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บทคัดย่อ  

 
ชื่อโครงการ การศึกษาฤทธ์ิของสารสกัดจากพืชในวงค์ Asteraceae และ Acantaceae ในการยับย้ังเอนไซม์  
                CYP2A6 ที่ย่อยสลายนิโคตินในคน 
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ในปัจจุบันโรคระบบทางเดินหายใจอันเน่ืองมาจากการสูบบุหรี่ นับเป็นปัญหาที่ส่งผลกระทบต่อ

เศรษฐกิจของประเทศ โดยในบุหรี่มีสารนิโคตินที่ออกฤทธ์ิให้เกิดการเสพติดและสารก่อมะเร็ง  4-
(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone (NNK) ซึ่งสารทั้งสองถูกเร่งปฏิกิริยาโดยเอนไซม์  
CYP2A6 ที่ตับและเอนไซม์ CYP2A13 ที่ปอดและก่อให้เกิดการเสพติดการสูบบุหรี่และโรคมะเร็งปอดข้ึน  ดังน้ัน
การลดการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 และCYP2A13 น่าจะช่วยรักษาอาการเสพติดบุหรี่และช่วยลดโอกาส
เสี่ยงในการเกิดโรคมะเร็งปอดได้ โครงงานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือทําบริสุทธ์ิและศึกษาฤทธ์ิของสารสําคัญพืชใน
วงศ์ Asteraceae ได้แก่ขลู่ ดอกคําฝอยและหญ้าดอกขาว และในวงศ์ Acanthaceae ได้แก่ทองพันช่ังที่เคยมี
รายงานว่าออกฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 ได้ดีในหลอดทดลอง  ผลการศึกษาในเบ้ืองต้นของพืชในวงศ์ 
Asteraceae พบว่าส่วนสกัดเอทิลอะซิเตทของขลู่และหญ้าดอกขาวออกฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 ได้ดีที่สุด 
สําหรับส่วนสกัดดอกคําฝอยเฮกเซนและเอทิลอะซิเทตออกฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 ออกฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ 
CYP2A6 ได้ดี โดยส่วนสกัดย่อยเฮกเซนที่ 4 5 และ 7 ออกฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 ได้ดีมาก และยังต้องทํา
บริสุทธ์ิส่วนสกัดสมุนไพรเหล่าน้ีเพ่ิมเติมเพ่ือค้นหาสารสําคัญที่ออกฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 ต่อไป  ในขณะที่
ผลการศึกษาในสมุนไพรทองพันช่ังในวงศ์ Acanthaceae พบว่าทั้งส่วนสกัดเอกเซนและเอทิลอะซิเทตออกฤทธ์ิ
ยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 ได้ดี โดยสารสําคัญจากทองพันช่ังที่ผ่านการทําบริสุทธ์ิได้แก่ 
Rhinacanthin-A,-B, และ-C ออกฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 ได้ดี ด้วยกลไกการยับย้ังแบบผัน
กลับไม่ได้ที่ขึ้นอยู่กับสารให้อิเล็กตรอน NADPH เวลาที่ใช้ในการบ่มสารยับย้ังและความเข้มข้นของสารยับย้ัง 
(Mecahinism based inhibition) โดย Rhinacanthin-B ยับย้ังเอนไซม์ CYP2A13 และ CYP2A6 ได้ดีที่สุด
ด้วยค่า KI 0.16 M และ 0.44 M ตามลําดับ  
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Nowadays, various tobacco-related respiratory diseases are important economic 
problems in Thailand. Nicotine, an addictive component in cigarettes as well as the tobacco-
specific carcinogen 4-(methyl-nitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone (NNK) have been shown to 
metabolize by the liver specific cytochrome P4502A6 enzyme and lung-specific CYP2A13 
enzyme and associate with smoking craving and adenocarcinoma lung cancer risk in smokers, 
respectively. Thus, inhibition of these two enzymes by specific inhibitor could an aid in 
smoking cession and lung cancer prevention. This study aims to characterize the active 
constituents and it’s inhibitory against activities in medicinal plants from family Asteraceae 
(Phuchea indica, Carthamus tinctorius, Vernonia cinerea) and Acanthaceae (Rhinacanthus 
nasutus) that previously reported to inhibited CYP2A6 and CYP2A13 enzymes in vitro. The 
results, in family Asteraceae, indicated that the Ethyl acetate fraction of P.inidica and V. 
cinerea could potently inhibited CYP2A6 enzyme. The Hexane and Ethyl acetate fraction of C. 
tinctorius could equally inhibited CYP2A6 enzyme in which the Hexane sub-fraction 4, 5, and 
7 of C. tinctorius were potently inhibited CYP2A6 enzyme. Further investigation on avtive 
constituents from these plants are underinvestigation. Interstingly, both Hexane and Ethyl 
acetate fraction of R. nasutus could potently inhibited CYP2A6 and CYP2A13 enzymes. The 
purify active conpounds, Rhinacanthin-A, -B, and –C were successfully isolated and 
characterized as an NADPH-, time-, and concentration dependent inhibition an indicator of a 
suicide inhibition or mechanism based inhibition (MBI) mode in which the Rhinacanthin-B was 
the best inhibitor against CYP2A13 and CYP2A6 enzymes with a KI values of 0.16 M and 0.44 
M, respectively.  

   
 
 



 
บทท่ี 1 
บทนํา 

 
1.1ความเป็นมาและความสาํคัญของปัญหา  

โรคระบบทางเดินหายใจอันเน่ืองจากการสูบบุหรี่เช่น โรคมะเร็งปอดและโรคถุงลมปอดโป่งพอง จัดเป็น
ภัยเงียบที่เป็นหน่ึงในปัญหาสําคัญของประเทศไทย  จากการประมาณการพบว่าคนไทยทั้งผู้สูบบุหรี่และคน
ใกล้ชิดผู้เสพบุหรี่เสียชีวิตจากโรคที่เก่ียวข้องกับการสูบบุหรี่ปีละประมาณ  42,000 คนหรือวันละ 115 คน  โดย
ในปี พ.ศ. 2549 มีผู้ป่วยที่สูบบุหรี่ได้รับวินิจฉัยว่าเป็นมะเร็งปอดประมาณ 5,299 ราย  โรคหัวใจ 52, ุ605 ราย
และโรคถุงลมโป่งพอง 624,309 ราย (Bundhamcharoen,2012) จากผลการสํารวจในปี พ.ศ. 2554 พบว่ามี
คนไทยสูบบุหรี่มากกว่า 10.90 ล้านคนหรือมากกว่า 21 % ของประชากรทั้งประเทศเป็นผู้สูบบุหรี่   โดยผู้สูบ
บุหรี่ส่วนใหญ่อยู่ในวัยทํางานและมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นอย่างต่อเน่ือง  ที่สําคัญที่สุดผู้สูบบุหรี่เหล่าน้ีมากกว่า 6.4 
ล้านคน ที่สูบบุหรี่ขณะอยู่ในที่ทํางาน หรือบ้านที่มีบุคคลในครอบครัวอาศัยอยู่เป็นประจํา (passive smoker) 
ทําให้ประชากรในวัยทํางานมากกว่า 3.3 ล้านคนได้รับควันบุหรี่ในที่ทํางานและมากกว่า 21 ล้านคนได้รับควัน
บุหรี่ในบ้าน  (ศิริวรรณ และคณะ 2555)        เน่ืองด้วยการสูบบุหรี่ส่งผลกระทบทั้งสุขภาพของประชากร  การ
พัฒนาทรัพยากรมนุษย์และด้านเศรษฐกิจของประเทศ   ดังน้ันจึงต้องมีการศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือช่วยในการลด ละ 
เลิกการสูบบุหรี่  เพ่ือไม่ให้ผู้สูบบุหรี่และบุคคลใกล้ชิดได้รับสารพิษและสารก่อมะเร็งจากบุหรี่  เพ่ือเพ่ิมคุณภาพ
ชีวิตของประชาชนท้ังในระยะสั้นและระยะยาว   

นิโคติน (Nicotine) เป็นสารที่เป็นส่วนประกอบหลักของบุหรี่ ออกฤทธ์ิที่ระบบประสาทส่วนกลางมีผล
ทําให้ผู้สูบบุหรี่มีพฤติกรรมติดการสูบบุหรี่ (เสพติดบุหรี่) ร่างกายจึงได้รับสารพิษต่างๆมากกว่าพันชนิดจากบุหรี่   
ส่งผลให้เกิดโรคเกี่ยวกับทางเดินหายใจต่างๆ โดยเมื่อเข้าสู่ร่างกายนิโคตินส่วนใหญ่จะถูกย่อยสลายด้วยเอนไซม์ 
CYP2A6 ในตับได้เป็นสารประกอบโคทินีน (Cotinine) ที่จะถูกย่อยสลายต่อไปก่อนถูกกําจัดออกจากร่างกาย
ทางปัสสาวะ  อย่างไรก็ตามการย่อยสลายนิโคตินโดยเอนไซม์ CYP2A6 สามารถเกิดผลิตภัณฑ์ข้างเคียงได้เป็น
สารก่อมะเร็ง nitrosamine  ขึ้นมาส่งผลให้เกิดโรคมะเร็งได้เช่นสารประกอบ 4-(methylnitrosamino)-1-(3-
pyridyl)-1-butanone (NNK) ในบุหรี่ที่สามารถกระตุ้นสารก่อมะเร็งปอดได้   จากการศึกษาพบว่าในคนที่มีการ
ทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ลดลง  จะย่อยสลายนิโคตินน้อยลง ลดปริมาณการสูบบุหรี่และสามารถหยุดสูบ
บุหรี่ได้ง่ายขึ้น  ดังน้ันการลดการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ด้วยตัวยับย้ังจําเพาะน่าจะส่งผลให้มีการย่อย
สลายนิโคตินน้อยลง   รักษาระดับนิโคตินในกระแสเลือดไว้ให้คงอยู่ในกระแสเลือดนานขึ้นและส่งผลให้สูบบุหรี่
ลดลง  ซึ่งเป็นการลดโอกาสท่ีร่างกายจะได้สัมผัสกับสารประกอบเป็นพิษต่างๆในบุหรี่และลดผลร้ายต่างๆที่จะ
เกิดขึ้นกับร่างกายในตัวผู้สูบบุหรี่และบุคคลใกล้ชิดได้  นอกจากน้ีเมื่อสูบบุหรี่หรือได้รับควันบุหรี่ ร่างกายจะ
ได้รับสารพิษต่างๆโดยเฉพาะอย่างย่ิงสารประกอบในกลุ่มไนโตรซามีน 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-
1-butanone (NNK) ที่จะถูกกระตุ้นให้เกิดเป็นสารก่อมะเร็งที่รุนแรง และสามารถเหน่ียวนําให้เกิดโรคมะเร็ง
ปอดได้ในสัตว์ทดลอง   เพราะนอกจากสาร NNK ที่เข้าสู่ร่างกายจะถูกย่อยสลายด้วยกลไกหลักผ่านเอนไซม์ 
CYP2A13 ที่พบมากในปอดและในเย่ือบุทางเดินหายใจได้เป็นสารประกอบ NNK-N-Oxide ที่จะถูกกําจัดออกไป
แล้ว เอนไซม์ CYP2A13 สามารถเกิดปฏิกิริยาข้างเคียงได้ผลิตภัณฑ์เป็นสารประกอบ NNK อ่ืนๆที่มีฤทธ์ิในการ
ก่อสารมะเร็งที่รุนแรงขึ้น ส่งผลให้เกิดโรคมะเร็งต่างๆในทางเดินหายใจได้ (Patten et al., 1996)  ดังน้ันการลด
การทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 ด้วยตัวยับย้ังจําเพาะ    จะส่งผลให้ลดการกระตุ้นสารก่อ



มะเร็งจาก NNK และลดการย่อยสลายนิโคตินในร่างกาย    ซึ่งเป็นการลดโอกาสท่ีร่างกายจะสร้างสารก่อมะเร็ง
ที่รุนแรงและลดการสูบบุหรี่ไปด้วยพร้อมกัน จึงลดผลร้ายต่างๆท่ีจะเกิดขึ้นกับร่างกาย ทั้งในตัวผู้สูบบุหรี่และผู้
ใกล้ชิดได้        

เน่ืองด้วยผลการทดลองเบื้องต้นของกลุ่มผู้วิจัยพบว่านํ้าชาสมุนไพรและน้ําผลไม้หลายชนิด สามารถ
ยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ในหลอดทดลองได้   โดยเฉพาะนํ้าชาสมุนไพรและน้ําผลไม้หลายชนิด ใน
วงค์ Asteraceae และ Acanthaceae ที่ออกฤทธ์ิยับย้ังได้อย่างมีประสิทธิภาพท่ีดี เมื่อเปรียบเทียบกับนํ้าชา
สมุนไพรและน้ําผลไม้อ่ืนๆที่ความเข้มข้นเดียวกัน  ดังน้ันงานวิจัยน้ีจึงมีจุดมุ่งหมายเพื่อทดสอบฤทธ์ิในการยับย้ัง
การทํางานของพืชสมุนไพรในวงค์ Asteraceae และ Acanthaceae  ต่อเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 
จากน้ันทําการสกัดสารที่ออกฤทธ์ิยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6  และ CYP2A13 จากน้ันศึกษากลไกใน
การยับย้ังการทํางานของสารสกัดเพ่ือช่วยลดการสูบบุหรี่และลดโอกาสในการเกิดโรคมะเร็งปอดในอนาคต (ทรง
กลด สารภูษิตและพรพิมล รงค์นพรัตน์, 2554)      

 
1.2วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 
 ศึกษาฤทธ์ิและกลไกของสารสกัดจากพืชในวงค์ Asteraceae และ Acanthaceae ในการยับย้ังการ
ทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 ในหลอดทดลอง 
 
1.3 สมมุติฐานทางการศึกษา 
 สารสกัดจากพืชในวงค์ Asteraceae และ Acanthaceae สามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ 
CYP2A6 และ CYP2A13 ได้  
 
1.4 ประโยชนท์ี่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย 
 ทําให้ทราบฤทธ์ิและกลไกนการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 ของสารสกัด
จากพืชในวงค์ Asteraceae และ Acanthaceae ที่น่าจะสามารถนํามาใช้เพ่ือช่วยลดอัตราการสูบบุหรี่ได้  
 

 

 

 

 

 

 

 



 

บทท่ี 2 
ทบทวนวรรณกรรม 

 
2.1 ทฤษฎีพื้นฐานที่เก่ียวข้อง 

เอนไซม์ Cytochrome P450 (CYPs หรือ P450s) เป็นกลุ่มเอนไซม์ที่ทําหน้าที่สําคัญในกระบวนการ
การเมแทบอลิซึมของสารเคมีทั้งสารที่มีอยู่ในร่างกายเช่น ฮอร์โมนและกรดไขมันต่างๆ และสารที่ร่างกายได้รับ
จากภายนอกเช่น ยาและสิ่งปนเป้ือนในสิ่งแวดล้อมต่างๆ เน่ืองจากเอนไซม์ P450s พบเป็นจํานวนมากใน
ร่างกายและในสิ่งมีชีวิตหลากหลายชนิด ดังน้ันเอนไซม์ P450 จึงถูกแยกย่อยและแบ่งออกเป็นกลุ่มๆตามลําดับ
ความคล้ายคลึงของลําดับกรดอะมิโนของยีนน้ันๆ โดยยีนที่อยู่ในตระกูล (Family) เดียวกันต้องมีความคล้ายคลึง
ของกรดอะมิโนมากกว่าร้อยละ 40 และยีนในตระกูลย่อย (Subfamily) เดียวกันต้องมีความคล้ายคลึงกันของ
กรดอะมิโนมากกว่าร้อยละ 55 ทั้งน้ีเน่ืองจาก P450s ไม่ได้ถูกจัดจําแนกตามกลุ่มของสารต้ังต้นที่ทําปฏิกิริยา
หรือชนิดของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น   ดังน้ันเอนไซม์ P450s ในตระกูลและตระกูลย่อยเดียวกันอาจเร่งปฏิกิริยาที่มี
ความแตกต่างหรือมีความเหมือนกันก็ได้และเอนไซม์ P450s หน่ึงเอนไซม์ยังสามารถทําปฏิกิริยากับสารต้ังต้นได้
มากกว่า 1 ตัวอีกด้วย (Bernhardt R, 2006; Mansuy D, 1998;  Nelson et al, 1996;  Ortiz, 2005)       

  
ภาพท่ี 2-1 ปฏิกิริยาของเอนไซม์ P450s โดยแบ่งออกเป็นขั้นตอนการกระตุ้นโมเลกุลของออกซิเจน (ขั้นตอนที่ 
1-6) การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดช่ัน (ขั้นตอนที่ 7 และ 8) และการปล่อยผลิตภัณฑ์ (ขั้นตอนที่ 9) ที่มา 
Guengerich FG, 2001 
 

ในการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม์ P450s น้ัน (รูปที่ 2-1) เอนไซม์ P450s จะต้องได้รับอิเล็กตรอนท่ี
ส่งผ่านมาจาก เอนไซม์ NADPH-cytochrome P450 reductase (CPR) โดยที่อิเล็กตรอนตัวแรกจะรีดิวซ์เหล็ก 



(Fe3+ เป็น Fe2+) ที่เป็นส่วนประกอบหน่ึงของเอนไซม์ P450s เพ่ือให้เอนไซม์ P450s สามารถจับกับออกซิเจน
ได้ ส่วนตัวอิเล็กตรอนตัวที่สองจะกระตุ้นให้เกิดการเปลี่ยนแปลงในโมเลกุลของออกซิเจนให้เกิดเป็นสารประกอบ
ไอรอนไฮดรอกซิล (iron-hydroxy complex) และเร่งการเกิดปฏิกิริยาต่อไปโดยเอนไซม์ทั้งสองจะทํางาน
ร่วมกันใน Endoplasmic reticulum ของเซลล์ในการเร่งปฏิกิริยาต่างเช่น Squalene monooxygenase, 
Heme oxygenase และโดยเฉพาะอย่างย่ิงเอนไซม์ในกลุ่ม Cytochrome P450 ที่เก่ียวข้องกับกระบวนการเม
แทบอลิซึมที่สําคัญต่างๆ (Bernhardt R, 2006; Emre M et al, 2007; Guengerich FG, 2001; Ortiz, 2005) 
รวมถึงตัวรับอิเล็กตรอนอ่ืนๆเช่น  cytochrome c และ ferricyanide ด้วยเช่นกัน (ภาพที่ 2-2) 

ภาพท่ี 2-2 ตัวรับอิเล็กตรอนของเอนไซม์ NADPH-cytochrome P450 reducatse ที่มีหน้าที่การทํางานต่างๆ 
ที่มา www.uky.edu/Pharmacy/ps/porter/CPR.htm  
 

เอนไซม์ CPR เป็นเอนไซม์ที่มีส่วนจับกับเย่ือหุ้มเมมเบรนและประกอบด้วยโมเลกุลของ FAD และ FMN 
ทําหน้าที่เป็นโคเอนไซม์ช่วยในการขนส่งอิเล็กตรอน โดยอิเล็กตรอนจะถูกขนส่งจาก NADPH ผ่านโมเลกุลของ 
FAD และ FMN ไปยังตัวรับอิเล็กตรอนดังที่กล่าวในเบ้ืองต้น   เน่ืองด้วย เอนไซม์ CPR เป็นเอนไซม์ที่ทําหน้าที่
สําคัญในการทํางานของเอนไซม์ P450s ที่มีความสําคัญอย่างมากต่อการดํารงชีวิตของสิ่งมีชีวิต ดังน้ันจึงได้มี
การศึกษาเอนไซม์ CPR ในสิ่งมีชีวิตหลายชนิดเช่น CPR ของคน, หนูและแมลงวัน  อย่างกว้างขวาง (Shen et 
al., 1989; Dohr et al., 2001; Murataliev et al, 1999)   โดยจากการศึกษาโครงสร้างสามมิติของ CPR ใน
หนูพบว่า CPR ประกอบด้วย 4 โดเมน คือ NH2-terminal, FMN-binding domain, FAD-binding domain, 
และNADPH-binding domain (Wang et al., 1997) โดยส่วน FMN domain จะแยกออกมาให้เห็นเด่นชัด 
ในขณะที่ส่วน FAD-binding domain และ NADPH-binding domain จะอยู่รวมกัน (ภาพที่ 2-3)  



 
ภาพท่ี 2-3 แบบจําลองของ Cytochrome P450s (ซ้าย) และ P450s Oxoidoreductase (ขวา) ซึ่งเรียงตัว 
               กันอยู่ใน Endoplasmic reticulum  
 
2.2 งานวิจัยทีเ่ก่ียวข้อง 
            โรคในระบบทางเดินหายใจจากการสูบบุหรี่ โดยเฉพาะโรคมะเร็งปอดและโรคถุงลมปอดโป่งพอง  
จัดเป็นปัญหาสําคัญในหลายประเทศทั่วโลกรวมถึงประเทศไทย    จากการคาดการณ์ขององค์กรอนามัยโลก 
(WHO) คาดว่าในปี พ.ศ. 2573 จะมีผู้เสียชีวิตด้วยโรคดังกล่าวถึง 8 ล้านคน (WHO, 2008) สําหรับประเทศไทย
ในปี 2549 มีการประมาณการว่าโรคระบบทางเดินหายใจจากการติดบุหรี่ทําให้เกิดการสูญเสียทางเศรษฐกิจถึง 
9.86 ล้านบาท (Bundhamcharoen,2012)  ล่าสุดจากผลการสํารวจในปี พ.ศ. 2554 พบว่ามีคนไทยสูบบุหรี่
มากกว่า 11 ล้านคนหรือมากกว่า 21 % ของประชากรทั้งประเทศ   โดยผู้เสพบุหรี่ส่วนใหญ่อยู่ในวัยทํางาน โดย
ที่อัตราการสูบบุหรี่เพ่ิมขึ้นในกลุ่มเยาวชน กลุ่มผู้ไม่เคยเรียนหนังสือและผู้อาศัยอยู่นอกเขตเทศบาล  รวมถึงผู้มี
ฐานะในระดับปานกลางทั่วไป  โดยที่อัตราดังกล่าวยังคงเพ่ิมขึ้นอย่างต่อเน่ืองอันเน่ืองมาจากการรุกคืบของธุรกิจ
ยาสูบผ่านทางสื่อโฆษณา การปรับปรุงรูปลักษณ์ภายนอกของหีบห่อบรรจุและการปรับราคาให้ถูกลง รวมถึงการ
สูบยาสูบในรูปแบบอ่ืนๆเช่น ยาเส้นที่มีราคาถูกในกลุ่มผู้มีรายได้น้อย และบารากู่ในหมู่วัยรุ่นและวัยทํางาน
โดยเฉพาะในวัยรุ่นผู้หญิง   จากการศึกษาพบว่ามีเพียง 1.77 ล้านคนเท่าน้ันที่เคยและพยายามเลิกบุหรี่แต่ไม่
สําเร็จโดยมีค่าเฉลี่ยของการเลิกบุหรี่ได้ก่อนกลับมาสูบซ้ําคือ 11.44 เดือน โดยสาเหตุเกิดจากการหงุดหงิด/
ฉุนเฉียว/โกรธง่าย ถึงร้อยละ 38.61 และเพราะความเครียดร้อยละ 27.42  และพบว่าถึงแม้เลิกบุหรี่ไปแล้วถึง 
20 ปีก็สามารถกลับมาสูบบุหรี่ได้อีก แสดงให้เห็นว่าการเสพติดบุหรี่เพียงหน่ึงคร้ังส่งผลให้ต้องเสพติดบุหรี่และ
สามารถเลิกการเสพบุหรี่ได้ยาก (ศิริวรรณ และคณะ 2555)                               
           จากการศึกษาพบว่าบุหรี่ประกอบไปด้วยสารประกอบต่างๆมากมายกว่า 4,000 ชนิด โดยที่มากกว่า 
40 ชนิดเป็นสารพิษและสารก่อมะเร็งเมื่อเกิดการเผาไหม้ขึ้นและได้รับการสูดเข้าไปในปอด   ดังน้ันโรคทางเดิน
หายใจเช่น โรคมะเร็งปอดและโรคถุงลมปอดโป่งพอง จึงเป็นโรคที่พบมากในกลุ่มผู้สูบบุหรี่และผู้ใกล้ชิด   
นอกจากน้ีกลุ่มผู้สูบบุหรี่ยังเป็นกลุ่มเสี่ยงที่จะมีอาการของโรคหัวใจขาดเลือด โรคหัวใจวาย และโรคที่เก่ียวข้อง
ต่างๆ (WHO, 2008)  อุบัติการการเกิดโรคต่างๆเหล่าน้ีเกิดขึ้นเน่ืองจากนิโคตินที่เป็นสารประกอบหลักในบุหรี่ ที่
มีผลทําให้หัวใจเต้นเร็วขึ้นและเพ่ิมความดันโลหิตขึ้น (Benowitz, 2008)  นอกจากน้ีนิโคตินยังเป็นสารประกอบ
สําคัญที่มีผลให้เสพติดการสูบบุหรี่โดยไปออกฤทธ์ิกระตุ้นระบบการตอบสนองต่อความยินดี  ผ่านการจับกับ

  

FMN-binding domain 

FAD-binding domain 

NADPH-binding domain   



ตัวรับนิโคตินที่บริเวณปลายประสาทของสมองส่วน VTA  ทําให้เกิดการหลั่งสารสื่อประสาทโดปามีนออกมามาก
ขึ้น  มีผลทําให้ผู้สูบบุหรี่มีความรู้สึกสุขใจสบายใจและลดความเครียดต่างๆ    ผู้สูบบุหรี่จึงสูบบุหรี่เพ่ือคงระดับ
นิโคตินในกระแสเลือดและในสมองให้เกิดความรู้สึกมีความสุขต่อไป  ส่งผลให้ผู้สูบบุหรี่และบุคคลใกล้เคียงได้รับ
สารพิษต่างๆ ในบุหรี่ไปด้วย (Hukkanen et al, 2005)   
        โดยประมาณ 80-90% ของนิโคตินที่เข้าสู่ร่างกายผ่านทางการดูดซึมที่เน้ือเย่ือคัดหลั่งที่ปาก ระบบ
ทางเดินหายใจและระบบทางเดินอาหาร   จะถูกย่อยสลายโดยกลไกหลักด้วยเอนไซม์ CYP2A6 ในตับเกิดเป็น
สารประกอบ nicotine 1(5)- iminium ซึ่งจะถูกเปลี่ยนเป็นโคทินินโดยเอนไซม์ aldehyde oxidase  
(Hukkanen et al, 2005) หลังจากน้ันโคทินินที่เกิดขึ้นจะเกิดปฏิกิริยา hydroxylation ได้เป็นสารประกอบ
ต่างๆ เช่น trans-3’-hydroxycotinine, 5’-hydroxycotinine และ nornicotine (ภาพที่ 2-4) ซึ่งสุดท้ายทั้ง
โคทินินและสารประกอบที่ได้จากโคทินินต่างๆ จะถูกเติมหมู่นํ้าตาล (glucoronation)  และขับออกทางปัสสาวะ  
(Benowitz, 2008; Flammang et al, 1992)          

  ภาพท่ี 2-4 กลไกในการกําจดันิโคติน (Hukkanen et al, 2005)         
 
 ในคนพบว่ามีเอนไซม์ P450 ถึง 18 กลุ่มและ 43 กลุ่มย่อย (http://drnelson.utmen.edu/ 
CytochromeP450.html) โดยเอนไซม์ CYP2A6 ในตับที่สามารถย่อยสลายนิโคตินได้ดีด้วยค่าความสามารถใน
การจับกับสารต้ังต้น (Km) ต่อนิโคตินที่ตํ่าและอัตราการเร่งปฏิกิริยา (Vmax) ที่สูง (Patten et al, 1996)      
CYP2A13 ที่พบในระบบทางเดินหายใจ CYP2B6 ที่พบในสมอง ลําใส้เล็กและไต CYP2D6 ที่พบในสมองและ 
CYP2E1 ที่พบในปอดและสมอง ถูกรายงานว่าสามารถย่อยสลายนิโคตินในคน (Hukkanen et al, 2002; 
Miksys et al, 2002; Su et al, 2000)   อย่างไรก็ตามบทบาทของเอนไซม์ CYP2A13 ในระบบทางเดินหายใจ
ต่อการย่อยสลายนิโคตินยังไม่ชัดเจน เพราะในผู้เสพบุหรี่ที่มีการทํางานของ CYP2A13 น้อย   ยังคงมีโอกาสเกิด



มะเร็งในระบบทางเดินหายใจสูง (Jiang et al, 2004)    สําหรับเอนไซม์ CYP2B6 และ CYP2D6 ไม่ได้เป็น
เอนไซม์หลักในการย่อยสลายนิโคติน เพราะคนท่ีมีการทํางานของเอนไซม์ทั้งสองน้อย (poor metabolizer, 
PM) และดีมาก (extensive metabolizer, EM) มีอัตราการสลายนิโคตินและโคตินินไม่ต่างกัน (Benowitz et 
al, 1996)  ในขณะที่เอนไซม์ CYP2E1 เก่ียวข้องกับการได้รับแอลกอฮอลล์มากกว่านิโคติน แสดงให้เห็นว่า  การ
ย่อยสลายของนิโคตินที่ตับโดยเอนไซม์ CYP2A6 เป็นกระบวนการหลักของร่างกายในการกําจัดนิโคตินและการ
กระตุ้นการสูบบุหรี่  ซี่งส่งผลเกี่ยวพันกับการเกิดโรคมะเร็งต่างๆในระบบทางเดินหายใจในผู้สูบบุหรี่           

ในขณะที่เมื่อ NNK เข้าสู่ร่างกายจะถูกย่อยสลายโดยเอนไซม์ CYP2A13 ที่แสดงออกในปริมาณมากที่
ปอดและที่เซลล์เย่ือบุทางเดินหายใจได้เป็นสารประกอบ NNK-N-oxide และ NNAL ซึ่งจะถูกออกซิไดส์อีกครั้ง
ด้วย CYP2A13 เกิดเป็นสารประกอบ NNAL-N-Oxide (ภาพท่ี 2-5) หรือถูกเติมหมู่นํ้าตาลกลายเป็น NNAL-
glucoronide     จากน้ันสารประกอบทั้งหมดจะถูกกําจัดออกจากร่างกายทางปัสสาวะ       อย่างไรก็ตาม
เอนไซม์ CYP2A13 สามารถเร่งปฏิกิริยา hydroxylation ที่หมู่ -methyl carbon หรือ -methylene 
carbon ของ NNK หรือ NNAL ได้เป็นสารประกอบ NNK-keto alcohol, NNK-Keto acid, NNAL-diol  และ 
NNAL-Hydroxy acid (รูปที่ 2-5) ที่มีฤทธ์ิเป็นสารก่อมะเร็งที่รุนแรงขึ้นได้ (NNK-metabolic activation) และ
สารประกอบที่เกิดขึ้นจากปฎิกิริยาน้ีจะสร้างเป็นสารประกอบซับซ้อนกับสารพันธุกรรมดีเอ็นเอเกิดเป็น DNA-
pyridyloxo (hydroxyl) butylation complexes ได้สารประกอบในกลุ่ม methylguanine DNA adduct ที่
ตําแหน่งออกซิเจนท่ี 6 และไนโตรเจนที่ 7 (O6-MeG และ N7-MeG) ซึ่งสันนิษฐานว่าเป็นกลไกที่สําคัญของ
สารประกอบ NNK ในบุหรี่ ในการทําให้เกิดมะเร็ง (carcinogenesis) โดยเฉพาะอย่างย่ิงโรคมะเร็งต่างๆใน
ระบบทางเดินหายใจ เช่นโรคมะเร็งปอด ชนิด adenocarcinoma และ squamous cell carcinoma ที่เป็น
มะเร็งปอดที่มีความสามารถในการแพร่กระจายสูง (malignant pulmonary tumor) ไปสู่บริเวณต่างๆของปอด 
หรือแม้แต่อวัยวะอ่ืนๆได้ง่าย (Brown, 2007; Hecht et al, 1998; 1999a; 1999b; Hoffmann et al, 1996; 
Fukami et al, 2010) และมะเร็งกล่องเสียง (Chiang et al., 2011; Hecht, 1998; Hecht, 1999a, 1999b)   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 2-5 กลไกในการกระตุ้นสารก่อมะเร็งของเอนไซม์ CYP2A13 (Brown PJ, 2007) 
 



นอกเหนือไปจากความสามารถในการย่อยสลายนิโคตินแล้ว  เอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 ยังถูก
พบว่าสามารถย่อยสลายสารประกอบอ่ืนๆได้  เช่นสาร coumarin ไปเป็นผลิตภัณฑ์ 7-hydroxycoumarin 
(ปฏิกิริยา coumarin-7-hydroxylase) ที่นิยมนํามาใช้เป็นตัวตรวจสอบการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ใน
หลอดทดลอง (Miles et al, 1990)        
 จากการศึกษาในประชากรพบว่ายีน CYP2A6 มีความหลากหลายทางพันธุกรรม 
(polymorphism) ถึง 38 อัลลีลที่แตกต่างกัน (http://www.imm.ki.se/cypalleles และ Koudsi et al, 2009) 
ซึ่งมีทั้งอัลลีลที่ทํางานผิดปกติหรือไม่สามารถย่อยนิโคตินได้และที่สามารถย่อยนิโคตินได้ดีเกินไป (Kamataki et 
al, 2005)   โดยท่ีความหลากหลายในการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ส่งผลต่อการย่อยสลายนิโคตินและมี
บทบาทที่สําคัญในการกําหนดพฤติกรรมการสูบบุหรี่ เช่นผู้สูบบุหรี่ที่ย่อยสลายนิโคตินน้อยจะสูบบุหรี่ต่อวันน้อย
กว่าคนที่ย่อยสลายนิโคตินได้ดีและมีความเสี่ยงในการเสพติดนิโคตินน้อย    ในทางตรงกันข้ามผู้สูบบุหรี่ที่มีการ
เพ่ิมจํานวนยีน CYP2A6 หรือมีการย่อยสลายนิโคตินได้ดีมากจะมีการสูบบุหรี่มากกว่าคนปกติและมีโอกาสท่ีเป็น
มะเร็งเน่ืองจากการสูบบุหรี่มากกว่าปกติ (Schoedel et al, 2004; Sellers et al 2000; Tyndale & Sellers 
2002)  ที่น่าสนใจเป็นอย่างมากคือในผู้สูบบุหรี่ที่มีการขาดหายไปของยีน CYP2A6   จะมีอัตราเสี่ยงในการเป็น
มะเร็งปอดน้อยมาก   อย่างไรก็ตามไม่มีความสัมพันธ์ในกรณีผู้ไม่สูบบุหรี่ (Kamatiki et al, 2005; Miyamoto et 
al, 1999)   สําหรับประเทศไทยพบว่าประชากรในประเทศไทยส่วนใหญ่เป็นบุคคลท่ีมีการทํางานของเอนไซม์ 
CYP2A6 ดีกว่าปกติ  โดยแบ่งเป็นอัลลีล CYP2A6*1A ซึ่งเป็นพันธุกรรมตามธรรมชาติ (wild-type) และ 
CYP2A6*1B ซึ่งเป็นอัลลีลที่ย่อยสลายนิโคตินได้ดีมากเกินไป (EM) มากถึง 32-52% และ 27-40% ตามลําดับ   
ในขณะที่อัลลีล CYP2A6*4C   ซึ่งเป็นการขาดหายไปของยีนถูกพบเพียงแค่ 8-9 % เท่าน้ัน (Mahavorasirikul et 
al, 2009; Peamkrasatam et al, 2006; Ujjin et al, 2002)  ซึ่งเป็นอัตราส่วนที่พบในประชากรของประเทศ
เกาหลีและญี่ปุ่น (Kamataki et al, 2005; Yoshida et al, 2002; Kwon et al, 2001)  อย่างไรก็ตามการศึกษา
น้ีไม่ได้ศึกษาในรายละเอียดความสัมพันธ์ในการกระจายของความหลากหลายทางพันธุกรรมของ CYP2A6 อัลลีล
ต่างๆกับความสามารถในการย่อยสลายนิโคตินในผู้สูบบุหรี่และไม่สูบบุหรี่    
 ในขณะที่เอนไซม์ CYP2A13 มีความหลากหลายทางพันธุกรรม (polymorphism) อยู่ถึง 10 อัล
ลีลที่แตกต่างกัน (http://www.cypalleles.ki.se/) โดยพบว่าอัลลีล CYP2A13*4 ที่มีการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิ
โนจากอาร์จินีนเป็นกลูตามีนที่ตําแหน่ง 101 จะไม่เกิดปฏิกิริยาต่อสารต้ังต้น NNK เลย (Wang et al, 2006) 
เช่นเดียวกับอัลลีล CYP2A13*2 ที่มีการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนจากอาร์จินีนเป็นซิสเตอีนที่ตําแหน่ง 257 จะมี
ปฏิกิริยาต่อสารต้ังต้น NNK และ coumarin ลดลง (Zhang et al, 2002)       นอกจากน้ียังพบว่าความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของเอนไซม์ CYP2A13*2 เก่ียวพันกับการลดลงของการเกิดโรคมะเร็งปอดชนิด 
adenocarcinoma  ในคนจีนที่สูบบุหรี่  (Wang et al, 2003) แต่ไม่พบความเก่ียวพันระหว่าง CYP2A13*2  
กับการเกิดโรคมะเร็งกล่องเสียงในคนจีนที่สูบบุหรี่ (Jiang et al, 2004)  สอดคล้องกับผลการศึกษาที่พบว่าการ
เพ่ิมการทํางานของ CYP2A13 ในการทําปฏิกิริยากับ NNK จะเพ่ิมความเสี่ยงในการเกิดโรคมะเร็งปอดให้มากขึ้น 
(Chiang et al., 2011; Hecht, 1998; Zhang et al, 2002)   แสดงให้เห็นว่าการทํางานของเอนไซม์ 
CYP2A13 มีบทบาทสําคัญในการเกิดโรคมะเร็งปอดที่พบมากในผู้สูบบุหรี่และบุคคลใกล้ชิด    แต่เป็นที่น่า
เสียดายที่ยังไม่มีการศึกษาถึงความหลากหลายทางพันธุกรรมของ CYP2A13 ในประเทศไทย ที่จะทําให้เข้าใจใน
การกระจายของความหลากหลายทางพันธุกรรมของ CYP2A13 อัลลีลต่างๆ กับอัตราการเกิดโรคมะเร็งปอดในผู้



สูบบุหรี่และบุคคลใกล้ชิด   ซึ่งอาจจะสามารถนํามาใช้พยากรณ์อัตราเสี่ยงในการเกิดโรคมะเร็งปอดจากบุหรี่ของ
คนไทยได้ 
 เน่ืองด้วยการเสพติดบุหรี่จากนิโคตินเป็นสิ่งที่จําเป็นต้องได้รับการรักษาและโรคมะเร็งปอดที่เกิดจากสูบ
บุหรี่เป็นโรคอันตรายร้ายแรง   ในปัจจุบันจึงมียาที่เป็นนิโคตินทดแทน (NRT) ต่างๆ ทั้งในรูปของนิโคตินหมาก
ฝรั่งชนิดเคี้ยวหรือชนิดแผ่นติดผิวหนัง  ที่พบว่ามีประสิทธิภาพสูงมาใช้ร่วมกับการบําบัดพฤติกรรมของผู้สูบบุหรี่  
เพ่ือช่วยในการบําบัดและช่วยให้ผู้สูบบุหรี่เลิกจากการสูบบุหรี่  อย่างไรก็ตามการบําบัดด้วยวิธีน้ียังไม่ได้รับความ
นิยมเน่ืองจากความไม่สะดวกในการใช้   ไม่มีประสิทธิภาพท่ีรวดเร็วและมีผลข้างเคียงต่างๆ (Sellers et al, 
2003)  อีกหน่ึงวิธีที่ใช้ในการบําบัดคือการใช้ยาที่ไปลดการทํางานของตัวรับนิโคตินในสมองซึ่งจะส่งผลให้ลด
อาการเสพติดนิโคตินลง เช่น ยาในกลุ่ม bupropion HCl และ varenicline ซึ่งเป็นยาในกลุ่มที่ใช้ก่อน (first-
line drug) และยา nortriptyline และ clonidine ซึ่งเป็นยาในกลุ่มถัดไป (second-line drug)  แต่ยาต่างๆ
เหล่าน้ีให้ผลข้างเคียงกับผู้ใช้ยา  โดย bupropion HCl ทําให้เกิดอาการนอนไม่หลับ ปากแห้ง มื่อสั่นและปวด
ศรีษะ (Carrozzi et al, 2008) ในขณะที่ varenicline ทําให้เกิดอาการอาเจียนและปวดหัว (Gonzalez et al, 
2006; Jorenhy et al, 2006) ส่วนยา second-line drug จะทําให้เกิดอาการง่วงนอน อ่อนเพลีย มึนงง ความ
ดันโลหิตสูง ตาพร่า หน้ามืด มือสั่น (Carrozzi et al, 2008)  และเน่ืองจากเอนไซม์ CYP2A6 มีบทบาทสําคัญใน
การย่อยสลายนิโคตินในคนและอัตราการเกิดโรคมะเร็งที่สืบเน่ืองกับการสูบบุหรี่   ดังที่พบความสัมพันธ์ในผู้ที่มี
การขาดหายของยีน CYP2A6  ดังน้ันการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 จึงเป็นอีกหน่ึงวิธีทางเลือกใน
การช่วยบําบัดอาการเสพติดบุหรี่และลดอัตรการเกิดโรคระบบทางเดินหายใจและโรคมะเร็งต่างๆได้ (Sellers et 
al, 2003)      

แม้จะยังไม่มีการศึกษาสารที่ออกฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ CYP2A13 มากนัก แต่ในปัจจุบันมีสารหลายตัวที่
สามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 ได้เช่นสาร methoxsalen (8-
methoxypsoralen-สารในกลุ่ม pyranocoumarin) ที่สามารถยับย้ังการย่อยสลายนิโคตินและยับย้ังการกระตุ้น
การเกิดมะเร็งในหนู (Damaj et al, 2007; Miyazaki et al, 2005) เมื่อใช้ coumarin เป็นตัวตรวจสอบพบว่า 8-
MOP ยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ด้วยกลไกทั้งแบบแข่งขันที่ผันกลับได้ (competitive inhibition) 
และการยับย้ังกลไกการย่อยสลายแบบ mechanism-based inhibition (MBI-สารยับย้ังถูกย่อยสลายโดย
เอนไซม์แต่ผลิตภัณฑ์หรือตัวกลางที่เกิดขึ้นจับแน่นกับเอนไซม์ ทําให้เอนไซม์หมดสภาพในการทํางาน)   (Siu 
and Tyndale, 2007; von Weymarn et al, 2005)  และเน่ืองจากกลไกการยับย้ังแบบ MBI มีการสร้างพันธะ
โควาเลนท์ขึ้นระหว่างสารยับย้ังกับกรดอะมิโนบริเวณแอคทีฟของเอนไซม์ (active site) ทําให้ยับย้ังการทํางาน
ของเอนไซม์อย่างถาวรและต้องมีการสร้างเอนไซม์ใหม่ขึ้นมาแทนที่เอนไซม์ที่สูญเสียการทํางานไป   ดังน้ันยา 
tranylcypromine และยา tryptamine ซึ่งมีกลไกการยับย้ังการทํางานแบบ competitive inhibition จึงมี
ประสิทธิภาพการทํางานที่ด้อยกว่า 8-MOP เน่ืองจากประสิทธิภาพในการยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 ของยา 
tranylcypromine และยา tryptamine จะลดลงเม่ือได้รับสารต้ังต้นทั้ง coumarin และนิโคตินเพ่ิม    
นอกจากน้ีการศึกษาเบ้ืองต้นในคนพบว่า 8-MOP สามารถลดการย่อยสลายนิโคตินและพบว่าสามารถลดการ
กําจัดนิโคตินออกจากร่างกายได้ (Sellers et al, 2000, 2003) โดยผู้สูบบุหรี่ที่ได้รับ 8-MOP หรือ 
tranylcypromine ร่วมกับการได้รับนิโคตินจะมีระดับของนิโคตินในกระแสเลือดเพ่ิมขึ้นและลดการสูบบุหรี่ลง  
โดยเพ่ิมระยะเวลาก่อนที่จะสูบบุหรี่มวนต่อไปให้ยาวนานขึ้น (sellers et al, 2000) แม้ในที่สุดจะพบว่าทั้ง 8-
MOP หรือ tranylcypromine ส่งผลกระทบข้างเคียงต่อผู้ใช้ทําให้ต้องระงับการใช้สารทั้งสอง   แต่ผลการศึกษา
แสดงให้เห็นว่าสารที่ออกฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 ในการย่อยสลายนิโคตินสามารถทําให้สูบบุหรี่น้อยลงได้ 
(Sellers et al, 2003; Siu and Tyndale, 2007) จึงได้มีการสร้างสารสังเคราะห์ต่างๆข้ึน (synthetic 
compounds) เพ่ือนํามาใช้ในการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 เช่นสารที่มีโครงสร้าง 3-



heteroaromatic และ 3-aliphatic pyridine เป็นโครงสร้างหลักที่พบว่าสามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ 
CYP2A6 ได้อย่างจําเพาะเจาะจง (Yano et al, 2006) หรือสาร selegiline ที่ถูกสังเคราะห์ขึ้นเพ่ือยับย้ังการ
ทํางานของเอนไซม์ monoamine oxidase ที่พบว่าสามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้ด้วย (Siu 
and Tyndale, 2008) และสารสังเคราะห์ N1-(4-fluorophenyl) cyclopropane-1-caboxamide ที่สามารถ
ยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ด้วยเช่นกัน (Rahnasto et al, 2008)    
           เน่ืองด้วยแนวโน้มในการรักษาโรคที่ย้อนกลับไปใช้สารจากธรรมชาติ จึงได้มีการศึกษาโดยใช้ menthol 
ซึ่งเป็นสารแต่งกลิ่นในอาหาร ผสมลงในบุหรี่และพบว่าสามารถเพ่ิมครึ่งชีวิตของสารโคทินินในกระแสเลือดในผู้
เสพบุหรี่ผู้หญิงได้ (Ahijevych et al, 2002)  เพราะ menthol มีฤทธ์ิในการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ 
CYP2A6 ได้ (MacDougall et al, 2003) อย่างไรก็ตามยังไม่มีการศึกษาเพ่ิมเติมถึงผลจากการใช้ menthol 
เพียงอย่างเดียวในการลดการสูบบุหรี่  นอกจากน้ีนํ้า grapefruit ก็สามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ 
CYP2A6 ในการย่อยสลายสาร coumarin ได้เช่นเดียวกันแต่ไม่ดีเท่ากับการยับย้ังเอนไซม์ CYP3A4    ในขณะที่
สารสกัด nootkatone บริสุทธ์ิที่สกัดจากส้มโอสามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้ดีแต่ไม่มี
รายงานถึงความจําเพาะในการยับย้ัง (Merket et al, 1994; Runkel et al, 1997; Tassaneeyakul et al, 
2000) รวมถึงสารสกัดจาก Kava และสารในกลุ่ม kavalactone สามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP3A4 
และ CYP2C9 ที่เก่ียวกับการย่อยสลายสารแปลกปลอมภายนอกอ่ืนๆได้ดีกว่าเอนไซม์ CYP2A6 (Mathews et 
al, 2002)  สารประกอบ isothiocyannate ในกลุ่มผักกะหล่ําก็มีประสิทธิภาพที่ตํ่าในการยับย้ังการทํางานของ
เอนไซม์ CYP2A6 และต้องถูกดัดแปลงในหลอดทดลองก่อนเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการยับย้ังให้เพ่ิมขึ้น (von 
Weymarn et al, 2007)  เมื่อเปรียบเทียบกับสาร decursinol angelate ซึ่งเป็นสารในกลุ่ม 
pyranocoumarin ที่สกัดได้จากรากของ Angellica gigas ที่ยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้แบบ 
MBI (Yoo et al, 2007) แสดงให้เห็นว่าสารจากธรรมชาติมีสมบัติในการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 
ที่ดี ด้วยเหตุน้ีสารสกัดจากธรรมชาติที่มีประสิทธิภาพในการยับย้ังการทํางานและจําเพาะต่อเอนไซม์ CYP2A6 
โดยไม่มีผลข้างเคียงและไม่เป็นพิษต่างร่างกาย จึงเป็นหน่ึงในแนวทางเลือกที่สําคัญในการป้องกันการเสพติดบุหรี่  
รวมถึงลดระดับการเป็นมะเร็งปอดทั้งในผู้สูบบุหรี่และผู้ใกล้ชิดต่อไป      

จากผลการศึกษาเบ้ืองต้นของกลุ่มผู้วิจัยพบว่า สมุนไพรและผลไม้ที่นิยมรับประทานเพ่ือรักษาสุขภาพ
หลายชนิดในประเทศไทยสามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ในหลอดทดลองได้ โดยนอกเหนือจากนํ้า
มะเฟืองซึ่งเป็นนํ้าผลไม้ที่ออกฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 ที่ดีที่สุดด้วยกลไก MBI (Pouyfung et al., 2012; 
2013) ผลการศึกษายังพบอีกว่าพืชสมุนไพรและนํ้าผลไม้ในวงค์ Asteraceae และ  Acantaceae หลายชนิดเช่น
หญ้าดอกขาว เก๊กฮวยและทองพันช่ัง สามารถออกฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 ได้ดีมากเช่นกัน (ทรงกลด สาร
ภูษิตและพรพิมล รงค์นพรัตน์, 2554; Prasopthum et al., 2013)     เน่ืองด้วยพืชในวงค์ทั้งสองส่วนใหญ่ที่นิยม
นํามารับประทานและออกฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 ได้ดีน้ันมีรายงานถึงประโยชน์ทางการแพทย์มากมายใน
การนํามาทําเป็นชาสมุนไพรรักษาสุขภาพอย่างกว้างขวาง  และโดยเฉพาะพืชทั้งสองกลุ่มน้ีมีรายงานว่าเป็นพืชใน
วงค์ที่มีสารประกอบในกลุ่ม pyranocoumarin (กลุ่มหน่ึงของ phenolic และ flvonoids) ที่มีความสามารถใน
การเป็นทั้งสารต้ังต้น (coumarin) และตัวยับย้ัง (8-MOP และ decursinol angelate ที่สกัดได้จากรากของ 
A.gigas)  ที่ดีของเอนไซม์CYP2A6  ดังน้ันสมุนไพรจากวงค์ของพืชทั้งสอง   จึงน่าจะมีความสามารถที่จะนํามาใช้
ศึกษาฤทธ์ิในการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 เพ่ือใช้ในการบําบัดอาการการติดบุหรี่ของผู้เสพบุหรี่
เพ่ือช่วยลดอัตราการเกิดโรคระบบทางเดินหายใจและโรคมะเร็งอันเน่ืองมาจากการสูบบุหรี่ได้    

 
 

 



 
บทท่ี 3 

สารเคมีและวิธีการทดลอง   
 

3.1 สารเคมี 
1. Acetic acid glacial (CH3COOH) MW 60.053 บริษัท Carlo erba ประเทศสหรัฐอเมริกา 
2. Acrylamide (C3H5NO) MW 71.80 บริษัท ACROS ORANIC ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3. Albumin บริษัท ACROS ORANIC ประเทศสหรัฐอเมริกา 
4. Alcohol MW 32.042 บริษัท Carlo erba analytical ประเทศสหรัฐอเมริกา 

5. 5-Aminolevulinic acid hydrochloride (-ALA) MW 167.59 บริษัท SIGMA-ALDRIC ประเทศ
สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 

6. Ammonium persulfate (APS) ((NH4)S2O8) MW 228.20 บริษัท Bio Basic INC ประเทศแคนาดา 
7. Ampicilin (C16H18N3NaO4S) MW.371.39 บริษัท Bio Basic INC ประเทศแคนาดา 
8. Bisacrylamide MW 154.20 บริษัท Promega Corporation ประเทศสหรัฐอเมริกา 
9. Bardford ย่ีห้อ Bio-rad บริษัท Bio-rad Laboratories, Inc ประเทศสหรัฐอเมริกา 
10. Coumarin (C9H6O2) MW 146.15 บริษัท Fluka Analytical ประเทศฝร่ังเศส 
11. Dipotassium hydrogen phosphate (K2HPO4) MW 174.16 บริษัท Carlo erba analytical

ประเทศสหรัฐอเมริกา 
12. Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) MW 141.96 บริษัท Fisher scientific analytical 

grade ประเทศอังกฤษ 
13. Ethyl alcohol absolute (C2H5OH) MW 46.070 บริษัท Carlo erba ประเทศสหรัฐอเมริกา 
14. Glycerol (CH2OHCHOHCH2OH) MW 92.095 ย่ีห้อ Carlo erba บริษัท Bio Basic INC. ประเทศ

แคนาดา 
15. Glycine MW 75.10 ย่ีห้อ UPS Grade บริษัท RESEARCH ORGANICS ประเทศสหรัฐอเมริกา  
16. Imidazole MW 68.08 บริษัท Bio Basic INC ประเทศแคนาดา 
17. Isopropyl–ß-D-thiogalactopyranoside (IPTG) MW 238.31 บริษัท Promega ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 
18. LB agar, Difcotm, บริษัท Dickinson company ประเทศสหรัฐอเมริกา 
19. Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate ในรูปรีดิวซ์ (NADPH) บริษัท Fluka HPLC 

grade ประเทศสหรัฐอเมริกา 
20. Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) (C6H5CH2SO2F) บริษัท Bio Basic INC ประเทศแคนาดา 
21. Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) MW 136.09 บริษัท Carlo erba ประเทศ

สหรัฐอเมริกา  
22. Sodium chloride (NaCl) MW 58.443 บริษัท Carlo erba ประเทศสหรัฐอเมริกา 



23. Sodium dodecyl sulfate (SDS) (C12H25OSO3Na) MW 288.83 บริษัท BIO BASIC INC.ประเทศ
แคนนาดา  

24. Trytone Power ย่ีห้อ Biotech บริษัท Bio Basic INC ประเทศแคนาดา 
25. Tris-Hydrochloride ย่ีห้อ Promega บริษัท Promega  Corporation ประเทศสหรัฐอเมริกา 
26. Tris(Hydroxymethyl)aminomethane (NH2C(CH2OH)3) MW 121.14 บริษัท USB Corporation 

ประเทศสหรัฐอเมริกา                                                                                                                    
27. Yeast extract บริษัท Bio Basic INC. ประเทศแคนาดา   
28. 1,2-dilauryl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine (DLPC) MW 621.83 บริษัท Bio Basic INC

ประเทศแคนาดา 
 

3.2 พลาสมิดที่ใช้ในการทดลอง  

3.2.1 พลาสมิดที่บรรจุยีน CYP2A6 ของคนท่ีขาดส่วนจับกับเมมเบรน (23human CYP2A6) 
(ได้รับมาจาก Assoc. Prof. Dr. Emily E. Scott, Dept. of Medicinal Chemistry, Kansus University, 
http://www.medchem.ku.edu/faculty_scott.shtml)  

3.2.2 พลาสมิดที่บรรจุยีน CYP2A6 ของคนท่ีขาดส่วนจับกับเมมเบรน (23human CYP2A13) 
(ได้รับมาจาก Assoc. Prof. Dr. Emily E. Scott, Dept. of Medicinal Chemistry, Kansus University, 
http://www.medchem.ku.edu/faculty_scott.shtml)  

3.2.3 พลาสมิด pINIIIompA3 ที่บรรจุยีน CPR ของหนูที่มีส่วนจับเมมเบรน (ratCPR) (ได้รับมา
จาก Prof. Dr. Jung-Ja Kim, Dept. of Biochemistry, Medical College of Wisconsin, 
http://www.mcw.edu/biochemistry/Jung_Ja_Kim.htm) 
 

3.3 วิธีการทดลอง 
3.3.1 การเหนี่ยวนําการแสดงออก การทําบริสุทธิ์และกิจกรรมของเอนไซม์ Cytochrome P450 
reductase จากหนู (rat CPR) 
 เลี้ยงเช้ือแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธ์ุ C41 (DE3) ที่ได้รับการส่งผ่านพลาสมิด DNA 

ที่มียีน rat CPR (pINIII-flrat CPR) จากน้ันเหน่ียวนําการแสดงออกโปรตีนและทําบริสุทธ์ิโปรตีนด้วยนิกเกิล
คอลัมน์ ทําการตรวจสอบความบริสุทธิ์ด้วยวิธี SDS-PAGE จากน้ันวัดการทํางานของเอนไซม์ rat CPR ในการ
ส่งผ่านอิเล็กตรอนไปยังตัวรับอิเล็กตรอน Cytochrome c ในหลอดทดลอง  (Pouyfung et al., 2013;  
Thongjam et al., 2013; Wongsri et al., 2014) 
 

3.3.2 การเหนี่ยวนําการแสดงออก การทําบริสุทธิ์ของเอนไซม์และการตรวจสอบกิจกรรมเอนไซม์ 
CYP2A6 และ CYP2A13 

 ทําการเล้ียงเช้ือ Escherichia coli สายพันธ์ุ XL-1 blue ที่ได้รับการส่งผ่าน cDNA ที่มียีน 

cyp2a6 และ cyp2a13 (pKKK--23-2A6 และ pKKK--23-2A13) จากน้ันเหน่ียวนําการแสดงออกโปรตีน



ด้วย IPTG และ 5-aminolevulinic acid hydrochloride (-ALA) ทําบริสุทธ์ิโปรตีนโดยผ่านนิกเกิลคอลัมน์
และตรวจสอบความบริสุทธ์ิด้วยวิธี SDS-PAGE และทําการศึกษาการเร่งปฏิกิริยาการออกซิเดชันของเอนไซม์ 
CYP2A6 หรือ CYP2A13 ต่อสารประกอบเรืองแสง Coumarin ในหลอดทดลอง (in vitro) โดยวัดการเพ่ืมขึ้น
ของสารผลิตภัณฑ์ (7-hydroxycoumarin) โดยใช้เครื่อง Fluorescence Spectroscopy (Insee et al., 2014; 
Pouyfung et al., 2013;  Thongjam et al., 2013)  
 

3.4.5 การเตรียมสารสกัดจากพืช  
ในการวิจัยคร้ังน้ีผู้วิจัยใช้หญ้าหมอน้อย (Vernonia cenerea) และดอกคําฝอย (Carthamus 

tinctorius) จากวงค์ Asteraceae และทองพันช่ัง (Rhinacanthus nasutus) จากวงค์ Acantaceae ที่ผล
การศึกษาเบ้ืองต้นพบว่าออกฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 ได้ดี โดยในการศึกษาคร้ังน้ีผู้วิจัยจะ
ทําบริสุทธ์ิสารสําคัญที่ออกฤทธ์ิโดยใช้กิจกรรมการยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 เป็นตัวนํา (Bio-
assay guide isolation) อย่างคร่าวๆดังน้ี นําพืชมาล้างทําความสะอาดและป่ันให้เป็นช้ินเล็กๆ จึงนําแช่ใน
สารละลายเอทานอล จากน้ันทําการกรอง  จากน้ันทําการแยก fraction โดยใช้สารสะลายเฮกเซนและเอทิล อะ
ซิเทตตามลําดับ ทําบริสุทธ์ิสาระสําคัญด้วยเทคนิคโครมาโทรกราฟี และตรวจสอบความบริสุทธ์ิและโครงสร้าง
ของสารสําคัญด้วยเทคนิค High Perfomance Liquid Chromatography (HPLC) Nuclear Megnetic 
Resonance (NMR) และ Liquid Chromatography-Mass spectrometry (LC-MS) ในส่วนสกัดที่ออกฤทธ์ิ
ยับย้ังเอนไซม์ทั้งสองได้ดี  
 

3.4.6 การทดสอบความสามารถในการยับย้ังเอนไซม์ 
            3.4.6.1 การทดสอบความสามารถในการยับย้ังเอนไซม์ cytochrome P450 reductase จากหนู (rat 
CPR)  

เตรียมปฏิกิริยาโดยทําการบ่มเอนไซม์ rat CPR ที่บริสุทธ์ิร่วมกับสารละลาย 50 μM cytochrome c 
และสารสกัดแต่ละลําดับส่วน ในสารละลาย 50 mM Tris- HCl buffer pH 7.5 ผสมให้เข้ากัน วัดค่าการ
ดูดกลืนแสงโดยใช้เครื่อง spectrophotometer ที่ค่าความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร แล้วจึงเติมสารละลาย 50 
μM NADPH เพ่ือเร่ิมปฏิกิริยา เป็นเวลา 5 นาที  คํานวณหาค่ากิจกรรมเอนไซม์ที่เหลืออยู่ เพ่ือดูผลการยับย้ัง
การทํางานของเอนไซม์เมื่อเปรียบเทียบกับค่ากิจกรรมของเอนไซม์ rat CPR ปกติ (100% remaining activity) 
โดยทําการทดลอง 2 ซ้ํา ที่เป็นอิสระต่อกัน 
            3.4.6.2 การทดสอบความสามารถในการยับย้ังเอนไซม์ cytochrome P450 2A6 (CYP2A6) และ 
cytochrome P450 2A13 (CYP2A13) โดยปฏิกิริยา co-incubation 

เตรียมปฏิกิริยาโดยทําการบ่มเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 ที่บริสุทธ์ิร่วมกับเอนไซม์ rat CPR และ 
DLPC  จากน้ันเติมสารละลาย 100 mM Kpi buffer pH 7.4  เติมสารต้ังต้น coumarin และสารสกัดแต่ละ
ลําดับส่วนของสมุนไพรที่ทําการศึกษา หลังจากนั้นเริ่มปฏิกิริยาโดยเติม 50 μM NADPH วัดค่าการเพ่ิมขึ้นของ
ผลิตภัณฑ์ (7-hydroxycoumarin) โดยใช้เครื่อง fluorescence spectroscopy เป็นเวลา 10 นาที คํานวณหา
ค่ากิจกรรมเอนไซม์ที่เหลืออยู่ เพ่ือดูผลการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์เมื่อเปรียบเทียบกับค่ากิจกรรมของ
เอนไซม์ CYP2A6 หรือ CYP2A13 ปกติ (100% remaining activity)  



            3.4.6.3 การทดสอบความสามารถในการยับย้ังเอนไซม์ cytochrome P450 2A6 (CYP2A6) และ 
cytochrome P450 2A13 (CYP2A13) โดยปฏิกิริยา pre-incubation 

เตรียมปฏิกิริยาโดยทําการบ่มเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 ที่บริสุทธ์ิร่วมกับเอนไซม์ rat CPR และ 
DLPC จากน้ันเติมสารสกัดแต่ละลําดับส่วนของสมุนไพรที่ทําการศึกษา ในสารละลาย 100 mM Kpi buffer pH 
7.4 และเติม 50 μM NADPH เพ่ือเริ่มปฏิกิริยา บ่มปฏิกิริยาเป็นเวลาต่างๆ จากนั้นเติมสารต้ังต้น coumarin 
และเร่ิมปฏิกิริยาอีกครั้งโดยเติม 50 μM NADPH วัดค่าการเพ่ิมขึ้นของผลิตภัณฑ์ (7-hydroxycoumarin) โดย
ใช้เครื่อง fluorescence spectroscopy คํานวณหาค่ากิจกรรมเอนไซม์ที่เหลืออยู่ เพ่ือดูผลการยับย้ังการ
ทํางานของเอนไซม์เมื่อเปรียบเทียบกับค่ากิจกรรมของเอนไซม์ CYP2A6 หรือ CYP2A13 ปกติ(100% 
remaining activity)  

 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

4.1 การเหนี่ยวนําการแสดงออกและการทําบริสทุธ์ิเอนไซม์ Cytochrome P450 reductase
จากหนู (rat CPR) 
 ทําการเหน่ียวนําการแสดงออกของเอนไซม์ CPR จากน้ันทําบริสุทธ์ิเอนไซม์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี
แบบจําเพาะโดยใช้ Ni2+-NTA (Ni2+-Affinity chromatography) และตรวจสอบความบริสุทธ์ิโดยใช้ SDS-
PAGE โดยเอนไซม์ rat CPR บริสุทธ์ิ (ภาพที่ 4-1) มีขนาดมวลโมเลกุลประมาณ 78 kDa และเอนไซม์ที่ได้มีค่า 
specific activity ในการเร่งปฏิกิริยาส่งอิเล็กตรอนให้ Cytochrome c มีค่าเท่ากับ 47.13 ± 4.80 μmol 
cytochrome c reduced/min/mg protein  
 

 

ภาพท่ี 4-1 การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเอนไซม์ rat CPR โดยที่ M = แถบโปรตีนมาตรฐาน, แถบที่ 1 = 
Cell lysate, แถบที่ 2 = Crude extract, แถบที่ 3 = Flow through, แถบที่ 4 = Wash1 (5 mM 
Imidazole), แถบที่ 5 = Wash2 (20 mM Imidazole), แถบที่ 6 = Wash3 (50 mM Imidazole), แถบที่ 7 
= Elute1 (100 mM Imidazole) 
 
 
4.2 การเหนี่ยวนําการแสดงออกและการทําบริสุทธ์ิเอนไซม์ Cytochrome P450 2A6 
(CYP2A6) และ Cytochrome P450 2A13 (CYP2A13) 

ทําการเหน่ียวนําการแสดงออกและทําบริสุทธ์ิเอนไซม์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบจําเพาะโดยใช้ 
Ni2+-NTA และตรวจสอบด้วย SDS-PAGE (ภาพที่ 4-2) พบว่าเอนไซม์ที่คาดว่าเป็นเอนไซม์ CYP2A6 บริสุทธ์ิ มี
มวลโมเลกุลของเอนไซม์ประมาณ 58 kDa     ซึ่งใกล้เคียงกับค่าขนาดมวลโมเลกุลที่ได้จากการทําด้วยวิธีชีวสา
รสนเทศ ซึ่งมีค่าเท่ากับ 54.80 kDa และมีค่ากิจกรรมเอนไซม์ในการเร่งปฏิกิริยา Hydroxylation ของสารต้ังต้น 
Coumarin ไปเป็น 7-hydroxycoumarin เท่ากับ 0.32 ±0.0007 μmol 7-hydroxycoumarin/min/mg 
protein ในขณะที่เอนไซม์ที่คาดว่าเป็นเอนไซม์ CYP2A13 บริสุทธ์ิ มีมวลโมเลกุลของเอนไซม์ประมาณ 57 kDa    
(ภาพที่ 4-3)  ซึ่งใกล้เคียงกับค่าขนาดมวลโมเลกุลที่ได้จากการทําด้วยวิธีชีวสารสนเทศ ซึ่งมีค่าเท่ากับ 54.80 



kDa และมีค่ากิจกรรมเอนไซม์ในการเร่งปฏิกิริยา Hydroxylation ของสารต้ังต้น Coumarin ไปเป็น 7-
hydroxycoumarin เท่ากับ 0.10 ± 0.001 μmol 7-hydroxycoumarin/min/mg protein 

 

 
ภาพท่ี 4-2 การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเอนไซม์ CYP2A6 โดยที่ M = แถบโปรตีนมาตรฐาน, แถบที่ 1 = 
Cell lysate, แถบที่ 2 = Crude extract, แถบที่ 3 = Flow through, แถบที่ 4 =Wash1 (5 mM 
Imidazole), แถบที่ 5 = Wash2 (20 mM Imidazole), แถบที่ 6 = Wash3 (50 mM Imidazole), แถบที่ 7 
= Elute1 (100 mM Imidazole 

 
 

 
 

ภาพท่ี 4-3 การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเอนไซม์ CYP2A13 โดยที่ M คือ Marker, laneที่ 1 คือ lysate 
(สารละลายโปรตีนทั้งหมด), laneที่ 2 คือ extract (สารละลายส่วนใส), laneที่ 3 คือ Flow through 
(สารละลายส่วนใสที่ผ่านคอลัมน์), lane ที่ 4 คือ wash1 (10 mM Imidazole), lane ที่ 5 คือ wash2 (20 
mM Imidazole), laneที่ 6 คือ wash3 (40 mM Imidazole), laneที่ 7 คือ elute1 (60 mM Imidazole), 
lane ที่ 8 คือ elute2 (80 mM Imidazloe) 

 



4.3 ฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 ของสารสกัดสมุนไพรขลู่ 
จากผลการศึกษาเบ้ืองต้นที่พบว่าสารสกัดจากพืชสมุนไพรหลายชนิดในวงศ์ Asterceae และ 

Acanthaceae สามารถออกฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 ในหลอดทดลองได้ดี (ทรงกลด สารภูษิตและพรพิมล 
รงค์นพรัตน์, 2554) โดยในการศึกษาครั้งน้ีพืชที่ผู้วิจัยเลือกได้แก่ ขลู่ (Phuchia indica) ดอกคําฝอย 
(Carthamus tinctorius) และหญ้าหมอน้อย (Vernonia cenerea) จากวงศ์ Asterceae และทองพันช่ัง 
(Rhinacanthus nasutus) จากวงศ์ Acanthaceae  

นําเอาขลู่ที่ตากแห้งแล้วไปละลายในสารละลาย Ethanol แล้วจึงนําเอาสารละลายที่ได้ไประเหยด้วย
เครื่องสุญญากาศ ได้สารสกัดในส่วนของ Ethanol 60 กรัม จากน้ัน จึงนําเอาส่วนที่ได้จากการทําระเหยแล้วน้ัน
ไปทําการแยกสารสกัดแบบลําดับส่วนด้วย Hexane, Ethyl Acetate และน้ํา นําหนัก 43 กรัม, 2 กรัม และ 50 
กรัมตามลําดับ นําเอาสารสกัดแต่ละส่วนที่ได้ มาทดสอบฤทธ์ิในการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ที่
ความเข้มข้น 50 μg/ml โดยเปรียบเทียบกับค่ากิจกรรมการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ที่ปราศจากสารสกัด
จากขลู่เป็นตัวควบคุม (มีค่ากิจกรรมเอนไซม์ร้อยละ 100) พบว่าส่วนสกัดเอทิล อะซิเตตจากขลู่สามารถยับย้ัง
การทํางานของเอนไซม์ได้สูงสุด (ภาพที่ 4-4)  

 
ภาพท่ี 4-4 การยับยัง้ เอนไซม์ CYP2A6 ด้วยสารสกัดขลู ่และส่วนสกัดที่แยกช้ัน (Thongjam et al., 2012) 

 
4.4 ฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 ของสารสกัดดอกคําฝอย  
 4.4.1 สารสกัดจากดอกคําฝอยและการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์โดยสารสกัดจากดอกคําฝอย 

นําเอาดอกคําฝอยที่ตากแห้งแล้วไปละลายในสารละลาย Ethanol แล้วจึงนําเอาสารละลายที่ได้ไป
ระเหยด้วยเคร่ืองสุญญากาศ ได้สารสกัดในส่วนของ Ethanol 56.15g จากน้ัน จึงนําเอาส่วนที่ได้จากการทํา
ระเหยแล้วน้ันไปทําการแยกสารสกัดแบบลําดับส่วนด้วย Hexane, Ethyl Acetate และน้ํา ซึ่งได้ปริมาณสาร
สุทธิเป็น 7.63 g, 6.0 g และ 32.94 g ตามลําดับ (ภาพที่ 4-5) นําเอาสารสกัดจากดอกคําฝอยที่แยกตามลําดับ
ส่วนในแต่ละส่วนที่ความเข้มข้น 50 μg/ml มาทดสอบฤทธ์ิในการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 โดย
เปรียบเทียบกับค่ากิจกรรมการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ที่ปราศจากสารสกัดจากดอกคําฝอยเป็นตัวควบคุม 
(มีค่ากิจกรรมเอนไซม์ร้อยละ 100) พบว่า ที่ความเข้มข้น 50 μg/ml ของสารสกัด ทุกส่วนสกัดจากดอกคําฝอย



น้ันสามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ได้ทั้งหมด โดยส่วนสกัดนํ้ายับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้
น้อยที่สุด (ภาพที่ 4-6) และสารสกัดจากดอกคําฝอยไม่ส่งผลต่อการทํางานของเอนไซม์ rat CPR (ภาพที่ 4-7) 
แสดงว่ากิจกรรมเอนไซม์ที่ลดลงเกดิจากการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
ภาพท่ี 4-5 ขัน้ตอนการสกัดดอกคําฝอย 
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ภาพท่ี 4-6 การยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ของสารสกัดจากดอกคําฝอยที่ความเข้มข้น 50 μg/ml 
เมื่อทําการทดสอบที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ร้อยละของกิจกรรมที่เหลืออยู่คํานวณโดยเปรียบเทียบกับการ
ทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ที่ไม่มีการเติมสารสกัดจากดอกคําฝอย วิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม GraphPad 
Prism 5 
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ภาพท่ี 4-7 การยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ rat CPR ด้วยสารสกัดจากดอกคําฝอย ที่ความเข้มข้น 50 μg/ml 
เมื่อทําการทดสอบที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปรียบเทียบกับตัวควบคุมที่ไม่มีการเติมสารสกัด วิเคราะห์ผล
ด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5 
 
 4.4.2 ส่วนประกอบสารสกัดดอกคําฝอยชั้นเฮกเซนและการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 
 นําเอาส่วนของสารสกัดจากดอกคําฝอยในส่วนของ Hexane มาลงคอลัมน์ซิลิกา ทําการชะคอลัมน์ด้วย
ด้วยอัตราส่วนของ Hexane และ Ethyl acetate ดังน้ี 90:10, 80:20, 70:30, 50:50, 30:70 และ 0:100 
ตามลําดับ จากน้ันทําการรวมสารตามแถบท่ีปรากฏขึ้นบนแผ่น TLC ที่ใกล้เคียงกันและสีที่ชะลงออกมาจาก
คอลัมน์ได้สารประกอบมาท้ังหมด 8 ส่วน  (FH1-FH8)   จากน้ันนําสารสกัดที่ได้จากการแยกในส่วนของ 
Hexane ที่แยกได้สารประกอบทั้งหมดมาทดสอบเปรียบเทียบความสามารถในการยับย้ังกิจกรรมการทํางานของ
เอนไซม์ CYP2A6 เพ่ือหาสารประกอบที่มีฤทธ์ิในการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ที่ดีที่สุด โดย
ทดสอบที่ความเข้มข้น 50 μg/ml และเปรียบเทียบค่ากิจกรรมของเอนไซม์ CYP2A6 ที่ได้กับกิจกรรมของ
เอนไซม์ CYP2A6 ในปฏิกิริยาที่ปราศจากสารสกัดจากดอกคําฝอย (มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ร้อยละ 100) โดยมี
สารละลาย DMSO ซึ่งเป็นตัวละลายสารสกัดเป็นตัวควบคุม ซึ่งผลการศึกษาพบว่าสารประกอบที่แยกได้ในส่วน
ที่ 3, 4, 5 และ 7 มีฤทธ์ิในการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้ดีเมื่อเปรียบเทียบกับ Methoxsalen 
(8-methoxypsolen; 8-MOP) ซึ่งเป็นสารที่สามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 มาตรฐาน  
 
4.5 ฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 ของสารสกัดหญ้าดอกขาว 

4.5.1 การเตรียมสารสกัดจากหญ้าดอกขาวและการแยกสารสกัดแบบลําดับส่วน  
ทําการสกัดพืชสมุนไพรหญ้าดอกขาวที่เก็บจากบริเวณรอบมหาวิทยาลัยบูรพามาทําความสะอาด สับให้

ละเอียด อบให้แห้งและสกัดในสารละลายเอทานอล ได้ปริมาณสุทธิ 60 กรัมจากน้ันแยกสารสกัดแบบลําดับส่วน 
ได้ส่วนสกัดเฮกเซน (Hexane) เอทิลอะซิเตต (Ethyl acetate) และน้ํา (Water) ปริมาณสุทธิ 9.79 กรัม, 19.09 
กรัม และ 25.11 กรัม ตามลําดับ (ภาพที่ 4-9)  

 
4.5.2 ทดสอบการยับย้ังกิจกรรมการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ของสมุนไพรหญ้าดอกขาว 
นําสารสกัดหญ้าดอกขาวที่ มาทดสอบฤทธ์ิในการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ rat CPR โดยผล

การศึกษาพบว่า ส่วนสกัดพืชสมุนไพรหญ้าดอกขาวในส่วนสกัดเอทานอล, เฮกเซน, นํ้า และเอทิลอะซิเตตไม่
ส่งผลต่อการยับย้ังกิจกรรมการทํางานของเอนไซม์ rat CPR (ภาพที่ 4-10; ค่า P-value = 0.88 ที่ระดับความ
เช่ือมั่น 95% ) จากน้ันนําสารสกัดพืชสมุนไพรในแต่ละส่วนสกัด มาทดสอบฤทธ์ิในการยับย้ังกิจกรรมการทํางาน



ของเอนไซม์ CYP2A6  ที่ความเข้มข้น 10 μg/ml, 50 μg/ml และ100 μg/ml โดยเปรียบเทียบค่ากิจกรรมของ
เอนไซม์ CYP2A6 ที่ได้ กับกิจกรรมของเอนไซม์ CYP2A6 ในปฏิกิริยาที่มีสารละลาย DMSO ที่เป็นตัวละลายสาร
สกัดเป็นตัวควบคุม (มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ 100%) 
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ภาพท่ี 4-8 การยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 บริสุทธ์ิ ด้วยสารสกัดจากดอกคําฝอยส่วนของเฮกเซน 
(Hexane) ทั้ง 8 ส่วน ที่ความเข้มข้น 50 μg/ml เมื่อทําการศึกษาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปรียบเทียบกับ
สารละลาย DMSO การทดลองทําซ้ําทั้งหมดสองครั้งและวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5 
(Wongsri et al., 2014) 
 

 

 
 
ภาพท่ี 4-9 ลําดับขั้นตอนการสกัดหญ้าดอกขาว 

หญ้าดอกขาวอบแห้ง 

Ethanol extract 

Hexane fraction Water fraction 

Ethyl acetate fraction Water fraction 

Ethanol 

Hexan Water 

Ethyl acetate 



 
ผลการศึกษาพบว่าสารสกัดหญ้าดอกขาวในส่วนสกัดเอทิลอะซิเตตมีความสามารถในการยับย้ังกิจกรรม

การทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้ดีที่สุด  รองลงมาคือส่วนสกัดเฮกเซน (ภาพที่ 4-11) เพ่ือทําการศึกาเชิงลึก
ผู้วิจัยนําสารสกัดพืชสมุนไพรหญ้าดอกขาวมาทําการศึกษาเพ่ิมเติม  พบว่าประสิทธิภาพในการยับย้ังกิจกรรม
การทํางานของส่วนสกัดพืชสมุนไพรหญ้าดอกขาวขึ้นอยู่กับความเข้มข้น พบว่าความสามารถในยับย้ังการทํางาน
ของเอนไซม์ที่ร้อยละ 50 (IC50) ของส่วนสกัดนํ้า เอทานอล เฮกเซน และเอธิลอะซิเตต สามารถยับย้ังได้ที่ค่า 
IC50 77.60, 76.55, 62.22 และ 33.09 μg/ml ตามลําดับ (ภาพที่ 4-12) โดยทางผู้วิจัยจึงสนใจศึกษาในส่วน
สกัดเฮกเซนก่อน 

     
ภาพท่ี 4-10 การยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ rat CPR บริสุทธ์ิ ด้วยสารสกัดพืชสมุนไพรหญ้าดอกขาว ที่ความ
เข้มข้น 50 μg/ml เปรียบเทียบกับ DMSO การทดลองทําซ้ําทั้งหมดสองครั้งและวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม 
GraphPad Prism 5 

 
ภาพที่ 4-11 การยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 บริสุทธ์ิ ในการเร่งปฏิกิริยา Coumarin 7-
hydroxylase โดยส่วนสกัดพืชสมุนไพรหญ้าดอกขาว ที่ความเข้มข้นต่างๆ เปรียบเทียบกับสารละลาย DMSO ที่
เป็นตัวละลายสารสกัด ร้อยละของกิจกรรมที่เหลืออยู่คํานวณเปรียบเทียบกับการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 
เมื่อไม่เติมสารสกัดพืชสมุนไพรหญ้าดอกขาว วิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5 

50 μg/ml 
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ภาพท่ี 4-12 การยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 บริสุทธ์ิที่ร้อยละ 50 ในการเร่งปฏิกิริยา Coumarin 7-
hydroxylase ของสารสกัดพืชสมุนไพรหญ้าดอกขาว ที่ทําการแยกแบบลําดับส่วน เมื่อทําการศึกษาที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส ในความเข้มข้นที่แตกต่างกัน (ภาพ A นํ้า, ภาพ B เอทานอล, ภาพ C เฮกเซน และภาพ D 
เอทิลอะซิเตต) เปรียบเทียบกับสารละลาย DMSO การทดลองทําซ้ําทั้งหมดสองครั้ง และวิเคราะห์ผลด้วย
โปรแกรม GraphPad Prism 5 (Wongsri et al., 2014) 
 

4.5.3 การแยกสารประกอบจากสารสกัดพืชสมุนไพรหญ้าดอกขาวและฤทธิ์ยับย้ังกิจกรรมการ
ทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ของสมุนไพรหญ้าดอกขาวส่วนเฮกเซน  

นําสารสกัดหญ้าดอกขาวในส่วนสกัดเฮกเซนมาแยกสารสําคัญด้วยวิธีโครมาโทรกราฟ่ี ด้วยอัตราส่วน
ของเฮกเซนต่อเอทิลอะซิเตต 80:20, 70:30, 50:50, 30:70 และ 0:100 ตามลําดับ ได้สารประกอบทั้งหมด 6 
ส่วนสกัดย่อย (FH1-FH6) และนํามาทดสอบความสามารถในการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ผล
การศึกษาพบว่าสารประกอบที่แยกได้ในส่วนสกัดย่อยที่ 5 มีฤทธ์ิในการยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 
มากที่สุด (ภาพที่ 4-13) เทียบเป็นร้อยละได้เท่ากับ 77.71 (ค่า P-value = 0.01 ที่ระดับความเช่ือมั่น 95%) 
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ภาพท่ี 4-13 ฤทธ์ิยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 บริสุทธ์ิ ด้วยสารสกัดพืชสมุนไพรหญ้าดอกขาวส่วน
สกัดเฮกเซน 6 ส่วนสกัดย่อย ที่ความเข้มข้น 50 μg/ml เมื่อทําการศึกษาที่อุณหภูมิห้อง 37 องศาเซลเซียส 
เปรียบเทียบกับสารละลาย DMSO การทดลองทําซ้ําทั้งหมดสองคร้ังและวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม GraphPad 
Prism 5 (Wongsri et al., 2014) 
 
 
4.6 ฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 ของสารสกัดทองพันชั่ง 

4.6.1 การสกัดสารจากทองพันชัง่และฤทธิ์ยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 
ทําการสกัดพืชสมุนไพรทองพันช่ังด้วยสารละลายเอทานอล ได้ปริมาณสุทธิ 5.2 กรัมจากน้ันแยกสาร

สกัดแบบลําดับส่วน ได้ส่วนสกัดเฮกเซน (Hexane) เอทิลอะซิเตต (Ethyl acetate) และนํ้า (Water) ปริมาณ
สุทธิ 1.1 กรัม, 0.7 กรัม และ 3.1 กรัม ตามลําดับ จากนั้นศึกษาฤทธ์ิในการยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 และ 
CYP2A13 พบว่ายกเว้นส่วนสกัดนํ้า ทุกส่วนสกัดสามารถออกฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ทั้งสองได้ดีด้วยค่า IC50 ที่
ใกล้เคียงกัน (ตารางที่ 4-1)  

 
ตารางที่ 4-1 ฤทธ์ิยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 ของสารสําคัญจากทองพันช่ัง 

(Pouyfung et al., 2014) 

 
 
 
 
 



4.6.2 การทําบริสุทธิส์ารสําคัญจากทองพนัชั่งโดยวิธี Bio-assay guide isolation  
จากน้ันนําทั้งส่วนสกัดเฮกเซนและเอทิล อะซิเทตไปผ่านการทําบริสุทธ์ิด้วยวิธีโครมาโทรกราฟฟี 

ทดสอบฤทธ์ิยับย้ังและนําส่วนสกัดที่ออกฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 ไปทําการแยกสารสําคัญ
ด้วย TLC หรือ HPLC และพิสูจน์เอกลักษณ์ของสารด้วยเทคนิค NMR และ LC-MS พบว่าได้สารบริสุทธ์ิจาก
ส่วนสกัดทั้งสอง 3 ชนิดคือ Rhinacanthin-A, Rhinacanthin-B, และ Rhinacanthin-C และสารผสม 
Rhinacanthin-I/H (ภาพที่ 4-14)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4-14 โครงสร้างสาระสําคัญจากทองพันช่ัง 

ที่ออกฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13  
(Pouyfung et al., 2014) 
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4.6.3 กลไกการยับย้ังการทาํงานของสารสําคัญจากทองพันชั่งต่อเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 
 
 เพ่ือศึกษากลไกการทํางานของสารสําคัญ ในเบ้ืองต้นผู้วิจัยได้ทดสอบฤทธ์ิยับย้ังในสองสภาวะคือสภาวะ
ปกติที่บ่มสารยับย้ังพร้อมสารต้ังต้นของเอนไซม์ทั้งสองที่ทําการตรวจสอบ (Co-incubation) และสภาวะที่บ่ม
สารยับย้ังก่อนเป็นเวลา 10 นาที แล้วจึงตามด้วยสารต้ังต้น (Pre-incubation หรือ NADPH-dependence 
inhibition) พบว่าค่า IC50 ของการยับย้ังของสารทุกตัวมีค่าลดลง หรือมีค่าประสิทธิภาพในการยับย้ังที่เพ่ิมขึ้น 
(ตารางที่ 4-1) แสดงถึงแนวโน้มของการยับย้ังแบบผันกลับไม่ได้แบบ Mechanism-base (MBI) จึงทําการศึกษา
เพ่ิมเติมโดยทําการศึกษาที่หลายค่าความเข้มข้นของสารยับย้ัง (Concentration dependence inhibition) 
และเวลาที่บ่มสารยับย้ัง (Time dependence inhibition) ผลการศึกษาที่ได้พบว่า สาร Rhinacanthin-B ออก
ฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ CYP2A13 ได้ดีที่สุดด้วยค่า KI 0.16 M และ CYP2A6 ได้ดีที่สุดด้วยค่า KI 0.44 M 
ในขณะที่ Rhinacanthin-A ยับย้ังเอนไซม์ CYP2A13 และ CYP2A6 ด้วยค่า KI 0.42 M และ 0.69 M 
ตามลําดับ และ Rhinacanthin-C ออกฤทธ์ิยับย้ัง เอนไซม์ CYP2A13 และ CYP2A6 ด้วยค่า KI 1.68 M และ 
0.97 M ตามลําดับ (ภาพที่ 4-15)  และฤทธ์ิการยับย้ังน้ีไม่สามารถแก้ไขได้ด้วย GSH หรือ SOD หรือ 
catalase (ภาพที่ 4-16) หรือเมื่อทําการทดสอบการจับของสารยับย้ังด้วยวิธี Dialysis (ตารางที่ 4-2) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 4-15 การยับย้ังการทํางานของสาร Rhinacanthin-A,-B, และ –C จากทองพันช่ังต่อเอนไซม์ 
CYP2A6 (A,B และ C) และเอนไซม์ CYP2A13 (D,E และ F) ตามลําดับ (Pouyfung et al., 2014) 
 



 
ภาพท่ี 4-16 การทดสอบการยับย้ังการทํางานของสาร Rhinacanthin-A,-B, และ –C จากทองพันช่ัง

ต่อเอนไซม์ CYP2A6 (A,B และ C) และเอนไซม์ CYP2A13 (D,E และ F) ในสภาวะที่มีสาร GSH หรือ SOD หรือ 
catalase ตามลําดับ (Pouyfung et al., 2014) 
 

ตารางที่ 4-2 การทดสอบการจับของสารยับย้ังด้วยวิธี Dialysis (Pouyfung et al., 2014) 
 

 



 

บทที่ 5 
อภิปราย สรุปผลการทดลอง และข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 
Cytochrome P450 2A6 (CYP2A6) เป็นเอนไซม์ในกลุ่ม cytochrome P450 ที่พบมากในตับ และมี

บทบาทที่สําคัญในการย่อยสลายยาและสารแปลกปลอมภายนอก เช่น สามารถเร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายยา
รักษาโรค เช่น ยารักษาอาหารชัก (Valproic acid หรือ Losigamone) ยารักษาโรคเอดส์ (Efavirenz) ยารักษา
โรคมะเร็ง (Cyclophosphamine) แต่บทบาทท่ีสําคัญของเอนไซม์ CYP2A6 คือการเร่งปฏิกิริยาย่อยสลายสาร
นิโคตินในบุหรี่ ที่ออกฤทธ์ิให้เกิดการเสพติดการสูบบุหรี่  (ร้อยละ 80-90 ของนิโคตินทั้งหมดที่เข้าสู่ร่างกาย) 
จากการศึกษาพบว่าการย่อยสลายนิโคตินโดยเอนไซม์ CYP2A6 ที่ตับที่ทําให้ระดับนิโคตินในเลือดลดลงน้ัน   
เป็นกลไกหลักในการกําจัดนิโคตินออกจากร่างกายมากกว่าการย่อยสลายที่อวัยวะอ่ืนๆ (Di et al, 2009; 
Hukkanen et al., 2002; Ortiz   de  Montellano, 2005; Patten et al., 1996)    และการกําจัดนิโคติน
ออกจากร่างกายน้ี  ส่งผลให้นิโคตินไปกระตุ้นระบบตอบสนองต่อความยินดีในสมองลดลง ดังน้ันผู้สูบบุหรี่จึงต้อง
สูบบุหรี่มากข้ึนเพ่ือรักษาระดับนิโคตินในเลือด ให้ไปกระตุ้นระบบตอบสนองต่อความยินดีให้คงความรู้สึกที่ดีมี
ความสุขไว้  ทําให้สูบบุหรี่อย่างต่อเน่ือง (Di et al., 2009; Hukkanen et al., 2002; Patten et al., 1996) 
และยังพบว่าผู้สูบบุหรี่ที่เกิดการกลายพันธ์ุของยีน CYP2A6 ที่ทําให้เอนไซม์ CYP2A6 ย่อยสลายสารตรวจสอบ 
Coumarin และนิโคตินลดลงน้ัน  จะสูบบุหรี่น้อยและเลิกสูบบุหรี่ง่ายกว่าผู้สูบบุหรี่ที่มีการทํางานของเอนไซม์ 
CYP2A6 ปกติ    ด้วยเหตุน้ีการลดการย่อยสลายนิโคตินของเอนไซม์ CYP2A6 เพ่ือคงระดับของนิโคตินในเลือด 
จึงเป็นอีกหน่ึงในแนวทางที่สามารถนํามาใช้เพ่ือช่วยในการรักษาการเสพติดบุหรี่ในผู้สูบบุหรี่ร่วมกับการได้รับยา
นิโคตินทดแทนต่างๆ เพ่ือให้เกิดการลด ละ เลิกการสูบบุหรี่อย่างมีประสิทธิภาพสูงสุด  

Cytochrome P450 2A13 (CYP2A13) เป็นเอนไซม์ในกลุ่ม cytochrome P450 ที่พบมากในปอด
และเน้ือเยื่อบุทางเดินหายใจ ยังไม่ทราบบทบาทที่แน่ชัดในการย่อยสลายยาและสารแปลกปลอมภายนอก 
รวมถึงสารในร่างกายต่างๆ ว่าจะสามารถทําหน้าที่ได้เช่นเดียวกับเอนไซม์ CYP2A6 ที่พบมากในตับและมีความ
คล้ายคลึงกันในลําดับกรดอะมิโนมากกว่าร้อยละ 90  แต่บทบาทท่ีสําคัญของเอนไซม์ CYP2A13 พบว่าเก่ียวพัน 
ในการเร่งปฏิกิริยาย่อยสลายสารนิโคตินในบุหรี่ ที่ออกฤทธ์ิให้เกิดการเสพติดการสูบบุหรี่  เช่นเดียวกับเอนไซม์ 
CYP2A6 แต่ไม่พบว่าเป็นกลไกหลักในการกําจัดนิโคติน และไม่พบความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของเอนไซม์ CYP2A13 กับพฤติกรรมการสูบบุหรี่เช่นเดียวกับเอนไซม์ CYP2A6 (Di et al, 2009; 
Hukkanen et al., 2002; Ortiz   de  Montellano, 2005; Patten et al., 1996)    อย่างไรก็ตามพบว่า
เอนไซม์ CYP2A13 เก่ียวพันกับการย่อยสลายสารก่อมะเร็ง 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-
bytanol (NNAL) และ 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone (NNK)) ซึ่งเป็นสารพิษที่พบได้
ในบุหรี่และเป็นสารเกี่ยวข้องกับกับการเกิดโรคมะเร็ง เช่น โรคมะเร็งกล่องเสียง โรคมะเร็งปอด เป็นต้น (Patten 
et al., 1996)    เพราะสารก่อมะเร็ง NNK จะถูกย่อยสลายและกระตุ้นโดยเอนไซม์ CYP2A13 ได้เป็นสารที่ก่อ
มะเร็งมากขึ้น และไปมีผลต่อสารพันธุกรรมของเน้ือเยื่อระบบทางเดินหายใจจนก่อให้เกิดโรคมะเร็งปอดในที่สุด 
จึงได้มีการศึกษาการหาสารที่สามารถยังย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A13 เพ่ือลดอัตราเสี่ยงในการเกิด
โรคมะเร็งปอดได้อย่างปลอดภัย โดยพบว่าสาร 8-MOP ที่ยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้สามารถ
ยับย้ังเอนไซม์ CYP2A13 ได้   อย่างไรก็ดีสารน้ีก่อให้เกิดผลข้างเคียงกับผู้ใช้ในขณะที่ต้องการลดการสูบบุหรี่ (Di 
et al., 2009; Xi et al., 2009) เน่ืองด้วยจากการศึกษาเบ้ืองต้นพบว่า สารสําคัญพืชในวงศ์ Asteraceae ได้แก่
ขลู่ ดอกคําฝอยและหญ้าดอกขาว และในวงศ์ Acanthaceae ได้แก่ทองพันช่ัง  สามารถออกฤธ์ิยับย้ังการทํางาน
ของเอนไซม์ CYP2A6 ได้ดี (ทรงกลด สารภูษิตและพรพิมล รงค์นพรัตน์, 2554) ดังน้ันผู้วิจัยจึงสนใจที่จะศึกษา



เพ่ิมเติม เก่ียวกับสารสําคัญและกลไกในการยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 และเอนไซม์ CYP2A13 เพ่ือเป็นอีกแนวทาง
ในการรักษาหรือบําบัดในผู้ติดบุหรี่ และช่วยลดอัตราเสี่ยงในการเกิดโรคที่เกิดจากการสูบบุหรี่ได้ โดยมุ่งเน้น
ศึกษาหาสารสําคัญในพืชที่ออกฤทธ์ิยับย้ังแบบ mechanism based inhibition (การยับย้ังการทํางานของ
เอนไซม์แบบผันกลับไม่ได้ โดยสารยับย้ังถูกเร่งปฏิกิริยาโดยเอนไซม์ จากน้ันผลิตภัณฑ์จับแน่นกับเอนไซม์ จน
เกิดสารประกอบเชิงซ้อนเอนไซม์ที่เสียสภาพ (dead-end complex)) ซึ่งมีเกณฑ์เบ้ืองต้นสําหรับบ่งช้ีสาม
ประการคือ 1) NADPH-dependent  เป็นการศึกษาผลของการยับย้ัง เมื่อเติม NADPH เพ่ือทําปฏิกิริยาก่อน
เติมสารต้ังต้น ถ้าตัวยับย้ังเป็นแบบ Mechanism-base inhibitor จะส่งผลให้ประสิทธิภาพในการยับย้ังเอนไซม์
เพ่ิมมากขึ้นเพราะสารยับย้ังถูกเร่งปฏิกิริยาโดยเอนไซม์ cytochrome P450 แล้วเกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนที่
บริเวณเร่ง ส่งผลให้เอนไซม์เสียสภาพถาวร (เกิด dead-end complex)  2) Concentration-dependent  
เป็นการศึกษาผลของการยับย้ัง เมื่อเติม NADPH เพ่ือทําปฏิกิริยาก่อนเติมสารต้ังต้น โดยเพ่ิมความเข้มข้นของตัว
ยับย้ัง ถ้าตัวยับย้ังเป็นแบบ mechanism-base inhibitor จะพบว่าเมื่อความเข้มข้นเพ่ิมมากขึ้น ความสามารถ
ในการยับย้ังเอนไซม์จะมีประสิทธิภาพมากขึ้น 3) Time-dependent ศึกษาผลของการยับย้ัง เมื่อเติม NADPH 
เพ่ือทําปฏิกิริยาก่อนเติมสารต้ังต้นเมื่อเวลาผ่านไป เอนไซม์จะจับกับตัวยับย้ังได้ดีย่ิงขึ้น ถ้าตัวยับย้ังเป็นแบบ 
mechanism-base inhibitor ส่งผลให้การยับย้ังเอนไซม์มีประสิทธิภาพเพ่ิมมากขึ้น (Hukkanen, Jacob and 
Benowit, 2005, Di et al., 2009)  
 ผลการศึกษาในคร้ังน้ีพบว่าพืชทุกชนิดที่นํามาศึกษาสามารถออกฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 ได้ดี
โดยสารสกัดส่วนเอทานอลของพืชในวงศ์ Asteraceae ทั้งสามชนิดคือ ขลู่ ดอกคําฝอยและหญ้าดอกขาว ออก
ฤทธ์ิยับย้ังได้ดีใกล้เคียงกัน โดยส่วนสกัดย่อยเฮกเซนของดอกคําฝอยที่ 4 และ 5 ซึ่งอยู่ในช่วงอัตราส่วนเฮกเซน
ต่อเอทิลอะซิเตต (Hexane : Ethyl acetate) 70:30 มีความสามารถในการยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 ได้ 100% 
และ 96.01% ตามลําดับซึ่งยับย้ังได้เทียบเท่ากับ 8-MOP ที่เป็นสารยับย้ังมาตรฐานเช่นเดียวกับ Fraction ที่ 7 
และ 3 ซึ่งอยู่ในช่วงอัตราส่วนHexane : Ethyl acetate ที่ 30:70 และ 90:10 มีฤทธ์ิในการยับย้ังการทํางาน
ของเอนไซม์ CYP2A6 ได้ รองลงมาคือ 90.09% และ 65.06% ตามลําดับ ในขณะที่ส่วนสกัดเอทิล อะซิเทตของ
พืชสมุนไพรขลู่ และหญ้าดอกขาวสามารถออกฤทธ์ิยับย้ังได้ดีเช่นเดียวกัน แม้ว่ายังคงต้องมีการศึกษาเพิ่มเติมถึง
ชนิดและโครงสร้างของสารสําคัญในพืชสมุนไพรท้ังสามชนิด แต่เน่ืองด้วยสมุนไพรทั้งสามชนิดอยู่ในวงศ์ 
Asteraceae ที่มีรายงานของการพบสารยับย้ังเอนไซม์ CYP2A6 ได้ดี  และในปัจจุบันในประเทศไทยนิยมใช้สมุน
พรดังกล่าวอย่างแพร่หลาย โดยชาขลู่และชาดอกคําฝอยมีรายงานถึงการนํามาใช้เป็นชาชงเพ่ือสุขภาพ ในขณะที่
ชาหญ้าดอกขาวมีการนํามาใช้ลดการสูบบุหรี่อย่างหลาย แสดงให้เห็นว่าพืชทั้งสามชนิดมีแนวโน้มที่จะเป็นพืช
สมุนไพรเพ่ือลดการสูบบุหรี่ที่ปลอดภัยได้  

ในขณะที่สารสําคัญจากสมุนไพรทองพันช่ังจากวงศ์ Acanthaceae ไดแก่ Rhinacanthin-A,-B, และ –
C ที่มีรายงานการออกฤทธ์ิช่วยฆ่าเช้ือไวรัส ลดการอักเสบและนํามาใช้ประโยชน์ต่างๆมากมายสามารถออกฤทธ์ิ
ยับย้ังทั้งเอนไซม์ CYP2A6 และเอนไซม์ CYP2A13 ได้ดี เช่นเดียวกับสารสําคัญอ่ืนๆเช่น 8-MOP หรือ 
Seligeline ที่ออกฤทธ์ิยับย้ังทั้งสองเอนไซม์ได้ (Hukkunen, 2005; Xi et al., 2009) แต่ไม่สามารถทดสอบฤทธ์ิ
ของสาร Rhinacanthin –I และ-H ได้เพราะไม่สามารถแยกสารทั้งสองที่เป็นไอโซเมอร์กันออกจากกันได้ และ
จากผลการศึกษาพบว่ากลไกการยับย้ังของสารสําคัญทั้งสามเป็นแบบผันกลับไม่ได้แบบ mechanism base 
inhibition เช่นที่เคยรายงาน (Fowler et al., 2008; Grime et al., 2009; Xi et al., 2009; Zhou et al., 
2005) ซึ่งเป็นการยับย้ังที่มีประสิทธิภาพมากกว่าการยับย้ังแบบผันกลับได้ โดยสาร Rhinacanthin-B ออกฤทธ์ิ
ยับย้ังดีที่สุด และอาจเป็นข้อมูลที่สําคัญในการนําไปใช้ต่อไป  

 
5.2 ข้อเสนอแนะ 

ควรศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือค้นหาสารสําคัญในพืชสมุนไพรขลู่ ดอกคําฝอยและหญ้าดอกขาวต่อไป  
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