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Review Article 
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บทคัดยอ  
เอนไซม cytochrome P450 (P450) เปนกลุมเอนไซมภายในตับที่สําคัญตอเมแทบอลิซึมทั้งสารภายในรางกายและสารแปลกปลอมหรือยาที่เขาสูรางกาย 
การศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม P450 ทําใหไดขอมูลทํานายวิถีเมแทบอลิซึมของสารแปลกปลอมหรือยาผานไอโซฟอรมยอยของเอนไซม P450 
ได เอนไซม P450 ที่สําคัญในการเมแทบอลิซึมไดแก CYP1, CYP2 และ CYP3 โดยการศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม CYP1 สวนใหญอาศัย
ปฏิกิริยา dealkylation ของสับสเตรท alkoxyresorufin ในขณะที่เอนไซม CYP2 และ CYP3 อาศัยปฏิกิริยา dealkylation และ hydroxylation ของสับสเตรทที่
แตกตางกันไป ดังนั้น การเลือกใชวิธีการศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม P450 ที่เหมาะสมจะทําใหไดขอมูลวิถีเมแทบอลิซึมที่ถูกตองและมีความ
นาเชื่อถือ สามารถนําไปเปนขอมูลเบื้องตนในการทํานายวิถีเมแทบอลิซึมในรางกาย ตลอดจนการทํานายและแปลผลทางคลินิกทางประสิทธิผล และพิษจากยา
และอันตรกิริยาระหวางยาและยาหรือสารแปลกปลอมตางๆ ไดตอไป  

คําสําคัญ: ประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม, เอนไซมไซโตโครม พี 450, CYP1, CYP2, CYP3  
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บทนํา 

§สารตาง ๆ ทั้งสารอาหารและสารจากมลภาวะตาง ๆ รวมถึง
สารแปลกปลอม (xenobiotics) ที่เขาสูรางกาย ลวนตองไดรับการ
เปล่ียนแปลงภายในรางกายทั้งสิ้น ซึ่งการเปลี่ยนแปลงสารตาง ๆ 
ในรางกายแบงไดเปน 2 ระยะ หรือ phase คือ phase I ซึ่งเปน 
functionalization reaction โดยเกิดปฏิกิริยาผานกระบวนการ 
oxidation, reduction และ hydrolysis ซึ่งสวนใหญมักทําใหสิ่ง
แปลกปลอมมีความเปนข้ัวเพ่ิมข้ึน แลวถูกกําจัดออกทางไตไดงาย 
โดยเอนไซม cytochrome P450 (P450) เปนกลุมเอนไซมที่สําคัญ
ที่เปล่ียนแปลงสารใน phase I โดยทําหนาที่เรงปฏิกิริยา 
oxidation ทําใหเกิดสารใหมที่มีคุณสมบัติตางไปจากเดิม สวนใน 
phase II หรือ conjugation reaction เปนการนําสารที่มีข้ัวสูงเชน 
glucuronides, sulfate หรือ glutathione มารวมตัวกับสิ่ง
แปลกปลอม ทําใหสิ่งแปลกปลอมมีข้ัวสูงตามไปดวย สงผลใหการ
ขับสิ่งแปลกปลอมเหลานั้นผานออกทางไตไดดีข้ึน1   
 
เอนไซม Cytochrome P450  

P450 เปนเอนไซมที่สําคัญในกระบวนการเมแทบอลิซึม 
(metabolism) สารแปลกปลอมที่เขาสูรางกาย อาทิเชน ยาตาง ๆ 
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สเตียรอยด และสารกอมะเร็ง เปนตน เอนไซมชนิดนี้เมื่อถูกรีดิวซ
และจับกับคารบอนมอนอกไซด (carbon monoxide) จะสามารถ
ดูดกลืนแสงไดมากที่สุดที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ดังนั้นจึง
เรียกวา cytochrome P450 นอกจากนี้เอนไซม P450 ยังแบงเปน
หลายแฟมิล่ี (family) และแตละแฟมิล่ีแบงเปนซับแฟมิล่ี ซึ่ง
ประกอบดวยหลายไอโซฟอรมยอย ๆ (isoform) เชน CYP1A1, 
CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2D6, CYP2E1 และ 
CYP3A4 เปนตน ซึ่งการจัดเรียงอยางเปนระบบนี้ใชความ
คลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโนของเอนไซม หากคลายคลึงกัน
มากกวา 40 เปอรเซ็นต จะจัดใหอยูในแฟมิล่ีเดียวกันซึ่งจะแสดง
โดยเลขอารบิคตัวแรกเชน CYP1, CYP2 และ CYP3 และหาก
คลายคลึงกันมากกวา 55 เปอรเซ็นตจะจัดใหอยูใน subfamily 
เดียวกันซึ่งแสดงโดยตัวอักษรภาษาอังกฤษในลําดับถัดไปเชน 
CYP1A และ CYP1B และตัวเลขตัวสุดทายคือลําดับการคนพบ
เอนไซมใน subfamily เดียวกันเรียงจากนอยไปมากตามลําดับการ
คนพบ เชน CYP3A4, CYP3A5, CYP3A112  

เอนไซม P450 เปนเอนไซมที่มีเหล็ก (heme) เปน
องคประกอบภายในโมเลกุล (hemoprotein) ซึ่งเปนตําแหนง
สําคัญในการเรงใหเกิดปฏิกิริยา oxidation แตจะไมสามารถ
ทํางานไดหากมีเพียงเอนไซมเทานั้น เนื่องจากปฏิกิริยาดังกลาว
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จํ า เปนต องอาศัยป จจัยอื่ นร วมในการทํ างานดวย  ไดแก 
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) และ
ออกซิเจน (O2) โดย NADPH จะเปนสารใหอิเล็กตรอนที่ใชใน
กระบวนการถายทอดอิเล็กตรอนและ O2 ในปฏิกิริยาทําใหเกิดสาร
ตัวกลาง (intermediates) เพ่ือเพ่ิมความมีข้ัวของสารแปลกปลอม
ได3,4 ดังปฏิกิริยานี้  
 
 
 
 

วัฏจักรการเกิดปฏิกิริยาของ P450 (รูปที่ 1)  

เอนไซม P450 เมื่ออยูในระยะพักจะมีโมเลกุลน้ํามาจับดวย
พันธะเคมีอยางหลวมๆ กับ heme ตําแหนงที่ 6 (step 1 ในรูปที่ 
1) เมื่อสารตั้งตนเขามาจะแทนที่โมเลกุลของน้ําทําใหน้ําหลุด
ออกไป สงผลใหเกิดการเพ่ิมศักยในการเกิดปฏิกิริยารีดอกซ 
(redox potential) ของ heme (step 2) โดยจะเกิดกระบวนการ
ถายทอดอิเล็กตรอนจาก NADPH ซึ่งมีเอนไซม reductase เปน
ตัวชวย ทําให ferric heme เปล่ียนเปน ferrous heme (step 3) 
ซึ่งมีความสามารถในการจับกับ O2 ไดดี เกิดเปน oxyferrous-
P450 (step 4) ซึ่งเปนสารตัวกลางระหวางการเกิดปฏิกิริยา แลว
เกิดปฏิกิริยาตอโดยมีการถายทอดอิเล็กตรอนครั้งที่ 2 เกิดเปน 
peroxo-P450 (step 5) แลว peroxo-P450 จะถูกเติมอะตอม
ไฮโดรเจน (protonation) เกิดเปน hydroperoxo-P450 (step 6) 
จากนั้นอิเล็กตรอนภายในโมเลกุลจะเกิดการเคลื่อนที่ เปนเหตุให

พันธะระหวางออกซิเจนสองอะตอมถูกตัดออก ไดเปนน้ําและ 
oxyferryl-P450 (step 7) ซึ่งมีความสามารถทําปฏิกิริยาไดสูงและ
เปน form ที่ทําปฏิกิริยากับสารตั้งตน โดยใชออกซิเจนทําปฏิกิริยา
กับสารตั้งตน (R-H) เกิดเปนคอมเพล็กซ (step 8) และเอนไซมจะ
กลั บมาอยู ใ น ร ะยะ พัก เช น เ ดิ ม โดยผ านกลไก  hydrogen 
abstraction – oxygen rebound ทําใหไดผลิตภัณฑที่มีข้ัวเพ่ิมข้ึน 
และขับออกทางไตไดงาย  
 
ความสําคัญของเอนไซม P450 ในสิ่งมีชีวิต 

สิ่งมีชีวิตแตละชนิดมีสารพันธุกรรมที่แตกตางกัน ทําใหเกิด
ความหลากหลายทางชีวภาพขึ้น P450 จัดเปนสวนหนึ่งในความ
หลากหลายทางชีวภาพนั้นเชนกัน P450 มีหลายไอโซฟอรม โดย
มนุษยนั้นมี P450 ทั้งสิ้น 57 ไอโซฟอรม ซึ่ง 1 ใน 4 มีความสําคัญ
ในการเมแทบอลิซึมสารแปลกปลอม ไดแก CYP1, CYP2 และ 
CYP3 (ตารางที่ 1) สวน P450 ในแฟมิล่ีอื่น ๆ มีความสําคัญใน
การเมแทบอลิซึมสารภายในรางกาย (endogenous compounds) 
เชน กรดไขมัน (fatty acid) สเตียรรอยด (steroid) วิตามิน เปน
ตน5 สวนสัตวที่นิยมนํามาใชเปน model ในการทดลองไดแก หนู 
rat และหนู mice ซึ่งมี P450 จํานวน 89 และ 103 ไอโซฟอรม 
ตามลําดับ (แหลงขอมูล: http://drnelson.utmem.edu/Cytochome P450. 

html, สืบคนเม่ือ 8 พฤศจิกายน 2552) ซึ่งมีความเหมือนหรือความ
แตกตางกันกับมนุษยในแตละไอโซฟอรม6 ดังแสดงในตารางที่ 2 

 
 

 
 

รูปที ่1 วัฏจักรการทํางานของ P450 (แหลงที่มา: Hamdane et al. Photosynth Res 2008;98(1-3):657–666)
4 

 

R-H + O2 + NADPH + H+ R-O-H + H2O + NADP+

P450

R-H + O2 + NADPH + H+ R-O-H + H2O + NADP+

P450
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มีรายงานการศึกษาของบางไอโซฟอรม เชน CYP1A1, 
CYP1A2, CYP1B1 ซึ่งศึกษาในสัตวทดลองแทนการศึกษาใน
มนุษย ทําใหยังมีขอโตแยงถึงการนําผลการศึกษาไปใชในมนุษย
โดยตรง ดังนั้น Bogaards และคณะ7 จึงศึกษาเปรียบเทียบเพ่ือ
คนหาแบบจําลอง (model) สัตวทดลองที่มีความคลายคลึงกับ
มนุษย โดยศึกษาจากรูปแบบการถูกยับยั้ง (inhibition pattern) 
ของ P450 แตละไอโซฟอรม และจลนศาสตรของเอนไซม P450 
(Km/Vmax) ตัวอยางเชน การศึกษา CYP1A model สัตวทดลองที่
คลายกับมนุษยมากที่สุดคือ หนู mice เปนตน7 ดังนั้นการศึกษา
แตละไอโซฟอรมของ P450 นั้น ชนิดสัตวทดลองที่เหมาะสมใน
การศึกษาจึงแตกตางกันออกไป ปจจุบันไดมีการพัฒนาชนิด
สัตวทดลองที่มีความคลายคลึงกับมนุษยมากขึ้นหรือเปนตัวแทน
บางอวัยวะของมนุษยไดเชน Chimeric mice with humanized 
liver ซึ่งเปนหนูที่สามารถเจริญเติบโตดวยการมีเซลลตับของ
มนุษย เปนตน 
 

ตารางที่ 1 Isoforms ของ cytochrome P450 ตามการเมแทบอ- 
ลิซึมสารตั้งตน (substrate) แตละชนิด  

Sterols 
Xeno- 
biotics 

Fatty 
Acids 

Eico- 
sanoids 

Vitamins Unknown 

1B1 1A1 2J2 4F2 2R1 2A7 
7A1 1A2 4A11 4F3 24A1 2S1 
7B1 2A6 4B1 4F8 26A1 2U1 
8B1 2A13 4F12 5A1 26B1 2W1 
11B1 2B6  8A1 26C1 3A43 
11B1 2C8   27B1 4A22 
11B2 2C9    4F11 
17A1 2C18    4A22 
19A1 2C19    4V2 
21A2 2D6    4X1 
27A1 2E1    4Z1 
39A1 2F1    20A1 
46A1 3A4    27C1 
51A1 3A5     

 3A7     

แหลงขอมูล: Guengerich. Biochem Biophys Res Commun 2005;338(1):465–469
5 

 
 
ตารางที่ 2 การเปรียบเทียบไอโซฟอรมที่สําคัญในการเมแทบอลิซึมสารแปลกปลอมที่เขาสูรางกาย ในมนุษย หนู mice และหนู rat 

(ดัดแปลงจาก Löfgren et al. Xenobiotica 2004;34(9):811–834)
6
   

สิ่งมีชีวิต 
Family Subfamily 

มนุษย หนู mouse หนู rat 

CYP1 A 1A1, 1A2 1A1, 1A2 1A1, 1A2 
 B 1B1 1B1 1B1 

CYP2 A 2A6, 2A7, 2A13, 2A18 2A4, 2A5, 2A12,2A22 2A2, 2A3 
 B 2B6, 2B7 2B9, 2B10, 2B13, 2B19, 2B20x, 2B23 2B1, 2B2, 2B3 
 C 2C8, 2C9, 2C18, 2C19 2C29, 2C37, 2C38, 2C39, 2C40, 2C44, 2C50, 

2C51x, 2C54, 2C55, 2C65, 2C66, 2C67, 2C68, 
2C69, 2C70 

2C6, 2C7, 2C11, 2C12, 2C13, 2C22, 
2C23 

 D 2D6 2D9, 2D10, 2D11, 2D12, 2D13, 2D22, 2D26, 
2D34, 2D40 

2D2, 2D3, 2D4, 2D5, 2D18 

 E 2E1 2E1 2E1 
CYP3 A 3A3X, 3A4, 3A5, 3A7, 3A43 3A11, 3A13, 3A16, 3A25, 3A41, 3A44, 3A57, 3A59 3A1, 3A2, 3A9, 3A18, 3A23 

 
ปจจุบัน การศึกษาการเหนี่ยวนําหรือยับยั้งการแสดงออกของ 

P450 โดยยาหรือสารตาง ๆ ถูกนํามาใชในการศึกษาเพื่อประเมิน
ความปลอดภัยในการใชยาหรือสารตาง ๆ อยางกวางขวาง8 และ
การศึกษาการแสดงออกของ P450 ที่ระดับเอนไซมจัดวาเปน
การศึกษาที่ไดรับการยอมรับและใชอยางแพรหลายเปนเวลานาน 
หากแตวิธีการที่แตกตางกันอาจมีขอดี/ขอดอยที่แตกตางกัน ดังนั้น
การทบทวนวรรณกรรมครั้งนี้มี วัตถุประสงคเพ่ือรวบรวมวิธี
การศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม P450 (enzyme 
activity) แตละไอโซฟอรม ซึ่งมีหลากหลายวิธีซึ่งแตกตางกันทั้ง
สารต้ังตน ปฏิกิริยาเคมี ตลอดจนเทคนิคการวิเคราะหเ พ่ือ

ตรวจสอบผล โดยบทความนี้รวบรวมการศึกษาไอโซฟอรมที่มี
ความสําคัญในการเมแทบอลิซึมของยาหรือสารแปลกปลอมกลุม
หลัก ๆ เ พ่ือใหไดขอมูลสําหรับตัดสินใจเลือกวิธีการศึกษา
ประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม P450 ไดอยางถูกตองและ
เหมาะสมตอไป  
 
วิธีการศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม P450 

วิธีการศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม P450 มี
ความแตกตางกันตามไอโซฟอรมและชนิดสิ่งมีชีวิตที่ตองการ
ทดสอบ โดยวิธีการศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม 
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P450 ถูกแบงตามไอโซฟอรมที่สําคัญตอการเมแทบอลิซึมสาร
แปลกปลอมที่เขาสูรางกาย ดังนี้  
 
CYP1A1 

ในมนุษย CYP1A1 เปนเอนไซมหลักที่มีการแสดงออกที่
อวัยวะอ่ืน ๆ ที่ไมใชตับ อาทิ ปอด ลําไสเล็ก กระเพาะอาหาร 
ในขณะที่การแสดงออกที่ตับพบคอนขางต่ํา9,10 เอนไซมชนิดนี้มี
ความสําคัญในการเปลี่ยนแปลงสารกอมะเร็ง (procarcinogen) ไป
เปนสารที่ทําใหเกิดมะเร็ง (carcinogen) เชน polycyclic aromatic 
hydrocarbon (PAH)11 อีกทั้งยังสามารถถูกชักนําใหมีปริมาณ
เพ่ิมข้ึนไดจากการไดรับสาร PAH เหลานี้12 หรือเขมาควันการสูบ
บุหรี่13 เปนผลเพ่ิมความเสี่ยงตอการเปนโรคมะเร็ง  

การศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมชนิดนี้มีหลาย
วิธีไดแก ethoxyresorufin-O-deethylation (EROD) ซึ่งเปนวิธีที่
คนพบมานาน ซึ่งทําการศึกษาในไมโครโซม (microsome) จาก
อวัยวะซึ่งโดยมากมักเปนตับซึ่งเปนแหลงของ P450 ของ
สัตวทดลอง เชน หนู rat หนู mice หรือมนุษย แตเนื่องจาก 
CYP1A1 มีการแสดงออกในตับคอนขางนอย จึงอาจจําเปนตอง
เหนี่ยวนําใหเพ่ิมปริมาณกอนนํามาศึกษาดวย PAH หรือ 2,3,7,8-
tetrachloro-dibenzo-p-dioxin (TCDD)14 โดยสารตั้งตนหรือ
สับสเตรท (substrate) สําหรับวิธี EROD คือ ethoxyresorufin 
และตรวจวัดผลิตภัณฑคือ resorufin ซึ่งเปนเมแทบอไลท 
(metabolite) ที่มีคุณสมบัติในการดูดกลืนแสงและเรืองแสงได จึง
สามารถตรวจวัด resorufin ที่เกิดข้ึนไดดวยวิธี spectrofluoro-
metry โดยมีคา excitation ที่ 550 nm และคา emission ที่ 585 
nm15,16 อยางไรก็ตาม Radenac17 ไดเสนอคา excitation และ 
emission ที่เหมาะสมที่ทําใหมีการรบกวนของสับสเตรทไดนอย
ที่สุดที่ความยาวคลื่น 560 nm และ 584 nm ตามลําดับ นอกจากนี้
มีบางรายงานกลาววา ethoxyresorufin ไมเฉพาะเจาะจงกับ
เฉพาะ CYP1A1 เทานั้น ยังอาจสามารถถูกเมแทบอลิซึมผาน 
CYP1A2 ไดดวย18 ดังนั้นเพ่ือแกขอบกพรองของแตละวิธีจึงอาจ
ประยุกตใช recombination human P450 enzymes แทนไม
โครโซมจากสิ่งมีชีวิตจริง แตมีขอจํากัดคือ มีราคาแพง จึงควร
พิจารณาความคุมคาและความแมนยําของผลการศึกษาดวย  
 
CYP1A2 

เอนไซม CYP1A2 มีการแสดงออกภายในตับเปนหลักคิดเปน
ประมาณ 13% ของเอนไซม P450 ที่อยูภายในตับ19,20 ไอโซฟอรม
นี้สามารถเมแทบอไลทสารกอมะเร็งไดคลายคลึงกับ CYP1A1 
เชน PAH, nitrosamines, aromatic amides และ amines20 อีกทั้ง
สามารถเมแทบอไลทยาหลายชนิด อาทิ theophylline, phena-
cetin, zolmitriptan, ropivacaine และ lidocaine เปนตน10 

การศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม CYP1A2 มี
รายงานไวหลายวิธีไดแก 1) EROD ซึ่งมีลักษณะคลายคลึงกับ
การศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม CYP1A116,21 2) 
วิธี phenacetin O-deethylation (POD) 22,23 ซึ่งศึกษาใน 
ไมโครโซมของมนุษย มี phenacetin เปนสับสเตรทและวัดสาร 
เมแทบอไลทซึ่งเปนผลิตภัณฑของปฏิกิริยาคือ acetaminophen 
โดยเทคนิค high-performance liquid chromatography  (HPLC) 
ซึ่งประกอบดวย C-18 column มี butyl-p-aminophenol เปน 
internal standard และตรวจวัดผลิตภัณฑดวย UV-spectro-
photometry ที่ความยาวคลื่น 254 nm 3) วิธี methoxyresorufin 
O-demethylation (MROD) เปนวิธีการศึกษาหนึ่งที่ใชหลักการ
คลายคลึงกัน EROD เพียงแตสับสเตรท คือ methoxyresorufin 
ซึ่งมีความจําเพาะเจาะจงตอ CYP1A2 มากกวาวิธี EROD24 
อยางไรก็ตามพบรายงานที่ขัดแยงกันกลาวคือ Hamm และคณะ25 
รายงานวา MROD เปนวิธีที่ไมเหมาะสมสําหรับการศึกษา
ประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม CYP1A2 ในหนู mice 
เนื่องจากสามารถพบประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม P450 
เมื่อตรวจสอบโดยวิธี MROD ในหนู mice ที่ขาด CYP1A2 gene 
และ 4) caffeine N3-demethylation (CN3D)21 เปนอีกวิธีที่ตาง
จาก CYP1A1 โดยเปนการศึกษาในไมโครโซมของมนุษย มี 
caffeine เปนสับสเตรท ทําการตรวจวัดผลิตภัณฑของปฏิกิริยาคือ 
paraxanthine โดยเทคนิค HPLC ซึ่งประกอบดวย C-18 column 
และ UV-detector ที่ความยาวคลื่น 280 nm โดยมีรายงานวา 
ปฏิกิริยา 8-hydroxytion ของ caffeine เปนเสนทางหลักในการเม
แทบอลิซึมในหนู rat ซึ่งผลิตภัณฑที่ไดคือ 1,3,7 trimethyl-
xanthine26,27 ดังนั้นจึงอาจประยุกตใชปฏิกิริยา caffeine-8-
hydroxylation เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม 
CYP1A2 ในไมโครโซมของหนู rat 
 
CYP1B1 

CYP1B1 เปนอีกหนึ่งไอโซฟอรมที่สามารถเมแทบอไลทสาร
กอมะเร็ง ไดแก PAH, N-heterocyclic amines, arylamine และ 
amino azo dyes เปนตน14,28 ในมนุษยเอนไซมชนิดนี้มีการ
แสดงออกในอวัยวะตาง ๆ นอกเหนือจากตับ เชน เซลลเยื่อบุ
หลอดเลือด ปอด ไต และอวัยวะที่ผลิตสารจําพวกสเตียรรอยด 
เชน ตอมหมวกไต รังไข และอัณฑะ เปนตน9,14,29 นอกจากนี้หาก
การพัฒนาของตัวออนในครรภมารดามีความผิดปกติของเอนไซม 
CYP1B1 จะทําใหเกิดเปนโรคตอหินแตกําเนิดได (buphthalmos) 
เนื่องจาก CYP1B1 มีบทบาทสําคัญในการเมแทบอลิซึม retinoic 
acid ซึ่งเปนสารสําคัญในการพัฒนาดวงตาของทารกในครรภ2,30,31  

วิธีการศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม CYP1B1 
พบวาเปนวิธีเดียวกันกับที่ใชศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของ
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เอนไซม CYP1A1 และ CYP1A2 คือวิธี EROD โดยศึกษาใน 
recombinant human P450 enzymes ซึ่งเปนเอนไซม CYP1B1 
ที่มีความบริสุทธิ์สูง32 แลวตรวจวัด resorufin ซึ่งเปนผลิตภัณฑ
ของปฏิกิริยาดวยเทคนิค spectrofluormetry ที่ excitation และ 
emission wavelength ที่แตกตางกัน อาทิเชน Burke และคณะ15 
ใช excitation และ emission wavelength ที่ 550 และ 585 
ตามลําดับ ในขณะที่ Keshava และคณะ33 ใชที่ 560 และ 592 nm 
ตามลําดับ เปนตน  
 
CYP2B1/2, CYP2B9/10 

CYP2B ที่พบในสัตวเล้ียงลูกดวยนมตางชนิดกันจะมีความ
แตกตางกัน โดยหนู rat และหนู mice จะมีการแสดงออกของไอโซ
ฟอรมที่แตกตางกันคือ CYP2B1/2 และ CYP2B9/10 ตามลําดับ 
CYP2B มีการแสดงออกภายในตับเปนหลัก แตอาจพบการ
แสดงออกของ CYP2B1/2 ภายนอกตับบาง เชน ลําไสเล็ก ปอด 
เอนไซม CYP2B มีการแสดงออกแตกตางกันระหวางเพศ (sexual 
dimorphism) กลาวคือ ในหนู mice เพศเมียจะมีการแสดงออก
ของเอนไซม CYP2B9 มากกวาในเพศผู ขณะที่ CYP2B10 ใน
เพศเมียและเพศผูจะมีการแสดงออกของเอนไซมใกลเคียงกัน34 
สวนในหนู rat เพศเมียจะมีการแสดงออกของเอนไซม CYP2B1/2 
มากกวาเพศผู35 ถึงแมวาไอโซฟอรมเหลานี้จะไมไดแสดงออกใน
มนุษยแตมีความสําคัญในแงการทํานายการศึกษาประสิทธิภาพ
การทํางานของเอนไซม CYP2B6 ในมนุษยเบ้ืองตนได เนื่องจาก 
CYP2B ในหนูทั้งสองชนิดมีความคลายคลึงกับ CYP2B ในมนุษย
มากถึง 55%  

วิธีที่นิยมในการศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม 
CYP2B ในหนูทั้งสองชนิด คือ benzyloxyresorufin O-dealkyl-
ation (BROD) และ penoxyresorufin O-dealkylation (PROD) 
โดยมี benzyloxyresorufin และ penoxyresorufin เปนสับสเตรท 
ตามลําดับ ผลิตภัณฑของปฏิกิริยาคือ resorufin เชนเดียวกันใน
ทั้ง 2 วิธี และทําการตรวจวัดการเรืองแสงของผลิตภัณฑโดย
เทคนิค spectrofluorometry ที่ใช wavelength ของ excitation 
และ emission ที่ 530 nm และ 585 nm ตามลําดับ15,36  
 
CYP2B6 

ที่ผานมาพบวาเอนไซม CYP2B6 มีความสําคัญในการ 
เมแทบอไลทสารแปลกปลอมในระดับตํ่า เนื่องจากเปนเอนไซมที่มี
ปริมาณนอยในตับ คือเพียงประมาณ 1 - 6% ของ P450 ทั้งหมด
ในตับ19 ปจจุบันเอนไซม CYP2B6 มีบทบาทสําคัญในการ 
เมแทบอลิซึมยาตาง ๆ มากขึ้น โดยเฉพาะสารจําพวก non-planar 
molecule with basic grouping20 เชน artemisinin, bupropion, 
cyclophosphamide, efavirenz และ nicotin10  

วิธีการศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมมีปรากฎอยู
หลายวิธีไดแก 7-ethoxy-4-trifluoromethylcoumarin O-
dealkylation (7-EFCOD) 37,38 เปนการศึกษาในไมโครโซมมนุษย 
โดยสับสเตรทคือ 7-ethoxy-4-trifluoromethylcoumarin (7-EFC) 
และตรวจวัดผลิตภัณฑคือ 7-hydroxy-4-trifluoromethylcoumarin 
(7-HFC) ดวยเทคนิค spec-trofluorometry โดยมีคา wavelength 
ของ  excitation และ emission ที่ 410 และ 510 nm ตามลําดับ 
อยางไรก็ตาม มีบางรายงานกลาววา 7-EFC สามารถถูกเมแทบอ-
ลิซึมผานไอโซฟอรมอื่นของ P450 ได เชน CYP1A2 และ 
CYP2E139 ดังนั้นหากตองการใชวิธี 7-EFCOD ซึ่งเปนวิธีที่งาย
และรวดเร็วในการศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม 
CYP2B6 อาจประยุกตใช recombinant CYP2B6 enzyme ที่
จําเพาะแทนการใชไมโครโซมจากสิ่งมีชีวิตจริงได  

อีกวิธีหนึ่งที่ใชศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม 
CYP2B6 คือ bupropion hydroxylation (BPH) โดยศึกษาใน 
ไมโครโซมของมนุษยเชนเดียวกันกับวิธีแรก โดยมี bupropion 
เปนสับสเตรท และทําการตรวจวัดผลิตภัณฑคือ hydroxyl-
bupropion โดยเทคนิค HPLC ซึ่งประกอบดวย C-18 column 
และ UV-detector ที่ความยาวคลื่น 214 nm โดยมี tripolidine39 
หรือ trazodone40 เปน internal standard วิธีนี้มีความจําเพาะตอ
เอนไซม CYP2B6 มากกวาวิธี 7-EFCOD เนื่องจากคา km จากไม
โครโซมของมนุษย ใกลเคียงกับเมื่อใช recombinant CYP2B6 
enzyme ซึ่งเปนเอนไซมเด่ียว39  
 
CYP2C8 

CYP2C8 เปนเอนไซมที่แสดงออกในตับมากเปนอันดับ 2 
รองจาก CYP2C9 ในจํานวน CYP2C ทั้งหมด และพบวา 
CYP2C8 มีความสําคัญในการเมแทบอลิซึมสารจําพวก retinol, 
retinoic acid, arachidonic acid, cerevastatin และกลุมยา
เบาหวาน เชน repaglinide, pioglitazone, rosiglitazone10 และ
ปฏิกิริยาออกซิเดชันของ paclitaxel ซึ่งเปนยาตานมะเร็ง20,41  

วิธีการศึกษาประสิทธิภาพการทํางานเอนไซมของ CYP2C8 
ไดแก paclitaxel 6α-hydroxylation (PX6H)42,43 โดยศึกษาใน 
ไมโครโซมของมนุษย ใชสับสเตรทคือ paclitaxel และวัด
ผลิตภัณฑ ไดแก 6α-hydroxypaclitaxel โดยเทคนิค HPLC 
ประกอบดวย C-18 column ใช diethylstilbestrol เปน internal 
standard และทําการตรวจวัด 6α-hydroxypaclitaxel ดวย UV-
spectrophotometry ที่ความยาวคลื่น 230 nm เนื่องจากสาร
มาตรฐานของวิธี PX6H มีราคาแพงและความเสี่ยงสูงที่กอใหเกิด
อันตรายตอผูทดลองได จึงอาจเลือกใชอีกวิธีหนึ่ง คือ amodia-
quine N-deethylation (AQND) โดยศึกษาในไมโครโซมของ
มนุษย โดยสับสเตรทคือ amodiaquine ซึ่งเปนยาตานมาลาเรีย 
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และตรวจวัดผลิตภัณฑของปฏิกิริยาคือ N-desethylamodiaquine 
โดยเทคนิค HPLC-UV และ LC-MS (Liquid Chromatography-
Mass Spectrometry) ประกอบดวย C-18 column และตรวจวัด 
N-desethylamodiaquine เชิงคุณภาพดวย ion trap mass 
spectrometry และตรวจวัด N-desethylamodiaquine เชิงปริมาณ
ดวย diode array detector ที่ความยาวคลื่น 342 nm44 ดังนั้นวิธีนี้
อาจประยุกตใชเทคนิคเพ่ือวิเคราะหประสิทธิภาพการทํางานของ 
CYP2C8 ในเชิงปริมาณเพียงอยางเดียวได  
 
CYP2C9 

CYP2C9 เปนเอนไซมที่มีการแสดงออกภายในตับมากที่สุด
คือประมาณรอยละ 60 ของเอนไซม CYP2C ทั้งหมด โดย 
CYP2C มีอยูประมาณรอยละ 20 ของ P450 ที่แสดงออกภายใน
ตับทั้งหมด19,20 CYP2C9 มีบทบาทสําคัญในการเมแทบอไลทยา
หลากหลายกลุม ไดแก ยาลดน้ําตาลในเลือด เชน tolbutamide ยา
กันชัก เชน phenytoin ยาตานการแข็งตัวของเลือด เชน s-wafarin 
และยาตานการอักเสบที่ ไม ใชสเตียร รอยด  (NSAIDs) เชน 
ibuprofen, diclofenac, mefenamic acid และ piroxicam35  

วิธีการศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม CYP2C9 
ไดแก 1) tolbutamide methyl-hydroxylation (TMH)21,23 
ทําการศึกษาในไมโครโซมของมนุษยโดยมี tolbutamide เปน
สับสเตรท และวัดผลิตภัณฑของปฏิกิริยาไดแก hydroxymethyl-
tolbutamide ดวยเทคนิค HPLC ประกอบดวย C-18 column ใช 
chlorpropamide เปน internal standard และตรวจวัด hydroxyl-
methyltolbutamide ดวย UV-spectrophotometry ที่ความยาว
คลื่น 230 nm 2) วิธี diclofenac 4’-hydroxylation (D4H)38,45 
ทําการศึกษาในไมโครโซมของมนุษยโดยสับสเตรทคือ diclofenac 
และตรวจวัดผลิตภัณฑของปฏิกิริยาไดแก 4’-hydoxydiclofenac 
โดยเทคนิค HPLC ประกอบดวย Zorbax ODS column ซึ่งเปน 
reverse phase และทําการตวจวัด 4’-hydoxydiclofenac ดวย 
UV-spectrophotometry ที่ความยาวคลื่น 282 nm วิธีการศึกษา
ประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม CYP2C9 ทั้งสองวิธีเปนวิธีที่
งายไมซับซอนมากนัก  
 
CYP2C19 

แมวา CYP2C19 จะมีปริมาณต่ําประมาณรอยละ 1 ของ 
CYP2C ทั้งหมด แตเปนไอโซฟอรมที่มีความสําคัญในมนุษย 
CYP2C19 โดยบทบาทเมแทบอไลทยาหลายชนิด อาทิ proton 
pump inhibitor เชน omeprazole และ tricyclic antidepressant 
เชน imipramine35 เปนตน นอกจากนี้ CYP2C19 ยังปรากฏ
ลักษณะ polymorphism เชน CYP2C19*2 และ CYP2C19*3 

ดวย ดังนั้นแตละชนชาติอาจมีระดับเมแทบอลิซึมยาผานวิถี
เอนไซม CYP2C19 ที่แตกตางกัน   

วิธีการศึกษาประสิทธิภาพการทํางานเอนไซม CYP2C19 
ไดแก s-mephenytoin 4-hydroxylation (MP4H) ทําการศึกษาใน 
ไมโครโซมของมนุษยโดยมี mephenytoin เปนสับสเตรท และ
ตรวจวัดผลิตภัณฑของปฏิกิริยา ไดแก 4-hydroxymephenytoin 
โดยเทคนิค HPLC ประกอบดวย C-18 column ใช tolbutamide21 
หรือ phenobarbital46 เปน internal standard และตรวจวัด 4-
hydroxymephenytoin ดวย UV-spectrophotometry ที่ความยาว
คลื่น 204 nm อีกวิธีหนึ่ง ไดแก omeprazole 5-hydroxylation 
(OP5H)47-49 ทําการศึกษาในไมโครโซมของมนุษย โดยเทคนิค 
normal phase HPLC ประกอบดวย Superspher SI-60 column 
ซึ่งมี omeprazole เปนสับสเตรท และตรวจวัดผลิตภัณฑ ไดแก 5-
hydroxyomeprazole ดวย UV-spectrophotometry ที่ความยาว
คลื่น 302 nm  
 
CYP2D6  

ในทํานองเดียวกันกับ CYP2C19 แมวา CYP2D6 มีการ
แสดงออกภายในตับคอนขางนอยประมาณรอยละ 3 ของเอนไซม 
P450 ทั้งหมด20 แตเปนไอโซฟอรมที่มีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมมาก โดยมีหลาย polymorphism เชน CYP2D6*2, 
CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*10, CYP2D6*17, 
CYP2D6*29 และ CYP2D6*4150 สงผลใหการเมแทบอไลทยา
ของแตละบุคคลแตกตางกันได CYP2D6 มีความสําคัญในการ 
เ ม แทบอลิ ซึ ม ย าหล ายกลุ ม  อ าทิ  antidepressant ไ ด แ ก 
desipramine กลุม beta-blockers ไดแก propranolol กลุมยา 
antiarrhythmias ไดแก sparteine ยาระงับการไอ ไดแก 
dextromethorphan เปนตน35  

วิธีการศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม CYP2D6 
มีหลายวิธีไดแก 1) dextromethorphan O-demethylation 
(DXMOM) ทําการศึกษาในไมโครโซมของมนุษยโดยมี 
dextromethorphan เปนสับสเตรท และตรวจวัดผลิตภัณฑ คือ 
dextrorphan โดยเทคนิค HPLC ซึ่งจะมีการตรวจวัด dextrorphan 
2 วิธี ไดแก 1.1) HPLC-UV21 ที่ความยาวคลื่น 280 nm โดยใช C-
18 column 1.2) HPLC-fluorometry โดย excitation และ 
emission wavelength ที่ 270 nm และ 312 nm ตามลําดับ โดย
ใช C-18 column51 , diphenyl column21 หรือ phenyl column52 
การตรวจวัดผลิตภัณฑดวย  spectrofluorometry มีความไว
มากกวา UV-spectrophotometry 2) bufuralol 1’-hydroxylation 
(B1H) ทําการศึกษาในไมโครโซมของมนุษยโดยมี bufurarol เปน
สับสเตรท  และตรวจวัดผลิตภัณฑของปฏิกิ ริยาไดแก  1’-
hydroxybufaralol โดยเทคนิค HPLC ประกอบดวย Spherisorb 
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ODS-2 column23 หรือ phenyl column52 และตรวจวัด 1’-
hydroxybufaralol ดวย spectrofluorometry โดย excitation และ 
emission wavelength ที่ 252 nm และ302 nm ตามลําดับ 3) 
debrisoquine 4-hydroxylation (DB4H)52,53 ทําการศึกษาในไม
โครโซมของมนุษยโดย debrisoquine เปนสับสเตรท และตรวจวัด
ผลิตภัณฑของปฏิกิริยา ไดแก 4’-hydroxydebrisoquine โดย
เทคนิค HPLC ประกอบดวย phenyl column และตรวจวัด 4’-
hydroxydebrisoquine ดวย spectrofluorometry ที่ excitation 
และ emission wavelength 208 nm และ 290 nm ตามลําดับ 

 
CYP2E1 

CYP2E1 เปนเอนไซมเดียวที่อยูในแฟมิล่ีนี้ มีการแสดงออก
ทั้งในมนุษย หนู rat และ หนู mice ดวยไอโซฟอรมเดียวกัน6 
CYP2E1 เกี่ยวของกับการเมแทบอลิซึมยาคอนขางจํากัดไดแก 
acetaminophen, chlorzoxazone แตมีบทบาทในการเมแทบอลิ
ซึมสารกอมะเร็งคอนขางมาก อาทิ benzene, styrene, 
acrylomitril และ nitrosamine นอกจากนี้ยังมีบทบาทสําคัญในการ
เมแทบอลิซึม ethanol เพ่ือปองกันไมใหระดับของ ethanol ใน
กระแสเลือดสูงเกินรางกายรับไดและ ethanol เองยังสามารถชกันาํ
ให CYP2E1 เพ่ิมปริมาณไดอีกดวย35 วิธีการศึกษาประสิทธิภาพ
การทํางานของเอนไซม CYP2E1 ไดแก chlozoxazone 6-
hydroxylation (CZ6H)21,23 ทําการศึกษาในไมโครโซมของมนุษย
โดยสับสเตรทคือ chlozoxazone และตรวจวัดผลิตภัณฑของ
ปฏิกิริยาไดแก 6-hydroxychlozoxazone โดยเทคนิค HPLC 
ประกอบดวย C-18 column ใช zoxazolamine เปน internal 
standard และตรวจวัด 6-hydroxychlozoxazone ดวย UV-
detector ที่ความยาวคลื่น 287 nm อีกวิธีหนึ่งไดแก p-nitrophenol 
hydroxylation (4NPH)6,54 ทําการศึกษาในไมโครโมโซมของหนู 
rat สับสเตรทคือ p-nitrophenol และตรวจวัดผลิตภัณฑของ
ปฏิกิริยาไดแก 4-nitrocatechol โดยเทคนิค UV-spectrophoto-
metry ตรวจวัด 4-nitrocatechol ภายใตสภาวะที่เปนดาง ที่ความ
ยาวคลื่น 546 nm ซึ่งในสภาวะนี้ สารเมแทบอไลทอื่นของ p-
nitrophenol ไมรบกวนการตรวจวัด 4-nitrocatechol  
 
CYP3A4/5 

CYP3A4/5 มีปริมาณรอยละ 30 ของเอนไซม P450 ทั้งหมด
ในตับ35 และเปนไอโซฟอรมที่สําคัญที่สุดในการเมแทบอลิซึมยาที่
เขาสูรางกาย โดยยาประมาณรอยละ 50 ของยาในทองตลาด มัก
ถูกเมแทบอไลสผานเอนไซมชนิดนี้ ยาที่ถูกเมแทบอไลสผาน 
CYP3A4/5 ไดแก terfenadine ยากลุม benzodiazepines, 
midazolam, triazolam, quinidine, lidocaine, carbamazepine, 
nifedipine, tacrolimus, dapsone และ erythromycin เปนตน 

นอกจากนี้ CYP3A4/5 ยังเมแทบอไลสสารภายในรางกายดวย 
อาทิ steroids, bile acid เปนตน2,35 นอกจากตับแลวยังสามารถ
พบเอนไซมชนิดนี้ในอวัยวะอื่นๆ ไดแก กระเพาะอาหาร ปอด 
ลําไส และไต9,29 วิธีการศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของ
เอนไซม CYP3A4/5 ไดแก midazolam 1’-hydroxylation 
(MZ1H), testosterone 6β-hydroxylation (T6BH) และ nifedipine 
oxidation (NFO)6,55,56 โดยสับสเตรทของแตละปฏิกิริยาไดแก 
midazolam, testosterone และ nifedipine ตามลําดับ ทําการ
ตรวจวัดผลิตภัณฑของปฏิกิริยาไดแก 1’-hydoxymidazolam 
(1HMZ), 6β-hydroxytestosterone (6BHT) และ oxidized 
nifedipine (ONF) ตามลําดับ โดยเทคนิค HPLC ประกอบดวย C-
18 column ใช phenacetin, androstenedione และ diazepam 
เปน internal standard สําหรับ midazolam, testosterone และ 
nifedipine ตามลําดับ และตรวจวัด 1HMZ, 6BHT และ ONF ดวย 
UV-detector ที่ความยาวคลื่น 220, 254 และ 270 nm ตามลําดับ 
เนื่องจาก midazolam จัดเปนวัตถุออกฤทธิ์ตอจิตประสาทประเภท
ที่ 2 ตามกฎหมายยาของประเทศไทย จึงอาจไมสะดวกในการ
นํามาเปนสารมาตรฐาน จึงอาจใชวิธี T6BH และ NFO ซึ่งสามารถ
จัดหาสารมาตรฐานไดสะดวกกวา  
 
CYP3A11 

CYP3A11 เปนไอโซฟอรมที่พบในหนู mice มีลําดับกรดอะมิ
โนคลายคลึงกับ CYP3A4 ของมนุษยมากถึงรอยละ 76 นอกจากนี้ 
CYP3A11 ยังมีการแสดงออกที่ลําไสคลายคลึงกับ CYP3A4 ใน
มนุษยดวย35 ดังนั้นนิยมใช CYP3A11 ในการศึกษาเพื่อทํานาย
ความเปนไปได เ บ้ืองตนของการเมแทบอลิซึมยาหรือสาร
แปลกปลอมที่เขาสูรางกาย โดยวิธีการศึกษาประสิทธิภาพการ
ทํางานของเอนไซม CYP3A11 ไดแก 6BHT16 ทําการศึกษาในไม
โครโซมของหนู  mice โดยสับสเตรทคือ  testosterone และ
ตรวจวัดผลิตภัณฑของปฏิกิริยาคือ 6BHT โดยเทคนิค HPLC 
ประกอบดวย C-18 column และตรวจวัด 6BHT ดวย UV-
detector ที่ความยาวคลื่น 254 nm 
 

บทสรุป 

เอนไซม P450 เปนกลุมเอนไซมที่ประกอบดวยไอโซฟอรม
ยอยหลายชนิดที่มีประสิทธิภาพการทํางานและการแสดงออกใน
อวัยวะตาง ๆ แตกตางกัน มีบทบาทสําคัญในการเปลี่ยนแปลงสาร
แปลกปลอมที่เขาสูรางกาย โดยผานกระบวนการเมแทบอลิซึมใน 
Phase I ดังนั้นการศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม 
P450 ไอโซฟอรมตาง ๆ ตอการทํานายกระบวนการเมแทบอลิซึม
และเภสัชจลนศาสตรของยาจึงมีความสําคัญ ดังนั้นการเลือกวิธี
การศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมที่เหมาะสมสําหรับ- 
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ตารางที่ 3 วิธีการศึกษาประสิทธภิาพการทํางานของเอนไซม P450 แตละไอโซฟอรม  

วิธีการศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม 
P450s 

ปฏิกิริยา สับสเตรท ผลิตภัณฑ เทคนิคการตรวจวัดผลิตภัณฑ 

เอกสาร
อางอิง 

CYP1A1 Ethoxyresorufin-O-deethylation (EROD) Ethoxyresorufin Resorufin Spectrofluorometry (excitation 550 
nm, emission 585 nm) 

15, 16 

CYP1A2 Ethoxyresorufin-O-deethylation (EROD) Ethoxyresorufin Resorufin Spectrofluorometry (excitation 550 
nm, emission 585 nm) 

15, 16 

 Phenacetin O-deethylation (POD) Phenacetin Acetaminophen HPLC-UV (C-18 column, 254 nm) 22, 3 

 Methoxyresorufin O-demethylation 
(MROD) 

Methoxyresorufin Resorufin Spectrofluorometry (excitation 550 
nm, emission 585 nm) 

24, 5 

 Caffeine N3-demethylation (CN3D) Caffeine Paraxanthine HPLC-UV (C-18 column, 280 nm) 21, 26 

CYP1B1 Ethoxyresorufin-O-deethylation (EROD) Ethoxyresorufin Resorufin Spectrofluorometry (excitation 550 
nm, emission 585 nm) 

15, 32, 33 

CYP2B6 7-ethoxy-4-trifluoromethyl-coumarin O-
dealkylation (7-EFCOD) 

7-ethoxy-4-trifluoro-
methylcoumarin 

7-hydroxy-4-
trifluoromethylcoum

Spectrofluorometry (excitation 410 
nm emission 510 nm) 

37, 38 

 Bupropion hydroxylation (BPH) Bupropion Hydroxybupropion HPLC-UV (C-18 column, 214 nm) 39, 40 

CYP2B1/2, 
CYP2B9/10 

Benzyloxyresorufin O-dealkylation 
(BROD) 

Benzyloxyresorufin Resorufin Spectrofluorometry (excitation 530 
nm emission 585 nm) 

15, 36 

 Penoxyresorufin O-dealkylation (PROD) Penoxyresorufin Resorufin Spectrofluorometry (excitation 530 
nm emission 585 nm) 

15, 36 

CYP2C8 Paclitaxel 6α-hydroxylation (PX6H) Paclitaxel 6α-hydroxypaclitaxel HPLC-UV (C-18 column, 230 nm) 42, 43 

 Amodiaquine N-deethylation (AQND) Amodiaquine N-desethylamodia-
quine 

HPLC-UV (C-18 column, diode array 
342nm); LC-MS  (Ion trap MS) 

44 

CYP2C9 Tolbutamide methyl-hydroxylation (TMH) Tolbutamide Hydroxymethyl-
tolbutamide 

HPLC-UV (C-18 column, 230 nm) 21, 23 

 Diclofenac 4’-hydroxylation (D4H) Diclofenac 4’-hydoxydiclofenac HPLC-UV (C-18 column, 282 nm) 38, 45 

CYP2C19 S-mephenytoin 4-hydroxylation (MP4H)  Mephenytoin 4-hydroxymephenytoin HPLC-UV (C-18 column, 204 nm) 21, 46 

 Omeprazole 5-hydroxylation (OP5H) Omeprazole 5-hydroxyomeprazole HPLC-UV (Superspher SI-60 column, 
302 nm) 

47, 48, 49 

CYP2D6 Dextromethorphan O-demethylation  
(DXMOM) 

Dextromethorphan Dextrorphan HPLC-UV (C-18 column, 280 nm)  
HPLC-SF (C-18 column, phenyl 
column, diphenyl column, excitation 
270 nm emission 312 nm)   

21, 51 

 Bufuralol 1’-hydroxylation (B1H)  Bufaralol  1’-hydroxybufaralol  HPLC-SF (C-18 column, phenyl 
column, excitation 252 nm emission 
302 nm) 

23, 52 

 Debrisoquine 4-hydroxylation (DB4H) Debrisoquine 4’-hydroxydebri-
soquine 

HPLC-SF (phenyl column, excitation 
208 nm, emission 290 nm) 

52, 53 

CYP2E1 Chlozoxazone 6-hydroxylation (CZ6H) Chlozoxazone 6-hydroxychlozoxazone HPLC-UV (C-18 column, 287 nm) 21, 23 

 p-nitrophenol hydroxylation (4NPH) p-nitrophenol 4-nitrocatechol UV (546 nm) 6, 54 

CYP3A4/5 Midazolam 1’-hydroxylation (MZ1H) Midazolam 1’-hydoxymidazolam HPLC-UV (C-18 column, 220 nm) 55, 56 

 Testosterone 6β-hydroxylation (T6BH) Testosterone 6β-hydroxytestosterone HPLC-UV (C-18 column, 254 nm) 6, 56 

 Nifedipine oxidation (NFO) Nifedipine Oxidized nifedipine HPLC-UV (C-18 column, 270 nm) 56 

CYP3A11 Testosterone 6β-hydroxylation (T6BH) Testosterone 6β-hydroxytestosterone HPLC-UV (C-18 column, 254 nm) 16 
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แตละไอโซฟอรม จะสงผลใหผลการทดลองมีความถูกตองและ
แมนยํามากขึ้น นําไปสูการแปลผลทางคลินิกที่ถูกตอง แมนยํา 
และนาเชื่อถือ  

การศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมโดยหลักการ
แลว จะเลือกใชสับสเตรทเปนยาที่มีจําหนายสูทองตลาด เชน 
bupropion, nifedipine, tolbutamide และ paclitaxel เปนตน และ
เปนยาที่มีความจําเพาะกับไอโซฟอรมที่ใชศึกษาคอนขางสูง 
จากนั้นตรวจวัดผลิตภัณฑของปฏิกิริยาโดยเทคนิคการวิเคราะห
ตาง ๆ ไดแก UV, HPLC-UV, HPLC-SF หรือ SF เปนตน ข้ึนกับ
คุณสมบัติการดูดกลืนแสงหรือการเรืองแสงของสารผลิตภัณฑที่
เกิดข้ึนแตกตางกัน  

วิธีการศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม P450 ยัง
ตองพัฒนาอย างต อ เนื่ อ งต อไป  เ พ่ือคนหาสับสเตรทที่ มี
ความจําเพาะตอเอนไซม P450 แตละไอโซฟอรมมากยิ่งข้ึน 
นอกจากนี้แลวจะเห็นวายังมีอีกหลายไอโซฟอรมที่เพ่ิงคนพบ หรือ
คนพบนานแลวแตยังไมศึกษาถึงบทบาทหรือความสําคัญของ
เอนไซมตอวิถีเมแทบลิซึมของรางกาย จึงควรศึกษาเพื่อพัฒนา
วิธีการตรวจวัดประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมเหลานี้ดวย 
เพ่ือใหไดขอมูลการเมแทบอลิซึมผานกลุมเอนไซม P450 ที่
สมบูรณตอไป   
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ABSTRACT  
Cytochrome P450 (P450), a superfamily of heme containing monooxygenase in liver, mainly involves in metabolism of both endogenous substances 
and drugs or xenobiotics in Phase I metabolism. Studies on P450 enzyme activities resulted in understanding metabolic pathway or regulatory 
mechanism of xenobiotics or drugs related to specific P450 isoforms. Of these P450s, CYP1, CYP2, and CYP3 are P450 families commonly 
involved in metabolism of drugs. Of two decades of studies, dealkylation has been a common chemical reaction employed in studies of CYP1 
enzyme activity whereas dealkylation and hydroxylation have been commonly used in studies of CYP2 and CYP3 activities. It is imperative to 
acquire precise, accurate, and reproducible information for reliable prediction of metabolic pathway of drugs and xenobiotics. This could lead to an 
appropriate P450 enzyme activity approach that could precisely predict drug-drug or drug-xenobiotic interactions, drug efficacy, and ultimately clinical 
significance.  
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