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Abstract 
 
 Since the inhibition of “bioactivating” Phase-I xenobiotic metabolizing enzymes (XMEs) 
(predominantly Cytochrome P450; CYP) and /or induction of “detoxifying” Phase-II XMEs have been 
long considered important cancer chemopreventive strategies. Many carcinogens are metabolized by CYP 
to chemically reactive electrophilic metabolites that bind to cell membrane, protein, DNA or RNA 
producing carcinogenicity. In the current study, the effect of 6 Thai fruit extracts (Mango;MG, 
Pomelo;PM, Papaya;PY, Mangosteen;MT, Orange;OR and Pineapple;PA) on rat cytochrome P450 (CYP) 
activities was examined in in vitro system. The potential for inhibition of CYP1A2, CYP2B1, CYP2E1 
and CYP3A1 by Thai fruit extracts (0.001-50 mg/mL) was evaluated with pooled rat liver microsomes 
and rat hepatocyte cultures. Furthermore, the potential for induction of UGT1A1 and SULT2A1 was also 
evaualted with rat hepatocyte cultures. Fruit extracts exhibited minimal capacity to inhibit any CYP 
enzyme, compare to the reference inhibitors. PY, PM, MT and OR inhibited the O-deethylation of 7-
ethoxyresorufin, a marker substrate for CYP1A2 with IC50 value of 1.8, 7.9, 25.7 and 28.5 mg/mL in rat 
liver microsomes, respectively. PY, PM, MT, MG and PA also inhibited the O-deethylation of 
benzyloxyresorufin (CYP2B1) in rat microsomes with IC50 value between 1.4 to 15.7 mg/mL. PM, PY, 
PA, OR and MT also strongly inhibited the hydroxylation of p-nitrophenol (CYP2E1) with IC50 value 
between 0.0012 to 2.1 mg/mL. PA and PY were found to be a weak inhibitor of CYP3A1 with IC50 value 
of 0.25 and 0.93 mg/mL, respectively. 
 The potential for inhibition/induction of CYP activity was evaluated by exposing primary 
cultured of rat hepatocytes to Thai fruit extracts (0.1-2.0 mg/mL). Enzymatic activities were performed by 
the direct incubation of hepatocyte suspension with the specific substrates of each CYP. The mean 
activities of CYP1A2, CYP2B1, CYP2E1, CYP3A1, UGT1A1 and SULT2A1 from fruit extract-treated 
hepatocytes were slightly lower than those in the solvent-treated controls but were less than those 
produced by reference inhibitors of these enzymes. In summary, PM and PY has been demonstrated in 
vitro to be a low potent of CYP1A2, both in rat liver microsomes and in vitro in rat hepatocytes. Most of 
all fruit extract (at the dose of 1-2 mg/mL) inhibited the activity of CYP2B1. At 1-2 mg/mL of PY, the 
activity of CYP2E1 was decreased relative to the control. CYP3A1, UGT1A1 and SULT2A1 activities 
were unchanging except PY at the dose of 1-2 mg/mL was slightly increase in activity of UGT1A1. These 
data indicate that XMEs are altering by some Thai fruit extracts in in vitro system (by using liver 
microsomes and rat hepatocytes) and resulting in the decreased carcinogenicity of xenobiotics. Further 
study is ongoing to assess the alteration of Thai fruit extract on XMEs after in vivo administration to rats. 
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List of Abbreviations 
BROD Benzyloxyresorufin-O-Deethylase 
CYP Cytochrome P450 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DMSO Dimethylsulfoxide 
EROD Ethoxyresorufin-O-Deethylase 
HEPES N-[2-hydroxyethyl]piperazine-N’-[2-ethanesulfonic acid] 
HPLC High Performance Liquid Chromatography 
ITS Insulin Transferrin Selenium Supplement Premix 
MG    Mango (Mangifera indica) 

MT    Mangosteen (Garcinia mangostana) 
OD Optical Density 
OR    Orange (Citrus reticulata) 
PBS Phosphate Buffered Saline 
PA    Pineapple (Ananas comosus) 
PM    Pomelo (Citrus maxima) 
PY    Papaya (Carica papaya) 
TRIS Tris (hydroxymethyl)-Aminomethane 
S.D. Standard Deviation 
SEM  Standard Errer of Means 
SULT  Sulfotransferase 
UGTs   UDP-glucuronosyltransferase  
XMEs   Xenobiotic Metabolizing Enzymes 
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บทคัดย่อ 
 

การยบัย ั้งขบวนการ bioactivating ของเอนไซมใ์นกลุ่มท่ีเรียกวา่ xenobiotic metabolizing enzymes 
(XMEs) ในขั้นตอนท่ี 1 ซ่ึงส่วนใหญ่คือเอนไซมไ์ซโตโครม (CytochromeP450; CYP) และ/หรือ การ
เหน่ียวน าการขจดัออกของสารในขั้นตอนท่ี 2 หรือท่ีเรียกวา่ detoxifying เป็นท่ีรู้จกัอยา่งแพร่หลายวา่มี
ความส าคญัในแง่การป้องการการเกิดมะเร็ง เน่ืองจากการยบัย ั้งหรือการเหน่ียวน าดงักล่าวจะไปช่วยลดการ
สร้างสารตวักลางท่ีชอบอิเล็คตรอน (eletrophilic intermediates) ซ่ึงสามารถท าอนัตรายต่อเยือ่หุม้เซลล์ 
โปรตีน สารพนัธุกรรมดีเอ็นเอ หรืออาร์เอ็นเอ จนน าไปสู่การเปล่ียนแปลงจากเซลลป์กติเป็นเซลลม์ะเร็งได้
การศึกษาผลของสารสกดัผลไมไ้ทย 6 ชนิด ไดแ้ก่ มะม่วง ส้มโอ มะละกอ มงัคุด ส้ม และสัปปะรด ต่อ
ความสามารถในการยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ซโตโครมในตบั (CYP1A2, 2B1, 2E1 และ 3A1) วดัโดย
ใชก้าร incubate กบัสารตั้งตน้ท่ีจ  าเพาะในแต่ละกลุ่มยอ่ยของเอนไซมโ์ดยมีไมโครโซมและเซลลต์บั
เพาะเล้ียงเป็นแหล่งของเอนไซม ์ นอกจากน้ียงัท าการทดลองเพื่อวดัผลของสารสกดัผลไมต่้อความสามารถ
ในการเหน่ียวน าการท างานของเอนไซมใ์น phase II ไดแ้ก่ เอนไซม ์UGT1A1 และ SULT2A1 อีกดว้ย สาร
สกดัผลไมมี้ความสามารถในการยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ซโตโครม โดยเฉพาะสารสกดัมะละกอและ
สัปปะรด อยา่งไรก็ตามเม่ือเปรียบเทียบกบัสารยบัย ั้งมาตรฐาน พบวา่สารสกดัผลไมจ้ดัเป็นสารยบัย ั้งอยา่ง
อ่อน ในเซลลต์บัเพาะเล้ียงหนูพบวา่ สารสกดัผลไมบ้างชนิดเท่านั้นท่ีมีผลต่อการท างานของเอนไซม ์ เช่น 
ส้มโอ มะละกอ มะม่วงและส้มลดการท างานของเอนไซม ์CYP1A2 ดว้ยค่า IC50 เทา่กบั 1.8, 7.9, 25.7 และ 
28.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั สารสกดัผลไมเ้กือบทุกชนิดมีผลลดการท างานของ CYP2E1 ในขณะ
ท่ีสารสกดัผลไมส่้วนใหญ่ไม่มีผลต่อ CYP3A1 ยกเวน้สัปปะรดและมะละกอแสดงค่า IC50 เทา่กบั0.25 และ 
0.93 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรตามล าดบั 

ในการทดลองเพื่อประเมินความสามารถในการยบัย ั้งหรือเหน่ียวน าเอนไซมโ์ดยใชเ้ซลลต์บั
เพาะเล้ียงหนูท าโดยการ incubate สารตั้งตน้กบัสารสกดัผลไมใ้นขนาด 0.1 ถึง 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร
เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุมท่ีไม่ใส่สารสกดั พบวา่สารสกดัผลไมมี้ผลต่อเอนไซมค์่อนขา้งนอ้ยเม่ือเทียบกบั
สารมาตรฐานโดยสรุปพบวา่ส้มโอและมะละกอลดการท างานของ CYP1A2 สารสกดัผลไมเ้กือบทุกชนิดมี
ผลลดการท างานของ CYP2B1มะละกอลดการท างานของ CYP2E1 สารสกดัผลไมไ้ม่มีผลเปล่ียนแปลงการ
ท างานของเอนไซม ์ CYP3A1, UGT1A1 และSULT2A1 ยกเวน้มะละกอท่ีขนาด 1-2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร
สามารถเพิ่มการท างานของ UGT1A1ได ้ 

จากผลดงักล่าวบ่งช้ีวา่ สารสกดัผลไมมี้ผลต่อการเปล่ียนแปลงการท างานของเอนไซมต์บัในบาง
เอนไซม ์ ท าใหมี้โอกาสลดการเกิดสารก่อมะเร็ง (carcinogenicity) ท่ีอาศยัเอนไซมด์งักล่าวในปฏิกิริยาการ
เปล่ียนแปลงจาก procarcinogen เป็น carcinogen อยา่งไรก็ตามเพื่อยนืยนัผลของสารสกดัผลไมต่้อการ
ท างานของเอนไซมด์งักล่าว การท าการทดลองในหนู (in vivo study)โดยการป้อนสารสกดัผลไมท้างปากจะ
ช่วยใหไ้ดค้  าตอบท่ีกระจ่างชดัข้ึน 
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บทที ่1 

บทน าและการทบทวนวรรณกรรมที่เกีย่วข้อง 
1.1  ความส าคัญ และทีม่าของปัญหา 

สารท่ีมีคุณสมบติัความเป็น chemoprevention นั้นเป็นความหวงัอยา่งหน่ึงในการควบคุมการเกิด
โรคมะเร็งโดยมุ่งหวงัวา่สารจากธรรมชาติหรือสารสังเคราะห์เหล่าน้ีจะมีความสามารถยบัย ั้งขบวนการการ
เกิดสารก่อมะเร็งในร่างกาย (carcinogenic processes) ได ้ ตวัอยา่งสารท่ีมีคุณสมบติัน้ีเช่นสารในกลุ่ม 
polyphenol, flavoniods เป็นตน้ซ่ึงพบไดท้ัว่ไปในผกัและผลไม ้ โดยสารเหล่าน้ีมีทั้งฤทธ์ิ antioxidant และ 
anticarcinogenic เม่ือทดลองในหลอดทดลอง (in vitro) และผลในสัตวท์ดลอง (in vivo studies) (Greenwald 
P และคณะ ค.ศ.2001; Breinholt VM และคณะ ค.ศ.2002; Chen C และ Kong AN ค.ศ.2004; Gurey BJ และ
คณะ ค.ศ.2004; Canistro D และคณะ ค.ศ. 2009) 

ในขบวนการการเกิดสารก่อมะเร็งในร่างกายนั้นร่างกายอาศยัเอนไซมส์ าคญัในขบวนการการเปล่ียน 
แปลงสารท่ีเขา้สู่ร่างกายในขั้นตอนแรก (Phase I metabolism) คือกลุ่มเอนไซมใ์นตบัท่ีช่ือ ไซโตโครมพี 450 
(Cytochrome P450; CYP) จากนั้นสารท่ีถูกเปล่ียนในร่างกายจะมีความสามารถสูงในการจบักบัโมเลกุล
ขนาดใหญ่ในร่างกายเช่นสารพนัธุกรรม DNA RNA หรือโปรตีน (Melendez-Colon VJ และคณะ ค.ศ.1999)
ยกตวัอยา่งเช่น benzo [a] pyrene ถูกเปล่ียนเป็นสารตวักลาง benzo (a)pyrene-7,8-diol, 9, 10-epoxide 
[BPDB] โดยอาศยั CYP1A (Kang ZC และคณะ ค.ศ.1999) สาร Olefins และ halogenated hydrocarbons 
อาศยัการ activate โดยใชเ้อนไซม ์CYP2B1 หรือ AflatoxinB1 เปล่ียนแปลงโมเลกุลโดยอาศยั CYP3A เป็น
ตน้ (Lee SK และคณะ ค.ศ.1999) ส่วนเอนไซมท่ี์ใชใ้นขั้นตอนท่ีสองของการขจดัสาร (Phase II metabolism) 
จะท าหนา้ท่ีเช่ือมต่อ (conjugate) กบัสารอ่ืนๆในร่างกาย เช่น glucuronide, sulphate, amino acid, glutathione 
เป็นตน้ โดยมีเอนไซมท่ี์ส าคญัคือ UDP-glucuronosyltransferase (UGTs) (Galijatovic A และคณะ ค.ศ.2001) 
และ sulfotransferase (SULT) ทั้งน้ีเพื่อท าใหล้ะลายน ้าไดง่้ายข้ึนและขจดัออกจากร่างกายไดเ้ร็วข้ึนนัน่เอง 
ดงันั้นสารธรรมชาติท่ีจะถูกพิจารณาใหมี้คุณสมบติัเป็น chemopreventive จะตอ้งมีความสามารถในการขบั
สารพิษทิ้ง (detoxification) โดยเป็น phase II induction (Talalay P และคณะ ค.ศ.1988; Marchetti F และ
คณะ ค.ศ.2001; Fukao T และคณะ ค.ศ.2004) และมีฤทธ์ิยบัย ั้งการเปล่ียนสารจาก procarcinogen เป็น 
carcinogen นัน่คือมีคุณสมบติัเป็น CYP inhibitor นัน่เอง (Murakami A และคณะ ค.ศ.1999) 

อยา่งท่ีทราบกนัดีวา่ การเกิดเซลลม์ะเร็ง (Carcinogenesis) เร่ิมจากเซลลป์กติท่ีเปล่ียนรูปร่าง
กลายเป็น mutant cells ซ่ึงเซลลเ์หล่าน้ีถา้เขา้สู่กระบวนการ tumor promotion จะกลายเป็น benign tumor 
cells และพฒันาต่อจนเป็น malignant cells มีผลการทดลองมากมายท่ีสนบัสนุนวา่ สารส าคญัในผกั ผลไม ้
ธญัพืช กากใยอาหาร สารอาหารโมเลกุลขนาดเล็ก (micro-nutrients) และกรดไขมนั มีส่วนป้องกนัการเกิด
มะเร็ง (Kim Y และคณะ ค.ศ.2007) ยกตวัอยา่งสารจ าพวก flavonoids, phenolic acids, oleanolic acids, 
ursolic acids ซ่ึงมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ (antioxidant activities) และมีส่วนเก่ียวขอ้งยบัย ั้งกระบวนการการ
เกิดเซลลม์ะเร็ง ยกตวัอยา่งเช่น flavonoids บางชนิด (kaempferol, diosmetin, theaflavin, and biochanin A) 
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สามารถยบัย ั้งกระบวนการการเปล่ียน procarcinogen เป็น carcinogen ท่ี phase I enzymes (โดยเฉพาะอยา่ง
ยิง่คุณสมบติัการยบัย ั้งท่ี cytochrome P450) (Guengerich FP และ Shimada T ค.ศ.1991;Seiss MH และคณะ 
ค.ศ.1995; Obermeier MT และคณะ ค.ศ.1995 Foster BC และคณะ ค.ศ.2003) หรือ flavonoids จากอาหาร 
เช่น naringenin, quercetin, biochanin A, and prenylchalcones สามารถกระตุน้กระบวนการก าจดัสารพิษ
หรือสารก่อมะเร็ง (detoxification) โดยกระตุน้ท่ี phase II enzymes ( Eaton EA และคณะ ค.ศ.1996; Conney 
AH ค.ศ.2003 Machala M และคณะ ค.ศ.2001) (ดงัแผนภาพดา้นล่าง) 
 

 
แผนภาพที่ 1 แสดงความสามารถของสารกลุ่ม Flavonoids ท่ีมีผลยบัย ั้งหรือกดกระบวนการการเกิด
เซลลม์ะเร็งไดใ้นหลายขั้นตอน (รวบรวมจาก Lee SK และคณะ ค.ศ.1999; Machala M และคณะ ค.ศ.2001; 
Hodek P และคณะ ค.ศ.2002) 

 
โดยทัว่ไปผลไมใ้นธรรมชาติมีประโยชน์ต่อสุขภาพในแง่ท่ีป้องกนัการเส่ือมของอวยัวะต่างๆของ

ร่างกาย ซ่ึงเป็นผลมาจากสารอาหาร วิตามิน หรือสารส าคญัอ่ืนๆในผลไม ้ ท่ีมีฤทธ์ิ antioxidant, (Vinson JA
และคณะ ค.ศ.2001, Kaur C และ Kapoor HC  ค.ศ.2001) antimutagenic และ anticarcinogenic (Murakami A 
และคณะ ค.ศ.1999) เป็นตน้ อยา่งไรก็ตามยงัไม่มีรายงานท่ีชดัเจนถึงผลของผลไมไ้ทยท่ีมีการบริโภคอยา่ง
แพร่หลายเช่น มะม่วง ส้มโอ มะละกอ มงัคุด ส้ม และสับปะรด ต่อการท างานของเอนไซมไ์ซโตโครม
ดงักล่าวขา้งตน้ ดงันั้นการวิจยัน้ีจึงมุ่งหวงัท่ีจะศึกษาผลของสารสกดัจากผลไมไ้ทยต่อเอนไซมไ์ซโตโครมพี 
450 (Cytochrome P450; CYP) ในตบัโดยเฉพาะอยา่งยิง่เอนไซมใ์นกลุ่มยอ่ย CYP1A, CYP2B, CYP2E และ 
CYP3A ท่ีมีความส าคญัต่อการเปล่ียนสารก่อมะเร็งในร่างกาย ทั้งน้ียงัศึกษาผลต่อเอนไซมใ์น Phase II 
metabolism ควบคู่กนัดว้ย เพื่อหาวา่สารส าคญัในผลไมไ้ทยนั้นมีคุณสมบติัเป็น  chemopreventive ได้
หรือไม่นัน่เอง 
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ดงันั้น ผูว้จิยัจึงตั้งสมมติฐานวา่ การบริโภคผลไมไ้ทยซ่ึงมีส่วนประกอบส าคญัเป็น กากใยอาหาร 
สารอาหารโมเลกุลขนาดเล็ก (micro-nutrients) กรดไขมนั flavonoids, phenolic acids จะสามารถมีผลยบัย ั้ง 
phase I enzymes นัน่คือมีคุณสมบติัเป็น CYP inhibitor และ/หรือกระตุน้การท างานของ phase II enzymes 
ท าใหเ้ร่งการขจดัออกของสารท่ีมีฤทธ์ิก่อเซลลม์ะเร็งซ่ึงอาจส่งผลโดยรวมในการป้องกนัการเกิดมะเร็งได้
นัน่เอง  
 
1.2 วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 

1.2.1 เพื่อประเมินความสามารถของสกดัมะม่วง (Mango; Mangifera indica) ส้มโอ (Pomelo; 
Citrus maxima) มะละกอ (Papaya; Carica papaya) มงัคุด (Mangosteen; Garcinia mangostana) ส้ม 
(Tangerine; Citrus reticulata) และสับปะรด (Pineapple; Ananas comosus) ในการยบัย ั้งเอนไซม ์
CytochromeP450 ในกลุ่มยอ่ย CYP1A, CYP2B, CYP2E และ CYP3A โดยวดัจากค่า IC50 (The half 
maximal Inhibitory Concentration) ท่ีไดจ้ากการท าการทดลองใน microsome จากหนู 

1.2.2 เพื่อหาค่าการเปล่ียนแปลงทางเภสัชจลนศาสตร์ของเอนไซม ์ Cytochrome P450 เช่น binding 
efficiency (Km), maximum velocity (Vmax) ซ่ึงสามารถน าไปค านวณค่า inhibition constant (Ki) และหา type 
of inhibition ท่ีเกิดจากสารสกดัมะม่วง ส้มโอ มะละกอ มงัคุด ส้ม และสับปะรด 

1.2.3 เพื่อวดัความสามารถในการยบัย ั้งหรือเหน่ียวน าเอนไซมใ์น phase II metabolism ของสารสกดั
มะม่วง ส้มโอ มะละกอ มงัคุด ส้ม และสับปะรด 

1.2.4 ผลดงักล่าวสามารถน ามาอธิบายฤทธ์ิตา้นมะเร็งในแง่ของการเป็น chemoprevention ของสกดั
มะม่วง ส้มโอ มะละกอ มงัคุด ส้ม และสับปะรดได ้
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บทที ่2 
ระเบียบวธีิวจิยั 

 
 2.1 การเตรียมสารมาตรฐาน 

 เตรียมสารละลายมาตรฐานโดยละลายในตวัท าละลายท่ีเหมาะสม โดยสารละลายมาตรฐาน
ดงักล่าวใชเ้ป็นสารตั้งตน้ (substrates) หรือสารผลิตภณัฑ ์ (products or metabolites) เพื่อสร้าง standard 
curve รวมถึงสารยบัย ั้งมาตรฐาน (Reference inhibitors) ท่ีเก่ียวขอ้งกบัปฏิกิริยาการเปล่ียนสารตั้งตน้เป็น
สารผลิตภณัฑโ์ดยอาศยัการท างานของเอนไซม ์ Cytochrome P450 (CYP activities) ใน 4 เอนไซมย์อ่ยคือ 
CYP1A, 2B, 2E และ 3A ทั้งน้ีสารตั้งตน้ สารผลิตภณัฑห์รือสารยบัย ั้งมาตรฐานท่ีเลือกใชจ้ดัเป็นสารท่ีมี
ความจ าเพาะเจาะจง (selectivity) ต่อเอนไซมด์งักล่าวขา้งตน้ (Rendic S และ Di Carlo FJ ค.ศ.1997) 
  
 2.2 การเตรียมสารสกดัผลไม้ 

  น าผลไมแ้ต่ละชนิดมาลา้งท าความสะอาด เอาส่วนเปลือกออก น าส่วนเน้ือท่ีรับประทานมาหัน่
เป็นช้ินเล็กๆ ชัง่น ้าหนกั บดแลว้ละลายดว้ยน ้าจากนั้นกรองดว้ยผา้ขาวบาง ชัง่น ้าหนกักากท่ีเหลือ น าเฉพาะ
ส่วนท่ีเป็นน ้าผลไมไ้ประเหยแหง้ดว้ยเคร่ืองท าแหง้แบบแช่แขง็ (Freeze dryer) ยีห่อ้ Heto รุ่น PowerDry 
LL3000 เป็นเวลา 5 วนั (120 ชัว่โมง) จากนั้นชัง่น ้าหนกัผงผลไมแ้หง้เพื่อหาค่า % yield  
   

2.3 ท า Finger print เพือ่หาคุณลกัษณะ (Characteristic) ของสารสกดัผลไม้ที่ใช้ในการวจัิย 
(ภาคผนวก ก.) 

 ละลายผงสารสกดัผลไมแ้ต่ละชนิดใหมี้ความเขม้ขน้ 5 mg/mL กรองผา่น filter syringe ขนาด 0.45 
micron จากนั้นฉีดสารละลายปริมาตร 100 µL เขา้สู่ระบบ HPLC (Kelebek H และคณะ ค.ศ.2009) 
 
 2.4 วเิคราะห์ค่า Total Polyphenol โดยวธีิของ Folin Ciocalteuในสารสกดัผลไม้ (ภาคผนวก ข) 

ท าการวดัปริมาณ total polyphenols โดยวธีิ Folin-Ciocalteu reagent method (ค.ศ.1912) และ
ปริมาณ condense tannin โดยวธีิ Julkunen-Tiitto’s method (ค.ศ.1996) 
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2.5 ผลของสารสกดัผลไม้ต่อการท างานของเอนไซม์ CYP ในหนู 
    ทดสอบความสามารถในการยบัย ั้ง CYP โดยวดัค่าทางเภสัชจลนศาสตร์ของเอนไซม ์ เช่น IC50, Km, 
Vmax, Ki, type of inhibition เป็นตน้ ท าการทดลองในหลอดทดลอง (in vitro) โดยใช ้pool liver microsome 
ท าการเตรียม liver microsome โดยการป่ันช้ินตบัใน homogenization buffer (50mM Tris–HCl, 150mM 
KCl, 2mM EDTA, pH 7.4) น า homogenate ท่ีไดป่ั้นเหวี่ยงท่ีความเร็วสูง (100,000g นาน 1 ชัว่โมง) เพื่อแยก 
microsomes น ามาละลายใน phosphate buffer pH 7.4 เก็บท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสจนกวา่จะใชท้  าการ
ทดลอง 
 

การวดั Cytochrome P450 activities 
CYP1A2 ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD) activity  
วดั Microsomal ethoxyresorufin-O-deethylation (EROD) โดยอา้งอิงจากวธีิการของ Burke MD 

และคณะ (ค.ศ.1985) ดงัน้ี ใช ้ microsomes จากตบั (0.04 mg protein) incubated กบัสารตั้งตน้ 7-
ethoxyresorufin (6.5M) นาน 5 นาที ท่ี 37 ◦C โดยท่ีปริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 100L เร่ิมตน้ปฏิกิริยาโดยการ
เติม NADPH (2mM) และหยดุปฏิกิริยาโดยการเติม ZnSO4 (87mM) และ  Ba(OH)2 (79 mM) จากนั้นป่ัน
เหวีย่ง ท่ี 800g เป็นเวลา 5 นาที เพื่อก าจดัโปรตีนท่ีตกตะกอน สาร fluorescent metabolite ท่ีไดจ้ากปฏิกิริยา
คือ resorufin สามารถวดัการดูดกลืนแสง fluorescent ท่ีความยาวคล่ืน excitation 530 และ emission 580 nm 
ผลการทดลองท่ีไดจ้ะแสดงเป็น pmol resorufin formed/min/mg microsomal proteins 

CYP2B benzyloxyresorufin-O-deethylase (BROD) activity 
 ท าการทดลองเช่นเดียวกนักบัขา้งตน้เพียงเปล่ียนใชส้ารตั้งตน้เป็น benzyloxyresorufin (20.5M)  

CYP2E1 paranitrophenol hydroxylation (PNP-OH) activity 
อา้งอิงตามวธีิของ Allis JW และ Robinson BL (ค.ศ.1994) โดยวดัอตัราการเกิดผลิตภณัฑ ์

(metabolite) คือ 4-nitrocatechol ภายใน 30 นาที เม่ือท าการ incubate microsomes (0.1 mg protein) กบัสาร
ตั้งตน้ p-nitrophenol (0.5 mM) และ NADPH (1 mM) ท่ี 37 ◦C โดยท่ีปริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 500L หยดุ
ปฏิกิริยาโดยการเติม 50% trichloroacetic acid จากนั้นป่ันเหวีย่ง ท่ี 800g เป็นเวลา 5 นาที น าเอาเฉพาะส่วน
สารละลาย (supernatant) เติม NaOH (10 M, 20 L) ก่อนท าการวดัการดูดกลืนแสงท่ี 530 nm ผลการทดลอง
ท่ีไดจ้ะแสดงเป็น pmol ของ 4-nitrocatechol formed/min/mg microsomal proteins 
 

CYP3A-dependent testosterone 6-hydroxylase activity (6- Testo-OH)  
อา้งอิงตามท่ีรายงานโดย Pearce RE และคณะ (ค.ศ.1996) โดยการ incubate microsomes (0.1 mg 

protein) กบั testosterone (0.25 mM) และ NADPH (2 mM) เป็นเวลา 8 นาทีท่ี 37 ◦C โดยท่ีปริมาตรสุดทา้ย
เท่ากบั 250L หยดุปฏิกิริยาโดยการเติม acetonitrile (แช่เยน็จดั) จากนั้นป่ันเหวีย่ง ท่ี 800g เป็นเวลา 5 นาที 
วเิคราะห์ตวัอยา่งโดยใช ้HPLC กบั UV spectrophotometric detection ท่ี 230 nm ผลการทดลองท่ีไดจ้ะแสดง
เป็น pmol ของ 6-hydroxy testosterone formed/min/mg microsomal proteins 
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การหาค่า The half maximal Inhibitory Concentration (IC50) 
ในการหาค่า IC50 ในเบ้ืองตน้ท าไดโ้ดยการใชค้วามเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสารตั้งตน้ (ความเขม้ขน้ท่ี 

Km ของแต่ละปฏิกิริยา) ดงัน้ี ethoxyresorufin (1 M), benzyloxyresorufin (4M), testosterone (100M) 
และ p-nitrophenol (100 M) จากนั้นเลือกสารสกดัของผลไมแ้ต่ละชนิดท่ี high capacity/low affinity 
components (ความเขม้ขน้สุดทา้ยของสารสกดัเท่ากบั 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 2, 5, 10 mg/mL) ใชส้าร -
naphthoflavone, proadifen, disulfiram และ ketoconazole เป็นสารยบัย ั้งมาตรฐาน (selective inhibitors) ของ 
CYP1A, CYP2B, CYP2E และ CYP3A activity ตามล าดบั (Rendic S และ Di Carlo FJ ค.ศ.1997) ค่า IC50 
ของสารยบัย ั้งมาตรฐาน และของสารสกดัผลไมว้ดัจากกราฟโดยวธีิ nonlinear regression analysis โดยพลอ
ตระหวา่งค่าความเขม้ขน้ของสารสกดัในหน่วยลอการิทึม (logarithm of inhibitor concentration) กบัร้อยละ
ของความสามารถของเอนไซมใ์นการเปล่ียนแปลงสารตั้งตน้ท่ีเหลืออยู ่ (percentage of remaining activity) 
โดยใชโ้ปรแกรม GrapPadPrism3 (GrapPad Co.Ltd., USA) ความสามารถของเอนไซมใ์นการเปล่ียนแปลง
สารตั้งตน้เม่ือไม่ไดเ้ติมสารสกดัผลไม ้ (กลุ่มควบคุม) จะคิดเป็นร้อยละร้อย ผลการทดลองในแต่ละความ
เขม้ขน้ของสารสกดัผลไมจ้ะท าการทดลองซ ้ าอยา่งนอ้ย 3 คร้ัง 

การวดัค่า enzyme kinetics 
เพื่อหาค่า binding efficiency (Km), maximum velocity (Vmax), inhibition constant (Ki) และหา type 

of inhibition ท าไดโ้ดยการเพิ่มและลดความเขม้ขน้ของสารตั้งตน้ในแต่ละเอนไซม ์ 4–5 ความเขม้ขน้ โดยมี
ความเขม้ขน้เท่ากบั Km/4, Km/2, Km, 2Km และ 4Km เป็นตน้จากนั้น incubated กบัสารยบัย ั้งมาตรฐาน 
และของสารสกดัผลไมห้ลายๆความเขม้ขน้ วาดกราฟเพื่อหาค่า binding efficiency (Km), maximum velocity 

(Vmax) โดยใชว้ธีิ best-fit least-squares linear regression พลอตระหวา่งความเร็วในการเปล่ียนสารตั้งตน้กบั
ความเขม้ขน้ของสารสกดัผลไม ้ (Lineweaver–Burk plots) ส่วน inhibition constant (Ki) และ type of 
inhibition หาจาก second plot ของความชนัจากกราฟ Lineweaver–Burk plots กบั ความเขม้ขน้ของสารสกดั
ผลไม ้ 

Statistics 
ความแตกต่างระหวา่งกลุ่มทดลองท าไดโ้ดยวธีิ one-way analysis of variance และ the student 

Newman–Keuls multiple range test (SigmaStatTM, SPSS Science, Chicaco, IL, USA). The level of 
significance พิจารณาท่ี p < 0.05 

 
2.6 ผลของสารสกดัผลไม้ต่อการท างานของเอนไซม์ CYP ในเซลล์ตับเพาะเลีย้งของหนู 
ทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งเอนไซม ์CYP ใน phase I metabolism ของสารสกดัผลไมไ้ทยท า

การทดลองในหลอดทดลอง (in vitro) โดยใช ้rat hepatocyte suspension culture 
การแยกเซลลต์บัหนูและเพาะเล้ียงเซลล ์
ท าการดมยาสลบหนูขาวสายพนัธ์ุ Wistar เพศผู ้ อาย ุ 8 สัปดาห์ ผา่ตดัเพื่อเปิดหนา้ทอ้ง จากนั้นท า

การ cannulate ผา่น hepatic vein ท าการ clamp จากนั้น pump perfusion buffer (ประกอบดว้ย EGTA, NaCl, 
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KCl, Na2HPO4, HEPES) ท่ีความเร็ว 20 มิลลิลิตรต่อนาที ขณะเปิด pump on ท าการตดัเส้นเลือด superior 
vena cava เพื่อใหส้ารละลายท่ีผา่นตบัไหลออก จากนั้นแยกเซลลโ์ดยใชก้าร perfuse เอนไซม ์collagenase ท่ี 
37 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที ตดัช้ินตบัท่ียอ่ยแลว้ดว้ยกรรไกร ชะดว้ยสารละลาย HBSS ท าการกรองเพื่อ
คดัแยกเฉพาะ hepatocyte suspension ดว้ยตะแกรงขนาด 400-500, และ 100 ไมครอน น าเซลลท่ี์ไดป่ั้นเหวีย่ง
ท่ีความเร็ว 100 g, 25 องศาเซลเซียส เพื่อตกตะกอน hepatocyte suspension เจือจางดว้ย Williams’E culture 
medium ท่ีมีส่วนผสมของ fetal calf serum 10%, insulin 4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร, dexamethasone 0.1 ไม
โครโมล และ Penicillin 100 ยนิูตต่อมิลลิลิตร Streptomycin 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ใช ้ hepatocyte 
suspension (20 ไมโครลิตร) ยอ้มสีดว้ย tryptan blue (20 ไมโครลิตร) เพื่อนบัจ านวนเซลลท่ี์มีชีวติ หา % 
viability โดยตอ้งมีค่ามากกวา่ 80%  ถา้ % viability นอ้ยกวา่ 80% ท าการแยกเซลลต์บัท่ีตายออก (ยอ้มติดสี 
tryptan blue) โดยใชส้ารละลาย 90% Percoll แลว้ป่ันเหวีย่งท่ี 170 g นาน 20 นาที น าเซลลต์บัหนูท่ีแยกไดไ้ป
เพาะเล้ียงใน plate ขนาด 96 หลุมๆละ 100,000 เซลล ์เพื่อทดสอบการท างานของเอนไซม ์CYPs ร่วมกบัสาร
สกดัผลไม ้ 

 
ท าการทดสอบผลของสารสกดัผลไมต่้อการท างานของเอนไซม ์ cytochrome P450 โดยแบ่งกลุ่ม

การทดลองเป็น กลุ่มควบคุม (control) กลุ่มทดลองโดยละลายสารสกดัผลไมท่ี้ 3 ความเขม้ขน้ 0.1, 1 และ 2 
mg/mL หรือกลุ่มสารยบัย ั้งมาตรฐาน (Reference CYP inhibitor) เช่น -naphthoflaven (10 ไมโครโมล
ส าหรับ CYP1A2) metyrapone (50 ไมโครโมลส าหรับ CYP2B1) disulfiram (10 ไมโครโมลส าหรับ 
CYP2E1) ketoconazole (1 ไมโครโมลส าหรับ CYP3A) ลงใน Williams’E culture medium โดยใหมี้ปริมาณ
ตวัท าละลาย dimethylsulfoxide เท่ากบั 0.1% (ท าการทดลองซ ้ า 3 คร้ัง) 

การวดัการท างานของเอนไซม ์cytochrome P450 
ท าการ incubate สารตั้งตน้ในแต่ละปฏิกิริยา เพื่อวดัการท างานของเอนไซม ์ CYP ในตบั เช่น 7-

Ethoxyresorufin 6.5 ไมโครโมลส าหรับ CYP1A2, Benzyloxyresorufin 20.5 ไมโครโมลส าหรับ CYP2B, 
testosterone 250 ไมโครโมลส าหรับ CYP3A, และ p-nitrophenol 500 ไมโครโมลส าหรับ CYP2E1 น า 96 
well-plate เขา้ตู ้ incubator ท่ีควบคุมความช้ืนและปริมาณอากาศต่อก๊าซคาร์บอนไดออกไซดเ์ท่ากบั 95% ต่อ 
5% ตามล าดบั นาน 30 นาที ท าการหยดุปฏิกิริยาโดยการเติม Methanol แช่เยน็ จากนั้นน าไปป่ันเหวีย่งท่ี 
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1500 g 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จากนั้นน าส่วนสารละลายใสไปวเิคราะห์หาปริมาณผลิตภณัฑ ์
(metabolite) ท่ีไดจ้ากปฏิกิริยา  

 
2.7 ผลของสารสกดัผลไม้ต่อการท างานของเอนไซม์ UGT และ SULT ในเซลล์ตับเพาะเลีย้งของ

หนู 
ทดสอบความสามารถในการเหน่ียวน าเอนไซมใ์น phase II metabolism ของสารสกดัผลไมไ้ทยท า

การทดลองในหลอดทดลอง (in vitro) โดยใช ้rat hepatocyte monolayer culture 
จากเซลลต์บัหนูท่ีแยกไดด้งักล่าวท่ีละลายใน Williams’E culture medium ท่ีมีส่วนผสมของ fetal 

calf serum 10%, insulin 4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร, dexamethasone 0.1 ไมโครโมล และ Penicillin 100 ยนิู
ตต่อมิลลิลิตร Streptomycin 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรทิ้งใหเ้ซลลเ์รียงตวัเป็นชั้นเดียว (monolayer) นาน 4 
ชัว่โมง จากนั้นเปล่ียนใส่ Williams’E culture medium ท่ีไม่มีส่วนผสมของ fetal calf serum ท าการทดสอบ
ผลของสารสกดัผลไมต่้อการท างานของเอนไซมใ์น phase II metabolism คือ UGT1A1 และ SULT2A1 โดย
แบ่งกลุ่มการทดลองเป็น กลุ่มควบคุม (control) กลุ่มทดลองโดยละลายสารสกดัผลไมท่ี้ 3 ความเขม้ขน้ 0.1, 
1 และ 2 mg/mL หรือกลุ่มสารกระตุน้มาตรฐาน (Reference inducer) คือ phenobarbital (1000 ไมโคร
โมลหรือ 0.23 mg/mL) นาน 72 ชัว่โมงในตู ้ incubator ท่ีควบคุมความช้ืนและปริมาณอากาศต่อก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซดเ์ท่ากบั 95% ต่อ 5% ตามล าดบั โดยท าการเปล่ียน medium ท่ีมีสารสกดัผลไมห้รือ 
inducer ทุก 24 ชัว่โมง ท าการ incubate สารตั้งตน้ในแต่ละปฏิกิริยา เพื่อวดัการท างานของเอนไซมส์ าคญัใน 
phase II metabolism ดงัน้ี Estradiol (100 ไมโครโมล) ส าหรับ UGT1A1 และ Ethynylestradiol (5 ไมโคร
โมล) ส าหรับ SULT2A1 นาน 30 นาที ท าการหยดุปฏิกิริยาโดยการเติม Methanol แช่เยน็ จากนั้นน าไปป่ัน
เหวีย่งท่ี 1500 g 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จากนั้นน าส่วนสารละลายใสไปวเิคราะห์หาปริมาณผลิตภณัฑ์ 
(metabolite) ท่ีไดจ้ากปฏิกิริยา  
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บทที ่3 
ผลการวจิยัและอภปิรายผล 

 
3.1 สารสกดัผลไม้ 
 จากการเตรียมสารสกดัผลไมโ้ดยใชน้ ้าเป็นตวัท าละลาย จากนั้นน าไประเหยแหง้ดว้ยเคร่ืองท าแหง้
แบบแช่แขง็ (Freeze dryer) ไดผ้งแหง้ของผลไมแ้ต่ละชนิดดงัแสดงในตารางท่ี 1 โดยมีค่า % yield อยู่
ระหวา่ง 7.13-16.23 % พบวา่มะม่วงให ้% yield สูงสุด (16.23 %) รองลงมาคือ มะละกอ (14.18 %)ส่วน
สับปะรดและมงัคุดมีค่าปานกลาง (12.78 และ 12.34% ตามล าดบั) โดยผลไมท่ี้มีส่วนประกอบของน ้ามาก 
คือส้มและส้มโอ ได ้% yield ท่ีมีค่าค่อนขา้งต ่า (8.82 และ 7.13% ตามล าดบั) 
 
ตารางที ่1 แสดงผลการเตรียมสารสกดัผลไม้โดยวธีิ freeze dry 

ผลไม ้;ตวัยอ่  
(ช่ือวทิยาศาสตร์) 

น ้าหนกั 
เน้ือผลไม ้(g) 

น ้าหนกั 
กากผลไม ้(g) 

น ้าหนกั 
น ้าผลไม ้(g) 

น ้าหนกัผงผลไม ้
หลงั freeze dry (g) 

% yield 

มะม่วง Mango ;MG 
(Mangifera indica) 

119.35 57.30 62.05 10.07 16.23 

มงัคุด Mangosteen ;MT 
(Garcinia mangostana) 

151.47 89.06 62.41 7.70 12.34 

ส้ม Orange ; OR 
(Citrus reticulata) 

160.92 102.65 58.27 5.14 8.82 

สับปะรด Pineapple; PA 
(Ananas comosus) 

113.35 47.29 66.06 8.44 12.78 

ส้มโอ Pomelo ;PM 
(Citrus maxima) 

128.15 70.61 57.54 4.10 7.13 

มะละกอ Papaya ;PY 
(Carica papaya) 

113.74 56.91 56.83 8.06 14.18 

 
3.2 ค่า Total Polyphenol โดยวธีิของ Folin Ciocalteuในสารสกดัผลไม้ 
 จากผลการดลองในตารางท่ี 2 แสดงค่า total polyphenol เทียบกบั gallic acid (g/kg) แตกต่างกนัใน
ผลไมแ้ต่ละชนิด โดยในมงัคุดพบ total polyphenol ปริมาณนอ้ย ใน มะม่วง สับปะรด ส้ม พบ total 
polyphenol ปริมาณปานกลาง ส่วน มะละกอและส้มโอ พบ total polyphenol ในปริมาณค่อนขา้งสูง  
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 ตารางที ่2 แสดงค่า Total Polyphenol โดยวธีิของ Folin Ciocalteu ในผลไม้  

                Fruit extract (5 mg/mL) 
ค่าเฉลีย่ ปริมาณ Total polyphenol   

เทยีบกบั Gallic acid (g/kg)* 
มะม่วง Mango;MG (Mangifera indica) 2.210.12 

มงัคุด Mangosteen;MT (Garcinia mangostana) 0.740.04 

ส้ม Tangerine;OR (Citrus reticulata) 2.910.10 

สับปะรด Pineapple;PA (Ananas comosus) 2.370.08 

ส้มโอ Pomelo;PM (Citrus maxima) 6.240.09 

มะละกอ Papaya;PY (Carica papaya) 5.380.14 

* ค่าเฉล่ียเกิดจากการวดัปริมาณ Total polyphenol จากตวัอยา่งจ านวน 3 คร้ัง (ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย + ค่า
ความผดิพลาดปกติของค่าเฉล่ีย) 
 
3.3 ผลของสารสกดัผลไม้ต่อการท างานของเอนไซม์ CYP ในหนู 
 ผลของสารยบัย ั้งมาตรฐานและสารสกดัผลไมต่้อการท างานของเอนไซม ์CYP1A2, 2B, 2E และ 3A 
ในตบัแสดงดงัตารางท่ี 3–6 โดยสารยบัย ั้งมาตรฐานทั้ง 4 สาร คือ ANF, metyrapone, disulfiram และ 
ketoconazole มีค่า IC50 ท่ีต  ่า ดงัต่อไปน้ี 0.00231, 0.000182, 0.299 และ 0.0154 mg/mL ตามล าดบั ซ่ึงแสดง
ถึงความสามารถในการยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ดอ้ยา่งจ าเพาะเจาะจงแมท่ี้ความเขม้ขน้ต ่า อยา่งไรก็
ตาม สารสกดัผลไมก้็มีความสามารถยบัย ั้งเอนไซมแ์ตกต่างกนัไปในแต่ละ isoform ดงัน้ี ผลการท างานของ
เอนไซม ์CYP1A (ตาราง 3) พบวา่ PY และ PM ยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ดดี้ดว้ยค่า IC50 เท่ากบั 1.85 
และ 7.95 mg/mL อยา่งไรก็ตาม ค่า IC50 ยงัคงสูงเม่ือเทียบกบัค่า IC50 ของ ANF นัน่เอง (ต่างกนัประมาณ 80 
เท่า) ส่วน MT และ OR มีผลยบัย ั้งปานกลางท่ีค่า IC50 เท่ากบั 25.67 และ 28.50 mg/mL ตามล าดบั ส่วน MG 
และ PA มีผลต่อเอนไซมน์อ้ยมาก (IC50 > 50 mg/mL) ส่วนผลต่อเอนไซม ์ CYP2B แสดงดงัในตารางท่ี 4 
พบวา่ MT มีความสามารถในการยบัย ั้งสูงสุดดว้ยค่า IC50 เท่ากบั 1.41 mg/mL รองลงมาคือ MG (IC50 = 4.25 
mg/mL) ส่วน PM, PY และ PA มีผลยบัย ั้งไดป้านกลางดว้ยค่า IC50 เท่ากบั 6.5, 6.82 และ 15.68 mg/mL 
ตามล าดบั โดยท่ี OR มีผลต่อ CYP2B นอ้ยมาก และพบวา่ MT มีความสามารถในการยบัย ั้งต่างจาก 
metyrapone ถึง 7700 เท่าโดยประมาณ ผลต่อเอนไซม ์2E1 แสดงดงัตารางท่ี 5 พบวา่ สารสกดัผลไมเ้กือบทุก
ชนิดมีผลต่อการท างานของไอนไซมด์งักล่าว ไม่ต่างจากสารมาตรฐาน disulfiram ยกเวน้ MG ท่ีไม่มีผลต่อ
เอนไซม ์2E1 ส่วนผลต่อ CYP3A แสดงในตารางท่ี 6 โดยพบวา่ PA และ PY ยบัย ั้ง CYP3A อยา่งมีนยัส าคญั
ดว้ยค่า IC50 เท่ากบั 0.246 และ 0.926 mg/mL ตามล าดบั (โดย IC50 ของ PA ต่างจาก ketoconazole 16 เท่า) 
และ PM มีผลยบัย ั้งปานกลาง (IC50 = 8.47 mg/mL) ส่วน OR, MG, MT มีผลนอ้ยมากต่อเอนไซมด์งักล่าว 



 16 

 
 

 ตารางที ่ 3 แสดงค่า IC50 values ของ 7-ethoxyresorufin-O-deethylation (EROD) ส าหรับ 
CYP1A2 ใน rat liver microsomes 

สารสกดัผลไม/้reference inhibitor IC50 (mg/mL)* 

มะม่วง Mango (Mangifera indica) >50 

มงัคุด Mangosteen (Garcinia mangostana) 25.67 

ส้ม Tangerine (Citrus reticulata) 28.50 

สับปะรด Pineapple (Ananas comosus) >50 

ส้มโอ Pomelo (Citrus maxima) 7.95 

มะละกอ Papaya (Carica papaya) 1.856 

-naphthoflavone (ANF) 0.00231 
* ค่า IC50 เกิดจากการ plot graph ระหวา่ง enzyme activity คิดเป็นร้อยละเทียบกบักลุ่มควบคุมกบัความเขม้ขน้ของสารสกดัผลไมท่ี้ใช ้(8 ความ
เขม้ขน้คือ 0.01, 0.1, 0.5, 1, 2, 5, 10, 50 mg/mL)โดยค่า enzyme activity แต่ละจุดเกิดจากการวดัตวัอยา่งจ านวน 3 คร้ัง (triplicate) 

 
 

 ตารางที ่ 4 แสดงค่า IC50 values ของ Benzyloxyresorufin-O-deethylation (BROD) ส าหรับ 
CYP2B1 ใน rat liver microsomes 

สารสกดัผลไม/้reference inhibitor IC50 (mg/mL)* 

มะม่วง Mango (Mangifera indica) 4.258 

มงัคุด Mangosteen (Garcinia mangostana) 1.413 

ส้ม Tangerine (Citrus reticulata) >50 

สับปะรด Pineapple (Ananas comosus) 15.68 

ส้มโอ Pomelo (Citrus maxima) 6.507 

มะละกอ Papaya (Carica papaya) 6.824 

Metyrapone 0.000182 
* ค่า IC50 เกิดจากการ plot graph ระหวา่ง enzyme activity คิดเป็นร้อยละเทียบกบักลุ่มควบคุมกบัความเขม้ขน้ของสารสกดัผลไมท่ี้ใช ้(8 ความ
เขม้ขน้คือ 0.01, 0.1, 0.5, 1, 2, 5, 10, 50 mg/mL)โดยค่า enzyme activity แต่ละจุดเกิดจากการวดัตวัอยา่งจ านวน 3 คร้ัง (triplicate) 
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 ตารางที ่5 แสดงค่า IC50 values ของ p-nitrophenol hydroxylation ส าหรับ CYP2E1 ใน rat liver 
microsomes 

สารสกดัผลไม/้reference inhibitor IC50 (mg/mL)* 

มะม่วง Mango (Mangifera indica) >50 

มงัคุด Mangosteen (Garcinia mangostana) 2.102 

ส้ม Tangerine (Citrus reticulata) 0.2552 

สับปะรด Pineapple (Ananas comosus) 0.06223 

ส้มโอ Pomelo (Citrus maxima) 0.0012 

มะละกอ Papaya (Carica papaya) 0.03495 

Disulfiram 0.299 
* ค่า IC50 เกิดจากการ plot graph ระหวา่ง enzyme activity คิดเป็นร้อยละเทียบกบักลุ่มควบคุมกบัความเขม้ขน้ของสารสกดัผลไมท่ี้ใช ้(8 ความ
เขม้ขน้คือ 0.001, 0.01, 0.1, 0.5, 1, 2, 5, 50 mg/mL) โดยค่า enzyme activity แต่ละจุดเกิดจากการวดัตวัอยา่งจ านวน 3 คร้ัง (triplicate) 

 
 
ตารางที ่ 6 แสดงค่า IC50 values ของ Testosterone 6β-hydroxylation ส าหรับ CYP3A1 ใน rat 
microsomes 

สารสกดัผลไม/้reference inhibitor IC50 (mg/mL)* 

มะม่วง Mango (Mangifera indica) >50 

มงัคุด Mangosteen (Garcinia mangostana) >50 

ส้ม Tangerine (Citrus reticulata) 37.81 

สับปะรด Pineapple (Ananas comosus) 0.246 

ส้มโอ Pomelo (Citrus maxima) 8.47 

มะละกอ Papaya (Carica papaya) 0.926 

Ketoconazole 0.0154 
* ค่า IC50 เกิดจากการ plot graph ระหวา่ง enzyme activity คิดเป็นร้อยละเทียบกบักลุ่มควบคุมกบัความเขม้ขน้ของสารสกดัผลไมท่ี้ใช ้(8 ความ
เขม้ขน้คือ 0.01, 0.1, 0.5, 1, 2, 5, 10, 50 mg/mL)โดยค่า enzyme activity แต่ละจุดเกิดจากการวดัตวัอยา่งจ านวน 3 คร้ัง (triplicate) 
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ตารางท่ี 7 แสดงผลของสารสกดัผลไมต่้อการเปล่ียนแปลงค่าทางจลนศาสตร์ของเอนไซม ์ cytochrome 
(แสดงเฉพาะสารสกดัผลไมท่ี้มีค่า IC50 ≤ 10 mg/mL) โดยพบวา่ ส่วนใหญ่สารสกดัผลไมไ้ม่มีผล
เปล่ียนแปลง Km แต่ลดค่า Vmax นัน่คือ มีการยบัย ั้งชนิด non-competitive ยกเวน้ OR ท่ีมีผลเพิ่มค่า Km และ
ลด Vmax ของเอนไซม ์2E1 และ PY ท่ีมีผลเช่นเดียวกนัต่อเอนไซม ์ 1A2 และ 3A1 บ่งบอกวา่เป็นการยบัย ั้ง
แบบ mixed-type inhibition ค่า Ki ดงัแสดง พบวา่ PY มีค่า Ki ต  ่าต่อ CYP1A2 และ 3A1 เท่ากบั 0.97 และ 
0.34 mg/mL ตามล าดบั PA มีค่า Ki ต่อเอนไซม ์3A1 เท่ากบั 0.70 mg/mL และ MT แสดงค่า Ki เท่ากบั 4.56 
ต่อเอนไซม ์2B1 ส่วน isoform อ่ืนๆ สารสกดัผลไมมี้ค่า Ki ท่ีค่อนขา้งสูง 
 
ตารางที ่7 แสดงค่าการเปลีย่นแปลงทางเภสัชจลนศาสตร์ของเอนไซม์ Cytochrome P450 ทีเ่กดิจากสาร
สกดัผลไม้ 

CYP isofroms สาสกดัผลไม ้ Km Vmax Ki 
Mode of 
inhibition 

1A2 
PM   12.56 Non-competitive 
PY   0.97 Mixed-type 

2B1 

MG   8.96 Non-competitive 
MT   4.56 Non-competitive 
PM   23.65 Non-competitive 
PY   11.67 Non-competitive 

2E1 

MT   12.45 Non-competitive 
OR   25.44 Mixed-type 
PA   18.46 Non-competitive 
PM   15.67 Non-competitive 
PY   9.67 Non-competitive 

3A1 
PA   0.70 Non-competitive 
PM   10.57 Non-competitive 
PY   0.34 Mixed-type 
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3.4 ผลของสารสกดัผลไม้ต่อการท างานของ CYP ในเซลล์ตับเพาะเลีย้งของหนู 
แสดงดงัแผนภาพท่ี 3 ท าการทดสอบผลของสารสกดัผลไมท่ี้ความเขม้ขน้ 0.1, 1 และ 2 mg/mL เม่ือ 

incubate ร่วมกบัสารตั้งตน้ของปฏิกิริยา โดยเปรียบเทียบกบัสารยบัย ั้งมาตรฐาน คือ -naphthoflavone 
(ANF) 0.01 mg/mL พบวา่ ANF สามารถยบัย ั้งการท างานของ CYP1A2 ไดอ้ยา่งสมบูรณ์มากกวา่ร้อยละ 90 
ส่วนสารสกดัผลไมท่ี้ทุกความเขม้ขน้มีผลต่อการท างานของเอนไซมน์อ้ย (ความสามารถในการยบัย ั้งนอ้ย
กวา่ร้อยละ 10) ยกเวน้สารสกดัจากส้มโอ (PM) และมะละกอ (PY) ท่ียบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ดอ้ยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม โดยส้มโอยบัย ั้งการท างานของ CYP1A2 ไดร้ะหวา่ง
ร้อยละ 21-33 ส่วนมะละกอมีผลยบัย ั้งไดร้้อยละ 49-62 ตามล าดบั 

แผนภาพท่ี 4 แสดงผลของสารสกดัผลไมท่ี้ความเขม้ขน้ 0.1, 1 และ 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรต่อการ
ท างานของเอนไซม ์ CYP2B1 พบวา่ สารยบัย ั้งมาตรฐาน metyrapone ท่ีความเขม้ขน้ 0.001 mg/mL มีผล
ยบัย ั้ง CYP2B1 ไดเ้กินร้อยละ 90 ส่วนสารสกดัผลไมท่ี้ความเขม้ขน้ต ่า (0.1 mg/mL) ไม่มีผลต่อการท างาน
ของเอนไซมน้ี์ ยกเวน้สารสกดัจากสัปปะรด อยา่งไรก็ตาม สารสกดัท่ีความเขม้ขน้ 1 และ 2 mg/mL มีผล
ยบัย ั้ง CYP2B1 ไดร้ะหวา่ง 14-90% เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุมและการยบัย ั้งน้ีข้ึนกบัขนาด (dose-dependent) 

แผนภาพท่ี 5 แสดงผลของสารสกดัผลไมท่ี้ความเขม้ขน้ 0.1, 1 และ 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรต่อการ
ท างานของเอนไซม ์CYP2E1 พบวา่ disulfiram ซ่ึงเป็นสารยบัย ั้งมาตรฐานของ CYP2E1 ท่ีขนาด 0.5mg/mL 
สามารถยบัย ั้งการท างานของ CYP2E1 ไดร้้อยละ 50 โดยท่ีสารสกดัผลไมม้ะม่วง (MG), ส้ม (OR), สัปปะรด 
(PA) และส้มโอ (PM) ท่ีขนาด 0.1-2 mg/mL มีผลต่อเอนไซมน์อ้ยมาก (นอ้ยกวา่ร้อยละ 10) ส่วนมงัคุด 
(MT) ลดการท างานของเอนไซมไ์ดร้ะหวา่งร้อยละ 8-17 โดยท่ี มะละกอ (PY) 1 และ2 mg/mL ลดการ
ท างานของเอนไซมไ์ดร้้อยละ 17 และ 35 ตามล าดบั สารสกดัผลไมท้ั้ง 6 ชนิดท่ีขนาด 0.1, 1 และ 2 mg/mL 
ไม่มีผลต่อการเปล่ียนแปลงการท างานของเอนไซม ์ CYP3A ท่ีท าการทดลองในเซลลต์บัเพาะเล้ียงหนู (นอ้ย
กวา่ร้อยละ 15) ดงัแผนในภาพท่ี 6 
 
3.5 ผลของสารสกดัผลไม้ต่อการท างานของ UGT และ SULT ในเซลล์ตับเพาะเลีย้งของหนู 
แผนภาพท่ี 7 แสดงผลของสารสกดัผลไมท่ี้ความเขม้ขน้ 0.1, 1 และ 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรต่อการท างาน
ของเอนไซม ์ UGT1A1 พบวา่ phenobarbital ซ่ึงเป็นสารเหน่ียวน ามาตรฐานของ UGT1A1 ท่ีขนาด 0.23 
mg/mL สามารถเหน่ียวน าการท างานของ UGT1A1 เพิ่มข้ึนไดร้้อยละ 25 ส่วนสารสกดัผลไมท้ั้ง 6 ชนิดท่ี
ขนาด 0.1, 1 และ 2 mg/mL ไม่มีผลต่อการเปล่ียนแปลงการท างานของเอนไซม ์UGT1A1 ท่ีท าการทดลอง
ในเซลลต์บัเพาะเล้ียงหนู (นอ้ยกวา่ร้อยละ 15) ยกเวน้ PY ท่ีความเขม้ขน้ 1 และ 2 mg/mL สามารถเหน่ียวน า 
UGT1A1 ไดเ้พิ่มข้ึนร้อยละ66 และร้อยละ 58 ตามล าดบั 
สารสกดัผลไมท้ั้ง 6 ชนิดท่ีขนาด 0.1, 1 และ 2 mg/mL ไม่มีผลต่อการเปล่ียนแปลงการท างานของเอนไซม ์
SULT2A1 ท่ีท าการทดลองในเซลลต์บัเพาะเล้ียงหนู (นอ้ยกวา่ร้อยละ 15) ดงัแสดงในแผนภาพท่ี 8 
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แผนภาพที่ 3 แสดงผลของสารสกดัผลไมท่ี้ความเขม้ขน้ 0.1, 1 และ 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรต่อการท างาน
ของเอนไซม ์CYP1A2 ในเซลลต์บัเพาะเล้ียงหนู ค่า enzyme activity แต่ละจุดเกิดจากการวดัตวัอยา่งจ านวน 
3 คร้ัง (triplicate) 
 

 

 
แผนภาพที่ 4 แสดงผลของสารสกดัผลไมท่ี้ความเขม้ขน้ 0.1, 1 และ 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรต่อการท างาน
ของเอนไซม ์CYP2B1 ในเซลลต์บัเพาะเล้ียงหนูค่า enzyme activity แต่ละจุดเกิดจากการวดัตวัอยา่งจ านวน 
3 คร้ัง (triplicate) 
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แผนภาพที่ 5 แสดงผลของสารสกดัผลไมท่ี้ความเขม้ขน้ 0.1, 1 และ 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรต่อการท างาน
ของเอนไซม ์CYP2E1 ในเซลลต์บัเพาะเล้ียงหนูค่า enzyme activity แต่ละจุดเกิดจากการวดัตวัอยา่งจ านวน 
3 คร้ัง (triplicate) 
 

 
 
แผนภาพที่ 6 แสดงผลของสารสกดัผลไมท่ี้ความเขม้ขน้ 0.1, 1 และ 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรต่อการท างาน
ของเอนไซม ์CYP3A1 ในเซลลต์บัเพาะเล้ียงหนูค่า enzyme activity แต่ละจุดเกิดจากการวดัตวัอยา่งจ านวน 
3 คร้ัง (triplicate) 
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แผนภาพที่ 7 แสดงผลของสารสกดัผลไมท่ี้ความเขม้ขน้ 0.1, 1 และ 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรต่อการท างาน
ของเอนไซม ์UGT1A1 ในเซลลต์บัเพาะเล้ียงหนูค่า enzyme activity แต่ละจุดเกิดจากการวดัตวัอยา่งจ านวน 
3 คร้ัง (triplicate) 
 

 
 
 
แผนภาพที่ 8 แสดงผลของสารสกดัผลไมท่ี้ความเขม้ขน้ 0.1, 1 และ 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรต่อการท างาน
ของเอนไซม ์SULT2A1ในเซลลต์บัเพาะเล้ียงหนูค่า enzyme activity แต่ละจุดเกิดจากการวดัตวัอยา่งจ านวน 
3 คร้ัง (triplicate) 
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บทที ่4 
สรุปผลการวจิยัและข้อเสนอแนะ 

 
คุณสมบติัการเป็น chemoprevention นั้นเป็นความหวงัอยา่งหน่ึงในการควบคุมการเกิดโรคมะเร็ง

โดยมุ่งหวงัวา่สารจากธรรมชาติหรือสารสังเคราะห์มีความสามารถยบัย ั้งขบวนการการเกิดสารก่อมะเร็งใน
ร่างกาย (carcinogenic processes) ได ้ตวัอยา่งเช่นสารในกลุ่ม polyphenol, flavoniods ซ่ึงพบไดท้ัว่ไปในผกั 
และผลไม ้โดยสารเหล่าน้ีมีทั้งฤทธ์ิ antioxidant และ anticarcinogenic เม่ือทดลองในหลอดทดลอง (in vitro) 
และผลในสัตวท์ดลอง (in vivo studies) การเกิดมะเร็ง (carcinogenesis) ของสารก่อมะเร็ง (carcinogens) 
หลายชนิด ตอ้งการการเปล่ียนแปลงโมเลกุลใหอ้ยูใ่นรูป active (metabolic activation) เพื่อสร้างสารตวักลาง
ท่ีชอบอิเล็คตรอน (electrophilic intermediates) ซ่ึงสามารถท าอนัตรายต่อเยื่อหุม้เซลล ์ โปรตีน สาร
พนัธุกรรมดีเอน็เอ หรืออาร์เอน็เอ และก่อให้เกิดความเสียหาย หรือท าใหก้ารท างานของเซลลบ์กพร่อง
ตามมา ปฏิกิริยาการเปล่ียนแปลงโมเลกุลน้ีส่วนใหญ่อาศยัการท างานของเอนไซมไ์ซโตโครม (Cytochrome 
P450; CYP) ยกตวัอยา่งเช่น benzo [a] pyrene ถูกเปล่ียนเป็นสารตวักลาง benzo (a)pyrene-7,8-diol, 9, 10-
epoxide [BPDB] โดยอาศยั CYP1A สาร Olefins และ halogenated hydrocarbons อาศยัการ activate โดยใช้
เอนไซม ์ CYP2B1 หรือ AflatoxinB1 เปล่ียนแปลงโมเลกุลโดยอาศยั CYP3A เป็นตน้ ดงันั้น สารจาก
ธรรมชาติท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งการเปล่ียนแปลงของสารก่อมะเร็งดงักล่าว จึงเช่ือวา่จะช่วยลดการสร้าง reactive 
metabolites และลดผลต่อเน่ืองต่อการจบัท่ี DNA หรือ macromolecule อ่ืนซ่ึงอาจลดความเส่ียงในการ
ก่อใหเ้กิดมะเร็งไดน้ัน่เอง 

ผูว้จิยัเลือกใชส้ารสกดัผลไมจ้ากส่วนเน้ือท่ีรับประทานจริง มาท าการทดลองโดยการคั้นแลว้ท าให้
เป็นผงแหง้โดยใชว้ธีิ freeze dry ทั้งน้ีเพื่อรักษาส่วนประกอบต่างๆใหไ้ดม้ากท่ีสุด เม่ือใชท้  าการทดลองจึงท า
ใหมี้ความคงตวั (stability), ความสามารถในการละลาย (solubility) การเกิด metabolism ใกลเ้คียงกบัท่ีเกิด
จริงในร่างกาย แต่อยา่งไรก็ตาม ไม่มีรายงานส่วนประกอบทั้งหมดของผลไมท้ั้ง 6 ชนิดและค่าการซึมผา่น 
(bioavailability) เขา้สู่ร่างกายของแต่ละส่วนประกอบในสารสกดัผลไม ้ผลไมไ้ทย 6 ชนิด ไดแ้ก่ มะม่วง ส้ม
โอ มะละกอ มงัคุด ส้ม และสัปปะรด มีความสามารถในการยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ซโตโครมในไม
โครโซมตบั (CYP1A2, 2B1, 2E1 และ 3A1) โดยเฉพาะสารสกดัมะละกอและสัปปะรด อยา่งไรก็ตามเม่ือ
เปรียบเทียบกบัสารยบัย ั้งมาตรฐาน พบวา่สารสกดัผลไมจ้ดัเป็นสารยบัย ั้งอยา่งอ่อน ในเซลลต์บัเพาะเล้ียง
หนูพบวา่ สารสกดัผลไมบ้างชนิดเท่านั้นท่ีมีผลต่อการท างานของเอนไซม ์ เช่น ส้มโอ และมะละกอ ลดการ
ท างานของเอนไซม ์ CYP1A2 และ 2E1 สารสกดัผลไมเ้กือบทุกชนิดมีผลลดการท างานของ CYP2B1 
ในขณะท่ีสารสกดัผลไมส่้วนใหญ่ไม่มีผลต่อ CYP3A1 รวมถึง เอนไซมใ์น phase II metabolism UGT1A1
และ SULT2A1 ผลท่ีแตกต่างกนัระหวา่งการท าการทดลองในไมโครโซมและในเซลลต์บัพาะเล้ียงหนูเกิด
จากความสามารถในการซึมผา่นท่ีแตกต่างกนัของส่วนประกอบท่ีอยูใ่นสารสกดัเขา้สู่ภายในเซลลเ์ทียบกบั
การท่ีสารสกดัสัมผสักบัเอนไซมโ์ดยตรงเม่ือท าการทดลองในไมโครโซม 
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ในสารสกดัผลไมน้อกจากประกอบดว้ย สารอาหาร วิตามิน แร่ธาตุ เส้นใยอาหาร แลว้ยงัมี
ส่วนประกอบของสารต่างๆ เช่น polyphenol, flavonoid, tannin ซ่ึงมีคุณสมบติัการเป็น antioxidant โดยจะ
ไปช่วยลด DNA damage และลด lipid peroxidation ยบัย ั้ง malignant transformation หรือ cell proliferation
เป็นท่ีแน่ชดัวา่ ผลของสารต่างๆท่ีอยูใ่นสารสกดัผลไม ้เช่น flavonoids, tannin เป็นตน้ ท่ีท าการทดลองใน in 
vitro ก่อนหนา้น้ีไม่สามารถท านายผลใน in vivo ไดอ้ยา่งแม่นย  า 100% เน่ืองจาก โดยทัว่ไปสารธรรมชาติ
ต่างๆในสารสกดัมกัมีค่าชีวประสิทธิผลต ่า (low oral bioavailability) หรือสามารถถูกท าลายโดยแบคทีเรีย
ในทางเดินอาหาร ดงันั้น ความเขม้ขน้ของสารสกดัท่ีเกิดข้ึนจริงในร่างกายจึงไม่สามารถคาดเดาได ้เม่ือเทียบ
กบัความเขม้ขน้ท่ีใชใ้นการทดลอง in vitro การท าการทดลองใน in vivo ในขั้นตอนต่อไป จึงเป็นประโยชน์
มากในการคาดเดาผลและหาความสัมพนัธ์ของผลต่อเอนไซมข์องสารสกดัผลไมร้ะหวา่ง in vitro กบั in vivo
โดยทัว่ไปผลไมใ้นธรรมชาติมีประโยชน์ต่อสุขภาพในแง่ท่ีป้องกนัการเส่ือมของอวยัวะต่างๆของร่างกาย ซ่ึง
อาจป็นผลมาจากสารอาหาร วติามิน หรือสารส าคญัอ่ืนๆในผลไม ้ ท่ีมีฤทธ์ิ antioxidant, antimutagenic และ 
anticarcinogenic เป็นตน้ จากการศึกษาน้ี ยนืยนัวา่สารสกดัผลไมไ้ทยทั้ง 6 ชนิดมีผลต่อการท างานของ
เอนไซมไ์ซโตโครมในตบัท าใหส้ามารถน าไปอธิบายในแง่ลดการเปล่ียนแปลงสารก่อมะเร็งใหอ้ยูใ่นรูป 
active อยา่งไรก็ตามเพื่อยนืยนัผลของสารสกดัผลไมต่้อการท างานของเอนไซมด์งักล่าว การท าการทดลอง
ในหนู (in vivo study) โดยการป้อนสารสกดัผลไมท้างปากจะช่วยใหไ้ดค้  าตอบท่ีกระจ่างชดัข้ึน 
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ภาคผนวก ก 
Finger print เพือ่หาคุณลกัษณะ (Characteristic) 

ของสารสกดัผลไม้ที่ใช้ในการวจิัย 
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  1.3 ท า Finger print เพือ่หาคุณลกัษณะ (Characteristic) ของสารสกดัผลไม้ทีใ่ช้ในการวจัิย  
ละลายผงผลไมแ้ต่ละชนิดใหมี้ความเขม้ขน้ 5 mg/mL กรองผา่น filter syringe ขนาด 0.45 micron จากนั้น
ฉีดสารละลาย 100 µL เขา้สู่ระบบ HPLC รายละเอียดดงัน้ี (อา้งอิงตามวธีิของ Kelebek H และคณะ ใน 
Microchemical journal ปี ค.ศ.2009 ฉบบัท่ี 91 หนา้ 187-192) 
 
 Column: Supelcosil LC-18, 250x4.6 mm, 5µm particle size (Supelco, Bellefonte, PA) 
 Mobile phase A : H2O:formic acid 95:5 v/v 
 Mobile phase B : Acetonitrile :Mobile phase A 60:40 v/v 
 Flow rate : 1mL/min Injection volume:100µL  
 Run time : 110 min (gradient) 
 Detector : Ultraviolet/Visible 280 และ 320 nm 
 
รูปที ่1 แสดง Chromatogram ของสารละลายมะม่วง (Mango ;MG 5mg/mL) วดัการดูดกลนืแสงที ่280 
nm และ 320 nm ตามล าดับ  
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รูปที ่2 แสดง Chromatogram ของสารละลายส้มโอ (Pomelo ;PM 5mg/mL) วดัการดูดกลนืแสงที ่280 nm 
และ 320 nm ตามล าดับ  
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รูปที ่3 แสดง Chromatogram ของสารละลายมะละกอ (Papaya ;PY 5 mg/mL) วดัการดูดกลนืแสงที ่280 
nm และ 320 nm ตามล าดับ  
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รูปที ่4  แสดง Chromatogram ของสารละลายมังคุด  (Mangosteen ;MT 5mg/mL) วดัการดูดกลนืแสงที ่
280 nm และ 320 nm ตามล าดับ  

 



 34 

 
 
รูปที ่5  แสดง Chromatogram ของสารละลายส้ม (Orange ; OR 5mg/mL) วดัการดูดกลนืแสงที ่280 nm 
และ 320 nm ตามล าดับ  
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รูปที ่6  แสดง Chromatogram ของสารละลายสับปะรด (Pineapple; PA 5mg/mL) วดัการดูดกลนืแสงที ่
280 nm และ 320 nm ตามล าดับ  
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โดยสรุปอา้งอิงตามวธีิของ Kelebek H และคณะ ใน Microchemical journal ปี ค.ศ.2009 ฉบบัท่ี 91 หนา้ 
187-192 peak ต่างๆ ใน chromatogram วดัโดย HPLC ท่ี 280 nm และ 320 nm ตามล าดบั เป็นสารในกลุ่ม 
Flavanone, Hydroxybenzoic acid, และกลุ่ม Hydroxycinnamic acid ซ่ึงมีปริมาณมากนอ้ยแตกต่างกนัใน
ผลไมแ้ต่ละชนิด 
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ภาคผนวก ข 
การวเิคราะห์หาค่า Total Polyphenol โดยวธีิของ Folin Ciocalteu 
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การวเิคราะห์หาค่า Total Polyphenol โดยวธิีของ Folin Ciocalteuในสารสกดัผลไม้ 
  
วธีิการทดลอง 

น าสารสกดัผลไม ้0.5 mL (หรือ gallic acid)ใส่ลงหลอดทดลอง 
 

เติม 2.5 mL Folin-Ciocalteu Reagent (dilute 10 เท่า) 
 

เติม Na2 CO3 (75 g/L) 2.0 mL 
 

น าไป Vortex ใหเ้ขา้กนั 
 

น าหลอดทดลองแช่ใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 50C นาน 5 นาที 
 

วดัค่า absorbance ดว้ยเคร่ือง UV/VIS Spectrophotometer ท่ี 760 nm  
 

น าค่าท่ีไดไ้ป plot graph 
 

แสดงวธิีการค านวณ 
ผลการทดลองท่ีแสดงไดเ้ป็น 
ค่า Total polyphenol เปรียบเทียบกบั Gallic acid (gGA/kg) โดยค านวณจากสมการ 

 

Total polyphenol eq. Gallic acid (gGA/kg)    = 0.0212
1000

10.934

y

a





 

 
เม่ือ              y   =  ค่า absorbance ท่ีวดัได ้ 
        a   = ความเขม้ขน้ของสารสกดัผลไม(้mg/mL) 

**หมายเหตุ blank =  0.5 ml DI water + 2.5 mL Folin Ciocalteu reagent + 2.0 mL Na2CO3 
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แผนภาพแสดง calibration curve  ของ Gallic acid  
ตัวอย่างการค านวณ 

 
 
 
 
 

ผลการทดลองท่ีแสดงไดเ้ป็นค่า Total polyphenol เปรียบเทียบกบั Gallic acid (gGA/kg) โดยค านวณจากสมการ 

Total polyphenol eq. Gallic acid (gGA/kg)   = 0.0212
1000

10.934

y

a





 

เม่ือ              y   =  ค่า absorbance ท่ีวดัได ้
        a  = ความเขม้ขน้ของสารสกดั(mg/ml) 

**หมายเหตุ control =  0.5 mL DI water + 2.5 mL Folin reagent + 2.0 mL Na2CO3 
PA 1 ความเขม้ขน้ 10 mg/ml   วดัค่า absorbance ได ้เท่ากบั 0.287   

จากนั้นน าไปแทนค่าในสมการเพื่อแสดงค่า Total polyphenol โดยเทียบกบั Gallic acid (gGA/kg)ไดด้งัน้ี 
Total polyphenol  eq. Gallic acid (gGA/kg)  =( ( 0.287-0.0212)  /10.934X 10)X1000 

                                        =  2.43 (gGA/kg) 
ดังน้ัน PA 1  มีปริมาณ Total polyphenol โดยเทยีบกบั Gallic acid  เท่ากบั 2.43 g ในสารสกดั 1 kg  

 
 
 
 
 

ยอดหม่อน absorbance 
ปริมาณ Total polyphenol เทยีบกบั 

Gallic acid (gGA/kg) 

PA 1 0.287 2.43 

PA 2 0.274 2.31 

standard curve of Gallic acid  

y = 10.934x + 0.0212 

R 2  = 0.9994 

0.00 

0.50 

1.00 

1.50 

2.00 

2.50 

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 

concentration (mg/mL) 

absorbance at 760nm 
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ผลการทดลอง แสดงค่าเฉลีย่ปริมาณ Total polyphenol เทยีบกบั Gallic acid ในผลไม้ 6 ชนิด และในใบชา
เขยีว 
 

สารสกดัผลไม้ ค่าเฉลีย่ ปริมาณ Total polyphenol  เทียบกบั Gallic acid (g/kg)* 

PA 2.370.08 

PM 6.240.09 

MT 0.740.04 

OR 2.910.10 
PY 5.380.14 
MG 2.210.12 

ชาเขียว 218.65 
 
* ค่าเฉล่ียเกิดจากการวดัปริมาณ Total polyphenol จากตวัอยา่งจ านวน 3 คร้ัง 
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ภาคผนวก ค 
การป่ันแยก microsomes จากตบั 
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 เตรียม liver subcellular fraction จากช้ินตบัโดยใชเ้ทคนิคป่ันเหวีย่งความเร็วสูง (Ultra-centrifugation)  
ลา้งช้ินตบัดว้ย Normal saline จากนั้นท าการป่ันช้ินตบัดว้ยเคร่ืองบด ในสารละลาย homogenizing bufferโดย
ใชส้ารละลาย 3 mL ต่อตบั 1 g น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 9,000 g ท่ี 4 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที เก็บส่วน
ท่ีเป็นสารละลายเพื่อน าไปป่ันเหวีย่งต่อท่ีความเร็ว 100,000g ท่ี 4 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมงจนได ้
microsomal pellets จากนั้นละลายในสารละลาย sucrose (0.5 M) เก็บท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส หา
ปริมาณโปรตีนทั้งของ rat liver microsomes โดยใชว้ธีิของ Pierce เทียบปริมาณโปรตีนกบั bovine serum 
albumin ท่ีความเขม้ขน้ 0.1-2 mg/mL น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 595 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง 
Spectrophotometer 
 

ความเขม้ขน้ (mg/mL) ค่าการดูดกลืนแสงเฉล่ีย (n=2) 
0 0.073 

0.1 0.147 
0.2 0.208 
0.3 0.265 
0.4 0.308 
0.5 0.368 
1 0.609 
2 1.173 

 
 
การวดัการท างานของเอนไซมไ์ซโตโครม P450 ในตบั 
ท าการวดัการท างานของเอนไซมไ์ซโตโครม P450 (isoform 1A2, 2B1, 2E1 และ 3A1) ใน rat liver 

microsomes โดย incubate ร่วมกบัสารสกดัผลไมท่ี้ความเขม้ขน้ต่างๆ เทียบกบั control (เติมเฉพาะ
สารละลายท่ีใชใ้นการละลาย extract ของผลไม)้ เทคนิคการวเิคราะห์ดูรายละเอียดในภาคผนวก ง. 

 
 
 

y = 0.5385x + 0.091
R² = 0.9988
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ภาคผนวก ง 
การวเิคราะห์ผลของสารสกดัผลไม้ต่อการท างานของเอนไซม์ 

Cytochrome P450 ในตบั 
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CYP1A2 Ethoxyresorufin O-deethylase (EROD) 
Burke และ Mayer (ปีค.ศ. 1975) แสดงใหเ้ห็นวา่ อนุพนัธ์ของสาร alkylphenoxazone เช่น 7-ethoxyresorufin เป็นสาร

ตั้งตน้ท่ีจ  าเพาะเจาะจงกบัไซโตโครม P450 1A ไดผ้ลิตภณัฑเ์ป็น resorufin ท่ีสามารถวเิคราะห์หาปริมาณไดโ้ดยตรง โดยวธีิ 
Fluorimetric ซ่ึงสารผลิตภณัฑน้ี์สามารถดูดซบัคล่ืนความยาวแสงท่ี 530 นาโนเมตร และกระจายแสงท่ีความยาวคล่ืนสูงกวา่ 
คือ 580 นาโนเมตร   

ปฏิกิริยาการเปล่ียน 7-ethoxyresorufin โดย ไซโตโครม P450 1A ไดผ้ลิตภณัฑเ์ป็น resorufin ตามแสดง 
 

 

สารเคมี (Reagents) 

0.1M Tris buffer pH 7.8 (in water bath at 37ºC) 
0.53mM Ethoxyresorufin (253µg/2mL DMSO) 
50µM NADPH (41.7mg/mL) 
0.1mM Resorufin 

เคร่ืองมือ (Instrument) 

Multilabel plate reader ยีห่อ้ Perkin Elmer รุ่น Enspire 

วธีิการทดลอง (Method)  

เตรียมสารละลายท่ีมีส่วนผสมดงัต่อไปน้ี (ปริมาตร ต่อ 1 well plate) 
100 มิลลิโมล tris buffer, pH 7.6                65 ไมโครลิตร 
Liver microsome (ความเขม้ขน้ 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร)  10 ไมโครลิตร 
Ethoxyresorufin  (ความเขม้ขน้ 130 ไมโครโมล)               5 ไมโครลิตร 
 
เร่ิมตน้ปฏิกิริยาโดยการเติมสารละลาย NADPH ความเขม้ขน้ 10 มิลลิโมล จากนั้น incubate ใน shake incubator ท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที หยดุปฏิกิริยาดว้ยการเติม Methanol แช่เยน็ปริมาตร 50 ไมโครลิตร วดัค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ี Excitation  wavelength 530 นาโนเมตร และ Emission wavelength 580 นาโนเมตร หาปริมาณ resorufin ท่ีได้
จากปฏิกิริยาเทียบกบัเส้นกราฟมาตรฐาน น าไปค านวณความสามารถในการเปล่ียนสารตั้งตน้ของ ไซโตโครม P450 1A2 
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(enzyme activity) ในหน่วย pmol/min/mg protein เปรียบเทียบระหวา่งกลุ่มควบคุมกบักลุ่มท่ีเติมสารสกดัผลไม ้ หรือ สาร
ยบัย ั้งมาตรฐาน (reference inhibitor) 

 
CYP2B1 Benzyloxyresorufin O-deethylase assay (BROD) 

เป็นปฏิกิริยาการหาค่าการท างานของ ไซโตโครม P450 2B โดยมีหลกัการเหมือน EROD ทุกประการ ยกเวน้เปล่ียน
สารตั้งตน้เป็น Benzyloxyresorufin ความเขม้ขน้ 410 ไมโครโมล 

 
CYP2E1 p-nitrophenol hydroxylase  
 การวดัการท างานของเอนไซม ์ Cytochrome P450 2E1 ท าไดโ้ดยวดัจากปฏิกิริยา Hydroxylation ของสารตั้งตน้ คือ 
para-nitrophenol โดยอาศยัเอนไซม ์ Cytochrome 2E1 ในตบั และ co-factors คือ NADPH (Nicotinamide Adenine 
Dinucleotide Phosphate reduced form) ไดผ้ลิตภณัฑ ์คือ 4 – nitrocatechol ดงัแสดง  
 

 
 ผลิตภณัฑท่ี์ได ้ (4–nitrocatechol) ในสภาวะสารละลายเป็นด่าง สามารถวดัการดูดกลืนแสงไดท่ี้ค่าความยาวคล่ืน 536 
นาโนเมตร (Reinke และ Mayer, 1985) 

สารเคมี (Reagents) 

0.2M Potassium phosphate buffer, pH 6.8 
1mM Ascorbate (17.6mg/100mL) 
1mM p-nitrophenol (13.9mg/100mL) 
0.5mM nitrocatechol (7.8mg/100mL) 
10mM NADPH (8mg/ml in 1% NaHCO3) 
10M NaOH 
0.6N ice-cold perchloric acid  

วธีิการทดลอง (Method) 



 46 

ปฏิกิริยา Hydroxylation ของ p-nitrophenol อา้งอิงตามวิธีของ Reinke และ Mayer (ปีค.ศ. 1985) โดยเปล่ียนแปลง
บางรายละเอียดตาม KcCoy และ Koop (ปีค.ศ. 1988) สารละลายมาตรฐาน (Standard solution) และสารละลายตวัอยา่ง 
(Sample solutions) ท าการทดลองใน potassium phosphate buffer ความเขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ ความเป็นกรด-ด่าง 6.8, สารตั้ง
ตน้ p-nitrophenol และ ascorbic acid ความเขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ โดยทั้งหมดมีปริมาตรรวม 1 มิลลิลิตร อุ่นสารละลายใน 
water bath ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที ร่วมกบั liver microsomal protein ความเขม้ขน้ 2 mg/mL จากนั้นเติม
สารละลาย NADPH ความเขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์ เพื่อเร่ิมตน้ปฏิกิริยาใน water bath อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 
หยดุปฏิกิริยาโดยเติมกรด perchloric แช่เยน็ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.6 โมลาร์ ในปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร ท่ีสภาวะกรด สีของ
สารละลายจะหายไป จากนั้นตกตะกอนโปรตีนโดยเคร่ืองป่ันเหวีย่งท่ี 3000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดสารละลายใส 
1 มิลลิลิตร เติมสารละลาย NaOH เขม้ขน้ 10 โมลลาร์ ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร วดัการดูดกลืนแสงท่ี 536 นาโนเมตร เทียบกบั
สารละลายมาตรฐานของ 4–nitrocatechol  ค  านวณ enzyme activity แสดงค่าเป็น pmol ของ 4–nitrocatechol ต่อนาทีต่อ
มิลลิกรัม microsomal protein (pmol/mg/min) Ascorbate ท่ีเติมลงในปฏิกิริยาเพื่อป้องกนไม่ให ้ p-nitrophenol เปล่ียนเป็น 
quinone 

4–nitrocatechol (pmol/tube) ค่าการดูดกลนืแสงเฉลีย่ (n=3) 

50 0.3633 
25 0.2086 
10 0.1078 
5 0.0758 

2.5 0.0536 
0 0.0386 

 

 

 

y = 0.0065x + 0.041

R2 = 0.9992
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CYP3A1 testosterone 6-hydroxylase assay  
ปฏิกิริยา Testosterone 6 β – Hydroxylation เป็นการวดัการท างานของ ไซโตโครม P450 3A อา้งอิงตามวธีิการของ 

Pearce และคณะ (ค.ศ. 1996) ดงัสมการ  
 

 
 
ท าการ incubate liver microsome (0.2 มิลลิกรัมโปรตีน) กบัสารตั้งตน้ คือ Testosterone ความเขม้ขน้ 250 มิลลิโมล 

ในสารละลาย Phosphate buffer pH 7.4 ท่ีมี MgCl2 และ EDTA อยู ่ปริมาตรรวม 200 ไมโครลิตร เร่ิมตน้ปฏิกิริยาดว้ยการ
เติม NADPH 25 ไมโครลิตร incubate ท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 8 นาที หยดุปฏิกิริยาโดยเติม Acetonitrile แช่เยน็ 125 
ไมโครลิตร ตกตะกอนโปรตีนโดยการป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วสูง 8000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที จากนั้นน าสารละลายใส่ วดัหา
ปริมาณ  6-β hydroxyTestosterone เทียบกบัเส้นกราฟมาตรฐาน ค านวณหาความสามารถของการเปล่ียนสารตั้งตน้ (enzyme 
activity) โดยมีหน่วยเป็น pmol/min/mg protein   

 
6OH-Testosterone (pmol/tube) Peak Area of 6OH-Testosterone 

625 14164 
312.5 7271.9 
125 3299.1 
62.5 1503.9 

31.25 706 
0 0 
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y = 22.593x + 136.97

R2 = 0.9988
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ตาราง แสดงตวัอยา่งผลการทดสอบวธีิการวเิคราะห์ (method validation) โดยใชเ้คร่ือง HPLC (High 
Performance Liquid Chromatography) ในการวดัการท างานของเอนไซมไ์ซโตโครม P450 3A 
Accuracy and precision study of 6β-testosterone hydroxylase assay 

 Calculated amountb Accuracy (%)c Precision (%)d 

Intra-day (n=4)    

Calibration standardsa    
75 67.13±5.83 -10.49 8.68 
150 137.70±13.65 -8.20 9.92 
300 311.50±14.73 3.83 4.73 
600 548.65±26.00 -8.56 4.74 
1500 1526.86±36.34 1.79 2.38 
3000 2974.40±76.52 -0.85 2.57 
Quality control samplesa    
200 207.95±24.62 3.98 11.84 
500 523.55±32.72 4.71 6.25 
2000 2065.21±58.91 3.26 2.85 
Inter-day (n=4)    
Calibration standardsa    
75 72.99±8.34 -2.67 11.43 
150 143.35±12.23 -4.43 8.53 
300 320.37±28.69 6.79 8.95 

600 556.39±24.27 -7.27 4.36 
1500 1490.35±35.65 -0.64 2.39 

3000 3019.82±15.08 0.66 0.50 
Quality control samplesa    
200 188.33±18.51 -5.83 9.83 
500 493.29±27.94 -1.34 5.66 
2000 2005.61±41.06 0.28 2.05 
a Amounts of 6β-hydroxytestosterone added per 0.5 ml sample in pmol. 
b Mean±SD in pmol. 
c Defined as: [(measured conc.-target conc.) / target conc.]x100%. 
d Assessed by expressing the standard deviation of the measurement as a percentage of the mean value. 
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ภาคผนวก จ 
การวเิคราะห์การท างานของเอนไซม์ CYPs 

ในเซลล์ตับเพาะเลีย้ง (Primary hepatocyte culture) 
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การทดสอบการเกิดอนัตรกิริยาของสารสกดัผลไมใ้นเซลลต์บัเพาะเล้ียงของหนู 
-  การแยกเซลลต์บัหนูและเพาะเล้ียงเซลล ์

ท าการดมยาสลบหนูขาวสายพนัธ์ุ Wistar เพศผู ้ อาย ุ 8 สัปดาห์ ผา่ตดัเพื่อเปิดหนา้ทอ้ง จากนั้นท า
การ cannulate ผา่น hepatic vein ท าการ clamp จากนั้น pump perfusion buffer (ประกอบดว้ย EGTA, NaCl, 
KCl, Na2HPO4, HEPES) ท่ีความเร็ว 20 มิลลิลิตรต่อนาที ขณะเปิด pump on ท าการตดัเส้นเลือด superior 
vena cava เพื่อใหส้ารละลายท่ีผา่นตบัไหลออก จากนั้นแยกเซลลโ์ดยใชก้าร perfuse เอนไซม ์collagenase ท่ี 
37 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที ตดัช้ินตบัท่ียอ่ยแลว้ดว้ยกรรไกร ชะดว้ยสารละลาย HBSS ท าการกรองเพื่อ
คดัแยกเฉพาะ hepatocyte suspension ดว้ยตะแกรงขนาด 400-500, และ 100 ไมครอน น าเซลลท่ี์ไดป่ั้น
เหวีย่งท่ีความเร็ว 100 g, 25 องศาเซลเซียส เพื่อตกตะกอนเซลลต์บั เจือจางเซลลต์บัดว้ย Williams’E culture 
medium ท่ีมีส่วนผสมของ fetal calf serum 10%, insulin 4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร, dexamethasone 0.1 ไม
โครโมล และ Penicillin 100 ยนิูตต่อมิลลิลิตร Streptomycin 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ใชเ้ซลลต์บัยอ้มสี
ดว้ย tryptan blue เพื่อนบัจ านวนเซลลท่ี์มีชีวติ หา % viability โดยตอ้งมีค่ามากกวา่ 80%  ถา้ % viability 
นอ้ยกวา่ 80% ท าการแยกเซลลต์บัท่ีตายออก (ยอ้มติดสี tryptan blue) โดยใชส้ารละลาย 90% Percoll แลว้
ป่ันเหวีย่งท่ี 170 g นาน 20 นาที น าเซลลต์บัหนูท่ีแยกไดไ้ปเพาะเล้ียงใน plate ขนาด 96 หลุมๆละ 100,000 
เซลล ์เพื่อทดสอบการท างานของเอนไซม ์CYPs ร่วมกบัสารสกดัผลไม ้ 

 
ท าการทดสอบผลของสารสกดัผลไมต่้อการท างานของเอนไซม ์ cytochrome P450 โดยการละลาย

สารสกดัผลไมท่ี้ 3 ความเขม้ขน้ 0.1, 1 และ 2 mg/mL (โดยท าการทดลองซ ้ า 2 คร้ัง) หรือสารยบัย ั้งมาตรฐาน 
(positive CYP inhibitor) เช่น -naphthoflaven (10 ไมโครโมลส าหรับ CYP1A2) metyrapone (50 ไมโคร
โมลส าหรับ CYP2B1) disulfiram (10 ไมโครโมลส าหรับ CYP2E1) ketoconazole (1 ไมโครโมลส าหรับ 
CYP3A) ลงใน Williams’E culture medium โดยใหมี้ปริมาณตวัท าละลาย dimethylsulfoxide เท่ากบั 0.1%  
-  การวดัการท างานของเอนไซม ์

 ท าการ incubate สารตั้งตน้ในแต่ละปฏิกิริยา เพื่อวดัการท างานของเอนไซม ์ CYP เช่น 7-
Ethoxyresorufin ส าหรับ CYP1A2, Benzyloxyresorufin ส าหรับ CYP2B, testosterone ส าหรับ CYP3A, 
และ p-nitrophenol ส าหรับ CYP2E1 น า plate เขา้ตู ้ incubatorท่ีควบคุมความช้ืนและปริมาณอากาศต่อก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซดเ์ท่ากบั 95% ต่อ 5% ตามล าดบั นาน 30 นาที ท าการหยดุปฏิกิริยาโดยการเติม Methanol 
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แช่เยน็ จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 1500 g 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จากนั้นน าส่วนสารละลายใสไป
วเิคราะห์หาปริมาณผลิตภณัฑ ์(metabolite) ท่ีไดจ้ากปฏิกิริยา ตามภาคผนวก ง  


