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บทคัดย่อภาษาไทย 

 

 สารสกัดลูกใต้ใบชนิดที่มชืี่อเรยีกทางวิทยาศาสตร์วา่ Phyllanthus urinaria Linn. ถูกน ามาใช้

เป็นสมุนไพรโดยแพทย์แผนโบราณเพื่อรักษาโรคต่างๆ หลายโรคมาเป็นเวลานานแลว้ มรีายงานฤทธิ์

ต้านอนุมูลอสิระ ฤทธิ์ต้านอักเสบ ตลอดจนฤทธิ์คลายกล้ามเนือ้เรียบ มคีวามเช่ือมาตั้งแตค่รั้ง

โบราณว่าลูกใต้ใบสามารถปกป้องตับจากพิษของสารเคมี และถูกน ามาใช้เป็นสมุนไพรเพื่อช่วยรักษา

ผูป้่วยที่เป็นมะเร็งตับให้มอีายุยาวขึน้ มีหลักฐานงานวิจัยอย่างตอ่เนื่องที่ช้ีแนะว่าสารสกัดจากลูกใต้

ใบชนิด P. urinaria มีฤทธิ์ตา้นมะเร็ง นอกจากนั้น ผูว้ิจัยเองยังพบว่าสารสกัดจากลูกใต้ใบชนิด P. 

urinaria สามารถ ฆ่าเซลล์มะเร็ง  human hepatocellular carcinoma HepG2 ได้ เป็นที่ทราบดีว่า

เส้นทางหนึ่งของกระบวนการตายของเซลล์ที่เรียกว่า apoptosis นั้นสามารถเกิดผา่นกลไกที่เกี่ยวกับ

ไมโตคอนเดรีย  งานวิจัยนี้จึงเป็นงานวิจัยต่อเนื่องซึ่งมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของสารสกัดจากลูก

ใต้ใบต่อการท างานของไมโตคอนเดรีย 

สารสกัดลูกใต้ใบที่ใชใ้นการทดลองได้จากการสกัดด้วย 50% เมทานอล น ามาทดสอบผล

ต่อการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียซึ่งแยกจากตับของหนูขาว โดยใช้  Clark oxygen electrode  

พบว่าสารสกัดออกฤทธิ์กระตุ้นการหายใจใน state 4 แบบอ่อนๆ  แตไ่ปกดการหายใจใน state 3 

และท าให้ค่าดัชนกีารควบคุมการหายใจลดลงอย่างมาก สารสกัดไม่มีผลต่อการควบคุมการผ่านเข้า

ออกสารและการหลั่ง cytochrome c ของไมโตคอนเดรีย จากการทดสอบด้วยการวัดค่าการดูดกลืน

แสงที่ 520 นาโนเมตรและการใช ้Western blot   ตามล าดับ    ในการศกึษานีย้ังไม่ทราบผลของสาร

สกัดต่อความต่างศักย์ไฟฟ้าของไมโตคอนเดรีย เนื่องจากการดูดกลืนแสงของสารสกัดรบกวนวิธีวัด

ด้วย rhodamine 123 ซึ่งเป็นวิธีที่นิยมใชก้ันโดยทั่วไป  

สรุป ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าสารสกัดของลูกใต้ใบด้วยน้ าและเมทานอลซึ่งมีฤทธิ์ตา้น

มะเร็งนัน้ไปขัดขวางการท างานของไมโตคอนเดรีย โดยไม่มผีลตอ่การควบคุมการผ่านเข้าออกของ

สารและไม่มผีลตอ่การหลั่ง cytochrome c แต่ไปมีผลต่อการสร้างพลังงานของเซลล์ตับโดยออกฤทธิ์

เป็น uncoupler และยับยั้งกระบวนการ oxidative phosphorylation ของไมโตคอนเดรีย การศกึษา

ทดลองนีชี้แ้นะว่า ผลของสารสกัดลูกใต้ใบต่อการรบกวนการสร้างพลังงานนีน้่าจะเป็นกลไกที่ท าให้

เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ สว่นสารออกฤทธิ์ที่รับผดิชอบต่อผลดังกล่าวของไมโตคอนเดรียนั้นยังตอ้ง

มีการศกึษาต่อไป 

 

ค าส าคัญ:  ลูกใต้ใบ, ไมโตคอนเดรีย, การใช้ออกซิเจน, การหายใจ 
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Abstract 

 

 The extract of Phyllanthus urinaria Linn. has long been prescribed in traditional medicine 

for treating various diseases. Its antioxidant, anti-inflammatory and antispasmodic activities 

have been reported. It is believed that P. urinaria has hepatoprotective property against toxic 

chemicals and is used as an adjunctive treatment in patients with liver cancer.  There is 

evidence suggesting that P. urinaria possess anticancer activity. Moreover, the principal 

investigator has found that P. urinaria extract decreases human hepatocellular carcinoma 

HepG2 cell viability. It is widely known that apoptosis signaling transduction can also be induced 

through mitochondrial pathway. The purpose of this study was to investigate the effect of P. 

urinaria extract on mitochondrial functions.  

The whole plant of P. urinaria was extracted by 50% methanol. Rate of oxygen 

consumption of isolated mitochondria was determined with a Clark oxygen electrode. It was 

found that the hydromethanolic extract slightly stimulated mitochondrial state 4 respiration but 

profoundly depressed state 3 respiration and respiratory control ratio. The extract had no effect 

on mitochondrial permeability transition and cytochrome c release which were measured by 

spectrophotometry at 520 nm and Western blot method, respectively.  However, in the present 

study, the measurement of the effect on transmembrane potential was failed because the 

absorbance of the extract interfered with fluorescence of the probe rhodamine 123. 

In conclusion, the data showed that hydromethanolic extract of P. urinaria which has 

been shown to possess anticancer activity impeded mitochondrial function. The extract showed 

little effect on permeability transition and cytochrome c release whereas impaired hepatic 

energy metabolism by acting as uncoupler and inhibitor of mitochondrial oxidative 

phosphorylation. It is suggested that the latter effects may contribute to the cytotoxic action of 

P. urinaria extract. The active ingredients which are responsible for these effects on 

mitochondria need further investigation.   

 

Keywords:  Phyllanthus urinaria, Mitochondria, Oxygen consumption, Respiration 
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บทที่  1  
 

บทน า 

 

ความส าคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย   

ลูกใต้ใบ (Phyllanthus urinaria Linn.) เป็นพืชล้มลุกขนาดเล็กจัดอยู่ในวงศ ์ Euphorbiaceae 

จนีัส Phyllanthus เหตุที่มีช่ือเรยีกว่า ลูกใต้ใบ, หญ้าลูกใต้ใบ หรอื หญ้าใต้ใบ เนื่องจากมีผลขนาด

เล็กออกตามซอกก้านใบย่อยและหอ้ยลงใหเ้ห็นว่าลูกอยู่ใต้ใบ (รูปที่ 1.1)  ในประเทศไทยมีพืชล้มลุกที่

มลีักษณะดังกล่าวคล้ายคลึงกันและถูกเรียกว่าลูกใต้ใบอยู่อย่างนอ้ย 5 ชนิดหรอืสปีชีส์ (species) 

ได้แก่ Phyllanthus amarus Schumach. & Thonn., P. debilis, P. niruri, P. urinary Linn และ P. 

virgatus G. Forst.  (Van Welzen and Chayamarit, 2007) พืชเหล่านีม้ีการกระจายทั่วไปในประเทศ

แถบอเมริกาใต้และเอเชยี ในประเทศไทยลูกใต้ใบถูกน ามาใช้เป็นสมุนไพรรักษาโรคหลายชนดิ  

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่  1.1 ลักษณะการออกผลของลูกใต้ใบชนิด P. urinaria 

 

ส าหรับลูกใต้ใบชนิดที่มชืี่อเรยีกทางวิทยาศาสตร์วา่ P. urinaria มรีายงานว่าสารสกัดมีฤทธิ์ต้าน

อนุมูลอิสระ ฤทธิ์ต้านอักเสบ ตลอดจนฤทธิ์คลายกล้ามเนือ้เรียบ (Chularojmontri et al., 2005; Hau 

et al., 2009; Kumaran and Karunakaran, 2007) มีความเชื่อมาตั้งแตค่รั้งโบราณว่าลูกใต้ใบ

สามารถปกป้องตับจากพิษของสารเคมี และถูกน ามาใช้เป็นสมุนไพรเพื่อช่วยรักษาผูป้่วยที่เป็นมะเร็ง

ตับใหม้ีอายุยาวขึน้  นอกจากนั้นยังมีงานวิจัยทางคลินกิที่ช่วยสนับสนุนว่าลูกใต้ใบชนิด  P. urinaria 

ช่วยปกป้องตับได้จากการตดิเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (Wang et al., 1995) โดยตรวจพบว่าผูป้่วยจะมี 

hepatitis B antigen เปลี่ยนจากบวกเป็นลบ  ขณะที่ antibody เปลี่ยนจากลบเป็นบวกหลังจากได้รับ
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ที่ได้รับสารสกัด นอกจากนั้นยังมีรายงานโดย Shin และคณะ (2005 ) ว่าสารสกัดจากลูกใต้ใบชนิด 

P. urinaria ไปยับยั้งการติดเชื้อของเชื้อไวรัสในเซลล์ตับได้ เป็นที่ทราบดีอยู่แลว้ว่าเชื้อไวรัสตับอักเสบ

บีเป็นสาเหตุส าคัญที่ท าให้เกิดมะเร็งตับ (Szabó et al., 2004) โดยมีการศกึษาที่แสดงถึง

ความสัมพันธ์เชงิบวกระหว่างฤทธิ์ต้านไวรัสของพชืกับฤทธิ์ต้านมะเร็ง (Thyagarajan et al., 2002) 

จงึไม่เป็นที่ประหลาดใจที่จะมีหลักฐานงานวิจัยอย่างตอ่เนื่องชีแ้นะว่าสารสกัดจากลูกใต้ใบชนิด  P. 

urinaria มีฤทธิ์ตา้นมะเร็งได้ โดยพบว่ามีกลไกการออกฤทธิ์ไปกระตุน้ให้เกิดการหยุดการเจรญิในวัฏ

จักรเซลล์และช่วยกระตุ้นใหเ้ซลล์เกิดกระบวนการ apoptosis ตัวอย่างเชน่ การทดลองที่พบว่าสาร

สกัดน้ าของลูกใต้ใบยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็ง Lewis lung carcinoma ที่ปลูกถ่ายให้กับหนูถีบ

จักรพันธุ์ C57BL/6J จากการที่สารสกัดไปลดการแสดงออกของยีน Bcl-2 (Huang et al., 2006; 

Huang et al., 2003)  และการทดลองแบบ in vitro ซึ่งศกึษาในเซลล์ Human promyelocytic 

leukemia HL-60 พบว่าไปชัก น าการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวกับ Fas ligand (Huang et al., 2004) 

นอกจากนั้นยังมีผู้วจิัยแยกสารประกอบกลุ่ม lignan ได้จากสารสกัด ethyl acetate จากลูกใต้ใบซึ่งมี

ฤทธิ์ต้านมะเร็งโดยพบว่าไปยับยั้งการแสดงออกของ ยีน Bcl-2 และการยับยั้งการท างานของ

เอนไซม์ telomerase  ร่วมกับการกระตุน้การท างานแสดงออกของ ยีน c-myc และการท างานของ

เอนไซม์ caspases สง่ผลใหเ้กิดกระบวนการตายของเซลล์แบบ apoptosis (Giridharan et al., 2002)  
เป็นที่ทราบดีว่าเส้นทางหนึ่งของกระบวนการตายของเซลล์ที่เรียกว่า apoptosis นั้นสามารถเกิด

ผา่นกลไกที่เกี่ยวกับไมโตคอนเดรีย หากการท างานของไมโตคอนเดรียเสียไปจะท าให้เกิดการ ตาย

แบบ necrosis เนื่องจากเซลล์จะขาดแคลน ATP ร่วมกับการเสียการควบคุมสมดุลของแคลเซียม

ภายในเซลล์ (Bernardi et al., 2001)  จากการท างานในโครงการที่ผ่านมาหัวหนา้โครงการวิจัย

พบว่าสารสกัดจากลูกใต้ใบชนิด P. urinaria ท าให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์  human hepatocellular 

carcinoma HepG2 งานวิจัยนี้ซึ่งเป็นงานวิจัยต่อเนื่องจงึมวีัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของสารสกัดจาก

ลูกใต้ใบต่อการท างานของไมโตคอนเดรีย เพื่อใชอ้ธิบายกลไกการออกฤทธิ์ในแง่ของความเป็นพิษต่อ

เซลล์มะเร็งตับของสารสกัดลูกใต้ใบซึ่งสกัดโดย 50% เมทานอล  

 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

การศกึษาวิจัยนี้มวีัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของสารสกัดลูกใต้ใบต่อการท างานของไมโต

คอนเดรียในแง่ตา่ง ๆ ต่อไปนี ้คอื 

1. ศกึษาผลตอ่การใชอ้อกซิเจนของไมโตคอนเดรีย (oxygen consumption) 
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2. ศกึษาผลตอ่ศักย์ไฟฟ้าระหว่างดา้นนอกและในของไมโตคอนเดรีย (transmembrane 

potential) 

3. ศกึษาผลตอ่เมมเบรนของไมโตคอนเดรียในการควบคุมการเข้าออกสาร (permeability 

transition) 

4. ศกึษาผลตอ่การหลั่ง cytochrome c  จากไมโตคอนเดรีย (cytochrome c release) 

 

ขอบเขตของการวิจัย 

การศกึษาวิจัยนี้เป็นการศกึษาโดยใช้สารสกัดหยาบ ท าให้มีขอ้จ ากัดในการระบุสารออกฤทธิ์ 

อีกทั้งเป็นการศึกษาทดลองในระดับ in vitro เท่านัน้ 

 

ประโยชน์ที่ได้รับจากการวิจัย 

ข้อมูลที่ได้จากงานวจิัยนีจ้ะช่วยอธิบายกลไกการออกฤทธิ์ระดับเซลล์และระดับโมเลกุลของ

สมุนไพรไทย อันจะก่อใหเ้กิดการใช้ยาอย่างมเีหตุผล และอาจน าไปสู่การต่อยอดในการค้นพบยา

ต้านมะเร็งชนิดใหมไ่ด้ในอนาคต  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่  2 
 

วธิีด าเนินการวจิัย 

 

การทดลองและสารเคมี  

1. การเก็บตัวอย่างพืชและการสกัดสาร 

1.1  การเก็บพืชตัวอย่าง  

ลูกใต้ใบชนิด P. urinaria เก็บได้จากอ าเภอปักธงชัยและอ าเภอเมือง จังหวัดนครราชสีมา 

การพิสูจนเ์พื่อยืนยันชนิดของพืชท าโดย ดร. พอล เจ โกรดิ อาจารย์ประจ าภาควิชาชีววิทยา ส านัก

วิชาวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี โดยอ้างองิจากลักษณะใบ (รูปที่ 1.1 ) ดอกและผล 

(รูปที่ 2.1) หลังจากล้างเศษดินและสิ่งที่ปนเปื้อนออกจนสะอาดด้วยน้ าและน้ ากลั่นในครั้งสุดท้ายแลว้ 

น าทุกส่วนไปอบที่อุณหภูม ิ40 C หลังจากนั้นน าไปบดผา่นตะแกรงขนาด 2 มิลลเิมตร ผงสมุนไพรที่

ได้ถูกเก็บที่ -20 C ในถุงที่ปิดสนิท เพื่อน าไปสกัดในขั้นต่อไป 

 

 

 

 

 

 

รูปที่  2.1 ลักษณะของดอกและผลของลูกใต้ใบชนิด P. urinaria  (A) ดอกตัวเมีย (B) ดอกตัวผู้ 

(C) ผล และ (D)  ผลที่ถูกตัดตามขวาง  

 

1.2 การเตรยีมสารสกัดจากพืช 

น าผงสมุนไพรของลูกใต้ใบจากการเตรียมในข้อ 1.1 ไปสกัดด้วย 50% methanol ใน

อัตราส่วน 1:10 (w/v) เขย่าที่อุณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 24 ช่ัวโมงรวม 3 ครัง้ น าสารสกัดที่ได้จากการ

สกัดทั้ง 3 ครัง้มารวมกันแล้วกรองผ่านกระดาษกรองเบอร์ 4 จากนั้นน าไปท าให้เข้มขน้ด้วยเครื่อง

ระเหยแห้งภายใต้ความดันต่ า ( arotary evaporator under low pressure) เมื่อของเหลวลดลง

ประมาณ 4/5 จงึน าไปท าให้แห้งด้วยเครื่อง lyophilizer เก็บสารสกัดหยาบที่ได้ที่ -20 C   

              A                             B                              C                              D 
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2. การเตรยีมไมโตคอนเดรีย 

2.1 สัตว์ทดลอง 

หนูขาวพันธุ์ Wistar น้ าหนัก 200-250 กรัม ได้มาจากหน่วยงานสัตว์ทดลอง ศูนย์เครื่องมอื

วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี การดูแลและปฏิบัติตอ่สัตว์ทดลอง

เป็นไปตามจรรยาบรรณการใชส้ัตว์ทดลองแห่งชาติ ภายใต้การก ากับดูแลของ ศูนย์เครื่องมอื

วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี โดยใหห้นูทดลองอยู่ในกรงแขวน 2 ตัว/

กรง ปูด้วยวัสดุรองนอน ให้กินน้ าและอาหารแบบอิสระ ควบคุมอุณหภูมิห้องให้ได้ 25 ± 2  C  

ความช้ืนสัมพัทธ์  40-70% ให้แสงสว่างโดยปิดเปิดไฟสลับกันช่วงละ 12 ช่ัวโมง  

2.2 การเตรยีมไมโตคอนเดรียจากตับหนูขาว 

การแยกสกัดไมโตคอนเดรียจากตับหนูท าโดยเทคนิค differential centrifugation ตามที่เคยมี

รายงานมาแล้ว  (Hogeboom, 1955) ดังตอ่ไปนี ้หนูถูกท าให้ตายโดยการเคลื่อนกระดูกคอ ตับถูกตัด

ออกจากตัวหนู ลา้งและแช่ไว้ในบัฟเฟอร์ A ซึ่งประกอบด้วย 0.25 M sucrose, 5 mM HEPES buffer 

(pH 7.4) และ 1 mM EGTA โดยตลอดการทดลองจะต้องท าในสารละลายที่ควบคุมอุณหภูมิใหไ้ด้  

4C   ตับถูกตัดใหเ้ป็นชิน้เล็ก ๆ ด้วยกรรไกรแล้วบดใหล้ะเอียดด้วยเครื่อง  teflon pestle tissue 

homogenizer อย่างเบา ๆ โดยใช้ความเร็วรอบที่เหมาะสม เพื่อท าใหเ้ซลล์ตับแตก ตับที่บดจน

ละเอียดแลว้ถูกน าไปปั่นที่ 700  g เป็นเวลา 7 นาที ทิง้สว่นที่ตกตะกอน แล้วน าส่วนบนไปปั่นตอ่ที่ 

4,760 x g เป็นเวลา 10 นาที เทของเหลวส่วนบนทิง้ น าส่วนที่ตกตะกอนไป resuspend ใน

สารละลาย B ซึ่งประกอบด้วย 0.25 M sucrose แล้วน าไปปั่นที่  13,000  g เป็นเวลา 10 นาที เก็บ

ตะกอนของไมโตคอนเดรียที่ได้โดยล้างช้ันของ microsome ซึ่งมีสชีมพูอ่อนดา้นบนออกให้หมดก่อน

เก็บโดย resuspend ในสารละลาย 0.25 M sucrose 1 มล. ด้วย teflon pestle tissue homogenizer 

เบา ๆ ด้วยมอื  เพื่อป้องกันไม่ใหไ้มโตคอนเดรียที่ได้เกิดความเสียหาย เก็บไมโตคอนเดรียไว้ที่ 4  C 

วัดปริมาณโปรตนีของไมโตคอนเดรียโดย Bio-Rad protein assay  

3. การวดัอัตราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย  

 การวัดอัตราการใชอ้อกซิเจนของ ไมโตคอนเดรียท าได้โดยเครื่องมือที่เรียกว่า oxygraph ใน

รูปที่ 3 แสดง Typical oxygen tracing ทีไ่มโตคอนเดรียตอบสนองตอ่ ADP และ สารที่มีฤทธิ์เป็น  

uncoupler ที่ช่ือวา่ carbonyl cyanide-3-chloro-phenylhydrazone (CCCP) การเติม  ADP ลงใน

สารละลายจะไปกระตุน้การใชอ้อกซิเจนของไมโตคอนเดรียอย่างเด่นชัด หลังจากไมโตคอนเดรียใช้ 

ADP ในสารละลายหมดลง อัตราการหายใจจะช้าลงอย่างรวดเร็วเท่ากับระดับในสภาวะพัก  (resting 
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level) การหายใจของไมโตคอนเดรียขณะเติม ADP ลงไปนีถ้ือเป็น  respiratory control หรอื acceptor 

control  และเป็นที่ยอมรับกันทั่วไปแล้วถึงค าจ ากัดความที่ใชเ้รียกสภาวะการใช้ออกซิเจนของไมโต

คอนเดรียที่ถูกกระตุน้ด้วยสารทดลองที่แตกต่างกันโดยนักวิจัยช่ือ Chance และ Williams (1955) 

ดังนี้ (รูปที่ 2.2) 

 State 1 หมายถึงในสภาวะที่ม ีADP และ substrate ในระดับต่ า ๆ 

 State 2 หมายถึงในสภาวะการขาด ADP และ substrate ภายในไมโตคอนเดรีย  

                    (ไม่มสีภาวะนี้แสดงในรูป 2.2) 

 State 3 หมายถึงในสภาวะที่กระตุ้นให้ไมโตคอนเดรียมีการใชอ้อกซิเจนอย่างรวดเร็วร่วมกับ 

                    การเกิดกระบวนการ  phosphorylation โดยการเติม substrate และ ADP อย่างมาก 

                    เกินพอ  

 State 4 หมายถึง ภาวะพัก (resting state) ซึ่งเกิดหลังจากการใช ้ ADP ที่เติมลงไปหมด 

                    อัตราการหายใจกลับมาช้าอีกเช่นเดียวกบั State 1  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                   รูปที่ 2.2  Oxygraph tracing 
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อัตราส่วนระหว่างการหายใจใน state 3 และ state 4 ถูกเรียกว่า respiratory control ratio (RCR) ใช้

เป็นดัชนีช้ีวัดคุณภาพของไมโตคอนเดรียว่ามีการ couple กันดีมากน้อยแค่ไหนระหว่างกระบวนการ 

electron transport chain และ phosphorylation  ค่า RCR สูงแสดงให้เห็นว่า ไมโตคอนเดรียสามารถ

น าพลังงานที่ได้จาก electron transport chain ไปสร้าง ATP ได้มากเท่านั้น ปกติแล้วจะมีคา่อยู่

ระหว่าง 3 ถึง 10  นอกจากนั้น ไมโตคอนเดรียอาจอยู่ใน state 3U ซึ่งเกิดจากการเติมสารที่เป็น 

uncoupler เชน่ dinitrophenol หรอื CCCP อันจะท าให้เกิดการกระตุ้นการใชอ้อกซิเจนแต่เนื่องจากไม่

ม ีADP ซึ่งจ าเป็นในการสร้าง ATP ในสารละลาย สภาวะนี้จึงเป็นการใชอ้อกซิเจนโดยปราศจากการ

สร้าง ATP 

 ในการศกึษานี ้การวัดอัตราการใชอ้อกซิเจนของ ไมโตคอนเดรียท าโดยใช้ Clark oxygen 

electrode (Hansatech, England) น าไมโตคอนเดรียที่แยกได้จากหัวข้อ 2.2 ในจ านวนที่มปีริมาณ

โปรตนีเท่ากับ 2 มก. ใส่ในบัฟเฟอร์ C ปริมาตร 1 มล. ซึ่งประกอบด้วย 10 mM HEPES buffer (pH 

7.4), 225 mM sucrose, 5 mM  MgCl2, 20 mM KCl และ 10 mM KH2PO4 at 25 C  ซับสเตรทที่ใช้

คือ Glutamate (5mM) และ malate (5mM) หนว่ยของอัตราการใชอ้อกซิเจนคอื nmol 

Oxygen/ml/min  ค่าดัชนกีารควบคุมการหายใจ ( respiratory control ratio; RCR) ค านวณได้จาก

อัตราส่วนระหว่างอัตราการหายใจใน state 3 ต่ออัตราการหายใจใน state 4  

4. การศึกษาผลของสารสกัดต่อความต่างศักย์ไฟฟ้าของไมโตคอนเดรีย  

 การวัดผลของสารสกัดลูกใต้ใบต่อการยอมใหส้ารเข้าออกจากไมโตคอนเดรียท าโดยการใช ้

rhodamine 123 เป็น probe (Baracca et al., 2003) เพื่อวัดศักย์ไฟฟ้าไมโตคอนเดรียหรอือีกนัยหนึ่ง 

เป็นการวัดความแตกต่างของโปรตอน (H+) ระหว่างดา้นนอกและดา้นในของเมมเบรนช้ันในของไมโต

คอนเดรีย   วธิีทดลองโดยสังเขปเป็นดังนี้ น าไมโตคอนเดรียที่สกัดได้ (จ านวน 3 มก. โปรตนี) ใส่ใน

บัฟเฟอร์ C ซึ่งม ีrhodamine 123 ความเข้มข้น 50 nM จากนั้นวัดการเปลี่ยนแปลงอัตราส่วนระหว่าง

ค่า excitation ที่ความยาวคลื่น 503 และค่า emission ที่ความยาวคลื่น 527 ด้วยเครื่อง 

Luminescence Spectrometer (Perkin Elmer LS-50B) หลังการเตมิสารสกัดเปรียบเทียบค่าที่ได้กับ

กลุ่มควบคุมที่ได้รับและไม่ได้รับ 5 M CdCl2  

5. การศึกษาศึกษาผลต่อการควบคุมให้สารเข้าออกของไมโตคอนเดรีย  

 เป็นที่ยอมรับกันแลว้ว่า หากการควบคุมสารผา่นเข้าออกของ ไมโตคอนเดรียเสียไปจะท าให้

เกิดการบวมขึน้ (swelling)  ซึ่งจะส่งผลใหเ้กิดการเปลี่ยนแปลงค่าการดูดกลืนแสงที่ผ่านไมโตคอน-

เดรีย เมื่อไมส่ามารถควบคุมการเข้าออกของสารอย่างเหมาะสมจะส่งผลใหเ้กิดการบวมขึน้และไมโต
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คอนเดรียจะยอมให้แสงผ่านมากขึ้น ท าให้ค่าการดูดกลืนแสงลดลง  (Velena et al., 1999) การศกึษา

ผลของสารสกัดลูกใต้ใบต่อการควบคุมการผ่านเข้าออกของไมโตคอนเดรียในการวิจัยนี้ท าโดยวัดค่า

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตรดว้ยเครื่อง  spectrophotometer โดยเปรียบเทียบกับไม

โตคอนเดรียที่ได้รับ 1 mM CaCl2 และไม่ได้รับสารใด ๆ  

6. ศึกษาผลต่อการหลั่ง cytochrome c  ของไมโตคอนเดรีย 

 การศกึษาผลของสารสกัดลูกใต้ใบต่อการหลั่ง cytochrome c ท าโดยน าไมโตคอนเดรียที่

สกัดได้มาบ่มในสารสกัดซึ่งละลายอยู่ในบัฟเฟอร์ C ที่ 25 C  เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าไปปั่นที่ 

16,700  g เป็นเวลา 10 นาที แล้วน าส่วนบนที่ใสไปแยกโปรตนีโดยวิธี SDS-PAGE gel 

electrophoresis การตรวจวัดปริมาณ cytochrome c ที่หลั่งออกมาจากไมโตคอนเดรียท าโดยใช้  

monoclonal cytochrome c antibody (Invitrogen, U.S.A.) ตามวิธีของ Liu และคณะ (1996) 

เปรียบเทียบกับกลุ่มที่ได้รับ 5 M CdCl2 และกลุ่มควบคุม 
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บทที่ 3 

ผลการวจิัย 

 

3.1. ผลของสารสกัดลูกใต้ใบชนิด P. urinaria ต่อการท างานของไมโตคอนเดรีย  

ผลของสารสกัดต่ออัตราการใชอ้อกซิเจนของไมโตคอนเดรียใน state ต่างๆ เมื่อใช้ glutamate 

ร่วมกับ malate เป็นซับสเตรท แสดงไว้ในรูปที่ 3.1   พบว่าสารสกัดไปรบกวนอัตราการหายใจของ

ไมโตคอนเดรีย ในรูปที่ 3.1 a เป็นการเปลี่ยนแปลงการใชอ้อกซิเจนของไมโตคอนเดรียหลังกระตุน้

ด้วย ADP ซึ่งเรียกว่า state 3 respiration ซึ่งจะพบว่าหลังการใช ้ADP หมดแล้วความชันของกราฟ

จะลดลงอย่างมากซึ่งเรียกว่า state 4 respiration  จะเห็นว่าหากไมโตคอนเดรียได้รับสารสกัด

ขนาด 500 g/ml  จะท าให้อัตราการใชอ้อกซิเจนใน state 3 ช้าลง และไม่เห็นการเข้าสู่ state 4 

ได้อย่างชัดเจน (cut off หายไป)  เนื่องจากพบว่าสารสกัดเองมีฤทธิ์ท าให้เกิด uncoupling ด้วย ดัง

จะเห็นได้จากหลังการใส่สารสกัดลูกใต้ใบ อัตราการหายใจของ ไมโตคอนเดรียจะเพิ่มขึน้ก่อนการ

กระตุน้ด้วย ADP ทั้งนีไ้ม่พบว่า 0.5% DMSO ซึ่งเป็นตัวท าละลายมีผลใด ๆ ตอ่ไมโตคอนเดรีย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 3.1 ผลของสารสกัดลูกใต้ใบต่อการใช้ออกซเิจนของไมโตคอนเดรีย  ( a) กลุ่มควบคุม ( b) 

กลุ่ม 0.5% DMSO ซึ่งใช้เป็นตัวท าละลาย และ  (c) กลุ่มสารสกัด (500 g/ml) กราฟเป็นตัวแทนของ

การทดลองซ้ า 4 คร้ังจากการเตรยีมไมโตคอนเดรียแยกกัน ณ เวลาที่ท าการใส่สารสกัด ตัวท าลายและ 

ADP ระบุโดยลูกศรช้ี ตัวเลขที่ระบุไว้ในเส้นกราฟ เป็นอัตราการใช้ออกซิเจนหน่วยเป็น nmol 

Oxygen/ml/min   
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รูปที่ 3.2 เป็นการแสดงผลของสารสกัดต่ออัตราการใชอ้อกซิเจนของ ไมโตคอนเดรียในช่วง

การหายใจ state 3 และ state 4 ที่ความเข้มขน้ต่าง ๆ ตั้งแต ่0-600 g/ml พบว่าสารสกัดไป

ยับยั้งอัตราการหายใจใน state 3 อย่างแรง แตก่ระตุน้การหายใจใน state 4 เล็กน้อย ผลของสาร

สกัดต่อการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียเป็นไปแบบ dose-related manner เมื่อค านวณค่าดัชนี

การควบคุมการหายใจซึ่งเป็นอัตราส่วนระหว่างอัตราการใชอ้อกซิเจนใน ช่วง state 3 ต่อ state 4 

แล้วพบว่า สารสกัดท าให้ดัชนีการควบคุมการหายใจของไมโตคอนเดรียลดลงอย่างเด่นชัด

เชน่เดียวกับผลการยับยั้งการหายใจใน state 3  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 3.2 ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของลูกใต้ใบต่ออัตราการใช้ออกซเิจนใน state 3 

และ state 4 และต่อค่าดัชนีการควบคุมการหายใจของไมโตคอนเดรีย คา่ในแต่ละจุดคอื mean ± 

SEM;  *, # และ † หมายถงึ p < 0.05 เทยีบกับกลุ่มควบคุม; n=4  

3.2 ผลของสารสกัดต่อความต่างศักย์ระหว่างด้านนอกและในของไมโตคอนเดรีย  

รูปที่ 3.3 แสดงผลการทดสอบเบือ้งตน้ต่อวธิีการวัดความตา่งศักย์ระหว่างดา้นนอกและ

ในของไมโตคอนเดรียโดยใช้ CdCl2 (1 M) เป็นตัวกระตุน้ พบว่าสามารถวัดการเปลี่ยนแปลงความ

ต่างศักย์ไฟฟ้าของไมโตคอนเดรียโดยใช้ rhodamine 123 เป็น probe ได้ตามที่มีผู้รายงานไว้ 

(Baracca et al., 2003) ผูว้ิจัยจงึทดลองใช้สารสกัดร่วมกับ CdCl2 พบว่าค่าการเรอืงแสงหลังการ

กระตุน้ด้วย CdCl2 ลดลง เสมือนหนึ่งว่าสารสกัดสามารถป้องกันการท าลาย proton gradient หรอื

ความตา่งศักย์ระหว่าง 2 ด้านของเมนเบรนชัน้ในของไมโตคอนเดรียจากการชักน าของ CdCl2 ได้

ดังกราฟในรูปที่ 3.3a แต่หลังจากวัดอัตราส่วนระหว่างค่า excitation ที่ความยาวคลื่น 500  และ

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Baracca%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14507434
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ค่า emission ที่ความยาวคลื่น 527 ของสารสกัดร่วมกับ rhodamine 123 ในสารละลายที่

ปราศจากไมโตคอนเดรีย พบว่าท าให้ค่า fluorescence intensity ของ  rhodamine 123 ต่ าลง ดัง

แสดงไว้ในรูป 3.3 b  ผลที่ได้ดังกล่าว แสดงให้เห็นว่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดไปมีผลต่อการ

ดูดกลืนแสงของ rhodamine 123 วิธีทดสอบนีจ้งึไม่สามารถใช้วัดผลของสารสกัดลูกใต้ใบต่อ

ศักย์ไฟฟ้าของไมโตคอนเดรียได้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.3 ผลของสารสกัดลูกใต้ใบต่อ Fluorescence intensity ของ rhodamine 123 (a) 

ผลการกระตุน้ไมโตคอนเดรียด้วย CdCl2 ขณะมีและไม่มีสารสกัด (b) ขณะที่ไม่มีไมโตคอนเดรีย  

    5 M CdCl2 

  80 g/ml P. urinaria 

Extract 

160 g/ml P. urinaria 

Extract 

240 g/ml P. urinaria 

Extract 

 

 

(a) 

 

 

(b) 
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3.3 ผลของสารสกัดต่อไมโตคอนเดรียในการควบคุมการผ่านเข้าออกของสาร 

      เนื่องจากเกิดปัญหาในการวัดความตา่งศักย์ระหว่างดา้นนอกและในของไมโตคอนเดรีย

สาเหตุมาจากวิธีที่มีอยู่ ณ ปัจจุบันจ าเป็นต้องใช้คุณสมบัติในการดูดกลืนแสงของสารที่ท าหนา้ที่

เป็น probe แตส่ารสกัดเกิดการรบกวนการดูดกลืนแสงของ probe  ผู้วจิัยจึงได้ท าการทดสอบผล

ต่อการบวมของไมโตคอนเดรียซึ่งเป็นที่ยอมรับว่าใช้เป็นดัชนี้ช้ีวัดความสามารถในการควบคุมการ

ผา่นเข้าออกของไมโตคอนเดรียแทน เนื่องจากเป็นการวัดค่าการดูดกลืนแสงความยาวคลื่นที่ 

520 นาโนเมตร ซึ่งได้ท าการตรวจสอบแล้วว่าสารสกัดไม่ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นนี้ ดังรูปที่ 

3.4 อย่างไรก็ตามผลการทดลองพบว่าสารสกัดไม่ได้ท าให้ไมโตคอนเดรียเกิดการบวมขึน้อย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับ CaCl2 ซึ่งเป็นสารที่มรีายงานว่าท าให้ไมโตคอนเดรียเกิดการบวม 

ดังรูปที่ 3.5 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 3.4 การดูดกลืนแสงของสารสกัดลูกใต้ใบ P. urinaria ความยาวคลื่นต่าง ๆ  

 

 

3.4 ผลของสารสกัดต่อการหลั่ง cytochrome c จากไมโตคอนเดรีย  

ผลการทดลองในรูปที่ 3.6 ซึ่งเป็นตัวแทนของการทดลอง 3 ครั้ง แสดงให้เห็นว่าสารสกัด

ไม่มผีลตอ่การหลั่ง cytochrome c   จากไมโตคอนเดรียภายในระยะเวลา 10 นาทีที่บ่มด้วยสาร

สกัด   ขณะที่ CdCl2 ซึ่งเป็น positive control ท าให้ cytochrome c หลั่งออกมาเพิ่มขึ้น  
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รูปท่ี 3.5 ผลของสารสกัดลูกใต้ใบต่อเมมเบรนของไมโตคอนเดรียในการควบคุมการผ่านเข้า

ออกของสาร พบว่าสารสกัดไม่มีผลต่อการควบคุมดังกล่าวอย่างมีนัยส าคัญทางสถติิเมื่อเทยีบกับ 

CaCl2 (10 mM) คา่ในแต่ละจุดคอื mean ± SEM;  * หมายถงึ p < 0.05 เทยีบกับกลุ่มควบคุมที่

ระยะเวลาเดียวกัน; n=3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 3.6 ผลของสารสกัดลูกใต้ใบต่อการหลั่ง cytochrome c จากไมโตคอนเดรีย พบว่าสาร

สกัดไม่มีผลต่อการการหลั่ง cytochrome c  ขณะที่ CdCl2 (5 M) กระตุ้นให้ไมโตคอนเดรียหลั่งออกมา

เพิ่มมากขึ้นเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (n=3)

Cytochrome c 

Marker    Control      CdCl2     Extract 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 4 
 

สรุปและอภปิรายผลการทดลอง 

 

การศกึษานีเ้ป็นการวิจัยต่อยอดจากโครงการวิจัยเรื่อง “ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของลูกใต้ใบ 

3 ชนิด” ซึ่งพบว่าสารสกัดจากลูกใต้ใบทั้ง 3 ชนิดคอื  P. virgatus, P. amarus และ  P. urinaria มี

ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งตับ HepG2 ในงานวิจัยดังกล่าวผูว้ิจัยได้พยายามหากลไกการออก

ฤทธิ์ของสารสกัดเพื่อใช้อธิบายความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง และพบว่าสารสกัดกระตุ้นอัตราการ

ใช้ออกซิเจนของเซลล์มะเร็งตับ HepG2 หลังจากมีทบทวนวรรณกรรมแล้วพบว่า มรีายงานวิจัย

เกี่ยวกับลูกใต้ใบ 2 ชนิดในการฆ่าเซลล์มะเร็ง ได้แก่ P. amarus (Rajeshkumar and Kuttan, 2000; 

Lawson-Evi et al., 2008) และ P. urinaria  (Huang et al., 2003) จากการศกึษาการกระตุน้การ

หายใจของเซลล์ HepG2 ที่ผ่านมาของผู้วจิัย พบว่า P. urinaria  มีฤทธิ์ที่แรงกว่า P. amarus และ

เป็นที่ทราบกันดีว่า กลไกหนึ่งที่ท าให้เกิดการตายของเซลล์ คอื   การสูญเสียการท างานปกติของ

ไมโตคอนเดรียในการสร้าง ATP ท าให้เซลล์การขาดแคลนพลังงานที่น าไปใช้ในกิจกรรมต่างๆ 

(Bernardi et al., 2001) ดังนั้นการศกึษานีจ้งึมุง่เน้นไปที่ผลของสารสกัดลูกใต้ใบชนิด P. urinaria   

ต่อการท างานของไมโตคอนเดรียเป็นส าคัญ  

  ผลการศกึษาอัตราการใชอ้อกซิเจนของไมโตคอนเดรียจากการศกึษานีพ้บว่า สารสกัด

ลูกใต้ใบกระตุน้การหายใจของไมโตคอนเดรียใน state 4 แตไ่ปยับยั้งการหายใจใน state 3 ท าให้

ค่าดัชน ี RCR ลดลง ผลการทดลองช้ีแนะว่าสารสกัดลูกใต้ใบออกฤทธิ์ไปขัดขวางการ coupling 

ระหว่างกระบวนการ respiration ใน electron transport chain และกระบวนการ phosphorylation 

ซึ่งน่าจะส่งผลใหส้ร้าง ATP  ลดลง ฤทธิ์ดังกล่าวของสารสกัดลูกใต้ใบนีพ้บได้เช่นกันในพืช

สมุนไพรชนิดอื่นซึ่งมีรายงานแล้วโดย Elingold และคณะ (2008) ซึ่งพบว่าสารกลุ่ม prenylated 

flavanone ที่ช่ือ 2',4'-dihydroxy-5'-(1'''-dimethylallyl)-6-prenylpinocembrin ที่สกัดได้จากราก

ของตน้ Dalea elegans กระตุน้การหายใจของไมโตคอนเดรียใน state 4 ขณะเดียวกันก็ยับยั้งการ

หายใจใน state 3  นอกจากนั้นยังมีรายงานพบว่า C-methylated flavonoids ซึ่งสกัดได้จากพืช 

Myrica gale Linn. ออกฤทธิ์ท าให้ไมโตคอนเดรียอยู่ในสภาวะ uncoupling ไม่สามารถเกิด

กระบวนการ oxidative phosphorylation ได้  (Mathlesen et al., 1996) ฤทธิ์ในการเป็น uncoupler 

ของสารสกัดซึ่งสังเกตได้จากการกระตุน้ state 4 อาจเกิดจากสารกลุ่ม phenolic compound ซึ่ง

เป็นส่วนประกอบในสารสกัด โดยมีคุณสมบัติเป็น  protonophoric uncouplers นักวิจัยชื่อ Canton 

และคณะ (1996) อธิบายฤทธิ์ดังกล่าวนีท้ี่เกิดขึน้โดยสารประกอบกลุ่ม myrigalones ซึ่งมีฤทธิ์เป็น
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กรดและละลายได้ดีในไขมัน (lipophilic weak acid) วา่เกิดจากการที่หมู ่ phenol ในสารประกอบมี

ฤทธิ์ที่เรยีกว่า protonophoric effect ท าให้ proton gradient ระหว่าง 2 ด้านของ inner membrane 

ของไมโตคอนเดรียสลายไป ผลคอืไมโตคอนเดรียไม่สามารถสร้าง ATP ได้ นอกจากนั้นยังพบว่า  

epigallocatechin gallate ที่พบมากในชาเขียวและมโีครงสรา้งที่ประกอบด้วยหมู่ polyphenols ก็มี

ฤทธิ์กระตุ้น state 4 และยับยั้ง state 3 respiration รวมทั้งลดค่า RCI index เชน่กัน 

(Trakamrungsee, 2004) เป็นไปได้มากว่าสารประกอบกลุ่ม phenolic ในสารสกัดลูกใต้ใบอาจเป็น

สารที่มรีับผิดชอบต่อผลยับยั้งการท างานของไมโตคอนเดรียที่พบในการศึกษาครั้งนี ้แต่จะเป็น

สารใดนั้นจ าเป็นต้องมีการศกึษาเพื่อพิสูจนต์่อไป 

 การใช้สาร rhodamine 123 เป็น probe ในการตดิตามการเปลี่ยนแปลงความตา่ง

ศักย์ไฟฟ้า (membrane potential) ของ ไมโตคอนเดรียเป็นวิธีที่ยอมรับกันทั่วไป (Baracca et al., 

2003) โดยมีหลักการที่ว่าพลังงานที่ไมโตคอนเดรียสร้างขึ้นจะท าให้ rhodamine 123 เกิด 

fluorescence quenching reaction และปฏิกิรยิานี้จะลดลงโดยแปรผันตาม membrane potential  

เนื่องจาก membrane potential   จะก่อใหเ้กิดแรงผลักให้โปรตอนเคลื่อนที่ข้ามเมมเบรนและน า

พลังงานไปสร้างเป็น ATP ผา่น ATP synthase แตเ่นื่องจากความยาวคลื่นที่เหมาะสมในการวัด 

fluorescence quenching reaction ของ rhodamine 123 ต้องวัดอัตราสว่นระหว่างค่า excitation ที่

ความยาวคลื่น 500 นาโนเมตรและคา่ emission ที่ความยาวคลื่น 527 นาโนเมตร และสีของสาร

สกัดลูกใต้ในการศกึษานีร้บกวนวิธีวัด ในการศกึษานีผู้ว้ิจัยไม่ได้ท าการทดลองโดยใช้ probe ชนิด

อื่น เช่น Alexa หรอื Safranine เนื่องจากยังคงตอ้งใชค้วามยาวคลื่นที่ใกล้เคียงกัน คือประมาณ 

500 นาโนเมตร  

เนื่องจากเป็นที่ยอมรับกันทั่วไปว่า การบวมของไมโตคอนเดรียสามารถใช้เป็นดัชนีชี้ว้ัด

ความสามารถในการควบคุมการผ่านเข้าออกของไมโตคอนเดรียได้ (Narita et al., 1998) และผูว้ิจัย

ได้ทดสอบแล้ววา่สารสกัดลูกใต้ใบไม่รบกวนการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นที่ 520 นาโนเมตร 

ผูว้ิจัยจงึเลือกใช้วธิีนีใ้นการทดสอบและพบว่า สารสกัดท าให้ไมโตคอนเดรียเกิดการบวมเพียง

เล็กน้อย อย่างไรก็ตามหากทดสอบทางสถิติร่วมกับการใช ้ CaCl2 ขนาดสูง (1 mM) ซึ่งเป็นความ

เข้มขน้ที่ทราบว่าจะท าให้ไมโตคอนเดรียเกิดการบวม จะพบว่าการบวมซึ่งถูกชักน าโดยสารสกัดไม่

มีนัยส าคัญทางสถิติ  หลังจากทดสอบการรั่วของ cytochrome c แล้วพบว่าสอดคล้องกันคือ สาร

สกัดไม่มีผลต่อการหลุดออกของ cytochrome c จากไมโตคอนเดรีย การเพิ่มการหลั่งของ 

cytochrome c เป็นดัชนีชี้ว้ัดอย่างหนึ่งของกระบวนการ apoptosis ซึ่งเกี่ยวข้องกับกระบวนการ 

caspase activation ซึ่งเป็นกระบวนการหนึ่งของการชักน าให้เกิดการตายของเซลล์  เป็นไปได้ที่

เวลาในการสัมผัสกับสารสกัดอาจมีสว่นในการท าให้ไม่สามารถสังเกตการเพิ่มขึ้นของความ

เสียหายที่เกิดขึ้นตอ่เมมเบรนของไมโตคอนเดรียและการหลั่ง cytochrome c เนื่องจากการทดสอบ

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Baracca%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14507434
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Baracca%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14507434


 16 

ผลที่สารสกัดฆ่าเซลล์นัน้ท าการทดสอบหลังสัมผัสสาร 24 ช่ัวโมง   แตใ่นการทดสอบกับไมโต-

คอนเดรียใช้เวลาเพียงสั้นๆ เช่น ในการวัดการบวมของไมโตคอนเดรียมีการสัมผัสสารเป็นเวลา 2 

นาที ซึ่งใน 2 นาทีนี้ positive control ที่ใชค้ือ  CaCl2 ขนาดสูงท าให้เกิดการบวมอย่างรวดเร็ว ส่วน

การวัดการหลั่ง cytochrome c ใช้เวลา 10 นาที ซึ่ง CdCl2 สามารถกระตุ้นการหลั่ง cytochrome c  

ให้เพิ่มขึน้ ขณะที่สารสกัดลูกใต้ใบท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงดังกล่าวชา้กว่า positive control มาก 

สรุป การศกึษาวิจัยนี้ได้ท าการตรวจสอบผลของสารสกัดลูกใต้ใบชนิด  P. urinaria พบว่า 

สารสกัดจากลูกใต้ใบโดยใช้ 50% เมทานอลซึ่งมีฤทธิ์ฆ่าเซลล์มะเร็งตับ HepG2 นัน้ส่วนหน่ึงน่าจะ

มีกลไกการออกฤทธิ์ที่มสี่วนเกี่ยวข้องกับไมโตคอนเดรีย คอื ไปรบกวนการหายใจหรือการใช้

ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียโดยมีฤทธิ์เป็นทั้ง uncoupler และยับยั้งการสรา้ง ATP ใน state 3  

สารสกัดลูกใต้ใบมีผลต่อการควบคุมการผ่านเข้าออกของสารคอ่นข้างนอ้ย และไม่มผีลตอ่การ

หลั่ง cytochrome c ดังนั้นฤทธิ์ที่ก่อให้เกิดการตายของเซลล์ อาจเป็นไปได้วา่เกิดจากผลของตอ่

การใชอ้อกซิเจนของไมโตคอนเดรียเป็นหลัก การทดสอบในการศกึษานีม้ีขอ้เสียเปรียบประการ

หนึ่งคอื เป็นการศกึษาโดยใช้สารสกัดหยาบ เนื่องจากสารสกัดหยาบมักจะมีสว่นประกอบที่เป็น

สารเคมีมากมายหลายชนดิ ฤทธิ์ที่เกิดขึน้จากการทดสอบสารสกัดหยาบมักจะเป็นผลรวมของ

ฤทธิ์จากสารเคมีเหล่านั้น ส่วนผสมบางอย่างอาจตา้นฤทธิ์ของสารอีกชนิดหนึ่ง งานวิจัยจะมี

ประโยชน์มากขึ้นหากสามารถแยกสารประกอบบริสุทธิ์ออกมาทดสอบ เพื่อระบุชนิดของสารที่

ออกฤทธิ์ที่รับผดิชอบต่อผลที่พบจากงานวิจัยนี้ 
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