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              การศึกษาผลของอีพิแกลโลคาทีชินแกลเลต  (EGCG)  ซึง่เปนสารโพลีฟนอลที่มปีริมาณ 

มากที่สุดในชาเขียวตอกระบวนการหายใจ      และสมรรถนะของเอนไซมโมโนเอมนีออกซิเดสของ 

ไมโตคอนเดรียที่แยกจากตบัหนูขาวพบวา EGCG ที่ความเขมขนสงูตั้งแต 454.48 μM กระตุน

อัตราการใชออกซิเจนใน state 4     แตลดอัตราการใชออกซิเจนใน state 3   ซึ่งมีผลทําใหคา RCI 

ลดลงเมื่อใชกลูตาเมตและมาเลตเปนสับสเตรท  จากผลการศึกษานีแ้สดงใหเหน็วา  EGCG ไป

รบกวนการควบคูระหวางกระบวนการหายใจและการฟอสฟอริเลชันหรืออาจกลาวไดวา EGCG มี

ฤทธิ์เปนสาร uncoupler  ฤทธิ์ในการกระตุนอัตราการใชออกซิเจนของ EGCG สามารถถูกยับยั้ง

ดวย bovine serum albumin  และเมื่อใชซักซิเนตเปนสับสเตรทพบวา EGCG ไมมีผล

เปลี่ยนแปลงอัตราการใชออกซิเจนใน state 4  แตยังคงมีผลลดอัตราการใชออกซิเจนใน state 3 

และลดคา RCI เชนเดียวกบัเมื่อใชกลูตาเมตและมาเลตเปนสับสเตรท  นอกจากนี้ EGCG ยังมี

ฤทธิย์ับยัง้การหายใจที่ถกูกระตุนดวย DNP  แตในกรณีที่การหายใจถูกกระตุนดวยแคลเซียม  

EGCG เฉพาะที่ความเขมขนสูงสุดที่ทาํการศึกษาเทานัน้ (908.96 μM) จึงแสดงฤทธิ์ในการยับยัง้
การหายใจได  EGCG ที่ความเขมขนตั้งแต 219.54  μM สามารถกระตุนการทํางานของเอนไซม 

ATPase สวนผลตอการทาํงานของเอนไซมโมโนเอมนีออกซิเดส (MAO)  พบวา EGCG มีผล

ยับยั้งไดทัง้ MAO-A และ MAO-B  แตสามารถยับยั้ง MAO-A ไดแรงกวา MAO-B   
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 The effects of epigallocatechin gallate (EGCG), a major component in green tea 

polyphenols on respiratory function and monoamine oxidase activity of isolated rat liver 

mitochondria  have  been  investigated.   It  was found that EGCG at high concentration  

(≥ 454.48 μM) stimulated  state 4 respiration, decreased  state 3 respiration and RCI 

index when used glutamate plus malate as substrate. These results suggested that 

EGCG interfered the coupling between respiration and phosphorylation or EGCG acted 

as uncoupler. The respiratory stimulation of this compound was antagonized by bovine 

serum albumin. When succinate was used as substrate, the results on state 3 

respiration and RCI index were similar to those using glutamate plus malate as 

substrate  but  state 4 respiration was not affected by EGCG. DNP-stimulated 

respiration was inhibited by EGCG  but in case of Ca-stimulated respiration only the 

highest concentration of EGCG in this study (908.96 μM) showed inhibitory effect. The 

concentration of EGCG  ≥ 219.54  μM could stimulate ATPase activity. EGCG inhibited 

both MAO-A and MAO-B activity, but inhibitory effect on MAO-A more potent than  

MAO-B.   
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บทที่  1 

บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
ชาเปนเครื่องดื่มที่นิยมกันมากทั่วโลกเปนอันดับสองรองจากน้ํา  ในแตละปจะมีการผลิต

ชาเพื่อบริโภคประมาณ 2.5 ลานเมตริกตัน  โดยชาที่บริโภคกันทั่วไปแบงไดเปน 3 ชนิดใหญๆ คือ 

ชาดํา  ชาเขียว  และชาอูหลง แตชาทั้ง 3 ชนิดก็ผลิตมาจากตนชาชนิดเดียวกัน คือ Camellia 

sinensis L.  ความแตกตางของชาแตละชนิดเกิดจากกรรมวิธีการผลิตที่แตกตางกัน  ชาเขียวเปน

ชาที่ไมผานขั้นตอนการหมัก  แตจะใหความรอนตั้งแตเก็บใหมๆ เพื่อทําลายเอนไซมในใบชา  

ปองกันการเกิด oxidation   การผลิตชาดําจะมีข้ันตอนการหมัก   ซึ่งทําให catechins ในใบชาถูก

oxidation กลายเปน theaflavins และ thearubigins สวนชาอูหลงจะผานกระบวนการหมักเพียง

บางสวน   ในปจจุบันมีงานวิจัยศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา   ประโยชนของชาตอสุขภาพมากมาย  

ซึ่งตางแสดงใหเห็นวาชาเขียวเปนชาที่มีประโยชนตอสุขภาพมากที่สุด  เนื่องจากชาเขียวมี 

catechins ชนิดที่ เปนสวนประกอบสําคัญในการออกฤทธิ์มากกวาชาชนิดอ่ืนๆ  โดยสาร 

catechins นี้จัดอยูในกลุมสารประกอบ polyphenols  ซึ่งในชาเขียวมีอยูหลายชนิดดังแสดงในรูป

ที่ 1 โดยประเภทที่มีมากที่สุด คือ  (-)-epigallocatechin gallate – EGCG (Yang and Wang, 

1993; Kuroda and Hara,1999)    

 

  
                                            

รูปที่ 1   แสดงโครงสรางทางเคมีของสาร catechins ในชาเขียว ตัวเลขแสดงปริมาณ catechins 

เปนเปอรเซ็นตของน้ําหนักแหง  (Muto et al., 2001) 
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สําหรับฤทธิท์างเภสัชวทิยาของ catechins ในชาเขียวที่นาสนใจมีหลายอยาง เชน ฤทธิ์

ตานอนมุูลอิสระ (Koo and Cho, 2004)  ฤทธิ์ตานมะเรง็ (Yang and Wang, 1993)  ฤทธิ์ตานการ

กลายพันธุ (Kuroda and Hara, 1999)  ฤทธิ์ตานแบคทีเรียหรือไวรัส (Zhao et al., 2001; 

Yamaguchi et al., 2002)  ฤทธิ์ปองกันการเกิด atherosclerosis (Miura et al., 2001)  ฤทธิ์ใน

การลดน้ําหนกั (Kao, et al, 2000)  ฤทธิต์านการอักเสบ (Koo and Cho, 1999)  ฤทธิ์ลดความดัน

โลหิต (Liu, 2003)   เปนตน   แตอยางไรก็ตามยังตองมีการศึกษาวจิัยเพิ่มเติมอีกมากทั้งใน in 

vitro และ in vivo  เพื่อยนืยนัฤทธิ์ทางเภสัชวทิยารวมทั้งความปลอดภัยในการที่จะนาํสาร 

catechins ในชาเขียวมาใชเพื่อปองกนัและรักษาโรคในมนุษย 

เนื่องจากไมโตคอนเดรียเปนออกาเนลที่สําคัญทําหนาทีส่รางพลงังานใหแกเซลลในรูปของ 

ATP  จากกระบวน oxidative phosphorylation  ซึ่งเกิดขึ้นที่เยือ่หุมชัน้ในของไมโตคอนเดรยี  

ดังนัน้ถาสารใดก็ตามมีผลเปลี่ยนแปลงการทํางานของไมโตคอนเดรีย อาจทาํใหเกิดผลทางเภสัช

วิทยาหรือพิษวิทยาได และจากที่ผานมาการศึกษาของ Moini และคณะ (1999) เปนการศึกษา

หนึง่ที่แสดงใหเห็นวา polyphenols ที่อยูในพืชบางชนิดมผีลเปลี่ยนแปลงการทํางานของ           

ไมโตคอนเดรียได โดยพืชทีใ่ชในงานวิจัยนี้ คือ French maritime pine  ทําการศึกษาทั้งในสาร

สกัดผสมของ polyphenols หลายชนิด และ polyphenol เดี่ยวๆ ทีม่ีอยูในพืชชนดินี้ ผลการวิจยั

พบวาสารสกดัผสมของ polyphenols หลายชนิดมีผลยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอน  และที่สําคญั

คือ polyphenol เดี่ยวๆ ในการศึกษานีม้ีชนิดทีพ่บในชาเขียวดวยเชนเดียวกัน คือ epicatechin 

gallate ซึ่งมีผลยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอนไดเล็กนอย  ดงันัน้จงึนาสนใจวา EGCG ซึ่งเปน 

polyphenols ชนิดที่มมีากที่สุดในชาเขียว    และมฤีทธิท์างเภสัชวิทยาที่เดนชัดเจนมากกวาตวั

อ่ืนๆ   จะมีผลตอการทํางานของไมโตคอนเดรียหรือไม อยางไร  ซึ่งในปจจุบันกย็ังไมมีรายงานการ

วิจัยถงึผลดังกลาว  แตก็มีบางงานวิจยัทีก่ลาวถงึความเกี่ยวของระหวาง EGCG กับไมโตคอนเดรีย   

เชน 

  - งานวิจัยของ Chen และคณะ (2003) พบวา EGCG มีผลตอไมโตคอนเดรียของเซลล

HT-29 colon adenocarcinoma ทําให cytochrome c หลุดออกจากไมโตคอนเดรีย ชวยทําให

เซลลมะเร็งตาย  

  - งานวิจยัของ Zheng และ Ramirez (2000) ศึกษาผลของ polyphenols ชนิดตางๆ ตอ

การทาํงานของเอนไซม FOF1-ATPase / ATP synthase ของไมโตคอนเดรียจากสมองหนู  พบวา 

EGCG สามารถยับยั้งการทาํงานของเอนไซมนี้ได  โดยมคีา IC50 = 17 μM 

 นอกจากนีท้ี่เยือ่หุมชัน้นอกของไมโตคอนเดรียยังมีเอนไซม monoamine oxidase-MAO 

ซึ่งทาํหนาที่เรงปฏิกิริยา oxidative deamination ของสารสื่อประสาทพวกเอมีน เชน  dopamine, 
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serotonin   ซึ่งจากการศึกษาที่ผานมากม็ีงานวจิัยทีก่ลาวถงึความเกี่ยวของระหวาง EGCG กับ 

monoamine oxidase  ไดแก งานวิจยัของ Levites  และคณะ (2001)   ศึกษาผลของ EGCG ใน

การปองกนั N-metyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) เหนีย่วนําใหเกิด 

dopaminergic neurodegeneration   โดยกลไกหนึ่งที่ผูวิจยัสนใจคือ  EGCG ไปยับยั้งเอนไซม 

MAO-B  ซึ่งเปนเอนไซมที่ใชในการเปลีย่นแปลง MPTP ไปเปน active metabolite (MPP+) ได

หรือไม  ผลการศึกษาพบวา EGCG สามารถยับยั้ง MAO-B ใน homogenate ของสมองหน ู  เม ื่อ

ใช phenylethylamine เปนสับสเตรทโดยมี IC50 = 662 μM  แตเนื่องจาก IC50 ที่ไดมีคามากกวา

ของ deprenyl  (IC50 = 6 nM )  ซึ่งเปน selective irreversible inhibitor ของ MAO-B  มาก  

ดังนัน้ผลการปองกันไมนาเกิดจากกลไกนี้      อยางไรก็ตามยงัไมมีรายงานการวจิยัที่ศึกษาผลของ 

EGCG ตอเอนไซม  monoamine oxidase ทั้งชนิด MAO-A และ MAO-B ในไมโตคอนเดรีย  

ดังนัน้จึงนาสนใจศึกษาเรื่องนี้เชนเดียวกนั  เพราะจะทาํใหทราบผลของ EGCG ตอการทาํงานของ 

MAO ทัง้สองชนิด  ซึ่งผลการศึกษาอาจทําใหไดฤทธิท์างเภสัชวทิยาของ EGCG เพิ่มเติม 
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วัตถุประสงคของการวิจยั 
เพื่อศึกษาผลของ epigallocatechin gallate ตอกระบวนการหายใจ      และสมรรถนะ

ของเอนไซม monoamine oxidase ของไมโตคอนเดรีย 

สมมติฐานของงานวจิัย 
epigallocatechin gallate มีผลเปลี่ยนแปลงกระบวนการหายใจและสมรรถนะของ

เอนไซม monoamine oxidase ของไมโตคอนเดรีย 

ขอบเขตของการวิจัย 
 1. ศึกษาผลของ epigallocatechin gallate ตอกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรีย  

รวมทัง้ศึกษาปจจัยที่อาจเกีย่วของกับการออกฤทธิ์ของสาร 

2. ศึกษาผลของ epigallocatechin gallate ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย

ในสภาวะที่ถกูกระตุนดวยแคลเซียม 

3. ศึกษาผลของ epigallocatechin gallate  ตอการทํางานของเอนไซม ATPase 

4. ศึกษาผลของ epigallocatechin gallate ตอการทาํงานของเอนไซม monoamine 

oxidse 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 
ทําใหทราบผลของ epigallocatechin gallate  ซึ่งเปนสารประกอบทีสํ่าคัญของชาเขียว

ตอกระบวนการหายใจและสมรรถนะของเอนไซม monoamine oxidase ของไมโตคอนเดรีย  เพือ่

นําขอมูลเพิ่มเติมที่ไดจากการวิจัยมาพิจารณาถึงความปลอดภัย  หรือฤทธิท์างเภสัชวิทยาของสาร

นี้ตอรางกาย 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

สาร epigallocatechin gallate ที่นาํมาศกึษานี้เปนสาร catechins ทีสํ่าคัญในการแสดง

ฤทธิท์างเภสัชวิทยาของชาเขียว  ดงันัน้ในเบื้องตนจะกลาวถงึเรื่องของชาเขียวและสาร catechins 

ที่สําคัญ  รวมทั้งฤทธิท์างเภสัชวิทยาที่นาสนใจของสาร catechins โดยเฉพาะ epigallocatechin 

gallate  ตอมาจะกลาวถึงเรื่องของไมโตคอนเดรีย  ซึง่เปนออกาแนลสําคัญในการสรางพลงังาน

ใหกับเซลล ทัง้ในดานลักษณะและโครงสราง  สวนประกอบและการถายทอดอิเลคตรอนของลูกโซ

การหายใจ  กระบวนการสราง ATP  การขนสงและการสะสมแคลเซียมของไมโตคอนเดรีย  สาร

ตางๆ ที่มีผลรบกวนหรือเปลีย่นแปลงการทํางานของไมโตคอนเดรีย  รวมทัง้หนาทีแ่ละการทาํงาน

ของเอนไซม monoamine oxidase  ที่อยูบริเวณ outer membrane ของไมโตคอนเดรียดวย 

ชาเขียว 

ปจจุบันทั่วโลกนิยมดื่มชาเปนเครื่องดื่มมากกวา 2 ใน 3 ของประชากรทั้งหมด  โดยชาที่

นิยมดื่มกันมากที่สุด คือ ชาดํา ประมาณ 78% เปนที่นยิมมากในประเทศแทบตะวันตกและบาง

ประเทศในเอเซีย   สวนชาอหูลงนิยมดื่มกนันอยประมาณ 2% มักพบบริเวณตะวันออกเฉียงใตของ

ประเทศจีน  ชาเขียวนิยมดื่มมากในประเทศแทบเอเชียประมาณ 20 % (Yang and  Wang, 1993) 

โดยชาวจีนและชาวญี่ปุนรูจกัดื่มชาเขียว และมีการบันทึกเลาถงึคุณประโยชนของชาเขียวตอ

สุขภาพมานานนับพันป  ความกาวหนาของงานวจิัยทางวิทยาศาสตรในปจจุบนัก็ยนืยนัขอมลู

ดังกลาว    ซึ่งมีผลทําใหเกิดกระแสนิยมในการดื่มชาเขียวกันอยางกวางขวาง  รวมทัง้ยังมีแนวโนม

ในการนําสาร catechins ในชาเขียวมาใชในการปองกนัและรักษาโรคอกีดวย 

ขอมูลดานพฤกษศาสตร 
 ตนชาเปนพชืในวงศ Theaceae  มีชื่อทางวิทยาศาสตรวา Camellia sinensis L. มี 2 สาย

พันธุหลัก คือ สายพนัธุของจีนที่ใบมีขนาดเล็ก  และสายพนัธุอัสสัมทีใ่บมีขนาดใหญกวาง  ตนชามี

ใบเรียวแหลมลักษณะคลายรูปไข  มีสีเขียวเขม  ขอบใบหยัก  การจัดเรียงตัวของใบเปนแบบสลับ 

1 ใบตอ 1 ขอ  ชาเปนไมยนืตนที่สูงไดถึง 10-15 เมตร หากปลอยใหโตตามธรรมชาติ  แตชาวสวน

ชามักตัดแตงตนชาใหเปนพุมเตี้ยสูงประมาณ 1-1.5 เมตร  เพื่อความสะดวกในการเก็บใบชา  ดอก

ชามีทัง้ดอกเดีย่วและดอกชอ เปนดอกสมบูรณเพศ  สีขาว กลิน่หอมเล็กนอย  และเมื่อดอกเจริญ

เต็มที่ไดรับการผสมเกสรแลวก็จะใหผลชา  ซึ่งมีลักษณะเปนแคปซูล  เปลือกหุมผลหนา สีน้ําตาล

ปนเขียว  ภายในผลมีชอง 3 ชองและมีเมล็ดในชองแคปซูล 1-3 เมลด็ ข้ึนอยูกับความสมบูรณของ
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ผล  ตนชาเจรญิเติบโตไดดีในพืน้ทีท่ี่มีภูมอิากาศรอนชืน้  อุณหภูมิระหวาง 10 ˚ C ถึง 30 ˚ C  มี

ฝนตกกระจายสม่ําเสมอตลอดทั้งปและดินมีสภาพเปนกรดเล็กนอย โดยธรรมชาติชาจะขยายพันธุ

โดยเมล็ด  แตในการปลูกชาของชาวสวนจะใชวิธีการปกชําหรือตอกิ่ง  ซึ่งจะทําใหไดผลผลิต

ปริมาณมากและคุณภาพดีกวา (ดาเรศ บรรเทิงจิตร, 2547; ศุภนารถ เกตุเจริญ และ อัญชล ีพดัมี

เทศ, 2541) 

 

                                 
 

รูปที่ 2   แสดงลักษณะของตนชาประกอบดวยใบ ดอกและผล 

ประเภทของชา 
ชาทีน่ิยมดืม่กนัทัว่ไปสามารถแบงออกเปนประเภทใหญๆ  ได 3 ประเภท คือ ชาดาํ ชา

เขียว และชาอูหลง  โดยชาทัง้สามประเภทนี้ก็ผลิตมาจากตนชาชนดิเดียวกนั  แตจะแตกตางกนัที่

กระบวนการผลิตชา  (ดาเรศ บรรเทิงจิตร, 2547) ดังนี ้
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1. ชาดํา (black tea หรือ fully-fermented tea)  เปนชาที่ผานกระบวนการหมักแบบเต็ม

รูปแบบ  กลาวคือหลังจากเก็บใบชามาแลว ใบชาจะถกูนํามาผึง่ลมนาน 5 – 20 ชั่วโมง ทําใหเกิด

กระบวนการหมักโดย oxidizing enzymes ใบชาจากสีเขียวจะเปลีย่นเปนสีดํา เมื่อชงน้าํชาจะมีสี

เขมและมีกลิ่นรสเขมขน  

2. ชาเขียว (green tea หรือ non – fermented tea) เปนชาที่ไมผานขัน้ตอนการหมกั  โดย

ใบชาหลงัจากเก็บมาแลว  จะถูกนําไปใหความรอนทนัทีเพื่อทําลายเอนไซมในใบชา  ปองกนัการ

เกิด oxidation  ทําใหใบชายังคงมีสีเขียว  เมื่อชงน้าํชาจะมีสีเขียวออน  กลิน่หอมออนๆ  รสชาติ

นุมนวล 

3. ชาอูหลง (oolong tea หรือ semi – fermented tea)  เปนชาที่ผานกระบวนการหมัก

เชนเดียวกับชาดํา  แตระยะเวลาในการหมักจะสั้นกวา  ชาประเภทนี้จะมีสีและกลิ่นอยูระหวางชา

เขียวและชาดาํ  น้ําชาจากชาอูหลงจะมกีล่ินหอม  รสชาติชุมคอ 

กรรมวิธีการผลิตชาเขียว 
ชาเขียวผลิตมากในประเทศญี่ปุนและจีน  ประเทศจนีผลิตชาเขียว 50 %  สวนประเทศ

ญี่ปุนผลิตเฉพาะชาเขยีว  โดยชาเขียวที่มคีุณภาพดีที่สุด  ผลิตจากใบชาที่เก็บในฤดูใบไมผลิ  ใน

การเก็บใบชาตองเก็บยอดชาออนอยางระมัดระวังเพื่อไมใหใบชาช้าํ  ใบชาคุณภาพดีจะเปนสวน

ยอดออนที่มวนตัวอยูที่ปลายกิ่งแตละกิง่ของตนชา  และใบออน 2 ใบแรกเทานั้น  นอกนั้นจะเปน

ใบที่แก  จัดวาเปนใบชาทีม่คีุณภาพดอย  หลงัจากเกบ็ใบชาแลวจะไมมีการผึ่งใบชาหรือผ่ึงเพียง

ชวงเวลาสัน้ๆ แลวใหความรอนทนัทเีพื่อทาํลายเอนไซมในใบชา  ซึ่งทาํใหสาร catechins ที่สําคญั

ในการออกฤทธิ์ทางเภสัชวทิยาของชาเขียวไมถูก oxidation เปลี่ยนแปลงไปเปน theaflavins และ 

thearubigins  อยางเชนที่เกิดขึ้นในกระบวนการหมักของชาดําและชาอูหลง  ข้ันตอนในการผลิต

ชาเขียวประกอบดวย 3 ข้ันตอนหลัก คือ  

1. การใหความรอนโดยใชไอน้ํา (steaming) หรือค่ัวในกระทะ (panfiring)   

2. การนวดคลึง (rolling) เพื่อใหเนื้อเยื่อของใบชาถูกทาํลายทําใหสารตางๆ ในใบชาแตก

ตัวงายในขณะที่ชงน้าํชา  

3. การอบแหง (drying) เพื่อนําความชืน้ออกจากใบชา 

ในการผลิตชาเขียวเพื่อยืดอายุการเก็บรักษาไวไดนานๆ  จาํเปนตองผานขั้นตอนการนวด

คลึงและการอบแหงหลายๆ คร้ัง   สําหรับความแตกตางของชาเขียวจีนและญี่ปุนจะอยูที่กรรมวิธี

การผลิตในข้ันตอนการใหความรอนที่แตกตางกนั  โดยจนีจะใชวิธีคั่วใบชาในกระทะ  สวนญี่ปุนให

ความรอนโดยใชไอน้ํา  แตจากนัน้กจ็ะนาํมานวดคลึงและอบแหงเชนเดียวกนั (ดาเรศ บรรเทิงจิตร, 

2547) 
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สวนประกอบทางเคมขีองชาเขียว 
 ในชาเขียวมีสาร polyphenols อยูหลายชนิด เชน flavanols flavandiols ซึ่งสารเหลานี้

อาจมีมากถงึ 30 % ของน้ําหนกัแหง  โดย polyphenols ที่มีมากที่สุดในชาเขียว คือ flavanols 

หรือที่เรียกกันทั่วไปวา catechins   สําหรบั catechins ที่สําคัญในชาเขียว ไดแก  

 1. (-) – epigallocatechin-3-gallate (EGCG) 

 2. (-) – epigallocatechin (EGC) 

 3. (-) – epicatechin-3-gallate (ECG) 

 4. (-) – epicatechin (EC) 

 catechins ชนิดที่มมีากที่สุดในชาเขียว คือ epigallocatechin gallate และยังเปนสาร 

catechins ชนิดที่มฤีทธิ์ทางเภสัชวทิยาเดนชัดเจนมากกวาตัวอื่นๆ ดวย  โครงสรางทางเคมแีละ

ปริมาณสาร catechins ชนดิตางๆ ที่สําคญัในชาเขียวแสดงไวในรูปที ่1  นอกจากนี้ในชาเขียวยงัมี

สารอื่นๆ อีก เชน caffeine,  theobromine,  theophlline,  theanine,  fluoride,   amino butyric 

acid,    polysaccharide,  วิตามนิตางๆ เชน วิตามนิเอ  วิตามนิซ ี วิตามนิอ ี(ดาเรศ บรรเทิงจิตร, 

2547; Yang and Wang, 1993; Kuroda and Hara, 1999)  

ฤทธิ์ทางเภสชัวิทยาของ catechins ในชาเขยีว 
1. ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ (antioxidant / free radical scavenging effect) 
ขอดีหรือประโยชนสวนใหญของชาเขียว  เกิดจากฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของ catechins 

โดยสารเหลานี้สามารถจับกับอนุมูลอิสระทั้ง reactive oxygen และ nitrogen species   รวมทั้ง

ยังสามารถจับกับ metal ions ทําใหชวยลดการเกิดอนุมลูอิสระไดอีกดวย (Koo and Cho, 2004)   

ความสามารถของ catechins ในใบชาตอการยับยัง้การเกิด lipid peroxidation ภายในเซลลจาก

การทดลองแบบ in vitro  เรียงตามลาํดับไดดังนี้   EGCG >  EGC ≥   ECG >  EC  (Murakami 

et al., 2002)   นอกจากนีย้ังมีงานวจิัยอื่นที่แสดงใหเหน็วา ผูที่ดื่มชาเขียวจะทําใหความสามารถใน

การตานอนุมลูอิสระในพลาสมาเพิม่ข้ึน เนื่องจากความสามารถของสาร catechins ในการจบั

อนุมูลอิสระ ทาํใหชะลอการใชสารตานอนุมูลอิสระที่มีอยูในรางกายใหชาลง เปนการเสริมฤทธิ์

ตานอนมุูลอิสระของรางกาย ชวยลดความเสียหายจากปฏิกิริยา oxidation ที่เกดิขึ้นกับโมเลกุล

ขนาดใหญในรางกาย เชน DNA ไขมัน โปรตีน (Rietveld  and Wiseman, 2003) 

2. ฤทธิ์ตานมะเร็ง (anticancer effect) 
 ขอมูลที่ไดจากการศึกษาทางวทิยาศาสตรทั้งในหลอดทดลอง สัตวทดลอง  และทาง

ระบาดวิทยา  แสดงใหเห็นวาสาร catechins ในชาเขียวสามารถยบัยั้ง  ปองกันการเกิดและการ

เจริญของมะเร็งไดหลายชนดิ เชน มะเร็งกระเพาะอาหาร มะเร็งหลอดอาหาร มะเร็งเตานม มะเรง็
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ปอด มะเร็งผวิหนัง มะเร็งตอมลูกหมาก มะเร็งตับ เปนตน (Kuroda, 1999) โดยกลไกในการตาน

มะเร็งของชาเขียวมีการนําเสนอไวหลายกลไก  ที่สําคญัที่สุด คือ ฤทธิ์ตานอนุมลูอิสระของสาร 

catechins ในชาเขียว  โดยสารเหลานี้จะไปจับกับ promoters หลายชนิดที่ทาํใหเกิดมะเร็ง  หรือ

ไปจับกับสารกอมะเร็งที่มีคณุสมบัติ electrophilic รวมทั้งยังสามารถจับกับอนุมูลอิสระที่เกิดจาก

การสัมผัสกับรังสหีรือแสงยวูีได (Yang and Wang, 1993; Kuroda and Hara, 1999)  นอกจากนี้

ยังมีกลไกตานมะเร็งอืน่ๆ  อีกที่มกีารนาํเสนอไว เชน  

 - สามารถยับยั้งการสราง nitroso compounds  ซึ่งเปนสารกอมะเรง็ที่มฤีทธิ์แรง  โดยการ

ยับยั้งปฏิกิริยา nitrosation   ที่เกิดขึ้นในทางเดนิอาหาร (Yang and Wang, 1993) 

  - สามารถยับยั้งเอนไซมหลายชนิด   ทีเ่กีย่วของกับการเปลี่ยนแปลงสารกอมะเร็งทีย่ังไมมี

ฤทธิ์ใหกลายเปนสารกอมะเร็งที่มีฤทธิ ์(Muto et al., 2001) 

- สามารถเหนีย่วนาํใหเกิดการตายของเซลลมะเร็งแบบ apoptosis  จากหลายกลไก   เชน   

  • EGCG สามารถยับยัง้ TNF-α gene expression  (Taraphdar, 2001) 

  • EGCG สามารถเหนีย่วนาํ cell cycle arrest  ในชวง G0/G1 phase (Lambert 

and Yang, 2002) 

 - สามารถยับยั้งกระบวนการ metastasis ของเซลลมะเร็ง เชน จากกลไกที่ EGCG 

สามารถยับยัง้การทาํงานของเอนไซม collagenases ได (Kuroda and Hara, 1999)  

- สามารถยับยั้งกระบวนการ angiogenesis โดยไปรบกวนการทํางานของเอนไซม serine 

proteinases, metalloproteinases และ vascular endothelial growth factor (Koo and Cho, 

2004) 

3. ฤทธิ์ตานการกลายพันธุ (antimutagenic effect) 
 ฤทธิ์ตานการกลายพนัธุของ catechins ที่มีอยูในชาเขียวสามารถตรวจพบไดในหลาย 

microbial  systems เชน S. typhimurium,  B. subtilis,  และ  E. coli (Kuroda and Hara, 

1999)  สําหรับใน mammalian cell systems  งานวิจัยของ Kuroda (1996) แสดงใหเหน็วา  

ECG และ EGCG สามารถยับยัง้การกลายพนัธุที่เหนีย่วนาํโดย 4-Nitroquinolin 1-oxide  ใน

เซลล Chinese hamster V79  เมื่อให catechins หลงัจากให 4-Nitroquinolin 1-oxide  แลว  ซึ่ง

ผูวิจัยคาดวาฤทธิ์ตานการกลายพนัธุของ catechins ภายในเซลลเกิดจากสารนี้สามารถปองกนั

หรือยับยัง้ reactive molecule ที่ทาํใหเกิดการกลายพันธุ   รวมทัง้ชวยซอมแซมความเสยีหายที่

เกิดขึ้นในกระบวนการ tumor promotion และ progression นอกจากนี้ใน in vivo animal tests  

ก็ยืนยันฤทธิ์ตานการกลายพันธุของชาเขยีวเชนเดียวกนั โดยพบวาหนูขาวที่ไดรับน้ําสกัดจากชา

เขยีว 24 ชั่วโมงกอนฉีด aflatoxin B1  สามารถยับยัง้การเกิด  chromosome aberration  ในเซลล
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ไขกระดูกจากการเหนี่ยวนาํโดย aflatoxin B1 ได  แตจะไมพบฤทธิ์การยับยัง้ดังกลาวในหนูกลุมที่

ไดรับชาดําหรอืกาแฟ (Ito et al., 1989) 

4. ฤทธิ์ตานแบคทีเรียหรอืไวรัส (antibacterium / antivirus effect) 
มีหลายงานวิจยัที่แสดงใหเหน็วา EGCG  และ catechins อ่ืนๆ ในชาเขียวมฤีทธิ์ตาน

แบคทีเรีย  และไวรัสได เชน 

 - EGCG สามารถเสริมฤทธิ์ ß-lactams  ในการกาํจดัเชื้อ MRSA  โดยคาดวาเกิดจาก 

EGCG สามารถจับกับ peptidoglycan  รบกวนความแข็งแรงของผนงัเซลล  เสริมฤทธิก์ารทาํลาย

ผนังเซลลของ ß-lactams (Zhao et al.,2001)   

 - EGCG สามารถยับยัง้ human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) ได  โดยไป

รบกวนวงจรชวีิตของ HIV-1 ในหลายขั้นตอน เชน ยับยัง้เอนไซม reverse transcriptase  ยับยั้ง

การจับของไวรัสกับผิวเซลล (Yamaguchi et al., 2002)  

5. ฤทธิป์องกนัการเกิด atherosclerosis (antiatherosclerotic effect) 
 สาร catechins ในชาเขียวสามารถปองกนัการเกิด atherosclerosis ใน apoprotein E-

deficient mice  โดยพบวาหนกูลุมที่ไดรับสารสกัดจากชาเขียวในน้าํดื่ม 0.8 กรัม / ลิตร  เปนเวลา 

14 สัปดาหสามารถลดพืน้ทีบ่ริเวณที่เกิด fatty streak lesion และน้ําหนักของเสนเลอืดแดง aorta 

ได 23 % เมื่อเทียบกับกลุมควบคุมที่ไดรับน้ําดื่มธรรมดา (Miura et al., 2001) 

6. ฤทธิใ์นการลดน้ําหนัก (antiobesity effect) 
 มีรายงานเกี่ยวกับประสิทธภิาพของชาเขียวในการลดน้าํหนักในหลายๆ งานวิจัย เชน งาน 

วิจัยของ Kao และคณะ (2000) แสดงใหเห็นวาการให EGCG ขนาด 85 mg/kg  ทาง IP แกหนู

ขาว Sprague Dawley เพศผูเปนเวลา 7 วันน้ําหนกัของหนูลดลงกวาน้ําหนกัเริ่มตน 15-21% โดย

พบวาหนูในกลุมที่ไดรับ EGCG จะกนิอาหารไดนอยกวากลุมควบคมุ นอกจากนีย้ังมีการนาํเสนอ

กลไกอื่นๆ ในการลดน้ําหนกัของ catechins ในชาเขียว  เชน   

- catechins สามารถยับยัง้เอนไซม catechol O-methyltransferase (COMT)  ซึ่งเปน

เอนไซมทีท่ําลาย norepinephrine  ดังนัน้ผลของ norepinephrine ในการกระตุนใหเกดิ 

thermogenesis  และ fat metabolism จะยาวนานขึน้ (Dulloo et al., 1999) 

- EGCG และ ECG สามารถยับยัง้เอนไซม  fatty acid synthase ซึ่งเปนเอนไซมที่สําคัญ

ในกระบวนการสรางกรดไขมัน (Wang et al., 2003) 
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 นอกจากนี ้ catechins ในชาเขียวยังมฤีทธิ์ทางเภสัชวทิยาอืน่ๆ อีก เชน  ฤทธิต์านการ

อักเสบ (Koo and Cho, 1999)  ฤทธิ์ neuroprotective action (Levites et al., 1999) ฤทธิ์ในการ

ลดความดันโลหิต (Liu et al., 2003) มฤีทธิ์เปน immunomodulator (Matsunaga et al., 2002)

เปนตน    

ขอมูลดานเภสัชจลนศาสตรของ epigallocatechin gallate 
 การศึกษาเภสัชจลนศาตรของ EGCG ในผูที่รับประทาน EGCG และ polyphenon E 

(สารสกัดผสมของ catechins ในชาเขียวที่สกัด caffeine ออกแลว) แบบ single-dose ใน

การศึกษาของ Chew และคณะ (2001)  ไดขอมูลดังตารางที่ 1 

ตารางที่ 1   แสดงคาทางเภสัชจนศาสตรของ EGCG หลังจากให EGCG และ Polyphenon E โดย

การรับประทาน (Chow et al., 2001) 
 
parameter          200 mg                400 mg                            600 mg                              800 mg 

                            EGCG   Polyphenon E      EGCG   Polyphenon E       EGCG   Polyphenon E      EGCG   Polyphenon E 
AUC(min•μg/ml)    22.5±7.3       21.9±12.0        35.4±21.5    52.2±22.8        101.9±99.7     79.7±39.2      167.1±57.0    161.4±57.0   

Cmax(ng/ml)          73.7±25.3     72.7±66.4      111.8±98.6  125.3±50.4        169.1±139.6  165.7±126.9    438.5±284.4  377.6±149.8   

Tmax(min)            127.1±76.6   144.7±90.7      108.7±26.4  170.9±64.7        180.0±84.8    216.0±53.7      240.6±84.6    249.0±85.4    
 

 จากการศึกษานี้พบวา    การรับประทาน EGCG ทั้ง 2 สูตรที่ปริมาณ EGCG เทากนัจะให

ระดับสารนี้ในพลาสมาใกลเคียงกนั    การขจัด EGCG ออกจากรางกายสวนใหญขจัดทางน้ําดี  

สวน EGC และ EC ขจัดทางปสสาวะ    

 ตอมา Chow และคณะ (2003)  ไดศึกษาเภสัชจลนศาสตรของ EGCG และ polyphenon 

E แบบ multiple-dose  ในคนพบวาถาให EGCG และ polyphenon E ในขนาด 800 mg วันละ

คร้ัง  เปนเวลา 4 สัปดาห  จะทําใหคา AUC เพิ่มข้ึนมากกวา 60 %  แตถาใหในขนาด 400 mg วัน

ละ 2 คร้ัง  จะไมพบการเปลีย่นแปลงคาทางเภสัชจลศาสตรอยางมนียัสําคัญ 

 สําหรับชาเขียวทีน่ํามาชงดื่มกันทั่วไป  ในงานวิจัยของ Lee และคณะ (2002)  พบวา

หลังจากดื่มชาเขียวในรูปของแข็ง 20 mg/kg ชงกับน้าํรอน 200 ml  จะทําใหมคีา mean peak 

plasma EGCG level เทากบั 0.17 μM    

จากหลายๆ งานวิจยัแสดงใหเห็นวาการให EGCG โดยการรับประทานจะมีคา 

bioavailability ที่ต่ํามาก  คอื นอยกวา 1 %  เนื่องจากการดูดซึมตํ่าและมี first-pass metabolism 

สูง (Zaveri, 2003) 
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ขนาดรับประทานและความเปนพิษ 
 การดื่มชาเขียวโดยทัว่ไปมีความปลอดภัย  ไมมีผลขางเคียง  แตอยางไรก็ตามในชาเขียว

จะมี caffeine อยูดวย  ดังนัน้ถาดื่มมากเกนิไปอาจทําใหเกิดอาการนอนไมหลบั หงุดหงิด วิตก

กังวล ใจส่ันได  จากการทดลองหาปริมาณสารสําคัญในชาเขียวของ Yang and Wang (1993) 

จากชาเขียวของจีนผลิตภัณฑหนึ่งพบวาชาเขียว 1 ถวย (200 ml) ประกอบดวยสาร catechins

ตางๆ โดยประมาณดังนี้  EGCG 142 mg, EGC 65 mg, ECG 28 mg, EC 17 mg  และมี 

caffeine อยู 76 mg ทั้งนีป้ริมาณของสาร catechins ในชาเขียวจะมีความแตกตางกนัขึ้นอยูกบั

พันธุของชา  การปลูก  การเก็บ  การผลิต  รวมทัง้ขั้นตอนในการชงชาดวย  การดื่มชาเพื่อใหเกิด

ประโยชนตอสุขภาพโดยทัว่ไปขนาดรับประทานจะอยูในชวง 3-10 ถวยตอวนั  นอกจากนี้ใน

ปจจุบันยงัมกีารรับประทานสารสกัดชาเขยีวเพื่อสุขภาพ  โดยสารสกัดชาเขียวทีด่ีควรมีปริมาณ 

polyphenols ทั้งหมดไมต่ํากวา 80 %  ขนาดในการรับประทานตอวันประมาณ 500-1500 mg 

( Arjuna, 2000) 

สําหรับ EGCG ซึ่งเปน polyphenols ชนดิที่มีปริมาณมากที่สุดและมีฤทธิท์างเภสชัวิทยา

เดนชัดที่สุดในชาเขียว  มีการศึกษาความเปนพษิในหนู mouse โดยใหสารทางปาก  พบวา EGCG 

มีคา LD50 เทากับ 2,170 mg/kg (NLM, 2004)  สวนความเปนพิษในคนมีรายงานการเกิด green 

tea – induced asthma ในคนงานผลติชาเขียว  ซึง่จากงานวิจัยของ Shirai และคณะ (1997)  

แสดงใหเหน็วา EGCG สามารถเหนี่ยวนาํใหเกิดการหลัง่ histamine ไปมีผลตอหลอดลมทําใหเกิด 

asthma ในบุคคลที่สัมผัสได  จัดเปน allergy type I  
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ลูกโซการหายใจและการสังเคราะห ATP ในไมโตคอนเดรีย 

เมื่อรางกายไดรับสารอาหารที่ใหพลังงานจาํพวกคารโบไฮเดรต  ไขมนั  และโปรตีน  ซึ่งจะ

ถูกยอยสลายไดเปนสารโมเลกุลขนาดเล็ก  จากนัน้สารโมเลกุลขนาดเล็กเหลานี้จะถกูดูดซึมเขาสู

กระแสเลือดไปยังเซลลตางๆ ทั่วรางกาย  ภายในเซลลก็จะมกีารเปลี่ยนแปลงสารที่ไดรับดวย

กระบวนตางๆ  ทําใหได  ATP (adenosine triphosphate)          ซึ่งเปนสารที่ใหพลังแกเซลล  โดย 

ออกาเนลทีท่ําหนาที่สําคัญในการสรางพลงังานนี้ก็คอื ไมโตคอนเดรีย 

สารอาหารพวกคารโบไฮเดรตจะถูกยอยไดเปน monosaccharide ที่สําคัญคือ กลูโคส   

กลูโคสจะถูกเปล่ียนแปลงดวยกระบวนการ glycolysis ภายในไซโตพลาสซึมของเซลลทําใหไดเปน

pyruvate  จากนัน้ pyruvate จะผานเขาสูไมโตคอนเดรีย  ภายในไมโตคอนเดรีย pyruvate จะถูก

เปลี่ยนแปลงตอไปไดเปน Acetyl CoA (acetyl coenzyme A)  ซึ่งเปนตัวกลางที่สําคัญเขาสู      

วัฏจักรเครบส  สวนไขมนัจะถูกยอยไดเปนกรดไขมัน จากนัน้กจ็ะผานกระบวนตางๆ เปลี่ยนแปลง

ไดเปน  Acetyl CoA  เขาสูวัฏจักรเครบสเชนเดียวกนั       สําหรบัโปรตีนเมื่อถกูยอยแลวจะได  

กรดอะมิโน ซึ่งสวนใหญจะถูกนําไปสรางเนื้อเยื่อสวนตางๆ ของรางกาย  แตสวนที่เกนิความ

ตองการจะถูกนําไปสรางเปนกลูโคสหรือกรดไขมันเก็บสะสมในรางกาย  หรืออาจถกูเปลี่ยนแปลง

ไปเปน Acetyl CoA   แลวสงเขาสูวัฏจกัรเครบสเชนกัน (รูปที่ 3)     หลังจากการเปลี่ยนแปลงโดย 

วัฏจักรเครบสจะทําใหไดคารบอนไดออกไซด  น้ํา  และที่สําคัญคอื พลังที่ปลอยออกมาในรูป 

reducing equivalent (hydrogen หรือ อิเลคตรอนทีม่ีพลังงานสงู)  ซึง่ม ี NAD+, NADPP

+, และ 

FAD มารับ  กลายเปน NADH, NADPH และ FADH  ตามลําดับ  จากนั้น NADH และ FADH   

จะถายทอด reducing equivalent ไปให O   โดยอาศัย respiratory chain หรือ electron 

transport chain  ที่อยูในเมมเบรนชัน้ในของไมโตคอนเดรีย  พลงังานที่เกิดขึ้นจากการถายทอด

อิเลคตรอนจะถูก ATP synthase นาํไปสราง ATP จาก ADP และ Pi  วิธีการสราง ATP นี้เรียกวา 

oxidative phosphorylation  (พัชรา วีระกะลัส, 2544; Garrett and Grisham, 1999; Lodish et 

al., 2004) 

2 2

2
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Stage 1. Bulk food is 

digested in the mouth, 

stomach, and small 

intestine to yield small 

molecules. 

Stage 2. Sugar, fatty acid, and 

amino acid molecules are 

degraded in the cytoplasm of 

cells to yield acetyl-SCoA. 

Stage 3.  Acetyl-SCoA is 

oxidized inside mitochondria 

by the citric acid cycle to yield 

CO2 and reduced coenzymes. 

Stage 4. The energy transferred to the 

reduced coenzymes in stage 3 is used to 

make  ATP by the coupled pathways of 

electron transport and oxidative 

phosphorylation. 

 
                                                        

รูปที่ 3   แสดงความสมัพนัธของกระบวนการสลายสารอาหาร, citric acid cycle หรือ Krebs 

cycle,  electron transport chain  และปฏิกิริยา oxidative phosphorylation (McMurry and 

Castellion, 1995)  
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ลักษณะและโครงสรางของไมโตคอนเดรีย 
 ไมโตคอนเดรียเปนออกาเนลในเซลลยูคารีโอต  มีขนาด รูปรางและปริมาณแตกตางกนัไป

ในแตละเซลล  ข้ึนอยูกบัอวัยวะที่เซลลนั้นอยูและอัตราการเมแทบอลิซึมของเซลล   เชน             

ไมโตคอนเดรียที่ตับจะมีรูปรางคอนขางกลม (nearly spherical)  สวนไมโตคอนเดรียที่กลามเนือ้

หัวใจมีรูปรางยาวหรือทรงกระบอก (long or cylindrical) รวมทั้งยังมีจํานวนของ cristae ภายใน

ไมโตคอนเดรียมากกวา  ไมโตคอนเดรียที่เซลลตับของสัตวเลี้ยงลกูดวยนมจะมจีํานวนอยูระหวาง 

800-2,000 ไมโตคอนเดรีย แตในเซลลเม็ดเลอืดแดงที่เจริญเต็มที่แลวจะไมมีไมโตคอนเดรีย 

(Devlin, 2002) หรือใน sperm cell จะมีไมโตคอนเดรียเพียง 50-75 ไมโตคอนเดรีย (Metzler, 

2003)  โดยทั่วไปไมโตคอนเดรียมีขนาดกวางประมาณ 0.5 μm และยาวประมาณ 1 μm 

(Voet,1990)     มีเยื่อหุมลอมรอบ 2 ชั้น (รูปที่ 4 ) คือ  

1. เยื่อหุมชัน้นอก (outer membrane)  เปนเยื่อทีม่ีลักษณะผิวเรยีบ  ประกอบดวยไขมัน 

30-40 % , โปรตีน 60-70 % (Devlin, 2002)  โดยที่เยื่อหุมชัน้นอกนี้จะมีโปรตีนที่วางตัวทําใหเกิด

ชองใหสารผานไดแบบไมเฉพาะเจาะจงที่เรียกวา porin อยู  ทาํใหเยื่อหุมชัน้นอกมีคณุสมบัติยอม

ใหสารทีม่ีโมเลกุลขนาดเล็กกวา 10,000 daltons ผานไดอยางอิสระ (Voet,1990) นอกจากนี้ใน
โครงสรางจะมสีวนที่เชื่อมติดตอกันระหวางเยื่อหุมชัน้นอกและเยื่อหุมชั้นในเรียกวา contract site  

และที่บริเวณนี้จะมีโครงสรางคลายทอที่เรียกวา mitochondrial permeability transition pore 

(PTP)  (รูปที่ 5 และ 6) ซึ่งในสภาพที่เปดจะยอมใหสารที่มีน้าํหนกัโมเลกุลตํ่าจนถึงน้ําหนกัโมเลกลุ 

1,500  daltons สามารถผานเขาออกระหวาง matrix กับไซโตพลาสซึมอยางอิสระ  โดยปจจัยทีจ่ะ

ทําให PTP เปดได เชน แคลเซียมที่สะสมอยูในไมโตคอนเดรีย สภาวะที่ม ี mitochondrial 

transmembrane potential ต่ํา   เอนไซมสําคัญที่อยูในเยื่อหุมชัน้นอก คือ monoamine oxidase  

ซึ่งเปน marker ของเยื่อหุมชั้นนอกของไมโตคอนเดรีย (Szewczyk and Wojtczak, 2002)  และ

นอกจากนีย้ังมีชองวางที่อยูระหวางเยื่อหุมชั้นนอกและชั้นในเรียกวา intermembrance space  ซึ่ง

จะเปนสวนหนึ่งที่เกีย่วของกับกระบวนการสราง ATP   

2. เยื่อหุมชั้นใน (inner membrane)  เปนเยื่อหุมที่มีพืน้ที่ผิวมากกวาชั้นนอก  เนือ่งจาก

เยื่อหุมในชัน้นีจ้ะพับไปพับมายื่นเขาไปในสวนของ matrix  ซึ่งจะเรยีกลักษณะเชนนีว้า cristae  

เยื่อหุมชัน้นี้จะประกอบดวยโปรตีนเปนสวนใหญประมาณ 80%  มีคุณสมบัติไมยอมใหสารและ   

อิออนตางๆ ผานเขาออกไดอยางอิสระ แตจะใหเฉพาะ O2, CO2, H2O และ NH3 ผานเขาออก

อยางอิสระ  สวนสารจําพวก hydrophilic metabolites และ inorganic ions ที่สําคัญตอ

กระบวนการชวีเคมีของเซลลจะสามารถผานเยื่อหุมชั้นในไดโดยอาศัย specific channels และ 

carrier protein  ที่อยูในเยือ่ช้ันนี ้  นอกจากนี้ที่เยื่อหุมชั้นในยังมีเอนไซมตางๆ ทีท่ําหนาทีเ่ฉพาะ 
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เชน respiratory chain enzyme, ATP synthase (Devlin, 2002; Szewczyk and Wojtczak, 

2002) ดังตารางที่ 2 

ตารางที่ 2  แสดงเอนไซมชนิดตางๆ ในแตละสวนของไมโตคอนเดรีย (Devlin, 2002) 

Outer Membrane Intermembrane 

Space 

Inner Membrane Matrix 

Monoamine oxidase 

Kynurenine hydroxylase 

Nucleoside diphosphate 

     kinase 

Phospholipase A 

Fatty acyl-CoA    

     Synthetases 

NADH:cytochrome-c   

     reductase 

 (rotenone-insensitive) 

Cholin  

     phosphotransferase 

Adenylase kinase 

Nucleoside  

     diphosphate  

     kinase 

Succinate  

     dehydrogenase 

F1F0 ATP synthase 

NADH dehydrogenase 

β-hydroxybutyrate  

     dehydrogenase 

Cytochromes 

     b,c1,c,a,a3

Carnitine:acyl-CoA  

     transferase 

Adenine nucleotide   

     Translocase 

Mono-,di-,and  

     tricarboxylate  

     translocase 

Glutamate-aspartate  

     Translocase 

Glycerol 3-phosphate 

     dehydrogenase 

Pyruvate  

     dehydrogenase 

Citrate synthase 

Isocitrate  

     dehydrogenase 

α-Ketoglutarate  

     dehydrogenase 

Aconitase 

Fumarase 

Succinyl-CoA  

     synthetase 

Malate dehydrogenase 

Fatty acid β-oxidation 

     system 

Glutamate  

     dehydrogenase 

Glutamate- 

     oxaloacetate  

     transaminase 

Ornithine    

     transcarbamoylase 

Carbamoyl phosphate 

     synthetase I 

Heme synthesis enzymes 
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 สวนภายในไมโตคอนเดรียจะเรียกวา matrix  ภายในจะประกอบไปดวยเอนไซมตางๆ 

ในวัฏจักรเครปส  ยกเวนเอนไซม succinate dehydrogenase จะอยูที่เยื่อหุมชัน้ในของ             

ไมโตคอนเดรีย  เอนไซมตางๆ ในกระบวนการ fatty acid oxidation  นอกจากนีย้ังม ี

mitochondrial DNA (mtDNA), ribosome, และโปรตีนที่จาํเปนในกระบวนการ transcription 

ของ mtDNA และกระบวนการ translation ของ mRNA (Devlin, 2002)  

 ไมโตคอนเดรียเปนออกาเนลนอกนวิเคลียสชนิดเดียวทีม่ี DNA เปนของตนเอง มลัีกษณะ

เปน circular DNA ที่บรรจุคําสั่งของ polypeptide chains ประมาณ 24 polypeptides ซึ่งจะเปน

สวนประกอบของ complex ตางๆ ในลูกโซการหายใจหรือเปนสวนสําคัญอื่นๆ ของ energy-

coupling machinery   แตอยางไรก็ตามโปรตีนสวนใหญในไมโตคอนเดรียจะสงัเคราะหจาก DNA 

ในนวิเคลียสแลวจึงขนสงเขาสูไมโตคอนเดรียดวยกลไกที่ซับซอน (Szewczyk and Wojtczak, 

2002) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4   แสดงลักษณะและโครงสรางของไมโตคอนเดรีย (Lodish et al., 2004) 
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รูปที่ 5   แสดงโครงสรางและสวนประกอบที่สําคัญของไมโตคอนเดรีย (Szewczyk and Wojtczak, 

2002) 

 

        
รูปที่ 6   แสดงลักษณะและสวนประกอบของ permeability transition pore (PTP)  ภาพดานขวา

แสดงใหเหน็วา PTP จะอยูบริเวณ contact site ซึ่งเชื่อมระหวางเยื่อหุมชัน้ในและชั้นนอกของ     

ไมโตคอนเดรีย  สวนภาพดานซายแสดงใหเห็นสวนประกอบบริเวณ contact site ไดแก 

peripheral benzodiazepine receptor, HK : hexokinase, ANT : adenine nucleotide 

translocase, CK : creatine kinase (พบในไมโตคอนเดรียของเซลลกลามเนื้อ), CpD : 

cyclophilin D (เปนบริเวณที ่cyclosporine A มาจับได) 
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สวนประกอบของ respiratory chain 
 ในชวงป ค.ศ. 1948-1950 Eugene  Kennedy และ Albert  Lehninger ไดแสดงใหเห็น

วากระบวนการสราง ATP จะเกิดคูกับปฏิกิริยา oxidation (oxidative phosphorylation) และ

กระบวนการนีเ้กิดขึ้นภายใน mitochondria  ซึ่งในปจจุบนัเปนทีท่ราบกนัดวีาในสวนของ 

oxidation จะเกิดขึ้นโดย electron transport chain หรือ respiratory chain และในสวนของ 

phosphorylation จะเกิดขึ้นโดยเอนไซม ATP synthase (Zubay, 1993) 

  Electron transport chain ในไมโตคอนเดรียประกอบดวยตัวขนสงอิเลคตรอนชนดิตางๆ  

จัดเรียงตัวกนัอยูในรูปของ complex ตางๆ 4 complex อยูในเยื่อหุมชั้นในของไมโตคอนเดรีย  ทํา

หนาที่ในการขนสงอิเลคตรอนจาก NADH และ FADH2 ไปยังออกซิเจน   แตละ complex ประกอบ 

ดวยเอนไซมหลักที่เรงปฏิกิริยาการขนสงอิเลคตรอน, ตัวขนสงอิเลคตรอนที่มี prosthetic group, 

และโปรตีนโครงสรางที่ทาํให complex คงรูปอยูได นอกจากนี้ยงัมตีัวขนสงอิเลคตรอนขนาดเลก็  

ทําหนาที่ขนสงอิเลคตรอนระหวาง complex ไดแก cytochrome c และ coenzyme Q หรือ 
ubiquinone  (พัชรา วีระกะลัส, 2544) 

 ตัวขนสงอิเลคตรอนใน electron transport chain ไดแก (Garrett and Grisham, 1999; 

Zubay, 1993) 

 1. flavoprotein เปนโปรตีนที่ม ี prosthetic group เชื่อมอยู  prosthetic group ไดแก 

flavin mononucleotide (FMN) เปน prosthetic group ของ flavoprotein ของ complex I  และ 

flavin adenine dinucleotides (FAD) เปน prosthetic group ของ flavoprotein ของ complex II 

(รูปที่ 7) 

 2. coenzyme Q หรือ ubiquinone (CoQ หรือ UQ)  เปนโมเลกุลขนาดเล็กสามารถ

เคลื่อนที่ไดในชั้นไขมัน  ทําหนาที่รับสงอิเลคตรอนระหวาง complex I, II และ III  (รูปที ่8) 

 3. cytochrome  เปนโปรตนีที่ม ีheme เปน prosthetic group ไดแก  cytochrome b, c, 

c1, a, และ a3   ทําหนาทีรั่บสงอิเลคตรอนไดคร้ังละ 1 ตัว  โดย cytochrome เมื่ออยูในสภาพ

ออกซิไดซ  โมเลกุลของเหล็กจะอยูในรูปเฟอริก (Fe3+)  และเมื่อไดรับอิเลคตรอนมา 1 ตัวจะ

กลายเปน cytochrome ที่อยูในสภาพรีดิวซ  โมเลกุลของเหลก็จะอยูในรูปเฟอรัส (Fe2+)  ซึ่งเมื่อสง

อิเลคตรอนไป 1 ตัวก็จะกลายเปน cytochrome ที่อยูในสภาพออกซิไดซตามเดิม (รูปที ่9) 

 4. Iron-sulfur protein เปนโปรตีนทําหนาที่ขนสงอิเลคตรอนที่มีเหล็กเปนสวนประกอบแต

เหล็กไมไดอยูในรูป heme เหมือนกับ cytochrome  แตใน Fe-S โปรตีนนี้อะตอมของเหล็กจะจบั

อยูกับอะตอมของซัลเฟอรดวยพนัธะโควาเลนตแลวเกิดเปน Fe-S center  การรับสงอิเลคตรอนทํา

ใหเกิดการเปลีย่นแปลงระหวาง Fe2+ และ Fe3+ (รูปที่ 9) 
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 5. Protein-bound copper  จะขนสงอเิลคตรอนครั้งละ 1 อิเลคตรอน  ซึง่ทาํใหมีการ

เปลี่ยนแปลงระหวาง Cu+ และ Cu2+

 
 

รูปที่ 7   แสดงลักษณะโครงสรางของ flavin mononucleotide (FMN) ซึ่งเปน prosthetic group 

ของ flavoprotein ของ complex I  และ flavin adenine dinucleotides (FAD) ซึ่งเปน prosthetic 

group ของ flavoprotein ของ complex II  (Zubay, 1993) 

 
 

รูปที่ 8   แสดงการเกิดปฏิกิริยา reduction ของ Coenzyme Q (Voet, 1990) 
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รูปที่ 9   ดานซายแสดงลักษณะโครงสรางของ iron-sulfur protein แตละชนิดที่เปนสวนประกอบ

ของลูกโซการหายใจ  สวนดานขวาแสดงลักษณะโครงสรางของ Heme a, b และ c ซึ่งเปน

สวนประกอบของ cytochrome a, b และ c ตามลําดับ  (Voet,1990) 
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 สับสเตรทที่ไมโตคอนเดรียสามารถออกซิไดซ และทําใหมีการสงผานอิเลคตรอนเขาสู

ตําแหนงตางๆ ของลูกโซการหายใจแบงเปน 2 พวก คือ 

 1. NAD+-linked substrates เชน glutamate, malate, pyruvate, α-ketoglutarate เปน

สับสเตรทที่เมือ่เกิดการเปลีย่นแปลงโดยปฏิกิริยาในไมโตคอนเดรียโดยวัฏจักรเครบสจะปลดปลอย

ไฮโดรเจนอะตอม (2H+) ไปรีดิวซ NAD+ ไดเปน NADH + H+ ซึ่งจะใหอิเลคตรอนเขาสู respiratory 

chain ที่ complex 1 

 2. FAD-linked substrates ไดแก succinate ไฮโดรเจนอะตอม (2H+) ที่ปลดปลอย

ออกมาจะไปรดีิวซ FAD ไดเปน FADH2  ใหอิเลคตรอนเขาสู respiratory chain ที่ complex II หรือ

เขาสู coenzyme Q โดยตรง (Mathews and Holde,1990 ; Lehninger et al.,2000) 

การถายทอดอิเลคตรอนใน respiratory chain (Devlin, 2002; Voet,1990) 

 อิเลคตรอน หรือ reducing equivalent (ใน NADH หรือ FADH2) ถูกถายทอดไปยังสารที่

มีคา  redox potential (E0)  เปนบวกเพิ่มข้ึนตามลําดับ          ทาํใหระหวางถายทอดอิเลคตรอนมี 

พลังงานปลอยออกมา  สารสุดทายที่มารับอิเลคตรอน คือ O2 ซึ่งจะกลายเปน H2O ดังรูปที่ 11 

 โดยในตอนแรกสับสเตรทที่ไดจากการเปลีย่นแปลงสารอาหารที่ใหพลังงานตางๆ จะอยูใน

สภาพถูกรีดิวซ  จากนัน้จะถูกออกซิไดซโดยจะสงอิเลคตรอนไปยัง coenzyme NAD+และ FAD 

เกิดเปน NADH หรือ FADH2 ซึ่งจะสงอิเลคตรอนตอไปใหกับ complex ตางๆ ในลูกโซการหายใจ 

ซึ่งประกอบดวย 4 complex ดังนี ้(รูปที่ 10) 

1. complex I หรือ NADH dehydrogenase หรือ NADH-ubiquinone oxidoreductase   

ทําหนาที่ออกซิไดซ NADH ที่อยูใน matrix ของไมโตคอนเดรีย แลวสงอิเลคตรอนตอไปให 

coenzyme Q   โดยเริ่มแรก FMN จะรับอิเลคตรอนจาก NADH  จากนั้นจะสงตอให Fe3+ ใน Fe-S 

protein  ซึ่งอิเลคตรอนจาก Fe-S protein ก็จะถูกสงตอไปยัง coenzyme Q 

2. complex II หรือ succinate dehydrogenase หรือ ubiquinone oxidoreductase ทํา

หนาที่ออกซิไดซ succinate  ไดเปน fumarate และอิเลคตรอน  ซึ่งอิเลคตรอนจะถูกสงไปให FAD  

แลวผานไปตาม Fe-S centers  เพื่อสงตอไปให coenzyme Q 

3. complex III หรือ cytochrome bc1 complex หรือ ubiquinol-cytochrome c 

oxidoreductase  ประกอบดวย cytochrome b, cytochrome c1 และ iron-sulfur protein ทํา

หนาที่ในการขนสงอิเลคตรอนจาก coenzyme Q ไปยัง cytochrome c 

cytochrome c เปนตัวขนสงอิเลคตรอนที่เคลื่อนที่ได มีคุณสมบัติเปน hydrophilic 

protein  ขนาดเล็ก  อยูบนผิวดานนอกของเยื่อหุมไมโตคอนเดรียชั้นใน  เมื่อ cytochrome c จับ

กับ complex III จะไดรับอิเลคตรอนทําใหกลายเปน reduced cytochrome c  จากนัน้จะเคลื่อนที่
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ไปตามผิวของเมมเบรนจับกบั subunit II ของ complex IV หรือ cytochrome c oxidase  แลวสง

ตออิเลคตรอนให CuA site  

4. complex IV หรือ cytochrome c oxidase  ทําหนาที่ในขนสงอิเลคตรอนจาก 

cytochrome c ไปยังโมเลกลุของออกซิเจนทาํใหออกซิเจนถูกรีดิวซกลายเปนน้าํ โดยเริ่มจาก CuA 

รับอิเลคตรอนจาก cytochrome c  สงตอไปยัง cytochrome a และ cytochrome a3-CuB  แลวสง

ใหออกซิเจนในที่สุด   

B

 

 

 
 

รูปที่ 10   แสดงสวนประกอบและการถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจของไมโตคอนเดรีย 

(Lodish et al., 2004)  
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รูปที่ 11   แสดงการเปลี่ยนแปลง redox potential และ free energy ระหวางขั้นตอนการขนสง

อิเลคตรอนผานลูกโซการหายใจ (Lodish et al., 2004) 
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รูปที่ 12   แสดงสรุปการเกิด aerobic oxidation ของ pyruvate และ fatty acid, electron 

transport chain และการสราง ATP ที่เกดิขึ้นภายในไมโตคอนเดรีย (Lodish et al., 2004) 
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การสังเคราะห ATP 
Chemiosmotic theory  

 กลไกของการเกิด oxidative phosphorylation เพื่อทําใหเกิดการสังเคราะห ATP มหีลาย

ทฤษฎี  โดยทฤษฎีที่ไดรับการยอมรับมากที่สุด คือ chemiosmotic  hypothesis ซึ่งนาํเสนอโดย 

Peter Mitchell ในป 1961  โดยกลาวไววา พลังงานที่ไดจากการขนสงอิเลคตรอนในลูกโซการ

หายใจจะถกูนาํไปใชในการผลักโปรตอนจากใน matrix ของไมโตคอนเดรียออกสู intermembrane 

space  ซึ่งทําใหเกิด electrochemical gradient ระหวางเยื่อหุมชัน้ในของไมโตคอนเดรีย     และ

จาก gradient ที่เกิดขึ้นนี้ทาํใหเกิดเปน electrochemical potential หรือ proton-motive force  

เปนแหลงพลงังานนาํไปใชสราง ATP (Voet,1990) 
 การเกิด proton-motive force  
 ในกระบวนการถายทอดอิเลคตรอนจาก NADH และ FADH2 ไปยังออกซิเจน  การขนสง

อิเลคตรอนผาน complex I, III และ IV  จะเกิดพลงังานนําไปใชในการผลักโปรตอนจากใน matrix 

ออกสู intermembrane space  การขนสง 2 อิเลคตรอนจาก 1 NADH จนถงึออกซิเจนจะมีการ

ผลักโปรตอนออกไป 10 โปรตอน (complex I ผลักได 4 โปรตอน, complex III ผลักได 4 โปรตอน 

และcomplex IV ผลักได 2 โปรตอน)  แตถาเปนการขนสงอิเลคตรอนจาก FADH2 ไปยังออกซิเจน 

โดยไมผาน complex I ก็จะผลักโปรตอนออกไปไดเพียง 6 โปรตอน การผลักโปรตอนดังทีก่ลาว

มาแลวมีผลทาํใหดานนอกมีโปรตอนมากกวาดานใน matrix (chemical gradient) และทําใหดาน

นอกมีประจุบวกมากกวาดานใน (electrical gradient)  หรือรวมเรยีกวาเกิด electrochemical 

gradient ซึ่งเปนพลงังานเชงิเคมีไฟฟาที่เรียกวา  electrochemical potential หรือ proton-motive 

force นั่นเอง  และเมื่อโปรตอนจาก intermembrane space ไหลกลบัสู matrix ทางเอนไซม ATP 

synthase (F1-FO-ATPase)  พลังงานดงักลาวจะถูกเปลีย่นรูปนาํไปใชในการสงัเคราะห ATP จาก 

ADP + Pi  ดังสมการ  

                                           ATP synthase (F1-FO-ATPase) 
 

  ATP + H2O                                                 ADP + Pi + H+

 ปฏิกิริยาการสงัเคราะห ATP เปนปฏิกริิยาที่ผันกลับไดระหวางการ synthesis และ 

hydrolysis  โดยถาสารใดก็ตามทีท่ําใหเกิดภาวะ uncoupling ของไมโตคอนเดรีย คือทาํให 

oxidation และ phosphorylation แยกออกจากกัน เชน DNP จะมีผลทําให electrochemical 

gradient  เสยีไป  ในสภาวะเชนนี้จะกระตุนใหมกีารสลาย ATP (ATP hydrolysis)  ซึ่งเปนผลจาก 

ATPase activity ที่เพิ่มข้ึน  ซึง่สามารถวดั ATPase activity  ไดโดยการวัดปริมาณ Pi ที่เกิดจาก

การสลาย ATP (Danishefsky,1980; Devlin, 2002; Zubay, 1993) 
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ATP synthase และการสังเคราะห ATP  
การสังเคราะห ATP ของไมโตคอนเดรีย  จะตองอาศัยเอนไซม ATP synthase หรือ F1-FO-

ATPase  ซึง่จดัวาเปน complex หนึง่ของลูกโซการหายใจ  โครงสรางของเอนไซม ATP synthase  

ประกอบดวยสวนประกอบ 2 สวนที่สําคัญ คือ F1 และ FO  สวนของ FO  จะประกอบไปดวย 

integral membrane protein  3  ชนิด  ในรูปที่ 13  FO จะเปนสวน a, b, และ c โดยสวน a มี 1 

subunit  สวน b มี 2 subunit  และสวน c มี 12 subunit ในไมโตคอนเดรียของสัตว  สําหรับสวน c 

จะเรียงตัวเปนวงแหวนรูปโดนัส  ในสวนของ F1  จะประกอบไปดวย α 3 subunit, β 3 subunit, 

และสวนของ γ, δ, ε อยางละ 1 subunit    โดยสวนของ γ  จะมีลักษณะเปนวงที่ขนาดพอดีกับสวน

ตรงกลางของวงแหวน c-subunit ของ FO   สวนของ ε จะเชื่อมติดกับ γ และบางสวนของ c-

subunit ของ FO   สําหรับสวนของ α และ β  จะเรียงตัวในลักษณะ hexamer (αβαβαβ)  อยูบน

สวนยอดของ γ subunit   

 เอนไซม ATP synthase  จะฝงตัวอยูในเมมเบรน  โดยมีสวนของ F1 เรียงตวัในลกัษณะ

ของ knob  ยื่นเขาไปในสวนของ matrix และเมื่อโปรตอนไหลจาก intermembrane space กลบั

เขาสู matrix ทาง ATP synthase  จะทาํใหสวนวงแหวน c-subunit ของ FO และสวน  ε และ γ 

ของ F1 เกิดการหมุน  มีผลทาํใหสวน β -subunit ของ F1 เปลี่ยนแปลงไป  ทาํให ADP และ Pi ที่จบั

อยูกับสวน β -subunit ของ F1  เกิดการสังเคราะหเปน ATP (Devlin, 2002; Lodish,  2004) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 13   แสดงโครงสรางของเอนไซม ATP synthase (Lodish et al., 2004) 
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ความเปนพษิตอไมโตคอนเดรีย 
 สารพิษที่จะมผีลตอการสรางพลงัของไมโตคอนเดรีย  อาจเกิดขึ้นโดยไปรบกวนการเกิด 

electrochemical gradient  หรือไปทําลาย electrochemical gradient  พิษเฉียบพลันของสาร

ยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอนจะทําใหผูปวยที่ไดรับเกิดอาการตางๆ เชน  กลามเนื้อออนแรง, 

ความดันโลหติต่ํา, ปวดหัว, เหนื่อยงาย, สับสน เปนตน (Wallace and Starkov, 2000)  นอกจาก

สารพิษมีผลไปยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจแลว  ยงัมีสารพิษทีก่อใหเกดิ

ผลเสียตอการทํางานของไมโตคอนเดรียดวยกลไกอืน่ๆ อีก  โดยสามารถแบงสารที่มีผลตอการ

ทํางานของไมโตคอนเดรียไดดังนี ้

1. สารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ(Wallace and 

Starkov, 2000; Devlin, 2002) 

 1.1 สารที่ออกฤทธิ์ยับยัง้การถายทอดอิเลคตรอนที่ complex I  คือ สารที่ออกฤทธิ์ยับยัง้

การถายทอดอเิลคตรอนจาก NADH dehydrogenase ไปยัง coenzyme Q  โดยทัว่ไป complex I  

จะเปนจุดเกิดความเสยีหายไดงายที่สุดในลูกโซการหายใจ  มีสารเคมีมากกวา 60 ชนิดทัง้สารจาก

ธรรมชาติและสารสังเคราะหที่ทราบแลววามีผลยับยัง้ complex I  เชน rotenone, rhein, 

ptericidin,  amytal, ยาพวก barbiturate,  mercurials, demerol เปนตน 

1.2 สารที่ออกฤทธิ์ยับยัง้การถายทอดอิเลคตรอนที่ complex II คือ สารที่ยับยั้งการ

ถายทอดอิเลคตรอนจาก succinate ไปยัง coenzyme Q เชน malonate ซึ่งออกฤทธิ์เปน 

competitive inhibitor ของ succinate ในการจับกับเอนไซม succinase dehydrogenase, 

carboxin, thenoyl trifluoroacetone (TTFA)  

 1.3  สารที่ออกฤทธิย์ับยัง้การถายทอดอเิลคตรอนที่ complex III  คือ สารที่ออกฤทธิ์

ยับยั้งการถายทอดอิเลคตรอนจาก cytochrome b ไปยัง cytochrome c เชน myxothiazol, 

antimycin A, funiculosin, zinc ion เปนตน 

 1.4  สารที่ออกฤทธิ์ยับยัง้การถายทอดอิเลคตรอนที่ complex IV คือ สารที่ออกฤทธิ์ยับยัง้

การถายทอดอเิลคตรอนจาก cytochrome c ไปยังออกซิเจน  โดยถามีการยับยัง้ที ่ complex IV 

แลว  นอกจากจะไมสามารถถายทอดอิเลคตรอนไปยังออกซิเจนแลวยงัทาํใหไมเกิดการสังเคราะห 

ATP ไมวาจะใชสับสเตรทชนิดใดก็ตาม  ตัวอยางสาร เชน cyanide, azide, carbon monoxide 

เปนตน 

2. สารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการเกิด phosphorylation หรือการสังเคราะห ATP  เชน   

- oligomycin ออกฤทธิโ์ดยไปจับกับโปรตนีจําเพาะที่อยูในสวน FO  ของ    ATP synthase 
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แลวทําใหไมเกิดการไหลของโปรตอนผาน FO  มีผลทําใหโปรตอนบริเวณ  intermembrane space 

มากจนทาํใหการถายทอดอเิลคตรอนเกิดขึ้นตอไปไมได (Garrett and Grisham, 1999) 

 - atractyloside  ออกฤทธิย์ับยั้ง adenosine nucleotide translocator  ซึ่งทาํหนาที่เปน

ตัวขนสง ADP จากภายนอกเขาสูไมโตคอนเดรีย  ทาํใหขาด ADP สําหรับใชในการสังเคราะห ATP 

(Lehninger et al.,2000) 

 - DTNB (5,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoate)  เปน aromatic disulfide  ยับยั้งการสงผาน 

Pi จากภายนอกเขาสูไมโตคอนเดรีย  โดยไปทําปฏิกิริยากับ sulfhydryl groups ที่อยูบนผนงัชัน้ใน

ของไมโตคอนเดรีย  ทําใหขาด Pi ในการทําปฏิกริิยา (Haugaard et al.,1969) 

3. สารที่ออกฤทธิ์ uncoupling 
 สารในกลุมนี้เรียกวา uncoupler     สาร  uncoupler  จะออกฤทธิ์โดยทําใหโปรตอนที่อยู

ใน intermembrane space ไหลกลับเขาสู matrix โดยไมผานเอนไซม ATP synthase ดังนัน้ 

gradient ของโปรตอนทีเ่คยมีอยูนัน้ก็จะสลายไป ซึง่มีผลทาํใหการถายทอดอิเลคตรอนและการ

สังเคราะห ATP ถูกแยกออกจากกัน  กลาวคือการถายทอดอิเลคตรอนยังคงเกิดข้ึนแตจะไมเกิด

การสังเคราะห  ATP และทําใหพลงังานที่ไดรับจากสารอาหารถกูเปลี่ยนเปนพลงังานความรอน

แทน (Garrett and Grisham, 1999)  

 กลไกการเกิด uncoupling มีหลายกลไก สามารถแบงสาร uncoupler ตามกลไกการเกิด

ไดดังนี้  (Hanstein , 1976; Wallace and Starkov, 2000) 

 3.1 สารที่ออกฤทธิ์เปน structural uncoupling   ไดแก สารและรวมถงึกระบวนการตางๆ 

ที่มีผลทาํใหความแข็งแรงของ inner membrane เสียไป  ซึ่งมีผลทําให respiratory control ลดลง  

เพิ่ม ATPase activity  และประสิทธภิาพในการ phosphorylation ลดลง เชน detergent, 

phospholipase, การ sonicate เปนตน 

 3.2  ionophores  สามารถแบงเปน 2 กลุมตามกลไก ไดแก  

       3.2.1 channel type   สารในกลุมนี้จะเรียงตัวเปนชองในชัน้ไขมันของไมโตคอนเดรีย     

เชน gramicidin เปนตน 

       3.2.2 carrier type  โดยการ form เปน lipid-soluble-complex กับ ion  แลว

เคลื่อนที่ผานเยื่อหุมของไมโตคอนเดรีย เชน valinomycin, nigericin เปนตน 

 3.3 สารพวก phenols และ anionic aromatic compounds อ่ืนๆ  สารกลุมนี้จะมี

คุณสมบัติเปน lipophilic weak acid ทําใหสามารถจับกับ H+ ที่ดานนอกของเยื่อหุมชั้นใน  แลว

เคลื่อนที่เขาไปใน matrix แตกตัวให H+   การจับและการแตกตัวเชนนี้ไดเนื่องจากดานใน matrix 

จะม ีpH สูงกวาดานนอก(รูปที ่16) เชน DNP (2,4-dinitrophenol), FCCP (carbonyl cyanide p-
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trifuoromethoxyphenylhydrazone), CCCP (carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone) 

เปนตน 

 3.4 สารที่ออกฤทธิ์ uncoupling    โดยเกี่ยวของกับการเกิดพนัธะโควาเลนต    ไดแก  

alkylating agents เชน สารจําพวก mustard gas และ electrophiles เชน isothiocyanates   

สารเหลานี้มีรายงานการเกดิ uncoupling  แตยังไมทราบกลไกการเกิดที่แนนอน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 15   แสดงตําแหนงที่สารสามารถออกฤทธิย์ับยัง้กระบวนการ oxidative phosphorylation 

(Garrett and Grisham, 1999) 

 

รูปที่ 16   แสดงกลไกการเกดิ uncoupling ของ 2,4-Dinitrophenol (DNP) (Voet,1990) 
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การขนสงและการสะสมแคลเซียมในไมโตคอนเดรีย 
แคลเซียมมีบทบาทสําคัญตอการทํางานของเซลล  โดยการเปลี่ยนแปลงความเขมขน

ของแคลเซียมภายในเซลลเปนขั้นตอนสาํคัญที่ทําใหมีการกระตุน หรือยบัยั้งการทาํงานของ

เอนไซมภายในเซลล  การหดหรือการคลายตัวของกลามเนื้อ  การสงสญัญาณของสารสื่อประสาท  

รวมทัง้การทํางานของฮอรโมนในรางกาย  ปจจุบันเปนที่ทราบดีวาไมโตคอนเดรียเปนอีกออกาเนล

หนึง่ทีม่ีบทบาทสําคัญในการสะสมแคลเซียมและควบคมุการเปลี่ยนแปลง intracellular Ca2+ 

signaling ของเซลล  นอกจากการทาํหนาที่ในการสังเคราะห ATP (Carafoli, 2003; Devlin, 

2002) 

การขนสงแคลเซียมเขาไปสะสมในไมโตคอนเดรียจะเกิดขึ้นผานทาง Ca uniporter  ซึ่งอยู

ในเยื่อหุมชัน้ในของไมโตคอนเดรีย และตองอาศัย membrane potential ซึ่งเปนสวนหนึง่ของ 

electrochemical potential ที่เกิดขึ้นจากกระบวนการถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ 

(Murphy and Smith, 2000)  ดังนั้นถาสารใดก็ตามไปมีผลทําลาย electrochemical potential 

ของไมโตคอนเดรีย  เชน uncoupler, respiratory chain inhibitor  ก็จะทําใหแคลเซียมไมสามารถ

เขาไปสะสมในไมโตคอนเดรียได สําหรับการขนสงแคลเซียมออกจากไมโตคอนเดรียจะเกิดขึ้นได

หลายทาง (Bernardi, 1999; Carafoli, 2003)   ดังนี ้ (รูปที่ 17) 

1. sodium-independent calcium exchange เปนการนํา 1 Ca2+ออกจาก matrix โดย

แลกเปลี่ยนกบั H+ 2 โมเลกลุ 

2. sodium calcium exchange  เปนการนํา  1 Ca2+ ออกจาก matrix โดยแลกเปลีย่นกับ

2 Na+  

3. ผานทาง permeability transition pore   
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รูปที่ 17   แสดงการขนสงแคลเซียมของไมโตคอนเดรีย (Carafoli, 2003) 
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Monoamine oxidase 

 monoamine oxidase (MAO) เปนเอนไซมที่พบบริเวณเยื่อหุมชัน้นอกของไมโตคอนเดรีย  

มี flavin adenine dinucleotide (FAD) เปนองคประกอบ   คนพบครั้งแรกโดย Hare ในป 1928  

เรียกวา tyramine oxidase ซึ่งตอมามีผูคนพบเอนไซมอีกหลายตัวที่เกี่ยวของกบัการ oxidation 

ของ amine ไดแก adrenaline oxidase และ aliphatic amine oxidase  แตภายหลัง Zeller ไดตั้ง

ชื่อรวมกนัวา monoamine oxidase  เนื่องจากเอนไซมทั้ง 3 ชนิดนีม้ีคุณสมบัติที่เหมือนกันหลาย

ประการ  เอนไซม monoamine oxidase จะทาํหนาทีใ่นการเรงปฏิกิริยา oxidative deamination 

ของ neurotransmitters และ biogenic amines เชน tryptamine , dopamine, norepinephrine, 

epinephrine, serotonin เปนตน (Davison, 1958) ดังสมการ  

                  R-CH2-NH2 + O2 +H2O                R-CHO+NH3+H2O2

Multiple forms ของ monoamine oxidase 
ในปจจุบนัเปนทีท่ราบกนัแลววา monoamine oxidase  มี 2 isozymatic forms คือ 

MAO-A และ MAO-B ซึ่งมีความแตกตางกนัที่ความจําเพาะเจาะจงตอสับสเตรทและความไวตอ 

inhibitor  โดย  MAO-A จะเดนในการออกซิไดซ serotonin ซึ่งเปน neurotransmitters  และ

สามารถออกซไิดซสับสเตรทบางชนิดไดเชนเดียวกับ MAO-B ไดแก tyramine, adrenaline และ 

dopamine สวน MAO-B จะเดนในการออกซิไดซสารพวก arylalkylamines เชน benzylamine  

และมีสวนรวมในการเมแทบอลิซึม exogenous amines  (Binda et al., 2004; Houslay and 

Tipton, 1976)  สําหรับความไวตอ inhibitor MAO A จะมีความไวในการยับยัง้ดวย clorgyline 

สวน MAO B จะมีความไวในการยับยั้งดวย pargyline (Urbanc et al., 1991)  อยางไรก็ตาม

ความจาํเพาะเจาะจงตอสับสเตรทและความไวตอการยบัยั้งของเอนไซม monoamine oxidase นี้  

ไมเหมือนกันในสัตวแตละชนิด  และแมแตในสัตวชนิดเดียวกนัแตตางบริเวณหรืออวัยวะ ดงัตาราง

ที ่ 4 ซึ่งแสดงใหเห็นวาในแตละอวัยวะมกีารกระจายของ isozymatic form ของ MAO แตละ 

isozymatic form แตกตางกนั  

ประโยชนของ monoamine oxidase inhibitors  (MAOIs) ในทางการแพทย 
 ประโยชนในทางการแพทยทีสํ่าคัญของสารที่สามารถยับยั้งเอนไซมmonoamine oxidase  

คือการใชเปนยารักษาโรคซมึเศรา  เนือ่งจากเมื่อมีการยับยัง้เอนไซม monoamine oxidase

โดยเฉพาะชนดิเอ ในระบบประสาทสวนกลางจะทาํใหเกิดการสะสมของระดับ monoamine 

transmitter ในสมองเพิ่มข้ึน   MAOI ตัวแรกที่นาํมาใชบรรเทาอาการซึมเศรา คือ iproniazid โดย

ในราวป 1957 ไดมีการคนพบยานี้เพื่อนาํมาใชรักษาวณัโรค  แตปรากฏวาเมื่อใชยากับผูปวยแลว  
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ผูปวยมีอารมณซึมเศราลดลง จึงไดมีการนํายานี้มาใชรักษาผูปวยโรคซึมเศราดวย (Pletscher, 

1966) และตอมาก็มกีารพฒันา MAOI เพิม่ข้ึนอีกหลายตัว  ซึ่งสามารถแบงตามสูตรโครงสรางทาง

เคมีได 2 กลุม คือ  อนุพันธของ hydrazine เชน phenelzine, isocarboxazid และอนพุันธของสาร

อ่ืน (non-hydrazine) เชน tranylcypromine   

ปญหาในการใชยากลุมนี้คอืถารับประทานอาหารทีม่ีสารเอมีนสงู จะทําใหเกิดความดัน

โลหิตสูงอยางเฉียบพลนั หรือ cheese reaction ได  แตเนื่องจากในลําไสของคนสมรรถนะของ

เอนไซม MAO-B มากกวา MAO-A ดังนัน้ถายามีความจําเพาะตอ MAO-A มากกวาก็นาจะชวยให

ผลขางเคียงนอยกวายา MAOI แบบไมจําเพาะเจาะจง (Houslay and Tipton, 1976)  ดังนัน้จึงมี

การพัฒนายาที่เปน reversible inhibitor ของ MAO-A  เชน moclobemide และ brofaromine   

   นอกจากนี้สารที่ยับยั้งเอนไซม MAO-B ก็สามารถใชเปนยารักษาโรค Parkinson  ได 

เชน deprenyl หรือ selegiline  ซึ่งออกฤทธยับยั้ง MAO-B อยางจําเพาะเจาะจงและยับยัง้แบบ

ถาวร  สาํหรบัการใชรักษาผูปวยโรคนี้จะให selegiline รวมกับ L-dopa  เพื่อทําใหระดับของ 

dopamine ในสมองถูกทําลายนอยลง  นอกจากนีย้ังเชื่อวา selegiline ยังสามารถลดการทาํลาย

เซลลประสาทอันเนื่องจากกระบวนการ oxidation ของ dopamine และสารพิษอ่ืนๆ  โดยการออก

ฤทธิ์เปน antioxidant (Aminoff,1995) 
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ตารางที ่3   แสดงตัวอยางสับสเตรทของเอนไซม monoamine oxidase จากการศึกษาในหนูขาว

(Houslay and Tipton, 1976) 

Substrates for the A Species Substrates for the Both Species Substrates for the B Species 

Serotonin 

Adrenaline 

Noreadrenaline 

Octopamine 

Tyramine 

3-Methoxytyramine 

Dopamine 

Benzylamine 

2-Phenylethylamine 

4-Methoxy-2-phenylethylamine 

Vanillylamine 

 

 

ตารางที่ 4   แสดงสัดสวนสมรรถนะของเอนไซม MAO-A และ MAO-B ในแตละ tissues ของหนู

ขาว (Houslay and Tipton, 1976) 

Tissues Species A activity 

(percent of total) 

Species B activity 

(percent of total) 

Liver 

Liver Parenchymal Cells 

Denervated Liver 

Kidney 

Intestine 

Intestinal Mucosa 

Spleen 

Lung 

Testis 

Brain 

Superior Cervical Ganglia 

Pineal Gland 

Denervated Pineal Gland 

Vas Deferens 

Denervated Vas Deferens 

40 

50 

40 

70 

70 

60-70 

95 

50 

90 

55 

90 

15 

5 

50 

35 

60 

50 

60 

30 

30 

30-40 

5 

50 

10 

45 

10 

85 

95 

50 

65 

 

 
 



 
 

บทที่  3 

อุปกรณและวิธีการวิจัย 

1. สัตวทดลอง 
หนูขาวพนัธุ  Wistar เพศผูน้ําหนักประมาณ 200-250 กรัม  จากสํานักสัตวทดลอง

แหงชาติ  มหาวิทยาลัยมหิดล  ถนนพทุธมณฑล  สาย 4 ตําบลศาลายา  อําเภอพุทธมณฑล 

จังหวัดนครปฐม  นาํมาเลีย้งทีโ่รงเลี้ยงสตัวทดลอง  คณะเภสัชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั  

โดยใชอาหารสําเร็จรูปจากบริษัทเจริญโภคภัณฑ สภาวะในการเลี้ยงหนูทดลอง  คือ เลี้ยงที่

อุณหภูมิประมาณ 25 ˚C จัดใหมีชวงมืดและชวงสวางอยางละ 12 ชั่วโมงสลับกนัใน 1 วัน  และ

ตองเลี้ยงหนูใหปรับตัวกับสภาพแวดลอมกอนนาํมาทดลองที่ภาควิชาเภสัชวิทยาคณะเภสัชศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เปนเวลาอยางนอย  1 สัปดาห 

หมายเหต:ุ   จํานวนสัตวทดลองที่ใชในแตละสภาวะการทดลองจะมีจาํนวน 4 ตัวตอ 1 สภาวะการ

ทดลอง (n=4)   โดยหนู 1 ตัวเมื่อเตรียมไดไมโตคอนเดรียแลวจะนาํมาทดสอบกับ EGCG ความ

เขมขนตางๆ  เปรียบเทียบกบั control คอื การเติม DMSO ซึ่งเปนสารละลายของ EGCG  ภายใต

สภาวะการทดลองเดียวกัน 

2. สารเคม ี
ในการเตรียมสารเคมีจะใชตัวทําละลายเปนน้าํกลัน่ 2 คร้ังหรือ ultrapure water สวน

สารเคมีที่ละลายไดนอยหรือไมละลายในน้าํ  จะใช absolute ethanol หรือ dimethyl sulfoxide 

(DMSO) เปนตัวทาํละลายแทน  ตัวอยางสารที่ใชในการทําวิจัยครั้งนี้จะใช DMSO เปนตัวทํา

ละลาย  ในกรณีที่ตองปรับ pH ของสารละลายใหไดตามตองการจะใชสารละลายของ KOH และ 

HCl ที่ความเขมขนตางๆ 
2.1 แหลงที่มาของสารเคมีที่ใชในการทําวิจยั 
สารทดสอบ    

epigallocatechin gallate (EGCG) จากบริษัท Sigma Chemical 
สารเคมีอ่ืนๆ   

สารเคมีจากบริษัท Sigma Chemical ไดแก 

 adenosine 5’ diphosphate (ADP), adenosine 5’ triphosphate (ATP), 1-amino-2-naphthol-

4-sulfolic, ammonium molybdate, benzylamine hydrochloride, bovine serum 

albumin(BSA), calcium chloride (CaCl2), copper sulfate (CuSO4), dimethyl sulfoxide 

(DMSO), 2,4-dinitrophenol (DNP), Folin&Ciocalteu ’s phenol reagent, HEPES,                
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5-hydroxytriptamine (5-HT), L-glutamic acid, magnesium chloride (MgCl2), malate, 

oligomycin, potassium chloride (KCl), potassium phosphate monobasic anhydrous 

(KH2PO4), potassium tartrate, rotenone, sodium bisulfite, sodium sulfite, sodium 

carbonate, sodium hydroxide, succinic acid, sucrose, sulfuric acid (H2SO4),  tyramine, 

trichloroacetic acid (TCA) 

สารเคมีจากบริษัท E.Merck, Darmstadt คือ 

 absolute ethanol, sodium carbonate anhydrous (Na2CO3), sulfuric acid (H2SO4), 

hydrochloric acid (HCl), potassium hydroxide (KOH) 

2.2 การเตรยีมสารละลายที่ใชในการทดลอง 
 - ความเขมขนและขนาดทีใ่ชบอยของสารเคมีที่ละลายไดในน้ําบริสุทธิ์ (ultrapure water) 

ไดแก 2.5% w/v ammonium molybdate, 0.3 M ADP+0.6 M Pi 2 μl, 0.1 M ATP 150 μl, 10 

mg/ml  atractyoside10 μl, 0.1 M benzylamine hydrochloride10 μl, 250 mg/ml BSA, 0.05-

0.30 mg/ml BSA, 0.4 M CaCl2 10 μl, 20 % w/v C2HCl3O2, 0.05 M DNP 2 μl, 1 M 

glutamate+1 M malate (pH7.4) 10 μl, 0.1 M 5-HT 10 μl, 40 mM HEPES buffer (pH 7.4), 

92 mM KCl, 2 mM MgCl2, 0.5 M NaOH, 15% w/v sodium bisulfite, 20% w/v sodium 

sulfite, 1% w/v sodium potassium tartate 10 ml, 1 M succinate (pH7.4), 0.25 M sucrose 

และ 0.1 M tyramine hydrochloride 

 - ความเขมขนและขนาดที่ใชของสารเคมีทีล่ะลายใน DMSO  ไดแก    สารทดสอบ EGCG

ความเขมขนตางๆ 10 μl และ 5 mg/ml rotenone 2 μl 

- ความเขมขนและขนาดที่ใชของสารเคมีทีล่ะลายใน absolute ethanol ไดแก    5 mg/ml 

oligomycin 2 μl 

3. เครื่องมือ 
 Clark ’s oxygen electrode 

 Heidolph glass homogenizer (Type S0203 RZR 2) 

 Hitachi high speed refrigerated centrifuge Himac SCR 20 B, Rotor model RP18-3

 Oxygen monitor (YSI model 5300) 

 pH meter 

 Strip chart recorder (Gilson model N2) 

 Spectrophotometer (Ultrospec II) 
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4. วิธกีารวิจยั 
4.1 การเตรยีมไมโตคอนเดรียจากตับหนูขาว 

เตรียมโดยใชวธิี Differential centrifugation ตามวิธีของ Hogeboom (1955)     ซึ่งตอมา 

Myers และ Slater (1957) ไดดัดแปลงอีกเล็กนอย   การเตรียมตับและไมโตคอนเดรียควรแชอยูใน 

medium ที่เยน็จัด  ซึ่งบรรจอุยูในภาชนะที่แชในน้ําแข็ง  การปนแยกไมโตคอนเดรียจากตับหนูขาว

ทําโดยใช refrigerated centrifuge  ซึ่งควบคุมอุณหภูมติลอดการเตรียมไวที ่4 °C 

ขั้นตอนการเตรียมไมโตคอนเดรียแบงออกเปน 2 ขัน้ตอนหลัก คือ 
ขั้นตอนที่ 1  การเตรยีม liver homogenate 
 ทําใหหนูตายทันทีโดยวิธี cervical dislocation ทําการผาตัดหนาทอง  ตัดตับออกมา

อยางรวดเร็ว  แลวลางทันทดีวย homogenizing medium คือ 0.25 M sucrose (pH 7.4)  ที่เยน็

จัด  ลางหลายๆ คร้ัง  จนหมดคราบเลือด  แชตับใน homogenizing medium   ใชกรรไกรตัดตับ

เปนชิน้เล็กๆ  ลางเลือดอีกครั้งโดยสารละลายเดิม   เตมิ homogenizing medium ลงในตับทีต่ัด

ละเอียดประมาณ 70-80 ml จากนั้นเทใสหลอด homogenize ที่เยน็จัด โดยหลอด homogenize 

ที่บรรจุตับจะตองอยูในภาชนะแชน้าํแข็ง  แลวนําไป homogenize ดวย Heidolph glass 

homogenizer (Type S0203 RZR 2) จนกระทั่งได liver homogenate  นําไปใสในหลอด 

centrifuge เพือ่นําไปปนแยกตอไป 
ขั้นตอนที่ 2  การปนแยกไมโตคอนเดรียจาก liver homogenate 
 นํา liver homogenate ที่ไดมาปนแยก (centrifuge)  เพื่อใหไดไมโตคอนเดรีย  โดยใช 

Hitachi high speed refrigerated centrifuge Himac SCR 20 B และ rotor model RP 18-3  

โดยมีข้ันตอนดังตอไปนี้ (รูปที่ 18) 

  คร้ังที ่1  นํา liver homogenate  มาปนที ่600 x g (2500 rpm)  เปนเวลา 5 นาท ี จากนั้น

นําสวนที่เปน supernatant ใสในหลอด centrifuge ใหม สําหรับสวนที่เปน pellets ใหทิง้ไป   

หมายเหต:ุ   สวนที่เปน supernatant  ประกอบดวย mitochondria,  microsome   

      สวนที่เปน pellets ประกอบดวย nuclei, red blood cell, cell wall, unruptured cell 

คร้ังที ่2  นําสวนที่เปน supernatant มาปนตอที่ 4500 x g (7000 rpm) เปนเวลา 10 นาที  

เมื่อครบเวลาใหแยก supernatant ทิ้งไปเอาเฉพาะสวน pellets มา resuspend ดวย 0.25 M 

sucrose ที่แชเย็น  ทําการ homogenize ดวยมือโดยใช glass homogenizer เพื่อใหตะกอน

กระจายตวัเปนเนื้อเดยีวกนั 

คร้ังที ่ 3  นํามาปนตอที่ 13000 x g (8000 rpm) นาน 10 นาท ี  เมื่อครบเวลาแลวใหริน

สวน supernatant ทิง้ไป  สวน pellets นั้นจะมีลักษณะเปนชัน้ของไมโครโซมสีชมพูอยูชัน้บนให
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กําจัดออกโดยใช 0.25 M sucrose ใสลงไปเล็กนอยแลวคอยๆ เทออกดวยความระมัดระวังทําซ้าํ

จนชั้นของไมโครโซมเหลือนอยที่สุด    จากนัน้ทาํการ resuspend ตะกอนไมโตคอนเดรียดวย 0.25 

M sucrose  แชเย็นในภาชนะใสน้ําแข็งเพือ่ใชในการศึกษาตอไป 

หมายเหตุ : ไมโตคอนเดรียที่ใชในการวิจัยจะตองมคีา RCI (Respiratory Control Index)  

มากกวา 4 

 

                                            Liver homogenate 

 

 

 

 

 

 

  

         Pellets 

 (unbroken cell, nuclei, erythrocyte, etc) 

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

                        Supernatant 

(mitochondria, microsome, lysosomes, etc.) 

600 g (2,500 rpm) 5 min 

 

 

      Pellets 

(mitochondria) 

                   Supernatant 

(microsome, lysosome, etc.) 

 

 

             Supernatant 

    (mitochondria contamination)  

  

      Pellets  

(mitochondria) 

 Mitochondria suspension 

 

 

 

 

 

รูปที่ 18  แสดงขั้นตอนการแยกไมโตคอนเดรียจาก rat liver homogenate โดยใชวิธี differential 

centrifugation (Hogeboom, 1955; Myers and Slater, 1957) 
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4.2  การเตรยีม incubation medium ที่ใชในการทดลอง 
 incubation medium ที่ใชในงานวิจยันี้แบงตามสภาวะการทดลองไดดังนี ้

1. incubation medium (pH 7.4)  สําหรับศึกษาอัตราการหายใจของไมโตคอนเดรียประกอบดวย 

 HEPES buffer     40         mM (60 mOsm) 

 MgCl2        2         mM (6 mOsm) 

 KCl      92         mM (184 mOsm) 

2. incubation medium สําหรับการศึกษาอัตราการหายใจของไมโตคอนเดรียเมือ่ถูกกระตุนดวย 

แคลเซียม (Calcium stimulate respiration) ประกอบดวย 

 HEPES buffer     40         mM (60 mOsm) 

 MgCl2        2         mM (6 mOsm) 

 KCl      92         mM (184 mOsm) 

 KH2PO4       1         mM 

3. incubation medium สําหรับการศึกษาการทํางานของเอนไซม ATPase ประกอบดวย 

HEPES buffer     40         mM (60 mOsm) 

 MgCl2        2         mM (6 mOsm) 

 KCl      92         mM (184 mOsm) 

4. incubation medium สําหรับการศึกษาการทํางานของเอนไซม monoamine oxidase ประกอบ 

ดวย 0.025 M inorganic phosphate (KH2PO4) buffer pH 7.4 

4.3 การวัดอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะตางๆ 
การวัดอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย ใชเทคนิคทีเ่รียกวา polarographic 

oxygen  electrode technique  เครื่องมือที่ใชประกอบดวยสวนสาํคัญคือ Gilson ’s reaction 

chamber  ซึ่งมีความจปุระมาณ 1.8-2.0 ml ประกอบดวยผนงัแกว 2 ชั้น  และมฝีาจุก (stopper)  

เปดและปดได  ตรงกลางฝาจุกมีรู  สําหรับเติมสารตางๆ ลงไปทําปฏิกิริยากับไมโตคอนเดรียใน 

reaction chamber  เมื่อไมโตคอนเดรียใชออกซิเจนไปในการทําปฏิกริิยา  ปริมาณของออกซิเจน

ใน reaction chamber จะลดลง  ซึง่สามารถติดตามดูอัตราการลดลงของออกซิเจนได  โดยใช 

Clark ’s oxygen electrode  ตอเชื่อมกบั reaction chamber โดยสวนของ electrode  จะสัมผัส

อยูกับ reaction mixture ใน chamber   และสัญญาณการเปลี่ยนแปลงของออกซิเจนใน reaction 

mixture  ที่วัดโดย oxygen electrode จะถูกสงไปยงัเครื่อง biological oxygen monitor  ซึ่งจะมี

หนาปดบอกปริมาณออกซิเจนทีม่ีอยูใน reaction chamber ในขณะนั้นๆ  สามารถบันทึกอัตรา

การลดลงของออกซิเจนใน reaction chamber ดวย Gilson ’s recorder แลวบันทึกผลที่ได
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ออกมาในลกัษณะของเสนบันทกึ (oxygraph  tracing หรือ polarographic tracing) แสดงการ

เปลี่ยนแปลงระดับออกซิเจน  นอกจากนี้ในระหวางการ incubate mitochondria เพื่อทาํปฏิกิริยา

กับสารตางๆ ใน reaction chamber นั้นจะมี magnetic stirrer ขนาดเล็กหมนุวนสารละลายอยู

ตลอดเวลา  และควบคุมอุณหภูมิใหคงทีท่ี ่37 ˚C  โดยใชน้ําที่มาจากเครื่อง water bath ที่กาํหนด

อุณหภูมิไว  ไหลผานเขาและออกสวน chamber ชั้นนอก (water jacket)  ซึ่งหอหุม reaction 

chamber ไวตลอดเวลา (รูปที่ 19) 

 
รูปที่ 19   แสดง Gilson ’s Oxygen chamber     ที่ใชในการทดลองเพื่อวัดอัตราการหายใจของ     

ไมโตคอนเดรียในสภาวะตางๆ ซึง่จะม ี oxygen electrode คอยติดตาม oxygen tension ใน 

reaction chamber แลวอานบนัทกึผลดวย oxygraph apparatus (oxygen monitor และ 

recorder) 

เมื่อเร่ิมทาํปฏิกิริยาปริมาณออกซิเจนใน chamber จะมีคาที่ระดับ 100 % saturation  แต

เมื่อไมโตคอนเดรียมีการหายใจ  ปริมาณออกซิเจนใน chamber จะคอยๆ ลดลง  วัดอัตราการ

ลดลงของออกซิเจนใน chamber ไดดวย Clark oxygen electrode  ซึ่งมี Ag/AgCl electrode  

เปนขั้ว anode ลอมรอบดวย platinum electrode  ซึ่งทําหนาทีเ่ปนขั้ว cathode  เมื่อตองการใช

งานจะใช half saturated KCl solution  ฉาบผิวขั้ว electrode ทั้งสอง  ทาํหนาที่เปน salt bridge 

และมี YSI membrane (standard type)  หุมปดที่ข้ัวของ electrode โดย membrane ชนิดนีจ้ะ

ยอมใหเฉพาะออกซิเจนผานเทานั้น   

ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นที่ข้ัวทั้งสองขณะทําการทดลอง คือ 

            anode  :    4Ag+ + Cl-                                            4AgCl + 4 e- 

            cathode :  4 H+ + 4e- + O2                                      2H2O 
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ปกติระหวางขัว้ทัง้สองจะมี polarizing voltage 0.8 V  เมื่อทาํปฏิกริิยาดังสมการขางตน

จะมีการไหลของกระแสไฟฟาระหวาง 2 ข้ัวเกิดขึ้นและกระแสที่เกิดขึน้นี้จะถูกสงไปยัง amplifier  

ซึ่งทาํหนาที่ขยายกระแสเขาสู recorder บันทกึเปน tracing ตอไป  ปริมาณกระแสจะแปรผันตาม

ปริมาณออกซเิจนใน chamber ทําใหสามารถวัดอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียได 
 

 
 

รูปที่ 20   แสดงลักษณะของ  Clark oxygen electrode     ซึ่งเปน   Ag/AgCl   electrode  เปนขัว้ 

anode และมี  platinum electrode  เปนขั้ว cathode 

 
การแบงภาวะการหายใจของไมโตคอนเดรีย (mitochondrial respiratory states) 
 เนื่องจากองคประกอบสําคญัของการหายใจของไมโตคอนเดรียมีหลายประการ เชน การมี

ออกซิเจน  สับสเตรท  ADP+Pi  หรือการมี uncoupler หรือไม เปนตน  Chance and William 

(1956)  ไดจัดแบงภาวะการหายใจของไมโตคอนเดรียตามองคประกอบสําคัญ  ไดดังนี ้

 

state condition 

1 

2 

3  (active state) 

3u 

4  (resting state) 

5 

6 

มีเพียง O2 

มี  O2 และ  ADP 

มี O2, ADP และ substrate 

มี uncoupler 

มี O2 และ substrate 

มีเพียง substrate 

การหายใจถกูยับยั้งดวย excess Ca2+
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การคํานวณคาดัชนีควบคุมการหายใจ (Respiratory Control Index , RCI) 
 นอกจาก Chance and Willaim จะแบงภาวะ (states) การหายใจของไมโตคอนเดรยีเปน

ภาวะตางๆ ดงักลาวมาแลวยังแสดงวธิีคํานวณคาดัชนีควบคุมการหายใจ (RCI)  ซึ่งเปนคาที่ใช

แสดงการควบคู (coupling) กันของกระบวนการ oxidation และกระบวนการ phosphorylation  

คา RCI นี้บอกถงึคุณภาพของไมโตคอนเดรียที่เตรียมขึ้นวามีคณุภาพดี  คือเปน intact 

mitochondria หรือไม  การคาํนวณคา RCI ทาํตามวิธีดังตอไปนี้ (รูปที่ 21) 

  RCI     =    อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 3  

                                          อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 4 

                     =    ความชัน (slope) ของ tracing ใน state 3 

                                           ความชัน (slope) ของ tracing ใน state 4 

 จากตัวอยาง oxygraph tracing  การหาความชนัของ tracing ใน state 3 และ state 4  

ทําไดโดยกาํหนดใหเสนที่ลากขนานแกน X ของทัง้สอง state ยาวเทากนัดังนั้น 

 

                                                      RCI   =       Y1/X        =     Y1 

                                                                         Y2/X               Y2 
 

การคํานวณอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียระยะตางๆ 
จากตัวอยาง oxygraph tracing ในรูปที ่ 22 สามารถคํานวณอัตราการใชออกซเิจนของ 

ไมโตคอนเดรียไดดังนี ้

 

              อัตราการใชออกซเิจนใน state 3  =    R  x  S  n atom O/min 

                                                                      P 

 

โดยที่   R    =    ความสงูของเสน R ในรูป 

           P    =    ความสงูของเสน P ในรูป 

           S  =  จํานวน n atoms ของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวอยูใน reaction mixture 

กอนทีจ่ะถกูไมโตคอนเดรียใชไปในการทาํปฏิกิริยา 

คา S นี้ข้ึนอยูกับปริมาตรของ reaction mixture ทีท่าํปฏิกิริยาใน reaction chamber 

และอุณหภูมิของการทดลอง คือ ถามีปริมาตรของ reaction mixture มาก  ออกซเิจนก็จะละลาย

อ่ิมตัวอยูไดมาก  และถาอณุหภูมิต่ํา     ออกซิเจนก็จะละลายอิ่มตัวอยูไดมากกวาเมื่อมีอุณหภูมสูิง 
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การคํานวณหาคา S จะหาไดจากคาปรมิาณของออกซิเจนที่ละลายอิ่มตัวใน reaction 

mixture ทั้งหมด  การคํานวณหาคาปริมาณของออกซิเจนที่ละลายอิม่ตัวใน incubation mixture 

1 ml  หาไดจากสมการ 

 

                           A  =  S x P x N x109    n atoms O/ml 

                                          V x 100 

 

 เมื่อ  A =   จํานวน n atoms ออกซิเจนที่ละลายในน้าํ 1 ml 

          S =  คาสัมประสิทธิก์ารดูดซึมออกซิเจน (absorption coefficient) ที่อุณหภูมิที่ทาํ

การทดลอง (ปริมาตรของออกซิเจนเมื่อถกูเปลี่ยนแปลงไปอยูที ่0 ˚C  และ 760 mmHg) โดยมีคา

เทากับ 0.02373 ที่อุณหภูมิ 37 ˚C 

        P  =  สัดสวนของออกซเิจนในบรรยากาศ = 21 % 

                   N  =  จํานวนอะตอมใน 1 โมเลกุลของออกซิเจน = 2 

                   V  =  ปริมาตรกาซที ่0 ˚C ความดัน 1 บรรยากาศเทียบกับ 1 กรัมโมล  มีคาเทากับ 

22,400 ml 

 เมื่อแทนคาเหลานี้ลงในสมการดังกลาว  คํานวณหาคาปริมาตรของออกซิเจนที่ละลาย

อ่ิมตัวในน้ํา 1 ml  (A) ที่อุณหภูมิ 37 ˚C มคีาเทากับ 444.9 n atoms O/ml 

 ถาทราบปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรีย แลวนํามาหารอัตราการใชออกซิเจนที่คํานวณ

ไดตามวิธีขางบน จะทาํใหทราบอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียมีหนวยเปน n atoms O 

/min/mg protein 

 นอกจากนีย้ังสามารถคาํนวณอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ ออก  

มาในหนวยจาํนวน n atoms O/ml/min  ได  ดังตัวอยางจาก oxygraph tracing ในรปูที่ 22เชนกัน 

 

อัตราการใชออกซิเจนใน state 3  = R x A  atoms O/ml/min 

                                                     P 

 

 
 
โดยที่  R  =  ความสงูของเสน R ในรูป 

         P  =  ความสงูของเสน P ในรูป 

         A  =  จํานวน n atoms ของออกซเิจนที่ละลายอิม่ตัว  อยูในน้าํ 1 ml 
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คา A นี้  หาไดตามวิธทีี่กลาวมาแลว  ในการวิจยันี้ควบคุมอุณหภูมิคงทีท่ี่ 37 ˚C  ซึ่งคา A 

ในทีน่ี้จึงเทากบั 444.9 n atoms O/ml 

การคํานวณอตัราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ ของ oxygraph 

tracing ก็สามารถคํานวณไดในทํานองเดียวกนั 

 

   

รูปที่ 21   ตัวอยาง oxygraph tracing เพื่อ

แสดงวิธีการหาคา RCI 

 

 

  

รูปที ่22   ตัวอยาง oxygraph tracing เพื่อ

แสดงวิธีการหาอัตราการใชออกซิเจนของ

ไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ 
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4.4 การศึกษาผลของ EGCG ตอกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรีย 
1. การศึกษาผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช glutamate + 

malate เปนสบัสเตรท 

1) เติม substrate สําหรับ complex I คือ 1 M glutamate + 1 M malate ปริมาณ 10 μl 

ลงใน incubation medium ที่มีไมโตคอนเดรียอยู 

2) เติมสารทดสอบ คือ EGCG ในความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ดูผลการ

เปลี่ยนแปลง state 4 ของการหายใจ  เปรียบเทียบกับ control คือ DMSO ปริมาณ 10 μl  

3) เติม 0.3 M ADP + 0.6 M Pi ปริมาณ 2 μl แลวดูผลการเปลี่ยนแปลง state 3 ของการ

หายใจ  

2. การศึกษาผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช succinate เปน

สับสเตรท 

1) เติม substrate สําหรับ complex II   คือ  1 M succinate ปริมาณ 10 μl ลงใน  

incubation medium  ที่มีไมโตคอนเดรียอยู 

2) เติมสารทดสอบ คือ EGCG ในความเขมขนตางๆ  ปริมาณ 10 μl ดูผลการ

เปลี่ยนแปลง state 4 ของการหายใจ  เปรียบเทียบกับ control คือ DMSO ปริมาณ 10 μl 

3) เติม 0.3 M ADP + 0.6 M Pi ปริมาณ 2 μl  แลวดูผลการเปลี่ยนแปลง state 3 ของการ

หายใจ 

3. ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะทีถู่กกระตุนดวยสาร DNP 

1) เติม substrate     คือ     1 M glutamate + 1 M malate ปริมาณ 10 μl ลงใน  

incubation medium  ที่มีไมโตคอนเดรียอยู 

2) เติมสาร uncoupler คือ 0.05 M DNP ปริมาณ 2 μl  เพื่อทาํใหเกิด state 3u  ของการ

หายใจ  

3) เติมสารทดสอบ คือ EGCG ในความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl ดูผลการเปลี่ยนแปลง 

state 3u ของการหายใจ  เปรียบเทียบกบั control คือ DMSO  

4. การศึกษาปจจัยอื่น ๆ      ที่อาจเกี่ยวของกับการออกฤทธิ์ของ   EGCG   ตอกระบวนการหายใจ

ของไมโตคอนเดรีย  ไดแก 

 -  การศึกษาผลของ bovine serum albumin ตอการออกฤทธิ์ของ EGCG 

-  การศึกษาผลของ  EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรยีที่ไดรับการยบัยั้ง

กระบวนการ phosphorylation ดวย atractyloside และ oligomycin เปรียบเทียบกับผลของ DNP  
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4.5 การศึกษาผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซเิจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถกู
กระตุนดวยแคลเซียม 

เนื่องจากการขนสงแคลเซียมเขาไมโตคอนเดรียตองอาศัยความตางศักย ที่อยูระหวางเยื่อ

หุมชัน้ในของไมโตคอนเดรีย (membrane potential) ซึ่งเปนสวนหนึง่ของ electrochemical 

potential ที่เกดิขึ้นจากกระบวนการถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ (Murphy and Smith, 

2000) ดังนัน้เมื่อมีการเติม CaCl2 ลงไปในปฏิกิริยาที่ม ี substrate มากพอและม ี Pi อยูดวยจะ

พบวาอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียเพิ่มสูงขึ้น  และเมื่อแคลเซียมหยุดการเขาไปสะสม

ภายใน matrix   อัตราการใชออกซิเจนก็จะลดลง 

การศึกษาผลของ EGCG ตอการหายใจของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวย

แคลเซียม   จะทําโดยการติดตามการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะการทดลองดังนี ้

1. เติม substrate    คือ     1 M glutamate + 1 M malate ปริมาณ 10 μl  ลงใน   

incubation medium  ที่มีไมโตคอนเดรียอยู 

2. เติมสารทดสอบ คือ EGCG ในความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl   

3. เติม 0.4 M CaCl2 ปริมาณ 10 μl เพื่อกระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรียเปรียบ 

เทียบผลการกระตุนการหายใจกับ control คือ  DMSO ปริมาณ 10 μl 

4.6 การศึกษาการทํางานของเอนไซม ATPase 
 เอนไซม ATPase สามารถเรงปฏิกิริยา hydrolysis ของ ATP  ไดเปน ADP, Pi และ H+ ดัง

ปฏิกิริยาตอไปนี้ คือ   

                                                ATP synthase(F1-FO-ATPase) 

                            ATP + H2O                                                  ADP + Pi + H+

ดังนัน้ในการศึกษา ATPase activity ของไมโตคอนเดรีย  สามารถทาํได 2 วิธ ีคือ 

1. โดยการวัดจํานวน H+ ที่เพิ่มข้ึนใน medium โดยใช pH meter (Bertina and Slater, 

1975) 

2. โดยการวัดปริมาณของ Pi ที่เกิดจากการสลายตัวของ ATP (Weinbach, 1956) 

สําหรับในงานวิจัยนี้จะใชวธิวีัดปริมาณ Pi ที่เกิดจากการสลาย ATP  โดยมีข้ันตอนและ

หลักการที่สําคัญดังนี้ คือ  

ข้ันตอนที ่ 1 เปนการ incubate ไมโตคอนเดรียใหทําปฏิกิริยากับสารละลายตางๆ  ที่

ตองการศึกษาใน reaction mixture ที่เหมาะสม  เมือ่ครบเวลาทีก่าํหนดไวทาํการหยุดปฏิกิริยา
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ทันทีโดยการดดู reaction mixture ใสลง centrifuge tube  ที่มี 20 % w/v ของ trichloroacetic 

acid จํานวน 1 ml  อยูกอนแลวเขยาใหเขากันและนาํไปแชในน้ําแข็งทนัท ี

ข้ันตอนที ่2  เปนการวิเคราะหหาปริมาณ Pi ที่เกิดขึ้น  ในการวิจัยนี้ใชวิธีของ Fiske and 

Subbarow (1925)  ซึ่งเปนวิธีวัดความเขมขนของสีทีเ่กดิขึ้นของสารประกอบเชิงซอนจากปฏิกิริยา 

reduction ของ phosphomolybdate complex กับ Fiske Subbarow reducing agent  เมื่อ

ปฏิกิริยาดําเนนิไปครบตามเวลาที่กําหนด นําสารละลายซึ่งเกิดเปนสีน้าํเงนิไปวัดการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลืน่ 650 นาโนเมตรดวยเครื่อง spectrophotometer  โดยใชน้ํากลั่นทีม่ีปริมาตรเทากับ

ตัวอยางเปน blank  แลวนาํคาดูดกลืนแสงที่ไดไปเทียบหาปริมาณ Pi จากกราฟมาตรฐานของ Pi  

ซึ่งมีชวงความเขมขนตางๆ ครอบคลุมคาตัวอยาง 

วิธีการวัดเพื่อหา ATPase activity ของไมโตคอนเดรียมข้ัีนตอนการปฏิบัติดังนี ้

1. เติม incubation medium ปริมาตร 2.63 ml ลงในภาชนะทรงสงูเล็กๆ ที่สวนลางแชอยูใน water 

bath  ซึ่งจะปรับอุณหภูมิของการทดลองใหคงทีท่ี่ 37 °C สวนลางของภาชนะทรงสูงจะม ี

magnetic stirrer คอยปรับหมุนวนสวนประกอบของปฏกิิริยาใหเขากนัตลอดเวลา 

2. เติม mitochondrial suspension 200 μl 

3. เติมสารละลายของสารทีต่องการศึกษาแลวรอเวลา 1 นาท ี (control เติม solvent ที่ใชละลาย

สารที่ตองการศึกษาในปริมาตรที่เทากนั) 

4. เติม 0.1 M ATP 150 μl แลวปลอยใหทาํปฏิกิริยา 10 นาท ี

5. เมื่อครบกาํหนดเวลา 10 นาทีแลวจงึดูด reaction mixture ปริมาณ 1 ml  แลวนาํไปใสใน 

centrifuge tube ที่มี 20 % w/v ของ trichloroacetic acid 1 ml อยูกอนแลวเขยาใหเขากันแลวนํา

หลอดไปแชในน้ําแข็งทันท ี

6. นาํไป centrifuge ที่ 4,000 rpm  นาน 10 นาที  เพื่อตกตะกอนโปรตีน 

7. ดูดสวน supernatant 1 ml (ถาเปน blank ใชน้ํากลัน่ 1 ml แทน  ถาจะทาํ standard curve 

ของ Pi ใช 1 ml ของ K2HPO4 ที่มีความเขมขน 0.1 , 0.25 , 0.5 , 1.0 , 1.5 , 2.0 และ 3.0 mM 

แทน)  แลวใสลงในหลอดทดลองที่ม ี0.2  M H2SO4  5 ml อยูกอนแลว  เขยาใหเขากัน 

8. เติม 2.5 % w/v ammonium molybdate 0.8 ml  

9. เติม Fiske Subbarrow  reducing agent 0.4 ml เขยาใหเขากันดี  แลวตั้งใหเกิดปฏิกิริยาที่

อุณหภูมิหองนาน 10 นาท ี

10. นาํไปวัดคาการดูดกลนืแสงดวยเครื่อง spectrophotometer (ultrospec II)  ที่ความยาวคลื่น 

650 นาโนเมตร  คาการดูดกลืนแสงทีว่ัดไดจาก sample นาํมาคํานวณหาปรมิาณ Pi จาก 

standard curve 
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หมายเหตุ : -  Fiske Subbarow reducing agent  ประกอบดวย 15 % sodium bisulfite 97.5 

ml, 20% sodium sulfite 2.5 ml และ 1-amino-2-naphthol-4-sulfonic acid 0.25 g 

       -   ในการเตรียม Fiske Subbarow reducing agent จะมีบางสวนของ 1-amino-2-

naphtol-4-sulfonic acid ที่ละลายไมหมด  ใหกรองออก  โดยใชกระดาษกรองและเก็บสารละลาย 

Fiske Subbarow reducing agent ในขวดสีชา  เก็บไวใชไดไมเกิน 1 เดือน 

4.7 การศึกษาการทํางานของเอนไซม monoamine oxidase 
 monoamine oxidase เปนเอนไซมทีพ่บบริเวณเยื่อหุมชั้นนอกของไมโตคอนเดรียมหีนาที่

ในการออกซิไดซสารพวก amine  โดยกระบวนการ oxidative deamination ดังปฏิกิริยาตอไปนี ้

           R-CH2NH2 + O2 + H2O                                    R-CHO + NH3 + H2O2

  เนื่องจากปฏิกริิยาที่เกิดขึ้นนีจ้ําเปนจะตองใชออกซิเจน  ดังนัน้จึงสามารถศึกษาการ

ทํางานของเอนไซมโมโนเอมีนออกซิเดสได โดยการติดตามปริมาณออกซิเจนที่ลดลงใน reaction 

chamber  เมื่อใช substrate และ incubation medium ที่เหมาะสม  โดยในการทดลองใช 

sodium phosphate buffer pH 7.4  เปน incubation medium  สวน substrate ที่ใช ไดแก 0.1 M 

tyramine เปน substrate สําหรับ MAO-A และ MAO-B, 0.1 M 5-HT เปน substrate สําหรับ 

MAO-A, 0.1 M benzylamine เปน substrate สําหรับ MAO-B  นอกจากนี้จะเตมิ respiratory 

chain inhibitor คือ rotenone ลงใน reaction chamber ดวย  เพื่อยับยัง้การออกซิไดซ 

endogenous substrates ของไมโตคอนเดรีย  ทาํใหออกซิเจนที่ถกูใชไปนั้นเกิดจาก monoamine 

oxidase ออกซิไดซ amine substrate ที่เติมลงไปเพียงอยางเดยีว  จากหลกัการทีก่ลาวมานี้ทาํให

ทราบถงึการทาํงานของ monoamine oxidase ได 
รูปแบบการทดลองศกึษาผลของ EGCG ตอการทํางานของเอนไซม monoamine 

oxidase ของไมโตคอนเดรีย 
1. การศึกษาผลของ EGCG ตอการทํางานของ MAO-A 

1) เติม substrate สําหรับ MAO-A คือ 0.1 M 5-HT ปริมาณ 10 μl ลงใน incubation 

medium ที่มีไมโตคอนเดรียและ 5 mg/ml rotenone ปริมาณ 2 μl อยู 

2) เติมสารทดสอบ คือ EGCG ในความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl   ดูผลการ

เปลี่ยนแปลงอัตราการใชออกซิเจน  เปรียบเทียบกับ control คือ  DMSO ปริมาณ 10 μl 

2. การศึกษาผลของ EGCG ตอการทํางานของ MAO-B 

1) เติม substrate สําหรับ MAO-B คือ 0.1 M benzylamine ปริมาณ 10 μl ลงใน 

incubation medium ที่มีไมโตคอนเดรียและ 5 mg/ml rotenone ปริมาณ 2 μl อยู 
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2) เติมสารทดสอบ คือ EGCG ในความเขมขนตางๆ ปริมาณ10 μl ดูผลการเปลี่ยนแปลง

อัตราการใชออกซิเจน  เปรียบเทียบกับ control คือ  DMSO ปริมาณ 10 μl 

3. การศึกษาผลของ EGCG ตอการทํางานของ MAO-A และ  MAO-B 

1) เติม substrate สําหรับ MAO-A และ  MAO-B คือ 0.1 M tyramine ปริมาณ 10 μl ลง

ใน incubation medium ทีม่ีไมโตคอนเดรียและ 5 mg/ml rotenone ปริมาณ 2 μl อยู 

2) เติมสารทดสอบ คือ EGCG ในความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ดูผลการ

เปลี่ยนแปลงอัตราการใชออกซิเจน  เปรียบเทียบกับ control คือ DMSO ปริมาณ 10 μl 

4.8 การหาปริมาณโปรตนีของไมโตคอนเดรีย 
 เนื่องจากปริมาณของไมโตคอนเดรียที่อยูใน mitochondrial suspension ที่เตรียมจากตับ

หนูขาวที่ใชในการทดลองในแตละครั้งมีปริมาณไมเทากนั  ซึง่จะมีผลตอการเปรียบเทียบอัตราการ

ใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ  ดังนัน้จงึจําเปนตองหาความเขมขนของ               

ไมโตคอนเดรียที่ใชในการทดลองแตละครั้ง  เพื่อนํามาเปนมาตรฐานในการเปรียบเทียบผลที่ได 

 วิธีการหาปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรยีใชวิธีของ Lowry (1951)  ซึ่งดัดแปลงเพิม่เติม

โดย Miller (1959) เปนการหาปริมาณโปรตีนโดยการเกิดสี  เมื่อโปรตีนทําปฏิกิริยากับ CuSO4 ใน

สารละลายดางจะเกิดเปนสนี้ําเงิน  นําสารละลายสนี้ําเงินที่ไดไปวัดคาการดูกลนืแสงที่ความยาว

คลื่น 540 นาโนเมตร  ดวยเครื่อง spectrophotometer   โดยใชน้ํากลัน่ที่มปีริมาตรเทากบั 

sample เปน blank นําคาการดูดกลนืแสงที่ไดไปเปรียบเทียบหาปริมาณโปรตีนจาก standard 

curve  ที่ใช bovine albumin ในชวงความเขมขนที่ครอบคลุมคาความเขมขนของ sample ซึ่งมี

ข้ันตอนการปฏิบัติดังนี ้

1. เจือจาง mitochondrial suspension 10 μl  ดวยน้าํกลั่น 3 ml (1:300)  จะไดสารละลาย A  

2. ดูดสารละลาย A ปริมาตร 1 ml  ใสในหลอดทดลองเติม alkaline copper reducing 1 ml 

(กรณีเปน blank จะใชน้ํา 1 ml  สวนกรณีที่ทาํ standard curve  จะใช 1 ml  ของ bovine serum 

albumin ที่มคีวามเขมขน 0.05 , 0.10 , 0.15 , 0.20 , 0.25 , 0.30 mg/ml แทนสารละลาย A ) 

เขยาใหเขากัน  ปลอยใหทาํปฏิกิริยา 10 นาท ี

3. เติม Folin-Phenol reagent (dilution 1:10) 3 ml เขยาใหเขากนั 

4. นาํไปแชใน water bath ที่มีอุณหภูม ิ50 °C เปนเวลา 10 นาท ี

5. ตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมหิอง    นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง   spectrophotometer 

(ultrospec  II)  ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

6. นาํคาการดูดกลืนแสงทีว่ัดไดไปเปรียบเทียบหาปรมิาณโปรตีนจาก standard curve  จะไดคา

ความเขมขนและปริมาณโปรตีนของไมโตคอนเดรียหนวยเปน mg/ml 
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การเตรยีมสารละลายที่ใช 
- Alkaline copper reagent เปนสารละลายที่ประกอบดวย 1 สวนของ 0.5 % CuSO4 ที่ละลายอยู

ใน 1 % w/v  ของ potassium tartrate และ 10 สวนของ 10 % NaCO3  ที่ละลายอยูใน 0.5 M 

NaOH 

- Foline – phenol reagent (1:10) เตรียมไดจากการเจือจาง concentrated Folin – Ciocalteu ’s 

Phenol reagent ดวยน้ํากลั่นในอัตราสวน 1:10 v/v  และเตรียมใชทนัท ี

4.9 การแสดงผลการทดลองและการวิเคราะหขอมลูทางสถิติ 
 4.9.1 การแสดงผลการทดลองแสดงออกเปน 2 ลักษณะ คือ 

- oxygraph tracing 

 เปน oxygraph tracing ที่ไดจากการทดลองซึ่งแสดงอตัราการใชออกซิเจนในระยะตางๆ 

มีหนวยเปน n atoms O/min/mg protein   

 - ตารางและกราฟ 

 4.9.2 การวเิคราะหขอมูลทางสถิต ิ

 1. ผลการทดลองแสดงเปนคา ̄x  ±  S.E. จากการทดลอง 4 การทดลอง (N = 4) ในแตละ

สภาวะการทดลอง 

 2. ใชสถิติชนดิ one-way analysis of variance (ANOVA) ในการทดสอบความแตกตาง

ทางสถิติระหวางกลุมทดลอง  และเปรียบเทียบความแตกตางของแตละคูโดยใช Scheffe   ที่ระดับ

นัยสําคัญ p < 0.05 

 

 



 
 

บทที่  4 

ผลการวิจัย 

1. ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช glutamate + 
malate เปนสับสเตรท 
 รูปที่ 23  แสดง control respiratory response ของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูขาว

ซึ่งนาํมาใชในการทดลอง  ตัวเลขที่กาํกับอยูทุกระยะของ oxygraph tracing คือ คาอัตราการใช

ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state ตางๆ มหีนวยเปนจํานวน n atoms O/min/mg protein   

สวนประกอบที่สําคัญในปฏกิิริยา ไดแก ไมโตคอนเดรียซึ่ง incubate อยูใน medium ที่มี 

glutamate + malate เปนสบัสเตรทปริมาณมากเกนิพอ  อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย

ในระยะแรกมคีา 25.67 n atoms O/min/mg  protein  ระยะนี้เรียกวา state 4 respiration  เมือ่

เติม ADP+Pi ลงไปในปฏิกริิยาจะทําใหเกิดการสังเคราะห ATP ข้ึน  พบวาอัตราการใชออกซิเจน

จะเพิ่มสูงขึ้นเปน 167.63  n atoms O/min/mg protein  เรียกระยะการหายใจของไมโตคอนเดรีย

ที่มีอัตราการใชออกซิเจนเพิม่สูงขึ้นอยางรวดเร็วจากการเติม ADP+Pi นี้วา state 3 respiration  

ซึ่งเมื่อ ADP ถูกใชหมดไปอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียจะลดลงเปน 29.56 n atoms 

O/min/mg protein  ซึ่งจะกลับสู state 4 respiration ตามเดิม  คา RCI ของไมโตคอนเดรียที่ใชใน

การทดลองตามรูปที่ 1  มีคาเทากับ 167.63/29.56 = 5.67  เมื่อเติม DNP  ซึ่งมคีุณสมบัติเปน 

uncoupler ลงไป DNP สามารถกระตุนการหายใจทาํใหไมโตคอนเดรียเกิดการใชออกซิเจนอยาง

รวดเร็วจนกระทั่งออกซิเจนหมดไปจาก reaction medium  ระยะนี้เรียกวา state 3u respiration  

ซึ่งจะเห็นไดวาอัตราการใชออกซิเจนในระยะนีจ้ะเพิ่มเปน 219.80 n atoms O/ml/min/mg protein 

 ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูขาว  เมื่อใช 

glutamate + malate เปนสับสเตรท  แสดงในรูปที ่ 24  ทําการศึกษาโดยการเตมิ  glutamate + 

malate เปนสบัสเตรท  ลงใน reaction mixture  ที่มีไมโตคอนเดรียอยู  จากนั้นเติม EGCG ความ

เขมขนตางๆ ลงไปพบวา EGCG มีผลเปลี่ยนแปลงอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน 

state 4 respiration ได  ซึง่จากตารางที ่ 5 และรูปที่ 25 แสดงใหเห็นวา EGCG ที่ความเขมขน 

454.48, 681.72, 908.96 μM ทําใหอัตราการใชออกซเิจนเพิม่ข้ึนอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติ (p < 

0.05 )  เมื่อเทียบกับ control คือ การเติม DMSO แทน EGCG  ซึ่งการเลือกใช DMSO เปน 

control  เนื่องจาก DMSO เปนสารละลาย EGCG ในการศึกษานี ้และจาก tracing ในรูปที ่ 24 

แสดงใหเหน็วา DMSO ไมมีผลเปลี่ยนแปลงอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรยี  สําหรับฤทธิ์

ในการกระตุนอัตราการใชออกซิเจนใน state 4 ของ EGCG  มีไมมากนกั  โดยเมือ่นําคาเฉลีย่ของ
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อัตราการหายใจมาคิดเปนเปอรเซ็นตการกระตุนทีเ่พิ่มข้ึนจาก control ไดคาดังนี้ คือ 55.64, 

58.00, 64.58  % ที่ความเขมขน 454.48, 681.72, 908.96 μM ตามลําดับ  และหลังจากที่เตมิ  

ADP + Pi ลงใน reaction mixture  ทําใหเกิด state 3 respiration  พบวา EGCG ที่ความเขมขน 

454.48, 681.72, 908.96 μM ทําใหอัตราการใชออกซิเจนลดลงอยางมนีัยสาํคัญทางสถิต ิ (p < 

0.05 )  ดงัแสดงในตารางที ่ 5 และรูปที่ 26 และเมื่อนําคาอัตราการใชออกซิเจนใน state 3 

respiration หารดวยอัตราการใชออกซิเจนใน state 4 respiration  จะไดคา RCI หรือดัชนีควบคุม

การหายใจ  ซึ่งเปนคาที่ใชแสดงการควบคู (coupling) กันของกระบวนการ oxidation และ

กระบวนการ phosphorylation  พบวา EGCG ทําใหคา RCI ลดลงตามความเขมขนที่เพิ่มข้ึนและ

ที่ความเขมขน 454.48, 681.72, 908.96 μM EGCG มผีลทําใหคา RCI ลดลงจาก control มาก  

โดย control มีคา RCI เทากับ 6.05 ± 0.62  แต EGCG ทั้ง 3 ความเขมขนทาํใหไมโตคอนเดรียมี

คา RCI เทากบั 3.20 ± 0.20, 2.29 ± 0.14 และ 2.11 ± 0.17 ตามลําดับ  ดังแสดงในตารางที ่5 

และรูปที่ 27 

2. ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย    เมื่อใช  succinate  เปน 
สับสเตรท 

ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูขาว  เมื่อใช 

succinate เปนสับสเตรท  แสดงในรูปที่ 28  ทําการศึกษาโดยการเติม  succinate เปนสับสเตรท  

ลงใน reaction mixture  ทีม่ีไมโตคอนเดรียอยู  ทาํใหเกิด state 4 respiration จากนั้นเติม EGCG 

ความเขมขนตางๆ ลงไป   พบวา  EGCG มีผลทาํใหอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน 

state 4 respiration ลดลงไดบางเล็กนอยที่ความเขมขนสูงๆ แตไมมนีัยสําคัญทางสถิติ ดังแสดง

ในตารางที ่6 และรูปที่ 29 และหลังจากที่เติม ADP + Pi ลงใน reaction mixture  เพื่อทาํใหเกดิ 

state 3 respiration  พบวา EGCG ที่ความเขมขน  454.48,  681.72,  908.96  μM      ทําให

อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 3 respiration ลดลงอยางมนียัสําคัญทางสถิติ 

(p < 0.05 )  ดังแสดงในตารางที ่6 และรูปที่ 30 และเมื่อนําอัตราการใชออกซิเจนจากทั้ง 2 state 

มาคํานวณหาคา RCI  พบวา EGCG ทําใหคา RCI ลดลงตามความเขมขนที่เพิ่มข้ึน  และที่ความ

เขมขน 454.48, 681.72, 908.96 μM EGCG มีผลทําใหคา RCI ลดลงจาก control มาก  โดย 

control มีคา RCI เทากับ 4.66 ± 0.25  แต EGCG ทัง้ 3 ความเขมขนทําใหไมโตคอนเดรียมีคา 

RCI เทากับ 2.75 ± 0.19, 2.23 ± 0.15 และ 2.16 ± 0.17 ตามลาํดับ  ดังแสดงในตารางที่ 6 และ

รูปที่ 31 
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3. ผลของ epigallocatechin gallate ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน
สภาวะที่ถูกกระตุนดวย DNP 

ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนูขาวใน

สภาวะที่ถูกกระตุนการหายใจดวย DNP แสดงในรูปที่ 32  ทําการศึกษาโดยการเตมิ  glutamate 

+ malate เปนสับสเตรท  ลงใน reaction mixture  ที่มีไมโตคอนเดรียอยู  จากนั้นกระตุนการ

หายใจโดยการเติม DNP  ทาํใหเกิด state 3u respiration  จาก tracings จะเหน็ไดวา DNP ทาํให

อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียเพิ่มข้ึนมากอยางรวดเร็ว  และเมื่อเติม EGCG  ลงไป

พบวา EGCG มีผลยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนใน state 3u ได  ซึง่เมือ่คิดเปน % การยับยัง้ state 

3u respiration ดังแสดงผลในตารางที่ 7 และในรูปที ่33 พบวาที่ความเขมขนต่ําสุดที่ทาํการศึกษา

คือ 113.62 μM สามารถยบัยั้งอัตราการใชออกซิเจนใน state 3u ได 46.18% และเมื่อเพิม่ความ

เขมขนของ EGCG จนถงึความเขมขนสูงสุดที่ทาํการศกึษาคือ 908.96 μM พบวา EGCG สามารถ

ยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนใน state 3u respiration ไดอีกเพียง 12 %  คือยับยั้งได 61.20 %  

สําหรับคา IC50  ในการยับยัง้ state 3u respiration ของ EGCG = 398.11 μM 

4. ผลของ bovine serum albumin (BSA) ทีม่ีตอการออกฤทธิข์อง EGCG เมื่อใช 
glutamate + malate เปนสับสเตรท 

ผลของ bovine serum albumin (BSA)  ที่มีตอการออกฤทธิ์ของ EGCG เมื่อใช 

glutamate + malate เปนสับสเตรท  แสดงในรูปที ่ 34  ทําการศึกษาโดยการเตมิ  glutamate + 

malate เปนสบัสเตรท  ลงใน reaction mixture  ที่มีไมโตคอนเดรียอยู  จากนัน้เติม EGCG ความ

เขมขน 400 μg/10 μl  (454.48μM) พบวาอัตราการใชออกซิเจนเพิ่มข้ึนจากฤทธิ์การกระตุนการ

หายใจใน state 4 ของ EGCG    จากนั้นเมื่อเติม BSA ลงไป  พบวา BSA ขนาด 10 และ 15 mg 

ทําใหอัตราการใชออกซิเจนที่เพิม่ข้ึนจากการเติม EGCG ลดลงอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติ (p < 

0.05 ) เมื่อเทยีบกับ control ที่ไมไดเติม BSA  ดังแสดงในรูปที่ 35 และตารางที่ 8 

5. ผลของ  EGCG ตอไมโตคอนเดรียที่ไดรับการยับยั้งกระบวนการ phosphorylation ดวย 
atractyloside และ oligomycin  เปรียบเทียบกับผลของ DNP เมื่อใช glutamate + malate 
เปนสับสเตรท   

ผลของ  EGCG ความเขมขน 400 μg/10 μl  (454.48 μM) ตอไมโตคอนเดรียที่ไดรับการ

ยับยั้งกระบวนการ  phosphorylation ดวย atractyloside และ oligomycin  แสดงในรูปที ่ 36  

ทําการศึกษาโดยการเติม  glutamate + malate เปนสบัสเตรท     ลงใน   reaction mixture  ทีม่ี

ไมโตคอนเดรียอยู  จากนัน้เติม oligomycin หรือ atractyloside ลงไป  ตอมาจึงเตมิ ADP + Pi  ซึ่ง

จาก tracing จะเหน็วาการเติม ADP + Pi ไมทําใหอัตราการใชออกซเิจนเพิม่ข้ึนหรือไมเกิด state 
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3 respiration   จากนั้นเตมิ DNP ซึ่งเปนสาร uncoupler ลงไปพบวาทาํใหอัตราการใชออกซิเจน

ของไมโตคอนเดรียเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็ว  และในสภาวะการทดลองเดียวกนั  แตเติม EGCG ลงไป

แทน DNP พบวาอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียก็เพิ่มข้ึนไดเชนเดียวกัน แตผลการเพิม่

อัตราการใชออกซิเจนของ EGCG จะนอยกวา DNP มาก   

6. ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะทีถู่กกระตุนดวย
แคลเซียม  เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 

 ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซเิจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถกูกระตุนดวย

แคลเซียม  แสดงในรูปที ่37      ทําการศึกษาโดยการเตมิ  glutamate+malate เปนสับสเตรท  ลง

ใน reaction mixture  ที่มีไมโตคอนเดรียอยู  เติม EGCG ความเขมขนตางๆ ลงไปจากนั้นจึง

กระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรียโดยการเติม CaCl2  พบวา EGCG เฉพาะที่ความเขมขน

สูงสุดทีท่ําการศึกษา คือ 908.96 μM มีผลลดอัตราการใชออกซเิจนที่เกิดจากการกระตุนดวย

แคลเซียมไดอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p < 0.05 )  ดงัแสดงในรูปที่ 38 และตารางที่ 9 

7. ผลของ EGCG ตอการทํางานของเอนไซม ATPase 
จากรูปที ่39 และตารางที่ 10 แสดงผลของ EGCG ความเขมขนตางๆ ตอการทาํงานของ

เอนไซม ATPase  และเปรียบเทียบผลกบั DNP ทั้งในสภาวะที่มีและไมมี oligomycin ซึ่งเปนตวั

ยับยั้งเอนไซม ATPase  ทาํการศึกษาโดยวัดปริมาณของ Pi ที่เกิดขึน้จากการทํางานของเอนไซม 

ATPase ในการสลาย ATP  พบวา DMSO ซึ่งใชเปนสารละลาย EGCG ในการศึกษานี้ไมมีผล

เปลี่ยนแปลงการทํางานของเอนไซม ATPase เมื่อเทยีบกับกลุมการทดลองที่ไมเติม DMSO  สวน

กลุมการทดลองที่ไดรับ EGCG พบวา EGCG มีผลเปลี่ยนแปลงการทํางานของเอนไซม ATPase 

กลาวคือ EGCG ที่ความเขมขน 0.73, 4.57, 18.30 μM  มีฤทธิ์ยับยัง้การทํางานของเอนไซม 

ATPase ไดเล็กนอย (ไมมนีัยสําคัญทางสถิติ)  แต EGCG ความเขมขนที่สูงขึ้นมีผลกระตุนการ

ทํางานของเอนไซม ATPase  โดยที่ความเขมขน 219.54, 292.72, 439.08 และ 585.44 μM มีผล

ทําใหปริมาณ Pi ที่เกิดจากปฏิกิริยาเพิ่มสูงขึ้นอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05 )  สําหรบั 

DNP ซึ่งเปนสาร uncoupler  พบวามีผลทําใหปริมาณ Pi ที่เกิดจากปฏิกิริยาเพิม่สูงขึ้นอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05 ) เชนเดียวกัน  และในกรณีที่เติม oligomycin ซึ่งเปนสารยับยัง้การ

ทํางานของเอนไซม ATPase พบวาทาํใหผลการกระตุนเอนไซม ATPase ของทัง้ DNP และ 

EGCG ลดลง 
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8. ผลของ EGCG ตอการทํางานของเอนไซม MAO-A 
 จากรูปที ่ 40 และ ตารางที ่ 11 แสดงผลของ EGCG ตอการทํางานของเอนไซม MAO-A  

ทําการศึกษาโดยเติมสับสเตรทสําหรับ MAO-A คือ 0.1 M 5-HT  ลงใน reaction mixture  ที่มี       

ไมโตคอนเดรียและ rotenone อยู  โดย rotenone จะไปยับยัง้การออกซิไดซ endogenous 

substrates ของไมโตคอนเดรีย ทําใหออกซิเจนทีถู่กใชไปเกิดจาก monoamine oxidase 

ออกซิไดซ amine substrate ที่เติมลงไปเพยีงอยางเดียว  พบวา EGCG มีผลยับยัง้การทาํงานของ

เอนไซม MAO-A ได  โดยมีคา IC50 = 38.02 μM  ลักษณะของ dose-response curve ของการ

ยับยั้งสาํหรับ MAO-A จะเพิ่มสูงขึ้นเมือ่ขนาดเพิม่ข้ึนจนถึงความเขมขนคาหนึ่งการยับยัง้จะคอน 

ขางคงที่  และที่ความเขมขนสูงสุดที่ทาํการศึกษา คือ 227.24 μM   EGCG มีฤทธิ์ในการยับยัง้ 

MAO-A ได 77.73 %   

9. ผลของ EGCG ตอการทํางานของเอนไซม MAO-B 
 จากรูปที ่ 41 และ ตารางที ่ 12 แสดงผลของ EGCG ตอการทํางานของเอนไซม MAO-B  

ทําการศึกษาโดยเติมสับสเตรทสําหรับ MAO-B คือ 0.1 M benzylamine  ลงใน reaction mixture  

ที่มีไมโตคอนเดรียและ rotenone อยู  พบวา EGCG มีผลยับยัง้การทํางานของเอนไซม MAO-B 

ไดนอย  โดยที่ความเขมขนต่ําสุดที่ทาํการศึกษา คือ 227.24 μM  มีฤทธิ์ในการยับยั้ง MAO-B ได 

32.87 %  และเมื่อเพิม่ความเขมขนจนถึงความเขมขนสงูสุดทีท่ําการศึกษา คือ 1136.20 μM  ฤทธิ์

ในการยับยั้ง MAO-B ก็เพิ่มข้ึนอีกเพยีง 6% คือยับยั้งได 38.44 %   

10. ผลของ EGCG ตอการทํางานของเอนไซม MAO-A และ MAO-B 
 จากรูปที ่ 42 และ ตารางที ่ 13 แสดงผลของ EGCG ตอการทํางานของเอนไซม MAO-A 

และ MAO-B   ทําการศึกษาโดยเติมสับสเตรทสําหรบัทั้ง MAO-A และ MAO-B คือ 0.1 M 

tyramine  ลงใน reaction mixture  ที่มไีมโตคอนเดรียและ rotenone อยู  พบวา EGCG มีผล

ยับยั้งการทาํงานของเอนไซม MAO ในการออกซิไดซ tyramine ซึ่งเปนสับสเตรทแบบไมจําเพาะ

เจาะจงไดไมมากนกั  โดยทีค่วามเขมขนต่ําสุดทีท่ําการศึกษา คือ 227.24 μM  มีฤทธิ์ในการยับยัง้

การทาํงานของ MAO ได 36.96 %  และเมื่อเพิ่มความเขมขนจนถึงความเขมขนสงูสดุที่

ทําการศึกษา คือ 1136.20 μM  ฤทธิ์ในการยับยัง้ MAO ก็เพิม่ข้ึนอีก 12 % คือยับยั้งได 48.98 %   
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 รูปที่ 23   แสดง oxygraph tracing มาตรฐานการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช 

glutamate + malate เปนสบัสเตรท 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2, 

86.25 mM KCl, 5.21 mM glutamate + 5.21 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi, 0.05 

μM DNP, 13.02 mM sucrose  และไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.22 mg protein/ml  ปริมาตรทั้งหมด 

1.92 ml  อุณหภูม ิ37 ˚C  

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ  แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บคํานวณ

ออกมามหีนวยเปน n atoms O/min/mg protein 
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ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช glutamate + 
malate เปนสับสเตรท 

รูปที่ 24   แสดง oxygraph tracing ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย 

เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2, 

86.25 mM KCl, 5.21 mM glutamate + 5.21 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  

13.02 mM sucrose  ในการทดลองควบคุมจะเติม DMSO ปริมาณ 10 μl  สวนการทดลองเพื่อ

ศึกษาจะเติม EGCG ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.22 mg protein/ml  

ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml  อุณหภูมิ 37 ˚C  

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ  แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บคํานวณ

ออกมามหีนวยเปน n atoms O/min/mg protein 
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ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช glutamate + 
malate เปนสับสเตรท 

รูปที่ 25  กราฟแสดงผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนในชวง state 4 respiration ของ    

ไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท   

สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2, 

86.25 mM KCl, 5.21 mM glutamate + 5.21 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  

13.02 mM sucrose  ในการทดลองควบคุมจะเติม DMSO ปริมาณ 10 μl  สวนการทดลองเพื่อ

ศึกษาจะเติม EGCG ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.22 mg protein/ml  

ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml  อุณหภูมิ 37 ˚C  

แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่ ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4) 
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* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับ DMSO 
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ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช glutamate + 
malate เปนสับสเตรท 

รูปที่ 26 กราฟแสดงผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนในชวง state 3 respiration ของ     

ไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท   

สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2, 

86.25 mM KCl, 5.21 mM glutamate + 5.21 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  

13.02 mM sucrose  ในการทดลองควบคุมจะเติม DMSO ปริมาณ 10 μl  สวนการทดลองเพื่อ

ศึกษาจะเติม EGCG ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.22 mg protein/ml  

ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml  อุณหภูมิ 37 ˚C  

แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่ ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4) 
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* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับ DMSO 
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ผลของ EGCG ตอ  respiratory control index (RCI) ของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช 
glutamate + malate เปนสับสเตรท 

รูปที่ 27  กราฟแสดงผลของ EGCG ตอ respiratory control index (RCI) ของไมโตคอนเดรีย  

เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท   

สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2, 

86.25 mM KCl, 5.21 mM glutamate + 5.21 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  

13.02 mM sucrose  ในการทดลองควบคุมจะเติม DMSO ปริมาณ 10 μl  สวนการทดลองเพื่อ

ศึกษาจะเติม EGCG ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.22 mg protein/ml  

ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml  อุณหภูมิ 37 ˚C  

แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่ ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4) 
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ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช glutamate + 
malate เปนสับสเตรท 

ตารางที่  5  แสดงผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนในชวง state 4 respiration, state 3 

respiration และ RCI  ของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท   

สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2, 

86.25 mM KCl, 5.21 mM glutamate + 5.21 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  

13.02 mM sucrose  ในการทดลองควบคุมจะเติม DMSO ปริมาณ 10 μl  สวนการทดลองเพื่อ

ศึกษาจะเติม EGCG ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.22 mg protein/ml  

ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml  อุณหภูมิ 37 ˚C  

คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4) 

 

  Rate of oxygen consumption (n atom O/min/mg protein) Concentration of 

EGCG (μM) State 4 State 3 

RCI 

DMSO 26.31 ± 2.21          185.71 ±   8.22 6.05 ± 0.62 

113.62 35.68 ± 3.52          160.18 ±   8.01 4.62 ± 0.17 

227.24 35.96 ± 3.11          140.05 ± 14.71 4.04 ± 0.31 

454.48             40.95 ± 1.83*          129.80 ± 10.76* 3.20 ± 0.20 

681.72             41.57 ± 2.02*            93.48 ±   8.45* 2.29 ± 0.14 

908.96             43.30 ± 2.70*            89.55 ±   7.96* 2.11 ± 0.17 

 

* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับ DMSO 
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ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช succinate 
เปนสับสเตรท 

รูปที่ 28  แสดง oxygraph tracing ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรยี  

เมื่อใช succinate  เปนสับสเตรท   

 สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2, 

86.25 mM KCl, 5.21 mM succinate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  13.02 mM sucrose  ใน

การทดลองควบคุมจะเติม DMSO ปริมาณ 10 μl  สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติม EGCG ความ

เขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.13 mg protein/ml  ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml  

อุณหภูมิ 37 ˚C  

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ  แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บคํานวณ

ออกมามหีนวยเปน n atoms O/min/mg protein 
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ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช succinate 
เปนสับสเตรท 

รูปที่ 29   กราฟแสดงผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนในชวง state 4 respiration ของ   

ไมโตคอนเดรีย เมื่อใช succinate เปนสบัสเตรท   

สวนประกอบของปฏิกิริยา :   37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2, 

86.25 mM KCl, 5.21 mM succinate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  13.02 mM sucrose  ใน

การทดลองควบคุมจะเติม DMSO ปริมาณ 10 μl  สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติม EGCG ความ

เขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.13 mg protein/ml  ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml  

อุณหภูมิ   37 ˚C  

แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่ ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4) 
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ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช succinate  
เปนสับสเตรท 

รูปที่ 30   กราฟแสดงผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนในชวง state 3 respiration 

ของไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช succinate เปนสับสเตรท   

สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2,  

86.25 mM KCl, 5.21 mM succinate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  13.02 mM sucrose  ใน

การทดลองควบคุมจะเติม DMSO ปริมาณ 10 μl  สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติม EGCG ความ

เขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.13 mg protein/ml  ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml  

อุณหภูมิ   37 ˚C  

แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่ ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4) 
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* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับ DMSO 
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ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช succinate 
เปนสับสเตรท 

รูปที่ 31  กราฟแสดงผลของ EGCG ตอ respiratory control index (RCI) ของ              

ไมโตคอนเดรีย เมื่อใช succinate เปนสบัสเตรท   

สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2,  

86.25 mM KCl, 5.21 mM succinate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  13.02 mM sucrose  ใน

การทดลองควบคุมจะเติม DMSO ปริมาณ 10 μl  สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติม EGCG ความ

เขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.13 mg protein/ml  ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml  

อุณหภูมิ   37 ˚C  

แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่ ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4) 

 

0

1

2

3

4

5

6

0 200 400 600 800 1000
concentration (μM)

RC
I

 
 
 
 
 
 

 



                                                                                                                                                      
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                               

70 

ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย  เมื่อใช succinate 
เปนสับสเตรท 

ตารางที่ 6   แสดงผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนในชวง state 4 respiration, state 3 

respiration และ RCI  ของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช succinate เปนสับสเตรท   

สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2,  

86.25 mM KCl, 5.21 mM succinate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  13.02 mM sucrose  ใน

การทดลองควบคุมจะเติม DMSO ปริมาณ 10 μl  สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติม EGCG ความ

เขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.13 mg protein/ml  ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml  

อุณหภูมิ   37 ˚C  

คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4) 

 

  Rate of oxygen consumption (n atom O/min/mg protein) Concentration of 

EGCG (μM) State 4 State 3 

RCI 

DMSO 55.53± 2.01          257.81 ±   9.30 4.66 ± 0.25 

113.62 55.51± 3.90          230.30 ± 13.09 4.16 ± 0.21 

227.24 55.15± 4.72          204.67 ± 15.09 3.89 ± 0.29 

454.48             52.45± 3.76          143.42 ±   6.60* 2.75 ± 0.19 

681.72             50.71 ± 4.34          105.80 ± 11.74* 2.23 ± 0.15 

908.96             43.36 ± 3.28            93.25 ±   7.82* 2.16 ± 0.17 

 

* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับ DMSO 
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ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูก
กระตุนดวย DNP 

รูปที่ 32 แสดง oxygraph tracing ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของ             

ไมโตคอนเดรียในสภาวะทีถ่กูกระตุนดวย DNP 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2,  

86.25 mM KCl, 5.21 mM glutamate + 5.21 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  

13.02 mM sucrose, 0.05 μM DNP  ในการทดลองควบคุมจะเตมิ DMSO ปริมาณ 10 μl  สวน

การทดลองเพือ่ศึกษาจะเตมิ EGCG ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.88 

mg protein/ml  ปริมาตรทัง้หมด 1.92 ml    อุณหภูม ิ37 ˚C  

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ  แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บคํานวณ

ออกมามหีนวยเปน n atoms O/min/mg protein 
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ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูก
กระตุนดวย DNP 

รูปที่ 33   กราฟแสดง % การยับยั้งของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน

สภาวะที่ถูกกระตุนดวย DNP   

 สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2,  

86.25 mM KCl, 5.21 mM glutamate + 5.21 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  

13.02 mM sucrose, 0.05 μM DNP  ในการทดลองควบคุมจะเตมิ DMSO ปริมาณ 10 μl  สวน

การทดลองเพือ่ศึกษาจะเตมิ EGCG ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.88 

mg protein/ml  ปริมาตรทัง้หมด 1.92 ml  อุณหภูมิ   37 ˚C  

แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่ ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4) 
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ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูก
กระตุนดวย DNP 

ตารางที ่7  แสดง % การยบัยั้งของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะ

ที่ถูกกระตุนดวย DNP 

สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2,  

86.25 mM KCl, 5.21 mM glutamate + 5.21 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  

13.02 mM sucrose, 0.05 μM DNP  ในการทดลองควบคุมจะเตมิ DMSO ปริมาณ 10 μl  สวน

การทดลองเพือ่ศึกษาจะเตมิ EGCG ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 1.88 

mg protein/ml  ปริมาตรทัง้หมด 1.92 ml  อุณหภูมิ   37 ˚C 

 คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4) 

 
 

Concentration of EGCG (μM)   % Inhibition of State 3u respiration 

DMSO                                0.00 ± 0.00 

113.62   46.18 ± 3.63 

227.24    51.73 ± 5.56 

454.48   56.28 ± 3.25 

681.72    60.03 ± 4.79 

908.96   61.20 ± 4.28 
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ผลของ bovine serum albumin (BSA)  ที่มีตอการออกฤทธิข์อง EGCG  เมื่อใช 
glutamate + malate เปนสับสเตรท 

รูปที่ 34   แสดง oxygraph tracing ผลของ BSA ที่มีตอการออกฤทธิ์ของ EGCG  เมือ่ใช 

glutamate + malate เปนสบัสเตรท 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2,  

86.25 mM KCl, 5.21 mM glutamate + 5.21 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  

13.02 mM sucrose, 454.48 μM EGCG    การทดลองเพื่อศึกษาจะเติม BSA 10 และ 15 mg 

สวนการทดลองควบคุมจะไมเติม BSA   ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.10 mg protein/ml  ปริมาตร

ทั้งหมด 1.92 ml  อุณหภูม ิ37 ˚C  

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ  แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บคํานวณ

ออกมามหีนวยเปน n atoms O/min/mg protein 
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ผลของ bovine serum albumin (BSA)  ที่มีตอการออกฤทธิข์อง EGCG เมื่อใช 
glutamate + malate เปนสับสเตรท 

รูปที่ 35   กราฟแสดงผลของ BSA ที่มีตอการออกฤทธิข์อง EGCG  เมื่อใช glutamate + malate 

เปนสับสเตรท 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2,  

86.25 mM KCl, 5.21 mM glutamate + 5.21 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  

13.02 mM sucrose, 454.48 μM EGCG    ในการทดลองควบคมุจะไมเติม BSA  สวนการ

ทดลองเพื่อศึกษาจะเติม BSA 10 และ 15 mg   ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.10 mg protein/ml  

ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml  อุณหภูมิ 37 ˚C  
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* * 

control BSA 10 mg BSA 15 mg 

 
       * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกบั control 
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ผลของ bovine serum albumin (BSA)  ที่มีตอการออกฤทธิข์อง EGCG เมื่อใช 
glutamate + malate เปนสับสเตรท 

ตารางที ่8  แสดงแสดงผลของ BSA ที่มีตอการออกฤทธิข์อง EGCG  เมื่อใช glutamate + malate 

เปนสับสเตรท 

สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2,  

86.25 mM KCl, 5.21 mM glutamate + 5.21 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  

13.02 mM sucrose, 454.48 μM EGCG    การทดลองเพื่อศึกษาจะเติม BSA 10 และ 15 mg 

สวนในการทดลองควบคุมจะไมเติม BSA   ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.10 mg protein/ml  ปริมาตร

ทั้งหมด 1.92 ml  อุณหภูม ิ37 ˚C  

คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4) 

 

condition 
rate of oxygen consumption 

(n atoms O/min/mg protein) 

454.48 μM EGCG 40.17 ± 1.19 

454.48 μM EGCG + BSA 10 mg  30.22 ± 2.01* 

454.48 μM EGCG + BSA 15 mg  27.97 ± 1.26* 
 

   * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับ control  
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ผลของ  EGCG ตอไมโตคอนเดรียที่ไดรับการยับยัง้กระบวนการ phosphorylation 
ดวย atractyloside และ oligomycin  เปรียบเทียบกับผลของ DNP เมื่อใช glutamate + 
malate เปนสับสเตรท   

รูปที่ 36    แสดง oxygraph tracing  ผลของ  EGCG ความเขมขน 400 μg/10 μl  (454.48μM) 

ตอไมโตคอนเดรียที่ไดรับการยับยั้งกระบวนการ  phosphorylation ดวย atractyloside และ 

oligomycin  เปรียบเทียบกบัผลของ DNP เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท   

สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2,  

86.25 mM KCl, 5.21 mM glutamate + 5.21 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  

13.02 mM sucrose สารทดสอบที่เติมลงไปทําปฏิกิริยา 5 mg/ml oligomycin หรือ 10 mg/ml 

atractyloside ปริมาณ 10 μl, 0.05 M DNP ปริมาณ 2 μl, 400 μg/10 μl  EGCG ปริมาณ 10 μl  

ไมโตคอนเดรีย 2.48 mg protein/ml  ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml  อุณหภูม ิ37 ˚C  

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ  แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บคํานวณ

ออกมามหีนวยเปน n atoms O/min/mg protein 
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ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูก
กระตุนดวยแคลเซียม  เมือ่ใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 

รูปที่ 37  แสดง oxygraph tracing ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน

สภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซียม เมื่อใช glutamate+malate เปนสับสเตรท 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2,  

86.25 mM KCl, 5.21 mM glutamate + 5.21 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  

13.02 mM sucrose, 0.42 mM CaCl2  ในการทดลองควบคุมจะเตมิ DMSO ปริมาณ 10 μl  สวน

การทดลองเพือ่ศึกษาจะเตมิ EGCG ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 3.12 

mg protein/ml  ปริมาตรทัง้หมด 1.92 ml  อุณหภูมิ 37 ˚C  

 อัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในระยะตางๆ  แสดงเปนตัวเลขในวงเล็บคํานวณ

ออกมามหีนวยเปน n atoms O/min/mg protein 
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ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูก

กระตุนดวยแคลเซียม  เมือ่ใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 

รูปที่ 38  กราฟแสดงผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะทีถ่กู

กระตุนดวยแคลเซียม  เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2,  

86.25 mM KCl, 5.21 mM glutamate + 5.21 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  

13.02 mM sucrose, 0.42 mM CaCl2  ในการทดลองควบคุมจะเตมิ DMSO ปริมาณ 10 μl  สวน

การทดลองเพือ่ศึกษาจะเตมิ EGCG ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 3.12 

mg protein/ml  ปริมาตรทัง้หมด 1.92 ml  อุณหภูมิ 37 ˚C  

แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่ ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4) 
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* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับ DMSO 
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ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูก
กระตุนดวยแคลเซียม  เมือ่ใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 

ตารางที ่9 แสดงผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถกูกระตุน

ดวยแคลเซียม   เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 

 สวนประกอบของปฏิกิริยา :  37.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.88 mM MgCl2,  

86.25 mM KCl, 5.21 mM glutamate + 5.21 mM malate, 0.31 mM ADP + 0.62 mM Pi,  

13.02 mM sucrose, 0.42 mM CaCl2  ในการทดลองควบคุมจะเตมิ DMSO ปริมาณ 10 μl  สวน

การทดลองเพือ่ศึกษาจะเตมิ EGCG ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 3.12 

mg protein/ml  ปริมาตรทัง้หมด 1.92 ml  อุณหภูมิ 37 ˚C  

คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4) 

 

Concentration of EGCG (μM) Rate of oxygen consumption  

(n atom O/min/mgprotein)   

DMSO 130.91 ± 4.58 

227.24                            124.27 ± 9.69 

454.48                            126.82 ± 13.44 

681.72                            125.56 ± 6.96 

908.96                              83.14 ± 5.71* 

 

* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับ DMSO 
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ผลของ EGCG ตอการทาํงานของเอนไซม ATPase 

รูปที่ 39  กราฟแสดงผลของ EGCG ความเขมขนตางๆ ตอการทาํงานของเอนไซม ATPase  และ

เปรียบเทียบผลกับ DNP ทัง้ในสภาวะที่มแีละไมมี oligomycin ซึ่งเปนตัวยับยั้งเอนไซม ATPase 

สวนประกอบของปฏิกิริยา :  35.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.74 mM MgCl2, 

81.17 mM KCl, 16.78 mM sucrose  และไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 4.09 mg protein/ml  ปริมาตร

ทั้งหมด 2.98 ml  อุณหภูมิ 37 ˚C 

แตละจุดที่แสดงเปนคาเฉลีย่ ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4) 
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   *  * * 
 * 

 

  * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับ DMSO 

A = none (เปน medium อยางเดยีว), B = DMSO, C = 0.73 μM EGCG, D = 4.57 μM 

EGCG, E = 18.30 μM EGCG, F = 36.59 μM EGCG, G = 73.18 μM EGCG, H = 146.36 μM 

EGCG, I = 219.54 μM EGCG, J = 292.72 μM EGCG, K = 439.08 μM EGCG, L = 585.44 

μM EGCG, M = 0.05 M DNP 2 μl, N = 0.03 μM DNP + 5 mg/ml oligomycin 2 μl, O = 

292.72 μM EGCG + 5 mg/ml oligomycin 2 μl 
 



                                                                                                                                                      
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                               

86 

ผลของ EGCG ตอการทาํงานของเอนไซม ATPase 

ตารางที่ 10 แสดงผลของ EGCG ความเขมขนตางๆ ตอการทํางานของเอนไซม ATPase  และ

เปรียบเทียบผลกับ DNP ทัง้ในสภาวะที่มแีละไมมี oligomycin ซึ่งเปนตัวยับยั้งเอนไซม ATPase 

สวนประกอบของปฏิกิริยา :  35.50 mM HEPES buffer pH 7.4, 1.74 mM MgCl2, 

81.17 mM KCl, 16.78 mM sucrose  และไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 2.98 ml อุณหภูมิ 37 ˚C 

คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของคาเฉลี่ยจาก 4 การ

ทดลอง (n=4) 

  

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

none 1.14 ± 0.02 

DMSO 10 μl 1.14 ± 0.08  

0.73 μM EGCG  0.86 ± 0.06 

4.57 μM EGCG  0.98 ± 0.09 

18.30 μM EGCG  1.09 ± 0.03 

36.59 μM EGCG  1.15 ± 0.07 

73.18 μM EGCG  1.45 ± 0.02 

146.36 μM EGCG  1.72 ± 0.22 

219.54 μM EGCG    2.29 ± 0.22* 

292.72 μM EGCG    2.83 ± 0.26* 

439.08 μM EGCG    3.09 ± 0.06* 

585.44 μM EGCG    3.19 ± 0.12* 

0.05 M DNP 2 μl   6.20 ± 0.30* 

0.03 μM DNP+5 mg/ml oligomycin 2 μl 1.46 ± 0.04  

292.72 μM EGCG +5 mg/ml oligomycin 2 μl 1.09 ± 0.07 

 

* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับ DMS 
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ผลของ EGCG ตอการทาํงานของเอนไซม MAO-A 

รูปที่ 40  กราฟแสดงผลของ EGCG ตอการทํางานของ MAO-A 

สวนประกอบของปฏิกิริยา : phosphate buffer pH 7.4, 5 mg/ml rotenone 2 μl, 

13.02 mM sucrose, 0.1 M 5-HT 10 μl  การทดลองควบคุมจะเตมิ DMSO ปริมาณ 10 μl  สวน

การทดลองเพือ่ศึกษาจะเตมิ EGCG ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 5.87 

mg protein/ml  ปริมาตรทัง้หมด 1.92 ml  อุณหภูมิ 37 ˚C 
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ตารางที่ 11   แสดงผลของ EGCG ตอการทํางานของ MAO-A 

Concentration of EGCG (μM)   % Inhibition of MAO-A activity 

DMSO    0.00 ± 0.00  

28.40   44.87 ± 4.37 

56.81   57.43 ± 2.23 

113.62  67.24 ± 3.09 

170.43  70.86 ± 2.01 

227.24  77.73 ± 3.83 
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ผลของ EGCG ตอการทาํงานของเอนไซม MAO-B 

รูปที่ 41  กราฟแสดงผลของ EGCG ตอการทํางานของ MAO-B 

สวนประกอบของปฏิกิริยา : phosphate buffer pH 7.4, 5 mg/ml rotenone 2 μl, 

13.02 mM sucrose, 0.1 M benzylamine 10 μl  การทดลองควบคุมจะเติม DMSO ปริมาณ 10 

μl  สวนการทดลองเพื่อศึกษาจะเติม EGCG ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรยี

เฉล่ีย 5.40 mg protein/ml  ปริมาตรทัง้หมด 1.92 ml  อุณหภูมิ 37 ˚C 
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ตารางที่ 12  แสดงผลของ EGCG ตอการทํางานของ MAO-B 

Concentration of EGCG (μM)   % Inhibition of MAO-B activity 

DMSO     0.00 ± 0.00 

227.24   32.87 ± 1.74 

454.48   34.97 ± 3.17 

681.72   36.46 ± 2.12 

908.96   37.30 ± 2.45 

1136.20   38.44 ± 2.50 
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ผลของ EGCG ตอการทาํงานของเอนไซม MAO-A และ MAO-B 

รูปที่  42   กราฟแสดงผลของ EGCG ตอการทาํงานของ MAO-A และ MAO-B 

สวนประกอบของปฏิกิริยา : phosphate buffer pH 7.4, 5 mg/ml rotenone 2 μl, 13.02 

mM sucrose, 0.1 M tyramine 10 μl  การทดลองควบคมุจะเติม DMSO ปริมาณ 10 μl  สวนการ

ทดลองเพื่อศึกษาจะเติม EGCG ความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 μl  ไมโตคอนเดรียเฉลี่ย 5.43 mg 

protein/ml  ปริมาตรทั้งหมด 1.92 ml  อุณหภูม ิ37 ˚C 
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ตารางที่ 13  แสดงผลของ EGCG ตอการทํางานของ MAO-A และ MAO-B 

Concentration of EGCG (μM)   % Inhibition of  MAO-A และ MAO-B activity 

DMSO     0.00 ± 0.00 

227.24   36.96 ± 2.93 

454.48   41.55 ± 3.87 

681.72   46.69 ± 4.34 

908.96   47.46 ± 4.34 

1136.20   48.98 ± 3.84 

 



 
 

บทที่  5 

สรุปผลการวิจัยและอภิปรายผล  

จากการศึกษาผลของ epigallocatechin gallate ซึ่งเปนสาร catechins ชนิดทีม่ีปริมาณ

มากที่สุดและมีฤทธิท์างเภสชัวิทยาเดนชัดเจนมากกวาตวัอื่นๆ ในชาเขียวตอกระบวนการหายใจ

และสมรรถนะของเอนไซม monoamine oxidase  ของไมโตคอนเดรยีที่แยกจากตบัหนูขาว พบวา 

EGCG มีผลเปลี่ยนแปลงกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรีย และสมรรถนะของเอนไซม 

monoamine oxidase ไดหลายประการดังนี ้

1. ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย เมื่อใช glutamate + 
malate เปนสับสเตรท 
 EGCG มีผลเปลี่ยนแปลงอตัราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย    เมื่อใช glutamate + 

malate เปนสบัสเตรทไดดังนี้  คือ 

 state 4 respiration  EGCG มีผลกระตุนอตัราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียได  โดย

ที่ความเขมขนต่ํา EGCG จะกระตุนไดนอย  แตที่ความเขมขนสูงขึน้เปน 454.48, 681.72, 908.96 

μM  EGCG สามารถกระตุนอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียไดอยางมนีัยสําคัญทางสถติ ิ

(p < 0.05 )  แตอยางไรกต็ามฤทธิ์ในการกระตุนการหายใจของไมโตคอนเดรียของ EGCG ยังไม

มากนัก โดยเมื่อนาํคาเฉลี่ยของอัตราการหายใจมาคิดเปนเปอรเซน็ตการกระตุนที่เพิม่ข้ึนจาก 

control พบวาที่ความเขมขนสูงสุดที่ทาํการศึกษา คือ 908.96 μM  สามารถกระตุนอัตราการใช

ออกซิเจนไดเพียง 64.58% 

state 3 respiration  EGCG มีผลยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน  state  

นี้ไดอยางมีนยัสําคัญทางสถติิ (p < 0.05 ) ที่ความเขมขน 454.48, 681.72, 908.96 μM  ซึ่งแสดง

ใหเหน็วา EGCG ที่ความเขมขนดังกลาวมีผลลด phosphorylation ของ ADP+Pi ไปเปน ATP 

 เมื่อนําอัตราการใชออกซิเจนใน state 3 respiration หารดวยอตัราการใชออกซิเจนใน 

state 4 respiration  ไดคา RCI  หรือดัชนีควบคุมการหายใจ  ซึ่งเปนคาที่ใชแสดงการควบคู 

(coupling) กันของกระบวนการ oxidation และกระบวนการ phosphorylation  พบวา EGCG มี

ผลทําใหคา RCI ลดลง  โดยเฉพาะที่ความเขมขน 454.48, 681.72, 908.96 μM ซึ่งเปนชวงความ

เขมขนที่อัตราการใชออกซิเจนใน state 4 เพิ่มข้ึนอยางมีนยัสําคญัทางสถิติ  และอัตราการใช

ออกซิเจนใน state 3 ลดลงอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ  ทําใหคา RCI ลดลงมาก  ซึง่แสดงใหเห็นวา 

EGCG ในชวงความเขมขนดังกลาวมีผลทําใหประสิทธิภาพของการควบคูระหวางกระบวนการ 

oxidation ที่เกิดขึ้นโดยลูกโซการหายใจและกระบวนการ phosphorylation  ซึ่งเปนกระบวนการ
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สําคัญในการสราง ATP ลดลงเมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรทหรืออาจกลาวไดวา 

EGCG ในชวงความเขมขนดังกลาวมีฤทธิ ์uncoupling  

2. ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย    เมื่อใช  succinate  เปน 
สับสเตรท 
 เมื่อใช succinate เปนสับสเตรท  พบวา EGCG ไมมีผลเปลี่ยนแปลงอัตราการใช

ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state 4 respiration อยางมีนยัสําคญัทางสถิติ  หรืออาจกลาวได

วาในชวงความเขมขนทีท่ําการศึกษา EGCG ไมมีผลเปลี่ยนแปลงการทํางานของเอนไซม 

succinate dehydrogenase   ซึ่งทาํหนาที่ในการออกซิไดซ succinate  ใหเปน fumarate และ

อิเลคตรอนสงเขาสู complex II  แตอยางไรก็ตามมขีอสังเกตวา EGCG ความเขมขนสูงๆ มี

แนวโนมในการยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนใน state 4 ได เชน EGCG ที่ความเขมขน 908.96 μM 

เมื่อนําคาเฉลีย่ของอัตราการหายใจมาคิดเปนเปอรเซน็ตการยับยัง้ทีล่ดลงจาก control พบวา

สามารถยับยัง้ได 21.92 % ซึ่งแสดงใหเห็นวา EGCG ที่ความเขมขนสูงๆ (≥ 908.96 μM) มี

แนวโนมในการยับยั้งการทาํงานของเอนไซม succinate dehydrogenase ได สําหรับ state 3 

respiration    EGCG มีผลลดอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state นี้ไดอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05 ) ที่ความเขมขน 454.48, 681.72 และ 908.96 μM         ซึง่จากการ 

ศึกษาโดยใชสับเสตทของ complex I คือ glutamate + malate พบวา EGCG ในชวงความเขมขน

ดังกลาวมีฤทธิ์ uncoupling  ดังนั้นแมวาจะไมเหน็การกระตุนอัตราการใชออกซเิจนใน state 4 

respiration เหมือนการใช glutamate + malate เปนสับสเตรท  แตดวยฤทธิ์ uncoupling คือ

สามารถทําใหโปรตอนที่อยูบริเวณ intermembrance space กลับเขามาใน matrix โดยไมผาน

เอนไซม ATP synthase มีผลทําใหประสิทธิภาพของไมโตคอนเดรียในการเปลี่ยน ADP+Pi ใหเปน 

ATP ลดลง  ดงันัน้จึงทาํใหอัตราการใชออกซิเจนใน state 3 respiration ลดลง     

อัตราการใชออกซิเจนใน state 4 respiration ไมเปลี่ยนแปลง  แตอัตราการใชออกซิเจน

ใน state 3 respiration ลดลงอยางมนีัยสําคัญทางสถติิในชวงความเขมขนดังกลาว  จงึยงัมีผลทํา

ใหคา RCI ของไมโตคอนเดรยีลดลงมากเหมือนกับเมื่อใช glutamate+malate เปนสบัสเตรท  โดย

RCI มีคาต่ํากวา 3 ดังนัน้อาจกลาวไดวาเมื่อใช succinate เปนสับสเตรท EGCG ในชวงความ

เขมขนดังกลาวก็มีผลทําใหประสิทธิภาพการควบคูระหวางกระบวนการ oxidation และกระบวน 

การ phosporylation  ลดลงเชนเดียวกนั 
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3. ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะทีถู่กกระตุนดวย 
DNP 
 DNP เปนสาร uncoupler ทีรู่จักกันมานาน  สามารถออกฤทธิก์ระตุนการใชออกซเิจนของ

ไมโตคอนเดรียโดยไมเกิดการสราง ATP (Lehninger et al., 2000)  จากการศึกษานีพ้บวา  

EGCG มีผลยับยั้งอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถกูกระตุนดวย DNP ได  

และฤทธิ์ในการยับยั้งจะเพิ่มข้ึนตามความเขมขน  แตอยางไรก็ตามฤทธิ์ในการยับยัง้นี้มีไมมากนัก

โดยมีคา IC50  = 398.11 μM  และที่ความเขมขนสูงสุดที่ทาํการศึกษาคือ 908.96 μM ก็สามารถ

ยับยั้งไดเพยีง 61.20 ± 4.28 %  

 แมวา EGCG นาจะออกฤทธิ ์ uncoupling ไดเชนเดียวกับ DNP  แตเมื่อใหรวมกันกลับ

พบวา EGCG ยับยั้งฤทธิ ์ uncoupling ของ DNP ได  ทัง้นี้อาจเนื่องจาก EGCG เปนสารที่

สามารถแตกตัวให proton ได (Inoue et al., 2002) เชนเดียวกับ DNP  ดังนัน้อาจไปมีผลรบกวน

การแตกตัวและการรวมตวัของโปรตอนกับ DNP ได  แตอยางไรก็ตามสําหรับรายละเอียดของ

กลไกการยับยัง้นี้ควรมกีารศกึษาตอไป 

4. ผลของ bovine serum albumin (BSA) ทีม่ีตอการออกฤทธิข์อง EGCG เมื่อใช 
glutamate + malate เปนสับสเตรท 
 bovine serum albumin เปนโปรตีนโมเลกุลใหญ  ใชเปนตัวแทนของ plasma albumin  

จากการศึกษานี้พบวา BSA ขนาด 10 และ 15 mg มผีลยับยั้งการกระตุนอัตราการใชออกซิเจน

ของไมโตคอนเดรียที่ไดรับ EGCG ความเขมขน 400 g/10 μl  (454.48 μM)  ไดอยางมีนยัสําคัญ

ทางสถิติ  ซึ่งที่ผานมาเปนที่ทราบกันดวีาสาร catechins มีความสามารถในการจบักับโปรตีนไดดี  

ดังนัน้ในรางกาย EGCG ก็อาจจะจับกับโปรตีนใน plasma และ tissue ได (Chen et al., 1997)  

สําหรับในการศึกษานี้ก็แสดงใหเห็นวา EGCG อาจจะจับกับโปรตีนแลวมีผลทาํให EGCG ผาน

เขาไปในไมโตคอนเดรียไดลดลง  ผลการกระตุนอัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียจึงลดลง

ดวย 

5. ผลของ  EGCG ตอไมโตคอนเดรียที่ไดรับการยับยั้งกระบวนการ phosphorylation ดวย 
oligomycin และ atractyloside  เปรียบเทียบกับผลของ DNP เมื่อใช glutamate + malate 
เปนสับสเตรท   
 เนื่องจาก oligomycin และ atractyloside มีผลยับยัง้กระบวนการ phosphorylation  

โดย oligomycin ออกฤทธิ์ไปจับกับสวน FO ของเอนไซม ATP synthase แลวทาํใหไมเกิดการไหล

กลับของโปรตอนผาน FO (Garrett and Grisham, 1999) สวน atractyloside ออกฤทธิย์ับยัง้ 

adenosine  nucleotide  translocater         ซึง่ทาํหนาที่เปนตัวขนสง  ADP  จากภายนอกเขาสู     
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ไมโตคอนเดรีย  ทําใหขาด ADP สําหรับใชในการสงัเคราะห ATP (Lehninger et al.,2000)  ดังนัน้

การเติม ADP + Pi ลงในไมโตคอนเดรียที่ไดรับ oligomycin หรือ atractyloside จึงไมสามารถ

กระตุนอัตราการใชออกซิเจนได  แตเมื่อเติมสาร uncoupler เชน DNP  ซึ่งมีความสามารถในการ

ทําใหโปรตอนจาก intermembrane space ไหลกลับเขาสู matrix โดยไมตองผานเอนไซม ATP 

synthase  มีผลทําใหกระบวนการถายทอดอิเลคตรอนไปสูออกซิเจนเกิดขึ้นไดตอไป  แมไมมีการ

สราง ATP  ทาํใหเห็นอัตราการใชออกซิเจนที่เพิ่มข้ึนได  สําหรบัผลของ EGCG ตอไมโตคอนเดรีย

ในสภาวะดงักลาวก็ใหผลเชนเดียวกับ DNP คือ เพิ่มอัตราการใชออกซิเจนได แมวาไมโตคอนเดรีย

จะไดรับสารทีย่ับยั้งการทาํงานของเอนไซม  ATP synthase  ดังนัน้การศึกษานี้กเ็ปนอีกการศึกษา

หนึง่ที่สนับสนนุวา EGCG นาจะออกฤทธิ ์uncoupling ตอไมโตคอนเดรีย 

สําหรับกลไกการเกิด uncoupling ของ EGCG นาจะเกิดจาก EGCG เปนสาร 

polyphenol  มี –OH group ที่สามารถแตกตัวใหโปรตอนไดหลายตาํแหนง (Inoue et al., 2002)    

และเนื่องจากพลังงานจากการถายทอดอิเลคตรอนผาน complex ตางๆ ในลูกโซการหายใจ  

นํามาใชในการผลักโปรตอนจาก matrix ไปสู intermembrane space  มีผลทําใหดานนอก 

matrix มี pH ต่ํากวาดานใน  ดังนั้น EGCG กอนเขาสู matrix ก็จะรวมตัวกับโปรตอน  แตเมื่อเขา

สู matrix ซึ่งม ีpH สูงกวากจ็ะแตกตัวใหโปรตอน  หรืออาจกลาวไดวา EGCG มี protonophoric 

activity  เชนเดียวกับ DNP   ซึ่งเปน lipophilic weak acid  แตฤทธิ์ uncoupling ของ EGCG 

นอยกวา DNP มาก  นาจะเกิดจากการที่ EGCG มีความเปน lipophilic นอยกวา   ทาํใหพา

โปรตอนผาน membrane เขาสู matrix ไดนอยกวา   

6. ผลของ EGCG ตออัตราการใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะทีถู่กกระตุนดวย
แคลเซียม  เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรท 

การทาํงานของไมโตคอนเดรยีนอกจากการสราง ATP  โดยกระบวนการ oxidative 

phosphorylation แลว  ยงัสามารถขนสงแคลเซียมเขาไปสะสมในไมโตคอนเดรียได ซึ่งตองอาศยั 

membrane potential ซึ่งเปนสวนหนึ่งของ electrochemical potential ที่เกิดขึ้นจากกระบวนการ

ถายทอดอิเลคตรอนในลูกโซการหายใจ (Murphy and Smith, 2000)    จากการศึกษานีพ้บวา 

EGCG สามารถลดอัตราการใชออกซิเจนที่เกิดจากการกระตุนดวยแคลเซียมไดอยางมนีัยสาํคัญ

ทางสถิต ิ (p < 0.05 )  เฉพาะที่ความเขมขนสูงสุดทีท่ําการศึกษา คือ 908.96 μM  ทัง้นี้อาจ

เนื่องมาจากทีค่วามเขมขนดังกลาว EGCG มีฤทธิ์ uncoupling  ซึ่งมผีลเปลี่ยนแปลง membrane 

potential ของไมโตคอนเดรยีในปริมาณทีม่ากพอที่จะไปรบกวนกระบวนการขนสงแคลเซียมเขาสู

ไมโตคอนเดรียได    ซึ่งโดยทัว่ไปถาแคลเซียมเขาไปสะสมในออกาเนลไดนอยลงก็จะทาํให
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แคลเซียมใน cytoplasm ของเซลลเพิ่มมากขึ้น  และสงผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงกระบวนการ

ตางๆ ภายในเซลลตอไปได 

7. ผลของ EGCG ตอการทํางานของเอนไซม ATPase 
 ในการศึกษานีพ้บวา EGCG ที่ความเขมขนต่ํา คือ 0.73, 4.57, 18.30 μM  มีผลยับยั้ง

การทาํงานของเอนไซม ATPase ไดเล็กนอยไมมนีัยสาํคัญทางสถิต ิ  แต EGCG ความเขมขนที่

สูงขึ้นมีผลกระตุนการทํางานของเอนไซม ATPase ไดแก ที่ความเขมขน 219.54,  292.72,  

439.08  และ 585.44 μM  มีผลทําใหปริมาณ Pi ที่เกิดจากปฏิกิริยาการสลาย ATP เพิ่มสูงขึน้

อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p < 0.05 )  แตจากการศึกษาที่ผานมาของ Zheng และ Ramirez 

(2000) พบวา EGCG สามารถยับยัง้การทํางานของเอนไซม FOF1-ATPase / ATP synthase ของ

ไมโตคอนเดรียจากสมองหนูได  โดยมีคา IC50 = 17 μM   ซึ่งในการศึกษานี้ความเขมขนทีน่อยกวา 

18.30 μM พบผลการยับยั้งเพียงเล็กนอยเทานัน้  อาจเนื่องมาจากแหลงของไมโตคอนเดรียที่

ตางกนั  คือ การศึกษา Zheng และ Ramirez ใชไมโตคอนเดรียจากสมอง       แตการศึกษานี้ใช

ไมโตคอนเดรียจากตับ  และวิธีการศึกษาที่ตางกัน  โดยการศึกษาของ Zheng และ Ramirez จะ

แยกเอนไซมจากไมโตคอนเดรียมาศึกษา  แตในศึกษานี้เปนการศึกษา activity ของเอนไซมทีย่ัง

อยูในไมโตคอนเดรีย  ซึง่ทาํใหความไวและความจําเพาะตอการศกึษาผลของสารตอเอนไซมนี้

นอยกวาการศกึษาของ Zheng และ Ramirez  รวมทัง้ชวงความเขมขนที่สนใจศึกษาตางกัน    แต

โดยทั่วไปแลวถาสารใดก็ตามที่ทาํใหเกิดภาวะ uncoupling ของไมโตคอนเดรยี คือทําให 

oxidation และ phosphorylation แยกออกจากกัน  จะมีผลทาํให electrochemical gradient  

เสียไป  ในสภาวะเชนนีจ้ะกระตุนเอนไซม ATPase ใหมีการสลาย ATP เพิม่ข้ึน ซึ่งจากผล

การศึกษานี้กส็อดคลองกับขอมูลดังกลาว คือ EGCG มีฤทธิ ์uncoupling  และกระตุนการทํางาน

ของเอนไซม ATPase  ไดคลายกับ DNP ซึ่งเปนสาร uncoupler ที่รูจักกนัดี  และนอกจากนีย้ัง

พบวาฤทธิ์การกระตุน ATPase ของ EGCG และ DNP สามารถถูกยับยั้งไดดวย oligomycin ซึ่ง

เปนสารยับยั้งการทาํงานของเอนไซม FOF1-ATPase / ATP synthase  ไดเหมือนกัน 

8. ผลของ EGCG ตอการทํางานของเอนไซม monoamine oxidase 
 EGCG ในการศึกษานีพ้บวามีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม MAO-A ไดดีกวา MAO-B  โดยมี

คา IC50 สําหรบัการยับยัง้ MAO-A = 38.02 μM    สวนฤทธิ์ในการยับยั้ง MAO-B จะนอยกวามาก

โดยความเขมขนสูงสุดทีท่ําการศึกษา คือ 1136.20 μM  สามารถยับยั้ง MAO-B ไดเพียง 38.44 %  

เทานั้น  และสามารถยับยัง้เอนไซม MAO ในการออกซิไดซ tyramine  ซึ่งเปนสบัสเตรทชนิดไม

จําเพาะเจาะจงไดนอยเชนกนั โดยความเขมขนสูงสุดทีท่ําการศึกษา คือ 1136.20 μM  สามารถ
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ยับยั้ง MAO ในการออกซิไดซ tyramine ได 48.98 %  ลักษณะของ dose-response curve ของ

การยับยัง้สําหรับ MAO-A จะเพิ่มสูงขึ้นเมื่อขนาดเพิม่ข้ึนจนถึงความเขมขนคาหนึ่งการยับยัง้จะ

คอนขางคงที่  สวน dose-response curve ของการยบัยั้งสําหรับ MAO-B และ MAO เมื่อใช 

tyramine เปนสับสเตรทในชวงความเขมขนทีท่ําการศึกษาจะแสดงฤทธิก์ารยับยั้งต่ําๆ  ตลอดชวง

ความเขมขนทีท่ําการศึกษาดังแสดงในรูปที่ 41 และ 42   

จากการศึกษาขางตนทั้งหมดสามารถสรุปผลของ EGCG ตอกระบวนการหายใจ
และสมรรถนะของเอนไซม monoamine oxidase ของไมโตคอนเดรียที่แยกจากตับหนขูาว 
ไดดังนี้ 
 1. EGCG ที่ความเขมขนสงูมีฤทธิ์ uncoupling สามารถกระตุนอัตราการใชออกซเิจนใน     

state 4  ลดอัตราการใชออกซิเจนใน state 3 และมีผลทําใหคา RCI ของไมโตคอนเดรียลดลง  

การเติม bovine serum albumin  มีผลยับยัง้การออกฤทธิก์ระตุนอัตราการใชออกซิเจนของ 

EGCG เมื่อใช glutamate + malate เปนสับสเตรทได  สวนในกรณีทีใ่ช succinate เปนสับเสตท  

EGCG ไมมีผลเปลี่ยนแปลงอัตราการใชออกซิเจนใน state 4  แตอัตราการใชออกซเิจนใน state 3 

และ คา RCI ลดลงเชนเดยีวกับเมื่อ glutamate + malate เปนสับสเตรท 

2. EGCG สามารถยับยัง้ฤทธิก์ระตุนอตัราการใชออกซิเจนของ DNP  ซึ่งเปนสาร 

uncoupler ได 

 3. EGCG  ที่ความเขมขนสงูสุดทีท่ําการศึกษา คือ 908.96 μM  สามารถยับยัง้อัตราการ

ใชออกซิเจนของไมโตคอนเดรียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยแคลเซียมได 

 4. EGCG  มีฤทธิ์กระตุนการทํางานของเอนไซม ATPase ได 

 5. EGCG  มีฤทธิ์ยับยั้งการทาํงานของเอนไซม MAO-A ไดมากกวา MAO-B 

 จากการศึกษาดานเภสัชจลศาสตรของ EGCG ทัง้ที่เปนสารเดี่ยวๆ  และสารผสมกบั 

catechins อ่ืนๆ ในชาเขียว  รวมทัง้จากการดื่มชาเขียวที่ชงจากใบชาพบวาระดับ EGCG ในเลือด

มีคาไมเกนิ 1 μM  เชน การรับประทาน EGCG ขนาด 800 mg แบบ single dose  ทาํใหมีระดบั 

EGCG ในเลือดสูงสุด 438.5 ng/ml หรือ 0.956 μM (Chow et al., 2001) ทั้งนี้เนื่องจาก EGCG มี

การดูดซึมตํ่า  และม ี first-pass metabolism สูง  สวนใหญถูกขจัดออกทางน้ําด ี  (Zaveri,2003) 

โดยจากการศกึษาในหนูพบวา metabolite ในน้ําดีสวนใหญจะอยูในรูปของ 4’’-di-O-methyl-

EGCG (Lambert and Yang, 2003)  สวน EGCG ทีพ่บในเลือดจะอยูในรูป unchanged form  

โดยมีคา bioavailability นอยกวา 1 %  จากการศึกษาในอาสาสมัคร (Zaveri,2003)   ซึง่จะเหน็

ไดวาความเขมขนของ EGCG ในรางกายหลังจากการรับประทานมคีาต่ํากวาความเขมขนทีม่ีผล

เปลี่ยนแปลงการทํางานของไมโตคอนเดรียในการศึกษานี้มาก ดังนัน้จากการศึกษานี้อาจกลาวได
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วาการรับประทานชาเขยีวหรือ EGCG ไมนาจะมีผลเปลีย่นแปลงการทํางานของไมโตคอนเดรียทัง้

ตอกระบวนการหายใจและสมรรถนะของเอนไซม monoamine oxidase  

แตอยางไรก็ตามในปจจุบันไดเร่ิมมีการพฒันาเพื่อใหระดับ  EGCG    ในเลือดเพิ่มมากขึ้น   

เชน การพัฒนาปรับปรุงสตูรโครงสรางของ EGCG ใหมีความเปน lyophilic มากขึ้นและ/หรือลด

การเกิด first-pass metabolism  แตยังคงมีประสิทธภิาพในการออกฤทธิ์ไดเหมือนเดิมหรือมาก

กวาเดมิในการศึกษาของ Zaveri และคณะ (2003)  เพื่อนาํมาใชในการรักษามะเร็งเตานม หรือ

การศกึษาพัฒนา EGCG ใหสามารถนํามาเตรียมในรูปแบบ injection  ได      ดังนัน้ถาระดบั 

EGCG ในเลอืดสูงขึ้นมากผลของ EGCG ตอไมโตคอนเดรียก็ควรนํามาพจิารณารวมดวยทัง้ใน

ดานฤทธิท์างเภสัชวิทยาและการเกิดพิษ  เพื่อใหเกิดประโยชนและความปลอดภัยตอผูใชมากที่สุด   
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