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ข ัน้ตอนการทดสอบ
1. เตรยีม stock สารตวัอยา่ง ชัง่ 0.1g ละลายดว้ยตวัทำละลาย
Dimethyl sulfoxide (DMSO) จนมคีวามเขม้ขน้ 100 mg/mL แลว้
เตรยีมสารละลายของตวัอยา่ง (Vitalplus, Zaminzyme และสารสกดั
Kerra) และยา Finasteride ทีค่วามเขม้ขน้ 50 µg/mL และ 5 µg/mL
โดยเจอืจางดว้ย 1X buffer (10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 50 mM KCl
และ 1 mM EDTA) จนในสารละลายมคีวามเขม้ขน้ของเปอรเ์ซน็ต์
DMSO ต่ำกวา่ 10%
2. ทดสอบกจิกรรมการทำงานของเอนไซม์ 5α- Reductase เริม่จาก
ปฏกิริยิาของ Sample เตมิสารละลายของตวัอยา่ง ปรมิาตร 2 µL ลงใน
หลมุของ 96 well plate transparent ตามดว้ย 1X buffer ปรมิาตร 83
µL และตอ่ดว้ยเอนไซม์ 1.5 mg/mL 5α- Reductase ปรมิาตร 10 µL
เตมิฮอรโ์มน 5µM Testosterone ปรมิาตร 10 µL และสารละลาย 1
mM β-Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate
Tetrasodium Salt reduced form (β-NADPH) ปรมิาตร 5 µL



3. ปฏกิริยิาของ Positive จะคลา้ยกบัขอ้ 3 แตต่า่งกนัทีเ่ตมิ 1X buffer
ปรมิาตร 2µL แทนสารละลายของตวัอยา่ง และปฏกิริยิาของ Negative
จะเตมิ 1X buffer อกี 10 µL แทนเอนไซม์ 5α- Reductase
4. เมือ่หยอดสารครบแลว้นำมาวดัคา่การดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่
340 นาโนเมตร ดว้ยเครือ่ง Microplate Reader เป็นเวลา 20 นาที ทกุ
1 นาที
5. สรา้งกราฟเสน้ และหาคา่ %Relative inhibition



ผลการทดลอง
การหาฤทธิใ์นการยบัยัง้การทำงานของเอนไซม์ 5α- Reductase

ของสารละลาย Vitralplus, สารละลาย Zaminzyme และสารละลาย
ของสารสกดั Kerra ทีช่ว่ยลดการนำ NADPH ไปใชเ้พือ่เปลีย่น
ฮอรโ์มนเทสโทสเตอโรน (testosterone) กลายเป็นฮอรโ์มนได
ไฮโดรเทสโทสเตอโรน (dihydrotestosterone หรอื DHT) ซึง่ฮอรโ์มน
DHT เป็นฮอรโ์มนทีท่ำใหร้ขูมุขน บรเิวณหนังศรีษะเล็กลงและเสน้ผมที่
ผลติขึน้มลีกัษณะบางและสัน้ จงึเกดิอาการผมบางและหลดุรว่งได ้

การทดลองพบวา่กราฟของ Positive บง่บอกถงึการทีเ่อนไซม์
5α-Reductase นำ NADPH ไปใช ้ทำใหป้รมิาณของ NADPH ทีว่ดัได ้
ลดลงทำใหค้วามชนัของเสน้ลง คดิเป็น 0% relative inhibition สว่น
กราฟของ Negative บง่บอกถงึการทีส่ภาวะทีใ่ชท้ดสอบไมส่ง่ผลตอ่
NADPH ทำใหค้วามชนัไมเ่ปลีย่นแปลง คดิเป็น 100% relative
inhibition และกราฟของสารละลายยา Finasteride (ภาพที่ 1) และ
สารละลาย Vitalplus (ภาพที่ 3) และสารละลายของสารสกดั Kerra
(ภาพที่ 4) ทีค่วามเขม้ขน้ 0.1 µg/mL และ 1 µg/mL ในปฏกิริยิา พบวา่
ทกุกราฟทีก่ลา่วมามคีวามชนัสงูกวา่เสน้ของ Positive และเสน้ของ
Negative แสดงวา่สารละลายยา Finasteride สารละลาย Vitalplus
และสารละลายของสารสกดั Kerra มฤีทธิใ์นการยบัยัง้การทำงานของ
เอนไซม์ 5α- Reductase สงูกวา่ 100% relative inhibition แต่
สารละลาย Zaminzyme (ภาพที่ 2) ความเขม้ขน้ 0.1 µg/mL และ 1
µg/mL ในปฏกิริยิา พบวา่ทัง้ 2 กราฟมคีวามชนัสงูกวา่เสน้ของ
Positive และต่ำกวา่เสน้ของ Negative คดิเป็น 48% และ16%
relative inhibition ตามลำดบั



ภาพที่ 1 A: กราฟแสดงความสมัพันธข์องปรมิาณ NADPH ที่
ความยาวคลืน่ 340 นาโนเมตร ระยะเวลา 10 นาที ของการเกดิการทำ
งานของเอนไซม5์α- Reductase ของยา Finasteride, B: กราฟแสดง
ความความสมัพันธร์ะหวา่ง %relative inhibition กบัความเขม้ขน้ของ
ยา Finasteride ที่ 0.1µg/mL และ 1µg/mL

ภาพที่ 2 A: กราฟแสดงความสมัพันธข์องปรมิาณ NADPH ที่
ความยาวคลืน่ 340 นาโนเมตร ระยะเวลา 10 นาที ของการเกดิการทำ
งานของเอนไซม5์α- Reductase ของ Zaminzyme, B: กราฟแสดง
ความความสมัพันธร์ะหวา่ง %relative inhibition กบัความเขม้ขน้ของ
Zaminzyme ที่ 0.1µg/mL และ 1µg/mL



ภาพที่ 3 A: กราฟแสดงความสมัพันธข์องปรมิาณ NADPH ที่
ความยาวคลืน่ 340 นาโนเมตร ระยะเวลา 10 นาที ของการเกดิการทำ
งานของเอนไซม5์α- Reductase ของ Vitalplus, B: กราฟแสดงความ
ความสมัพันธร์ะหวา่ง %relative inhibition กบัความเขม้ขน้ของ
Vitalplus ที่ 0.1µg/mL และ 1µg/mL

ภาพที่ 4 A: กราฟแสดงความสมัพันธข์องปรมิาณ NADPH ที่
ความยาวคลืน่ 340 นาโนเมตร ระยะเวลา 10 นาที ของการเกดิการทำ
งานของเอนไซม5์α- Reductase ของ Kerra, B: กราฟแสดงความ
ความสมัพันธร์ะหวา่ง %relative inhibition กบัความเขม้ขน้ของ Kerra
ที่ 0.1µg/mL และ 1µg/mL

สรปุผลการทดลอง



Vitalplus และสารสกดั Kerra มคีวามสามารถในการยบัยัง้
เอนไซม5์α- Reductase ทีค่วามเขม้ขน้ 0.1µg/mL และ 1µg/mL
เทยีบเทา่กบัยา Finasteride และ Zaminzyme มคีวามสามารถใน
ยบัยัง้นอ้ยทีส่ดุ

หมายเหตุ ยา Finasteride กบั type II 5α- Reductase มคีา่ IC50

เทา่กบั 4.2 nM (เทยีบเทา่ 1.56 ng/mL)
(https://fnkprddata.blob.core.windows.net/domestic/data/datash
eet/CAY/14938.pdf)




