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  บทคดัย่อ 

เอนไซม์ Cytochrome P450 2A6 ที่ตบัและ 2A13 ที่ระบบทางเดินหายใจ เป็นเอนไซม์ที่ส าคญั เก่ียวเนื่องกับ
พฤติกรรมการสบูบหุร่ีและอตัราการเป็นโรคมะเร็งปอดชนิด  Adenocarcinoma ที่มีความสามารถในการแพร่กระจายสงู 
ด้วยเหตนุีก้ารลดการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 จึงเป็นอีกหนึง่ในแนวทางรักษาอาการเสพติดบหุร่ีและ
ช่วยลดโอกาสเสี่ยงในการเกิดโรคมะเร็งปอดได้ ผลการศกึษาเบือ้งต้นพบวา่ขิงและมะเฟืองสามารถยบัยัง้การท างานของ
เอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 ได้ ผลการศึกษาครัง้นีพ้บว่าสว่นสกดัในขิงและมะเฟืองมีกลไกการยบัยัง้แบบผนักลบั
ไม่ได้ที่ฤทธ์ิการยบัยัง้ขึน้อยูก่บั NADPH เวลาและความเข้มข้นของสารยบัยัง้ โดยสว่นสกดัเอทิลอะซิเตตของมะเฟืองมีคา่ 
IC50 เท่ากบั 8.82± 0.23 µg/ml และ 20.44± 0.16 µg/ml ต่อเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 ตามล าดบั ในขณะที่สว่น
สกัดเอทิลอะซิเตตของขิงมีค่า IC50 เท่ากับ 1.80± 0.07 µg/ml และ 11.81± 0.18 µg/ml ส าหรับเอนไซม์ CYP2A6 และ
เอนไซม์ CYP2A13 ตามล าดบั  

 
 ค าส าคัญ : ไซโตโครม พี450 (CYP2A6 และ CYP2A13)     การยบัยัง้แบบผนักลบัไมไ่ด้ 
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Abstract 
The liver specific cytochrome P450 2A6 and the lung-specific 2A13 enzyme has been shown to 

associate with smoking behavior and adenocarcinoma lung cancer rate in smokers.  Therefore, inhibition of 
these two enzymes by specific inhibitor could be an aid in smoking cession and lung cancer prevention. Our 
preliminary studied indicated that the ginger and starfruits juices could potently inhibit the CYP2A6 and 
CYP2A13 enzyme. In this study, both plant extracts could inhibit both enzymes in an irreversible mode in which 
the inhibition depends on the NADPH-, time-, and concentration of inhibitor. Ethyl acetate fraction of starfruits 
extract could inhibit CYP2A6 and CYP2A13 enzymes with an IC50 of 8.82± 0.23 µg/ml and 20.44 ± 0.16 µg/ml, 
respectively. Similarly, the ethyl acetate fraction of the ginger extract could inhibit CYP2A6 and CYP2A13 
enzymes with an IC50 of 1.80± 0.07µg/ml and 11.81± 0.18 µg/ml, respectively.  

 
Keywords : Cytochrome P450 2A6 and 2A13, irreversible inhibition  

 

บทน า 

เอนไซม์ Cytochrome P4502A6 และ 2A13 เป็นเอนไซม์ในกลุม่ Cytochrome P450 (CYP,P450) ทีม่ีหมู ่heme 

เป็นองค์ประกอบ เอนไซม์ในกลุ่มนีส้ามารถเร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายสารต่างๆทัง้ภายในและภายนอกร่างกาย เช่น 

ฮอร์โมน ยา หรือสารปนเป็นในอาหารและสิ่งแวดล้อม ในคนพบว่ามีเอนไซม์ P450 ถึง 18 กลุ่มใหญ่ (Family) และ 43 

กลุ่มย่อย (Sub family) โดยมีรายงานว่าเอนไซม์CYP2A6 พบมากที่ตับ (ประมาณ 1-10% ของเอนไซม์ P450 ที่ตับ

ทัง้หมด) และส่วนน้อยที่เยื่อบุทางเดินหายใจ กล่องเสียง ปอดและอวัยวะอื่นๆ ในขณะที่เอนไซม์ CYP2A13 พบมาก               

ที่เยื่อบุทางเดินหายใจ กล่องเสียงและปอด (Ortiz de Montellano, 2005) จากการศึกษาพบว่าเอนไซม์ CYP2A6                 

และ เอนไซ ม์  CYP2A13 ในมนุษ ย์จะ เ ร่ งปฏิ กิ ริยาการย่อยสลายนิ โคตินและเ ป็นตัวกระตุ้ นสารก่อมะเ ร็ง                                            

4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone (NNK) ในบหุร่ี โดยเอนไซม์ CYP2A6 ที่ได้จากตบัสามารถย่อยสลาย

นิโคตินได้ดีด้วยค่าอตัราเร็วของปฏิกิริยาสงูสดุ (Vmax ) ที่สงูและค่าคงที่ Michaelis-Menten (Km) ต่อนิโคตินที่ต ่า (Patten 

et al., 1996) ในขณะที่เอนไซม์ CYP2A13 จะมีประสิทธิภาพในการเร่งปฏิกิริยาการกระตุ้น NNK ซึ่งเป็นสารก่อมะเร็ง             

ในบหุร่ี (Li & Xiaoli, 2013) สง่ผลให้เกิดโรคต่างๆในระบบทางเดินหายใจ เช่น โรคมะเร็งกลอ่งเสียง โรคมะเร็งปอดชนิด 

adenocarcinoma โดยผ่านปฏิกิริยา NNK-α-carbon hydroxydation จากการศึกษาพบว่าความหลากหลายทาง

พันธุกรรมของยีน cyp2a6 มีบทบาทต่อพฤติกรรมการสูบบุหร่ีของผู้ สูบบุหร่ี โดยผู้ สูบบุหร่ีที่มีการท างานของเอนไซม์ 

CYP2A6 ปกติจะมีความต้องการสบูบหุร่ีสงูกวา่ผู้สบูบหุร่ีที่มีการท างานของเอนไซม์ CYP2A6 น้อย (Di et al., 2009) และ

ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยีน cyp2a13 สมัพนัธ์กบัอตัราการเกิดโรคมะเร็งปอด โดยผู้สบูบหุร่ีทีม่ีการท างานของ

เอนไซม์ CYP2A13 ปกติจะมีความเสีย่งตอ่การเป็นมะเร็งปอดสงูกวา่ผู้สบูบหุร่ี ที่มีการท างานของเอนไซม์ CYP2A13 น้อย 

(Hecth, 1998; Zhang et al., 2007)  ด้วยเหตุนีก้ารยับยัง้การท างานของเอนไซม์ CYP2A6 และเอนไซม์ CYP2A13               

อาจเป็นทางเลือกหนึ่งในการลดความเสี่ยงในการเกิดโรคมะเร็งปอดของผู้ที่ยังไม่สามารถงดบุหร่ีได้ อีกทัง้ยงัช่วยให้                

ผู้ที่สบูบหุร่ีสามารถลดการสบูบหุร่ีลงได้   
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ผลการศึกษาเบือ้งต้นในน า้สมนุไพรและน า้ผลไม้ 25 ชนิด พบว่าน า้ขิง (Zingiber officinale Roscoe) และน า้

มะเฟือง (Averrhoa carambola Linn) สามารถยับยัง้การท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ได้ถึง 90 % ซึ่งในพืชทัง้สองมี

ร ายงานว่าพบสารในกลุ่ม  Furanocoumarin และ  Flavonoid   ( เ ช่ น  gallic acid, catechin, (-)-epicatechain, 

proanthocyanin และอื่นๆ)  ที่ในปริมาณสงู (Guo et al., 2000) การศึกษาวิจยันีม้ีวตัถปุระสงค์เพื่อศกึษากลไกการยบัยัง้

เอนไซม์ CYP2A6 และ CYP213 ของสารสกดัจากขิงและมะเฟืองในหลอดทดลอง  

 
วิธีการด าเนินการวิจัย 
การเตรียมสารสกัดจากพืชที่ทดสอบ  
 น าขิงและมะเฟือง มาท าการอบและบดให้ละเอียดแบ่งใสถ่งุผ้าดิบ แช่ใน 95% เอทานอลในสดัสว่น 1 กรัม : 10 
มิลลิลิตร เป็นเวลา 5 วัน จ านวน 3 ครัง้ แล้วน าไปกรองและท าการระเหยตัวท าละลายเอทานอลด้วยเคร่ืองระเหย
สญุญากาศแบบหมนุ (rotary evaporator) แล้วท าการสกดัแยกสว่นด้วยเอทิลอะซิเตท และบิวทานอล  
การแสดงออกและการท าบริสุทธ์ิของเอนไซม์ cytochrome P450 reductase (CPR), cytochrome P450 2A6 
(CYP2A6) และเอนไซม์ cytochrome P450 2A13 (CYP2A13)  
 โดยท าการเลีย้งเชือ้แบคทีเรีย Escherichia coli สายพนัธุ์ C41 (DE3) ที่ได้รับการสง่ผ่านพลาสมิด DNA ที่มียีน 
NADPH-cytocheome P450 reductase (pINIII-flrat CPR ได้รับจาก Prof. Dr. Jung-Ja Kim จาก Medical College of 
Wisconsin) และเอนไซม์ CYP2A6 ด้วยเชือ้ E. coli สายพันธุ์  XL-1 blue ได้รับการส่งผ่านพลาสมิด cDNA ที่มียีน 
CYP2A6 (pKKK-∆-23-2A6) หรือเอนไซม์ CYP2A13 ด้วยเชือ้ E. coli สายพนัธุ์ XL-1 blue ที่ได้รับการสง่ผา่น cDNA ที่มี
ยีน CYP2A13 (pKKK-∆-23-2A13 ได้รับจาก Assoc. Prof. Dr. Emily Scott จาก University of Kansus)  
 จากนัน้เหน่ียวน าการแสดงออกและท าบริสุทธ์ิเอนไซม์ ratCPR, CYP2A6 และ CYP2A13 (Pouyfung et al., 
2014) และตรวจสอบความบริสุทธ์ิด้วยวิธี Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-
PAGE) 
การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ 

1. การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ cytochrome P450 reductase จากหน ู(rat CPR)  
เอนไซม์ cytochrome P450 reductase เ ป็นเอนไซม์ที่ท าหน้าที่ส าหรับการถ่ายโอนอิ เล็กตรอนจาก 

nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) ไปยงั cytochrome P450  
ท าการบม่เอนไซม์ rat CPR ร่วมกบัสารละลาย 50 µM cytochrome c ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เติม 50 µM 

NADPH เพื่อเร่ิมปฏิกิริยา ติดตามผลการท างานของเอนไซม์ rat CPR ในการขนส่งอิเล็กตรอนกับ cytochrome c                
ให้เปลี่ยนเป็นรูปรีดิวซ์  น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตร น าค่าอัตราการเกิดปฏิกิริยามาค านวณหาค่า
กิจกรรมของปริมาณโปรตีนในปฏิกิริยา (specific activity) ของเอนไซม์ โดยท าการทดลอง 2 ซ า้ ท่ีเป็นอิสระตอ่กนั 
 2. การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13  
 บ่มเอมไซม์ CYP2A6 หรือ CYP2A13 (100 µg/mL) ร่วมกบัเอนไซม์ rat CPR (10 unit) ในสารละลาย 100 mM 
K-Pi buffer pH 7.4 ที่มี Dilaurolphatidyl-choline (DLPC) ทิง้ไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที เติมสารตัง้ต้น 20 µM 
coumarin จากนัน้เติมตัวให้อิเล็กตรอน 50 µM NADPH เพื่อเร่ิมปฏิกิริยา ตรวจวัดปริมาณการเพิ่มขึน้ของผลิตภณัฑ์              
(7-hydroxycoumarin) ซึ่งเป็นปฏิกิริยาการออกซิเดชนัของเอนไซม์ CYP2A6 หรือ CYP2A13 ในการเร่งการเรืองแสงของ
สารตัง้ ต้นไปเป็นผลิตภัณฑ์ในหลอดทดลอง ( In vitro reconstitution assay system) ด้วยเค ร่ือง fluorescence 
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spectroscopy ที่ค่า emission wavelength และค่า excitation wavelength คือ 460 nm และ 355 nm ตามล าดับ เป็น
เวลา 15 นาที ตรวจสอบดคู่าจลนศาสตร์ ในช่วงเวลา 180 วินาที โดยการทดลองควบคมุจะศึกษาการเกิดปฏิกิริยาการ
สร้างผลิตภณัฑ์ เมื่อปราศจากตวัให้อิเล็กตรอน NADPH หรือเอนไซม์ rat CPR หรือเอนไซม์ CYP2A6 โดยทัง้หมดท าการ
ทดลองซ า้สองครัง้ที่เป็นอิสระตอ่กนั  
 
4. การทดสอบความสามารถในการยบัยัง้เอนไซม์ rat CPR ของสารสกัดขิงและมะเฟือง 
  ท าการบม่เอนไซม์ rat CPR ร่วมกบั 50 µM cytochrome c แล้วบม่ร่วมกบัสารสกดัแตล่ะล าดบัสว่น (บิวทานอล 
เอทิลอะซิเตต และชัน้น า้) ของขิงหรือมะเฟืองความเข้มข้นสดุท้าย 50 µg/ml ในสารละลาย 50 mM Tris- HCl buffer pH 
7.5 วดัค่าการดดูกลืนแสงที่คา่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร เติม 50 µM NADPH เพื่อเร่ิมปฏิกิริยา ค านวณค่ากิจกรรม
เอนไซม์ที่เหลืออยู่ เพื่อดูผลการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์เมื่อเปรียบเทียบกบัค่ากิจกรรมของเอนไซม์ rat CPR ปกติ 
(100% remaining activity) ท าการทดลอง 2 ซ า้ ท่ีเป็นอิสระตอ่กนั 
 
5. การทดสอบความสามารถในการยับยัง้เอนไซม์ cytochrome P450 2A6 (CYP2A6) และ (CYP2A13) ของสาร
สกัดขิงและมะเฟือง  
 5.1. ปฏิกิริยา co-incubation  
 ท าการบ่มเอนไซม์ CYP2A6 หรือ CYP2A13 ร่วมกบัเอนไซม์ rat CPR และ DLPC เป็นเวลา 5 นาที จากนัน้บ่ม
ร่วมกบั 100 mM K-Pi buffer pH 7.4, 20 µM coumarin และสารสกดัแตล่ะล าดบัสว่นของขิงหรือมะเฟือง ให้ความเข้มข้น
สดุท้ายเท่ากบั 10, 50 และ 100 µg/ml และเร่ิมปฏิกิริยาโดยเติม 50 µM NADPH วดัค่าการเพิ่มขึน้ 7-hydroxycoumarin 
ค านวณหาค่ากิจกรรมเอนไซม์ที่เหลืออยู่ เพื่อดูผลการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์เมื่อเปรียบเทียบกบัค่ากิจกรรมของ
เอนไซม์ CYP2A6 ปกติ โดยท าการทดลอง 2 ซ า้ ท่ีเป็นอิสระตอ่กนั  
 5.2 ปฏิกิริยา pre-incubation  
 ท าการบ่มเอนไซม์ CYP2A6 หรือ CYP2A13 ร่วมกบัเอนไซม์ rat CPR และ DLPC เป็นเวลา 5 นาที จากนัน้บ่ม
ร่วมกับสารสกดัแต่ละล าดบัส่วนของขิงหรือมะเฟือง ความเข้มข้นสดุท้าย 10, 50 และ 100 µg/ml และ 50 µM NADPH 
เพื่อเร่ิมปฏิกิริยา เป็นเวลา 10, 30 นาที เมื่อครบเวลาเติม 100 mM K-Pi buffer pH 7.4, 20 µM coumarin และเร่ิม
ปฏิกิริยาอีกครัง้โดยเติม 50 µM NADPH วัดค่าการเพิ่มขึน้ของ 7-hydroxycoumarin ค านวณหาค่ากิจกรรมเอนไซม์            
ที่เหลืออยู่ เพื่อดูผลการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์เมื่อเปรียบเทียบกับค่ากิจกรรมของเอนไซม์ CYP2A6 ปกติ โดยท า
การทดลอง 2 ซ า้ ท่ีเป็นอิสระตอ่กนั   
 การทดสอบความสามารถในการยบัยัง้เอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 โดยการเปรียบเทียบด้วยปฏิกิริยา             
co-incubation และ pre-incubation เพื่อต้องการตรวจสอบวา่เป็นการยบัยัง้แบบผนักลบัไมไ่ด้หรือไม ่เนื่องจากการยบัยัง้
แบบผนักลบัไม่ได้แบบ mechanism based เป็นการยบัยัง้โดยตวัยบัยัง้จะจับกบัเอนไซม์ด้วยพนัธะโควาเลนต์ สง่ผลให้
เอนไซม์ไมส่ามารถกลบัคืนสูรู่ปปกติ สญูเสยีคณุสมบตัิของเอนไซม์ได้ จึงเป็นการยบัยัง้ที่สง่ผลยบัยัง้เอนไซม์ได้เป็นอยา่งดี 
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ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล 
จากการศกึษาการแสดงออกและท าบริสทุธ์ิเอนไซม์ cytochrome P450 reductase จากหน ู(rat CPR) ในเซลล์

แบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์  C41 (DE3) ที่ถูกเหนี่ยวน าด้วย 0.2 mM IPTG และท าบริสทุธ์ิโดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟี
แบบจ าเพาะที่มีนิกเกิลเป็นลิแกนด์ พบว่าเอนไซม์ rat CPR บริสทุธ์ิท่ีได้มีขนาดมวลโมเลกุลประมาณ 79 kDa และมีค่า
กิจกรรมของเอนไซม์ rat CPR ในการส่งผ่านอิเล็กตรอนให้กับ cytochrome c ในหลอดทดลองเท่ากับ 39 ± 1.1 µmol 
cytochrome c reduced/min/mg protein ใกล้เคียงกบัท่ีเคยมีรายงานไว้ (Shen et al., 1989) 

ส าหรับเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 ที่เหนี่ยวน าการแสดงออกในเซลล์แบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์  XL-1 
blue ด้วย 0.2 mM IPTG และท าบริสทุธ์ิโดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีแบบจ าเพาะท่ีมีนิกเกิลเป็นลิแกนด์ พบว่าเอนไซม์ 
CYP2A6 และเอนไซม์ CYP2A13 มีมวลโมเลกุลประมาณ 53 kDa และ 54 kDa ตามล าดบั เมื่อท าการศึกษาการท างาน
ของเอนไซม์ CYP2A6 ในการเร่งปฏิกิริยา coumarin 7-hydroxylase ในหลอดทดลองพบวา่ specific activity ของเอนไซม์ 
CYP2A6 มีค่าเท่ากับ 1.87 ± 0.01 µmol 7-hydroxycoumarin/min/mg   ส าหรับการศึกษาการท างานของเอนไซม์ 
CYP2A13 ในหลอดทดลองนัน้ พบวา่ไมส่ามารถตรวจวดัการเพิ่มขึน้ของผลติภณัฑ์ 7-hydroxycoumarin ได้ ทัง้นีอ้าจเกิด
จากอตัราเร็วในการเร่งปฏิกิริยา coumarin 7-hydroxylation ของ CYP2A13 มีค่าต ่ากว่าเอนไซม์ CYP2A6 และเอนไซม์ 
CYP2A13 สามารถเร่งปฏิกิริยายอ่ยสลายของตัง้ต้น coumarin ได้มากกวา่หนึ่งผลิตภณัฑ์ โดย coumarin-3,4-expoxide 
ที่เกิดขึน้ไมเ่สถียรและเปลีย่นรูปได้ง่าย จึงท าให้ตรวจสอบได้ยาก (Schlicht et al, 2009)  ดงันัน้ผู้วิจยัจึงท าการตรวจสอบ
การท างานของเอนไซม์ CYP2A13 ครัง้นี ้โดยศึกษาการเร่งปฏิกิริยาการลดลงของสารตัง้ต้น coumarin และพบว่า 
specific activity ของเอนไซม์ CYP2A13 ในการศกึษาครัง้นีม้ีคา่เทา่กบั 2.31 ± 0.01 µmol coumarin-oxidized/min/mg  

จากการศกึษาฤทธ์ิในการยบัยัง้เอนไซม์ CYP2A6 ของสารสกดัจากขิงและมะเฟือง พบวา่สารสกดัขิงในสว่นสกดั
ชัน้เอทิลอะซิเตต สามารถยับยัง้เอนไซม์ CYP2A6 ได้ดีที่สุดที่ค่า IC50 เท่ากับ 3.40 µg/ml และเมื่อท าการทดสอบโดย
ปฏิกิริยา pre-incubation เป็นเวลา 10 นาที พบว่าส่วนสกัดเอทิลอะซิเตตและส่วนสกัดน า้มีค่า IC50 ลดลงอย่างมี
นยัส าคญั (ตารางที่ 1) ซึ่งแสดงให้เห็นว่าการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ของทัง้สองสว่นสกดัขึน้อยู่กบัตวัให้
อิเลก็ตรอน NADPH (NADPH-dependent inhibition)  
 
ตารางที่ 1   การเปรียบเทียบคา่ IC50 ระหวา่งปฏิกิริยา co-incubation และ pre-incubation ของเอนไซม์ CYP2A6  

    ในแตล่ะสว่นสกดัของขิงและมะเฟือง   

สารตวัอยา่ง 

CYP2A6 
ขิง มะเฟือง 

Co-incubation IC50 
(µg/ml) 

Pre-incubation IC50 
(µg/ml) 

Co-incubation IC50 
(µg/ml) 

Pre-incubation IC50 
(µg/ml) 

สว่นสกดัชัน้เอทิลอะซิเตต 3.39± 0.11 1.80± 0.07* 17.05± 0.07 8.82± 0.23* 
สว่นสกดัชัน้บิวทานอล 4.01± 0.08 3.91±0.19 51.70± 0.07 15.37 ±0.10 
สว่นสกดัชัน้น า้ 36.20± 0.14 29.01±0.28 42.81± 0.06 18.06± 0.13 

 
* คา่ p-value < 0.05 เมื่อทดสอบด้วย student t-test  
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เมื่อท าการทดสอบเพิ่มเติมพบว่าส่วนสกัด เอทิลอะซิเตต และส่วนสกัดน า้ สามารถออกฤทธ์ิยับยัง้แบบ 
concentration dependent และ time dependent ซึ่งเป็นคุณสมบัติท่ีส าคญัท่ีบ่งชีเ้บือ้งต้นว่าสารสกัดออกฤทธ์ิยบัยัง้
แบบ mechanism-based (การยบัยัง้การท างานของเอนไซม์แบบผนักลบัไม่ได้ โดยสารยบัยัง้ถกูเร่งปฏิกิริยาโดยเอนไซม์ 
จากนัน้ผลติภณัฑ์จบัแนน่กบัเอนไซม์ จนเกิดสารประกอบเชิงซ้อนเอนไซม์ที่เสยีสภาพ (dead-end complex)) (Hukkanen 
et al., 2005; Di et al., 2009) (ภาพท่ี 1)  

เมื่อท าการศึกษาฤทธ์ิการยับยัง้เอนไซม์ CYP2A6 ในแต่ละส่วนสกัดของมะเฟือง พบว่าส่วนสกัดชัน้เอทิล             
อะซิเตต ออกฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ CYP2A6 ได้ดีที่สดุ โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 17.05 µg/ml (ตารางที่ 1) เมื่อท าการทดสอบ
โดยปฏิกิริยา pre-incubation เป็นเวลา 10 นาที พบวา่สว่นสกดัเอทิลอะซิเตต บิวทานอล และสว่นสกดัน า้มีคา่ IC50 ลดลง
อย่างมีนยัส าคญั เมื่อท าการทดสอบเพิ่มเติมพบว่าสว่นสกดัเอทิลอะซิเตต บิวทานอล และสว่นสกดัน า้ สามารถออกฤทธ์ิ
ยับยัง้แบบ concentration dependent และ time dependent  ซึ่งเป็นคุณสมบัติที่ส าคัญที่บ่งชีเ้บือ้งต้นว่าสารสกัด                
ออกฤทธ์ิยบัยัง้แบบ mechanism-based (Hukkanen et al., 2005; Di et al., 2009) (ภาพท่ี2) 

ส าหรับเอนไซม์ CYP2A13 พบว่าการยบัยัง้เอนไซม์ในสารสกดัขิงชัน้ บิวทานอล สามารถยบัยัง้การท างานของ
เอนไซม์ CYP2A13 ได้ดีที่สดุ โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 14.27 µg/ml และเมื่อท าการทดสอบโดยปฏิกิริยา pre-incubation      
เป็นเวลา 10 นาที พบว่าสว่นสกดัเอทิลอะซิเตต และสว่นสกดัน า้มีคา่ IC50 ลดลงอย่างมีนยัส าคญั (ตารางที่ 2) นอกจากนี ้
สว่นสกดัเอทิลอะซิเตต และสว่นสกดัน า้ สามารถออกฤทธ์ิยบัยัง้แบบ concentration dependent และ time dependent 
ซึง่เป็นสมบตัิท่ีส าคญัท่ีบง่ชีเ้บือ้งต้นวา่สารสกดัออกฤทธ์ิยบัยัง้แบบ mechanism-based (ภาพท่ี3) 

เมื่อท าการศึกษาฤทธ์ิยบัยัง้กิจกรรมการท างานของเอนไซม์ CYP2A13 ในสารสกดัมะเฟือง พบว่าสว่นสกดัน า้ 
สามารถยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ CYP2A13 ได้ดีที่สดุโดยมีคา่ IC50 เท่ากบั 41.83 µg/ml (ตารางที่ 2 ) อย่างไรก็ตาม
เมื่อท าการทดสอบโดยปฏิกิริยา pre-incubation เป็นเวลา 10 นาที พบว่าค่า IC50 มีการลดลงอย่างมีนยัส าคญั  เมื่อท า
การทดสอบเพิ่มเติมพบว่าส่วนสกัดเอทิลอะซิเตต บิวทานอล และส่วนสกัดน า้ออกฤทธ์ิยับยัง้แบบ concentration 
dependent และ time dependent แสดงให้เห็นว่าสารส าคัญจากมะเฟืองออกฤทธ์ิยับยัง้เอนไซม์ CYP2A13 แบบ 
mechanism-based inhibition (ภาพท่ี4) 
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H2O compared 10 min
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ภาพท่ี 1   เปรียบเทียบความสามารถในการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ของส่วนสกดัเอทลิอะซเิตต บวิทานอล  
                และน า้ของขิงระหวา่งปฏิกิริยา co-incubation กบั pre-incubation ท่ีเวลา 10 นาที การทดลองท าซ า้ทัง้หมดสองครัง้  
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Butanol compared 10 min
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H2O compared 10 min

0 50 100 150
0

50

100

150
Co-incubation

Pre-incubation with NADPH

concentration (g/ml)

%
 R

e
m

a
in

in
g

 a
c
ti

v
it

y

 
ภาพที่ 2  เปรียบเทียบความสามารถในการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ CYP2A6 ของ สว่นสกดัเอทิลอะซิเตต,  

 บิวทานอล และน า้ของมะเฟือง ระหวา่งปฏิกิริยา co-incubation กบั pre-incubation ที่เวลา 10 นาที  
 การทดลองท าซ า้ทัง้หมดสองครัง้ 

 
ตารางที่ 2   การเปรียบเทียบคา่ IC50 ระหวา่งปฏิกิริยา co-incubation และ pre-incubation ของเอนไซม์ CYP2A13  

    ในแตล่ะสว่นสกดัของขิงและมะเฟือง  

สารตวัอยา่ง 

CYP2A13 
ขิง มะเฟือง 

Co-incubation IC50 
(µg/ml) 

Pre-incubation IC50 
(µg/ml) 

Co-incubation IC50 
(µg/ml) 

Pre-incubation IC50 
(µg/ml) 

สว่นสกดัชัน้เอทิลอะซิเตต 27.57± 0.16 11.81± 0.18* 73.95± 0.07 20.44± 0.16* 
สว่นสกดัชัน้บิวทานอล 14.27± 0.20 19.29± 0.19 66.00± 0.13 21.68± 0.17* 
สว่นสกดัชัน้น า้ 19.58± 0.22 14.08± 0.22 41.83± 0.07 26.84± 0.21* 

* คา่ p-value < 0.05 เมื่อทดสอบด้วย student t-test  
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EtOAc compared 10 min
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Butanol compared 10 min
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H2O compared 10 min
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ภาพที่ 3   เปรียบเทียบความสามารถในการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ CYP2A13 ของสารสกดัขิงระหวา่งปฏิกิริยา  
   co-incubation กบั pre-incubation ที่เวลา 10 นาที ในสว่นสกดัเอทิลอะซิเตต บิวทานอล และสว่นสกดัน า้  
   การทดลองท าซ า้ทัง้หมดสองครัง้ 
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H2O compared 10 min
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ภาพที่ 4    เปรียบเทียบความสามารถในการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ CYP2A13 ของสารสกดัมะเฟืองระหวา่ง 
    ปฏิกิริยา co-incubation กบั pre-incubation ที่เวลา 10 นาที ในสว่นสกดัเอซิลอะซิเตต บิวทานอล  

   และสว่นสกดัน า้ การทดลองท าซ า้ทัง้หมดสองครัง้ 
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นอกจากนีไ้ด้มีการตรวจสอบผลของสารสกัดขิงและมะเฟืองต่อการท างานของเอนไซม์ rat CPR ผลของ
การศึกษาพบวา่สว่นสกดัจากขิงในชัน้บิวทานอลและน า้ ไม่สามารถยบัยัง้เอนไซม์ rat CPR แต่ในสว่นสกดัเอทิลอะซิเตต            
ที่ความเข้มข้น 50 µg/ml ส่งผลยับยัง้เอนไซม์ CPR ถึง 45.25% เช่นเดียวกันกับในชัน้บิวทานอล และน า้ของส่วนสกัด
มะเฟืองไม่ยบัยัง้เอนไซม์ rat CPR  แต่ในชัน้เอทิลอะซิเตตสง่ผลยบัยัง้เอนไซม์ rat CPR ถึง 48.57% ดงันัน้การน าขิงและ
มะเฟืองในสว่นสกดั EA ไปใช้ในการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 อาจสง่ผลกระทบตอ่เอนไซม์ 
CYPs อื่นๆ ผา่นทาง CPR ได้ เนื่องด้วย CPR ท าหน้าที่ในการสง่อิเลก็ตรอนให้กบั P450 หลายไอโซฟอร์ม 
 
สรุปผลการวิจัย 

 จากการศึกษาพบว่าเอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 บริสุทธ์ิท่ีได้จากการแสดงออกในแบคทีเรีย E. coli              
สายพนัธุ์ XL-1 blue ถกูยบัยัง้การท างานได้ด้วยสารสกดัจากขิงและมะเฟือง  เมื่อแยกสารสกดัแบบล าดบัสว่น พบวา่สว่น
สารสกดัเอทิลอะซิเตตและสว่นสกดัน า้ของขิงและมะเฟือง  สามารถยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ CYP2A6 และเอนไซม์ 
CYP2A13 ได้โดยกลไกการยบัยัง้แบบผนักลบัไมไ่ด้ เช่นเดียวกนักบัในสว่นสกดับิวทานอลของสารสกดัขิง ออกฤทธ์ิยบัยัง้
เอนไซม์ CYP2A6 และ CYP2A13 แตเ่ป็นการยบัยัง้แบบผนักลบัได้ 

 ส าหรับในสารสกดัมะเฟืองพบวา่ออกฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ CYP2A6 และเอนไซม์ CYP2A13 โดยเมื่อแยกสารสกดั
แบบล าดบัสว่นพบวา่สว่นสกดัทัง้ 3 สว่น ได้แก่ สว่นสกดัเอทิลอะซิเตต บิวทานอล และสว่นสกดัน า้ ออกฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ 
CYP2A6 และเอนไซม์ CYP2A13 แบบผันกลับไม่ได้ อย่างไรก็ตามต้องระวังการน าไปใช้ในส่วนสกัดเอทิลอะซิเตต
เนื่องมาจากได้มีการตรวจสอบพบว่า หากใช้ในปริมาณมากจะสง่ผลยบัยัง้เอนไซม์ CPR ซึ่งเป็นเอนไซม์ส าคญัในการสง่
อิเล็กตรอนให้กบัเอนไซม์ในกลุม่ cytochrome P450 ซึ่งจะท าให้สง่ผลกระทบตอ่เอนไซม์ cytochrome P450 ในกลุม่อื่นๆ
และอาจสง่ผลกระทบตอ่ร่างกายได้ 
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