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บทคัดยอ 
 
 เอนไซม CYP2A6 ที่พบมากที่ตับ มีหนาที่สําคัญในการเรงปฏิกิริยาการยอยสลายสารนิโคตินในบุหรี่ : ซึ่งสงผลโดยตรงตอ
พฤติกรรมการสูบบุหรี่ทําใหตองการสูบบุหรี่เพิ่มมากขึ้น งานวิจยันี้ทําการทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดพืชสมุนไพรพ้ืนบานจากโครงการ
ปาชุมชนบานอางเอ็ด (มูลนิธิชัยพัฒนา) ที่ปราชญชาวบานใชใหการรักษาชาวบานที่มีตอการทํางานของเอนไซม CYP2A6 ใน
หลอดทดลองผลการศึกษาพบวาสารสกัดพืชสมุนไพรออกฤทธิ์ตอเอนไซม CYP2A6 แตกตางกัน อยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่คา 
p-value < 0.05 โดยสารสกัดพืชสมุนไพรที่ออกฤทธิ์กระตุน CYP2A13 ไดดีไดแก รากตนระยอมนอย รากตนคางคาวดํา         
ใบตนเข็มไอเดีย เปนตน และสารสกัดพืชสมุนไพรท่ีออกฤทธิ์ยับย้ัง CYP2A6 ไดดี ไดแก ใบตนเบญจมาศแมว รากตนเข็มไอเดีย 
ใบตนมะฮึก ใบตนลายกนก ใบดีงูตน เปนตน    
 
คําสําคัญ : เอนไซม Cytochrome P450 2A6 / นิโคตนิ / ปาชุมชนบานอางเอ็ด / การยับย้ัง / การกระตุน 
 
 
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.   

 
Keywords : Cytochrome P450 2A6 / Nicotine / Ban-Ang-Ed official Community Forest Project / inhibition / activation  
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1. บทนํา 
 ในปจจุบันโรคที่เกิดจากการสูบบุหรี่ถือวาเปนปญหาสําคัญ ทั้งนี้เนื่องจากในบุหรี่ประกอบไปดวยสารเคมีตางๆ มากกวา 
4,000 ชนิด ทั้งที่เปนสารพิษและสารกอมะเร็งที่จะไดรับเม่ือมีการสูบเขาไปในปอด กอใหเกิดโรคที่เก่ียวกับระบบทางเดินหายใจ 
ซึ่งสาเหตุที่ทําใหเกิดโรคตางๆ เปนผลมาจากสารนิโคตินที่พบในบุหรี่ เขาไปกระตุนสมองสวนกลางใหหล่ังสารโดปามีนออกมา
มากขึ้น โดยสารชนิดนี้จะไปสงผลทําใหผูสูบบุหรี่ เกิดความสบายใจ ปราศจากความเครียดตางๆ ผูสูบบุหรี่จึงยังคงสูบบุหรี ่
ตอไป เพื่อรักษาระดับนิโคตินในเลือดใหอยูในระดับปกติ จึงเปนผลทําใหผูสูบบุหรี่ไดรับสารพิษที่อยูในบุหรี่เขาไปภายในรางกาย 
(Hukkanen and Benowitz2005) อยางไรก็ตามเม่ือสารนิโคตินเขามาภายในรางกาย สารนิโคตินจะถูกยอยสลายโดยเอนไซมที่
อยูในตับซึ่งจะเรงใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่น (oxidation) เพื่อเปลี่ยนสารนิโคตินใหเปนสารประกอบโคตินิน (Cotinine) เพื่อที่จะ
สามารถกําจัดออกนอกรางกายได โดยเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายสารนิโคตินในตับนั้นคือเอนไซม CYP2A6 ซึ่งเปน
เอนไซมในกลุม Cytochrome P450 ที่สามารถยอยสลายสารนิโคตินไดดีดวยคา Km ตอนิโคตินที่ตํ่าและ Vmax ที่สูง (Hukkanen 
et al., 2005; Su et al., 2000) ซึ่งการยอยสลายสารนิโคตินดวยเอนไซม CYP2A6 เปนกระบวนการหลักในการกําจัดนิโคติน
ออกนอกรางกายและสงผลโดยตรงตอพฤติกรรมการสูบบุหรี่ ทั้งนี้เพราะมีรายงานการศึกษาพบวา ผูสูบบุหรี่ที่มียีนที่ทําใหการ
ทํางานของเอนไซมเหลือเพียง 50% จะมีการสูบบุหรี่ตอวันนอยกวาผูที่มียีนของเอนไซม CYP2A6 ปกติ (Wild-type) รวมถึงมี
ความเส่ียงในการติดสารนิโคตินนอยลงและเลิกสูบบุหรี่ไดงาย (Di et al., 2009; Schoedel et al., 2004; Sellers et al., 2000)
แสดงใหเห็นวาการทํางานของเอนไซม CYP2A6 มีบทบาทสําคัญตอพฤติกรรมการสูบบุหรี่นอกเหนือไปจากความสามารถใน
การยอยสลายนิโคตินแลวเอนไซม CYP2A6 สามารถยอยสลายสารประกอบอ่ืนๆ ได เชนสารกอมะเร็ง NNK ในบุหรี่หรือสาร 
coumarin ไปเปนผลิตภัณฑ 7-hydroxycoumarin (ปฏิกิริยา coumarin-7-hydroxylase) ที่นิยมนํามาใชเปนตัวตรวจสอบ    
การทํางานของเอนไซม CYP2A6 ในหลอดทดลอง (Hukkanen et al., 2005) 
 เนื่องจากการเสพติดนิโคตินเปนปญหาสําคัญที่จําเปนตองไดรับการแกไข ในปจจุบันจึงมีการคิดคนวิธีมากมายเพื่อชวย  
ในการบําบัดและชวยผูเสพติดบุหรี่เลิกจากการอาการติดบุหรี่ดวยนิโคตินทดแทนตางๆ ไมวาจะเปนในรูปของนิโคตินหมากฝรั่ง
ชนิดเคี้ยวและนิโคตินชนิดแผนแปะผิวหนัง แตการบําบัดดวยวิธีนี้ไมไดรับความนิยม ทั้งยังสงผลขางเคียงแกผูใช เพราะฤทธิ์ของ
ยาไปลดการทํางานของตัวรับนโิคตินในสมองที่สงผลใหลดอาการเสพนิโคตินลง มีผลขางเคียงกับผูใชยา (Carrozzi et al., 2008; 
Gonzalez et al., 2006) และเนื่องจากเอนไซม CYP2A6 มีบทบาทในการยอยสลายนิโคตินในคน ดังนั้นการยับย้ังการทํางาน
ของเอนไซม CYP2A6 จึงนาจะเปนอีกหนึ่งวิธีในการชวยบําบัดอาการเสพติดบุหรี่ได (Di et al, 2009; Hukkanen et al., 2005) 
อยางไรก็ตามในปจจุบันยังไมมีการศึกษาเก่ียวกับสารท่ีมีสมบัติในการยับยั้งการทํางานของเอนไซม CYP2A6 มากนัก โดยมีเพียง
สาร methoxsalen (8-methoxypsoralen; 8-MOP) ที่พบวาสามารถยับย้ังการยอยสลายนิโคตินของเอนไซม CYP2A6 ได 
(Miyazaki et al., 2005; von Weymarn et al., 2007) โดยยับย้ังการทํางานของเอนไซม  CYP2A6 ผานกลไกท้ังแบบแขงขันที่
ผันกลับได (competitive inhibition) และกลไกยับย้ังการยอยสลายแบบ mechanism-based inhibition เม่ือใช coumarin เปน
ตัวตรวจสอบ โดยสามารถลดการยอยสลายนิโคตินและลดการกําจัดนิโคตินออกจากรางกายได (Sellers et al., 2000; Sellers 
et al., 2003; Siu and Tyndale, 2007; von Weymarn et al., 2007) และเมื่อผูเสพบุหร่ีไดรับ 8-MOP รวมกับการไดรับนิโคติน
จะเพิ่มระดับของนิโคตินในกระแสเลือดและลดการสูบบุหรี่ลง โดยใชเวลานานขึ้นกอนที่จะสูบมวนตอไป (Sellers et al., 2000)
อยางไรก็ดี 8-MOP สงผลกระทบขางเคียงตอผูใชจึงตองเลิกใช (Siu and Tyndale, 2007)  
 เนื่องจากความนิยมสารสมุนไพรจากธรรมชาติ ทําใหเกิดการศึกษาหาสารสําคัญจากธรรมชาติที่ออกฤทธิ์ยับย้ังเอนไซม 
CYP2A6 ไดเชน สาระสําคัญจากรากของพืช Angellica gigas (Yoo et al., 2007) หรือสารสําคัญจากพืชฟาทะลายโจร 
(Pouyfung et al., 2013) ที่เปนพืชที่พบไดงายในประเทศเกาหลีใตและประเทศไทยตามลําดับ  แสดงใหเห็นวาในพืชสมุนไพร-
ธรรมชาติที่รับประทานไดทั่วไปโดยไมมีอันตรายนั้นนาจะมีสาระสําคัญที่มีประสิทธิภาพในการยับย้ังการทํางานของเอนไซม CYP2A6 
ได โดยไมสงผลกระทบตอผูใช ซึ่งนาจะเปนอีกแนวทางหน่ึง ที่ชวยในการปองกันการเสพติดบุหรี่ และลดระดับความเส่ียงในการ
เกิดโรคที่เก่ียวกับระบบทางเดินหายใจในผูสูบบุหรี่ได ดังนั้นผูวิจัยจึงมุงคนหาสารสกัดจากธรรมชาติในประเทศไทยที่มีความ 
อุดมสมบูรณของทรัพยากรธรรมชาติสูงและเปนพืชสมุนไพรพื้นบานที่พบไดงาย แตมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการทํางานตอ
เอนไซม CYP2A6 เพื่อชวยลดการสูบบุหรี่ของคนในชุมชนทั่วไปที่จะเปนการเพ่ิมมูลคาของสมุนไพรไทยรวมถึงเปนองคความรู  
ที่มีประโยชนตอสุขภาพและนาจะเปนหนึ่งในแนวทางเลือกที่สําคัญในลดการเปนโรคมะเร็งปอดท้ังในผูสูบบุหรี่และผูใกลชิด โดย
ในการทดลองนี้ผูวิจัยศึกษาความสามารถในการยับยั้งการทํางานของเอนไซม CYP2A6 ของพืชสมุนไพรจากโครงการปาชุมชน 
บานอางเอ็ด (มูลนิธิชัยพัฒนา) โดยมุงเนนศึกษาพืชสมุนไพรท่ีชาวบานนํามารับประทานเปนยารักษาโรค เพื่อใชในการลด    
การสูบบุหรี่ของชาวบานในชุมชน ปองกันอันตรายจากบุหรี่ตอบุคคลใกลชิด รวมทั้งเปนการเพิ่มมูลคาของผลิตภัณฑจากพืช
ตอไป 

2. วิธีการ 
 2.1 การเตรียมสารสกัดจากพืชสมุนไพรพื้นบานจากโครงการพัฒนาปาชุมชนบานอางเอ็ด 
 นําพืชสมุนไพรพื้นบานจากโครงการพัฒนาปาชุมชนบานอางเอ็ดที่ปราชญชาวบานแนะนําใหชาวบานในละแวกใกลเคียง
ใชเพื่อบํารุงสุขภาพและรักษาโรคและจําแนกสายพันธโดยอาจารยเบญจวรรณ ชิวปรีชา ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยบูรพามาทําความสะอาด สับเปนชิ้นเล็กๆ และนําไปอบที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส จากนั้นนําพืชสมุนไพรมาบด
ใหละเอียดแบงพชืสมุนไพรใสถุงผาดิบ นําไปแชใน 95% เอทานอลในสัดสวน 1 กรัม : 10 มิลลิลิตร เปนเวลา 5 วัน จากนั้นทําการ
กรองสารสกัด นําสวนสกัดเอทานอลท่ีไดไประเหยตัวทําละลายเอทานอลดวยเคร่ืองระเหยสุญญากาศแบบหมุน นําสวนสกัดที่ได
ละลายดวย Absolute Ethanol ใหความเขมขนสุดทายเปน 1 mg/ml จากนั้นเก็บสารละลายไวที่ -20 องศาเซลเซียสจนกวาจะ
ทําการทดลอง 
 2.2 การแสดงออกและการทําบริสุทธิ์ของเอนไซม CYP2A6 และ CPR  
 เล้ียงเชื้อแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ C41 (DE3) ที่ไดรับการสงผานพลาสมิด DNA ที่มียีน NADPH-
cytochrome P450 reductase หรือ CPR (pINIII-flrat CPR ไดรับจาก Prof. Dr. Jung-Ja Kim จาก Medical College of 
Wisconsin) และเชื้อ E. coli สายพันธุ XL-1 blue ที่ไดรับการสงผาน cDNA ที่มียีน CYP2A6 (pKKK--23-2A6 ไดรับจาก 
Assoc. Prof. Dr. Emily Scott จาก University of Kansus) จากนั้นเหนี่ยวนําการแสดงออกและทําบริสุทธิ์เอนไซม CPR 
(Sarapusit et al., 2008) และ CYP2A6 (DeVore et al., 2008) และตรวจสอบความบริสุทธิ์ดวยวิธี SDS-PAGE  
 2.3  การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม rat CPR 
 ศึกษาปฏิกิริยาการสงผานอิเล็กตรอนของเอนไซม CPR ไปยังตัวรับอิเล็กตรอน (Cytochrome c) โดยบมเอนไซม CPR 
บริสุทธิ์ที่ไดจากขั้นตอน 2.1 ขางตนรวมกับ Cytochrome c (40 uM) ในสารละลาย 300 mM Kpi buffer pH 7.7 จากนั้น      
เติมสารละลาย NADPH (50 uM) เพื่อเริ่มปฏิกิริยาโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่เพิ่มขึ้นที่ 550 นาโนเมตร (การเพิ่มขึ้นของ 
cytochrome c ในรูปรีดิวซ; Sarapusit et al., 2008) ทําการศึกษาฤทธิ์ของน้ําสมุนไพรและนํ้าผลไม โดยบมเอนไซม CPR และ 
cytochrome c รวมกับน้ําสมุนไพรและนํ้าผลไมที่ความเขมขนสุดทาย 10 μg/ml แลวเริ่มปฏิกิริยาดวยสารละลาย NADPH     
ทําการทดลองทั้งหมด 24 ตัวอยางโดยทําการทดลองทั้งหมด 2 ซ้ํา ที่เปนอิสระตอกันวิเคราะหผลดวยโปรแกรม SPSS และ 
Prism5 เพื่อหาคากิจกรรมเอนไซมที่เหลืออยู (remaining activity) เปรียบเทียบกับคากิจกรรมของเอนไซม CPR ในสภาวะท่ี   
ไมมีน้ําสมุนไพรหรือน้ําผลไม  
 2.4  การตรวจสอบกิจกรรมเอนไซม CYP2A6 
 ศึกษาการเรงปฏิกิริยาการออกซิเดชันของเอนไซม CYP2A6 ตอสารประกอบเรืองแสง Coumarin ในหลอดทดลอง (in 
vitro) โดยบมเอนไซม CYP2A6 บริสุทธิ์ (100 μg) รวมกับเอนไซม CPR (10 unit) ในสารละลาย 50 mM Tris-HCl pH 7.5 ที่มี 
Dilaurolphatidyl-choline (DLPC) ต้ังทิ้งไว 5 นาทีที่อุณหภูมิหอง เม่ือครบเวลาท่ีกําหนดเติมสารต้ังตน 20 μM Coumarin และ
ตัวใหอิเล็กตรอน 50 μM NADPH เพื่อเริ่มปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั้นวัดคาการเพิ่มขึ้นของผลิตภัณฑ 7-
hydroxycoumarin โดยใชเครื่อง Fluorescence Spectroscopy เปนเวลา 10 นาทีสําหรับการทดลองควบคุมจะศึกษาการ
เกิดปฏิกิริยาการสรางผลิตภัณฑเม่ือปราศจากตัวใหอิเล็กตรอน NADPH หรือ เอนไซม CPR โดยทั้งหมดการทดลองซ้ํา 2 ครั้ง 
จากนั้นทําการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพรที่มีตอการทํางานของเอนไซม CYP2A6 โดยทําการบมเอนไซม CYP2A6 บริสุทธิ์ 
(100 μg) รวมกับเอนไซม CPR (10 unit) ในสารละลาย 50 mM Tris-HCl pH 7.5 ที่มี DLPC ตั้งทิ้งไว 5 นาทีที่อุณหภูมิหอง 
เม่ือครบเวลาที่กําหนดเติม 20 μM Coumarin และสารสกัดพืชสมุนไพรที่ความเขมขน 10, 50 และ 100 μg/ml จากนั้นจึงเริ่ม
ปฏิกิริยาโดย 50 μM NADPH ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นําคาการตรวจสอบการยับย้ังการทํางานของเอนไซม 
CYP2A6 มาเปรียบเทียบคาการยับยั้งการทํางานของเอนไซม CYP2A6 (ปฏิกิริยาควบคุม) โดยทําการทดลอง 2 ซ้ําที่เปนอิสระ
ตอกันแลววิเคราะหผลดวยโปรแกรม prism5 และ SPSS  
 
3. ผลและอภิปราย 
 ทําการเหนี่ยวนําการแสดงออกของเอนไซม CYP2A6 ในเซลลแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ XL-1 blue เมื่อทําบริสุทธิ์และ 
ทําการตรวจสอบโปรตีน พบวาเอนไซม CYP2A6 ที่ไดมีขนาดมวลโมเลกุลประมาณ 51.34 kDa และเอนไซม CPR ที่ไดมีขนาด
มวลโมเลกุลประมาณ 74.13 kDa เมื่อศึกษากิจกรรมของเอนไซม โดยวัดปฏิกิริยาการเพิ่มขึ้นของสารผลิตภัณฑ 7-hydrxycoumarin 
พบวาเอนไซม CYP2A6 มีคา specific activity เทากับ 6.29 ± 0.14 umol/7-hydroxycoumarin /min/μg protein และเอนไซม 
CPR มีคา specific activity เทากับ 53.91 ± 2.79 umol/Cytc reduction/min/mg protein ซึ่งใกลเคียงกับคาที่มีการศึกษา    
มากอนหนานี้ (DeVore et al., 2008, Sarapusit et al., 2008)  
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2. วิธีการ 
 2.1 การเตรียมสารสกัดจากพืชสมุนไพรพื้นบานจากโครงการพัฒนาปาชุมชนบานอางเอ็ด 
 นําพืชสมุนไพรพื้นบานจากโครงการพัฒนาปาชุมชนบานอางเอ็ดที่ปราชญชาวบานแนะนําใหชาวบานในละแวกใกลเคียง
ใชเพื่อบํารุงสุขภาพและรักษาโรคและจําแนกสายพันธโดยอาจารยเบญจวรรณ ชิวปรีชา ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยบูรพามาทําความสะอาด สับเปนชิ้นเล็กๆ และนําไปอบที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส จากนั้นนําพืชสมุนไพรมาบด
ใหละเอียดแบงพชืสมุนไพรใสถุงผาดิบ นําไปแชใน 95% เอทานอลในสัดสวน 1 กรัม : 10 มิลลิลิตร เปนเวลา 5 วัน จากนั้นทําการ
กรองสารสกัด นําสวนสกัดเอทานอลท่ีไดไประเหยตัวทําละลายเอทานอลดวยเคร่ืองระเหยสุญญากาศแบบหมุน นําสวนสกัดที่ได
ละลายดวย Absolute Ethanol ใหความเขมขนสุดทายเปน 1 mg/ml จากนั้นเก็บสารละลายไวที่ -20 องศาเซลเซียสจนกวาจะ
ทําการทดลอง 
 2.2 การแสดงออกและการทําบริสุทธิ์ของเอนไซม CYP2A6 และ CPR  
 เล้ียงเชื้อแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ C41 (DE3) ที่ไดรับการสงผานพลาสมิด DNA ที่มียีน NADPH-
cytochrome P450 reductase หรือ CPR (pINIII-flrat CPR ไดรับจาก Prof. Dr. Jung-Ja Kim จาก Medical College of 
Wisconsin) และเชื้อ E. coli สายพันธุ XL-1 blue ที่ไดรับการสงผาน cDNA ที่มียีน CYP2A6 (pKKK--23-2A6 ไดรับจาก 
Assoc. Prof. Dr. Emily Scott จาก University of Kansus) จากนั้นเหนี่ยวนําการแสดงออกและทําบริสุทธิ์เอนไซม CPR 
(Sarapusit et al., 2008) และ CYP2A6 (DeVore et al., 2008) และตรวจสอบความบริสุทธิ์ดวยวิธี SDS-PAGE  
 2.3  การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม rat CPR 
 ศึกษาปฏิกิริยาการสงผานอิเล็กตรอนของเอนไซม CPR ไปยังตัวรับอิเล็กตรอน (Cytochrome c) โดยบมเอนไซม CPR 
บริสุทธิ์ที่ไดจากขั้นตอน 2.1 ขางตนรวมกับ Cytochrome c (40 uM) ในสารละลาย 300 mM Kpi buffer pH 7.7 จากนั้น      
เติมสารละลาย NADPH (50 uM) เพื่อเริ่มปฏิกิริยาโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่เพิ่มขึ้นที่ 550 นาโนเมตร (การเพิ่มขึ้นของ 
cytochrome c ในรูปรีดิวซ; Sarapusit et al., 2008) ทําการศึกษาฤทธิ์ของน้ําสมุนไพรและนํ้าผลไม โดยบมเอนไซม CPR และ 
cytochrome c รวมกับน้ําสมุนไพรและนํ้าผลไมที่ความเขมขนสุดทาย 10 μg/ml แลวเริ่มปฏิกิริยาดวยสารละลาย NADPH     
ทําการทดลองทั้งหมด 24 ตัวอยางโดยทําการทดลองทั้งหมด 2 ซ้ํา ที่เปนอิสระตอกันวิเคราะหผลดวยโปรแกรม SPSS และ 
Prism5 เพื่อหาคากิจกรรมเอนไซมที่เหลืออยู (remaining activity) เปรียบเทียบกับคากิจกรรมของเอนไซม CPR ในสภาวะท่ี   
ไมมีน้ําสมุนไพรหรือน้ําผลไม  
 2.4  การตรวจสอบกิจกรรมเอนไซม CYP2A6 
 ศึกษาการเรงปฏิกิริยาการออกซิเดชันของเอนไซม CYP2A6 ตอสารประกอบเรืองแสง Coumarin ในหลอดทดลอง (in 
vitro) โดยบมเอนไซม CYP2A6 บริสุทธิ์ (100 μg) รวมกับเอนไซม CPR (10 unit) ในสารละลาย 50 mM Tris-HCl pH 7.5 ที่มี 
Dilaurolphatidyl-choline (DLPC) ต้ังทิ้งไว 5 นาทีที่อุณหภูมิหอง เม่ือครบเวลาที่กําหนดเติมสารต้ังตน 20 μM Coumarin และ
ตัวใหอิเล็กตรอน 50 μM NADPH เพื่อเริ่มปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั้นวัดคาการเพิ่มขึ้นของผลิตภัณฑ 7-
hydroxycoumarin โดยใชเครื่อง Fluorescence Spectroscopy เปนเวลา 10 นาทีสําหรับการทดลองควบคุมจะศึกษาการ
เกิดปฏิกิริยาการสรางผลิตภัณฑเม่ือปราศจากตัวใหอิเล็กตรอน NADPH หรือ เอนไซม CPR โดยทั้งหมดการทดลองซ้ํา 2 ครั้ง 
จากนั้นทําการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพรที่มีตอการทํางานของเอนไซม CYP2A6 โดยทําการบมเอนไซม CYP2A6 บริสุทธิ์ 
(100 μg) รวมกับเอนไซม CPR (10 unit) ในสารละลาย 50 mM Tris-HCl pH 7.5 ที่มี DLPC ตั้งทิ้งไว 5 นาทีที่อุณหภูมิหอง 
เม่ือครบเวลาที่กําหนดเติม 20 μM Coumarin และสารสกัดพืชสมุนไพรที่ความเขมขน 10, 50 และ 100 μg/ml จากนั้นจึงเริ่ม
ปฏิกิริยาโดย 50 μM NADPH ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นําคาการตรวจสอบการยับย้ังการทํางานของเอนไซม 
CYP2A6 มาเปรียบเทียบคาการยับยั้งการทํางานของเอนไซม CYP2A6 (ปฏิกิริยาควบคุม) โดยทําการทดลอง 2 ซ้ําที่เปนอิสระ
ตอกันแลววิเคราะหผลดวยโปรแกรม prism5 และ SPSS  
 
3. ผลและอภิปราย 
 ทําการเหนี่ยวนําการแสดงออกของเอนไซม CYP2A6 ในเซลลแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ XL-1 blue เม่ือทําบริสุทธิ์และ 
ทําการตรวจสอบโปรตีน พบวาเอนไซม CYP2A6 ที่ไดมีขนาดมวลโมเลกุลประมาณ 51.34 kDa และเอนไซม CPR ที่ไดมีขนาด
มวลโมเลกุลประมาณ 74.13 kDa เมื่อศึกษากิจกรรมของเอนไซม โดยวัดปฏิกิริยาการเพิ่มขึ้นของสารผลิตภัณฑ 7-hydrxycoumarin 
พบวาเอนไซม CYP2A6 มีคา specific activity เทากับ 6.29 ± 0.14 umol/7-hydroxycoumarin /min/μg protein และเอนไซม 
CPR มีคา specific activity เทากับ 53.91 ± 2.79 umol/Cytc reduction/min/mg protein ซึ่งใกลเคียงกับคาที่มีการศึกษา    
มากอนหนานี้ (DeVore et al., 2008, Sarapusit et al., 2008)  
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 เม่ือทําการวัดการฤทธิ์ของสารสกัดจากพืชสมุนไพร (ภาพที่ 1 A-B) ที่ความเขมขนของสารสกัด 10 μg/ml, 50 μg/ml และ 
100 μg/ml พบวาสารสกัดจากพืชสมุนไพรท่ีทําการทดลองจากปาชุมชนบานอางเอ็ดออกฤทธิ์ตอการทํางานของเอนไซม CYP2A6 
แตกตางกัน (Anova, p-value < 0.05) โดยแบงออกไดเปนส่ีกลุมคือ กลุมที่หนึ่งพืชที่ออกฤทธิ์กระตุนการทํางานของเอนไซม 
CYP2A6 (ภาพที่ 1 A) ไดแก ใบตนเข็มไอเดีย, รากตนระยอมนอย, เหงาตนคางคาวดํา, สวนลําตนของตนเอื้องหมายนา (t-test, 
p-value < 0.05) กลุมที่สองพืชที่ออกฤทธิ์ยับย้ังเอนไซม CYP2A6 ไดมีประสิทธิภาพ (คา IC50 < 100 μg/ml:  ภาพท่ี 1 B)    
ไดแก ใบตนเบญจมาศแมว (IC50 = 10.25 μg/ml), รากตนเข็มไอเดีย (IC50 = 18.91 μg/ml), ใบตนมะฮึก (IC50 = 40.39 μg/ml), 
ใบตนลายกนก (IC50 = 63.95 ug/ml), เหงาตนหัวเดียว (IC50 = 73.74 μg/ml), ใบตนดีงูตน (IC50 = 75.83 ug/ml), ใบตน       
หัวเดียว (IC50 = 86.36 ug/ml) กลุมที่สามพืชที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม CYP2A6 แตมีประสิทธิภาพตํ่า (คา IC50 > 100 μg/ml) 
ไดแก ใบตนระยอมนอย (IC50 = 120.9 ug/ml), ไมยราบ (IC50 = 141.7 ug/ml), ใบตนคางคาวดํา (IC50 = 158.7 ug/ml), ใบตน
เอื้องหมายนา (IC50 = 173.2 ug/ml), ใบตนชงโค (IC50 = 273.7 ug/ml), ใบตนมะเด่ือหอม (IC50 = 292.6 ug/ml), และเหงาตน
เอื้องหมายนา (IC50 = 849.2 ug/ml), ตามลําดับ (t-test, p-value <0.05) และกลุมที่ส่ีคือ กลุมที่ไมออกฤทธิ์กระตุนหรือยับย้ัง
การทํางานของเอนไซม CYP2A6 ไดแก รากตนดีงูตน, รากตนโคลงเคลง, รากตนมะฮึกและใบตนไมลาย  
 

  
ภาพที่ 1 (A-B)ฤทธิ์ของสารสกัดจากพืชสมุนไพรจากปาชุมชนบานอางเอ็ดที่ความเขมขน 0 μg/ml, 10 μg/ml, 50 μg/ml และ 

100 μg/ml ตอการทํางานของเอนไซม CYP2A6 เปรียบเทียบกับสารละลาย 1 ไมโครลิตร ของเอทานอล 99.5% 
(control) เม่ือทําการศึกษาที่อุณหภูมิหอง 37 องศาเซลเซียส การทดลองทําซํ้าทั้งหมดสองครั้งและวิเคราะหผลดวย
โปรแกรม SPSS และ GraphPad Prism 5   

 
 เนื่องดวยเอนไซม CPR ทําหนาที่สําคัญในการขนสงอิเล็กตรอนใหแกเอนไซม CYP2A6 และเอนไซม cytpchrome P450 
อื่นๆ ในการเรงปฏิกิริยา ผลกระทบใดของสารสกัดพืชสมุนไพรจากปาชุมชนบานอางเอ็ดที่ทําการศึกษาจะสงผลกระทบตอการ
ทํางานของเอนไซม CYP2A6 และเอนไซม cytochrome P450 อื่นๆ เชน เอนไซม CYP3A4 และเอนไซม CYP2C9 เมื่อทําการ
ทดสอบในหลอดทดลองได เม่ือทําการตรวจสอบฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพรที่ความเขมขน 10 μg/ml พบวาสารสกัดจากพืช
สมุนไพรจากปาชุมชนบานอางเอ็ด ออกฤทธิ์ตอการทํางานของเอนไซม CPR แตกตางกัน (Anova, p-value < 0.05) (ภาพท่ี 2A) 
โดยพืชในกลุมท่ีออกฤทธิ์การกระตุนการทํางานของ rat CPR ไดแก เหงาเอื้องหมายนา, ใบเอื้องหมายนา, ตนเอื้องหมายนา,    
ใบโคลงเคลง, ใบคางคาวดํา, เหงาคางคาวดํา, ใบดีงูตน, ใบมะฮึก, รากมะฮึก, ใบหัวเดียว, ใบเข็มไอเดีย, รากระยอมนอย,      

ใยระยอมนอย, ใบเบญจมาศแมว, ใบชงโค, ใบมะเดื่อหอม, ใบลายกนก,ไมยราบ, ใบไมลาย และรากพนมสวรรค (t-test,        
p-value < 0.05) และพืชที่ออกฤทธิ์ยับย้ังเอนไซม CPR ไดแก รากโคลงเคลง, รากดีงูตน และรากเข็มไอเดีย (t-test,p-value < 
0.05) ซี่งฤทธิข์องสารสกัดพืชสมุนไพรที่มีตอการทํางานของเอนไซม CPR ไมเปล่ียนแปลงเมื่อทาํการศึกษาเพิ่มเติมที่ความเขมขน
ของสารสกัด 50 μg/ml และ 100 μg/ml (ไมไดแสดงผล) ทั้งนี้อาจเกิดเนื่องจากการทํางานของเอนไซม CPR เก่ียวของกับการ
รับ-สงอิเล็กตรอน สารท่ีจะออกฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของเอนไซม CPR ไดดี นาจะตองมีความสามารถในการแยงรับอิเล็กตรอน
ที่ไดรับจาก NADPH กอนที่จะสงอิเล็กตรอนตอใหโปรตีนตัวรับ ไซโตรโครมซี ในหลอดทดลอง  
 

  
ภาพที่ 2 คากิจกรรมเอนไซมที่เหลืออยู (remaining activity) ของสารสกัดจากพืชที่ความเขมขน 10 μg/ml กับเอนไซม CPR 

เม่ือทําการศึกษาที่อุณหภูมิหอง 37 องศาเซลเซียส เปรียบเทียบกับสารสะลายเอทานอล 99.5% การทดลองทําซ้ํา
ทั้งหมดสองครั้งและวิเคราะหผลดวยโปรแกรม SPSS และ GraphPad Prism 5 

 
 ผลการทดลองขางตนแสดงใหเห็นวาพืชสมุนไพรบางชนิดจากปาชุมชนบานอางเอ็ด ไดแก ใบตนเข็มไอเดีย, รากตนระยอม
นอย, เหงาตนคางคาวดํา, สวนลําตนของตนเอื้องหมายนา ที่ออกฤทธิ์กระตุนการทํางานของเอนไซม CYP2A6 จําเปนตอง
ระมัดระวัง เม่ือนําไปใชในการรักษาโรคใหกับชาวบานในบริเวณขางเคียงที่สูบบุหรี่ในระหวางรับประทานพืชสมุนไพรเหลาน้ี 
เพราะอาจสงผลใหเกิดการยอยสลายสารนิโคตินเร็วขึ้น จึงสูบบุหรี่เพิ่มมากขึ้นได ในทางตรงขาม แมสารสกัดจากพืชสมุนไพร
หลายชนิดจากปาชุมชนบานอางเอ็ด สามารถออกฤทธ์ิยับย้ังการทํางานของเอนไซม CYP2A6 ไดดี เชน ใบตนเบญจมาศแมว 
รากตนเข็มไอเดียใบตนมะฮึก ใบตนลายกนกซ่ึงอาจนําประยุกตใชเพื่อการลดการสูบบุหรี่ไดแตยังจําเปนตองศึกษาถึงความจําเพาะ
ในการยับย้ัง เพื่อปองกันอันตกริยาอันอาจจะเกิดขึ้นของสารสกัดสมุนไพรที่อาจเกิดขึ้นกับเอนไซม Cytochrome P450 อื่นๆ ที่
ทําหนาท่ีในการยอยสลายยารักษาโรค (Herb-drug interaction) เพื่อนํามาใชในการชวยลดการเกิดโรคมะเร็งปอดในผูสูบบุหรี่
ไดอยางมีประสิทธิภาพตอไป  
 
4. บทสรุป 
 โดยสรุปผลการศึกษาท่ีไดพบวาสารสกัดจากพืชสมุนไพรจากโครงการปาชุมชนบานอางเอ็ด (มูลนิธิชัยพัฒนา) ที่ปราชญ
ชาวบานแนะนําใหชาวบานนําไปรับประทานเพื่อรักษาโรคไดอยางปลอดภัยหลายชนิด มีศักยภาพที่ดีที่จะนํามาประยุกตใชเพื่อ
ชวยลดการสูบบุหรี่   ทั้งนี้เพราะสารสกัดเหลาน้ีออกฤทธิ์ยับย้ังการทํางานของเอนไซม CYP2A6 (เชน ใบตนเบญจมาศแมว (IC50 
= 10.25 μg/ml) รากตนเข็มไอเดีย (IC50 = 18.91 μg/ml)) ใบตนมะฮึก (IC50 = 40.39 μg/ml), ใบตนลายกนก (IC50 = 63.95 
ug/ml) ที่โดยปกติทําหนาที่ยอยสลายสารนิโคติน ทําใหระดับนิโคตินในเลือดลดต่ําลง สงผลใหอยากสูบบุหรี่อีก สาระสําคัญ   
ในสารสกัดเหลาน้ีเม่ือยับย้ังเอนไซม CYP2A6 จะสงผลใหเกิดการยอยสลายนิโคตินชาลง คงระดับนิโคตินในเลือด และยืด
ระยะเวลาท่ีจะสูบบุหรี่ออกไป ทาํใหลดโอกาสที่รางกายจะไดรับสารกอมะเรง็รุนแรงได อยางไรก็ตามพืชสมุนไพรบางชนิดออกฤทธิ์
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ใยระยอมนอย, ใบเบญจมาศแมว, ใบชงโค, ใบมะเดื่อหอม, ใบลายกนก,ไมยราบ, ใบไมลาย และรากพนมสวรรค (t-test,        
p-value < 0.05) และพืชที่ออกฤทธิ์ยับย้ังเอนไซม CPR ไดแก รากโคลงเคลง, รากดีงูตน และรากเข็มไอเดีย (t-test,p-value < 
0.05) ซี่งฤทธิข์องสารสกัดพืชสมุนไพรท่ีมีตอการทํางานของเอนไซม CPR ไมเปล่ียนแปลงเมื่อทาํการศึกษาเพิ่มเติมที่ความเขมขน
ของสารสกัด 50 μg/ml และ 100 μg/ml (ไมไดแสดงผล) ทั้งนี้อาจเกิดเนื่องจากการทํางานของเอนไซม CPR เก่ียวของกับการ
รับ-สงอิเล็กตรอน สารที่จะออกฤทธิ์ยับย้ังการทํางานของเอนไซม CPR ไดดี นาจะตองมีความสามารถในการแยงรับอิเล็กตรอน
ที่ไดรับจาก NADPH กอนที่จะสงอิเล็กตรอนตอใหโปรตีนตัวรับ ไซโตรโครมซี ในหลอดทดลอง  
 

  
ภาพที่ 2 คากิจกรรมเอนไซมที่เหลืออยู (remaining activity) ของสารสกัดจากพืชที่ความเขมขน 10 μg/ml กับเอนไซม CPR 

เม่ือทําการศึกษาที่อุณหภูมิหอง 37 องศาเซลเซียส เปรียบเทียบกับสารสะลายเอทานอล 99.5% การทดลองทําซ้ํา
ทั้งหมดสองครั้งและวิเคราะหผลดวยโปรแกรม SPSS และ GraphPad Prism 5 

 
 ผลการทดลองขางตนแสดงใหเห็นวาพืชสมุนไพรบางชนิดจากปาชุมชนบานอางเอ็ด ไดแก ใบตนเข็มไอเดีย, รากตนระยอม
นอย, เหงาตนคางคาวดํา, สวนลําตนของตนเอื้องหมายนา ท่ีออกฤทธิ์กระตุนการทํางานของเอนไซม CYP2A6 จําเปนตอง
ระมัดระวัง เม่ือนําไปใชในการรักษาโรคใหกับชาวบานในบริเวณขางเคียงที่สูบบุหรี่ในระหวางรับประทานพืชสมุนไพรเหลาน้ี 
เพราะอาจสงผลใหเกิดการยอยสลายสารนิโคตินเร็วขึ้น จึงสูบบุหรี่เพิ่มมากขึ้นได ในทางตรงขาม แมสารสกัดจากพืชสมุนไพร
หลายชนิดจากปาชุมชนบานอางเอ็ด สามารถออกฤทธ์ิยับย้ังการทํางานของเอนไซม CYP2A6 ไดดี เชน ใบตนเบญจมาศแมว 
รากตนเข็มไอเดียใบตนมะฮึก ใบตนลายกนกซ่ึงอาจนําประยุกตใชเพื่อการลดการสูบบุหรี่ไดแตยังจําเปนตองศึกษาถึงความจําเพาะ
ในการยับย้ัง เพื่อปองกันอันตกริยาอันอาจจะเกิดขึ้นของสารสกัดสมุนไพรที่อาจเกิดขึ้นกับเอนไซม Cytochrome P450 อื่นๆ ที่
ทําหนาที่ในการยอยสลายยารักษาโรค (Herb-drug interaction) เพื่อนํามาใชในการชวยลดการเกิดโรคมะเร็งปอดในผูสูบบุหรี่
ไดอยางมีประสิทธิภาพตอไป  
 
4. บทสรุป 
 โดยสรุปผลการศึกษาท่ีไดพบวาสารสกัดจากพืชสมุนไพรจากโครงการปาชุมชนบานอางเอ็ด (มูลนิธิชัยพัฒนา) ที่ปราชญ
ชาวบานแนะนําใหชาวบานนําไปรับประทานเพื่อรักษาโรคไดอยางปลอดภัยหลายชนิด มีศักยภาพที่ดีที่จะนํามาประยุกตใชเพื่อ
ชวยลดการสูบบุหรี่   ทั้งนี้เพราะสารสกัดเหลานี้ออกฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของเอนไซม CYP2A6 (เชน ใบตนเบญจมาศแมว (IC50 
= 10.25 μg/ml) รากตนเข็มไอเดีย (IC50 = 18.91 μg/ml)) ใบตนมะฮึก (IC50 = 40.39 μg/ml), ใบตนลายกนก (IC50 = 63.95 
ug/ml) ที่โดยปกติทําหนาที่ยอยสลายสารนิโคติน ทําใหระดับนิโคตินในเลือดลดต่ําลง สงผลใหอยากสูบบุหรี่อีก สาระสําคัญ   
ในสารสกัดเหลาน้ีเม่ือยับย้ังเอนไซม CYP2A6 จะสงผลใหเกิดการยอยสลายนิโคตินชาลง คงระดับนิโคตินในเลือด และยืด
ระยะเวลาท่ีจะสูบบุหรี่ออกไป ทาํใหลดโอกาสที่รางกายจะไดรับสารกอมะเรง็รุนแรงได อยางไรก็ตามพืชสมุนไพรบางชนิดออกฤทธิ์
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กระตุนการทํางานของเอนไซม CYP2A6 ซึ่งตองระมัดระวังในการนําไปใชรักษาโรคใหชาวบานที่สูบบุหรี่ในระหวางที่รับประทาน
สมุนไพร เพราะอาจทําใหเกิดความเสี่ยงในการเปนโรคมะเร็งปอดจากการสูบบุหรี่เพิ่มขึ้นได  
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 ขอขอบคุณนางสาวมณีนุช อิ่มเอี่ยม และนางสาวธนสร สมทอง นิสิตภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัย
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จากเงินอุดหนุนรัฐบาล มหาวิทยาลัยบูรพา (#56.2556) 
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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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