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บทคัดยอ 
 
 เอนไซม CYP2A6 ที่พบมากที่ตับ มีหนาที่สําคัญในการเรงปฏิกิริยาการยอยสลายสารนิโคตินในบุหรี่ : ซึ่งสงผลโดยตรงตอ
พฤติกรรมการสูบบุหรี่ทําใหตองการสูบบุหรี่เพิ่มมากขึ้น งานวิจยันี้ทําการทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดพืชสมุนไพรพ้ืนบานจากโครงการ
ปาชุมชนบานอางเอ็ด (มูลนิธิชัยพัฒนา) ที่ปราชญชาวบานใชใหการรักษาชาวบานที่มีตอการทํางานของเอนไซม CYP2A6 ใน
หลอดทดลองผลการศึกษาพบวาสารสกัดพืชสมุนไพรออกฤทธิ์ตอเอนไซม CYP2A6 แตกตางกัน อยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่คา 
p-value < 0.05 โดยสารสกัดพืชสมุนไพรที่ออกฤทธิ์กระตุน CYP2A13 ไดดีไดแก รากตนระยอมนอย รากตนคางคาวดํา         
ใบตนเข็มไอเดีย เปนตน และสารสกัดพืชสมุนไพรท่ีออกฤทธิ์ยับย้ัง CYP2A6 ไดดี ไดแก ใบตนเบญจมาศแมว รากตนเข็มไอเดีย 
ใบตนมะฮึก ใบตนลายกนก ใบดีงูตน เปนตน    
 
คําสําคัญ : เอนไซม Cytochrome P450 2A6 / นิโคตนิ / ปาชุมชนบานอางเอ็ด / การยับย้ัง / การกระตุน 
 
 
Abstract 
 

The liver specific cytochrome P4502A6 (CYP2A6) plays an important role in degrading of tobacco specific 
nicotine, and excreting nicotine through urine. Interestingly, genetic polymorphism and enzymatic activity of 
CYP2A6 associated with smoking behavior. In this study, the effect of herb extracts from Ban-Ang-Ed official 
community forest project on CYP2A6 enzymatic activity (in vitro) based on local intellectual suggestion for health 
treatment for local resident were investigated. The results significantly showed the effect of plant extracts on 
CYP2A6 activity (p-value < 0.05). In this study, the Rauvolfia sp(roots), the Tacca chantrieri (roots), the Aidia 
wallichiana (leaves) could activate CYP2A13 enzyme activity. On the other hand, the Ageratum conyzoides 
(leaves), the Aidia wallichiana(roots), Mahug (leaves), and Laykanok (leaves) could inhibit CYP2A13 enzyme 
activity in vitro.   
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1. บทนํา 
 ในปจจุบันโรคที่เกิดจากการสูบบุหรี่ถือวาเปนปญหาสําคัญ ทั้งนี้เนื่องจากในบุหรี่ประกอบไปดวยสารเคมีตางๆ มากกวา 
4,000 ชนิด ทั้งที่เปนสารพิษและสารกอมะเร็งที่จะไดรับเม่ือมีการสูบเขาไปในปอด กอใหเกิดโรคที่เก่ียวกับระบบทางเดินหายใจ 
ซึ่งสาเหตุที่ทําใหเกิดโรคตางๆ เปนผลมาจากสารนิโคตินที่พบในบุหรี่ เขาไปกระตุนสมองสวนกลางใหหล่ังสารโดปามีนออกมา
มากขึ้น โดยสารชนิดนี้จะไปสงผลทําใหผูสูบบุหรี่ เกิดความสบายใจ ปราศจากความเครียดตางๆ ผูสูบบุหรี่จึงยังคงสูบบุหรี ่
ตอไป เพื่อรักษาระดับนิโคตินในเลือดใหอยูในระดับปกติ จึงเปนผลทําใหผูสูบบุหรี่ไดรับสารพิษที่อยูในบุหรี่เขาไปภายในรางกาย 
(Hukkanen and Benowitz2005) อยางไรก็ตามเม่ือสารนิโคตินเขามาภายในรางกาย สารนิโคตินจะถูกยอยสลายโดยเอนไซมที่
อยูในตับซึ่งจะเรงใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่น (oxidation) เพื่อเปลี่ยนสารนิโคตินใหเปนสารประกอบโคตินิน (Cotinine) เพื่อที่จะ
สามารถกําจัดออกนอกรางกายได โดยเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายสารนิโคตินในตับนั้นคือเอนไซม CYP2A6 ซึ่งเปน
เอนไซมในกลุม Cytochrome P450 ที่สามารถยอยสลายสารนิโคตินไดดีดวยคา Km ตอนิโคตินที่ตํ่าและ Vmax ที่สูง (Hukkanen 
et al., 2005; Su et al., 2000) ซึ่งการยอยสลายสารนิโคตินดวยเอนไซม CYP2A6 เปนกระบวนการหลักในการกําจัดนิโคติน
ออกนอกรางกายและสงผลโดยตรงตอพฤติกรรมการสูบบุหรี่ ทั้งนี้เพราะมีรายงานการศึกษาพบวา ผูสูบบุหรี่ที่มียีนที่ทําใหการ
ทํางานของเอนไซมเหลือเพียง 50% จะมีการสูบบุหรี่ตอวันนอยกวาผูที่มียีนของเอนไซม CYP2A6 ปกติ (Wild-type) รวมถึงมี
ความเส่ียงในการติดสารนิโคตินนอยลงและเลิกสูบบุหรี่ไดงาย (Di et al., 2009; Schoedel et al., 2004; Sellers et al., 2000)
แสดงใหเห็นวาการทํางานของเอนไซม CYP2A6 มีบทบาทสําคัญตอพฤติกรรมการสูบบุหรี่นอกเหนือไปจากความสามารถใน
การยอยสลายนิโคตินแลวเอนไซม CYP2A6 สามารถยอยสลายสารประกอบอ่ืนๆ ได เชนสารกอมะเร็ง NNK ในบุหรี่หรือสาร 
coumarin ไปเปนผลิตภัณฑ 7-hydroxycoumarin (ปฏิกิริยา coumarin-7-hydroxylase) ที่นิยมนํามาใชเปนตัวตรวจสอบ    
การทํางานของเอนไซม CYP2A6 ในหลอดทดลอง (Hukkanen et al., 2005) 
 เนื่องจากการเสพติดนิโคตินเปนปญหาสําคัญที่จําเปนตองไดรับการแกไข ในปจจุบันจึงมีการคิดคนวิธีมากมายเพื่อชวย  
ในการบําบัดและชวยผูเสพติดบุหรี่เลิกจากการอาการติดบุหรี่ดวยนิโคตินทดแทนตางๆ ไมวาจะเปนในรูปของนิโคตินหมากฝรั่ง
ชนิดเคี้ยวและนิโคตินชนิดแผนแปะผิวหนัง แตการบําบัดดวยวิธีนี้ไมไดรับความนิยม ทั้งยังสงผลขางเคียงแกผูใช เพราะฤทธิ์ของ
ยาไปลดการทํางานของตัวรับนโิคตินในสมองที่สงผลใหลดอาการเสพนิโคตินลง มีผลขางเคียงกับผูใชยา (Carrozzi et al., 2008; 
Gonzalez et al., 2006) และเนื่องจากเอนไซม CYP2A6 มีบทบาทในการยอยสลายนิโคตินในคน ดังนั้นการยับย้ังการทํางาน
ของเอนไซม CYP2A6 จึงนาจะเปนอีกหนึ่งวิธีในการชวยบําบัดอาการเสพติดบุหรี่ได (Di et al, 2009; Hukkanen et al., 2005) 
อยางไรก็ตามในปจจุบันยังไมมีการศึกษาเก่ียวกับสารท่ีมีสมบัติในการยับยั้งการทํางานของเอนไซม CYP2A6 มากนัก โดยมีเพียง
สาร methoxsalen (8-methoxypsoralen; 8-MOP) ที่พบวาสามารถยับย้ังการยอยสลายนิโคตินของเอนไซม CYP2A6 ได 
(Miyazaki et al., 2005; von Weymarn et al., 2007) โดยยับย้ังการทํางานของเอนไซม  CYP2A6 ผานกลไกท้ังแบบแขงขันที่
ผันกลับได (competitive inhibition) และกลไกยับย้ังการยอยสลายแบบ mechanism-based inhibition เม่ือใช coumarin เปน
ตัวตรวจสอบ โดยสามารถลดการยอยสลายนิโคตินและลดการกําจัดนิโคตินออกจากรางกายได (Sellers et al., 2000; Sellers 
et al., 2003; Siu and Tyndale, 2007; von Weymarn et al., 2007) และเมื่อผูเสพบุหร่ีไดรับ 8-MOP รวมกับการไดรับนิโคติน
จะเพิ่มระดับของนิโคตินในกระแสเลือดและลดการสูบบุหรี่ลง โดยใชเวลานานขึ้นกอนที่จะสูบมวนตอไป (Sellers et al., 2000)
อยางไรก็ดี 8-MOP สงผลกระทบขางเคียงตอผูใชจึงตองเลิกใช (Siu and Tyndale, 2007)  
 เนื่องจากความนิยมสารสมุนไพรจากธรรมชาติ ทําใหเกิดการศึกษาหาสารสําคัญจากธรรมชาติที่ออกฤทธิ์ยับย้ังเอนไซม 
CYP2A6 ไดเชน สาระสําคัญจากรากของพืช Angellica gigas (Yoo et al., 2007) หรือสารสําคัญจากพืชฟาทะลายโจร 
(Pouyfung et al., 2013) ที่เปนพืชที่พบไดงายในประเทศเกาหลีใตและประเทศไทยตามลําดับ  แสดงใหเห็นวาในพืชสมุนไพร-
ธรรมชาติที่รับประทานไดทั่วไปโดยไมมีอันตรายนั้นนาจะมีสาระสําคัญที่มีประสิทธิภาพในการยับย้ังการทํางานของเอนไซม CYP2A6 
ได โดยไมสงผลกระทบตอผูใช ซึ่งนาจะเปนอีกแนวทางหน่ึง ที่ชวยในการปองกันการเสพติดบุหรี่ และลดระดับความเส่ียงในการ
เกิดโรคที่เก่ียวกับระบบทางเดินหายใจในผูสูบบุหรี่ได ดังนั้นผูวิจัยจึงมุงคนหาสารสกัดจากธรรมชาติในประเทศไทยที่มีความ 
อุดมสมบูรณของทรัพยากรธรรมชาติสูงและเปนพืชสมุนไพรพื้นบานที่พบไดงาย แตมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการทํางานตอ
เอนไซม CYP2A6 เพื่อชวยลดการสูบบุหรี่ของคนในชุมชนทั่วไปที่จะเปนการเพ่ิมมูลคาของสมุนไพรไทยรวมถึงเปนองคความรู  
ที่มีประโยชนตอสุขภาพและนาจะเปนหนึ่งในแนวทางเลือกที่สําคัญในลดการเปนโรคมะเร็งปอดท้ังในผูสูบบุหรี่และผูใกลชิด โดย
ในการทดลองนี้ผูวิจัยศึกษาความสามารถในการยับยั้งการทํางานของเอนไซม CYP2A6 ของพืชสมุนไพรจากโครงการปาชุมชน 
บานอางเอ็ด (มูลนิธิชัยพัฒนา) โดยมุงเนนศึกษาพืชสมุนไพรท่ีชาวบานนํามารับประทานเปนยารักษาโรค เพื่อใชในการลด    
การสูบบุหรี่ของชาวบานในชุมชน ปองกันอันตรายจากบุหรี่ตอบุคคลใกลชิด รวมทั้งเปนการเพิ่มมูลคาของผลิตภัณฑจากพืช
ตอไป 

2. วิธีการ 
 2.1 การเตรียมสารสกัดจากพืชสมุนไพรพื้นบานจากโครงการพัฒนาปาชุมชนบานอางเอ็ด 
 นําพืชสมุนไพรพื้นบานจากโครงการพัฒนาปาชุมชนบานอางเอ็ดที่ปราชญชาวบานแนะนําใหชาวบานในละแวกใกลเคียง
ใชเพื่อบํารุงสุขภาพและรักษาโรคและจําแนกสายพันธโดยอาจารยเบญจวรรณ ชิวปรีชา ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยบูรพามาทําความสะอาด สับเปนชิ้นเล็กๆ และนําไปอบที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส จากนั้นนําพืชสมุนไพรมาบด
ใหละเอียดแบงพชืสมุนไพรใสถุงผาดิบ นําไปแชใน 95% เอทานอลในสัดสวน 1 กรัม : 10 มิลลิลิตร เปนเวลา 5 วัน จากนั้นทําการ
กรองสารสกัด นําสวนสกัดเอทานอลท่ีไดไประเหยตัวทําละลายเอทานอลดวยเคร่ืองระเหยสุญญากาศแบบหมุน นําสวนสกัดที่ได
ละลายดวย Absolute Ethanol ใหความเขมขนสุดทายเปน 1 mg/ml จากนั้นเก็บสารละลายไวที่ -20 องศาเซลเซียสจนกวาจะ
ทําการทดลอง 
 2.2 การแสดงออกและการทําบริสุทธิ์ของเอนไซม CYP2A6 และ CPR  
 เล้ียงเชื้อแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ C41 (DE3) ที่ไดรับการสงผานพลาสมิด DNA ที่มียีน NADPH-
cytochrome P450 reductase หรือ CPR (pINIII-flrat CPR ไดรับจาก Prof. Dr. Jung-Ja Kim จาก Medical College of 
Wisconsin) และเชื้อ E. coli สายพันธุ XL-1 blue ที่ไดรับการสงผาน cDNA ที่มียีน CYP2A6 (pKKK--23-2A6 ไดรับจาก 
Assoc. Prof. Dr. Emily Scott จาก University of Kansus) จากนั้นเหนี่ยวนําการแสดงออกและทําบริสุทธิ์เอนไซม CPR 
(Sarapusit et al., 2008) และ CYP2A6 (DeVore et al., 2008) และตรวจสอบความบริสุทธิ์ดวยวิธี SDS-PAGE  
 2.3  การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม rat CPR 
 ศึกษาปฏิกิริยาการสงผานอิเล็กตรอนของเอนไซม CPR ไปยังตัวรับอิเล็กตรอน (Cytochrome c) โดยบมเอนไซม CPR 
บริสุทธิ์ที่ไดจากขั้นตอน 2.1 ขางตนรวมกับ Cytochrome c (40 uM) ในสารละลาย 300 mM Kpi buffer pH 7.7 จากนั้น      
เติมสารละลาย NADPH (50 uM) เพื่อเริ่มปฏิกิริยาโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่เพิ่มขึ้นที่ 550 นาโนเมตร (การเพิ่มขึ้นของ 
cytochrome c ในรูปรีดิวซ; Sarapusit et al., 2008) ทําการศึกษาฤทธิ์ของน้ําสมุนไพรและนํ้าผลไม โดยบมเอนไซม CPR และ 
cytochrome c รวมกับน้ําสมุนไพรและนํ้าผลไมที่ความเขมขนสุดทาย 10 μg/ml แลวเริ่มปฏิกิริยาดวยสารละลาย NADPH     
ทําการทดลองทั้งหมด 24 ตัวอยางโดยทําการทดลองทั้งหมด 2 ซ้ํา ที่เปนอิสระตอกันวิเคราะหผลดวยโปรแกรม SPSS และ 
Prism5 เพื่อหาคากิจกรรมเอนไซมที่เหลืออยู (remaining activity) เปรียบเทียบกับคากิจกรรมของเอนไซม CPR ในสภาวะท่ี   
ไมมีน้ําสมุนไพรหรือน้ําผลไม  
 2.4  การตรวจสอบกิจกรรมเอนไซม CYP2A6 
 ศึกษาการเรงปฏิกิริยาการออกซิเดชันของเอนไซม CYP2A6 ตอสารประกอบเรืองแสง Coumarin ในหลอดทดลอง (in 
vitro) โดยบมเอนไซม CYP2A6 บริสุทธิ์ (100 μg) รวมกับเอนไซม CPR (10 unit) ในสารละลาย 50 mM Tris-HCl pH 7.5 ที่มี 
Dilaurolphatidyl-choline (DLPC) ต้ังทิ้งไว 5 นาทีที่อุณหภูมิหอง เม่ือครบเวลาท่ีกําหนดเติมสารต้ังตน 20 μM Coumarin และ
ตัวใหอิเล็กตรอน 50 μM NADPH เพื่อเริ่มปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั้นวัดคาการเพิ่มขึ้นของผลิตภัณฑ 7-
hydroxycoumarin โดยใชเครื่อง Fluorescence Spectroscopy เปนเวลา 10 นาทีสําหรับการทดลองควบคุมจะศึกษาการ
เกิดปฏิกิริยาการสรางผลิตภัณฑเม่ือปราศจากตัวใหอิเล็กตรอน NADPH หรือ เอนไซม CPR โดยทั้งหมดการทดลองซ้ํา 2 ครั้ง 
จากนั้นทําการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพรที่มีตอการทํางานของเอนไซม CYP2A6 โดยทําการบมเอนไซม CYP2A6 บริสุทธิ์ 
(100 μg) รวมกับเอนไซม CPR (10 unit) ในสารละลาย 50 mM Tris-HCl pH 7.5 ที่มี DLPC ตั้งทิ้งไว 5 นาทีที่อุณหภูมิหอง 
เม่ือครบเวลาที่กําหนดเติม 20 μM Coumarin และสารสกัดพืชสมุนไพรที่ความเขมขน 10, 50 และ 100 μg/ml จากนั้นจึงเริ่ม
ปฏิกิริยาโดย 50 μM NADPH ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นําคาการตรวจสอบการยับย้ังการทํางานของเอนไซม 
CYP2A6 มาเปรียบเทียบคาการยับยั้งการทํางานของเอนไซม CYP2A6 (ปฏิกิริยาควบคุม) โดยทําการทดลอง 2 ซ้ําที่เปนอิสระ
ตอกันแลววิเคราะหผลดวยโปรแกรม prism5 และ SPSS  
 
3. ผลและอภิปราย 
 ทําการเหนี่ยวนําการแสดงออกของเอนไซม CYP2A6 ในเซลลแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ XL-1 blue เมื่อทําบริสุทธิ์และ 
ทําการตรวจสอบโปรตีน พบวาเอนไซม CYP2A6 ที่ไดมีขนาดมวลโมเลกุลประมาณ 51.34 kDa และเอนไซม CPR ที่ไดมีขนาด
มวลโมเลกุลประมาณ 74.13 kDa เมื่อศึกษากิจกรรมของเอนไซม โดยวัดปฏิกิริยาการเพิ่มขึ้นของสารผลิตภัณฑ 7-hydrxycoumarin 
พบวาเอนไซม CYP2A6 มีคา specific activity เทากับ 6.29 ± 0.14 umol/7-hydroxycoumarin /min/μg protein และเอนไซม 
CPR มีคา specific activity เทากับ 53.91 ± 2.79 umol/Cytc reduction/min/mg protein ซึ่งใกลเคียงกับคาที่มีการศึกษา    
มากอนหนานี้ (DeVore et al., 2008, Sarapusit et al., 2008)  

 
 
 



187วารสารวิทยาศาสตร์บูรพา ฉบับพิเศษ การประชุมวิชาการระดับชาติ วิทยาศาสตร์วิจัย ครั้งที่ 6 วันที่ 20 – 21 มีนาคม พ.ศ. 2557

2. วิธีการ 
 2.1 การเตรียมสารสกัดจากพืชสมุนไพรพื้นบานจากโครงการพัฒนาปาชุมชนบานอางเอ็ด 
 นําพืชสมุนไพรพื้นบานจากโครงการพัฒนาปาชุมชนบานอางเอ็ดที่ปราชญชาวบานแนะนําใหชาวบานในละแวกใกลเคียง
ใชเพื่อบํารุงสุขภาพและรักษาโรคและจําแนกสายพันธโดยอาจารยเบญจวรรณ ชิวปรีชา ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยบูรพามาทําความสะอาด สับเปนชิ้นเล็กๆ และนําไปอบที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส จากนั้นนําพืชสมุนไพรมาบด
ใหละเอียดแบงพชืสมุนไพรใสถุงผาดิบ นําไปแชใน 95% เอทานอลในสัดสวน 1 กรัม : 10 มิลลิลิตร เปนเวลา 5 วัน จากนั้นทําการ
กรองสารสกัด นําสวนสกัดเอทานอลท่ีไดไประเหยตัวทําละลายเอทานอลดวยเคร่ืองระเหยสุญญากาศแบบหมุน นําสวนสกัดที่ได
ละลายดวย Absolute Ethanol ใหความเขมขนสุดทายเปน 1 mg/ml จากนั้นเก็บสารละลายไวที่ -20 องศาเซลเซียสจนกวาจะ
ทําการทดลอง 
 2.2 การแสดงออกและการทําบริสุทธิ์ของเอนไซม CYP2A6 และ CPR  
 เล้ียงเชื้อแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ C41 (DE3) ที่ไดรับการสงผานพลาสมิด DNA ที่มียีน NADPH-
cytochrome P450 reductase หรือ CPR (pINIII-flrat CPR ไดรับจาก Prof. Dr. Jung-Ja Kim จาก Medical College of 
Wisconsin) และเชื้อ E. coli สายพันธุ XL-1 blue ที่ไดรับการสงผาน cDNA ที่มียีน CYP2A6 (pKKK--23-2A6 ไดรับจาก 
Assoc. Prof. Dr. Emily Scott จาก University of Kansus) จากนั้นเหนี่ยวนําการแสดงออกและทําบริสุทธิ์เอนไซม CPR 
(Sarapusit et al., 2008) และ CYP2A6 (DeVore et al., 2008) และตรวจสอบความบริสุทธิ์ดวยวิธี SDS-PAGE  
 2.3  การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม rat CPR 
 ศึกษาปฏิกิริยาการสงผานอิเล็กตรอนของเอนไซม CPR ไปยังตัวรับอิเล็กตรอน (Cytochrome c) โดยบมเอนไซม CPR 
บริสุทธิ์ที่ไดจากขั้นตอน 2.1 ขางตนรวมกับ Cytochrome c (40 uM) ในสารละลาย 300 mM Kpi buffer pH 7.7 จากนั้น      
เติมสารละลาย NADPH (50 uM) เพื่อเริ่มปฏิกิริยาโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่เพิ่มขึ้นที่ 550 นาโนเมตร (การเพิ่มขึ้นของ 
cytochrome c ในรูปรีดิวซ; Sarapusit et al., 2008) ทําการศึกษาฤทธิ์ของน้ําสมุนไพรและนํ้าผลไม โดยบมเอนไซม CPR และ 
cytochrome c รวมกับน้ําสมุนไพรและนํ้าผลไมที่ความเขมขนสุดทาย 10 μg/ml แลวเริ่มปฏิกิริยาดวยสารละลาย NADPH     
ทําการทดลองทั้งหมด 24 ตัวอยางโดยทําการทดลองทั้งหมด 2 ซ้ํา ที่เปนอิสระตอกันวิเคราะหผลดวยโปรแกรม SPSS และ 
Prism5 เพื่อหาคากิจกรรมเอนไซมที่เหลืออยู (remaining activity) เปรียบเทียบกับคากิจกรรมของเอนไซม CPR ในสภาวะท่ี   
ไมมีน้ําสมุนไพรหรือน้ําผลไม  
 2.4  การตรวจสอบกิจกรรมเอนไซม CYP2A6 
 ศึกษาการเรงปฏิกิริยาการออกซิเดชันของเอนไซม CYP2A6 ตอสารประกอบเรืองแสง Coumarin ในหลอดทดลอง (in 
vitro) โดยบมเอนไซม CYP2A6 บริสุทธิ์ (100 μg) รวมกับเอนไซม CPR (10 unit) ในสารละลาย 50 mM Tris-HCl pH 7.5 ที่มี 
Dilaurolphatidyl-choline (DLPC) ต้ังทิ้งไว 5 นาทีที่อุณหภูมิหอง เม่ือครบเวลาที่กําหนดเติมสารต้ังตน 20 μM Coumarin และ
ตัวใหอิเล็กตรอน 50 μM NADPH เพื่อเริ่มปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั้นวัดคาการเพิ่มขึ้นของผลิตภัณฑ 7-
hydroxycoumarin โดยใชเครื่อง Fluorescence Spectroscopy เปนเวลา 10 นาทีสําหรับการทดลองควบคุมจะศึกษาการ
เกิดปฏิกิริยาการสรางผลิตภัณฑเม่ือปราศจากตัวใหอิเล็กตรอน NADPH หรือ เอนไซม CPR โดยทั้งหมดการทดลองซ้ํา 2 ครั้ง 
จากนั้นทําการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพรที่มีตอการทํางานของเอนไซม CYP2A6 โดยทําการบมเอนไซม CYP2A6 บริสุทธิ์ 
(100 μg) รวมกับเอนไซม CPR (10 unit) ในสารละลาย 50 mM Tris-HCl pH 7.5 ที่มี DLPC ตั้งทิ้งไว 5 นาทีที่อุณหภูมิหอง 
เม่ือครบเวลาที่กําหนดเติม 20 μM Coumarin และสารสกัดพืชสมุนไพรที่ความเขมขน 10, 50 และ 100 μg/ml จากนั้นจึงเริ่ม
ปฏิกิริยาโดย 50 μM NADPH ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นําคาการตรวจสอบการยับย้ังการทํางานของเอนไซม 
CYP2A6 มาเปรียบเทียบคาการยับยั้งการทํางานของเอนไซม CYP2A6 (ปฏิกิริยาควบคุม) โดยทําการทดลอง 2 ซ้ําที่เปนอิสระ
ตอกันแลววิเคราะหผลดวยโปรแกรม prism5 และ SPSS  
 
3. ผลและอภิปราย 
 ทําการเหนี่ยวนําการแสดงออกของเอนไซม CYP2A6 ในเซลลแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ XL-1 blue เม่ือทําบริสุทธิ์และ 
ทําการตรวจสอบโปรตีน พบวาเอนไซม CYP2A6 ที่ไดมีขนาดมวลโมเลกุลประมาณ 51.34 kDa และเอนไซม CPR ที่ไดมีขนาด
มวลโมเลกุลประมาณ 74.13 kDa เมื่อศึกษากิจกรรมของเอนไซม โดยวัดปฏิกิริยาการเพิ่มขึ้นของสารผลิตภัณฑ 7-hydrxycoumarin 
พบวาเอนไซม CYP2A6 มีคา specific activity เทากับ 6.29 ± 0.14 umol/7-hydroxycoumarin /min/μg protein และเอนไซม 
CPR มีคา specific activity เทากับ 53.91 ± 2.79 umol/Cytc reduction/min/mg protein ซึ่งใกลเคียงกับคาที่มีการศึกษา    
มากอนหนานี้ (DeVore et al., 2008, Sarapusit et al., 2008)  
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 เม่ือทําการวัดการฤทธิ์ของสารสกัดจากพืชสมุนไพร (ภาพที่ 1 A-B) ที่ความเขมขนของสารสกัด 10 μg/ml, 50 μg/ml และ 
100 μg/ml พบวาสารสกัดจากพืชสมุนไพรท่ีทําการทดลองจากปาชุมชนบานอางเอ็ดออกฤทธิ์ตอการทํางานของเอนไซม CYP2A6 
แตกตางกัน (Anova, p-value < 0.05) โดยแบงออกไดเปนส่ีกลุมคือ กลุมที่หนึ่งพืชที่ออกฤทธิ์กระตุนการทํางานของเอนไซม 
CYP2A6 (ภาพที่ 1 A) ไดแก ใบตนเข็มไอเดีย, รากตนระยอมนอย, เหงาตนคางคาวดํา, สวนลําตนของตนเอื้องหมายนา (t-test, 
p-value < 0.05) กลุมที่สองพืชที่ออกฤทธิ์ยับย้ังเอนไซม CYP2A6 ไดมีประสิทธิภาพ (คา IC50 < 100 μg/ml:  ภาพท่ี 1 B)    
ไดแก ใบตนเบญจมาศแมว (IC50 = 10.25 μg/ml), รากตนเข็มไอเดีย (IC50 = 18.91 μg/ml), ใบตนมะฮึก (IC50 = 40.39 μg/ml), 
ใบตนลายกนก (IC50 = 63.95 ug/ml), เหงาตนหัวเดียว (IC50 = 73.74 μg/ml), ใบตนดีงูตน (IC50 = 75.83 ug/ml), ใบตน       
หัวเดียว (IC50 = 86.36 ug/ml) กลุมที่สามพืชที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม CYP2A6 แตมีประสิทธิภาพตํ่า (คา IC50 > 100 μg/ml) 
ไดแก ใบตนระยอมนอย (IC50 = 120.9 ug/ml), ไมยราบ (IC50 = 141.7 ug/ml), ใบตนคางคาวดํา (IC50 = 158.7 ug/ml), ใบตน
เอื้องหมายนา (IC50 = 173.2 ug/ml), ใบตนชงโค (IC50 = 273.7 ug/ml), ใบตนมะเด่ือหอม (IC50 = 292.6 ug/ml), และเหงาตน
เอื้องหมายนา (IC50 = 849.2 ug/ml), ตามลําดับ (t-test, p-value <0.05) และกลุมที่ส่ีคือ กลุมที่ไมออกฤทธิ์กระตุนหรือยับย้ัง
การทํางานของเอนไซม CYP2A6 ไดแก รากตนดีงูตน, รากตนโคลงเคลง, รากตนมะฮึกและใบตนไมลาย  
 

  
ภาพที่ 1 (A-B)ฤทธิ์ของสารสกัดจากพืชสมุนไพรจากปาชุมชนบานอางเอ็ดที่ความเขมขน 0 μg/ml, 10 μg/ml, 50 μg/ml และ 

100 μg/ml ตอการทํางานของเอนไซม CYP2A6 เปรียบเทียบกับสารละลาย 1 ไมโครลิตร ของเอทานอล 99.5% 
(control) เม่ือทําการศึกษาที่อุณหภูมิหอง 37 องศาเซลเซียส การทดลองทําซํ้าทั้งหมดสองครั้งและวิเคราะหผลดวย
โปรแกรม SPSS และ GraphPad Prism 5   

 
 เนื่องดวยเอนไซม CPR ทําหนาที่สําคัญในการขนสงอิเล็กตรอนใหแกเอนไซม CYP2A6 และเอนไซม cytpchrome P450 
อื่นๆ ในการเรงปฏิกิริยา ผลกระทบใดของสารสกัดพืชสมุนไพรจากปาชุมชนบานอางเอ็ดที่ทําการศึกษาจะสงผลกระทบตอการ
ทํางานของเอนไซม CYP2A6 และเอนไซม cytochrome P450 อื่นๆ เชน เอนไซม CYP3A4 และเอนไซม CYP2C9 เมื่อทําการ
ทดสอบในหลอดทดลองได เม่ือทําการตรวจสอบฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพรที่ความเขมขน 10 μg/ml พบวาสารสกัดจากพืช
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ใยระยอมนอย, ใบเบญจมาศแมว, ใบชงโค, ใบมะเดื่อหอม, ใบลายกนก,ไมยราบ, ใบไมลาย และรากพนมสวรรค (t-test,        
p-value < 0.05) และพืชที่ออกฤทธิ์ยับย้ังเอนไซม CPR ไดแก รากโคลงเคลง, รากดีงูตน และรากเข็มไอเดีย (t-test,p-value < 
0.05) ซี่งฤทธิข์องสารสกัดพืชสมุนไพรที่มีตอการทํางานของเอนไซม CPR ไมเปล่ียนแปลงเมื่อทาํการศึกษาเพิ่มเติมที่ความเขมขน
ของสารสกัด 50 μg/ml และ 100 μg/ml (ไมไดแสดงผล) ทั้งนี้อาจเกิดเนื่องจากการทํางานของเอนไซม CPR เก่ียวของกับการ
รับ-สงอิเล็กตรอน สารท่ีจะออกฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของเอนไซม CPR ไดดี นาจะตองมีความสามารถในการแยงรับอิเล็กตรอน
ที่ไดรับจาก NADPH กอนที่จะสงอิเล็กตรอนตอใหโปรตีนตัวรับ ไซโตรโครมซี ในหลอดทดลอง  
 

  
ภาพที่ 2 คากิจกรรมเอนไซมที่เหลืออยู (remaining activity) ของสารสกัดจากพืชที่ความเขมขน 10 μg/ml กับเอนไซม CPR 

เม่ือทําการศึกษาที่อุณหภูมิหอง 37 องศาเซลเซียส เปรียบเทียบกับสารสะลายเอทานอล 99.5% การทดลองทําซ้ํา
ทั้งหมดสองครั้งและวิเคราะหผลดวยโปรแกรม SPSS และ GraphPad Prism 5 

 
 ผลการทดลองขางตนแสดงใหเห็นวาพืชสมุนไพรบางชนิดจากปาชุมชนบานอางเอ็ด ไดแก ใบตนเข็มไอเดีย, รากตนระยอม
นอย, เหงาตนคางคาวดํา, สวนลําตนของตนเอื้องหมายนา ที่ออกฤทธิ์กระตุนการทํางานของเอนไซม CYP2A6 จําเปนตอง
ระมัดระวัง เม่ือนําไปใชในการรักษาโรคใหกับชาวบานในบริเวณขางเคียงที่สูบบุหรี่ในระหวางรับประทานพืชสมุนไพรเหลาน้ี 
เพราะอาจสงผลใหเกิดการยอยสลายสารนิโคตินเร็วขึ้น จึงสูบบุหรี่เพิ่มมากขึ้นได ในทางตรงขาม แมสารสกัดจากพืชสมุนไพร
หลายชนิดจากปาชุมชนบานอางเอ็ด สามารถออกฤทธ์ิยับย้ังการทํางานของเอนไซม CYP2A6 ไดดี เชน ใบตนเบญจมาศแมว 
รากตนเข็มไอเดียใบตนมะฮึก ใบตนลายกนกซ่ึงอาจนําประยุกตใชเพื่อการลดการสูบบุหรี่ไดแตยังจําเปนตองศึกษาถึงความจําเพาะ
ในการยับย้ัง เพื่อปองกันอันตกริยาอันอาจจะเกิดขึ้นของสารสกัดสมุนไพรที่อาจเกิดขึ้นกับเอนไซม Cytochrome P450 อื่นๆ ที่
ทําหนาท่ีในการยอยสลายยารักษาโรค (Herb-drug interaction) เพื่อนํามาใชในการชวยลดการเกิดโรคมะเร็งปอดในผูสูบบุหรี่
ไดอยางมีประสิทธิภาพตอไป  
 
4. บทสรุป 
 โดยสรุปผลการศึกษาท่ีไดพบวาสารสกัดจากพืชสมุนไพรจากโครงการปาชุมชนบานอางเอ็ด (มูลนิธิชัยพัฒนา) ที่ปราชญ
ชาวบานแนะนําใหชาวบานนําไปรับประทานเพื่อรักษาโรคไดอยางปลอดภัยหลายชนิด มีศักยภาพที่ดีที่จะนํามาประยุกตใชเพื่อ
ชวยลดการสูบบุหรี่   ทั้งนี้เพราะสารสกัดเหลาน้ีออกฤทธิ์ยับย้ังการทํางานของเอนไซม CYP2A6 (เชน ใบตนเบญจมาศแมว (IC50 
= 10.25 μg/ml) รากตนเข็มไอเดีย (IC50 = 18.91 μg/ml)) ใบตนมะฮึก (IC50 = 40.39 μg/ml), ใบตนลายกนก (IC50 = 63.95 
ug/ml) ที่โดยปกติทําหนาที่ยอยสลายสารนิโคติน ทําใหระดับนิโคตินในเลือดลดต่ําลง สงผลใหอยากสูบบุหรี่อีก สาระสําคัญ   
ในสารสกัดเหลาน้ีเม่ือยับย้ังเอนไซม CYP2A6 จะสงผลใหเกิดการยอยสลายนิโคตินชาลง คงระดับนิโคตินในเลือด และยืด
ระยะเวลาท่ีจะสูบบุหรี่ออกไป ทาํใหลดโอกาสที่รางกายจะไดรับสารกอมะเรง็รุนแรงได อยางไรก็ตามพืชสมุนไพรบางชนิดออกฤทธิ์
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ของสารสกัด 50 μg/ml และ 100 μg/ml (ไมไดแสดงผล) ทั้งนี้อาจเกิดเนื่องจากการทํางานของเอนไซม CPR เก่ียวของกับการ
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กระตุนการทํางานของเอนไซม CYP2A6 ซึ่งตองระมัดระวังในการนําไปใชรักษาโรคใหชาวบานที่สูบบุหรี่ในระหวางที่รับประทาน
สมุนไพร เพราะอาจทําใหเกิดความเสี่ยงในการเปนโรคมะเร็งปอดจากการสูบบุหรี่เพิ่มขึ้นได  
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ผลของอุณหภูมิที่มีตอสเปกตรัมของการวาวแสงในสียอม 
Temperature dependence of the luminescence decay in the fluorescent dyes 
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Abstract 
 

The main aim of this study is to use laser induced fluorescence (LIF) technique to study and compare the 
temperature dependence of the luminescence decay curves of the fluorescent dyes (the green dye, the orange dye, 
and the red dye). The 470 nm blue laser was used as an excitation light source to induce fluorescence. The LIF 
spectra were detected by a compact fiber coupled BTC-110S CCD spectrometer.All the controls and data 
acquisition were performed under a computer interfacing software. It was found that temperature affected the 
fluorescence spectra of fluorescence dyes in terms of both peak intensity and peak position at maximum intensity. 
The fluorescent intensity decreased at higher temperature for all the samples under the range of 25–55oC and the 
orange dye was found to be the most temperature sensitive in this temperature range. 
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