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บทคัดย่อ 

 

สารฟลาโวนอยด์ 4 ชนิดทีÉสกดัแยกได้จากแก่นครี Ê ได้แก่ Khrinone (5), Cajanin (9), 

(3RS)-3-hydroxy-8-methyoxy vestitol (21) และ (6aR,11aR)-3,8-dihydroxy-9-methoxy 

pterocarpan (27) ได้นําไปศึกษาจลศาสตร์การยับยั Êงเอนไซม์โดยสงัเกตผลด้วยปฏิกิริยาการ

ยับยั Êงกิจกรรมจําเพาะของ o- diphenolase ผลการศึกษาเผยให้เห็นว่ากลไลการยับยั Êงของ

สารประกอบ (5) (9) (21) และ (27) เป็นแบบชนิด uncompetitive  non-competitive mixed และ 

competitive ตามลําดบั การค้นพบองค์ความรู้พื Êนฐานนี Êทําให้สามารถสรุปได้ว่าสารสกัดจากแก่น

ครี ÊมีศกัยภาพทีÉจะเป็นแหล่งของผลิตภัณฑ์ธรรมชาติสําหรับการประยุกต์ใช้เป็นสารต้านปฏิกิริยา

การเกิดสีนํ Êาตาล (anti-browning) โดยผ่านกลไกการยับยั Êงการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของ

สารประกอบฟีนอลโดยเอนไซม์ไทโรซิเนส 

 

คําสําคัญ : ครีÊ  สักข ี ฟลาโวนอยด์  ตัวยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนส  จลนศาสตร์ของเอนไซม์ 
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ABSTRACT 
 
 

Four flavonoids isolated from Dalbergia parviflora, namely Khrinone (5), Cajanin 

(9), (3RS)-3-hydroxy-8-methyoxy vestitol (21) and (6aR,11aR)-3,8-dihydroxy-9-methoxy 

pterocarpan (27)  were further studied for their inhibition kinetics on the o- diphenolase 

activity of the mushroom tyrosinase. The results showed that the inhibition of (5), (9), (21) 

and (27) were uncompetitive, non-competitive, mixed and competitive inhibitors, 

respectively. Based on these findings, it was concluded that D. parviflora heartwood 

extract is a potential source of natural product which might be used as anti-browning 

agents that can inhibit the enzymatic oxidation of phenols by tyrosinase. 
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บททีÉ 1 

บทนํา 

 

ความสาํคัญและทีÉมาของปัญหา 

 

  จลศาสตร์ของเอนไซม์ (enzyme kinetics) คือ การศกึษาอตัราเร็วของปฏิกิริยา (reaction 

rate) และการเปลีÉยนแปลงอัตราเร็วของปฏิกิริยาเมืÉอมีการเปลีÉยนแปลงปัจจัยบางอย่าง เพืÉอทํา

ความเข้าใจกลไกการทํางานของเอนไซม์นั Êนๆ ได้ การศกึษาจลนศาสตร์การยบัยั Êงเอนไซม์จึงเป็นแนว

ปฏิบัติสําหรับการศึกษาเชิงลึงภายหลงัจากการศึกษาเบื Êองต้พนแล้วพบว่ามีสารใดออกฤทธิÍยับยั Êง

เอนไซมท์ีÉกําลงัศกึษาอยู่ ซึÉงโครงการวิจยันี Êได้มุง่เน้นศกึษาสารฟลาโวนอยด์ทีÉสกดัแยกได้จากแก่นครี Ê

(Dalbergia parviflora) ทีÉมีผลต่อการยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนส ซึÉงใช้เอนไซม์ไทโรซิเนสจากเห็ด 

(mushroom tyrosinase) เป็นตวัแทนในการศึกษา จากการศกึษาเบื Êองต้นพบสารสกัดฟลาโวนอยด์

บริสุทธิÍจากแก่นครี Êจํานวน 4 ชนิด มีฤทธิÍยบัยั Êงเอนไซม์ได้ดีมาก จึงควรนํามาศึกษาจนลศาสตร์การ

ยับยั Êง เพืÉอให้เกิดองค์ความรู้ทางวิทยาศาสตร์ทีÉสามารถอธิบายกลไกการยับยั Êงและข้อมูลทาง

จลนศาสตร์ทีÉได้จะเป็นประโยชน์ในการใช้เปรียบเทียบความแตกต่างของตวัยับยั ÊงทีÉศึกษาและตัว

ยบัยั ÊงอืÉนๆ ทีÉมีรายงานมากอ่น  

เอนไซม์ไทโรซิเนสมีความสัมพันธ์กับการสังเคราะห์เมลานินซึÉงทําให้เกิดสีผิวและยัง

เกีÉยวข้องกับการเกิดสีนํ Êาตาลในอาหารจําพวกผักผลไม้และอาหารทะเล ดงันี Êการศึกษาตัวยับยั Êง

เอนไซม์ไทโรซิเนสจึงมีโอกาสพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ด้านอาหารและเครืÉองสําอาง ทั Êงนี Êมีรายงานว่า

สารพฤกษเคมีกลุ่มฟลาโวนอยด์ทีÉสกัดได้จากพืชมีคุณสมบัติในการยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนส และ

คณะผู้ วิจัยได้เคยรายงานการค้นพบสารฟลาโวนอยด์ทีÉสกัดแยกได้จากแก่นครี ÊและฤทธิÍต้านอนุมูล

อิสระของสารฟลาโวนอยด์ดงักล่าวมาแล้ว ดงันั ÊนหากทําการวิจัยศึกษาถึงคณุสมบัติการออกฤทธิÍ

ทางชวีภาพอืÉนๆ จะเป็นการสร้างโอกาสในการพฒันาองค์ความรู้และพฒันานวตักรรมใหม ่ 

 



2 

 

สารพฤกษเคมีทีÉเป็นองค์ประกอบในแก่นครี Ê (Dalbergia parviflora) พบว่ามีสารประกอบ 

ฟลาโวนอยด์มากกว่า 60 ชนิด ซึÉงงานวิจัยต่างๆ ได้กล่าวถึงฤทธิÍทางชีวภาพของฟลาโวนอยด์ไว้

อย่างหลากหลาย เช่น ฤทธิÍต้านอนุมลูอิสระ (Fernandez-Panchon et al., 2008; Prochazkova et 

al., 2011) ฤทธิÍต้านมะเร็ง ฤทธิÍต้านการอกัเสบ (Kim et al., 2004) ฤทธิÍในการต้านจุลชีพประเภท

แบคทีเรีย เชื Êอรา และไวรัส (Tereschuk et al., 1997; Tsao et al., 1982; Yao et al., 2004)  และ

รวมถึงฤทธิÍการยับยั Êงเอนไซม์ชนิดต่างๆ  ในระบบชีวภาพ (Kongkamnerd et al., 2012; 

Kongkamnerd et al., 2011) การสง่เสริมการวิจยัด้านสมนุไพรและสารออกฤทธิÍทางชีวภาพจะเป็น

การสร้างความพร้อมทางด้านการผลิตยารักษาโรค เครืÉองสําอาง อาหาร รวมถึงยากําจดัโรคพืชและ

เป็นแผนหนึÉงของการพัฒนานวตักรรมด้านสมนุไพรไทยให้มีประสิทธิภาพและได้รับการยอมรับมาก

ขึ Êน  ในทางเศรษฐกิจจะนําไปสูก่ารลดการนําเข้าของสารเคมีหรือสารสงัเคราะห์ รวมถึงการส่งเสริม

ให้มีการอนุรักษ์พืชพันธุ์สมนุไพร และประชาสัมพันธ์ให้ทราบถึงคุณค่าของทรัพยากรธรรมชาติใน

ท้องถิÉน 

 

วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

เพืÉอศกึษาจนศาสตร์ของการยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารฟลาโวนอยด์บางชนิดทีÉพบ

แนวโน้มการยังยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนส และรายงานค่าทางจลนศาสตร์ของเอนไซม์ 

 

ขอบเขตของโครงการวิจัย 

งานวิจัยนี Êทําการศึกษาวิจัยภายในห้องปฏิบัติการเพืÉอศึกษาฤทธิÍและกลไกการยับยั Êง

เอนไซม์ไทโรซิเนสของเห็ดในหลอดทดลอง โดยการใช้เทคนิคการติดตามอตัราการเกิดปฏิกิริยาและ

อัตราการยับยั Êงปฏิกิริยาด้วยวิธีทางสเปกโตรโฟโตรเมตรี โดยยังไม่มีการพัฒนาสารสกัดให้เป็น

ผลิตภณัฑ์สําหรับการใช้เป็นยาหรืออาหาร และการวิจยันี Êยงัไมมี่การทดลองในมนษุย์หรือสตัว์   
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ภาพทีÉ 1.1 แผนผงัแสดงขอบเขตและขั Êนตอนของงานวิจยั 
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กรอบแนวความคิดของโครงการวจิัย  

        แก่นครี Êเป็นสมุนไพรทีÉมาจากภูมิปัญญาท้องถิÉนของไทย โดยพบว่ามีการใช้เป็นยา

บํารุงร่างกายและยาสําหรับสตรี และคณะผู้ วิจัยได้ศึกษาวิจัยทางวิทยาศาสตร์เกีÉยวกับฤทธิÍต้าน

อนุมูลอิสระและพบว่ามีฤทธิÍต้านอนุมูลอิสระสูง จึงเห็นสมควรศกึษาฤทธิÍทางชีวภาพอืÉนๆ ให้รอบ

ด้าน โครงการวิจัยนี Êจึงได้พัฒนางานวิจัยเดิมให้มีการแตกแขนงการวิจัยออกไปในเชิงลึก โดยมุ่ง

ประเดน็หลกัไปทีÉการศึกษาฤทธิÍการยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนส เพืÉอยืนยันผลการออกฤทธิÍทางชีวภาพ

ในระดบัหลอดทดลองก่อนการประเมินแนวทางพัฒนาไปสู่ผลิตภณัฑ์ ทั Êงนี Êการนําภูมิปัญญาท้องถิÉน

มาตรวจสอบในระดบัห้องปฏิบัติการเพืÉอเพิÉมข้อมลูทางวิทยาศาสตร์ จะทําให้สามารถพัฒนาขึ Êนเป็น

ผลิตภัณฑ์ท้องถิÉนทีÉซึÉงเป็นทีÉยอมรับได้ในอนาคต โดยเฉพาะอย่างยิÉงทีÉเกีÉยวข้องกบัอาหาร สุขภาพ

และความงาม และเป็นการสร้างโอกาสในการพัฒนาเทคโนโลยีและนวตักรรมทีÉมาจากภูมิปัญญา

ท้องถิÉนเพืÉอกลบัคืนสู่ท้องถิÉน อนัจะนํามาซึÉงโอกาสในการสร้างรายได้และความยัÉงยืน 
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บททีÉ 2 

ทฤษฎีและการทบทวนวรรณกรรมทีÉเกีÉยวข้อง 

 

เอนไซม์ไทโรซิเนส (tyrosinase, EC 1.14.18.1) เป็นเอนไซม์ในทีÉจดัอยู่ในกลุ่มออกซิโดรี

ดกัเทส (oxidoreductase) มีชืÉออืÉนๆ เช่น monophenol monooxygenase, phenolase, phenol 

oxidase, tyrosine-dopa oxidase หรือ monophenol oxidase เป็นต้น เอนไซม์ไทโรซิเนสเป็น

เอนไซม์ชนิด copper-containing enzyme พบอยู่ในสิÉงมีชีวิตทีÉหลากหลาย เช่น ในจุลินทรีย์ สตัว์

และพืช เอนไซม์ไทโรซิเนสพบว่ามหีน้าทีÉสําคญัใน 3 ประเดน็คือ 

1) ในสตัว์เลี Êยงลกูด้วยนมเอนไซม์ไทโรซิเนสจะมีหน้าทีÉเกีÉยวข้องกับกระบวนการสงัเคราะห์             

รงควตัถเุมลานิน (melanin) ทีÉอยู่ภายในเซลล์เมลาโนไซต์ (melanocytes) โดยทําหน้าทีÉเร่งปฏิกิริยา

ออกซิเดชัÉนกับสารตั Êงต้นทั Êงแอล-ไทโรซีน (L-tyrosine) และแอล-โดปา (L-dopa) ร่วมกับออกซิเจน 

ได้เป็นสารประกอบโดปาโครม (dopachrome) หลงัจากนั Êนจะเกิดปฏิกิริยาโพลิเมอไรเซชนัโดยไม่

อาศยัเอนไซม์เป็นตวัเร่ง ได้ผลิตภัณฑ์เป็นเมลานินชนิดต่างๆ ซึÉงจะถูกสง่ต่อเพืÉอสะสมยงัเซลล์เคราติ

โนไซต์ (keratinocyte) และทําให้เกิดลักษณะการแสดงออกของสีผิว สีผม สีขน และสีนัยน์ตา 

นยัน์ตา  

2) เอนไซม์กลุ่มนี Êยงัพบว่าเกีÉยวข้องกบัการเกิดสีนํ Êาตาล (enzymatic browning reaction) 

ของอาหารประเภทพืชผักผลไม้ โดยปฏิกิริยาการเกิดสีนํ ÊาตาลทีÉเกีÉยวกับเอนไซม์นี Êเป็นปฏิกิริยา

ออกซิเดชนั (oxidation) จะเกิดขึ ÊนเมืÉอเซลล์ของสิÉงมีชิวิตเกิดการชํ Êา ฉีก ขาด เมืÉอถูกกระแทก บด หัÉน 

หรือสบัทําให้เอนไซม์  

 3) ในสตัว์กลุ่มแมลงและครัสเตเซียนพบว่าเอนไซม์นี Êจะถูกเรียกว่า polyphenoloxidase 

(PPO) กลุ่มฟีนอลออกซิเดสมีบทบาทสําคัญต่อระบบภูมิคุ้ มกันของแมลงมีหน้าทีÉช่วยใน

กระบวนการป้องกนัตวัและเจริญเติบโต  
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 ครีÊ (Dalbergia parviflora Roxb.) มชืีÉอสามญัคือ Blackwood และชืÉอท้องถิÉนได้แก่ กระซิก 

ซิก  สรี Ê และ สกัขี เป็นต้น จดัอยู่วงศ์ (family) Fabaceae วงศ์ย่อย (subfamily) Faboideae  อาจมี

การสับสนกับต้นสักขี (Dalbergia candenatensis) ซึÉงเป็นพรรณไม้ในวงศ์เดียวกัน งานวิจัย

เกีÉยวกบัสารพฤกษเคมี (phytochemical) จากแก่นครี Êพบวา่มสีารฟลาโวนอยด์ (flavonoid) มากกว่า 

60 ชนิด และพบว่าหลายชนิดมีฤทธิÍคล้ายฮอร์โมนเอสโตรเอสโตรเจน (Promden et al., ŚŘřŜ; 

Songsiang et al., ŚŘŘš) นอกจากนี Êสารฟลาโวนอยด์ยังมีรายงานว่าเป็นสารพฤกษเคมีทีÉมี

คณุสมบัติต้านอนมุลูอิสระ (antioxidant) (Chen et al., řššŞ; Croft, řššŠ; Rice-Evans et al., 

řššŞ)  คณะผู้ วิจยัได้ทําการศกึษาสารกลุ่มไอโซฟลาโวนอยด์ทีÉสกดัได้จากแก่นครี Êโดยวิธี DPPH วิธี 

ORAC และวิธี xanthine/xanthine oxidase ซึÉงพบว่ามสีารหลายชนิดทีÉแสดงสมบัติต้านอนุมลูอิสระ

ได้ อีกทั Êงยังได้รายงานถึงความสมัพันธ์ของโครงสร้างทางเคมีและฤทธิÍต้านอนุมูลอิสระ (Promden 

et al., ŚŘřŜ) สารฟลาโวนอยด์จากแก่นครี Êจึงเป็นเป้าหมายทีÉจะนํามาศึกษาฤทธิÍทางชีวภาพทีÉ

เกีÉยวข้องกับการพฒันายา ผลิตภณัฑ์เสริมอาหาร และเครืÉองสาํอาง  

 

ฟลาโวนอยด์ (Flavonoids) และไอโซฟลาโวนอยด์ (Isoflavonoids) 

ในเชิงโครงสร้างทางเคมีของฟลาโวนอยด์ซึÉงเป็นสารพฤกษเคมีในธรรมชาติพบว่ามี

โครงสร้างหลกัเป็น CŞ-Cś-CŞ ประกอบกบัการมีหมูแ่ทนทีÉ (substitution group) ในตําแหน่งต่างๆ   

ตามระบบการเรียกชืÉอ IUPAC สามารถจดัจําแนกฟลาโวนอยด์ได้ด้งนี Ê 

1) ฟลาโวนอยด์ (flavonoid) หรือ ไบโอฟลาโวนอยด์ (bioflavonoid) 

2) ไอโซฟลาโวนอยด์ (isoflavonoid) เกิดจากโครงสร้างของ 3-phenylchromen-4-one  

3) นีโอฟลาโวนอยด์ (neoflavonoid) เกิดจากโครงสร้างของ4-phenylcoumarine  

 ไอโซฟลาโวนอยด์เป็นสารประกอบในกลุ่มฟลาโวนอยด์ มีโครงสร้างหลักมาจาก  3-  

phenylchroman เป็นสารประกอบทีÉพบอยู่ในสิÉงมีชีวิตอาณาจักรพืช ความหลากของชนิดของ                                  

ไอโซฟลาโวนอยด์ขึ Êนอยู่กับจํานวนและตําแหน่งของหมู่แทนทีÉบนวงแหวน และยังมีความแตกต่าง

หลากหลายของระดบัออกซิเดชัÉนบนวงแหวน (Grotewold, 2006) ไอโซฟลาโวนอยด์จึงสามารถ

แบ่งเป็นกลุม่ยอ่ยได้ดงันี Ê 
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1. ไอโซฟลาแวน (isoflavan)  

2. ไอโซฟลาโวน (isoflavone) 

3. ไอโซฟลาวาโนน (isoflavanone) 

 

ภาพทีÉ 2.1 โครงสร้างทางเคมขีองฟลาโวนอยด์ (2-phenylbenzopyran) ไอโซฟลาโวนอยด์ (3-

benzopyran) และ นีโอฟลาโวนอยด์ (4-benzopyran) แสดงการระบุหมายเลขตําแหนง่ของหมู่

แทนทีÉบนวงแหวน  A B และ C 

 

 

 

ภาพทีÉ 2.2 โครงสร้างทางเคมขีองไอโซฟลาโวนอยด์ 3 ชนิด คือ ไอโซฟลาแวน  ไอโซฟลาโวน และไอ

โซฟลาวาโนน  แสดงการระบุหมายเลขตําแหน่งของหมูแ่ทนทีÉบนวงแหวน A B และ C 
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ฤทธิÍทางชีวภาพของฟลาโวนอยด์ 

ในปัจจุบันนี Êฟลาโวนอยด์กําลังเป็นทีÉสนใจในวงการทีÉศกึษาเกีÉยวกับสารต้านอนุมูลอิสระ 

ซึÉงฟลาโวนอยด์เป็นสารทีÉมีศกัยภาพในการต้านอนุมลูอิสระทีÉสงูมาก (Devasagayam et al., 2004; 

Nijveldt et al., 2001) สมบัติในการต้านอนมุลูอิสระของสารฟลาโวนอยด์พบว่ามคีวามเกีÉยวข้องกบั

ฤทธิÍทางชีวภาพอืÉนๆ เช่น การต้านการอกัเสบ (anti-inflammatory) (Kim et al., 2004) ยับยั Êง

เอนไซม์บางกลุ่ม เช่น hydrolytic enzyme และ oxidative enzyme (Theos et al., 2005; Yang et 

al., 2012)นอกจากนี Êยังพบว่าฟลาโวนอยด์สามารถป้องกันโรคหัวใจและหลอดเลือด ยับยั Êง

เซลล์มะเร็ง และฟลาโวนอยด์บางชนิดอาจมีศกัยภาพทีÉสามารถยับยั Êงไวรัส HIV ได้ (Yao et al., 

2004) ฤทธิÍทางชีวภาพทีÉเกีÉยวกับฤทธิÍต้านจลุินทรีย์ในสารประกอบฟลาโวนอยด์ ได้แก่ สารสกัดจาก

ใบ Tagetes minuta ซึÉงการใช้เป็นยาพื Êนบ้านเพืÉอรักษาโรคติดเชื Êอในประเทศแถบอาร์เจนตินาซึÉง

พบว่ามีสารฟลาโวนอยด์คือ quercetagetin-ş-arabinosyl-galactoside (Tereschuk et al., 1997) 

สารสกดัจาก Scutellaria baicalensis ซึÉงเป็นพืชสมนุไพรจีนทีÉใช้รักษาโรคเยืÉอหุ้มฟันอกัเสบและ

แผลติดเชื Êอในช่องปากพบวา่มสีารฟลาโวน baicalein เป็นสารออกฤทธิÍหลกั (Tsao et al., 1982)  

มีการศกึษาถึงฤทธิÍของสารพฤกษเคมีกลุ่มฟลาโวนอยด์ทีÉสามารถยบัยั Êงเอนไซมไ์ทโรซิเนส 

ได้แก ่Glabrene และ Isoliquiritigenin ในรากชะเอม (Glycyrrhiza glabra L.)(Nerya et al., 2003) 

Norartocarpetin จากเปลือกและรากของพืชตระกลูหม่อน (Morus ihou) (Jeong et al., 2009; Ryu 

et al., 2008) Taxifolin จากต้นอ่อนของพืชจําพวกผกัแพว (Polygonum hydropiper L.)(Miyazawa 

and Tamura, 2007) 

 

จลนศาสตร์ของของเอนไซม์ 

ในปี ค.ศ. řšřś วิคเตอร์ เฮนรีÉ (Victor Henri, řŠşŚ – řšŜŘ) ลีโอนอร์ มิเคลิส (Leonor  

Michaelis) และ มดั เมนเทน (Maud Menten) ได้เสนอทฤษฎีเอนไซม์จลนศาสตร์ ซึÉงยงัคงใช้กนัอยู่

อย่างแพร่หลายในทกุวนันี Ê ซึÉงรู้จกักันในชืÉอทีÉเรียกว่าจลนศาสตร์ของมิเคลิส-เมนเทน (Michaelis-

Menten kinetics) ซึÉงหมายถึงการศกึษาปฏิกิริยาเคมีทีÉมีเอนไซมเ์ป็นตวัเร่ง ซึÉงมีการวดัความเร็ว 

การศกึษาปัจจยับางอย่างทีÉมีผลกระทบตอ่ความเร็วการอธิบายกลไกการเร่งปฏิกิริยาและกลไกยบัยั Êง

เอนไซม ์ 
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ความเร็วของปฏกิริิยา (velocity) 

เมืÉอพิจารณาสมการปฏิกิริยาทีÉมีตวัเร่งโดยทีÉมีซบัสเตรตเพียงตวัเดียวดงันี Ê 

 
ปฏิกิริยาขั Êนแรกเป็นปฏิกิริยาทีÉสามารถผนักลบัได้โดยทีÉโมเลกลุเชิงซ้อนของเอนไซม์และซบัสเตรต 

(ES) จบักนัด้วยพนัธะทีÉไม่ใช่พันธะโคเวเลนซ์ จากนั Êนจึงผนักลบัเป็นเอนไซม์ (E) และซบัสเตรต (S) 

ได้อย่างรวดเร็ว สําหรับปฏิกิริยาในขั ÊนทีÉสองมีการเปลีÉยนแปลงรูปร่างของโมเลกลุเกิดขึ Êนในโมเลกลุ

เชิงซ้อน ES ทําให้ได้ผลิตภณัฑ์ (P) ซึÉงจะแยกตวัออกมาจากเอนไซม์ในทีÉสดุ และเอนไซมย์งัคง

สามารถกลบัมาจบักบัซบัสเตรตตวัใหมไ่ด้ พร้อมจะเร่งปฏิกิริยาได้อีก คา่ k+1  k-1 และ k2 คือ คา่คงทีÉ

ของความเร็ว (rate constants) ของปฏิกิริยา ในการวดัความเร็วของปฏิกิริยาทีÉเร่งด้วยเอนไซม์จะ

พบวา่ในชว่งแรกของปฏิกิริยาความเข้มข้นของผลิตภณัฑ์ทีÉเกิดขึ Êนจะแปรผนัตรงกับเวลา แตห่ลงัจาก

นั ÊนอตัราการเพิÉมของผลิตภัณฑ์จะลดลงและอาจหยุดลง (ภาพทีÉ 2.3) ด้วยเหตนีุ Êในการศกึษา

จลนศาสตร์ของเอนไซม์จึงต้องวดัความเร็วของปฏิกิริยาในระหว่างทีÉกราฟของผลติภัณฑ์และเวลายงั

เป็นเส้นตรงอยู่ ซึÉงความชันของกราฟในระยะนี Êหมายถึงความเร็วเริÉมต้น (initial velocity, Vo)                    

(สกุญัญา สนุทรส และวิเชียร ริมพณิชยกิจ. 2553 : 286) 

 

 
 

ภาพทีÉ 2.3 กราฟแสดงจลนศาตร์ของปฏิกิริยาทีÉเร่งด้วยเอนไซม์  (progress curve) แสดงการ

เพิÉมขึ Êนของผลิตภณัฑ์ [Product] กบั เวลา จะพบวา่ในระยะต้นกราฟยงัคงเป็นเส้นตรงและความชนั

ของกราฟจะหมายถงึคา่ความเร็วเริÉมต้น (Vo)    
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สมการของไมเคลิส-เมนเทน (Michaelis-Menten equation) 

เมืÉอวาดกราฟระหว่างความเร็วเริÉมต้นกบัความเข้มข้นของซบัสเตรตจะได้กราฟลกัษณะเป็น 

ไฮเพอร์โบลา (ภาพทีÉ 2.4)  เป็นทีÉสังเกตว่าเมืÉอเพิÉมความเข้มข้นของซับสเตรตในระยะเริÉมต้น

ความเร็วของปฏิกิริยาจะเพิÉมขึ Êน แต่เมืÉอเพิÉมความเข้มข้นของซับสเตรตระดับหนึÉงจะได้ความเร็ว

สงูสดุ (Vmax) และหากเพิÉมความเข้มข้นซบัสเตรตตอ่ไปอีกความเร็วของปฏิกิริยาจะคงทีÉจะไม่เพิÉมขึ Êน  

ทั Êงนี ÊเนืÉองมาจาก 

           1. ทีÉความเข้มข้นของซบัสเตรตมคี่าตํÉา โมเลกลุเอนไซม์ยงัคงมีบริเวณเร่งทีÉว่างอยู่เป็นจํานวน

มาก ดงันั ÊนการเพิÉมความเข้มข้นของซบัสเตรตจะมผีลทําให้ความเร็วเพิÉมขึ Êนได้ 

2. ทีÉความเข้มข้นของซบัสเตรตมคีา่สงูมาก ความเร็วของปฏิกิริยาจะไมข่ึ Êนกบัความเข้มข้น 

ของซับสเตรต เนืÉองจากเอนไซม์ไม่มีบริเวณเร่งทีÉเหลือว่าง และมีซับสเตรตอิสระเหลืออยู่อีกมาก 

แม้วา่จะเพิÉมซบัสเตรตเข้าไปอีกก็ไม่มทีีÉให้เข้าจบับนเอนไซม ์อตัราเร็วก็จงึเกือบไมเ่พิÉมขึ Êนให้สงัเกตได้ 

 

 
ภาพทีÉ 2.4 กราฟแสดงจลนศาตร์ของปฏิกิริยาทีÉเร่งด้วยเอนไซม์  (Michaelis-Menten saturation 

curve) แสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความเร็วเริÉมต้น (vo) กบัความเข้มข้นของซบัสเตรต [S]  

 

สามารถพิจารณาความสมัพนัธ์ของพารามเิตอร์ทีÉเกีÉยวข้องกบัจลนศาสตร์ของเอนไซม์ได้ดงันี Ê                               

จากสมการ  
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จะได้วา่ ความเร็วเริÉมต้น vo มีคา่ดงันี Ê 

 
           อย่างไรก็ตาม ไม่สามารถวัดการเกิดขึ Êนของ [ES] ได้โดยตรง แต่ทราบว่าความเร็วสูงสุด 

(maximum velocity, Vmax) จะเกิดขึ ÊนเมืÉอเอนไซม์ทั Êงหมดอยู่ในรูป enzyme-substrate complex, 

[ES]  ดงันั Êนความเข้มข้นรวมของเอนไซม์ [Etotal] จึงเท่ากบั  [E] + [ES] และสามารถเขียนสมการได้

เป็น 

                                         Vmax =  k2[Etotal]  

                                                =  k2 ([E]+[ES]) …………………….. (2) 
 

นําสมการ (1) ตั Êงแล้วหารด้วยสมการ (2) จะได้ 

 
เมืÉอ ค่าคงทีÉการแตกตวั (dissociation constant, Ks) มีคา่ 

 
หรือ  

 
แทนค่า [ES] ลงใน สมการ (2) จะได้ 

 
ซึÉงสมการ (3) คือ สมการของมิเคลิส-เมนเทน 

          

 



12 

 

             ในปี ค.ศ. řšŚŝ จอร์จ เอด็เวิร์ดบริกส์ (George Edward Briggs) และ จอห์น เบอร์ดอน 

แซนเดอร์สนั ฮอลเดน  (John Burdon Sanderson Haldane) ได้เสนอแนวคิดสภาวะคงทีÉ (steady 

state concept) ของการเกิด enzyme-substrate complex [ES] โดยกล่าวว่าขณะทีÉมีการเร่ง

ปฏิกิริยาด้วยเอนไซม์ ความเข้มข้นของ [ES] จะคงทีÉเสมอ เนืÉองจากการจบักนัของเอนไซม์และซบัส

เตรตเกิดขึ Êนอย่างรวดเร็วและผนักลบัได้ จากนั Êน ES จะสลายตวัได้เป็นผลิตภณัฑ์ (P) และเอนไซม์

อิสระ (E) ซึÉงปฏิกิรยาขั ÊนตอนทีÉสองนี Êจะช้ากว่ามาก จึงเป็นขั Êนกําหนดความเร็วของปฏิกิริยา (rate-

limiting step)  

 
           จากสมการข้างต้นจะเห็นว่าปริมาณของ ES จะขึ Êนกับปริมาณของเอนไซม์และซบัสเตรต 

ดงันั Êนหากมีปริมาณซบัสเตรตมากเกินพอ ภายหลงัจากทีÉ ES กลายเป็นผลิตภณัฑ์แล้ว เอนไซม์อิสระ

จะจบักบัซบัสเตรตตวัใหม ่ได้เป็น ES  จึงทําให้ ES มีคา่คงทีÉ สภาวะนี Êเรียกว่าสภาวะคงทีÉ (steady 

state) 

ดงันั Êน ความเร็วของการสร้าง ES = k1 [E][S]                           

ความเร็วของการสลาย        ES = k-1[ES] + k2[ES]                 

ณ ทีÉสภาวะคงทีÉ ความเร็วของการสร้าง ES = ความเร็วของการสลาย ES 

ดงันั Êน                         k1 [E][S]    =    (k-1 + k2) [ES]  

หรือ     

 
Km ในสมการ (4) เรียกว่าคา่คงทีÉของมเิคลิส เมนเทน (Michaelis-Menten constant) เป็นตวัแปร

สําคญัในการศกึษาจลนศาสตร์ของเอนไซม์ มหีนว่ยเป็นโมลาร์ (Molar) 

จากสมการ (4) จะได้ว่า 

 
แทนค่า [ES] ลงใน สมการ (2) จะได้ 
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เรียกสมการ (5) ว่า Briggs-Haldane equation ซึÉงคล้ายกบัสมการ (3) แต่ปัจจบุนัสมการ 

ทั Êงสอง มกัถกูเรียกรวมไปวา่เป็น สมการมเิคลิส-เมนเทน (Michaelis-Menten equation) 

             เมืÉอเขียนกราฟระหว่าง ความเร็ว vo กบั [S] จะได้กราฟดงัรูปทีÉ 2.4 

 เพืÉอให้การหาค่าพารามิเตอร์ตา่ง ๆ สะดวกยิÉงขึ Êน ฮานส์ ไลน์วีเวอร์ (Hans Lineweaver)  

และดีน เบริก (Dean Burk) ได้แปลงสมการมเิคลิส-เมนเทน (สมการ ŝ) ให้เป็นส่วนกลบั ได้ดงันี Ê 

 
สมการ (Ş) เรียกว่า สมการไลน์วีเวอร์เบริก (Lineweaver-Burk equation) และเมืÉอเขียน

กราฟระหว่าง ř/vo เป็นแกน Y และ ř / [S] เป็นแกน X จะได้กราฟเส้นตรงดงัภาพทีÉ 2.5 

เรียกว่า กราฟไลน์วีเวอร์เบริก (Lineweaver-Burk plot)  ซึÉงจะทําให้สามารถหาค่า Km และ 

Vmax เป็นไปได้อย่างถกูต้องแมน่ยํากวา่การใช้กราฟตามภาพทีÉ 2.4 
 

 
    

ภาพทีÉ 2.5 Double reciprocal plot ระหว่าง 1/vo (แกน Y) และ 1 / [S] (แกน X) ตามสมการไลน์วี

เวอร์เบริก (Lineweaver-Burk equation) จะได้จดุตดัแกน Y เป็น 1/ Vmax, จดุตดัแกน Xเป็น -1/Km 

และความชนัคือ  Km/ Vmax 
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ตัวยับยั Êงเอนไซม์ (enzyme inhibitor) 

 ตวัยบัยั Êงเอนไซม์คอืโมเลกลุทีÉสามารถจบักับเอนไซม์และทําให้เอนไซม์เร่งปฏิกิริยาได้ลดลง ซึÉง

หลกัการนี Êนํามาประยุกต์ใช้เป็นยาปฏิชีวนะและยารักษาโรคทีÉเกีÉยวข้องกบัเอนไซม์ ในระบบเมแทบอ

ลิซมึ การทํางานของตวัยบัยั Êงเอนไซม์สามารถจําแนกเป็น Ś ประเภทคอื ยบัยั Êงแบบถาวรหรือผนักลบั

ไมไ่ด้ (irreversible inhibition) และยบัยั Êงแบบผนักลบัได้ (reversible inhibition)  (สกุญัญา สนุทรส 

และวิเชียร ริมพณิชยกิจ. 2553 : 296) 

          การยบัยั Êงแบบถาวรหรือผันกลับไม่ได้ (irreversible inhibition) 

           การยบัยั Êงแบบผันกลบัไม่ได้หรือการยับยั Êงอย่างถาวรเกิดจากการเติมสารทีÉเมืÉอจบักบัเอนไซม์

แล้วเกิดพนัธะโคเวเลนซ์ ซึÉงมีความคงตวัมากและเป็นการทําลายหมู่ฟังก์ชันทีÉจําเป็นสําหรับการเร่ง

ปฏิกิริยาของเอนไซม์ไปอย่างถาวรโดยไม่สามารถเกิดปฏิกิริยาผนักลบัได้  

 

 
ภาพทีÉ 2.6 สมการรูปแบบของการยบัยั Êงเอนไซม์แบบผนักลบัไมไ่ด้ 

 

 

          การยบัยั Êงแบบผันกลับได้ (reversible inhibition) 

        การยบัยั Êงแบบผนักลบัได้นั Êนสามารถแยกเอาตวัยบัยั Êงออกจากเอนไซม์หรือทําให้ตัวยับยั Êงเจือ

จางลงเพืÉอทําให้เอนไซม์กลบัมีประสิทธิภาพเหมือนเดิมได้ลกัษณะการยับยั Êงแบบผนักลบัได้แบ่งเป็น 

3 แบบคือ 

         1. การยับยั Êงแบบแข่งขนั (competitive inhibition)  

            การยบัยั Êงชนิดนี Êจะมีตวัยบัยั Êง (I) ทีÉมีลกัษณะโครงสร้างคล้ายกบัซบัสเตรตมาก จึงสามารถ

เข้าจบักบับริเวณเร่ง (active site) บนเอนไซม์อิสระ (E)  โดยทีÉตวัยบัยั Êงจะไม่สามารถจบักบั ES ได้ 

การยบัยั Êงแบบแข่งขนันี Êสามารถผันกลบัได้ (reversible) เนืÉองจากตวัยบัยั Êงและซบัสเตรต พยายาม

แข่งขันเพืÉอแย่งเข้าจบักับบริเวณเร่งของเอนไซม์ หากตวัใดมีความเข้มข้นมากกว่าก็จะมีโอกาสเข้า

จบัได้ดีกว่า  การยบัยั Êงชนิดนี Êสามารถแก้ไขได้โดยการเพิÉมความเข้มข้นซบัสเตรต  
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ภาพทีÉ 2.7 (ก) สมการรูปแบบของการยบัยั Êงแบบแข่งขนั  (ข) ภาพจําลองการการยบัยั Êงแบบแข่งขนั  

(ค) ผลของตวัยบัยั Êงแบบแข่งขนัแสดงด้วยกราฟของ Lineweaver-Burk เมืÉอแปรค่าความเข้มข้นของ

ตวัยงัยั ÊงจากทีÉไม่มีตวัยบัยั Êง (α = ř) และเมืÉอเพิÉมความเข้มข้นเพิÉมขึ Êนเป็น α =Ś,ś…ผลลพัธ์ทาง

จลนศาสตร์ของเอนไซม์ทีÉมีตวัยบัยั Êงแบบแข่งขนัคือ คา่ Km เพิÉมขึ Êน  ในขณะทีÉ Vmax คงทีÉ 

ทีÉมาของภาพ : (Cox  และ  Nelson.  2008 : 201-202) 

  

(ก)                                                                         (ข) 

(ค)                                                     
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          2. การยับยั Êงแบบไม่แข่งขันแบบ Uncompetitive ตัวยับยั Êงชนิดนี Êจะจับเฉพาะ

สารประกอบเชิงซ้อนของเอนไซม์ซบัสเตรต (ES) อย่างแบบผนักลบัได้เกิดเป็น ESI ซึÉงไมส่ามารถเกิด

เป็นผลิตภัณฑ์ได้  ตวัยับยั Êงจะไม่สามารถจับกบัเอนไซม์อิสระได้  การจับของซบัสเตรตกับเอนไซม์

อาจทําให้เอนไซม์เกิดการเปลีÉยนโครงรูปไปจนทําให้ตวัยบัยั Êงจับด้วยได้ ตวัยบัยั Êงชนิดนี Êจะไม่แข่งขนั

กบัซบัสเตรตในการเข้าจบักบับริเวณเร่ง ดงันั Êนจึงไมส่ามารถแก้ไขผลการยบัยั ÊงทีÉเกิดขึ ÊนโดยการเพิÉม

ความเข้มข้นของซบัสเตรต รูปแบบของการยบัยั Êงเขียนได้ดงันี Ê 
 

             
 
 

 

 
 

 

ภาพทีÉ 2.8 (ก) สมการรูปแบบของการยบัยั Êงแบบ Uncompetitive (ข) ภาพจําลองการยับยั Êงแบบ 

Uncompetitive  ( ค )  ผ ล ข อง ตัว ยับ ยั Êง แ บ บ  Uncompetitive แ ส ด ง ด้ ว ยก รา ฟ ข อ ง             

Lineweaver-Burk เมืÉอแปรค่าความเข้มข้นของตวัยบัยั ÊงจากทีÉไมมี่ตวัยบัยั Êง (α’ = ř) และเมืÉอเพิÉม

ความเข้มข้นเพิÉมขึ Êนเป็น α’ =1.5, 2…   ผลลัพธ์ทางจลนศาสตร์ของเอนไซม์ทีÉมีตัวยับยั Êงแบบ 

Uncompetitive คอื ทั Êงคา่ Km และ Vmax ลดลง  ทีÉมาของภาพ : (Cox  และ  Nelson.  2008 : 201-202) 

(ก)                                                                   (ข) 

(ค)                                                     
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        3. การยับยั Êงแบบไม่แข่งขันแบบ Noncompetitive เป็นการยับยั Êงโดยตัว ยับยั Êงเข้าจับ

บริเวณทีÉไม่ใช่บริเวณเร่ง ซึÉงสามารถเข้าจับได้ทั Êงกับ E หรือ ES ตวัยับยั Êงจะทําให้โครงสร้างของ

เอนไซม์เปลีÉยนไป ทําให้หมู่เร่ง (catalytic group) ไม่สามารถทํางานได้ตามปกติหรือไม่อยู่ใน

ตําแหนง่ทีÉเหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยา  จงึเปลีÉยนซบัสเตรตให้เป็นผลิตภณัฑ์ได้น้อยลงหรือไม่ได้เลย 

ถ้าการจับกนัของซบัสเตรตหรือตวัยบัยั Êงเป็นอิสระตอ่กนั (KI = K´I) จะเรียกว่าการยบัยั Êงแบบ pure 

noncompetitive inhibition แต่ถ้าการเข้าจับของซบัสเตรตมีผลต่อการเข้าจบัของตวัยบัยั Êง หรือ การ

เข้าจับของตวัยับยั Êงมีผลต่อการเข้าจับของซบัสเตรต  (KI  ‡ K´ I)  จะทําให้มีลกัษณะคล้ายการ

แข่งขนั จึงเรียกการยบัยั Êงแบบนี Êว่า การยบัยั Êงแบบผสม (mixed inhibition) 

                            
 

                          
 

ภาพทีÉ 2.9 (ก) สมการรูปแบบของการยบัยั Êงแบบ Noncompetitive (ข) ภาพจําลองการยับยั Êงแบบ 

Noncompetitive (ค) ผลของตัวยับยั Êงแบบ pure noncompetitive แสดงด้วยกราฟของ 

Lineweaver-Burk เมืÉอแปรค่าความเข้มข้นของตวัยังยั Êง ผลลพัธ์ทางจลนศาสตร์ของเอนไซม์ทีÉมีตัว

ยบัยั Êงแบบ  pure noncompetitive คอื ทั Êงคา่ Km คงทีÉ และ Vmax ลดลง และ (ง) ผลของตวัยับยั Êงแบบ

ผสม (mixed) คือ ค่า Km เพิÉมขึ Êน ในขณะทีÉ Vmax ลดลง  ทีÉมาของภาพ : (Cox  และ  Nelson.  2008 : 201-202) 

 

 

(ก)                                                                         (ข) 

(ค)                                                                 (ง)                                                 
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บททีÉ 3 

วิธีการดาํเนินการวิจยั 

เครืÉ องมือวิทยาศาสตร์  

1. เครืÉองชัÉงทศนิยม 4 ตําแหน่ง 

2. สเปกโตรโฟโตมเิตอร์แบบ microplate reader (Visible) 

3. ปิเปต และ มลัติชลัเนลปิเปตขนาดตา่งๆ 

4. จานหลมุขนาด 96 ช่อง (96 well plate) 

 

สารเคมี / สารสกัด / เอนไซม์  

1. DMSO 

2. Methanol 

3. Sodium dihydrogen phosphate / Sodium hydrogen phosphate 

4. Mushroom tyrosinase lyophilized powder (CAS Number 9002-10-2)  

    (T3824, Sigma-Aldrich) 

5. Dalbergia parviflora extract 

6. Flavonoids (isolated from Dalbergia parviflora) 

 

การวิเคราะห์ฤทธิÍของสารสกัดต่อการยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนส 

1. เตรียมสารละลายสารสกดัหยาบ หรือ สารละลายสารฟลาโวนอยด์บริสทุธิÍทีÉความเข้มข้น 

5 mg/mL โดยใช้ตวัทําละลายคือ 50% (v/v) DMSO  

2. เตรียมสารละลาย 2.5 mM L-DOPA ใน 20 mM phosphate buffer (PB) pH 6.8 

3. เตรียมสารละลายเอนไซม์ไทโรซิเนส (Mushroom tyrosinase, E.C. ř.řŜ.řŠ.ř, Sigma) 

ความเข้มข้น 100 Unit/mL ใน 20 mM phosphate buffer (PB) pH 6.8 

4. เตรียมปฏิกิริยาในจานหลมุขนาด 96 หลุม (ตารางทีÉ 3.1) ซึÉงประกอบไปด้วย 20 mM  

phosphate buffer (PB) pH 6.8 จํานวน 140 µL สารสกัดตวัอย่างทีÉต้องการทดสอบทีÉความเข้มข้น

ต่างๆ จํานวน 20 µL สารละลายเอนไซม์ไทโรซิเนส 100 Unit/mLจํานวน 20 µL จากนั Êนนําไปบ่มทีÉ
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อณุหภูม ิŚŝ°C เป็นเวลา 10 นาที แล้วจึงเติม Ś.ŝ mM  L-DOPA จํานวน 20 µL เพืÉอเริÉมต้นปฏิกิริยา 

และนําไปบ่มทีÉอณุหภูมิ Śŝ°C เป็นเวลา 20 นาที นําสารละลายผสมปฏิกิริยาไปวดัค่าการดดูกลืน

แสงทีÉความยาวคลืÉน Ŝşŝ nm  พร้อมกับทําการทดลองชดุควบคมุโดยใช้สารละลาย 50% DMSO 

จํานวน 20 µL แทนการใช้สารละลายสารสกดั 

5. คํานวณร้อยละการยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนส (% inhibition) จากสตูรต่อไปนี Ê 

% inhibition  = {[(∆Ac - ∆AB) - (∆AS - ∆AB)] / (∆Ac - ∆AB)}× 100 

เมืÉอ ∆AC = ผลตา่งของคา่การดดูกลืนแสงทีÉ 475 นาโนเมตร ทีÉเวลา 10 นาที และ 0 นาที 

ของการทดลองกลุม่ควบคุม (control) 

เมืÉอ ∆AB  = ผลตา่งของค่าการดูดกลืนแสงทีÉ 475 นาโนเมตร ทีÉเวลา 10 นาที และ 0 นาที 

ของการทดลองกลุม่ Blank 

      ∆AS  = ผลตา่งของค่าการดดูกลืนแสงทีÉ 475นาโนเมตร ทีÉเวลา 10 นาที และ 0 ของการ

ทดลองกลุม่ทีÉใช้สารสกดั (Blank) 

ค่า IC50 (concentration providing 50% inhibition) สามารถคํานวณได้จากการวาดกราฟ

ของร้อยละการยับยั Êง (%inhibition) กับค่าความเข้มข้นของสารสกัดแล้วสร้างสมการความสมัพันธ์

เชิงเส้นเพืÉอเทียบกลับเป็นค่าความเข้มข้นของสารสกัดทีÉทําให้มีการยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ทีÉ         

ร้อยละ 50 

 

ตารางทีÉ 3.1  แสดงรายการและปริมาตรของส่วนผสมในปฏิกิริยาการวัดค่าการยับยั Êง

เอนไซมไ์ทโรซิเนส 

 

ปฏิกริิยา 

Phosphate 

Buffer 

pH 6.8 

สาร

สกัด 

50% 

DMSO 

100 Unit/mL 

Mushroom 

tyrosinase 

2.5 mM 

L-DOPA 

Total 

volume 

(µL) (µL) (µL) (µL) (µL) (µL) 

C (control) 140 - 20 20 20 200 

S (Sample) 140 20 - 20 20 200 

B (Blank) 160 20 - 20 - 200 

Final conc. - Various* 5% 10 U/Rx 0.25 mM  

*สารสกดัทําการแปรผนัความเข้มข้นระดบัต่างๆ (0-1000 µM หรือ 0-1000 µg/mL) 
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การศึกษาจลนศาสตร์การยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสโดยสารฟลาโวนอยด์จากแก่นครีÊ 

 สารฟลาโวนอยด์บริสุทธิÍทีÉแสดงฤทธิÍยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสได้สูงจะถูกคดัเลือกมาศึกษา

จลนศาสตร์การยบัยั Êงเอนไซม์โดยใช้หลกัของไลน์วิเวอร์ และเบริก (Lineweaver and Burk double-

reciprocal  plot)(Lineweaver and Burk, 1934) ซึÉงจะทําการวดัอตัราเร็วเริÉมต้นของปฏิกิริยา (V0) 

ทีÉมีและไม่มีตวัยับยั Êง โดยแปรผันความเข้นข้นซบัสเตรต L-DOPA ทีÉความเข้มข้น ř, Ř.ŝ, Ř.Śŝ, 

Ř.řŚŝ และ Ř.ŘŞŚŝ mM โดยทําการทดลองในลกัษณะเดียวกบัการวิเคราะห์ฤทธิÍของสารสกัดตอ่การ

ยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสทีÉในจานหลมุไมโคเพลทแตจ่ะวดัอตัราเร็วเริÉมต้นของปฏิกิริยาซึÉงจะต้องอ่าน

ค่าการดดูกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 475 นาโนเมตรทีÉทุกๆ 30 วินาที เป็นเวลา 10 นาที และทําการ

วิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม GraphPad Prism software (version Ŝ.ŘŘ) เพืÉอรายงานค่าทาง

จลนศาสตร์ของเอนไซม์และวิเคราะห์ชนิดของกลไกการยบัยั Êง 
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บททีÉ 4 

ผลการวิจัย  

 

การศึกษาจลนศาสตร์การยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสโดยสารฟลาโวนอยด์จากแก่นครี Ê 

สารสกัดบริสทุธิÍจํานวน 4 ชนิดได้แก่ Khrinone B (ŝ) Cajanin (š) (śRS)-ś'-hydroxy-Š-

methyoxy vestitol (Śř) และ (ŞaR,řřaR)-ś,Š-dihydroxy-š-methoxy pterocarpan (Śş) (ภาพทีÉ 

Ŝ.ř) ทีÉพบว่ามีฤทธิÍยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสสงู โดยมีค่า ICŝŘ ตํÉากว่า 100 µM  ได้ถูกนํามาศึกษา

จลนศาสตร์การยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสโดยใช้ความสมัพันธ์จากสมการของ Michaelis-Menten 

และการวาดกราฟแบบ Lineweaver-Burk ซึÉงแสดงถึงชนิดของการยบัยั Êง (type of inhibition) ของ

สารประกอบ ŝ, š, Śř และ Śş  ทั Êงนี ÊในสภาวะทีÉไม่มีตวัยับยั Êงเอนไซม์ค่าอตัราเร็วสงูสดุ (Vmax) ของ

การเกิด dopachrome โดยเอนไซม์นี Êคือ Ř.ŘŚŞ5 ΔAŜşŝ/min โดยคํานวนหาจากกราฟของ 

Lineweaver-Burk ทีÉพิจารณาจุดตดัแกน Y และค่า  Km  ต่อ L-DOPA คือ Ř.ŚŞ ± Ř.ŘŞ µM โดย

คํานวนหาจากกราฟของ Lineweaver-Burk ทีÉพิจารณาจดุตดัแกน X  แสดงดงัตารางทีÉ 4.1 และภาพ

ทีÉ 4.2   

พฤติกรรมทางจลนศาสตร์การยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสของ Khrinone B (ŝ) ระบุว่าเป็นการ

ยบัยั Êงชนิด uncompetitive inhibitor ต่อเอนไซม์ไทโรซิเนส ต่างๆ (ตารางทีÉ 4.2 และภาพทีÉ 4.3) โดย

มีคา่คงทีÉการยบัยั Êง (Ki) เป็น şŝ.ř± ś.Ś µM ซึÉงลกัษณะของการยบัยั Êงชนิด uncompetitive inhibitor 

ตวัยับยั Êงจะเข้าจบักบั enzyme-substrate complex และลดอตัรการเกิดผลิตภัณฑ์ ทั Êงนี Ê enzyme-

inhibitor-substrate complex (EIS) ยงัคงเกิดปฏิกิริยาผนักลบัได้และยงัสามารถเกิดผลิตภณัฑ์ได้ 

จงึเป็นเหตุให้คา่ Km และ Vmax ลดลง  

พฤติกรรมทางจลนศาสตร์การยับยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสของ Cajanin (š) เผยว่าเป็นการ

ยับยั Êงชนิด non-competitive inhibitor ต่อเอนไซม์ไทโรซิเนส (ตารางทีÉ 4.3 และภาพทีÉ 4.4) ซึÉง

ลกัษณะของการยบัยั Êงชนิด non-competitive inhibitor ตวัยบัยั Êงและซบัสเตรตจะสามารถเข้าจบักบั

เอนไซม์ได้ตลอดเวลาโดยมีตําแหน่งจับคนละตําแหน่งกนั เมืÉอทั Êงตวัยับยั Êงและซบัสเตรต เข้าจับกับ

เอนไซม์แล้วจะเกิดเป็น enzyme-substrate-inhibitor complex (ESI) ทีÉซึÉงไม่สามารถเกิดเป็น

ผลิตภัณฑ์ต่อไปได้ แต่สามารถผันกลบัไปเป็น enzyme-substrate complex (ES) หรือ enzyme-

inhibitor complex (EI) ดงันั Êนจึงพบว่าค่า Vmax ลดลง โดยไม่มีผลต่อค่า Km ค่าคงทีÉการยับยั Êง (Ki) 

ของการเข้าจบัระหว่างตวัยบัยั Êงกบัเอนไซม์ และระหว่างซบัสเตรตกบัเอนไซม์จึงเท่ากนั และจากการ

ทดลองนี Êมีคา่เป็น Şŝ.Ş ± Ŝ.ř µM 
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พฤติกรรมทางจลนศาสตร์การยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสของ (3RS)-3'-hydroxy-8-methyoxy 

vestitol (21)  แสดงให้เห็นว่าเป็นการยบัยั Êงชนิด mixed inhibition (ตารางทีÉ 4.4 และภาพทีÉ 4.5) มี

ค่าคงทีÉการยบัยั Êง (Ki) เป็น ŝŞ.š ± řŞ.Š µM  การยบัยั Êงแบบผสมนี Êตวัยบัยั Êงจะสามารถจบักบัเอนไซม์

ทีÉตําแหน่งเดียวกบัซบัสเตรต ค่า Km อาจคงทีÉหรือมีการเปลีÉยนแปลงก็ได้แตค่่า Vmax ทีÉสงัเกตได้จะ

ลดลง  

พฤติกรรมทางจลนศาสตร์การยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนสของ (ŞaR,řřaR)-ś,Š-dihydroxy-š-

methoxy pterocarpan (Śş) พบว่าเป็นการยบัยั Êงชนิด competitive inhibition (ตารางทีÉ 4.5 และ

ภาพทีÉ 4.6) มีคา่คงทีÉการยบัยั Êง (Ki) เป็น Ş.Ŝ ± Ř.š µM กลไกการยบับั Êงชนิด competitive inhibition 

ตวัยบัยั Êงจะรบกวนการเข้าจบัของซบัสเตรตบนตําแหน่งจบัของเอนไซม์ เป็นเหตใุห้คา่ Km เพิÉมสงูขึ Êน

โดยไมผ่ลกระทบต่อคา่ Vmax 

 

 

ภาพทีÉ 4.1 โครงสร้างของสารฟลาโวนอยด์ 4 ชนิดทีÉนํามาศกึษาจลนศาสตร์การยบัยั Êงเอนไซม ์                       

ไทโรซิเนสจากเห็ด 
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ตารางทีÉ 4.1  แสดงอตัราเร็วเริÉมต้นของปฏิกิริยาเอนไซม์ไทโรซิเนสทีÉมกีารแปรผนัความเข้มข้นของ

สารตั Êงต้น (L-Dopa) โดยไมมี่ตวัยบัยั Êง 
 

Subsrate (L-Dopa) 

(mM) 
ความเร็วเริÉมต้น (Vo)  (∆A475 / min) 

0.0625 0.00429 

0.125 0.00771 

0.25 0.01203 

0.5 0.01564 

1 0.01903 

 

 

 
 

ภาพทีÉ 4.2 (ก) กราฟแสดงจลนศาตร์ของปฏิกิริยา (Michaelis-Menten saturation curve) ทีÉเร่ง

ด้วยเอนไซม์ไทโรซิเนส แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเร็วเริÉมต้น (Vo) กับความเข้มข้นของ                  

ซบัสเตรต  [L-Dopa] โดยไมมี่การเติมตวัยบัยั Êง (ข) Double reciprocal plot ตามสมการไลน์วีเวอร์

เบริก (Lineweaver-Burk equation) จุดตดัแกน Y คือ 1/ Vmax จุดตดัแกน X คือ -1/Km และความชัน

คือ  Km/ Vmax 

ก 

ข 
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ตารางทีÉ 4.2  แสดงอตัราเร็วเริÉมต้นของปฏิกิริยาเอนไซม์ไทโรซิเนสทีÉมกีารแปรผนัความเข้มข้นของ

สารตั Êงต้น (L-Dopa) และตวัยบัยั Êง Khrinone B (ŝ) 

Subsrate (L-Dopa) 

(mM) 

ความเร็วเริÉมต้น (Vo)  (∆A475 / min) 

ความเข้มข้นของตัวยับยั Êง  Khrinone B (ŝ) 

0 µM 18.196 µM 27.21 µM 54.62 µM 109.24µM 

0.0625 0.004440 0.004340001 0.004079999 0.003670 0.003400 

0.1250 0.007400 0.007390 0.006610001 0.005760 0.005170 

0.2500 0.012130 0.010490 0.010210 0.008339998 0.007220 

0.5000 0.01648536 0.013890 0.013300 0.010990 0.009150 

1.0000 0.02051593 0.017420 0.016490 0.012980 0.010470 

 

 

 

 ภาพทีÉ 4.3 (ก) กราฟแสดงจลนศาตร์ของปฏิกิริยา (Michaelis-Menten saturation curve) ทีÉเร่ง

ด้วยเอนไซม์ไทโรซิเนส แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเร็วเริÉมต้น (Vo) กับความเข้มข้นของ                     

ซบัสเตรต [L-Dopa] ทีÉมีการแปรผันความเข้มข้นของตัวยับยั Êง Khrinone B (ŝ)  (ข) Double 

reciprocal plot ตามสมการไลน์วีเวอร์เบริก (Lineweaver-Burk equation) จุดตดัแกน Y คือ 1/ Vmax 

จดุตดัแกน  X คือ -1/Km และความชนัคือ  Km/ Vmax 

ก 

ข 
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ตารางทีÉ4.3  แสดงอตัราเร็วเริÉมต้นของปฏิกิริยาเอนไซม์ไทโรซิเนสทีÉมีการแปรผันความเข้มข้นของ

สารตั Êงต้น (L-Dopa) และตวัยบัยั Êง Cajanin (9) 

Subsrate (L-Dopa) 

(mM) 

ความเร็วเริÉมต้น (Vo)  (∆A475 / min) 

ความเข้มข้นของตัวยับยั Êง  Cajanin (9) 

0 µM 24.97 µM 37.44 µM 74.88 µM 149.77 µM 

0.0625 0.00429 0.00306 0.00259 0.00201 0.0016 

0.1250 0.00771 0.00430 0.00423 0.00333 0.0028 

0.2500 0.01203 0.00820 0.00772 0.00640 0.00417 

0.5000 0.01564 0.01085 0.00932 0.00719 0.00583 

1.0000 0.01903 0.01441 0.01223 0.00930 0.00748 

 

 

 

ภาพทีÉ 4.4 (ก) กราฟแสดงจลนศาตร์ของปฏิกิริยา (Michaelis-Menten saturation curve) ทีÉเร่ง

ด้วยเอนไซม์ไทโรซิเนส แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเร็วเริÉมต้น (Vo) กับความเข้มข้นของ                  

ซบัสเตรต [L-Dopa] ทีÉมกีารแปรผนัความเข้มข้นของตวัยบัยั Êง Cajanin (9) (ข) Double reciprocal 

plot ตามสมการไลน์วีเวอร์เบริก (Lineweaver-Burk equation) จุดตดัแกน Y คือ 1/ Vmax จุดตดัแกน  

X คือ -1/Km และความชนัคือ  Km/ Vmax 

ก 

ข 
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ตารางทีÉ 4.4 แสดงอตัราเร็วเริÉมต้นของปฏิกิริยาเอนไซม์ไทโรซิเนสทีÉมีการแปรผันความเข้มข้นของ

สารตั Êงต้น (L-Dopa) และตวัยบัยั Êง (3RS)-3'-hydroxy-8-methyoxy vestitol (21) 

Subsrate (L-Dopa) 

(mM) 

ความเร็วเริÉมต้น (Vo)  (∆A475 / min) 

ความเข้มข้นของตัวยับยั Êง  (3RS)-3'-hydroxy-8-methyoxy vestitol (21) 

0 µM 25.26 µM 51.11 µM 102.20 µM 204.40 µM 

0.0625 0.00429 0.002860 0.002460 0.002060 0.0017 

0.1250 0.00771 0.004800 0.003910 0.003489 0.00312 

0.2500 0.01203 0.008240 0.007570 0.006260 0.00521 

0.5000 0.01564 0.012130 0.009160 0.008970 0.00741 

1.0000 0.01903 0.014641 0.012690 0.011690 0.0099 
 

 

 

ภาพทีÉ 4.5 (ก) กราฟแสดงจลนศาตร์ของปฏิกิริยา (Michaelis-Menten saturation curve) ทีÉเร่ง

ด้วยเอนไซม์ไทโรซิเนส แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเร็วเริÉมต้น (Vo) กับความเข้มข้นของ                 

ซับสเตรต [L-Dopa] ทีÉมีการแปรผันความเข้มข้นของตัวยับยั Êง (3RS)-3'-hydroxy-8-methyoxy 

vestitol (21) (ข) Double reciprocal plot ตามสมการไลน์วีเวอร์เบริก (Lineweaver-Burk 

equation) จุดตดัแกน Y คือ 1/ Vmax จดุตดัแกน  X คือ -1/Km และความชนัคือ  Km/ Vmax 

ก 

ข 
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ตารางทีÉ 4.5 แสดงอตัราเร็วเริÉมต้นของปฏิกิริยาเอนไซม์ไทโรซิเนสทีÉมีการแปรผันความเข้มข้นของ

สารตั Êงต้น (L-Dopa) และตวัยบัยั Êง (6aR,11aR)-3,8-dihydroxy-9-methoxy pterocarpan (27) 

Subsrate (L-Dopa) 

(mM) 

ความเร็วเริÉมต้น (Vo)  (∆A475 / min) 

ความเข้มข้นของตัวยับยั Êง  (6aR,11aR)-3,8-dihydroxy-9-methoxy pterocarpan 

(27) 

0 µM 1.64 µM 3.28 µM 6.55 µM 

0.0625 0.00521823 0.004218 0.003412 0.002774 

0.1250 0.00844834 0.007110 0.005890 0.004934 

0.2500 0.01124181 0.009700 0.008860 0.007430 

0.5000 0.01622181 0.014300 0.012510 0.011170 

1.0000 0.02068944 0.019100 0.019035 0.017230 
 

 

 

ภาพทีÉ 4.6 (ก) กราฟแสดงจลนศาตร์ของปฏิกิริยา (Michaelis-Menten saturation curve) ทีÉเร่ง

ด้วยเอนไซม์ไทโรซิเนส แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเร็วเริÉมต้น (Vo) กับความเข้มข้นของ                   

ซับสเตรต [L-Dopa] ทีÉมีการแปรผันความเข้มข้นของตัวยับยั Êง (6aR,11aR)-3,8-dihydroxy-9-

methoxy pterocarpan (27) (ข) Double reciprocal plot ตามสมการไลน์วีเวอร์เบริก 

(Lineweaver-Burk equation) จุดตดัแกน Y คือ 1/ Vmax จุดตดัแกน  X คือ -1/Km และความชันคือ  

Km/ Vmax 

ก 

ข 
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บททีÉ 5 

สรุปและอภปิรายผลการวิจัย 

 

จากตัวอย่างสารสกัดฟลาโวนอยด์บริสุทธิÍจํานวน 11 ชนิดทีÉสกจัากแก่นครี Ê พบว่ามีสาร 4 

ชนิดทีÉให้ค่า IC50 ตํÉากว่า 100 µM ซึÉงได้แก่ Khrinone B (ŝ) Cajanin (š) (śRS)-ś'-hydroxy-Š-

methyoxy vestitol (Śř) และ (ŞaR,řřaR)-ś,Š-dihydroxy-š-methoxy pterocarpan (Śş) ซึÉงได้

นํามาศกึษาจลนศาสตร์การยบัยั Êงเอนไซม์ไทโรซิเนส เพืÉอรายงานผลการวิเคราะห์ชนิดของการยับยั Êง

และคา่คงทีÉการยบัยั Êง (Ki) ซึÉงค่า Ki จะแตกตา่งจากคา่ IC50 โดยทีÉค่า Ki จะมีประโยชน์ในการบ่งบอก

ถึงศกัยภาพของความเป็นตวัยับยั Êงของสารแต่ละชนิด ในขณะทีÉค่า IC50 จะใช้ปรียบเทียบผลการ

ทดลองทีÉกระทําในสภาวะเดียวกัน เนืÉองจากค่า IC50 อาจแปรผันไปเมืÉอเปลีÉยนแปลงสภาวะการ

ทดลองบางอย่างเช่น ความเข้มข้นซบัสเตรต ความเข้มข้นเอนไซม์ อุณหภูมิและระยะเวลาการบ่ม

ปฏิกิริยา นอกจากนี Êงานวิจัยนี Êยังได้ทดลองใช้กรดโคจิกเป็นชุดการทดลองควบคุมผลบวกซึÉงได้ผล

การวิเคราะห์ทางจลนศาสตร์การยับยั Êงเป็นการยับยั Êงแบบผสม (mixed inhibition) มีค่า Ki เป็น                  

7.5 ± 1.0 µM เมืÉอเปรียบเทียบกับสารประกอบ (ŞaR,řřaR)-ś,Š-dxiihydroxy-š-methoxy 

pterocarpan (Śş) ทีÉมคี่า Ki เป็น 6.4 ± 0.9 µM แสดงให้เห็นว่าสารประกอบ 27 มีประสิทธิภาพการ

ยับยั Êงเทียบเท่ากับกรดโคจิก ในขณะทีÉสารประกอบออกซีเรสเวอราทรอลได้เคยมีรานงานการวิจัย

ก่อนหน้านี Êว่าให้ผลการยบัยั Êงเป็นชนิด non-competitive ตอ่เอนไซม์ไทโรซิเนส และมคี่า Ki เป็น Ř.š 

µM  (Alam et al., 2009) 

  การศึกษาตวัยบัยั Êงของเอนไซม์ ทําให้ทราบกลไกการออกฤทธิÍของสารเคมีต่าง ๆ ต่อระบบ

ชีวภาพและยังเป็นเครืÉองมือทีÉดีในการศกึษากลไกการทํางานของเอนไซม์ในรายละเอียด การยับยั Êง

ของสารฟลาโวนอยด์แต่ละชนิดทีÉสกัดแยกได้จากแก่นครี Êพบว่า มีการยับยั Êงแบบแข่งขัน 

(competitive) และ การยับยั Êงแบบไม่แข่งขนั (non-competitive และ uncompetitive) การยบัยั Êง

แบบแข่งขนัตวัยบัยั Êงจะเข้าจับบนโมเลกุลของเอนไซม์บริเวณเดียวกบัสารตั Êงต้น ในขณะทีÉการยับยั Êง

แบบไมแ่ข่งขนัตวัยบัยั Êงจะเข้าจบักนัคนละบริเวณกบัสารตั Êงต้น ซึÉงการยบัยั Êงแบบไมแ่ข่งขนัมกัจะเป็น

ความสามารถในการเปลีÉยนโครงรูปของเอนไซมห์รือกระทบต่อจลนศาสตร์ของเอนไซม์  
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การยับยั Êงแบบแข่งขัน (competitive inhibition) ทีÉพบในกรณีของ (ŞaR,řřaR)-ś,Š-

dihydroxy-š-methoxy pterocarpan (Śş) อาจสนันิษฐานได้ว่าการยับยั Êงลกัษณะนี Êตวัยับยั Êงมีหมู่

ฟังก์ชันบางตําแหน่งคล้ายกบัซบัสเตรต (S) จึงสามารถแย่งเข้าจับกบับริเวณเร่ง (active site) บน

เอนไซมไ์ด้ การยบัยั Êงแบบแข่งขนันี Êสามารถผนักลบัได้ (reversible) เพราะว่าตวัยับยั Êงและสารตั Êงต้น 

พยายามแข่งขนัแย่งกันเข้าจบักบับริเวณเร่งของเอนไซม์  หากตวัใดมีความเข้มข้นมากกว่า ก็จะเข้า

จบัได้ดีกว่า และการยับยั Êงแบบนี Êเป็นการยบัยั Êงแบบย้อนกลบัได้ โดยการกําจดัตวัยบัยั Êงออกไปจาก

สารละลาย หรือโดยการเพิÉมความเข้มข้นของสารตั Êงต้น สารตั Êงต้นทีÉมีจํานวนความเข้มข้นสงูกว่าจะ

เข้าแยง่จบัทีÉบริเวณเร่ง ทําให้ตวัยบัยั Êงหลดุออกไปจากบริเวณเร่ง 

การยบัยั Êงแบบไม่แข่งขนัแบบ pure noncompetitive inhibition ทีÉพบในกรณีของ Cajanin 

(š) เป็นการยับยั Êงโดยตวัยับยั Êงเข้าจับทีÉทีÉไม่ใช่บริเวณเร่ง โดยเข้าจับได้ทั Êงกับสารเชิงซ้อนเอนไซม์-

สารตั Êงต้น (ES complex) และเอนไซม์อิสระ (E) หรือกล่าวอีกอย่างหนึÉงว่าตวัยับยั Êงชนิดนี Ê สามารถ

เข้าจับกับเอนไซม์ได้ โดยไม่สนใจว่ามีสารตั Êงต้นจบัอยู่กบัเอนไซม์หรือไม ่นอกจากนี Êตวัยับยั Êงแบบนี Ê

ไม่รบกวนการจับของสารตั Êงต้นทีÉบริเวณเร่ง แต่จะทําให้โครงสร้างของเอนไซม์เปลีÉยนไป ทําให้ 

catalytic group ของเอนไซม์ไมส่ามารถทํางานได้ตามปกติ จึงเปลีÉยนสารตั Êงต้นให้เป็นผลิตภณัฑ์ได้

น้อยลงหรือเปลีÉยนไม่ได้เลย  ในขณะทีÉ (śRS)-ś'-hydroxy-Š-methyoxy vestitol (Śř) สามารถเข้า

จบัได้กับทั Êงเอนไซม์อิสระ (E) หรือ ES complex ได้เช่นเดียวกนั แต่เมืÉอภายหลงัจากทีÉตวัยบัยั Êงเข้า

จีบแล้ว มีผลทําให้เกิดการเปลีÉยนแปลงของเอนไซม์ทําให้ affinity ของเอนไซม์ต่อซับสเตรต

เปลีÉยนแปลงไป ซึÉงอาจจะทําให้สารเชิงซ้อนเอนไซม์-ตวัยับยั Êง (EI complex) จับกบัซบัสเตรตได้มาก

ขึ Êนหรือลดลงจากเดิม ดงันั Êนจงึได้เรียกตวัยบัยั Êงนี Êใหม่เป็น mixed type inhibitor  

การยบัยั Êงแบบไม่แข่งขนัแบบทีÉ uncompetitive inhibition ทีÉพบในกรณีของ Khrinone B 

(ŝ)  เป็นการยับยั Êงโดยตัวยับยั Êงเข้าจับเฉพาะกับสารประกอบเชิงซ้อนเอนไซม์-สารตั Êงต้น (ES 

complex) แต่ไมจ่บักบัเอนไซม์อิสระ (E) ผลของการจบัของตวัยบัยั Êงทําให้เอนไซม์เสียโครงรูปไป ทํา

ให้ความสามารถในการเปลีÉยนสารตั Êงต้นให้เป็นผลิตภณัฑ์ลดลงหรือหมดไป อย่างไรก็ตาม เมืÉอนําไป

วิเคราะห์ตามสมการของไมเคลิส-เมนเทน และเขียนกราฟตามสมการลายวีฟเวอร์เบอร์ก พบว่าทั Êง

ค่าคงทีÉของไมเคลิส (Km) และคา่ความเร็วสงูสดุ (Vmax) กลบัลดลง 
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