผลโดยรวมที�เกิดจากสารเมแทบอไลท์ที�มี
ฤทธิYยบัยั Vงจนหกัล้างฤทธิYเหนี�ยวนําการสร้าง mRNA ที�เกิดขึ Vนก่อนได้    อย่างไรก็ตาม ควรทําการ
ทดสอบวดัหาปริมาณ stigmasterol ที�คาดว่าเป็นสารเมแทบอไลท์ของ β-sitosterol ในเซลล์ตบั
เพาะเลี Vยงเพิ�มเติมและทดสอบสาร stigmasterol ในเซลล์เพาะเลี Vยง HepG2 ควบคู่ไปด้วยเพื�อ
พิสจูน์ข้อสนันิษฐานนี V 
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมสารเคมี 

1.  อาหารเลีย้งเชือ้และบัฟเฟอร์  

1.1 อาหารเลีย้งเชือ้ DMEM ปริมาตร 1000 ml 

1.  ละลายอาหารเลีย้งเชือ้และโซเดียมไบคาร์บอเนตในน า้ autoclave ปริมาตร 

1000 ml   

DMEM                              13.5 g  

NaHCO
3                              

3.7 g  

2.  ปรับ pH ให้ได้ 7.4 ด้วย 1 N HCl หรือ 1 N NaOH 

3.  ท าให้ปลอดเชือ้ด้วยการกรองผา่นกระดาษกรอง 0.22 μm Millipore filter 

4.  ท าการเก็บรักษาอาหารเลีย้งเชือ้ไว้ในตู้เย็นท่ีอณุหภมูิ 4°C  

5.  ท าการผสมกบั 10% FBS, 1% L-glutaminec และ 1% penicillin ก่อนการใช้  

1.2    Phosphate buffer saline (PBS) ปริมาตร 1000 ml  

1.  ละลายสารเคมีในน า้กลัน่ปริมาตร 1000 ml  

Potassium chloride      0.200 g  

 Sodium chloride      8.000 g  

Potassium phosphate monobasic (anhydrous)  0.240 g  

Sodium phosphate dibasic (anhydrous)   1.440 g  

2.  ปรับ pH ให้ได้ 7.4 ด้วย 1 N HCl หรือ 1 N NaOH 

3.  ฆา่เชือ้โดยน าไป autoclave 

4.  ท าการเก็บสารละลายไว้ในตู้เย็นท่ีอณุหภมูิ 4°C   

 

 



76 

 

2.  สารละลายส าหรับการท า Western blot analysis 
2.1  การเตรียมสารละลาย A (cytosol extract) 

เตรียมสารละลายดงันี ้
100 mM HEPES-KOH          1  ml 
1 M MgCl2          15 µl 
1 M KCl        100 µl 
10 mM PMSF       200 µl 
DTT           50 µl 
น า้กลัน่                8.635 ml 

2.2  การเตรียมสารละลาย B (nucler extract) 

เตรียมสารละลายดงันี ้
100 mM HEPES-KOH            1  ml 
1 M MgCl2           7.5 µl 
5 M NaCl          420 µl 
100% Glycerol       1.75 ml 
10 mM PMSF        100 µl 
DTT            25 µl 
0.5 M EDTA (pH 8.0)           2 µl 
น า้กลัน่                   1.68 ml 

2.3  การเตรียม Acrylamide gel  

      เตรียมสารละลายดงันี ้

สารละลาย A ประกอบด้วย 0.8 % methylene bis acrylamide, 30% acrylamide  

สารละลาย B 5X Separating buffer ปริมาตร 100 ml เตรียมดงันี ้

2M Tris HCl, pH 8.8     75 ml  
10% SDS         4 ml 
น า้กลัน่        21 ml 
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สารละลาย C 5X Stacking buffer ปริมาตร 100 ml เตรียมดงันี ้

2M Tris HCl, pH 6.8      25 ml  
10% SDS         4 ml  
 น า้กลัน่                  71 ml 

ท าการเก็บสารละลายไว้ในตู้เย็นท่ีอณุหภมูิ 4°C    

การเตรียม separating gel  

เตรียม 10 % acrylamide gel ปริมาตร 35 ml สว่นผสมดงันี ้

Solution A              11.7 ml  
Solution B                7.0 ml  
น า้กลัน่               16.1 ml  

ผสมสารละลายให้เข้ากนั แล้วเตมิ 10% ammonium persulfate (APS) ปริมาตร 150 
μl และ N, N, N, N-tetramethylenediamine (TEMED) ปริมาตร 50 μl ผสมให้เข้ากนั แล้วเท
เจลลงในชดุการเตรียมเจลทนัที แล้วเท 0.1% SDS บน separating gel หนาประมาณ 5 mm รอ
ให้เจลแข็งตวัประมาณ 20-30 นาที  

การเตรียม stacking gel  

เม่ือ separating gel แข็งตวั ท าการเท 0.1% SDS ทิง้  

สว่นผสมของ Stacking gel มีดงันี ้ 

Solution A               2.0 ml  
Solution C               2.0 ml  
น า้กลัน่               6.0 ml  

ผสมสารละลายให้เข้ากนั แล้วเตมิ 10% APS 50 μl และ TEMED 5 μl, ผสมให้เข้ากนั
แล้วเทเจลลงในชดุการเตรียมเจลเดมิตอ่จาก separating gel ทนัที แล้วใส ่ combs รอให้เจลแข็ง
ตวัประมาณ 30 นาที  
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2.4     การเตรียมตัวอย่าง  

เม่ือ stacking gel แข็งตวัแล้วน าเอา combs ออก แล้วล้างเจลด้วย running buffer 
แล้วย้ายเจลไปชดุส าหรับการแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้าท่ีมี running buffer อยูท่ า
การไลฟ่องอากาศใต้เจลออกก่อนการหยดตวัอยา่งและ protein marker  

Running buffer (Electrode buffer) 

เตรียม 1X running buffer, pH 8.3 ปริมาตร 1000 ml ดงันี ้

Tris base                   3.0 g  
Glycine                14.4 g  
SDS                  1.0 g  

ละลายในน า้กลัน่จนได้ปริมาตรเป็น 1000 ml 

 Transfer buffer (Electrophoresis buffer) 

เตรียม 1X transfer buffer, pH 8.1-8.4 ปริมาตร 1000 ml ดงันี ้
Tris base                          1.93 g  
Glycine               9.00 g  

ละลายในน า้กลัน่จนได้ปริมาตรเป็น 800 ml เตมิเมทานอล ปริมาตร 200 ml ก่อนใช้ 

Tris-buffer saline. 0.05% Tween 20 (TBST)  

เตรียม 10X TBS ปริมาตร 500 ml ดงันี ้ 

2M Tris-HCl, pH 7.5           25.0 ml  
NaCl             43.8 g  

ละลายในน า้กลัน่จนได้ปริมาตรเป็น 500 ml ก่อนใช้ท าให้เป็น 1X TBS โดยการผสม 
10X TBS ปริมาตร 100 ml กบั น า้กลัน่ ปริมาตร 900 ml แล้วเตมิ Tween 20  ปริมาตร 0.5 ml 
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Sample buffer  

เตรียม 2X sample buffer ดงันี ้
0.5 M Tris HCl, pH 6.8     22.5 ml  
SDS              3.0 g  
Glycerol       10.0 ml  
2% bromphenol blue               225.0 μl   

ละลายในน า้กลัน่จนได้ปริมาตร 50 ml ก่อนใช้ เตมิ 2-mercaptoethanol เพ่ือให้ได้ 9% 
ของ 2-mercaptoethanol ใน 2X sample buffer และท าการ dilute เป็น 1X sample buffer ด้วย 
cell lysate 
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ภาคผนวก ข 

 

ผลการทดลองการตรวจสอบคุณสมบัตขิองสิ่งสกัด 

1. การหาปริมาณโดยรวมของสารประกอบฟีนอลิ ก (Quantitative analysis of total 
phenolic compounds) 

 

 
 

 

 

ภาพท่ี 29 กราฟมาตรฐานของสาร Gallic acid  
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2. การหาปริมาณรวมของสารประกอบฟลาโวนอยด์ (Quantitative analysis of total 
flavonoid compounds) 

 

 
 

 

 

ภาพท่ี 30 กราฟมาตรฐานของสาร Catechin 
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3. การหาปริมาณสาร β-sitosterol ในสิ่งสกัดด้วยเคร่ือง GC (Quantitative analysis of 
β-sitosterol by Gas chromatography) 

 

 
 

 

ภาพท่ี 31 กราฟมาตรฐานของสาร β-sitosterol 
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ผลการทดลองการทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล์ของสารทดสอบ (Cytotoxicity effect of 
test compound)  

ตารางท่ี 9 ผลของความเป็นพิษตอ่เซลล์ HepG2 ของสิ่งสกดัท่ีความเข้มข้นตา่งๆ ท่ีเวลา 24, 48 
และ 72 ชัว่โมง 
 

   
% Cell viability 

   
N1 N2 N3 N4 mean SD SEM 

24 hr control 0.5%DMSO 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 0.00 
  Extract media 97.15 96.18 114.40 94.62 100.59 9.27 5.36 
    0.1 µg/ml 91.54 93.56 94.91 92.00 93.00 1.54 0.89 
    0.5 µg/ml 96.14 90.02 97.38 96.47 95.00 3.36 1.94 
    1 µg/ml 93.02 85.49 108.23 100.57 96.83 9.78 5.65 
    5 µg/ml 93.19 90.89 96.94 98.35 94.84 3.42 1.98 
    10 µg/ml 89.51 104.73 98.41 89.59 95.56 7.40 4.28 
    25 µg/ml 86.17 101.88 100.02 85.13 93.30 8.87 5.13 
    50 µg/ml 104.24 102.50 105.23 85.24 99.30 9.44 5.46 
    100 µg/ml 85.02 85.21 92.89 93.52 89.16 4.68 2.70 
    200 µg/ml 74.10 55.08 43.08 73.57 61.46 15.11 8.73 
    400 µg/ml 43.57 49.87 29.89 56.07 44.85 11.20 6.47 
48 hr control 0.5%DMSO 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 0.00 
  Extract media 122.29 74.01 103.59 79.42 94.83 22.37 12.93 
    0.1 µg/ml 109.95 76.10 95.92 86.47 92.11 14.39 8.32 
    0.5 µg/ml 104.70 77.80 90.56 96.42 92.37 11.32 6.54 
    1 µg/ml 107.85 79.48 97.46 86.94 92.93 12.38 7.16 
    5 µg/ml 107.24 80.11 99.57 77.65 91.14 14.53 8.40 
    10 µg/ml 100.10 82.02 86.56 84.61 88.32 8.07 4.67 
    25 µg/ml 93.41 85.39 91.62 86.30 89.18 3.94 2.28 
    50 µg/ml 110.92 81.92 99.45 104.93 99.30 12.50 7.23 
    100 µg/ml 94.09 71.41 82.85 72.14 80.12 10.68 6.17 
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    200 µg/ml 72.21 41.36 66.86 55.36 58.95 13.67 7.90 
    400 µg/ml 47.86 27.68 30.01 41.28 36.71 9.52 5.50 
72 hr control 0.5%DMSO 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 0.00 
  Extract media 114.44 75.82 104.31 92.05 96.66 16.64 9.62 
    0.1 µg/ml 99.27 78.99 104.35 97.61 95.06 11.09 6.41 
    0.5 µg/ml 94.69 78.65 96.76 99.17 92.32 9.29 5.37 
    1 µg/ml 91.93 74.28 94.61 89.48 87.57 9.11 5.26 
    5 µg/ml 109.58 81.24 102.05 98.90 97.94 12.01 6.94 
    10 µg/ml 98.99 83.77 103.22 93.87 94.96 8.38 4.85 
    25 µg/ml 86.43 87.09 108.18 91.90 93.40 10.15 5.87 
    50 µg/ml 121.15 93.62 108.57 97.08 105.11 12.46 7.20 
    100 µg/ml 94.67 90.68 101.12 83.16 92.41 7.51 4.34 
    200 µg/ml 65.24 57.98 75.13 68.72 66.77 7.15 4.13 
    400 µg/ml 46.39 26.72 30.01 44.69 36.95 10.03 5.80 

 
ตารางท่ี 10 ผลของความเป็นพิษตอ่เซลล์ HepG2 ของสาร β-sitosterol ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ  ท่ี
เวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง 
 

   
% Cell viability 

   
N1 N2 N3 mean SD SEM 

24 hr control 0.5%Ethanol 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 0.00 
  β-sitosterol media 107.46 90.23 99.30 99.00 8.62 4.98 
    0.1 µM 107.52 98.92 107.56 104.67 4.98 2.88 
    0.5 µM 112.35 83.35 103.48 99.73 14.86 8.59 
    1 µM 97.18 78.34 106.88 94.13 14.51 8.39 
    5 µM 103.96 80.21 100.00 94.72 12.72 7.35 
    10 µM 95.01 79.81 94.38 89.73 8.60 4.97 
    25 µM 91.35 78.41 85.19 84.98 6.47 3.74 
    50 µM 88.66 83.20 87.96 86.61 2.97 1.72 
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48 hr control 0.5%Ethanol 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 0.00 
  β-sitosterol media 113.01 95.40 101.21 103.21 8.97 5.19 
    0.1 µM 104.05 110.77 92.67 102.49 9.15 5.29 
    0.5 µM 103.80 98.05 90.73 97.53 6.55 3.78 
    1 µM 111.98 95.62 74.41 94.00 18.83 10.89 
    5 µM 100.75 78.73 80.57 86.68 12.21 7.06 
    10 µM 82.68 82.30 81.39 82.12 0.66 0.38 
    25 µM 79.24 73.69 61.15 71.36 9.27 5.36 
    50 µM 85.15 72.25 70.24 75.88 8.09 4.68 
72 hr control 0.5%Ethanol 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 0.00 
  β-sitosterol media 112.19 84.76 84.63 93.86 15.88 9.18 
    0.1 µM 94.51 88.07 80.37 87.65 7.08 4.09 
    0.5 µM 97.46 98.63 89.52 95.21 4.96 2.87 
    1 µM 83.85 92.28 79.17 85.10 6.65 3.84 
    5 µM 82.19 65.11 66.16 71.15 9.57 5.53 
    10 µM 62.91 67.57 64.81 65.10 2.35 1.36 
    25 µM 67.20 58.02 64.45 63.22 4.71 2.72 
    50 µM 70.05 44.06 47.31 53.81 14.16 8.19 
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ผลการทดลองการทดสอบสมรรถนะของ CYP3A4 (Determination of CYP3A4 enzyme 
activity) 

 

 

 

 

ภาพท่ี 32 กราฟมาตรฐานระหวา่งจ านวนเซลล์และคา่การเรืองแสง 
 
ตารางท่ี 11 ผลของสาร dexamethasone ตอ่สมรรถนะของ CYP3A4 ท่ีเวลา 24, 48 และ 72 
ชัว่โมง 
  

  
Fold induction 

  
N1 N2 N3 mean SD SEM 

24 hr control 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 
  50 µM DEX 1.86 1.89 1.67 1.81 0.12 0.07 
48 hr control 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 
  50 µM DEX 2.25 2.25 2.23 2.25 0.01 0.01 
72 hr control 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 
  50 µM DEX 2.11 2.26 1.82 2.06 0.22 0.13 
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ตารางท่ี 12 ผลของสิ่งสกดัตอ่สมรรถนะของ CYP3A4 ท่ีเวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง 
 

   
Fold induction 

   
N1 N2 N3 mean SD SEM 

24 hr control 0.5%DMSO 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 

 
Extract 1 µg/ml 0.92 1.05 1.13 1.03 0.11 0.06 

 
  5 µg/ml 0.99 1.49 1.16 1.21 0.25 0.15 

 
  10 µg/ml 1.09 1.48 1.22 1.26 0.20 0.11 

 
  25 µg/ml 1.19 1.35 0.96 1.17 0.20 0.11 

48 hr control 0.5%DMSO 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 

 
Extract 1 µg/ml 0.89 1.36 1.07 1.11 0.24 0.14 

 
  5 µg/ml 1.02 1.25 0.87 1.05 0.19 0.11 

 
  10 µg/ml 1.07 1.26 1.35 1.22 0.14 0.08 

 
  25 µg/ml 1.09 1.28 1.32 1.23 0.12 0.07 

72 hr control 0.5%DMSO 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 

 
Extract 1 µg/ml 0.99 0.99 1.31 1.10 0.18 0.11 

    5 µg/ml 0.89 1.09 1.40 1.13 0.26 0.15 
    10 µg/ml 1.19 1.13 1.42 1.25 0.15 0.09 
    25 µg/ml 1.08 1.39 1.52 1.33 0.23 0.13 
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ตารางท่ี 13 ผลของสาร β-sitosterol ตอ่สมรรถนะของ CYP3A4 ท่ีเวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง 
 

   
Fold induction 

   
N1 N2 N3 mean SD SEM 

24 hr control 0.5%Ethanol 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 
  β-sitosterol 0.1 µM 1.11 1.00 0.89 1.00 0.11 0.06 
    0.5 µM 1.10 0.82 1.11 1.01 0.17 0.10 
    1 µM 0.72 0.93 1.14 0.93 0.21 0.12 
48 hr control 0.5%Ethanol 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 
  β-sitosterol 0.1 µM 0.59 1.05 1.02 0.89 0.26 0.15 
    0.5 µM 1.55 1.27 0.96 1.26 0.30 0.17 
    1 µM 1.10 1.01 0.82 0.98 0.14 0.08 
72 hr control 0.5%Ethanol 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 
  β-sitosterol 0.1 µM 0.91 1.15 1.21 1.09 0.16 0.09 
    0.5 µM 0.72 1.21 1.06 1.00 0.25 0.15 
    1 µM 0.51 1.17 1.05 0.91 0.35 0.20 
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ผลการทดลองการหาปริมาณ CYP3A4 mRNA โดยวิธี Real time-PCR (Real time-PCR 
analysis of CYP3A4 mRNA)   

 

ภาพท่ี 33 กราฟ Melt Curve ของ CYP3A4 และ negative CYP3A4 

 

 

ภาพท่ี 34 กราฟ Melt Curve ของ β-actin และ negative β-actin 
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ภาพท่ี 35 กราฟ Amplification ของ CYP3A4 และ negative CYP3A4 

 

 

ภาพท่ี 36 กราฟ Amplification ของ β-actin และ negative β-actin 
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ภาพที่ 37 Agarose gel electrophoresis ของ mRNA CYP3A4 และ mRNA β-actin 

 
ตารางท่ี  14 ผลของสาร dexamethasone ตอ่การแสดงออก ของ CYP3A4 mRNA ท่ีเวลา 12 
และ 24ชัว่โมง 
 

  
Fold induction 

  
N1 N2 N3 mean SD SEM 

12 hr control 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 
  50 µM DEX 3.59 3.21 2.98 3.26 0.31 0.18 
24 hr control 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 
  50 µM DEX 1.73 1.96 1.50 1.73 0.23 0.13 
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ตารางท่ี 15 ผลของสิ่งสกดัตอ่การแสดงออกของ CYP3A4 mRNA ท่ีเวลา 12 และ 24ชัว่โมง 
 

   
Fold induction 

   
N1 N2 N3 mean SD SEM 

12 hr control 0.5%DMSO 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 
  Extract 1 µg/ml 2.62 2.28 1.80 2.23 0.41 0.24 
    25 µg/ml 0.47 0.62 0.25 0.45 0.18 0.11 
24 hr control 0.5%DMSO 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 
  Extract 1 µg/ml 0.44 0.32 0.52 0.42 0.10 0.06 
    25 µg/ml 0.18 0.20 0.55 0.31 0.20 0.12 

 
 
ตารางท่ี 16 ผลของสาร β-sitosterol ตอ่การแสดงออกของ CYP3A4 mRNA ท่ีเวลา 12 และ 24
ชัว่โมง 

 

   
Fold induction 

   
N1 N2 N3 mean SD SEM 

12 hr control 0.5%Ethanol 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 
  β-sitosterol 0.1 µM 3.04 3.57 3.63 3.41 0.32 0.19 
    1 µM 1.08 0.70 0.37 0.72 0.35 0.20 

24 hr control 0.5%Ethanol 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 
  β-sitosterol 0.1 µM 0.85 0.78 0.80 0.81 0.04 0.02 
    1 µM 0.30 0.56 0.55 0.47 0.15 0.08 
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ผลการทดลองการหาปริมาณโปรตีน CYP3A4 โดยวิธี Western blot analysis (Western 
blot analysis of CYP3A4 protein) 

 
ตารางท่ี 17 ผลของสาร dexamethasone ตอ่ปริมาณโปรตีนของ CYP3A4 ท่ีเวลา 24, 48 และ 
72 ชัว่โมง 

 

  
Fold induction 

  
N1 N2 N3 mean SD SEM 

24 hr control 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 
  50 µM DEX 1.66 1.68 1.75 1.70 0.05 0.03 
48 hr control 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 
  50 µM DEX 1.51 1.66 1.58 1.58 0.07 0.04 
72 hr control 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 
  50 µM DEX 1.39 1.59 1.60 1.53 0.12 0.07 

 
 
ตารางท่ี 18 ผลของสิ่งสกดัตอ่ปริมาณโปรตีนของ CYP3A4 ท่ีเวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง 

 

   
Fold induction 

   
N1 N2 N3 mean SD SEM 

24 hr control 0.5%DMSO 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 

 
Extract 1 µg/ml 0.93 0.99 0.97 0.96 0.03 0.02 

 
  25 µg/ml 1.01 0.98 1.00 1.00 0.02 0.01 

48 hr control 0.5%DMSO 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 

 
Extract 1 µg/ml 0.98 0.81 1.25 1.01 0.22 0.13 

 
  25 µg/ml 0.90 1.00 1.23 1.04 0.17 0.10 

72 hr control 0.5%DMSO 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 

 
Extract 1 µg/ml 1.27 1.06 0.92 1.08 0.18 0.10 

    25 µg/ml 1.02 1.19 1.00 1.07 0.10 0.06 
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ตารางท่ี 19 ผลของสาร β-sitosterol ตอ่ปริมาณโปรตีน ของ CYP3A4 ท่ีเวลา 24, 48 และ 72 
ชัว่โมง 
 

   
Fold induction 

   
N1 N2 N3 mean SD SEM 

24 hr control 0.5%Ethanol 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 
  β-sitosterol 0.1 µM 1.02 1.08 0.95 1.02 0.07 0.04 
    1 µM 1.12 1.18 1.04 1.11 0.07 0.04 

48 hr control 0.5%Ethanol 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 
  β-sitosterol 0.1 µM 0.87 1.07 1.45 1.13 0.30 0.17 
    1 µM 0.80 0.86 0.97 0.88 0.08 0.05 

72 hr control 0.5%Ethanol 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 
  β-sitosterol 0.1 µM 1.27 1.21 0.99 1.16 0.15 0.08 
    1 µM 1.12 1.25 1.30 1.22 0.09 0.05 
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ประวัตผู้ิเขียนวิทยานิพนธ์ 
 

นางสาว กรรัตน์   รัตนวฒันาธร เกิดวนัท่ี 2 มีนาคม พ.ศ. 2530 ส าเร็จการศกึษาระดบั
ปริญญาตรี สาขาวิทยาศาสตร์และ เทคโนโลยีการอาหาร ภาควิชา จลุชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีพระจอมเกล้าธนบรีุ ปี พ.ศ. 2551 และได้เข้าศกึษาตอ่ในหลกัสตูรวิทยา
ศาสตรมหาบณัฑิต  สหสาขาวิชาเภสชัวิทยา  ภาควิชาเภสชัวิทยา  คณะบณัฑิตวิทยาลยั  
จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ในปี พ.ศ. 2552 
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