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บทคัดย่อ 

            โรคต้อหิน (Glaucoma) เป็นหนึ่งในสาเหตุหลักของการตาบอดในทุกช่วงอายุของผู้คน โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งในกลุ่มผู้สูงอายุ โรคนี้มักเกิดขึ้นเมื่อน้้าหล่อเล้ียงภายในดวงตา (Aqueous humor) ถูกปิดกั้น ท้าใหไ้ม่
สามารถไหลเวียนได้ตามปกติและเกิดความดันภายในลูกตา (Intraocular pressure : IOP) เพิ่มสูงขึ้น ส่งผลให้
เส้นประสาทตาถูกท้าลายและอาจส่งผลให้สูญเสียการมองเห็นหรือตาบอด เอนไซม์คาร์บอนิกแอนไฮเดรส 
(Carbonic anhydrase : CAs) ช่วยเร่งปฏิกิริยา CO2 hydration โดยการเปล่ียนคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) 
และน้้า (H2O) ให้กลายเป็นไบคาร์บอเนตแอนไอออน (HCO3

-) ซึ่งเป็นองค์ประกอบส้าคัญในการสังเคราะห์น้้า
หล่อเล้ียงภายในดวงตา มีการรายงานเกี่ยวกับการพัฒนาของสารยับยั้ง CA (CA inhibitor : CAI) โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งต่อกิจกรรมของเอนไซม์คาร์บอนิกแอนไฮเดรสไอโซไซม์ II  ของมนุษย์ (hCA II) เพื่อลดความดันใน
ดวงตาและน้าไปสู่การรักษาโรคต้อหิน ปัจจุบันยาท่ีใช้ในการรักษาโรคต้อหินเป็นยาในกลุ่มซัลโฟนาไมด์ 
(Sulfonamide) ซึ่งพบว่ายาในกลุ่มนี้ท้าให้เกิดผลข้างเคียงกับผู้ป่วยท่ีมีอาการแพ้ซัลฟา การศึกษานี้จึงมุ่งเน้น
ในการคัดกรองหาสารออกฤทธิ์ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ hCA II จากสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากพืชสมุนไพรไทย 
รวมท้ังสารสังเคราะห์ จ้านวนรวมท้ังส้ิน 48 ตัวอย่าง โดยใช้ระบบคัดกรองฐานยีสต์ท่ีถูกพัฒนาขึ้นท่ีมียีสต์ 
Saccharomyces cerevisiae สายพันธุ์กลายเป็นเซลล์บ่งช้ีร่วมกับใช้รีซาซูรินเป็นสารสีบ่งช้ีการมีชีวิตรอดของ
เซลล์ยีสต์ ผลการทดลองพบสารบริสุทธิ์จากพืชสมุนไพรไทยและสารสังเคราะห์ จ้านวน 5 และ 2 ตัวอย่าง
ตามล้าดับ มีฤทธิ์ยับยั้งการท้างานของเอนไซม์ hCA II จึงได้ศึกษาลักษณะสมบัติของสารออกฤทธิ์ ดังนี้ ค่า 
Minimum effective concentration (MEC) และ Minimum toxic concentration (MTC) และตรวจสอบ
ฤทธิ์ยับย้ังกิจกรรมของเอนไซม์ hCA II ในหลอดทดลองของสารท่ีให้ผลบวกอีกด้วย 
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Abstract 

             Glaucoma is one of the leading causes of blindness for any age of people, especially 
aged population. It usually happens when aqueous humor in the eyes gets blocked, this causes 
increased in intraocular pressure (IOP) resulting in damaging of the optic nerve and can result 
in vision loss or blindness. Carbonic anhydrase (CAs) catalyzes the CO2 hydration by change 
carbon dioxide (CO2) and water (H2O) into bicarbonate ion (HCO3

-), which is an important 
component in the synthesis of aqueous humor. The development of CA inhibitors (CAI), 
especially human carbonic anhydrase isozyme II (hCA II), has been reported to reduce pressure 
in the eye and lead to the treatment of glaucoma. Currently, the drug used to treat glaucoma 
is a sulfonamide inhibitor. However, it causes side effects to patients with allergy to sulfa. This 
study focused on screening a bioactive compound(s) with inhibitory activity against hCA II from 
48 samples of pure compounds from Thai medicinal plants and synthetic compounds using a 
developed yeast-based assay having a mutant yeast Saccharomyces cerevisiae as indicator 
strain combining with resazurin as indicator dye to reveal the survival of yeast cells. The results 
showed 5 and 2 samples of pure compounds from Thai medicinal plants and synthetic 
compounds respectively, containing the inhibitory activity of hCA II. The positive candidates 
were determined for the Minimum effective concentration (MEC), Minimum toxic 
concentration (MTC) and the in vitro inhibitory activity against hCA II. 
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บทท่ี 1 

 บทน า  

ในสังคมโลกปัจจุบัน สถานการณ์โครงสร้างประชากรท่ีก้าลังมีการเปล่ียนแปลงอย่างต่อเนื่องเข้าสู่ 

"สังคมผู้สูงอายุ" (Aging Society) องค์กรสหประชาชาติ (United Nations : UN) ได้ให้ค้าจ้ากัดความของ

สังคมผู้สูงอายุไว้ว่า เป็นสังคมหรือประเทศท่ีมีประชากรอายุ 60 หรือ 65 ปีข้ึนไปท่ีอยู่จริงในพื้นท่ีต่อประชากร

ทุกช่วงอายุในพื้นท่ีเดียวกัน ในอัตราเท่ากับหรือมากกว่าร้อยละ 10 หรือ 7 ตามล้าดับ ของประชากรท้ัง

ประเทศ หากพิจารณาจากค้าจ้ากัดความดังกล่าว ประเทศไทยถือเป็นสังคมผู้สูงอายุแล้วต้ังแต่ปี  2548 

เนื่องจากในปีนั้น ประเทศไทยมีประชากรต้ังแต่ 60 ปีข้ึนไปคิดเป็นร้อยละ 10.4 และยังคาดการณ์ว่าในปี 2571 

ประเทศไทยจะมีผู้ท่ีอายุเกิน 60 ปีถึงร้อยละ 23.5 กล่าวโดยรวมคือประเทศไทยจะก้าวจากสังคมผู้สูงอายุเป็น

สังคมผู้สูงอายุโดยสมบูรณ์ (Aged Society) ในเวลาเพียง 20 กว่าปีเท่านั้น (พรหมภักด์ิ, 2013) โดยยังพบอีก

ว่าร้อยละ 50 ของผู้สูงอายุส่วนใหญ่มักจะมีโรคประจ้าตัว ซึ่งเกิดจากการท้างานและโครงสร้างของเนื้อเย่ือหรือ

อวัยวะต่างๆเส่ือมถอยลงไป ซึ่งแปรผกผันกับอายุขัยท่ีเพิ่มมากขึ้น โดยหนึ่งในโรคท่ีมักพบในผู้สูงอายุคือโรคต้อ

หิน (Glaucoma) ซึ่งมีการศึกษาแล้วพบว่าอายุขัยท่ีเพิ่มขึ้นเป็นปัจจัยหลักของการเกิดโรคต้อหิน (Guedes 

และคณะ, 2011)    

โดยปกติภายในดวงตาจะมีการหล่ังของเหลวท่ีเรียกว่าน้้าหล่อเล้ียงลูกตา (Aqueous humor) โดยซิ-

เลียรีบอดีย์ (Ciliary body) ซึ่งน้้าหล่อเล้ียงลูกตาจะไหลเวียนสู่ช่องว่างระหว่างกระจกตาและม่านตาหรือ

ช่องว่างหน้าลูกตา (Anterior Chamber) เพื่อท้าหน้าท่ีน้าสารอาหาร เช่น น้้าตาล และกรดอะมิโน มาหล่อ

เล้ียงเนื้อเยื่อส่วนหน้าของลูกตา อันได้แก่ แก้วตาและกระจกตา และในขณะเดียวกันก็น้าของเสีย เช่น กรด  

แลคติกและกรดไพรูวิก ออกจากเนื้อเยื่อเหล่านั้น โดยมีการระบายออกของน้้าหล่อเล้ียงลูกตาผ่านเนื้อเยื่อท่ีมี

ลักษณะโครงสร้างคล้ายท่อตะแกรงเป็นตัวกรองเรียกว่า Trabecular meshwork (รูปท่ี 1.1) นอกจากนี้น้้า

หล่อเล้ียงลูกตายังท้าให้ความดัน (Intraocular pressure : IOP) ลูกตาอยู่ในเกณฑ์ปกติ หากเปรียบเทียบ

ระหว่างดวงตาของผู้ท่ีมีสุขภาพดีและผู้ป่วยโรคต้อหิน จะพบว่าในดวงตาของผู้ท่ีมีสุขภาพดีจะมีความดันตา

ปกติ (10-21 มิลลิเมตรปรอท) และมีการหล่ังและระบายออกของน้้าเล้ียงลูกตาในอัตราท่ีคงท่ี แต่ในผู้ท่ีป่วย

เป็นโรคต้อหินจะพบว่า มีการไหลเวียนของน้้าหล่อเล้ียงลูกตาท่ีผิดปกติ เนื่องจากการอุดตันของ Trabecular 

meshwork ซึ่งเป็นช่องทางการไหลผ่าน ส่งผลให้ความดันภายในดวงตาเพิ่มสูงขึ้นกว่าปกติ น้าไปสู่การกดทับท่ี

บริเวณเส้นประสาทดวงตาท่ีส่งผลต่อการมองเห็น จนท้ายท่ีสุดอาจน้าไปสู่การเกิดภาวะต้อหินได้ (Wang และ

คณะ, 2016) 
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รูปที่ 1.1 แสดงเส้นทางการไหลเวียนของน้้าหล่อเล้ียงลูกตา (ลูกศรสีฟ้า) จากซิเลียรีบอดีย์ ซึ่งเป็นแหล่งผลิต 
น้้าหล่อเล้ียงลูกตาผ่านโครงสร้างต่างๆ และระบายออกทาง Trabecular meshwork 

(ท่ีมา: https://www.brightfocus.org/glaucoma/infographic/aqueous-humor-flow-and-function) 
 

นอกจากนี้ ยังมีการศึกษาท่ีพบว่าโรคต้อหินมีความความสัมพันธ์กับเอนไซม์คาร์บอนิกแอนไฮเดรส 

(Carbonic anhydrase : CAs) (Maciej และคณะ, 2018) เนื่องจาก CAs เป็นเอนไซม์ชนิดหนึ่งท่ีท้าหน้าท่ีเร่ง

ปฏิกิริยา CO2 hydration โดยการเปล่ียนคาร์บอนไดออกไซด์  (CO2) และน้้ า (H2O) ให้กลายเป็นไบ-

คาร์บอเนตแอนไอออน (HCO3
-) และโปรตอน (H+) ดังสมการ CO2 + H2O ⇄ HCO3

- + H+ ซึ่งไบคาร์บอเนต

แอนไอออนท่ีเป็นองค์ประกอบส้าคัญในการสังเคราะห์น้้าหล่อเล้ียงลูกตา (Scozzafava และ Supuran, 2014) 

เอนไซม์ CAs ยังเกี่ยวข้องกับกระบวนการทางชีวภาพท่ีส้าคัญต่อการมีชีวิตรอดของเซลล์ ได้แก่ การรักษา

สมดุลของความเป็นกรด-ด่าง กระบวนการสลายตัวของกระดูก กระบวนการแลกเปล่ียนไอออน กระบวนการ

หายใจระดับเซลล์ เป็นต้น (Arabaci และคณะ, 2014)  โดยปฏิกิริยา CO2 hydration นี้ เกิดขึ้นเมื่อมีไอออน

โลหะ (Metalloenzyme) เข้ามาจับท่ีบริเวณ active site ของเอนไซม์ CAs เพื่อช่วยในการขับเคล่ือนการ

ท้างานของเอนไซม์ เนื่องจากเป็นบริเวณท่ีมีสมบัติเป็นนิวคลีโอไฟล์ท่ีสูงกับไอออนของโลหะจ้าพวกไฮดรอกไซด์ 

(Nucleophilic metal hydroxide species) เช่น ซิงค์ (II) ไฮดรอกไซด์ (Zn(OH)2 หรือ Zn2+) แคดเมียม (II) 

ไฮดรอกไซด์ (Cd(OH)2 หรือ Cd2+)  หรือไอรอน (II) ไฮดรอกไซด์ (Fe(OH)2 หรือ Fe2+) (Karioti และคณะ, 

2015)  

 ในปัจจุบันได้มีการจัดจ้าแนกเอนไซม์ CAs ออกเป็น 7 Genetic Families ได้แก่ α-CA β-CA    

γ-CA δ-CA ζ-CA θ-CA และ η-CA ซึ่งเอนไซม์ CAs ส่วนใหญ่มักพบในแบคทีเรีย อาเคียร์ ฟังไจ ไดอะตอม 

สาหร่าย หรือพืชบางชนิด (McKenna และ Supuran 2014)  มีเพียงชนิด α-CA เท่านั้นท่ีสามารถพบได้ใน
กลุ่มสัตว์ที่มีกระดูกสันหลังทุกชนิดรวมไปถึงในมนุษย์ เรียกว่า human CAs (hCAs) ซึ่ง hCAs ถูกแบ่งออกเป็น
ท้ังหมด 16 ไอโซไซม์ ตามความสามารถในการแสดงออกของแต่ละไอโซไซม์ท่ีบริเวณเซลล์ เนื้อเยื่อ หรือ
อวัยวะอย่างจ้าเพาะ (Subcellular localization) (ตารางท่ี 1.1) และตามความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาท่ี
แตกต่างกัน  

https://www.brightfocus.org/glaucoma/infographic/aqueous-humor-flow-and-function
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ตารางที่ 1.1 แสดงต้าแหน่งของ α-CA ท้ัง 16 ไอโซไซม์ ท่ีพบภายในเซลล์และบริเวณท่ีพบภายในเนื้อเยื่อหรือ
อวัยวะต่างๆของมนุษย์ 

ไอโซฟอร์ม 
(Isoform) 

ต าแหน่งภายในเซลล ์ 
(Subcellular localization) 

บริเวณที่พบภายในเนื้อเยื่อหรืออวัยวะ 

CA I ไซโตซอล ช่องทางเดินอาหารส่วนล้าไส้ (GI Tract) 
เซลล์เม็ดเลือดแดง 

CA II ไซโตซอล เซลล์เม็ดเลือดแดง ตา กระดูก GI tract  
ไต ปอด อัณฑะ สมอง 

CA III ไซโตซอล เซลล์สะสมไขมัน (Adipose Tissue) 
กล้ามเนื้อลาย 

CA IV บนเยื่อหุ้มเซลล์แบบ 
Membrane-bound 

ตับอ่อน หลอดเลือดฝอย กล้ามเนื้อหัวใจ 
ล้าไส้ส่วนโคลอน ไต ปอด  

CA VA ไมโตคอนเดรีย ตับ 
CA VB ไมโตรคอนเดรีย กล้ามเนื้อลายและหัวใจ ไต ไขมันหลัง 

ตับอ่อน GI tract 
CA VI สารคัดหล่ังของเซลล์ ต่อมน้้าลาย ต่อมน้้านม 
CA VII ไซโตซอล ระบบประสาทส่วนกลาง 
CA VIII ไซโตซอล ระบบประสาทส่วนกลาง 
CA IX บนเยื่อหุ้มเซลล์แบบ 

Membrane-bound 
เนื้องอก เย่ือเมือกบริเวณ GI tract 

CA X ไซโตซอล ระบบประสาทส่วนกลาง 
CA XI ไซโตซอล ระบบประสาทส่วนกลาง 
CA XII บนเยื่อหุ้มเซลล์แบบ 

Membrane-bound 
เนื้อเยื่อบุระบบสืบพันธุ์ เนื้องอก ไต  

ล้าไส้ ตา 
CA XIII ไซโตซอล สมอง ปอด ช่องทางเดินอาหาร ไต 

ระบบสืบพันธุ์ 
CA XIV บนเยื่อหุ้มเซลล์แบบ 

Membrane-bound 
ไต สมอง ตับ 

mCA XV บนเยื่อหุ้มเซลล์แบบ 
Membrane-bound 

ไต 

ท่ีมา: Supuran 2008 
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 Human carbonic anhydrase isozyme II (hCA II) (รูปท่ี 1.2) เป็นเอนไซม์ ท่ีถูกศึกษาอย่าง
แพร่หลาย เนื่องจากเอนไซม์  hCA II มีความสามารถในการเร่ งปฏิกิริยาไฮเดรช่ัน (Hydration) ของ
คาร์บอนไดออกไซด์ท่ีสูง มีการแสดงออกท่ีหลากหลายบริเวณ อีกท้ังยังมีความเกี่ยวข้องกับโรคและอาการ
หลายชนิด เช่น อาการบวมน้้า โรคมะเร็ง และโรคลมชัก เป็นต้น (Şentürk และคณะ, 2011)  

 

รูปที่ 1.2 แสดงโครงสร้างของเอนไซม์ human carbonic anhydrase isozyme II (hCA II) 
(ท่ีมา: http://www.rcsb.org/structure/2ILI) 

 ด้วยเหตุนี้ แนวทางในการรักษาโรคต้อหินด้วยยา คือการลดกิจกรรมของเอนไซม์  hCA II เพื่อลด
การสร้างน้้าหล่อเล้ียงลูกตาท่ีจะส่งผลให้ความดันลูกตาลดลง การพัฒนาสารออกฤทธิ์ยับยั้งการท้างานของ
เอนไซม์ hCA II (CA inhibitor : CAI) ท่ีบริเวณซิเลียรีบอดีย์จึงเป็นเป้าหมายส้าคัญเพื่อลดความดันในลูกตาซึ่ง
น้าไปสู่การรักษาโรคต้อหิน โดยพบว่าสารกลุ่มซัลโฟนาไมด์ (Sulfonamide) (รูปท่ี 1.3) มีฤทธิ์ยับยั้งกิจกรรม
ของเอนไซม์ hCA II ซึ่งมีความจ้าเพาะสูงในการจับกับสารดังกล่าว (Affinity for sulfonamides) (Karioti และ 
Supuran, 2015)  ได้แตกต่างกัน และยังพบว่าปัจจุบันยาท่ีใช้รักษาโรคต้อหินมีผลข้างเคียงกับผู้ป่วย เนื่องจาก
มีการแพ้ CAI ซึ่งมีข้อจ้ากัดจากความสามารถในการจับกับบริเวณท่ีไม่ต้องการได้อย่างไม่จ้าเพาะ ท้าให้เกิด
อาการข้างเคียง ได้แก่ ซึมเศร้า ความดันโลหิตต้่า วิงเวียน เมื่อยล้า และน้้าหนักลด เป็นต้น (Karioti และคณะ, 
2015) 
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รูปที่ 1.3  แสดงตัวอย่างของสารกลุ่มอนุพันธ์ซัลโฟนาไมด์ (Sulfonamide) ท่ีได้น้าไปพัฒนาเป็นยาเพื่อใช้ใน
การรักษาโรคต้อหิน สารเหล่านี้ได้แก่ Acetazolamide (AAZ), Methazolamide (MZA), 
Ethoxzolamide (EZA), Dichlorophenamide (DCP), Dorzolamide (DZA), Brinzolamide 
(BRZ), Benzolamide (BZA), Sulthiame (SLT), Topiramate (TPM), Sulpiride (SLP), 
Indisulam (IND), Celecoxib (CLX), Valdecoxib (VLX), Saccharin (SAC) และ 
Hydrochlorothiazide (HCT) (Supuran และ Capasso 2017) 
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จากผลข้างเคียงดังกล่าว ปัจจุบันการศึกษาวิจัยเพื่อหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากธรรมชาติชนิดใหม่
ท่ีมีคุณสมบัติเป็น CAI ต่อกิจกรรมของเอนไซม์ hCA II ผ่านกลไกแบบใหม่และมีความแตกต่างกับ CAI ด้ังเดิม 
(สารอนุพันธ์ Sulfonamide) จึงเป็นแนวทางท่ีจะน้าไปสู่การค้นพบและการพัฒนายารูปแบบใหม่เพื่อใช้ในการ
รักษาโรคท่ีมีความเกี่ยวข้องกับเอนไซม์ CAs อย่างมีประสิทธิภาพ (Rohan และคณะ, 2013) วิธีการหนึ่งท่ีนิยม
ส้าหรับการตรวจสอบฤทธิ์ของสารทดสอบต่อกิจกรรมของเอนไซม์ hCA II ภายในหลอดทดลอง (In vitro 
assay) คือ การวัดกิจกรรมเอสเทอเรส (Esterase activity) โดยจะตรวจสอบการด้าเนินปฏิกิริยาของสารต้ัง
ต้นท่ีมีช่ือทางเคมีว่า 4-Nitrophenylacetate (NPA) จนเกิดเป็น 4-Nitrophenylate ion ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ท่ี
สามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 348 นาโนเมตร และท้าให้ทราบผลของการเกิดกิจกรรมของ 
hCA II ได้อย่างจ้าเพาะ (Uda และคณะ, 2015) แต่อย่างไรก็ตามยังพบว่ามีข้อจ้ากัดท่ีส้าคัญหลายประการ เช่น 
ไม่สามารถทราบถึงความเป็นพิษหรือความสามารถในการแพร่ผ่านเข้าสูเซลล์ของสารทดสอบต่อเซลล์ของ
ส่ิงมีชีวิตได้ เป็นต้น (Sentürk และคณะ, 2011)  ดังนั้นการทดสอบสารท่ีมีคุณสมบัติเป็น CAI ในเซลล์ของ
ส่ิงมีชีวิต (In vivo assay) จึงเป็นส่ิงส้าคัญต่อการพัฒนายาเพื่อมาใช้ในมนุษย์ 

ในงานวิจัยนี้ ได้ใช้ระบบคัดกรองฐานยีสต์ (Yeast-cell based) ท่ีพัฒนาขึ้นโดย Sangkaew และคณะ 
ในปี 2018 ซึ่งเป็นระบบคัดกรองท่ีให้ผลสัมฤทธิ์สูง (High throughput screening : HTS) โดยสามารถคัด
กรองสารทดสอบได้คราวละมาก ๆ ใน 96-well microtiter plate ข้อดีของวิธีคัดกรองท่ีให้ผลสัมฤทธิ์สูง 
(High throughput screening) คือ เป็นวิธีท่ีใช้สารทดสอบในปริมาตรน้อย และให้ผลทดสอบรวดเร็ว โดย
ระบบนี้ ท้าการวัดกิจกรรมเมทาบอลิซึม (Metabolic activity) ของเซลล์โดยใช้ Resazurin Microtiter plate 
assay (REMA) ท่ีใช้เรซาซูริน (Resazurin หรือ 7-hydroxy-3Hphenoxazin-3-one 10-oxide) เป็นสีบ่ง ช้ี
ความมีชีวิตของเซลล์และเป็นตัวบ่งช้ีถึงการเกิดปฏิกิริยารีดอกซ์หรือออกซิเดชัน-รีดักชัน (Redox หรือ 
Oxidation-reduction indicator) ภายในเซลล์ท่ีมีชีวิต 

Resazurin มีลักษณะทางกายภาพเป็นผงซึ่งต้องน้าไปละลายในบัฟเฟอร์หรือน้้ากล่ันเพื่อเตรียมเป็น

สารละลายก่อนการน้าไปใช้ (Pace และ Burg, 2015) โดยหลังจากละลายผง Resazurin ด้วยบัฟเฟอร์แล้ว 

Resazurin อยู่ในลักษณะของสารละลายสีน้้าเงินเข้มซึ่งเป็นลักษณะท่ีสามารถรับอิเล็กตรอนและอะตอม

ไฮ โดร เจนจาก  Nicotinamide adenine dinucleotide hydrogen (NADH) ซึ่ ง เกิ ดจากกระบวนการ

ออกซิเดชัน-รีดักชันภายในเซลล์ได้ Resazurin จะเปล่ียนจากสารละลายสีน้้าเงิน เป็นสารละลายสีชมพูท่ีมี

ความสามารถในการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ (Fluorescence) สูงท่ีเรียกว่า เรโซรูฟิน (Resorufin) (รูปท่ี 1.4) 

ซึ่งการเปล่ียนสีนี้แปรผันโดยตรงกับจ้านวนเซลล์ท่ีมีการเจริญเพิ่มมากขึ้นภายในระบบ ดังนั้น การเปล่ียนสีของ

สีบ่งช้ีดังกล่าวสามารถบ่งบอกถึงระดับของ Metabolic activity การมีชีวิตรอดของเซลล์ (Cell viability) การ

เพิ่มจ้านวนของเซลล์ (Cell viability) และความเป็นพิษของสารทดสอบต่อเซลล์ (Cytotoxicity) ได้ (Terry 

และคณะ, 2013)  
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รูปที่ 1.4  แสดงปฏิกิริยาการเปล่ียนสีของ Resazurin (สีน้้าเงิน มีความสามารถในการเรืองแสงต้่า)  

  ไปเป็น Resorufin (สีชมพู มีความสามารถในการเรืองแสงสูง) ภายในเซลล์ท่ีมีชีวิต  

(ท่ีมา: http://www.abpbio.com/product/cell-viability-assay-based-on-metabolic-activity) 

ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae (รูปท่ี 1.5) เป็นเซลล์ยูคาริโอตเซลล์เด่ียวท่ีมีความคล้ายกับเซลล์

ของมนุษย์ นิยมใช้เป็นส่ิงมีชีวิตต้นแบบ (Model Organism) ในการศึกษากลไกการท้างานของกระบวนการ

ส้าคัญต่างๆทางชีวภาพ เนื่องจากเป็นส่ิงมีชีวิตช้ันสูงเซลล์เดียว (Unicellular eukaryote) สามารถเพิ่มจ้านวน

ได้รวดเร็ว จัดเป็นจุลินทรีย์ท่ีมีความปลอดภัย (Generally recognized as safe : GRAS) และล้าดับในจีโนม

ได้ถูกศึกษาท้ังหมดแล้ว กว่า 31% ของยีนท้ังหมดในยีสต์มีความใกล้เคียงกับยีนท่ีก่อให้เกิดโรคในมนุษย์ แสดง

ให้เห็นถึงการอนุรักษ์ของกระบวนการทางชีวภาพต่างๆท่ีส้าคัญจากยีสต์สู่มนุษย์ (Barberis และคณะ, 2007) 

การใช้ระบบคัดกรองฐานยีสต์ (Yeast-based assay) มีค่าใช้จ่ายในการคัดกรองท่ีมีราคาถูกกว่าการใช้เซลล์

มนุษย์ในการคัดกรอง และให้ผลการทดสอบท่ีไวกว่าการใช้เซลล์มนุษย์มาก (Petrovic และคณะ, 2017)  

 

  

ภาพที ่1.5 ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae 
(ท่ีมา: www.allposters.co.uk.) 
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 Sangkaew และคณะ ในปี 2018 ได้ท้าการดัดแปลงพันธุกรรมยีสต์ S. cerevisiae ด้วยการท้าลายยีน
ท่ีประมวลรหัสเอนไซม์คาร์บอนิคแอนไฮเดรส NCE103 ส่งผลให้ยีสต์ไม่สามารถเจริญได้ในภาวะท่ีมีความ
เข้มข้นของ CO2 ต้่า (0.035%) เมื่อน้าพลาสมิดท่ีบรรจุยีนประมวลรหัสเอนไซม์ hCA II เข้าไปแสดงออกใน
เซลล์ยีสต์ได้เป็นยีสต์สายพันธุ์กลาย AS03 (GAL1.1_hCA II) ส่งผลให้ยีสต์สายพันธุ์นี้มีการแสดงออกของ
เอนไซม์ hCA II และสามารถเจริญได้ในภาวะท่ีมี CO2 ต้่า ดังนั้นจึงสามารถน้ายีสต์สายพันธุ์กลายนี้มาใช้เป็น
เซลล์ยีสต์บ่งช้ีเพื่อใช้ในการคัดกรองแบบ High-throughput screening ส้าหรับค้นหาสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพท่ียับย้ังการท้างานของเอนไซม์ hCA II สารท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งการท้างานของเอนไซม์ hCA II จะส่งผลให้ยีสต์
บ่งช้ีนี้ไม่สามารถเจริญได้ในภาวะท่ีมี CO2 ต้่า เนื่องจากกิจกรรมของเอนไซม์ hCA II ในเซลล์ถูกยับยั้งการ
ท้างาน นอกจากนี้ยังใช้ Resazurin เป็นสารบ่งช้ีถึงการมีชีวิตของเซลล์ซึ่งท้าให้ทราบถึงผลการตอบสนองของ
เซลล์ท่ีมีต่อสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีน้ามาทดสอบได้แบบ High-throughput 

 

วัตถุประสงค์ของโครงการ  

เพื่อคัดกรองหาสารออกฤทธิ์ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์คาร์บอนิกแอนไฮเดรสไอโซไซม์ II ของมนุษย์ 
(hCA II) จากสารบริสุทธิ์ซึ่งแยกได้จากพืชสมุนไพรไทยชนิดต่างๆและสารสังเคราะห์ โดยการใช้ระบบคัดกรอง
ฐานยีสต์ท่ีได้มีการพัฒนาขึ้นก่อนหน้า (Sangkaew และคณะ, 2018) จากนั้นศึกษาลักษณะสมบัติบางประการ
ของสารออกฤทธิ์ที่ให้ผลบวก 

 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. ได้รับสารออกฤทธิ์ยับย้ังกิจกรรมของเอนไซม์ hCA II ท่ีได้มาจากพืชสมุนไพรไทยชนิดต่างๆ ซึ่งสารท่ี

ได้รับนี้อาจน้ามาพัฒนาเป็นยาส้าหรับโรคต้อหินได้ต่อไป 

2. สามารถวางแผนการทดลองและแก้ไขปัญหาท่ีเกิดขึ้นระหว่างการทดลองอย่างเป็นระบบ 

3. เป็นประสบการณ์สู่การท้างานและงานวิจัยในอนาคต 
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บทท่ี 2 

วัสดุอุปกรณ์และวิธีการด าเนินงานวิจัย 

2.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในการวิจัย 

                      รายช่ือ                                                             บริษัท 

กระบอกฉีดยา (Syringe)      NIPRO, Thailand 

กระบอกตวง (Cylinder)      WITEG, Germany 

กล่องสร้างภาวะไร้ออกซิเจน (Anaerobe box)   MGC, Japan 

  ขวดรูปชมพู่       Corning, USA 

จานเพาะเช้ือ      Corning, USA 

ช้อนตักสาร 

ตู้บ่มเช้ือ (Incubator) รุ่น BE 600      Memmert, Germany 

ตู้ปลอดเช้ือ (Laminar air flow) รุ่น Clean model V4  LAB Service, Thailand 

ตู้อบฆ่าเช้ือชนิดความร้อนแห้ง (Hot air oven) รุ่น UE 600  Memmert, Germany 

ตัวกรองสารละลาย (Membrane filter) รูกรองขนาด 
เส้นผ่านศูนย์กลาง 0.2 µm       Whatman, Germany 

ตู้เย็นอุณหภูมิ 4 oC รุ่น Tiara     Mitsubishi, Japan 

ตู้แช่แข็งจุดเยือกแข็งต้่า (Deep freezer) อุณหภูมิ -20 oC  
รุ่น MDF-U332       SANYO Electric, Japan 

ตะเกียงแอลกอฮอล์ 

บีกเกอร์        PYREX, Germany 

หลอดทดลองก้นกลม (Test tube)     PYREX, Germany 

หลอดเซนตริฟิวจ์ (Centrifuge tube)    Corning, USA 

หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ (Microcentrifuge tube)   Corning, USA 

อ่างน้้าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) รุ่น NST2000   EYELA, Japan 
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                รายช่ือ                                                             บริษัท 

เครื่องก้าเนิดคล่ืนความถ่ีสูง (Ultrasonic bath)   SONOREX, Germany 

หม้อนึ่งฆ่าเช้ือความดันไอน้้า (Autoclave) รุ่น MLS 3020  Tony, USA 

เครื่องช่ังหยาบ รุ่น AG285 PG2002-S    Mettler Toledo, Switzerland     

เครื่องช่ังละเอียด รุ่น AG285 PG3002    Mettler Toledo, Switzerland     

เครื่องปั่นผสม (Vortex mixer) รุ่น Genielle G-560E   Scientific Industries, USA 

  เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสงชนิดคล่ืนแสงเหนือม่วง  
 (Ultra violet -Visible Spectrophotometer)   ThermoFisher, USA 

เครื่องวัดปฏิกิริยาของสารบนไมโครเพลท  
(Microplate reader)      Biotek, USA 

เครื่องอุ่นสารด้วยความร้อนแห้ง (Dry Bath) รุ่น D1301  Labnet, USA 

เครื่องเขย่าสารแนวราบ (Orbital shaker) รุ่น MS-NOR-30  GIBTHAI, Thailand 

ไมโครปิเปตต์ (Micropipette)     Gilson, France  

ไมโครปิเปตต์แบบหลายช่องดูด  
(Multichannel micropipette)    BioHit, Finland 

ไมโครปิเปตต์ทิป (Micropipette tip)    Corning, USA 

ไมโครเพลท 96 หลุม (96-well microtiter plate)   Corning, USA 

  AnaeroPack-Anaero      MGC, Japan 

 
2.2 เคมีภัณฑ์ 

                รายช่ือ                                                             บริษัท 

Acetazolamide       Sigma, USA 

Adenine hemisulfate salt, minimum 99%   Sigma, USA 

D-galactose      Difco Laboratories, USA 

Dimethyl sulfoxide (DMSO)     Merck, Germany 
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                รายช่ือ                                                             บรษัิท 

Histidine, minimum 99%     Sigma, USA 

Leucine, minimum 99%      Sigma, USA 

Raffinose        Difco Laboratories, USA 

      Recombinant Human Carbonic Anhydrase II (rhCA2) R&D systems, USA 

      Resazurin        Sigma, USA 

Sodium Hydroxide      Merck, Germany 

Yeast nitrogen base without amino acids   Difco Laboratories, USA 

4­Nitrophenyl Acetate (4­NPA)    Sigma, USA 

 
2.3 สายพันธุ์ยีสต์ที่ใชใ้นการทดลอง 

Saccharomyces cerevisiae สายพันธุ์ AS03 ซึ่งมีลักษณะจีโนไทป์คือ MATα ade2-1 his3-
11 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 can1-100 yrs1::HIS3 yrr1::trp1::loxP pdr1::hisG pdr3::hisG 
erg3::loxP nce103::loxP-URA3-loxP และถูกทรานสฟอร์มด้วยพลาสมิด pRS414 (GAL1.1_hCA II) 

ได้เป็นยีสต์สายพันธุ์ ASO3 (GAL1.1_hCA II) หรือ Δnce103 (pGAL1_hCA II) (Sangkaew และคณะ, 
2018) 

 
2.4 สารที่ใช้ในการทดลอง 

สารท่ีใช้ในการทดสอบเป็นสารบริสุทธิ์ท่ีแยกได้จากพืชสมุนไพรไทยชนิดต่างๆจ้านวน 33 ตัวอย่าง
และเป็นสารสังเคราะห์จ้านวน 15 ตัวอย่าง ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์จากศาสตราจารย์ ดร.อภิชาต สุข
ส้าราญ ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยรามค้าแหง และผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.วรินทร 
ชวศิริ ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ตามล้าดับ 
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ตารางที่ 2.1 แสดงสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากพืชสมุนไพรไทยชนิดต่างๆท่ีใช้ในการทดสอบ 

ล าดับ
ท่ี 

รหัสของ
สารทดสอบ 

 
ชื่อวิทยาศาสตร์ 

 
ชื่อสามัญ 

น้ าหนัก 
(มิลลิกรัม) 

ความเข้มข้นเร่ิมต้น 
ของสารทดสอบ 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

1 AS-CY 101 
Anaxagorea luzonensis  

A. Gray 
ก้าลังวัวเถลิง 1.40 50 

2 AS-CY 102 
Excoecaria agallocha 

 L. 

 
ตาตุ่มทะเล 

1.34 50 

3 AS-CY 103 1.40 50 
4 AS-CY 104 1.11 50 
5 AS-CY 105 Nelumbo nucifera  

Gaertn. บัวหลวง 
1.38 50 

6 AS-CY 106 2.26 50 
7 AS-CY 107 Crinum asiaticum L. พลับพลึงขาว 1.00 50 
8 AS-CY 108 Stephania Pierrei 

 Diels สบู่เลือด 
1.28 50 

9 AS-CY 109 1.40 50 
10 AS-CY 110  

 
 
Maclura cochinchinensis 

(Lour.) Corner 
 

 
 

 

แกแล 
 

1.27 50 
11 AS-CY 111 1.91 50 
12 AS-CY 112 1.50 50 
13 AS-CY 113 1.21 50 
14 AS-CY 114 1.01 50 
15 AS-CY 115 1.76 50 
16 AS-CY 116 1.12 50 
17 AS-CY 117 1.12 50 
18 AS-CY 118  

Garcinia hanburyi  
Hook. f. 

 

 

รงทอง 
 

1.14 50 
19 AS-CY 119 1.25 50 
20 AS-CY 120 1.12 50 
21 AS-CY 121 1.04 50 
22 AS-CY 122 

Derris scandens 

(Roxb.) Benth. 

 
เถาวัลย์เปรียง 

1.29 50 

23 AS-CY 123 1.46 50 
24 AS-CY 124 1.33 50 

25 AS-CY 125 
Trichosanthes 
cucumerina L. 

บวบขม 1.30 50 
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ล าดับ
ท่ี 

รหัสของ
สารทดสอบ 

 
ชื่อวิทยาศาสตร์ 

 
ชื่อสามัญ 

น้ าหนัก 
(มิลลิกรัม) 

ความเข้มข้นเร่ิมต้น 
ของสารทดสอบ 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
26 AS-CY 126 Stephania suberosa 

Forman 
บระเพ็ด 
พุงช้าง 

1.08 50 

27 AS-CY 127 1.47 50 
28 AS-CY 128 

Rheum palmatum 
L. 

 
โกฐน้้าเต้า 

   

1.46 50 
29 AS-CY 129 1.26 50 
30 AS-CY 130 1.77 50 
31 AS-CY 131 

Curcuma comosa 
Roxb. 

 
ว่านชักมดลูก 

1.78 50 
32 AS-CY 132 1.30 50 
33 AS-CY 133 1.46 50 
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ตารางที่ 2.2 แสดงสารสังเคราะห์ท่ีใช้ในการทดสอบ 

 

 

 

 

 

ล าดับ 
ท่ี 

รหัสของ
สารทดสอบ 

 
ชื่อ IUPAC 

น้ าหนัก 
(มิลลิกรัม) 

ความเข้มข้นเร่ิมต้น 
ของสารทดสอบ 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

1 TP 005 
3-bromo-7-methoxy-2H-chromen- 

2-one 
2.00 50 

2 TP 006 3-bromo-7-ethoxy-2H-chromen-2-one 2.00 50 
3 TP 014 2-oxo-2H-chromen-7-yl octanoate 2.00 50 
4 TP 015 2-oxo-2H-chromen-7-yl dodecanoate 2.00 50 
5 TP 018 2-oxo-2H-chromen-7-yl acetate 2.00 50 

6 TP 020 
7-(3-bromopropoxy)-2H-chromen- 

2-one 
2.00 50 

7 TP 021 2-oxo-2H-chromen-7-yl decanoate 1.90 50 
8 TP 022 4,7-dihydroxy-2H-chromen-2-one 2.30 50 
 
9 

 
TP 023 

2-oxo-2H-chromen-7-yl(2E,4E)-5-
(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)penta-2,4-

dienoate 

 
2.00 

 
50 

10 TP 024 7-butoxy-2H-chromen-2-one 2.10 50 
11 TP 025 7-(octyloxy)-2H-chromen-2-one 2.00 50 
12 TP 026 7-(dodecyloxy)-2H-chromen-2-one 2.00 50 

13 TP 027 
3-bromo-7-butoxy-2H-chromen- 

2-one 
1.90 50 

14 TP 028 
3-bromo-7-(octyloxy)-2H-chromen- 

2-one 
1.90 50 

15 TP 029 
3-bromo-7-(dodecyloxy)-2H-chromen- 

2-one 
1.90 50 
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2.5 วิธีการด าเนินการทดลอง 

1) รวบรวมสารทดสอบ  
สารทดสอบในงานวิจัยนี้ เป็นสารบริสุทธิ์ท่ีแยกได้จากพืชสมุนไพรไทยชนิดต่างๆจ้านวน 33 

ตัวอย่าง (ตารางท่ี 2.1) ท่ีได้รับความอนุเคราะห์จากห้องปฏิบัติการของศาสตราจารย์  ดร.อภิชาต    
สุขส้าราญ ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยรามค้าแหง และเป็นสารสังเคราะห์จ้านวน 
15 ตัวอย่าง (ตารางท่ี 2.2) ท่ีได้รับความอนุเคราะห์จากห้องปฏิบัติการของ ผู้ช่วยศาสตราจารย์      
ดร.วรินทร ชวศิริ ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  

 
2) เตรียมการทดสอบสารออกฤทธิ์ยับยั้งกิจกรรมของ hCA II  

2.1) เตรียมสารทดสอบในรูปสารละลายเพื่อใช้ทดสอบ  
น้าสารทดสอบมาละลายด้วย 100% Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Merck, Germa-

ny) ให้มีความเข้มข้นท่ี 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ – 20 องศาเซลเซียส
โดยหลีกเล่ียงแสง 

2.2) เตรียมสารละสาย Resazurin  
เตรียมสารละสาย Resazurin (Sigma, USA) ความเข้มข้น 0.1 กรัมต่อมิลลิลิตร โดยช่ัง

ผง Resazurin 0.003 กรัม ผสมกับน้้ากล่ัน 30 มิลลิลิตร จากนั้นกรองด้วย Membrane filter ท่ี
มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.45 ไมโครเมตร แล้วเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดย
หลีกเล่ียงแสงและใช้ให้หมดภายใน 1 สัปดาห ์ 

 
3) เตรียมเซลล์ยีสต์บ่งชี้ 

น้าเซลล์ยีสต์สายพันธุ์ AS03 (pRS414 GAL1.1_hCA II) ซึ่งได้รับจากงานวิจัยของนางสาว
อัญญพร แสงแก้ว นิสิตระดับปริญญาเอก หลักสูตรจุลชีววิทยาและเทคโนโลยีจุลินทรีย์ ภาควิชาจุล-
ชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ไปเพาะเล้ียงในอาหารเหลว synthetic uracil 
and tryptophan dropout medium +1% Raffinose (SR-Ura-Trp) ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ภายใต้ภาวะท่ีมีความเข้มข้น CO2 สูง (5%) เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง จากนั้นวัดค่าความขุ่นของเซลล์ยีสต์
บ่งช้ีท่ีอยู่ในอาหารเหลว SR-Ura-Trp ด้วยเครื่องวัดการดูดกลืนแสงชนิดคล่ืนแสงเหนือม่วง (Ultra 
violet -Visible Spectrophotometer) โดยใช้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร 
(OD660) จากนั้นปรับค่าความเข้มข้นของเซลล์แขวนลอยด้วยการท้าเจือจางให้ได้เท่ากับ 106 เซลล์ต่อ
มิลลิลิตร น้าเซลล์ยีสต์แขวนลอยท่ีผ่านการปรับความเข้มข้นแล้วหยดลงในหลุมของ  96-well 
microtiter plate โดยให้ความเข้มข้นสุดท้ายของเซลล์อยู่ในช่วง 5x104 ถึง 105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร  
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4) คัดกรองสารออกฤทธิ์ยับยั้ งกิจกรรมของ hCA II โดยวิธี  Yeast-based high throughput 
screening ขั้นปฐมภูมิ (Primary Screening) 

น้าสารทดสอบท่ีละลายใน 100% DMSO มาท้าการเจือจางด้วยอาหารเหลว SR-Ura-Trp 
เพื่อให้ได้ค่าความเข้มข้นเริ่มต้นของสารทดสอบอยู่ในช่วง 0.50 - 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 
DMSO เท่ากับ 0.5% จากนั้นน้ามาเจือจางแบบอนุกรมสิบเท่า (10-fold dilution) ด้วยอาหารเหลว 
SR-Ura-Trp จากนั้นเติมสารทดสอบท่ีแปรผันความเข้มข้นลงใน 96-well microtiter plate ท่ีมีเซลล์
ยีสต์แขวนลอยดังข้อ 3 โดยแต่ละสารทดสอบมีการท้าท้ังหมด 3 ซ้้า โดยแต่ละซ้้ามีอิสระจากกัน 
(Independent sample) ในช่วงเวลาและภาวะเดียวกัน แล้วน้าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นระยะเวลา 30 นาที  

ภายหลังการบ่ม ท้าการเติมสารละลายน้้าตาลกาแลคโทสลงไปในแต่ละหลุม โดยให้มีความ
เข้มข้นสุดท้ายของสารละลายน้้าตาลกาแลคโทสเท่ากับ 2% จากนั้นบ่มต่อท่ีอุณหภูมิ 30 องศา-
เซลเซียสภายใต้ภาวะความดันบรรยากาศซึ่งมีความเข้มข้น CO2 ต้่า (0.035%) ในสภาวะเขย่าท่ี 80 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง  

จากนั้นท้าการวัดผลการคัดกรองสาร โดยการเติมสารละลาย Resazurin ความเข้มข้น 0.1 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากข้อ 2.2 ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลุม แล้วบ่มต่ออุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส ในท่ีมืด ภายใต้ภาวะท่ีมีความเข้มข้น CO2 ต้่าเป็นเวลา 5 ช่ัวโมง แล้วท้าการตรวจสอบ
การเปล่ียนแปลงสีของสารละลาย Resazurin โดยพิจารณาเทียบกับชุดควบคุมผลลบ (ไม่มีสาร
ทดสอบ) พร้อมกับอ่านค่าความเข้มข้นท่ีต้่าท่ีสุดของสารทดสอบท่ีสามารถยับยั้งการเปล่ียนสีของ
สารละลาย Resazurin ได้ 

 
5) ศึกษาลักษณะสมบัติบางประการของสารทดสอบที่ให้ผลบวก 

5.1) หาความเข้มข้นที่น้อยที่สุดของสารทดสอบที่ให้ผลบวกที่สามารถยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ 
hCA II (Minimum effective concentration : MEC) 

 น้าสารทดสอบท่ีให้ผลบวกจากการคัดกรองในขั้นปฐมภูมิในข้อ 4 มาท้าการเจือจาง
แบบอนุกรม 2 เท่า โดยเริ่มต้นท่ีความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร กระท่ังได้ความเข้มข้น
ของสารทดสอบเท่ากับ 0.3 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วจึงท้าการทดลองเช่นเดียวกันกับในข้อ 4 
จากนั้นจึงน้าสารทดสอบดังกล่าวไปทดสอบหาความเข้มข้นท่ีน้อยท่ีสุดท่ีสามารถยับยั้งกิจกรรม
ของเอนไซม์  hCA II (MEC) โดยการเติมและพิจารณาการเปล่ียนแปลงสีของสารละลาย 
Resazurin เทียบสีกับหลุมควบคุมผลลบ (ไม่มีสารทดสอบ) ด้วยตา หลังจากท้าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส ในท่ีมืด ภายใต้ภาวะท่ีมีความเข้มข้น CO2 ต้่าเป็นเวลา 5 ช่ัวโมง ควบคู่ไปกับ
การวัดค่าการเจริญของเซลล์ยีสต์บ่ง ช้ี ด้วยเครื่องวัดปฏิกิริยาของสารบนไมโครเพลท 
(Microplate reader) โดยใช้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  660 นาโนเมตร (OD660) 
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จากนั้นจึงน้าค่าท่ีวัดได้ไปค้านวณหาค่าเฉล่ีย โดยใช้วิธี One-way analysis of variance ในการ
วิเคราะห์ทางสถิติ ด้วยโปรแกรม GraphPad Prism (Version 5.01) 

5.2) ทดสอบความเป็นพิษของสารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งกิจกรรมของ hCA II (Minimum toxic 

concentration : MTC) ต่อเซลล์ยีสต์บ่งชี้ 

น้าสารทดสอบท่ีให้ผลบวกจากการคัดกรองในขั้นปฐมภูมิมาด้าเนินการทดลอง
เช่นเดียวกันกับในข้อ 5.1 แต่เปล่ียนภาวะท่ีใช้ในการบ่มเซลล์ยีสต์บ่งช้ีกับสารทดสอบโดยใช้
กล่องสร้างสภาวะไร้ออกซิเจน (Anaerobe box) กับ AnaeroPack-Anaero เพื่อสร้างภาวะ
ความดันบรรยากาศท่ีมีความเข้มข้น CO2 สูง (5%) ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ช่ัวโมง ตรวจสอบการเปล่ียนแปลงของสีสารละลาย Resazurin โดยพิจารณาเทียบสีกับหลุม
ควบคุมผลลบ (ไม่มีสารทดสอบ) ด้วยตา อ่านค่าความเข้มข้นของสารทดสอบท่ีต้่าท่ีสุดท่ีสามารถ
ยับยั้งการเปล่ียนแปลงสีของสารละลาย Resazurin (MTC) ได้ และวัดค่าความขุ่นของเซลล์ท่ี
ความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร (OD660) ด้วยเครื่องวัดปฏิกิริยาของสารบนไมโครเพลท 
(Microplate reader) จากนั้นน้าค่าท่ีวัดได้มาค้านวณหาค่าเฉล่ีย โดยใช้วิธี One-way analysis 
of variance ในการวิเคราะห์ทางสถิติ ด้วยโปรแกรม GraphPad Prism (Version 5.01) 

 
6) ทดสอบฤทธิ์ยับยั้งกิจกรรมของ hCA II ในหลอดทดลอง (In vitro) โดยวิธีวัดกิจกรรมเอนไซม์  

เอสเทอเรส (Esterase activity assay) 

 น้าสารทดสอบท่ีให้ผลบวกจากข้อ 5 มาท้าการเจือจางด้วย 100% DMSO เพื่อให้ได้ค่าความ
เข้มข้นเริ่มต้นของสารทดสอบเท่ากับ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เติม Assay buffer (50 มิลลิโมลาร์, 
pH 7.5 MOPS, 33 มิลลิโมลาร์ Na2SO4, 1.0 มิลลิโมลาร์ EDTA) ลงในหลุมของ 96-well microtiter 
plate หลุมละ 50 ไมโครลิตร แล้วน้ามาเจือจางแบบอนุกรมสองเท่า (2-fold dilution) ด้วย 100% 
DMSO ตามด้วยเติมสารทดสอบท่ีแปรผันความเข้มข้นลงในหลุมของ 96-well microtiter plate 
หลุมละ 1 ไมโครลิตร   

เตรียมสารละลาย Recombinant hCA II (R&D systems, USA) โดยการเจือจางใน Assay 
buffer ให้มีความเข้มข้นของเอนไซม์เท่ากับ 1 ไมโครโมลาร์ จากนั้นเติมเอนไซม์ท่ีเจือจางแล้วปริมาตร 
50 ไมโครลิตร และเติม 5.5 มิลลิโมลาร์ 4­Nitrophenyl Acetate (4­NPA) ซึ่งเป็นสารต้ังต้น ปริมาตร 
10 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลุมของ 96-well microtiter plate ท่ีมีสารทดสอบและ Recombinant 
hCA II ตามล้าดับเพื่อเริ่มต้นปฏิกิริยา น้าไปบ่มเป็นระยะเวลา 2 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
หลังจากนั้นตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์และ 4­NPA โดยใช้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความ
ยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร (OD405)  4-nitrophenolate anion แล้วค้านวณหาค่า Half-maximal 
inhibitory concentration (IC50) ของสารทดสอบจาก dose-response curve ด้วยโปรแกรม 
GraphPad Prism (Version 5.01)                               
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บทท่ี 3 

ผลการทดลอง 

3.1) การคัดกรองขั้นปฐมภูมิ (Primary Screening) เพือ่หาสารออกฤทธิ์ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์    
hCA II โดยใช้วิธี Yeast-based high throughput screening  

จากผลการคัดกรองหาสารออกฤทธิ์ในขั้นปฐมภูมิ โดยการน้าสารทดสอบท่ีถูกเตรียมให้มีความ
เข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และน้ามาเจือจางแบบอนุกรม 10 เท่า กระท่ังได้ความ
เข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากพืชสมุนไพรไทยชนิดต่างๆ
รหัสสารทดสอบ AS-CY จ้านวน 33 ตัวอย่าง และสารสังเคราะห์รหัสสารทดสอบ TP จ้านวน 15 ตัวอย่าง

มาบ่มร่วมกับยีสต์บ่งช้ี S. cerevisiae สายพันธุ์ AS03 (Δnce10 + pGAL1.1_hCA II)  ท่ีความเข้มข้น 
105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ใน 96-well microtiter plate และเติมสารละลายน้้าตาลกาแลคโทสให้มีความ
เข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 2% ลงไปในแต่ละหลุมเพื่อเหนี่ยว GAL1 โปรโมเตอร์ในยีสต์บ่งช้ีให้มีการแสดง 
ออกของเอนไซม์ hCA II จากนั้นน้า 96 well microtiter plate ไปบ่มโดยการเขย่าท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง แล้วจึงเติมสารละลาย Resazurin น้าไปบ่มท่ีมืดเป็นเวลา 5 ช่ัวโมง 
พิจารณาการเปล่ียนแปลงสีของสารละลาย Resazurin หากเป็นสีน้้าเงินคือไม่มีการเปล่ียนสี แสดงว่า
ยีสต์ไม่มีการเจริญเติบโต แต่ถ้าหากปรากฏเป็นสีชมพูนั่นหมายความถึงการมีชีวิตของยีสต์ จากการทด- 
ลองพบว่าสารทดสอบท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของยีสต์บ่งช้ี ประกอบด้วย กลุ่มสารบริสุทธิ์ที่แยก
ได้จากพืชสมุน-ไพรไทยชนิดต่างๆรหัสสารทดสอบ AS-CY จ้านวน 5 ตัวอย่าง และกลุ่มสารสังเคราะห์
รหัสสารทดสอบ TP จ้านวน 2 ตัวอย่าง โดยผลการทดสอบแสดงในตารางท่ี 3.1 และ 3.2 

 
ตารางที่ 3.1 แสดงผลการคัดกรองขั้นปฐมภูมิเพื่อหาสารออกฤทธิ์ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ hCA II จากสาร

บริสุทธิ์ที่แยกได้จากพืชสมุนไพรไทยชนิดต่างๆรหัสสารทดสอบ AS-CY จ้านวน 33 ตัวอย่าง โดย
วิธี Yeast-based high throughput screening 

 

 
ล าดับที่ 

รหัสของ 
สารทดสอบ 

 
ชื่อวิทยาศาสตร์ 

 
ชื่อสามัญ 

ความเข้มข้นที่สาร
ทดสอบออกฤทธิ์ 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

1 AS-CY 101 
Anaxagorea luzonensis  

A. Gray 
ก้าลังวัวเถลิง >50 

2 AS-CY 102 
Excoecaria agallocha  

L. 

 
ตาตุ่มทะเล 

>50 

3 AS-CY 103 >50 
4 AS-CY 104 >50 
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ล าดับที่ 

รหัสของ 
สารทดสอบ 

 
ชื่อวิทยาศาสตร์ 

 
ชื่อสามัญ 

ความเข้มข้นที่สาร
ทดสอบออกฤทธิ์ 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
5 AS-CY 105 Nelumbo nucifera  

Gaertn. 
บัวหลวง 

>50 
6 AS-CY 106 >50 
7 AS-CY 107 Crinum asiaticum L. พลับพลึงขาว 5 
8 AS-CY 108 Stephania Pierrei  

Diels 
สบู่เลือด 

>50 
9 AS-CY 109 >50 
10 AS-CY 110  

 
 

Maclura cochinchinensis 
(Lour.) Corner 

 

 
 

 
แกแล 

 

>50 
11 AS-CY 111 >50 
12 AS-CY 112 >50 
13 AS-CY 113 >50 
14 AS-CY 114 50 
15 AS-CY 115 >50 
16 AS-CY 116 >50 
17 AS-CY 117 >50 
18 AS-CY 118  

Garcinia hanburyi  
Hook. f. 

 

 
 

รงทอง 
 

>50 
19 AS-CY 119 >50 
20 AS-CY 120 >50 
21 AS-CY 121 >50 
22 AS-CY 122 

Derris scandens  
(Roxb.) Benth. 

 
เถาวัลย์เปรียง 

>50 
23 AS-CY 123 >50 
24 AS-CY 124 >50 
25 AS-CY 125 Trichosanthes cucumerina L. บวบขม >50 
26 AS-CY 126 Stephania suberosa  

Forman 
บระเพ็ด 
พุงช้าง 

>50 
27 AS-CY 127 >50 
28 AS-CY 128 

Rheum palmatum  
L. 

 
โกฐน้้าเต้า 

>50 
29 AS-CY 129 >50 
30 AS-CY 130 >50 
31 AS-CY 131 

Curcuma comosa 
Roxb. 

 
ว่านชักมดลูก 

50 
32 AS-CY 132 50 
33 AS-CY 133 50 
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ตารางที่ 3.2 แสดงผลการคัดกรองขั้นปฐมภูมิเพื่อหาสารออกฤทธิ์ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ hCA II จากสาร
สังเคราะห์รหัสสารทดสอบ TP จ้านวน 15 ตัวอย่าง โดยวิธี Yeast-based high throughput 
screening 

 

หมายเหตุ สารทดสอบท่ีมีค่า MEC มากกว่า 50 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร หมายความว่าผลการทดสอบของ     
สารทดสอบนั้นเป็นลบ (Negative result) 

 
 
 
 
 

 
ล าดับที่ 

รหัสของ 
สารทดสอบ 

 
ชื่อ IUPAC 

ความเข้มข้นที่สาร
ทดสอบออกฤทธิ์ 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
1 TP 005 3-bromo-7-methoxy-2H-chromen-2-one >50 
2 TP 006 3-bromo-7-ethoxy-2H-chromen-2-one 50 
3 TP 014 2-oxo-2H-chromen-7-yl octanoate >50 
4 TP 015 2-oxo-2H-chromen-7-yl dodecanoate >50 
5 TP 018 2-oxo-2H-chromen-7-yl acetate >50 
6 TP 020 7-(3-bromopropoxy)-2H-chromen-2-one 50 
7 TP 021 2-oxo-2H-chromen-7-yl decanoate >50 
8 TP 022 4,7-dihydroxy-2H-chromen-2-one >50 
 
9 

 
TP 023 

2-oxo-2H-chromen-7-yl(2E,4E)-5-
(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)penta-2,4-

dienoate 

 
>50 

10 TP 024 7-butoxy-2H-chromen-2-one >50 
11 TP 025 7-(octyloxy)-2H-chromen-2-one >50 
12 TP 026 7-(dodecyloxy)-2H-chromen-2-one >50 
13 TP 027 3-bromo-7-butoxy-2H-chromen-2-one >50 

14 TP 028 
3-bromo-7-(octyloxy)-2H-chromen- 

2-one 
>50 

15 TP 029 
3-bromo-7-(dodecyloxy)-2H-chromen- 

2-one 
>50 
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3.2) การศึกษาลักษณะสมบัติบางประการของสารที่ให้ผลบวกจากการคัดกรองขั้นปฐมภูมิ 

3.2.1) การหาค่าความเข้มข้นของสารทดสอบที่ต่ าที่สุดที่สามารถยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ hCA II 
(Minimum effective concentration : MEC) ของสารทดสอบในกลุ่มสารบริสุทธิ์ที่แยกได้
จากพืชสมุนไพรไทยรหัส AS-CY 

จากผลการคัดกรองขั้นทุติยภูมิหาค่า Minimum effective concentration (MEC) 
ของสารออกฤทธิ์ในกลุ่มสารบริสุทธิ์ท่ีแยกได้จากพืชสมุนไพรไทยรหัส AS-CY โดยการน้าสาร
ทดสอบท่ีให้ผลบวกจากการคัดกรองขั้นปฐมภูมิมาเจือจางแบบอนุกรม 2 เท่า โดยเริ่มต้นท่ีความ
เข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร กระท่ังได้ความเข้มข้นของสารทดสอบเท่ากับ 3.13 หรือ 0.31 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เมื่อสารทดสอบท่ีให้ผลบวกในขั้นปฐมภูมิมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของยีสต์
บ่งช้ีท่ีความเข้มข้น 50 และ 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับจ้านวน 8 ตัวอย่าง บ่มร่วมกับ
เซลล์แขวนลอยของยีสต์สายพันธุ์กลายท่ีความเข้มข้น 105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ใน 96-well 
microtiter plate บ่มภายใต้ภาวะท่ีมีความเข้มข้น CO2 ต้่า (0.035%) ท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นจึงวัดการเจริญของยีสต์บ่งช้ีท่ีบ่มร่วมกับสารทดสอบด้วยค่า
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร (OD660) เพื่อตรวจสอบฤทธิ์ยับย้ังการเจริญของ
สารทดสอบท่ีมีต่อเซลล์ยีสต์บ่งช้ี ควบคู่ไปกับการพิจารณาสีของสารละลาย Resazurin พบว่า
สารบริสุทธิ์ท่ีแยกได้จากพืชสมุนไพรไทยชนิดต่างๆจ้านวน 5 ตัวอย่างมีความเข้มข้นท่ีน้อยท่ีสุดท่ี
สามารถยับยั้งกิจกรรมของ hCA II ได้อยู่ในช่วงระหว่าง 2.5 – 50  ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (รูปท่ี 
3.1 และตารางท่ี 3.3) โดยสารทดสอบท่ีมีค่า MEC ต้่าท่ีสุดคือ สารทดสอบรหัส AS-CY 107 
(ตารางท่ี 3.3) 
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ความเข้มข้นของสารทดสอบ  

รหัส AS-CY 114 (ไมโครโมลาร์) 
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A) 

ความเข้มข้นของสารทดสอบ  

รหัส AS-CY 107 (ไมโครโมลาร์) 

B) 
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ความเข้มข้นของสารทดสอบ  

รหัส AS-CY 131 (ไมโครโมลาร์) 

ความเข้มข้นของสารทดสอบ  

รหัส AS-CY 132 (ไมโครโมลาร์) 
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ความเข้มข้นของสารทดสอบ  

รหัส AS-CY 133 (ไมโครโมลาร์) 
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รูปที่ 3.1  ผลของการทดสอบของสารทดสอบชนิดสารบริสุทธิ์ที่ให้ผลบวกต่อฤทธิ์ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ 

hCA II โดยวิธี Yeast-based high throughput screening  

  ยีสต์ S. cerevisiae สายพันธุ์  Δnce103 (pGAL1_hCAII) ถูกเพาะเล้ียงใน 96-well 
microtiter plate ร่วมกับสารทดสอบรหัส AS-CY 107 (A) 114 (B) 131 (C) 132 (D) และ 133 
(E) บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใต้ภาวะความดันบรรยากาศ (มีความเข้มข้น CO2 ต้่า, 
0.035%) โดยการเจริญของยีสต์บ่งช้ีจะวัดจากค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร 
(OD660) พิจารณาควบคู่กับกับการเปล่ียนสีของ Resazurin ของสารทดสอบเทียบกับชุดควบคุมผล
ลบ (ไม่มีสารทดสอบ) 

***,** และ * หมายถึง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญท่ี P≤0.001, P≤0.05 และ P≤0.5 ตามล้าดับ  

 
 
 
 
 
 

 
 

E) 
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 ตารางที่ 3.3 แสดงค่า MEC ของสารออกฤทธิ์ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ hCA II ของกลุ่มสารบริสุทธิ์ท่ีใหผ้ล 
                 บวกโดยวิธี Yeast-based high throughput screening ในเซลล์บ่งช้ี 

 

 

 

 

 

 

3.2.2) การหาค่าความเข้มข้นของสารทดสอบที่ต่ าที่สุดทีส่ามารถยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ hCA II 
(Minimum effective concentration : MEC) ของสารทดสอบในกลุ่มสารสังเคราะห์รหัส 
TP 

จากการทดสอบหาค่า Minimal effective concentration (MEC) ของสารทดสอบท่ี
เป็นชนิดสารสังเคราะห์รหัส TP จ้านวน 2 ตัวอย่าง ได้ใช้วิธีการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 3.2.1 ผล
การทดสอบพบว่าสารทดสอบท้ัง 2 ตัวอย่างไม่ออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของยีสต์บ่งช้ี การหาค่า 
MEC ท้าได้โดยการพิจารณาค่าการดูดกลืนแสงของเซลล์ยีสต์ท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร 
(OD660) (ตารางท่ี 3.4) ควบคู่กับการพิจารณาสีของสารละลาย Resazurin เทียบกับกลุ่มควบคุม
ท่ีไม่ได้ใส่สารทดสอบ (รูปท่ี 3.2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ล าดับที่ 
รหัสของ 

สารทดสอบ 
MEC  

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
1 AS-CY 107 2.5 
2 AS-CY 114 25 
3 AS-CY 131 50 
4 AS-CY 132 25 
5 AS-CY 133 12.5 
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ความเข้มข้นของสารทดสอบ  
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ความเข้มข้นของสารทดสอบ  

รหัส TP 020 (ไมโครโมลาร์) 
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 รูปที่ 3.2  ผลของการทดสอบของสารทดสอบชนิดสารสังเคราะห์ท่ีให้ผลบวกต่อฤทธิ์ยับยั้งกิจกรรมของ

เอนไซม์ hCA II โดยวิธี Yeast-based high throughput screening  

A) 

B) 
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  ยีสต์ S. cerevisiae สายพันธุ์  Δnce103 (pGAL1_hCAII) ถูกเพาะเล้ียงใน 96-well 
microtiter plate ร่วมกับสารทดสอบรหัส TP 006 (A) และ TP 020 (B) บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศา-
เซลเซียส ภายใต้ภาวะความดันบรรยากาศ (มีความเข้มข้น CO2 ต้่า, 0.035%) โดยการเจริญของ
ยีสต์บ่งช้ีจะวัดจากค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร (OD660) พิจารณาควบคู่กับ
กับการเปล่ียนสีของ Resazurin ของสารทดสอบ เทียบกับชุดควบคุมผลลบ (ไม่มีสารทดสอบ) 

 
ตารางที่ 3.4 แสดงค่า MEC ของสารออกฤทธิ์ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ hCA II ของกลุ่มสารสังเคราะห์ท่ี

ให้ผลบวกโดยวิธี Yeast-based high throughput screening ในเซลล์ยีสต์บ่งช้ี 

 

 

 

 

3.2.3)  การทดสอบความเข้มข้นต่ าสุดของสารทดสอบที่เป็นพิษต่อเซลล์ยีสต์บ่งชี้ (Minimum toxic 
concentration : MTC) ของสารทดสอบในกลุ่มสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากพืชสมุนไพรไทย
รหัส AS-CY  

การทดสอบความเป็นพิษของสารท่ีให้ผลบวกต่อฤทธิ์ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ hCA II 
จากสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากพืชสมุนไพรไทยชนิดต่างๆจ้านวนท้ังหมด 5 ตัวอย่าง ใช้วิธีทดสอบ
เดียวกันกับข้อ 3.2.1 แต่บ่มท่ีภายใต้ภาวะท่ีมีความเข้มข้น CO2 สูง (5%) ท่ีอุณหภูมิ 30 องศา-
เซลเซียสเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นอ่านผลด้วยการเติมสารละลาย Resazurin แล้วน้าไปบ่มใน
ท่ีมืด ตรวจสอบการเปล่ียนแปลงสีของ Resazurin หลังบ่มในท่ีมืดเป็นเวลา 5 ช่ัวโมง ผลการ
ทดสอบพบว่าช่วงความเข้มข้นต้่าท่ีสุดของสารทดสอบรหัส AS-CY จ้านวน 5 ตัวอย่าง ท่ีแสดง
ความเป็นพิษต่อเซลล์ยีสต์บ่งช้ีจะอยู่ในช่วงระหว่าง 5 - 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ตารางท่ี 3.4) 
โดยการวัดการเจริญของยีสต์บ่งช้ีท่ีบ่มร่วมกับสารทดสอบท่ีค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 
660 นาโนเมตร (OD660) ควบคู่กับการพิจารณาสีของสารละลาย Resazurin ซึ่งหากเป็นสีน้้าเงิน
ไม่เปล่ียนแปลง แสดงถึงความเป็นพิษต่อเซลล์ยีสต์ หากสารทดสอบไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์
ยีสต์บ่งช้ี Resazurin จะเปล่ียนเป็นสีชมพู  จากสารทดสอบท่ีมีค่า MEC ต้่าท่ีสุด (ตารางท่ี 3.6)  
เมื่อเปรียบเทียบกับสารทดสอบอื่นๆท่ีให้ผลบวกในกลุ่มสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากพืชสมุนไพรไทย
ชนิดต่างๆ ได้แก่ สารทดสอบรหัส AS-CY 107 พบว่ามีค่าความเข้มข้นต้่าท่ีสุดท่ีแสดงความเป็น
พิษต่อเซลล์ยีสต์บ่งช้ีเท่ากับ 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ตารางท่ี 3.5) 

 

ล าดับที่ 
รหัสของ 

สารทดสอบ 
MEC  

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
1 TP 006 >185.87 
2 TP 020 >176.68 
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A) 

ความเข้มข้นของสารทดสอบ  

รหัส AS-CY 107 (ไมโครโมลาร์) 

ความเข้มข้นของสารทดสอบ  

รหัส AS-CY 114 (ไมโครโมลาร์) 

B) 
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C) 

ความเข้มข้นของสารทดสอบ  

รหัส AS-CY 131 (ไมโครโมลาร์) 

D) 

ความเข้มข้นของสารทดสอบ  

รหัส AS-CY 132 (ไมโครโมลาร์) 
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รูปที่ 3.3  ผลของการทดสอบความเป็นพิษของสารทดสอบชนิดสารบริสุทธิ์ท่ีให้ผลบวกต่อฤทธิ์ยับยั้งกิจกรรม

ของเอนไซม์ hCA II โดยวิธี Yeast-based high throughput screening  

  ยีสต์ S. cerevisiae สายพันธุ์  Δnce103 (pGAL1_hCAII) ถูกเพาะเล้ียงใน 96-well 
microtiter plate ร่วมกับสารทดสอบรหัส  AS-CY 107 (A) 114 (B) 131 (C) 132 (D) และ 133 
(E) บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใต้ภาวะความดันบรรยากาศ (มีความเข้มข้น CO2 สูง, 
5%) โดยการเจริญของยีสต์บ่งช้ีจะวัดจากค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร 
(OD660) พิจารณาควบคู่กับกับการเปล่ียนสีของ Resazurin ของสารทดสอบ เทียบกับชุดควบคุม
ผลลบ (ไม่มีสารทดสอบ) 

***,** และ * หมายถึง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญท่ี P≤0.001, P≤0.05 และ P≤0.5 ตามล้าดับ 

 

 

 

 

 

 

 

E) 

ความเข้มข้นของสารทดสอบ  

รหัส AS-CY 133 (ไมโครโมลาร์) 
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ตารางที่ 3.5 แสดงค่า MTC ของสารออกฤทธิ์ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ hCA II ของกลุ่มสารบริสุทธิ์ท่ีให้ผล
บวกโดยวิธี Yeast-based high throughput screening ในเซลล์ยีสต์บ่งช้ี 

 

 

 

 

  

 

ตารางที่ 3.6 เปรียบเทียบค่า MEC และ MTC ของสารออกฤทธิ์ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ hCA II ของกลุ่ม
สารบริสุทธิ์ท่ีให้ผลบวกโดยวิธี Yeast-based high throughput screening ในเซลล์ยีสต์บ่งช้ี 

 

 

 

 

 

 

3.2.4) การทดสอบความเข้มข้นต่ าสุดของสารทดสอบที่เปน็พิษต่อเซลล์ยีสต์บ่งชี้ (Minimum toxic 
concentration : MTC) ของสารทดสอบในกลุม่สารสังเคราะห์รหัส TP  

จากการทดสอบหาค่า Minimal toxic concentration (MTC) ของสารออกฤทธิ์กลุ่ม
สารสังเคราะห์รหัส TP จ้านวน 2 ตัวอย่าง ได้ใช้วิธีการทดลองเช่นเดียวกันกับข้อ 3.2.3 การหา
ค่า MTC ท้าได้จากการพิจารณาค่าการดูดกลืนแสงของเซลล์ยีสต์บ่งช้ีท่ีความยาวคล่ืน 660 นา-
โนเมตร (OD660) ควบคู่กับการพิจารณาสีของสารละลาย Resazurin (รูปท่ี 3.4) 

ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งกิจกรรมของ hCA II ของสารสังเคราะห์ให้ผลบวกจากการคัด
กรองขั้นปฐมภูมิ เมื่อน้ามาทดสอบขั้นทุติยภูมิกลับไม่พบว่าฤทธิ์ยับยั้งกิจกรรมของ hCA II ใน
เซลล์ยีสต์บ่งช้ี (รูปท่ี 3.2, ตารางท่ี 3.4) ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดสอบความเป็นพิษของสาร
ทดสอบท้ัง 2 ตัวอย่าง (TP 006 และ TP 020) ซึ่งพบว่าสารท้ังสองไม่แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์
ยีสต์บ่งช้ีท่ีความเข้มข้นสูงสุดท่ีทดสอบ (รูปท่ี 3.4, ตารางท่ี 3.7) 

ล าดับที่ 
รหัสของ 

สารทดสอบ 
MTC  

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
1 AS-CY 107 5 
2 AS-CY 114 25 
3 AS-CY 131 50 
4 AS-CY 132 25 
5 AS-CY 133 25 

ล าดับที่ 
รหัสของ 

สารทดสอบ 
MEC 

(ไมโครโมลาร์) 
MTC 

(ไมโครโมลาร์) 
1 AS-CY 107 8.7 17.4 
2 AS-CY 114 80.1 80.1 
3 AS-CY 131 189.14 189.14 
4 AS-CY 132 88.53 88.53 
5 AS-CY 133 41.89 83.79 
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ความเข้มข้นของสารทดสอบ  

รหัส TP 006 (ไมโครโมลาร์) 
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ความเข้มข้นของสารทดสอบ  

รหัส TP 020 (ไมโครโมลาร์) 
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 รูปที่ 3.4  ผลของการทดสอบความเป็นพิษของสารทดสอบชนิดสารสังเคราะห์ท่ีให้ผลบวกต่อฤทธิ์ยับยั้ง

กิจกรรมของเอนไซม์ hCA II โดยวิธี Yeast-based high throughput screening  

A) 

B) 
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  ยีสต์ S. cerevisiae สายพันธุ์  Δnce103 (pGAL1_hCAII) ถูกเพาะเล้ียงใน 96-well 
microtiter plate ร่วมกับสารทดสอบรหัส TP 006 (A) และ 020 (B) บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ภายใต้ภาวะความดันบรรยากาศ (มีความเข้มข้น CO2 สูง, 5%) โดยการเจริญของยีสต์
บ่งช้ีจะวัดจากค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร (OD660) พิจารณาควบคู่กับกับ
การเปล่ียนสีของ Resazurin ของสารทดสอบ เทียบกับชุดควบคุมผลลบ (ไม่มีสารทดสอบ) 

 

ตารางที่ 3.7 แสดงค่า MTC ของสารออกฤทธิ์ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ hCA II ของกลุ่มสารสังเคราะห์ท่ี
ให้ผลบวกโดยวิธี Yeast-based high throughput screening ในเซลล์ยีสต์บ่งช้ี 

 

 

 

 

ตารางที่ 3.8 แสดงค่า MEC และ MTC ของสารออกฤทธิ์ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ hCA II ของกลุ่มสาร
สังเคราะห์ท่ีให้ผลบวกโดยวิธี Yeast-based high throughput screening ในเซลล์ยีสต์บ่งช้ี 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ล าดับที่ รหัสสารทดสอบ 
MTC  

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
1 TP 006 >185.87 
2 TP 020 >176.68 

ล าดับที่ 
รหัสของ 

สารทดสอบ 
MEC 

(ไมโครโมลาร์) 
MTC 

(ไมโครโมลาร์) 
1 TP 006 >185.87 >185.87 
2 TP 020 >176.68 >176.68 
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3.3) การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ hCA II ที่ในหลอดทดลอง (In vitro) ด้วยวธิีวัดกิจกรรม
ของเอนไซม์เอสเทอเรส (Esterase activity assay) 

  การวัดกิจกรรมเอสเทอเรส (Esterase activity) เป็นการตรวจสอบการด้าเนินไปของปฏิกิริยา
ของสารต้ังต้นท่ีมีช่ือว่า 4-Nitrophenylacetate (NPA) จนเกิดเป็น 4-Nitrophenylate ion ซึ่งเป็น
ผลิตภัณฑ์ท่ีสามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร Esterase activity assay 
สามารถน้ามาใช้ในการทดสอบสารท่ีมีคุณสมบัติเป็น CAI ในหลอดทดลอง (In vitro assay) ได้ (Uda และ
คณะ, 2015) โดยในงานวิจัยนี้ได้ใช้วิธีดังกล่าวในการทดสอบฤทธิ์ของสารท่ีให้ค่า MEC ต้่ากว่า MTC ได้แก่ 
ตัวอย่างรหัส AS-CY 107 และ 133 จากการทดสอบด้วย Yeast-based assay เพื่อศึกษาว่าสารท่ีให้ผล
บวกดังกล่าวจะมีฤทธิ์ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ hCA II ในหลอดทดลองด้วยหรือไม่ จากกราฟความสัม-
พันธ์ระหว่างปริมาณสารและกิจกรรมของเอนซม์ hCA II (Dose response curve) (ภาคผนวก ค) พบว่า
สารทดสอบรหัส AS-CY 107 และ 133 มีค่าความเข้มข้นสูงสุดของสารออกฤทธิ์ที่สามารถยับยั้งกิจกรรม
ของเอนไซม์ hCA II ท่ี 50% (IC50) เท่ากับ 19.41 ไมโครโมลาร์ และ 162 ไมโครโมลาร์ ตามล้าดับ (ตาราง
ท่ี 3.9) 

 
ตารางที่ 3.9 แสดงค่า MEC MTC และ IC50 ของสารออกฤทธิ์ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ hCA II รหัส AS-CY 

107 และ AS-CY 133 

ล าดับที่ รหัสของ 
สารทดสอบ 

MEC 
(ไมโครโมลาร์) 

MTC 
(ไมโครโมลาร์) 

IC50 

(ไมโครโมลาร์) 
1 AS-CY 107 8.7 17.4 19.41 
2 AS-CY 133 41.89 83.79 162 
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บทท่ี 4 

สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

 ระบบคัดกรองฐานยีสต์ท่ีใช้ในการศึกษานี้ ได้รับการพัฒนามาจาก Sangkaew และคณะ ในปี 2018 

ซึ่งมีการใช้ยีสต์ท่ีถูกดัดแปลงพันธุกรรม สายพันธุ์ AS03 เป็นเซลล์บ่งช้ีท่ีถูกท้าลายยีน NCE103 (Δnce103) ท่ี
มีพลาสมิด pGAL1.1_hCAII โดยยีสต์สายพันธุ์ดังกล่าว เมื่อถูกเล้ียงภายใต้ภาวะท่ีชักน้าให้มีการแสดงออกของ
เอนไซม์ hCA II จะสามารถมีชีวิตรอดได้ ท้ังนี้เนื่องจากการแสดงออกของเอนไซม์ hCA II สามารถช่วยทดแทน
กิจกรรมของเอนไซม์คาร์บอนิกแอนไฮเดรส (NCE103) ของยีสต์ท่ีขาดไปได้ 

 งานวิจัยนี้จึงต่อยอดงานวิจัยของ Sangkaew และคณะ ในปี 2018 โดยการน้าระบบคัดกรองดังกล่าว 
มาใช้คัดกรองสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากพืชสมุนไพรไทยชนิดต่างๆ (รหัสสารทดสอบ AS-CY) จ้านวน 33 ตัวอย่าง 
และสารสังเคราะห์ (รหัสสารทดสอบ TP) จ้านวน 15 ตัวอย่าง 

 ระบบคัดกรองฐานยีสต์นี้ ถูกน้ามาใช้ในการคัดกรองขั้นปฐมภูมิ เพื่อให้ทราบโดยคร่าวถึงฤทธิ์ยับยั้ง
กิจกรรมของเอนไซม์ hCA II ในเซลล์ยีสต์บ่งช้ีของสารทดสอบจ้านวนท้ังส้ิน 48 ตัวอย่าง จากนั้นจึงใช้ระบบคัด
กรองฐานยีสต์ในการศึกษาลักษณะสมบัติบางประการของสารท่ีให้ผลบวก ได้แก่ การหาความเข้มข้นท่ีต้่าท่ีสุดท่ี
สารทดสอบมีประสิทธิภาพในการยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ hCA II (Minimum effective concentration : 
MEC)  โดยบ่ม 96-well microtiter plate ภายใต้ภาวะความดันบรรยากาศท่ีมีความเข้มข้น CO2 ต้่า (0.035%) 
ควบคู่ไปกับหาความเข้มข้นที่เป็นพิษของสารท่ีให้ผลบวกต่อเซลล์ยีสต์บ่งช้ี (Minimum toxic concentration 
: MTC) โดยบ่ม 96-well microtiter plate ภายใต้ภาวะความดันบรรยากาศท่ีมีความเข้มข้น CO2 สูง (5%) 
เพื่อยืนยันฤทธิ์ยับย้ังกิจกรรมของเอนไซม์ hCA II ของสารทดสอบท่ีพบจากการคัดกรองขั้นปฐมภูมิ 

 ผลการคัดกรองสารทดสอบในกลุ่มสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากพืชสมุนไพรไทยจ้านวน 33 ตัวอย่าง โดยใช้
ระบบคัดกรองฐานยีสต์ พบสารทดสอบท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลล์ยีสต์บ่งช้ีจ้านวน 5 ตัวอย่าง โดยสาร
ทดสอบรหัส AS-CY 107 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเอนไซม์ hCA II ได้ดีท่ีสุด เนื่องจากมีค่า MEC เท่ากับ 8.7 
ไมโครโมลาร์ และค่า MTC เท่ากับ 17.4 ไมโครโมลาร์ ซึ่งต้่ากว่าค่า MEC และ MTC ของสารทดสอบรหัส   
AS-CY 133 ถึง 5 เท่า ในขณะท่ีสารทดสอบรหัส AS-CY 114 131 และ 132 มีค่า MEC เท่ากับค่า MTC ซึ่ง
หมายความว่าสารเหล่านี้มีความเป็นพิษต่อเซลล์ยีสต์บ่งช้ี 

 ส่วนสารทดสอบในกลุ่มสารสังเคราะห์จ้านวน 15 ตัวอย่าง ในขั้นปฐมภูมิพบผลบวกจ้านวน 2 ตัวอย่าง 
ได้แก่ TP 006 และ TP 020 แต่เมื่อน้ามาศึกษาลักษณะสมบัติของสารออกฤทธิ์ กลับไม่พบผลบวกของสาร
ทดสอบท้ังสองตัวอย่าง ท้ังนี้สาร TP 006 และ TP 020 ก็ไม่แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ยีสต์บ่งช้ีในความเข้มข้น
สูงสุดท่ีทดสอบเช่นกัน จากผลท่ีได้นี้ ผู้วิจัยคาดว่าสารทดสอบในกลุ่มสารสังเคราะห์รหัส TP 006 และ TP 020 
อาจไม่เสถียรภายหลังการละลาย อย่างไรก็ตาม ข้อมูลท่ีได้จะช่วยเป็นแนวทางในการสังเคราะห์สารออกฤทธิ์
ต่อไป 
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 เพื่อยืนยันผลการยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ hCA II ในเซลล์ยีสต์บ่งช้ี จึงตรวจสอบความสามารถของ

สารทดสอบท่ีให้ผลบวกจากการทดสอบฐานยีสต์ โดยทดสอบความสามารถในการยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ 

Esterase ในหลอดทดลอง (In vitro assay) ในการทดสอบได้คัดเลือกสารออกฤทธิ์รหัส AS-CY 107 และ 133 

เพื่อมาค้านวณหาค่าความเข้มข้นสูงสุดของสารออกฤทธิ์ท่ีสามารถยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ hCA II ท่ี 50% 

(IC50) จาก Dose response curve พบว่าสารทดสอบรหัส AS-CY 107 และ 133 มีค่า IC50 เท่ากับ 19.41 ไม

โครโมลาร์ และ 162 ไมโครโมลาร์ ตามล้าดับ ซึ่งแสดงให้เห็นว่าสารทดสอบรหัส AS-CY 107 มีศักยภาพในการ

ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ hCA II ไ ด้ดีกว่าสารทดสอบรหัส AS-CY 133 และเมื่อพิจารณาค่า MEC 

เปรียบเทียบกับค่า IC50 ของสารทดสอบท่ีให้ผลบวก พบว่าท้ังสารทดสอบรหัส AS-CY 107 และ AS-CY 133 

มีค่า MEC และ IC50 ท่ีใกล้เคียงกัน แสดงให้เห็นถึงความมีประสิทธิภาพของระบบคัดกรองฐานยีสต์ท่ีใช้ในการ

ทดสอบ เนื่องจากเซลล์ยีสต์บ่งช้ีท่ีใช้ในการทดลองถูกดัดแปลงพันธุกรรมโดยการท้าลายยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการ

ด้ือยา อาทิเช่น ยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการน้าสารออกจากภายในเซลล์ และยีนท่ี เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์

องค์ประกอบของเย่ือหุ้มเซลล์ เป็นต้น ส่งผลให้สารทดสอบสามารถซึมผ่านเข้าสู่เซลล์ในปริมาณมากได้ 

 ผลจากงานวิจัยนี้สามารถใช้เป็นองค์ความรู้เพื่อพัฒนากลุ่มอนุพันธ์ของสารทดสอบเพื่อพัฒนาเป็นยา

รักษาโรคต้อหินต่อไปในอนาคต 
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

1. Yeast synthetic uracil and tryptophan dropout medium +1% Raffinose (SR-Ura-Trp) 

                  Yeast nitrogen base without amino acid             6.7 กรัม 

                  Raffinose                                                        10 กรัม  

                  Adenine                                                           2 กรัม 

                  Leucine                                                          10 กรัม       

                  Histidine                                                         10 กรัม        

ละลายส่วนผสมท้ังหมดในน้้ากล่ันปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร น้าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอน้้า                

15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

2. Yeast peptone dextrose (YPD) medium      

                  Yeast extract                                                  6.7 กรัม 

                  Peptone                                                        20 กรัม  

                  Glucose                                                         20 กรัม 

                  Agar                                                              20 กรัม       

ละลายส่วนผสมท้ังหมดในน้้ากล่ันปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร น้าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอน้้า                

15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

สารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 

 

1. สารละลาย  Na2SO4 เข้มข้น 1 M 

ละลายผง Na2SO4 น้้าหนัก 7.1 กรัม ในน้้าปลอดประจุปลอดเช้ือใหครบปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

 

2. สารละลาย 3-(N-morpholino) propanesulfonic acid (MOPS) เข้มข้น 1 M pH 7.5 

ละลายผง MOPS น้้าหนัก 10.463 กรัม ในน้้าปลอดประจุปลอดเช้ือใหครบปริมาตร 50  มิลลิลิตร 

จากนั้นปรับค่า pH ของสารละลายให้ได้เท่ากับ 7.5 

 

3. สารละลาย Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) เข้มข้น 1 M 

ละลายผง EDTA น้้าหนัก 14.61 กรัม ในน้้าปลอดประจุปลอดเช้ือใหครบปริมาตร 50  มิลลิลิตร 

 

4. Assay buffer 

                 สารละลาย  Na2SO4 เข้มข้น 1 M                                       1  มิลลิลิตร 

                  สารละลาย  MOPs เข้มข้น 1 M, pH 7.5                             1.5  มิลลิลิตร 

                 สารละลาย EDTA เข้มข้น 1 M                                          60  ไมโครลิตร 

ละลายส่วนผสมท้ังหมดในน้้ากล่ันปริมาตร 30 มิลลิลิตรกรองด้วย Membrane filter ท่ีมีขนาด

เส้นผ่านศูนย์กลาง 0.2 µm 
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ภาคผนวก ค 

Dose response curve  

 

IC50= 19.41 M
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IC50= 162 M
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แสดงค่าความเข้มข้นสูงสุดของสารออกฤทธิ์ท่ีสามารถยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ hCA II 
ท่ี 50% (IC50) ของสารทดสอบรหัส AS-CY 107 และ AS-CY 133 
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