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ณฐันรี พงษเ์ฉลิม : ฤทธ์ิการปกป้องเซลลป์ระสาทของสารสกดัมาตรฐานเมล็ด

กระทงลายและเศษส่วนต่อการชกัน าการตายแบบอะพอพโตซิสจาก MPP+ ในเซลลเ์พาะเล้ียง SH-
SY5Y. (Neuroprotective effect of Celastrus paniculatus standardized extract and its fractions on 
MPP+-induced neuronal apoptotic cell death in SH-SY5Y cells) คณะกรรมการควบคุม
วทิยานิพนธ์: ศิริพร จ าเนียรสวสัด์ิ ปี พ.ศ. 2564. 

  
โรคพาร์กินสันเป็นโรคท่ีพบมากในผูสู้งอาย ุ เกิดจากความเส่ือมและการตายของเซลล์

ประสาทท่ีสร้างสารส่ือประสาทโดปามีนในสมองส่วนซบัสแตนเทียไนกรา มีรายงานวา่เซลล์
ประสาทท่ีเกิดการตายแบบอะพอพโตซิสมีความสัมพนัธ์กบัโปรตีนในกลุ่ม Bcl-2 ซ่ึงในปัจจุบนั
โรคพาร์กินสันยงัไม่มีการรักษาใหห้ายขาดได ้ งานวจิยัท่ีผา่นมาพบวา่สารสกดัจากเมล็ดกระทงลาย
มีฤทธ์ิทางระบบประสาท สามารถเพิ่มความจ าและการเรียนรู้ ลดสารอนุมูลอิสระในเน้ือเยื่อสมอง
หนูไมส์และในเซลลเ์พาะเล้ียง แต่อยา่งไรก็ตามยงัไม่มีการศึกษาฤทธ์ิของสารสกดัจากเมล็ด
กระทงลายต่อการตายของเซลลป์ระสาทในโรคพาร์กินสัน ดงันั้นงานวจิยัน้ีจึงมีวตัถุประสงคเ์พื่อ
ศึกษาผลของสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายแบบสกดัหยาบ (CPSE) และแบบเศษส่วนท่ีมีขั้วต่างกนั 
3 ชนิดไดแ้ก่สารสกดัท่ีแยกดว้ยเฮกเซน (CPSE-E/H) เอทิลอะซิเตท (CPSE-E/EA) และน ้า (CPSE-
E/W) ต่อการปกป้องเซลล ์ SH-SY5Y ท่ีถูกเหน่ียวน าดว้ย MPP+ โดยใชว้ธีิ MTT วธีิ LDH 
cytotoxicity และวธีิ Western blot ผา่นการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 ผลการทดลองแสดงใหเ้ห็น
วา่การให ้ CPSE ท่ีความเขม้ขน้ 10 µg/ml เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพิ่มอตัราการมีชีวติของเซลล ์ SH-
SY5Y ไดอ้ยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม และพบวา่การใหส้ารสกดั CPSE 
CPSE-E/H และ CPSE-E/EA แบบ pre-treatment และ post-treatment สามารถลดการตายของเซลล์
และเพิ่มการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 จากการเหน่ียวน าดว้ย MPP+ เป็นเวลา 3 ชัว่โมง ไดอ้ยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม แต่ไม่มีความแตกต่างในกลุ่ม CPSE-E/W แสดงใหเ้ห็น
วา่สารสกดัจากเมล็ดกระทงลายแบบหยาบและเศษส่วน CPSE-E/H สามารถปกป้องเซลลป์ระสาท
ในแบบจ าลองโรคพาร์กินสันผา่นการควบคุมของ Bcl-2 
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Parkinson’s disease (PD), a neurodegenerative disorder in older is characterized by 

degenerated or loss the dopaminergic neurons in substantia nigra of striatum. There is previously 
study reported that apoptosis is a mechanism of dopaminergic neuron death in Parkinson’s 
disease, involved Bcl-2, anti-apoptotic protein dysregulation. Currently, there's no cure or 
inhibition of the progressive disorder. Several studies reported that Celastrus paniculatus seed 
extract (CPSE) has neurological effects by improvement to learning and memory, reduction of 
free radicals in mice brain tissue and cell cultures. However, the effects of CPSE on neurons of 
Parkinson’s disease model were not evaluated. Thus, we aimed to examine the neuroprotective 
effect and inhibiting effect of CPSE and its fraction that partition by hexane (CPSE-E/H), ethyl 
acetate (CPSE-E/EA) and water (CPSE-E/W) on MPP+ induced apoptotic SH-SY5Y cells. We 
also studied by using MTT assay, LDH cytotoxicity assay and Western blot on Bcl-2 
expression. The results showed that SH-SY5Y cells treatment with 10 µg/ml CPSE for 24 hours 
are significantly increased cell viability compared to control. We found that pre-treatment and 
post-treatment with 10 µg/ml CPSE, CPSE -E/H and CPSE-E/EA could significantly decreased 
cell death in MPP+-induced apoptotic SH-SY5Y cells compared to untreatment control. 
Furthermore, Bcl-2 expression showed the similar result. In contrast, both treatment with CPSE-
E/W did not showed significant differences. The results indicated that CPSE and CPSE-E/H 
protects SH-SY5Y cells against MPP+-induced apoptotic via Bcl-2 regulator pathway in model of 
Parkinson’s diseases. 
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บทที ่1 

บทน า (Introduction) 
 

ทีม่าและความส าคญั 
 โรคพาร์กินสัน (Parkinson’s disease) เป็นโรคท่ีเกิดจากการเส่ือมของเซลล์ในระบบ
ประสาท ซ่ึงพบมากเป็นอนัดบัสองรองจากโรคอลัไซเมอร์ พบไดใ้นผูท่ี้มีอาย ุ60 ปีข้ึนไปโดยอตัรา
การเกิดสัมพนัธ์กบัอายุท่ีเพิ่มข้ึน (Kouli, Torsney, & Kuan, 2018; Massano & Bhatia, 2012) และ
จากข้อมูลทางสถิติแสดงให้เห็นว่าจ านวนของประชากรสูงอายุเพิ่มข้ึนในปัจจุบัน ส่งผลให้มี
อุบติัการณ์การเกิดโรคพาร์กินสันเพิ่มมากข้ึนกว่าร้อยละ 30 ในปี พ.ศ. 2563 (Chen, Chang, et al., 
2001; Kouli et al., 2018) รวมถึงมี อุบัติการณ์การเกิด เพิ่ มมาก ข้ึนในประชากรวัยกลางคน 
(Kaewwilai, 2020) โรคพาร์กินสันเกิดจากการเส่ือมของเซลลป์ระสาทท่ีสร้างสารส่ือประสาทโดปา
มีน  (dopaminergic neuron) ในสมองส่วนซับสแตนเที ยไนกรา (substantia nigra) ส่ วน  par 
compacta ก่อใหเ้กิดการท างานท่ีไม่สมดุลระหวา่ง direct และ indirect motor pathway ซ่ึงผูป่้วยจะมี
ความผิดปรกติของการเคล่ือนไหวในรูปแบบต่างๆ (motor symptoms) ไดแ้ก่ การเสียการทรงตวั
และการเคล่ือนไหวร่างกายชา้ลง มีการแข็งเกร็งของกลา้มเน้ือขณะเดิน ลุกนัง่ล าบาก เกิดอาการสั่น 
มีการแสดงทางใบหนา้ เช่น สีหนา้น่ิงเรียบไร้อารมณ์ กระพริบตาลดลง และกลืนอาหารล าบาก อาจ
มีอาการอ่ืนๆ ท่ีไม่เก่ียวขอ้งกบัระบบประสาทสั่งการ (nonmotor symptoms) ร่วมดว้ย เช่น อาการ
ทางจิตเวช อาการทางระบบประสาทอตัโนมติั และอาการทางประสาทสัมผสั เป็นตน้ (Beitz, 2014; 
DeMaagd & Philip, 2015; Greenland & Barker, 2018; Massano & Bhatia, 2012) 
 มีการรายงานว่าการเส่ือมของเซลล์ประสาทโดปามีนในผูป่้วยโรคพาร์กินสันท่ีเกิดจาก
การตายของเซลล์แบบอะพอพโตซิส มีความสัมพันธ์กับการแสดงออกของโปรตีน B-cell 
lymphoma 2 (Bcl-2) โดยเม่ือการแสดงออกของ Bcl-2 ลดลง จ านวนเซลล์ประสาทโดปามีนก็ลดลง
ด้วย  (Khwanraj, Phruksaniyom, Madlah, & Dharmasaroja, 2015 ; Yu et al., 2 011 ) Bcl-2 เป็ น
โปรตีนในกลุ่ม anti-apoptosis ท่ีช่วยป้องกนัและยบัย ั้งการตายของเซลล์ประสาทจาก neurotoxin 
(Liu, Liu, & Yang, 2019) การขาด Bcl-2 ส่งผลให้สูญเสีย motor neuron และ sensory neuron ใน 
dorsal root ganglia รวมถึงสูญเสีย sympathetic neurons ใน superior cervical ganglia (Opferman & 
Kothari, 2018) จากรายงานพบวา่หนูไมส์ท่ีดดัแปลงพนัธุกรรมให้มีการแสดงออกของ human Bcl-
2 มีอตัราการตายของเซลลป์ระสาทโดปามีนในสมองส่วน striatum ลดลงหลงัจากไดรั้บ neurotoxin 
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เม่ือเทียบกบัหนูไมส์ปกติ (Offen et al., 1998) และเม่ือยบัย ั้งการแสดงออกของ Bcl-2 พบวา่มีการ
แสดงออกของ apoptotic cytokines ในเซลล์เพาะเล้ียง N2a และเซลล์ประสาทโดปามีน MN9D เพิ่ม
มากข้ึน (Robinson et al., 2018) นอกจากน้ียงัพบว่าในผูป่้วยโรคพาร์กินสันมีการแสดงออกของ 
Bcl-2 ลดลงอยา่งชดัเจน โดยมีความสัมพนัธ์กบัระยะเวลาและความรุนแรงของโรค (Blandini et al., 
2004; Hartmann et al., 2001; Tatton, 2000) 
 1-Methyl-4-phenylpyridinium (MPP+) เป็นสาร neurotoxin ท่ี เกิดจากกระบวนการ 
metabolism ของMPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine) โดยเอนไซม์ monoamine 
oxidase-B (MAO-B) มีฤทธ์ิจ าเพาะในการท าลายเซลล์ประสาทโดปามีนในสมองส่วน substantia 
nigra โดย MPP+ สามารถเข้าสู่ไมโทคอนเดรียได้หลายวิธี เช่น ห่วงโซ่การขนส่งอิเล็กตรอน 
(electron transport chain) หรืออยูใ่นรูป vesicle แลว้แทรกผา่นการขนส่ง monoamine เม่ือผา่นเขา้สู่
เซลล์จะส่งผลให้ความต่างศกัยไ์ฟฟ้าท่ีเยื่อหุ้มเซลล์ (electrical gradient) เปล่ียนแปลงไป เกิดการ
ยบัย ั้ง oxidase nicotinamide adenine dinucleotide (NAD) oxidase ใน complex I ส่งผลให้การสร้าง 
ATP ลดลง และมีปริมาณ superoxide และ oxidative stress เพิ่มมากข้ึน น าไปสู่การตายของเซลล ์
(Singer, Ramsay, McKeown, Trevor, & Castagnoli, 1988; Smeyne & Jackson-Lewis, 2005) จาก
รายงานพบวา่เซลลเ์พาะเล้ียง PC12 ท่ีไดรั้บ MPP+ ท  าใหเ้กิดการตายของเซลลท่ี์คลา้ยกบัในโรคพาร์
กินสัน โดยเกิดการเปล่ียนแปลงความต่างศกัยท่ี์เยื่อหุ้มเซลล์ของไมโทคอนเดรีย มีปริมาณ reactive 
oxygen species (ROS) เพิ่มมากข้ึน เกิด glutathione depletion และมีการท างานของ caspase-3 เพิ่ม
มากข้ึนในขณะท่ีการท างานและแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 ลดลง (Guan, Jiang, Bao, & An, 
2006) และยงัพบว่าเซลล์ประสาท MN9D และเซลล์ SH-SY5Y ท่ีถูกเหน่ียวน าความเป็นพิษด้วย 
MPP+ ท  าให้ เกิดลักษณะของ necrosis โดยมีลักษณะการบวมของไมโทคอน เด รีย  และ 
heterochromatid นอกจากน้ียงัพบว่าไรโบโซมกระจายอยู่ทัว่บริเวณท่ีเซลล์เกิดการตาย เซลล์เมม
เบรนแตกออก ความหนาแน่นในไซโตซอลเปล่ียนแปลงไป เกิดการรวมตวัของเศษนิวเคลียส
เป็นแวคิวโอลอยา่งเห็นไดช้ดั กอลจิคอมเพล็กซ์สลาย รวมถึงมีปริมาณ ROS เพิ่มมากข้ึน (Choi et 
al., 1999; Sheehan, Palmer, Helm, & Tuttle, 1997) นอกจากน้ีในหนูไมส์ หนูแรท และสัตวเ์ล้ียงลูก
ด้วยนมท่ีได้รับ MPP+ พบว่ามีความผิดปรกติท่ีเก่ียวข้องกับระบบประสาทสั่งการ เช่น การ
เคล่ือนไหวกลา้มเน้ือลดลง (hypokinesia) กล้ามเน้ือแข็งเกร็ง (rigidity) มีอาการสั่น (tremor) และ
สูญเสียการทรงตวั ซ่ึงคลา้ยกบัโรคพาร์กินสันท่ีพบในมนุษย ์จากขอ้มูลดงักล่าวงานวจิยัจ  านวนมาก
ในปัจจุบันจึงนิยมใช้ MPP+ เป็นสารเหน่ียวน าให้ เกิดลักษณะของโรคพาร์กินสัน (Sedelis, 
Schwarting, & Huston, 2001; Zeng, Geng, & Jia, 2018) 
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 กระทงลาย (Celastrus paniulatus) เป็นพืชพื้นบา้นเป็นไมเ้ถาเน้ือแข็งขนาดใหญ่ เมล็ดมี
รู่ปร่างรีเป็นรูปไข่ มีเน้ือสีน ้ าตาลแดงหุ้มโดยรอบ มีน ้ ามนัหอมระเหย พบไดใ้นประเทศไทยและ
ประเทศในภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้สารสกดัจากเมล็ดกระทงลายมีลกัษณะเป็นน ้ ามนัสี
เหลืองน ้ าตาล นิยมน ามาใช้เป็นยานวดคลายกล้ามเน้ือ บรรเทาอาการเหน็บชา เคล็ดขดัยอก ใน
ประเทศอินเดียนิยมน ามาใช้เป็นยาป้องกันและรักษาโรคต่างๆ สารสกดัจากเมล็ดกระทงลายมี
องคป์ระกอบทางพฤกษเคมี (phytochemical constituents) ท่ีหลากหลาย อาทิ สารประกอบเทอร์พีน 
เอสเทอร์ กรดไขมนัอ่ิมตวัและไม่อ่ิมตวั เป็นตน้ โดยมีสารออกฤทธ์ิ (bio-active compound) ไดแ้ก่ 
กลุ่ม alkaloids เช่น celastrine และ paniculatin กลุ่ม terpenoids เช่น phytol และ linalool กลุ่มกรด
ไขมนั เช่น palmitic acid, tetracosanol, กรดอะซิติก (acetic acids), กรดเบนโซอิก (benzoic acids) 
และ สเตอรอล (sterol) (Arora & Pandey-Rai, 2014; Avinash & Waman, 2014) 
 การศึกษาก่อนหน้าน้ีพบว่าสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายมีฤทธ์ิหลากหลาย ไดแ้ก่ การ
ตา้นการเจบ็ปวดและการอกัเสบในหนูแรทท่ีถูกเหน่ียวน าให้เกิดความเจ็บปวดดว้ยการจุ่มหางในน ้ า
ร้ อ น  ( tail immersion)  ก าร ใ ช้ แ ผ่ น ให้ ค ว าม ร้ อน  (hot plate)  แ ล ะ ก าร ใช้ ก ร ด อ ะ ซิ ติ ก 
(acetic-acid-induced writhing) โดยหนูแรทท่ีไดรั้บสารสกดัจากเมล็ดกระทงลาย มีขนาดบาดแผล
และพฤติกรรมการตอบสนองความเจ็บปวดลดลง (Kulkarni, Agarwal, & Garud, 2015) สามารถ
ป้องกันการเกิดแผลในกระเพาะอาหารของหนูแรทท่ีเป็น pyloric ligation สามารถลด pro-
inflammatory cytokines เช่น TNF-α และ IL-6 และเพิ่ม anti-inflammatory cytokine เช่น IL-10 ได ้
รวมถึงลดความเป็นกรดและลดการหลัง่น ้ ายอ่ยในกระเพาะอาหาร (Lekha, Mohan, & Samy, 2010; 
Palle, Kanakalatha, & Kavitha, 2018) นอกจากน้ีสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายยงัสามารถลดระดบั
ไขมนัชนิด low-density lipoprotein (LDL) ไตรกลีเซอร์ไรด์ และคอลเลสเตอรอลในเลือดรวมถึงลด
การสะสมไขมนัในชั้น tunica intima และ tunica medium ของหลอดเลือดแดงใหญ่ในหนูแรทท่ีมี
ไขมนัสูง (hypercholestremic rats) โดยกระตุน้การหลัง่น ้ าดีส่งผลให้มีการก าจดัไขมนั ในขณะท่ี
ปริมาณไขมัน high-density lipoprotein (HDL) เพิ่ ม ข้ึน โดยการเพิ่มการท างานของเอนไซม ์

lipoprotein lipase และ plasma LCAT (Patil, Prakash, & Maheshwari, 2010) 
 สารสกดัจากเมล็ดกระทงลายมีฤทธ์ิต่อการท างานของระบบประสาท โดยสามารถเพิ่ม
ประสิทธิภาพความจ าและการเรียนรู้ โดยไปยบัย ั้งการท างานของเอนไซม์ acetylcholinesterase 
ส่ งผล ให้  acetylcholine (ACh)  ใน ส ม อ งขอ งห นู แ รท เพิ่ ม ม าก ข้ึ น  (Bhanumathy, Harish, 
Shivaprasad, & Sushma, 2010) นอกจากน้ียงัลด norepinephine (NE), dopamine (DA), serotonin 
(5-HT) และสารอนุมูลอิสระ เช่น malondialdehyde อีกทั้งกระตุน้การเพิ่มข้ึนของ glutathione และ 
catalase ในสมองของหนูแรทจึงส่งผลให้มีพฤติกรรมความจ าและการเรียนรู้ท่ีดีข้ึนจากการทดสอบ
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ด้วยวิ ธี  avoidance และ spatial (Kumar & Gupta, 2002 ; Nalini, Karanth, Rao, & Aroor, 1995) 
นอกจากน้ีสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายมีฤทธ์ิปกป้องเซลล์ประสาทจากความเป็นพิษของสารส่ือ
ประสาทกลูตาเมทใน primary neuronal cell โดยรบกวนการท างานของ glutamate receptor ชนิด 
NMDA (Godkar, Gordon, Ravindran, & Doctor, 2004) และสามารถตา้นอนุมูลอิสระได้ทั้งใน in 
vivo และ in vitro โดยลดปริมาณ oxidative stress และ free radicals ในหนูไมส์ท่ีมีความเครียดแบบ 
immobilization stress ทั้ งแบบฉับพลนัและแบบเร้ือรัง รวมถึงเพิ่มเอนไซม์ตา้นอนุมูลอิสระ เช่น 
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) และ glutathione reductase (GR) ในเน้ือเยื่อสมองหนู
ไมค์และในเซลล์ประสาทเพาะเล้ียง (Godkar, Gordon, Ravindran, & Doctor, 2003 ; Godkar, 
Gordon, Ravindran, & Doctor, 2006 ; Kumar & Gupta, 2002 ; Lekha et al., 2010 ; Russo, Izzo, 
Cardile, Borrelli, & Vanella, 2001) และจากงานวิจยัของ Kumar และคณะพบวา่สารสกดัจากเมล็ด
กระทงลายยบัย ั้งการตายของเซลลแ์บบ apoptosis ในเซลล์เพาะเล้ียง C2C12 murine muscle cells ท่ี
เหน่ียวน าดว้ย tertiary butyl hydroperoxide (t-BHP)โดยมีปริมาณ cytochrome C และอตัราการตาย
ของเซลลล์ดลง รวมทั้งมีปริมาณของ SOD และ CAT เพิ่มมากข้ึน (Kumar et al., 2015) จากงานวจิยั
ขา้งตน้สามารถกล่าวได้ว่าสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายลดอตัราการตายของเซลล์ประสาทและ
เซลล์อ่ืนๆ โดยมีฤทธ์ิเป็น anti-oxidant และ anti-apoptosis แต่อย่างไรก็ตามยงัไม่มีการศึกษาฤทธ์ิ
ของสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายต่อการตายของเซลล์ประสาทในโรคพาร์กินสัน  ดงันั้นงานวิจยัน้ี
จึงมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาผลของสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายต่อเซลล์เพาะเล้ียง SH-SY5Y ท่ีถูก
เหน่ียวน าให้เกิดความเป็นพิษดว้ย MPP+ เพื่อใชเ้ป็นแบบจ าลองของโรคพาร์กินสัน โดยงานวิจยัน้ี
จะท าการสกดัสารจากเมล็ดกระทงลายดว้ย 95% เอทานอล และแยกสารสกดัออกเป็นเศษส่วนตาม
ลักษณะความมีขั้ วของสารโดยใช้เฮกเซน เอทิลอะซิ เตท และน ้ าเป็นตัวท าละลาย แล้วจึง
ท าการศึกษาผลของสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายและเศษส่วนต่อการมีชีวิตของเซลล์ประสาท
เพาะเล้ียง SH-SY5Y ทั้งแบบการป้องกนั (pre-treatment) และแบบการรักษา (post-treatment) ท่ีถูก
เหน่ียวน าใหเ้กิดความเป็นพิษดว้ย MPP+  
 

วตัถุประสงค์การวจิัย 
1) เพื่อศึกษาผลของสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายและเศษส่วนต่อการป้องกนัการตายของเซลล์ SH-

SY5Y ท่ีถูกเหน่ียวน าใหเ้กิดอะพอพโตซิสดว้ย MPP+  
2) เพื่อศึกษาผลของสารสกัดจากเมล็ดกระทงลายและเศษส่วนต่อการยบัย ั้งการตายของเซลล์ SH-

SY5Y ท่ีถูกเหน่ียวน าใหเ้กิดอะพอพโตซิสดว้ย MPP+  
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3) เพื่อศึกษาผลของสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายและเศษส่วนต่อการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 ใน
เซลล ์SH-SY5Y ท่ีถูกเหน่ียวน าใหเ้กิดอะพอพโตซิสดว้ย MPP+  
 

สมมติฐานของการวจิัย 
 คาดวา่สารสกดัมาตรฐานเมล็ดกระทงลายและเศษส่วนจะสามารถปกป้องการตายของเซลล์
ประสาทโดยเพิ่มการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 และยบัย ั้งการตายแบบอะพอพโตซิสในเซลล ์
SH-SY5Y ท่ีถูกเหน่ียวน าการตายดว้ย MPP+ 

 

ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 
 คาดว่าจะไดรู้้ประเภทของสารออกฤทธ์ิในสารสกดัจากเมล็ดกระทงลาย ท่ีสามารถน าไป
ศึกษาต่อยอดหาสารออกฤทธ์ิและส่วนประกอบดว้ยวิธีการอ่ืนๆต่อไป รวมทั้งคาดวา่จะสามารถน า
สารสกดัจากเมล็ดกระทงลายมาพฒันาเป็นยาในการรักษาโรคพาร์กินสัน 
 

ขอบเขตของการวจิัย  
 ท าการศึกษาในเซลลเ์พาะเล้ียง SH-SY5Y passage ท่ี 19-24 
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บทที ่2 

ทบทวนวรรณกรรม (Literature review) 
 

1. โรคพาร์กนิสัน (Parkinson’s disease) 
 โรคพาร์กินสัน เป็นโรคท่ีเกิดจากการเส่ือมของระบบประสาทซ่ึงพบมากไดเ้ป็นอนัดบั
สองรองจากโรคอลัไซเมอร์ มกัเกิดในผูท่ี้มีอายุ 60 ปีข้ึนไป มีอตัราการเกิดร้อยละ 1-2 และเพิ่มข้ึน
เป็นร้อยละ 3 ในกลุ่มผูท่ี้มีอายุ 80 ปีข้ึนไป (Kouli et al., 2018; Massano & Bhatia, 2012) ซ่ึงแสดง
ถึงแนวโน้มการเกิดโรคเพิ่มข้ึนเม่ือมีอายุเพิ่มมากข้ึน โดยในปี พ.ศ. 2558 มีประชากรทัว่โลกเป็น
โรคพาร์กินสัน 6.1 ลา้นคน ซ่ึงมากกวา่ปีพ.ศ. 2533 ประมาณ 3.5 ลา้นคน (GBD 2016 Parkinson’s 
Disease Collaborators, 2018) จากการศึกษาของรุ่งโรจน์ พิทยศิริและคณะ (2553) พบวา่ในประเทศ
ไทยมีความชุกการเกิดโรคประมาณ 95.34 คน ต่อประชากร 100,000 คน และในประชากรทัว่ไป
อาย ุ40 ปีข้ึนไปประมาณ 424.57 ต่อประชากร 100,000 คน (Bhidayasiri et al., 2011) และเน่ืองจาก
จ านวนของประชากรสูงอายุท่ีเพิ่มข้ึนในปัจจุบนัคาดวา่จะมีอุบติัการณ์การเกิดโรคพาร์กินสันเพิ่ม
มากข้ึนกวา่ 30% ในปี พ.ศ.2563 (Chen, Chang, et al., 2001; Massano & Bhatia, 2012) โรคพาร์กิน
สันเกิดจากการสูญเสียหรือเส่ือมสภาพของเซลล์ประสาทประเภทโดปามีน (dopaminergic neuron) 
ในสมองส่วนซบัสแตนเทียไนกรา (substantia nigra) ของสมองส่วนกลาง (midbrain) (ภาพท่ี 1)  
 

 
 

ภาพที ่1 โครงสร้าง substantia nigra ภายใน midbrain (Kier et al., 2009) 
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 ส่งผลต่อการขนส่งสารส่ือประสาทโดปามีนท่ีผ่านทาง nigrostriatal pathway (ภาพท่ี 2) 
ท าให้มีปริมาณสารโดปามีนในสมองส่วน striatum ลดลง และกระทบต่อระบบประสาทสั่งการ 
(motor neuron) ท าให้ เกิดอาการความผิดปกติทาง motor ได้แก่  มีการเคล่ือนไหวท่ีลดลง 
(hypokinesia) เคล่ือนไหวร่างกายช้าลง (bradykinesia) มีการแข็งเกร็งของกลา้มเน้ือ (rigidity) มกั
เกิดท่ีแขน ขา คอและหลงั ซ่ึงท าให้ผูป่้วยมีล าตวัเอนมาดา้นหนา้ มีการลุกนัง่ล าบาก เกิดอาการสั่น 
(tremor) ท่ีปลายน้ิวมือมือและขา อาจรวมถึงท่ีกรามและริมฝีปากจึงท าให้เกิดการพูดเปล่ียนแปลง
ไป พบการสูญเสียการทรงตวัและการเขียน นอกจากน้ียงัมีอาการท่ีไม่เก่ียวข้องกบั motor  เช่น 
อาการทางจิตเวช ไดแ้ก่ วิตกกงัวล ซึมเศร้า ความจ าลดลง อาการทางระบบประสาทอตัโนมติั ไดแ้ก่ 
ขบัปัสสาวะผิดปกติ เหง่ือออกมาก อาการทางประสาทสัมผสั ไดแ้ก่ การชา การรับกล่ินผิดปกติ 
และอาการท่ีเก่ียวกบัการนอน ไดแ้ก่ อาการนอนไม่หลบั (Beitz, 2014; Kouli et al., 2018; Massano 
& Bhatia, 2012) 
 

 
 

ภาพที ่2 แผนผงัแสดง nigrostriatal dopaminergic pathway ในสมองปกติและสมองโรคพาร์กินสัน 

 (Subramaniam & Federoff, 2017) 
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 จากแผนผงัใน nigrostrial pathway สมองส่วน striatum (Str) ท่ีเก่ียวข้องประกอบด้วย 
caudate nucleus และ putamen ท  าหน้าท่ีรับสารส่ือประสาทโดปามีนท่ีส่งมาจาก substantia nigra 
pars compacta (SNpc) ใน midbrain โดยสมองปกติเซลล์ประสาท GABAergic ท่ีอยู่ภายใน Str จะ
รับสารโดปามีนดว้ย D1 หรือ D2 dopaminergic receptors และส่งต่อไปยงั globus pallidus interna 
(GPi) ทั้งแบบ direct pathway (ลูกศรสีแดง) เป็นการส่งสัญญาณยบัย ั้งทาลามสัเพื่อให้กระตุน้การ
ท างานของ motor และแบบ indirect pathway (ลูกศรสีน ้ าเงิน) เป็นการส่งสัญญาณกระตุน้ทาลามสั
เพื่ อให้ย ับย ั้ งการท างานของ motorโดยผ่าน  globus pallidus externa (Wang, Wei, et al.) และ 
subthalamic nucleus ก่อนไปยงั GPi จากนั้นสัญญาณจะถูกส่งออกไปยงัสมองส่วนทาลามสั (ลูกศร
สีเขียว) เพื่อยบัย ั้งและส่งสัญญาณควบคุมการท างานของ motor cortex ต่อไป โดยท่ีในสมองปกติ
การท างานของ direct และ indirect pathway จะมีความสมดุลกนั ซ่ึงมีความต่างจากในสมองโรค
พาร์กินสันท่ีมีการสูญเสียเซลล์ประสาทโดปามีนใน SNpc ท าใหส้ารส่ือประสาทโดปามีนถูกส่งไป
ยงั striatal ลดลง น าไปสู่การส่งสัญญาณยบัย ั้งจาก GPi ไปยงัทาลามสัผ่าน indirect pathway เพิ่ม
มากข้ึน การท างานของ motor ลดลงส่งผลให้เกิดความผิดปกติทางการเคล่ือนไหวและทรงตัว 
(สัญญาณยบัย ั้งและสัญญาณกระตุน้แสดงดว้ยเคร่ืองหมาย (–) และ (+) ตามล าดบั) 
 
 1.1  สาเหตุการเกิดโรคพาร์กินสัน 
 โรคพาร์กินสันเกิดไดจ้ากหลายสาเหตุทั้งปัจจยัทางพนัธุกรรมและปัจจยัทางส่ิงแวดลอ้ม 
ซ่ึงอายเุป็นปัจจยัเส่ียงท่ีเก่ียวขอ้งและส าคญัท่ีสุด โดยพบไดใ้นผูท่ี้มีอาย ุ60 ปีและจะมีความเส่ียงเพิ่ม
สูงข้ึนจ านวนของผูป่้วยอายุ 70 ปี จากการศึกษาพบว่าการเกิดโรคพาร์กินสันมีความสัมพนัธ์แบบ
ผกผนักบัการสูบบุหร่ี ซ่ึงเหตุผลยงัไม่ชัดเจนอาจเน่ืองมาจากสารนิโคตินในบุหร่ีสามารถกระตุน้ 
nicotinic acetylcholine receptors บนเซลล์ประสาทโดปามีนและส่งผลให้เกิดการหลัง่สารโดปามีน
ออกมา (Bordia et al., 2015; Srinivasan et al., 2016) ในงานวิจยัหลายงานศึกษาความสัมพนัธ์ของ
สารคาเฟอีนกบัความเส่ียงการเกิดโรคพาร์กินสัน พบว่าในคนท่ีได้รับคาเฟอีนอย่างสม ่าเสมอมี
ความเส่ียงการเกิดโรคน้อยกว่าผู ้ท่ีไม่ได้รับคาเฟอีน ซ่ึงคาเฟอีนเป็น adenosine A2A receptor 
antagonist มีฤทธ์ิในการปกป้องระบบประสาทในหนูแรทท่ีเป็นโรคพาร์กินสัน (Chen, Xu, et al., 
2001; Noyce et al., 2012; Ross et al., 2000) ปัจจยัหน่ึงท่ีส าคญัมากได้แก่ สารก าจดัศตัรูพืชและ
วชัพืช ท่ีมีโครงสร้างคลา้ยสาร MPTP ซ่ึงเป็นสาเหตุของการเส่ือมของเซลลป์ระสาทของผูป่้วยโรค
พาร์กินสัน จากรายงานพบวา่การเกิดโรคมีความสัมพนัธ์กบัการไดรั้บสารก าจดัวชัพืช (Di Monte, 
Sandy, Ekstrom, & Smith, 1986) โดยสาร MPTP สามารถยบัย ั้ง complex I ท่ีไมโทคอนเดรียและ
ท าลายเซลล์ประสาทโดปามีนในสมองส่วน substantia nigra ของสัตว์ทดลอง (Betarbet et al., 
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2000) นอกจากน้ียงัเกิดจากสาเหตุความผิดปกติของยีนแบบ autosomal dominant หรือ autosomal 
recessive ในปัจจุบนัพบวา่มีความผิดปกติของยีน α-synuclein, PARK, GBA1, PINK และ LRRK2 
เป็ น ต้น  (Nichols et al., 2009; Pickrell & Youle, 2015; Polymeropoulos et al., 1997; Schulte & 
Gasser, 2011)   
  
 1.2  ลกัษณะทางพยาธิสภาพ 
 ในผูป่้วยโรคพาร์กินสันก้านสมองมีลกัษณะการเปล่ียนแปลงท่ีพบได้ชัด โดยพบการ
สูญเสียเซลล์ประสาทโดปามีนในส่วน SNpc และ locus coeruleus ในสมองส่วนกลาง โดยเกิดจาก
การเส่ือมสภาพและการตายของเซลลป์ระสาทโดปามีนและเซลลป์ระสาท noradrenergic ในสมอง
ส่วน locus coeruleus สามารถพบ neuromelanin หรือ A9 neuron ท่ีมีลกัษณะเป็นเซลล์สีน ้ าตาลด า
และเกลียเซลล์ประเภทอ่ืนๆ กระจายอยูด่ว้ย จากงานวจิยัพบวา่มีการสูญเสียเซลล์ประสาทโดปามีน
ไปกว่า 38% เม่ือเทียบกับคนปกติ นอกจากน้ียงัพบการสูญเสียเซลล์ประสาทในสมองส่วน 
subcortical รวมถึง nucleus basalis of Meynert, dorsal motor nucleus ของเส้นประสาท vagus, 
pedunculopontine nucleus, raphe nuclei (Giguere, Burke Nanni, & Trudeau, 2018) นอกจากน้ียงั
พบเซลล์อ่ืนๆท่ีไดรั้บผลกระทบ ซ่ึงส่งผลให้เกิดอาการท่ีไม่เก่ียวขอ้งกบัระบบประสาทสั่งการ เช่น 
cholinergic, adenosinergic, glutamatergic, GABAergic, noradrenergic, serotonergic แ ล ะ 
histaminergic ( Chaudhuri, Healy, Schapira, & National Institute for Clinical, 2006; Kalia, 
Brotchie, & Fox, 2013) ซ่ึงลักษณะการเปล่ียนแปลงท่ีพบได้บ่อย สามารถแบ่งออกได้เป็น 4 
ลกัษณะ ไดแ้ก่ 
 
 (1) การสะสมของ alpha-synuclein (α-syn) misfolding 
 Alpha-synuclein (α-syn) เป็นโปรตีนท่ีสร้างโดยยีน SNCA พบมากท่ีสมอง หัวใจ 
กลา้มเน้ือและเน้ือเยื่ออ่ืนๆ โดย α-syn ท่ีพบในสมองมีหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการส่ือสารระหวา่งเซลล ์
(neural plasticity) มักอยู่ใน presynaptic cells คอยควบคุม  synaptic vesicle trafficking และการ
ขนส่งสารส่ือประสาทระหว่างเซลล์ประสาท ซ่ึงปกติแล้ว α-syn ในสมองส่วนใหญ่เม่ือเกิดการ
คลายตวั (unfold) จะไม่เหลือโครงสร้างตติยภูมิไว ้แต่เม่ือเกิดความผิดปกติของการคลายตวัมกัจะ
เหลือโครงสร้าง tetramer และเกิดการสะสมโครงสร้าง α-syn ซ่ึงในสมองส่วน substantia nigra 
ของผูป่้วยโรคพาร์กินสันจะเกิดการสะสม α-syn ท่ีมีโครงสร้างผิดปกติ ซ่ึงไม่สามารถละลายหรือ
ถูกก าจดัออกได้หมด จนพฒันาเป็นรูปร่าง β-sheet และสานกนัเป็นร่างแห มีโครงสร้างคลา้ย β-
amyloid เป็นรูปร่างท่ีเรียกวา่ Lewy body ซ่ึงสามารถเห็นเป็น pigment สีน ้ าตาลอยา่งชดัเจน (ภาพท่ี 
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3) ในผูป่้วยระยะแรกพบการสะสม lewy bodies ได้ท่ีสมองส่วน vagal nerve และ olfactory bulb 
จากนั้นในระยะท่ี 2 จะแพร่กระจายไปสู่กา้นสมองและสมองส่วน pons และเขา้สู่สมองส่วนกลาง 
(midbrain) และสมองส่วน substantia nigra ในระยะท่ี 3 และเม่ืออาการมากข้ึนจะลามไปสู่ limbic 
lobe ในระยะท่ี 4 และไปสู่ neocortex ในระยะท่ี 5 (Hernandez, Tikhonova, & Karamyshev, 2020) 
ส่งผลให้เซลล์ประสาทโดปามีนเสีย homeostasis เกิดการสะสม ROS และท าให้เกิดการตายของ
เซลลป์ระสาทโปดามีนในท่ีสุด (Daubner, Le, & Wang, 2011; Stefanis, 2012) 
 

 
 

ภาพที่ 3 แสดงการสะสม α-syn ท่ีผิดปกติ  (A) แสดง lewy body ในสมองส่วน substantia nigra (B) 

แสดง cortical lewy body ท่ีสมองส่วน temporal lobe และ (C) แสดง lewy threads (หวัลูกศรสี

ขาว), lewy dots (หวัลูกศรสีด า) และ lewy axons (ลูกศร) ภายใน temporal cortex (Wakabayashi et 

al., 2013) 

 

 การสะสม α-syn มีหลายรูปแบบ ไดแ้ก่ โครงร่างโอลิโกเมอร์ท่ีละลายน ้ าได ้โมโนเมอร์
ท่ีไม่ละลายน ้ า โปรโตไฟบริล และร่างแหขนาดใหญ่ท่ีไม่ละลายน ้ า จากรายงานพบว่า α-syn 
สามารถยบัย ั้งการเกิด phosphorylation ของเอนไซม์ tyrosine hydroxylase ท่ีท าหน้าท่ีสร้างสารส่ือ
ประสาทโดปามีน ส่งผลใหก้ารสังเคราะห์สารส่ือประสาทและการส่ือสารระหวา่งเซลลล์ดลง ท าให้
ไม่สามารถก าจดัสารส่ือประสาทส่วนเกิน จึงไม่เกิดการคลายตวัของโปรโตไฟบริลและโครงร่างโอ
ลิโกเมอร์ชนิดต่างๆ และเกิดการสะสมโอลิโกเมอร์และเกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ประสาททั้งใน in 
vivo และ in vitro (Kouli et al., 2018; Stefanis, 2012) 
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 (2) ความผดิปกติของไมโทคอนเดรีย 
 จากการศึกษาพบว่าในสมองส่วน SNpc ของผู ้ป่วยโรคพาร์กินสันมีปริมาณของ 
ไมโทคอนเดรียลดลง รวมทั้งในกลา้มเน้ือและเกล็ดเลือดเม่ือเทียบกบัสมองของคนปกติ (Bindoff, 
Birch-Machin, Cartlidge, Parker, & Turnbull, 1991) โดย complex I เป็นองค์ประกอบหลัก ท่ี
เก่ียวข้องกับการขนส่งอิเล็กตรอนภายในไมโทคอนเดรีย ซ่ึงมีการท างานของเอนไซม์ NADH 
ubiquinone oxireductase และ Type I NADH dehydrogenase อิเล็กตรอนจาก NADH จะถูกขนส่ง
ไปยงั ubiquinone (UQ) และเกิดการรีดิวซ์ไดเ้ป็น biquinol (UQH2) ท่ีสามารถผา่นเมมเบรนและท า
ให้ complex I ขนส่งโปรตอนจากไมโทคอนเดรียมาสู่ intermembrane space และเกิดความต่างศกัย์
เพื่อขนส่งอิเล็กตรอนในกระบวนการต่อไป การท่ีไมโทคอนเดรียผิดปกติ ส่งผลให้เกิดการตายของ
เซลลป์ระสาทโดปามีนจากการท่ีเซลล์ขาดพลงังาน และการเพิ่มข้ึนของ ROS ภายในเซลล์ และเกิด
การเปล่ียนแปลง mitochondria outer membrane permeability (MOMP) ท าให้เกิด mitochondria 
transition pore (MTP) และเกิดการหลัง่สารท่ีอยูภายในไมโทคอนเดรียออกมา ได้แก่ cytochrome 
C, apoptosis-inducing factors (AIF), secondary mitochondria-derived activator of caspase ส่ งผล
ให้เกิดการกระตุน้การตายของเซลล์แบบอะพอพโตซิสและท าลาย DNA มีการค้นพบว่าการใช ้
MPTP สามารถเหน่ียวน าใหเ้กิดอาการของพาร์กินสันอยา่งถาวร (Elbaz et al., 2009; Schapira et al., 
1990) โดยเม่ือ MPTP ถูกออกซิไดซ์น าไปสู่การยบัย ั้ง complex I ในไมโทคอนเดรียของเซลล์
ประสาทโดปามีน สาร MPTP สามารถพบไดใ้นสารพิษและสารก าจดัแมลงและวชัพืช (Zeng et al., 
2018) นอกจากน้ีการกลายพนัธ์ุของยีน PINK1 และ parkin (PARK2 และ PARK6 ตามล าดบั) ท่ีมี
หน้าท่ีควบคุมกระบวนการ mitophagy หรือกระบวนการก าจดัไมโทคอนเดรียท่ีผิดปกติ ท าให้
สูญเสียหน้าท่ีในการควบคุมไมโทคอนเดรียท่ีบกพร่องและส่งผลให้เกิดโรคพาร์กินสันท่ีถ่ายทอด
ทางพนัธุกรรมแบบยนีดอ้ย (recessive autosomal PD) (Kitada et al., 1998; Pickrell & Youle, 2015) 
 
 (3) ความผดิปกติของกระบวนการก าจดัโปรตีน 
 กระบวนการก าจัดโปรตีนท่ีส าคัญมีอยู่ 2 กระบวนการได้แก่ ubiquitin-proteasome 
system (UPS) และautophagy-lysosome โดยกระบวนการ UPS จะมี ubiquitin ligases (E3s) ท า
หนา้ท่ีตอบสนองต่อโปรตีนท่ีผดิปกติ และจะท าการติดแทก็โปรตีนนั้นดว้ย ubiquitin หลายชนิดซ่ึง
จะ ถู กขน ส่ งไปยัง  proteasome เพื่ อท าก ารย่อยสลาย  โดยจะ ถูกป รับแ ต่งด้วย เอน ไซม ์
deubiquitinating (DUBs) หรืออาจจะเกิดการตัดแต่งบริเวณท่ี ubiquitin จบักับโปรตีนซับเสตท 
(Nakamura, 2018) ในผูป่้วยโรคพาร์กินสันพบว่ามีการท างานของ UPS และมีการแสดงออกของ 
proteosomal ในสมองส่วน SNpc ลดลงเม่ือเทียบกบัสมองท่ีปรกติ ส่งผลให้เกิดการสะสมโปรตีนท่ี
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ผิดปกติ (Ullrich, Mlekusch, Kuschnig, Marksteiner, & Humpel, 2010) และจากรายงานพบว่าหาก
ยบัย ั้งการท างานของ proteasome ส่งผลให้เกิดการสะสม lewy bodies ในสมองส่วน SNpc และเกิด
การตายของเซลล์ประสาทโดปามีนในสมองของหนูปกติ (Bedford et al., 2008; Zeng, Bukhatwa, 
Hikima, Rose, & Jenner, 2006) และในกระบวนการ autophagy-lysosome มีองค์ประกอบได้แก่ 
macroautophagy, microautophagy และ chaperone-mediated autophagy (CMA) ซ่ึงจะท าการรวม
โปรตีนท่ีผิดปกติไวใ้นรูปของ vesicle และไปรวมตวักบั lysosome เพื่อท าการยอ่ยสลาย ในผูป่้วย
โรคพาร์กินสันท่ีเกิดความผดิปกติของการก าจดัโปรตีน ท าให้เกิดการสะสมของ α-syn จ  านวนมาก 
ส่งผลให้กระบวนการก าจดัโปรตีนดงักล่าวไม่สามารถท างานไดอ้ยา่งเพียงพอต่อจ านวนการสะสม
โปรตีนท่ีผิดปรกติ ซ่ึงอาจเพิ่มให้เกิดความรุนแรงของรอยโรค (Ebrahimi-Fakhari, Wahlster, & 
McLean, 2012 ; Lee, Khoshaghideh, Patel, & Lee, 2004 ; Pan, Kondo, Le, & Jankovic, 2008 ; 
Xilouri, Brekk, & Stefanis, 2013) 
 
 (4) เซลลป์ระสาทอกัเสบ 
 ในสมองของผู ้ป่วยโรคพาร์กินสันมีการท างานของ microglia มีการสะสม T-cell 
lymphocyte และการเพิ่มข้ึนของ pro-inflammatory cytokine ในสมองส่วน SNpc (Loeffler, Camp, 
& Conant, 2006) โดยการสะสมของ α-syn สามารถกระตุน้การท างานของ microglia และท าใหเ้กิด
การอกัเสบ (Su et al., 2008) จากการศึกษาในหนูแรทท่ีถูกเหน่ียวน าให้เป็นโรคพาร์กินสัน พบวา่มี
การหลั่ง pro-inflammatory cytokine เพิ่มมากข้ึน และเม่ือท าการยบัย ั้งการท างานของ microglia 
พบว่ามีอตัราการตายของเซลล์ประสาทโดปามีนลดน้อยลง (Wu et al., 2002) และจากการศึกษา
ดา้นพนัธุกรรมพบวา่เม่ือกระตุน้การแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวกบัภูมิคุม้กนั จะส่งผลให้การท างาน
ของ human leucocyte antigen (HLA) class II เพิ่มมากข้ึนเป็นผลให้เกิดการพฒันาของโรคพาร์กิน
สัน (McGeer, Itagaki, Boyes, & McGeer, 1988) สามารถบ่งช้ีได้ว่าการตอบสนองของระบบ
ภูมิคุม้กนัของเซลล์และกระบวนการอกัเสบสามารถกระตุน้การเส่ือมของเซลล์ประสาท และส่งผล
ใหมี้อาการทางระบบประสาทสั่งการและการแสดงออกของโรคพาร์กินสัน 
 
 1.3  อาการของโรคพาร์กินสัน 
 (1) อาการทางระบบประสาทสั่งการ (motor symptoms) 
 อาการท่ีเก่ียวขอ้งกบัการท างานของระบบประสาทสั่งการ (motor neuron) ท่ีสามารถ
สังเกตไดง่้าย โดยผูป่้วยจะมีการทรงตวัและเคล่ือนไหวร่างกายท่ีผิดปกติ มีอาการ Bradykinesia คือ
เคล่ือนไหวร่างกายไดช้า้ลงและขาดการเคล่ือนไหวอยา่งเป็นธรรมชาติ ไม่สามารถเคล่ือนไหวแขน
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ขาเร็วๆ ขณะเดินจะแกวง่แขนลดลง กา้วสั้นและมีลกัษณะหลงักม้และงอ สามารถตรวจสอบไดจ้าก
การท า rapid alternate movement เช่น การคว  ่าและหงายฝ่ามือเร็วๆ หรือสังเกตจากการท า finger/ 
heel tapping โดยสังเกตความเร็วและลกัษณะการเคล่ือนไหว และการท า pull test เพื่อทดสอบการ
ทรงตวัของผูป่้วย นอกจากน้ีอาการ bradykinesia ยงัเกิดร่วมกบัภาวะ hypophonia คือการพูดด้วย
เสียงท่ีเบาและน ้ าเสียงราบเรียบ มีอาการกลืนล าบากอาจะส่งผลให้มีปริมาณน ้าลายเพิ่มมากข้ึน ในผู ้
ท่ีมีระยะรุนแรงข้ึนจะเกิดภาวะ hypomimia คือสูญเสียการแสดงออกทางสีหนา้และมีการกระพริบ
ตาลดลง ท าให้ใบหน้าดูมีลกัษณะน่ิงหรือเรียกว่า poker face อาจมีการแสดงอาการ micrographia 
คือลายมือของผูป่้วยจะมีขนาดแคบและเล็กลงเร่ือยๆ มีอาการ  tremor ซ่ึงเกิดได้ทั้ งขณะพกัมัก
เรียกว่า “pill-rolling” มีลกัษณะน้ิวหัวแม่มือถูกบัน้ิวช้ี มีความถ่ีในการสั่น 4-6 Hz ซ่ึงเป็นอาการท่ี
เกิดข้ึนโดยไม่ตั้ งใจและหากเคล่ือนไหวอาการก็จะหายไป แต่ก็จะเกิดข้ึนอีกในไม่ก่ีนาทีต่อมา 
(Jankovic, Schwartz, & Ondo, 1999) ยงัสามารถเกิดการสั่นท่ีคางหรือขากรรไกรล่างรวมถึงล้ินได้
ดว้ย ยงัพบอาการ Rigidity หรือร่างกายแข็งเกร็งสังเกตเห็นไดข้ณะเคล่ือนไหวแขน ขา หรือ คอ ซ่ึง
มีความเก่ียวข้องกับกล้ามเน้ืองอและกล้ามเน้ือยืด โดยจะรู้สึกถึงแรงต้านเม่ือมีการเคล่ือนไหว
ร่างกายและมีอาการสั่นร่วมอยูด่ว้ย เกิดลกัษณะ cogwheel rigidity ในขณะเคล่ือนไหวแขน ขา และ
โดยเฉพาะข้อมือ (Ali & Morris, 2015; Greenland & Barker, 2018; Jankovic, 2008; Massano & 
Bhatia, 2012)  
 (2) อาการท่ีไม่ใช่ระบบประสาทสั่งการ (nonmotor symptoms) 
 ในผูป่้วยพาร์กินสันมกัมีอาการอ่ืนๆ ท่ีไม่เก่ียวขอ้งกบัระบบประสาทสั่งการร่วมดว้ย ซ่ึง
เป็นอาการท่ีไม่เฉพาะเจาะจงและบางอาการสามารถพบไดท้ัว่ไปในผูสู้งอายุ ไดแ้ก่ อาการทางจิต
เวช เช่น วิตกกงัวล ซึมเศร้า อารมณ์แปรปรวน ความจ าลดลง (Shiba et al., 2000) อาการท่ีเกิดจาก
ความผดิปกติของระบบประสาทส่วนกลาง เช่น การขบัปัสสาวะผดิปกติ อาจปัสสาวะบ่อยหรือกลั้น
ปัสสาวะไม่อยู่  มี เหง่ือออกมากผิดปกติ มีอาการท้องผูก ความดันเลือดต ่ า หรืออาจหย่อน
สมรรถภาพทางเพศ (Goldstein, Sewell, & Sharabi, 2011; Greenland & Barker, 2018) อาการทาง
ประสาทสัมผสั เช่น การชา การรับกล่ินผิดปกติ (Ross et al., 2008) และอาการท่ีเก่ียวกบัการนอน 
เช่น นอนไม่หลบั ง่วงนอนตอนกลางวนั และอ่อนเพลีย ผูป่้วยบางรายอาจมีอาการปวดบ่าไหล่หรือ
เกิดขอ้กระดูกเส่ือมซ่ึงเป็นผลกระทบจากอาการทางระบบประสาทสั่งการ (Ali & Morris, 2015; 
Jankovic, 2008; Massano & Bhatia, 2012; O'Sullivan et al., 2008) 
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 1.4  การรักษาโรคพาร์กินสัน 
 ในปัจจุบนัมุ่งเนน้ไปท่ีการรักษาตามอาการ โดยการใชย้าท่ีมีผลต่อระบบประสาทสั่งการ 
ซ่ึงสามารถออกฤทธ์ิท่ีระบบประสาทโดปามีน เช่น dopamine agonists และ monoamine oxidase-B 
(MAO-B) inhibitors (ตารางท่ี 1) (Beitz, 2014) ร่วมกบัการท ากายภาพบ าบดัหรือการออกก าลงักาย
เพื่อลดอาการทางคลินิก เช่น ลดอาการแข็งเกร็งของร่างกายและเพิ่มความยืดหยุ่นของกลา้มเน้ือ 
หรือรักษาโดยการผา่ตดัเพื่อกระตุน้การท างานของสมองในผูป่้วยท่ีรักษาดว้ยยาไม่เห็นผล ในผูป่้วย
โรคพาร์กินสันระยะรุนแรงอาจไดรั้บยาทางช่องปากเสริมกบัการให้ยาทางอ่ืน เช่น การฉีดยาใต้
ผิวหนังห รือการให้ยาทาง intrajejunal  (Beitz, 2014; Kouli et al., 2018) intrajejunal gels ห รือ 
levodopa intrajejunal คือการฉีดยาเข้าไปท่ีล าไส้โดยตรงซ่ึงสามารถลดการท าลายตัวยาจาก
กระบวนการยอ่ยอาหารภายในกระเพาะอาหาร มีประสิทธิภาพการออกฤทธ์ิท่ีสูง แต่ราคาค่อนขา้ง
สูงและเหมาะกบัผูป่้วยบางรายท่ีสามารถทนกบัการใชอุ้ปกรณ์ (Eggert et al., 2008)  
 
ตางรางที ่1 ยาท่ีใชใ้นการรักษาโรคพาร์กินสัน (Beitz, 2014)  

 

ประเภทของยา ช่ือยา กลกไกการออกฤทธ์ิยา 
โดปามีน Carbidopa/Levodopa  

(Sinemet) 
สารตั้ งต้นโดปามีนท่ีสามารถผ่าน Blood 
brain barrier และเปล่ียนเป็นโดปามีนได้ท่ี
เซลล์ประสาทโดปามีนด้วยเอนไซม์ dopa-
decarboxilase 

Dopamine Agonists 
Non-Ergot 

Pramipexole ( Mirapex) 
Ropinorole (Requip) 

ตวักระตุ้น D2, D3, D4 receptor และกระตุ้น 
5-HT2 แ ล ะ Alpha 2 – adrenergic receptors 
ได ้

Dopamine Agonists 
Ergot 

Bromocriptine 
(Parlodel)  
Pergolide 

ตวักระตุน้ D2 receptor 
ตวักระตุน้ 5HT1, 5HT2 และ NA Receptors 
ยบัย ั้ง D1 receptor 

Injectable 
Dopamine Agonists 

Apomorphine (Apokyn) กระตุน้ D2-D5 receptor 
Antagonizes 5HT1 และ 5HT2 receptors  
Antagonizes Alpha-1 และ Alpha-2 
adrenergic receptors 
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ตารางท่ี 1 (ต่อ) 
ประเภทของยา ช่ือยา กลกไกการออกฤทธ์ิยา 
Monoamine 
Oxidase-B 
Inhibitors 

Selegiline (Eldepryl) 
Rasagiline (Azilect) 

ยบัย ั้ง MAO-B, ยบัย ั้ง presynaptic dopamine 
receptor และ dopamine uptake 

Catechol O– 
Methyltransferase 
(COMT) Inhibitors 

Entacapone (Comtan) 
Tolcapone (Tasmar) 

ยบัย ั้งการยอ้นกลบัของ COMT 

N-Methy-D-
Aspartate (NMDA) 
Receptor Inhibitor 

Amantadine เพิ่มการสังเคราะห์และการหลัง่สารโดปามีน, 
ยบัย ั้ง NMDA Glutamatergic receptors 

Anticholinergics Benztropine 
Trihexyphenidyl 

การปิดกั้นตวัรับ cholinergic ของ muscarinic 
และเซลลป์ระสาท cholinergic ภายในstriatal 
interneurons 

 
 

2. อะพอพโตซิส (Apoptosis)  
 อะพอพโตซิส (Apoptosis) เป็นกระบวนการตายของเซลล์ ท่ี ถูกตั้ งโปรแกรมไว ้
(programmed cell death) พบได้ในทุกเซลล์ของสัตว์เล้ียงลูกด้วยนม ซ่ึงจะเกิดข้ึนระหว่าง
กระบวนการพฒันาเซลล์และในเซลล์ท่ีมีการแก่ตวั โดยมีการตายท่ีเป็นระบบและเฉพาะเจาะจง
ต่างกนัไปในเซลล์แต่ละชนิด เพื่อรักษาสมดุล (homeostasis) และจ านวนของเซลล์ในเน้ือเยื่อนั้นๆ 
และยงัพบไดใ้นปฏิกิริยาภูมิคุม้กนัของเซลล์เม่ือไดรั้บสารพิษ ปัจจยัในการกระตุน้ให้เกิดการตาย
ของเซลล์แบบอะพอพโตซิสนั้ นมีหลากหลาย ได้แก่ ทางสรีรวิทยาและทางพยาธิวิทยา จาก
การศึกษาพบวา่เซลลท่ี์ถูกกระตุน้ดว้ยรังสีหรือยาท่ีใชใ้นการรักษาโรคมะเร็ง มกัเก่ียวขอ้งกบัเซลล์ท่ี
มีการแสดงออกของตวัรับ p53 นอกจากน้ีเซลล์บางชนิดท่ีมีการแสดงออกของตวัรับ Fas และ TNF 
ก็สามารถน าไปสู่การตายของเซลลโ์ดยอาศยัการจบักนัของ ligand และโปรตีน crosslink อ่ืนๆ หรือ
เซลล์บางชนิดท่ีอาจถูกกระตุน้ไดด้ว้ยฮอร์โมน เช่น corticosteroids ในขณะท่ีบางเซลล์อาจถูกยบัย ั้ง
การเกิดอะพอพโตซิสดว้ยฮอร์โมนหรือ growth factor บางชนิด ในบางคร้ังการตายของเซลลอ์าจถูก
กระตุน้ด้วยปริมาณของส่ิงกระตุน้ต่างกนั เช่น ความร้อน การฉายรังสี การขาดออกซิเจน และยา
ตา้นมะเร็งท่ีเป็นพิษต่อเซลล์ ซ่ึงเม่ือเซลล์ไดรั้บการกระตุน้ในปริมาณน้อยจะส่งผลให้เกิดการตาย
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ของเซลล์แบบอะพอพโตซิส แต่เม่ือไดรั้บการกระตุน้ในปริมาณมากอาจส่งผลให้เกิดการตายของ
เซลล์แบบเน้ือร้ายหรือ necrosis กระบวนการอะพอพโตซิสท างานโดยอาศยั cysteine proteases 
หรือท่ีเรียกว่า caspases ซ่ึงเป็น protein cascade กระตุน้กนัเป็นทอดๆเพื่อให้เกิดการตายของเซลล ์
ลกัษณะการตายของเซลล์แบบอะพอพโตซิสท่ีศึกษาภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สงและกลอ้ง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนพบวา่ เซลล์มีการหดตวั (shrinking) มีรูปร่างรีเล็กอาจอยูเ่ป็นเซลล์เด่ียวหรือ
อยู่รวมกนัเป็นกลุ่มเล็กๆ และติดสียอ้มของ hematoxylin และ eosine เขม้อย่างเห็นได้ชัด ภายใน
เซลล ์cytoplasm หนาแน่น พบลกัษณะการรวมตวักนัของโครมาติน เรียกวา่ karyopyknosis และพบ 
fragment ของ DNA และนิวเคลียร์อยู่ภายในเซลล์ และตามมาด้วยการเกิด phagocytosis โดยไม่มี
การอกัเสบเกิดข้ึนกบัเซลลใ์กลเ้คียง (Elmore, 2007)  
 ในกระบวนการอะพอพโตซิสมีกลุ่มโปรตีนท่ีเป็น biochemical component เก่ียวขอ้ง 3 
ชนิด ได้แก่โปรตีนตระกูล B-cell lymphoma (Bcl-2) โปรตีนกลุ่ม apoptotic peptidase activating 
factor (Apaf-1) และโปรตีน caspases (Chinnaiyan, 1999) ซ่ึงโปรตีน caspase เป็นโปรตีนท่ีส าคญั
และมีบทบาทในกระบวนการตายของเซลล์แบบอะพอพโตซิส ประกอบดว้ยโปรตีน protease 14 
ชนิดเพื่อควบคุมการตายของเซลล์ โดยในเซลล์ปกติจะอยูใ่นรูป zymogens ท่ีเป็น inactive และจะ
ตอบสนองต่อส่ิงเร้าท่ีกระตุน้ให้เซลล์ตาย โดยกระตุน้กนัเป็นทอดๆ caspase แบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม
ไดแ้ก่ 1) caspase ท่ีตอบสนองทางภูมิคุม้กนัต่อจุลินทรียก่์อโรคและ inflammatory cytokine ไดแ้ก่ 
caspase -1, -4, -5, -11, -12, -13, และ -14 2) caspase ท่ีเป็น initiator apoptotic ไดแ้ก่ caspases-2, -8, 
-9, and -10 พบไดเ้ม่ือเกิดการเร่ิมตน้การตายของเซลล์แบบอะพอพโตซิส มีลกัษณะโดเมนท่ียาว 
สามารถเกิด auto-cleavage และสามารถกระตุ้น executioner caspases ใน downstream และ 3) 
executioner caspases-3, -6,  -7 เป็นตวัท่ีตอบสนองต่อ initiator caspase จึงท าให้เกิดการตายของ
เซลลแ์บบอะพอพโตซิส การเกิดอะพอพโตซิสแบ่งออกไดเ้ป็น 2 pathways ไดแ้ก่ intrinsic pathway 
และ extrinsic pathway 
 (1) intrinsic pathway คือการกระตุ้นการตายจากภายในเซลล์ซ่ึงมีความเก่ียวข้องกับ
โปรตีนในตระกูล B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) และการเปล่ียนแปลง permeability transition pore 
ของไมโทคอนเดรีย โดยจะเกิดการกระตุน้จากโปรตีน pro-apoptotic เช่น Bax และโปรตีน anti-
apoptotic เช่น Bcl-2 ท่ีอยู่บนผิวไซโตพลาสซึมของไมโทคอนเดรียและออร์แกเนลล์อ่ืนๆ และท า
หน้าท่ีเป็นตวัควบคุม permeability transition pore ของไมโทคอนเดรีย ท าให้เกิด depolarized และ
ไมโทคอนเดรียแตกตวัจากการท่ีไม่สมดุลของ osmolarity โดย pro-apoptotic ท าให้เกิดการหลั่ง 
cytochrome  C ออกสู่ cytosol ของเซลล์ ซ่ึง cytochrome C เป็น apoptogenic factor ท่ีสามารถจบั
กบั apoptotic protease-activating factor-1 (Apaf-1) และไปรวมตวักบั procaspase-9 เป็นโครงสร้าง
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ท่ี เรียกว่า apoptosome ซ่ึง procaspase-9 จะเปล่ียนรูปไปเป็น caspase-9 และกระตุ้น  caspases 
downsteam ต่อไปและเกิดการอะพอพโตซิสในท่ีสุด (ภาพท่ี 4) 
 

 
 

ภาพที ่4 แสดงการเกิดอะพอพโตซิสแบบ intrinsic pathway  (Erekat, 2018) 

 
 (2) extrinsic pathway คือการกระตุน้จากตวัรับท่ีอยู่บนผิวเซลล์ ประกอบไปด้วย trans 
membrane protein ได้แก่ tumor necrosis factor (TNF) หรือ nerve growth factor (NGF) receptor ท่ี
แสดงอยู่บนเซลล์เมมเบรน ซ่ึงจะท าให้ ligand เช่น FAS มาจบัและสามารถกระตุน้การตายของ
เซลล์แบบอะพอพโตซิสไดโ้ดยผ่านการกระตุน้ pro-caspase 8 และเปล่ียนรูปเป็น caspase 8 ซ่ึงจะ
สามารถกระตุน้ caspases downstream และท าใหเ้กิดอะพอพโตซิสต่อไปได ้(ภาพท่ี 5) 
 



 18 

 
 

ภาพที ่5 แสดงการเกิดอะพอพโตซิสแบบ extrinsic pathway  (Erekat, 2018) 

 

3.  อะพอพโตซิสและโรคพาร์กนิสัน 
 โรคพาร์กินสันเป็นโรคท่ีเกิดจากการตายของเซลลป์ระสาทโดปามีนในสมองส่วน SNpc 
ซ่ึงมีปัจจยัหลากหลายท่ีส่งผลให้เกิดการตายของเซลล ์จากการศึกษาจากลกัษณะสัณฐาน การศึกษา
ระดบัโมเลกุล การศึกษาในเซลล์เพาะเล้ียง การศึกษาในสัตวท์ดลองท่ีเป็นแบบจ าลองของโรคพาร์
กินสัน รวมถึงในเน้ือเยื่อสมองของผูป่้วยโรคพาร์กินสัน พบวา่อะพอพโตซิสเป็นกลไกหน่ึงท่ีส่งผล
ให้เกิดการตายของเซลล์ประสาทโดปามีน (Lev, Melamed, & Offen, 2003) โดยสังเกตได้จาก
ปริมาณการแสดงออกและการท างานของ caspase ท่ีเพิ่มข้ึนในสมองส่วน SNpc (Estornell et al., 
2001; Mogi et al., 2000) และยงัพบวา่ anti-apoptotic protein เช่น Bcl-2 ในแบบจ าลองของโรคพาร์
กินสันมีปริมาณเพิ่มข้ึนเพื่อปกป้องเซลล์ประสาทจากการตายหรือชะลอการเส่ือมของเซลล์ (Akao 
et al., 2002) นอกจากน้ียงัสามารถสังเกตไดจ้ากปริมาณ pro-apoptotic protein เช่น Bax ท่ีเพิ่มข้ึนใน
เน้ือเยื่อสมองของผูป่้วยโรคพาร์กินสัน (Tatton, 2000) ซ่ึงกลไกอะพอพโตซิสท่ีเก่ียวขอ้งอยา่งเห็น
ไดช้ดัคือ intrinsic pathway ท่ีส่งผลใหเ้กิดลกัษณะการเปล่ียนแปลงของ mitochondria ในเซลล ์โดย
มีการท างานของ complex I ลดลง มีการเพิ่มข้ึนของ ROS การหลัง่ Cytochrome C การขาดพลงังาน
ของเซลล์และตามมาด้วยการการท างานของ caspase-9 และ caspase-3 นอกจากน้ียงัพบว่าไมโท
คอนเดรียท่ีเกิด mutation อาจเก่ียวขอ้งกบัการสะสม α-syn และน ามาสู่การตายของเซลล์เช่นกนั 
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จากการศึกษาก่อนหน้าน้ีพบว่าหากให้สารเหน่ียวน าท่ีเป็นพิษกบัไมโทคอนเดรียส่งผลให้เกิดการ
สะสม α-syn และ lewy bodies ในสมองของ rodents และเซลล์เพาะเล้ียง มากไปกวา่นั้นการสะสม 
α-syn ยงัส่งผลใหก้ารท างานของไมโทคอนเดรียผิดปกติ โดยยบัย ั้งการท างานของ complex I ส่งผล
ให้มีการเพิ่มข้ึนของ ROS ซ่ึงลกัษณะดงักล่าวสามารถพบได้ในสมองส่วน sub stantia nigra ของ
ผูป่้วยโรคพาร์กินสัน งานวิจยัจ  านวนมากจึงนิยมใช้ลกัษณะความผิดปกติของไมโทคอนเดรียเป็น
ตวัลกัษณะท่ีบ่งช้ีโรคพาร์กินสันทั้งในมนุษยแ์ละสัตวท์ดลองหรือแบบจ าลองของโรคพาร์กินสัน 
(Erekat, 2018)  
 จากรายงานพบวา่โรคพาร์กินสันมีความสัมพนัธ์กบัการตายของเซลล์ประสาทโดปามีน
แบบอะพอพโตซิส ซ่ึงมีการแสดงออกของโปรตีน pro-apoptosis เพิ่มมากข้ึน โดยใน in vivo พบวา่ 
มีการแสดงออกของโปรตีน pro-apoptosis ไดแ้ก่ Bax และ caspase 3 รวมถึง apoptotic cell จ านวน
มากในเซลล์ประสาทโดปามีนและสมองส่วน substantia nigra ในสมองของผูป่้วยโรคพาร์กินสัน 
post mortem (Anglade, Vyas, Hirsch, & Agid, 1 9 9 7 ; Hartmann et al. , 2 0 0 1 ; Tatton, 2 0 0 0 ) 
เช่นเดียวกบัในสมองของหนูแรทท่ีถูกเหน่ียวน าดว้ย 6-OHDA (Ma et al., 2016) และยงัพบว่าใน
การศึกษาแบบ in vitro มีการแสดงออกของ Bax ในเซลล์เพาะเล้ียง mesencephalon ของหนูท่ีถูก
เหน่ียวน าให้เกิดพาร์กินสันดว้ย MPP+ (Tatton, 2000) และในเซลล์เพาะเล้ียง PC12 ท่ีถูกเหน่ียวน า
ด้วย 6-OHDA ซ่ึงพบว่าจ านวนของเซลล์ประสาทโดปามีนลดลงด้วย (Mei & Niu, 2014) Bax มี
ความเก่ียวขอ้งกบัลกัษณะพยาธิสภาพของโรค พบวา่มีการแสดงออกของ Bax ในเซลล์ประสาทโด
ปามีนและ lewy bodies ในสมองส่วน SNpc (Jia Liu,2018) จากงานวจิยัของ Tatton W.G. และคณะ
ท่ีท าการศึกษาแบบ in situ และการศึกษาลกัษณะนิวเคลียสของเซลล์ก่อนเกิดการตาย และ identify 
apoptotic factor พบว่ามีการท างานของ cytochrome c pro–caspase 9 และcaspase 3 ในสมองส่วน 
nigral ของผูป่้วย และยงัพบการเพิ่มข้ึนของโปรตีน Bax ซ่ึงมีความสัมพนัธ์กบัความสามารถในการ
ซึมผ่านของไมโทคอนเดรียซ่ึงส่งผลให้เกิดการเส่ือมของเซลล์ประสาทในสมองส่วน nigral และ
จากการศึกษา immunocytochemistry ในสมองของผูป่้วยพบวา่ไมโทคอนเดรียมีการตายท่ีเก่ียวขอ้ง
กั บ  p5 3 –glyceraldehyde-3 -phosphate dehydrogenase (GAPDH) –BAX pathway แ ล ะ  FAS 
receptor–FADD–caspase 8–BAX pathway (Tatton, Chalmers-Redman, Brown, & Tatton, 2003) 
 
 

4. B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) 
 B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) เป็นโปรตีน anti-apoptosis ในตระกูล Bcl-2 เดิมถูกระบุวา่มี
ความเก่ียวขอ้งกบัเซลล์มะเร็งต่อมน ้ าเหลืองท่ีมีตน้ก าเนิดจาก B-cell ต่อมาจึงถูกคน้พบวา่เป็น anti-
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apoptosis protein จากการลดปริมาณของ IL-3 และถูกพบว่ามีบทบาทในการป้องกนัการตายของ
เซลล์ในกระบวนการอะพอพโตซิสปกติ และในเซลล์ท่ีมีการเหน่ียวน าให้เกิดการตายแบบอะพอพ
โตซิสด้วยสารเคมีต่างๆ (Tsujimoto, 1998) Bcl-2 สังเคราะห์จากยีน BCL2 มีน ้ าหนักโมเลกุล
ประมาณ 26 kDa มี 2 ไอโซฟอร์มซ่ึงมีลักษณะการม้วนพับคล้ายกัน ได้แก่ Bcl-2 และ Bcl-xL 
ประกอบด้วยโดเมน Bcl-2 homology (BH) 4 โดเมน ได้แก่  BH1, BH2, BH3 และ BH4  จาก
การศึกษาด้วย Nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) พบว่า Bcl-2 มีโครงสร้าง ท่ี
ประกอบไปด้วย α-helices 8 อัน เช่ือมต่อด้วยลูปท่ีมีความยาวต่างกัน ซ่ึง α5 และ α6 เป็น
แกนกลางท่ีถูกหุ้มดว้ย hydrophobic helices และมี groove ขนาดใหญ่อยูท่ี่บริเวณ α3 (ภาพท่ี 6) ทั้ง 
Bcl-2 และ Bcl-xL นั้นมี arginine residue อยู่ในต าแหน่งท่ีแตกต่างกันซ่ึงสามารถจบักับโปรตีน 
pro-apoptosis และโปรตีนอ่ืนๆ ซ่ึงความแตกต่างของ binding groove อาจส่งผลต่อการจบัโปรตีน 
เน่ืองจากลกัษณะโครงสร้างท่ีไม่เอ้ืออ านวย (Petros, Olejniczak, & Fesik, 2004)  
 

 
 

ภาพที ่6 โครงสร้างสามมิติของ Bcl-2 แสดง Bcl-xL (A, B) และ Bcl-2 (C, D) (Petros et al., 2004) 

 
 
 การท างานของ Bcl-2 
 Bcl-2 มีหนา้ท่ียบัย ั้งการเกิดอะพอพโตซิส โดยยบัย ั้งการหลัง่ apoptogenic factors ไดแ้ก่ 
cytochrome c และ apoptosis-inducing factor (AIF) ออกสู่  cytosol ของเซลล์ (Kharbanda et al., 
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1997) โดย Bcl-2 จะย ับย ั้ งการเปล่ียนแปลง MOMP ท่ี เกิดจากการกระตุ้นของ pro-apoptotic 
proteins ดว้ยกลไกการยบัย ั้งการจบักนัของโปรตีน Bax กบั BH3-only protein (ภาพท่ี 7) ซ่ึงเม่ือเกิด
สัญญาณกระตุน้การตายของเซลล์ โปรตีน BH3-only protein ได้แก่ tBid/Bim จะสามารถจบักับ 
Bcl-2 และ เกิด เป็น  active Bcl-2 ท่ี ส ามารถจับกับ โปรตีน  Bax เพื่ อ ป้องกันไม่ ให้ เกิดการ 
Oligomerization หรือการรวมตวักนัของโปรตีน Bax บริเวณ outer membrane ของไมโทคอนเดรีย 
ซ่ึงโครงสร้างดงักล่าวสามารถพฒันาไปเป็น transition pore ได ้ในขณะเดียวกนัโปรตีน BH3-only 
protein จะจบักบัโปรตีน Bax ไดแ้ละเกิดการ active เช่นเดียวกนั ซ่ึงกระบวนการดงักล่าวจะเกิดข้ึน
พร้อมกนั ท าใหย้บัย ั้งการรวมตวักนัของโปรตีน Bax  (Dlugosz et al., 2006) 
 

 
 
ภาพที ่7 ภาพแสดงการท างานของ Bcl-2  แสดงการเปล่ียนแปลงรูปร่างของโปรตีน Bcl-2 เพื่อยบัย ั้ง

โปรตีน Bax ท่ีบริเวณ outer membrane ของไมโทคอนเดรีย (Dlugosz et al., 2006) 

 
 นอกจากน้ียงัพบวา่ Bcl-2 ช่วยเพิ่มการขบัโปรตอนออกจากไมโทคอนเดรียเพื่อไม่ให้เกิด
การเปล่ียนแปลงการซึมผ่านและการเปล่ียนแปลง membrane potential โดยการท างานของ Bcl-2 
จะถูกกระตุ้นด้วย pro-apoptotic proteins หรือการแตกตวัของโปรตีนท่ีเกิดจาก caspase cascade 
และเกิดการ phosphorylation ท่ีต  าแหน่ง serine/threonine ของโปรตีน Bcl-2 ได้หลากหลาย เช่น 
Ser-70 เป็นตน้ นอกจากน้ี Bcl-2 ยงัถูกกระตุน้ได้ดว้ยโปรตีนอ่ืนๆ ได้แก่ Bag-1 (Takayama et al., 
1995), Raf-1 (Wang, Rapp, & Reed, 1996) และ Smn (Iwahashi et al., 1997) โดย Bag-1 และ Raf-
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1 จะจบักบั N-terminal ของ Bcl-2 ท่ีมีโดเมน BH4 (Petros et al., 2004; Tsujimoto, 1998) ท าให้เกิด
การ activate และสามารถท างานได ้
 

5. Bcl-2 และโรคพาร์กนิสัน  
 จากรายงานก่อนหน้าน้ีพบว่าในผูป่้วยโรคพาร์กินสันมีโปรตีนกลุ่ม anti-apoptosis เช่น 
Mcl-1, Bcl-2, หรือ Bcl-xL จ  านวนลดลง (Xu et al., 2015) โดยท่ีโปรตีน Bcl-2 ลดลงอย่างเห็นได้
ชดัในผูป่้วยโรคพาร์กินสันซ่ึงมีความสัมพนัธ์กบัระยะเวลาและความรุนแรงของโรค (Blandini et 
al., 2003) มีการรายงานว่าการขาด Bcl-2 ส่งผลให้สูญเสีย motor neuron, sensory neuron และ 
sympathetic neurons (Opferman & Kothari, 2018) และเม่ือจ านวนเซลล์ประสาทโดปามีนลดลง
เม่ือการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 ลดลง (Khwanraj et al., 2015; Yu et al., 2011) งานวิจยัท่ีผา่น
มาระบุว่า Bcl-2 และ Bcl-xL สามารถยบัย ั้งการเกิด apoptosis ท่ีเกิดจากสารโดปามีนในเซลล์
ประสาทโดปามีน ในสมองส่วน nigrostriatal ของหนูแรทท่ีเหน่ียวน าให้เป็นโรคพาร์กินสันดว้ย 6-
OHDA (Hartmann et al., 2002; Ye et al., 2016) หากยบัย ั้งการแสดงออกของ Bcl-2 พบว่ามีการ
แสดงออกของ apoptotic protein ในเซลล์เพาะเล้ียง N2a และเซลล์ประสาทโดปามีน MN9D เพิ่ม
มากข้ึน (Robinson et al., 2018) และหากยบัย ั้งการแสดงออกของโปรตีน anti-apoptotic ชนิด Mcl-
1 ส่งผลให้เกิดการจบักันระหว่าง ubiquitin ผ่าน Parkin- และ PTEN-induced kinase 1 (PINK1) 
และเกิดการย่อยโปรตีนใน proteasome ใน HeLa cells (Carroll, Hollville, & Martin, 2014) และ
เม่ือเพิ่มการแสดงออกของ Bax ส่งผลให้เกิดการตายแบบอะพอพโตซิสของเซลล์ประสาทโดปามีน
ในสมองของหนูแรท (Robinson et al., 2018) นอกจากน้ีมีงานวจิยัพบวา่ การตายของเซลลป์ระสาท
โดปามีนในสมองส่วน striatum ลดลงหลงัจากไดรั้บ neurotoxin ในหนูไมส์ท่ีดดัแปลงพนัธุกรรม
ให้มีการแสดงออกของ human Bcl-2 เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุมและยงัพบว่าอตัราการรอดชีวิตของ
เซลล์ประสาทข้ึนอยูก่บัปริมาณการแสดงออกของ Bcl-2 (Offen et al., 1998) มากไปกว่านั้นการท่ี
ปริมาณ Bcl-2 เพิ่มข้ึนสามารถท าให้การเกิดความสมดุลของ apoptosis และ autophagy ในหนูไมส์
ท่ีถูกเหน่ียวน าใหมี้การแสดงอาการโรคพาร์กินสันดว้ย rotenone (Liu et al., 2018) 
 จากรายงานขา้งตน้การสูญเสียเซลล์ประสาทโดปามีนแบบอะพอพโตซิสในผูป่้วยโรค
พาร์กินสัน ถูกควบคุมผ่านวิถี Bax/Bcl-2  โดยเม่ือมีการแสดงออกของ Bcl-2 จ านวนมากส่งผล
ขดัขวางการท างานของ Bax ซ่ึงเป็นโปรตีน pro-apoptotic และยบัย ั้ง caspase cascade ส่งผลให้
เซลล์มีการรอดชีวิตเพิ่มมากข้ึน นอกจากน้ียงัพบว่า จ  านวนของ Bcl-2 มีความสัมพนัธ์กบัเอนไซม ์
TH ท่ีเป็นเอนไซม์ท่ีส าคญัในการสังเคราะห์ catecholamine ซ่ึงเป็นสารส่ือประสาทโดปามีนใน
สมอง โดยในผูป่้วยโรคพาร์กินสันจะมีเอนไซม์ TH ลดลงเน่ืองจากเซลล์ประสาทโดปามีนถูก
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ท าลาย จึงพบการแสดงออกของ Bcl-2 ลดลงและการแสดงออกของ Bax เพิ่มข้ึน (Blandini et al., 
2004; Khwanraj et al., 2015; Liu et al., 2019)  
 

6. 1-Methyl-4-phenylpyridinium (MPP+) 
 1-Methyl-4-phenylpyridinium (MPP+) เป็ นส าร  neurotoxin ท่ี ใช้ เห น่ี ยวน าให้ เกิ ด
ลกัษณะของโรคพาร์กินสันท่ีไดจ้ากกระบวนการ metabolism MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine) ซ่ึงถูกคน้พบเป็นคร้ังแรกโดย Barry Kidson ในปี ค.ศ. 1976 โดยพบวา่ MPTP 
ท าให้มนุษยมี์การแสดงอาการ bradykinesia ท่ีรุนแรงและออกฤทธ์ิต่อระบบประสาท รวมถึงเกิด
การท าลายเซลล์ประสาทโดปามีนในสมองส่วน substantia nigra และรบกวนระบบประสาทโดปา
มีน MPTP จึงถูกใช้เป็นสารเหน่ียวน าให้เกิดโรคพาร์กินสัน มีการรายงานว่า MPTP มีโครงสร้าง
คลา้ยกบัสารก าจดัวชัพืช ไดแ้ก่ paraquat และยาก าจดัแมลง ไดแ้ก่ rotenone ซ่ึงการเกิดโรคพาร์กิน
สันมีความสัมพนัธ์กบัปริมาณการไดรั้บสารก าจดัวชัพืช (Bhidayasiri et al., 2011; Di Monte et al., 
1986)  

 
 

ภาพที่ 8 แสดงการเมทาบอลิซึมสาร MPTP ไปเป็น MPP+  ด้วยเอนไซม์ MAO-B (Jackson-Lewis 

& Smeyne, 2005) 

 
 MPP+ เป็นสาร neurotoxin ท่ี ได้จากกระบวนการ metabolism MPTP (1-methyl-4-
phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine) ด้วยเอนไซม์ monoamine oxidase-B (MAO-B) ท่ีอยู่ภายในเก
ลียเซลล์ (ภาพท่ี 8) โดย MPTP สามารถผา่น blood brain barrier (BBB) และจะถูกขนส่งไปยงัเกลีย
เซลล์และเปล่ียนเป็น MPP+ ซ่ึงในเกลียเซลล์ประกอบไปดว้ย  MAO จ  านวนมาก จากนั้น MPP+ จึง
สามารถออกฤทธ์ิเป็น neurotoxin ซ่ึงเซลล ์astrocyte เป็นเซลลแ์รกท่ีจะไดรั้บผลกระทบจากสารพิษ
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น้ี  พบว่าส ามารถกระตุ้น ให้ มี การเพิ่ ม ข้ึนของ TNF-alpha, interleukin-1-beta (IL- 1b) และ 
interleukin-6 (IL-6) มีการสังเคราะห์ nitric oxide (NO) เพิ่มมากข้ึน ซ่ึงการสังเคราะห์ NO มี 3 ไอ
โซฟอร์ม ได้แก่ endothelial NOS (eNOS) พบได้ท่ีหลอดเลือดสมอง ซ่ึงไม่เก่ียวข้องกับ MPTP, 
neuronal NOS (nNOS) พบได้ทัว่ไปในสมองมีฤทธ์ิในการปกป้องเซลล์ประสาท ซ่ึงพบว่าเม่ือให ้
MPTP กับหนูท่ีท าการ knock out ยีน nNOS สมองส่วน SNpc จะถูกท าลาย และไอโซฟอร์ม 
Inducible nitric oxide synthase (iNOS) พบมากท่ีสุดในสมองส่วน SNpc ท่ีเกิดพยาธิสภาพทั้งใน
สมองของผูป่้วยโรคพาร์กินสันและในหนูไมส์ท่ีได้รับ MPTP โดย iNOS สามารถท าให้เกิดการ
สร้าง NO จ  านวนมากซ่ึงสามารถแพร่ผ่านเยื่อหุ้มเซลล์และเป็นพิษต่อเซลล์ (Jackson-Lewis & 
Smeyne, 2005) 
 โดย MPP+ สามารถผ่านเขา้เซลล์ประสาทโดปามีนไดท้าง dopamine transporter (DAT) 
และสามารถเข้าสู่ไมโทคอนเดรียได้หลายวิธี ได้แก่ ทางห่วงโซ่การขนส่งอิเล็กตรอน (electron 
transport chain) หรืออยู่ในรูป vesicle แล้วแทรกผ่านการขนส่ง monoamine เม่ือผ่านเข้าไปแล้ว
ส่งผลให้ความต่างศกัยไ์ฟฟ้าท่ีเยื่อหุ้มเซลล์ (electrical gradient) เปล่ียนแปลงไป เกิดการยบัย ั้งการ
ขนส่งเอนไซม์ NADH (complex I) ส่งผลให้การสร้าง ATP ลดลง และมีปริมาณ  superoxide 
(SOD), oxidative stress และ Reactive oxygen species (ROS) เพิ่มมากข้ึน น าไปสู่การตายของเซลล ์
(Singer et al., 1988; Smeyne & Jackson-Lewis, 2005) จากรายงานพบวา่เซลล์ PC12 ท่ีไดรั้บ MPP+ 
ท  าให้เกิดการตายของเซลล์ท่ีคล้ายกับในโรคพาร์กินสัน โดยเกิดการเปล่ียนแปลง membrane 
potential ของไมโทคอนเดรีย มีปริมาณ reactive oxygen species (ROS) เพิ่มมากข้ึน เกิด GSH 
depletion และมีการท างานของ caspase-3 เพิ่มมากข้ึนในขณะท่ีการท างานและแสดงออกของ Bcl-2 
ลดลง (Guan et al., 2006) เซลล์ประสาท MN9D และเซลล์ SH-SY5Y ท่ีถูกเหน่ียวน าความเป็นพิษ
ด้วย MPP+ ท  าให้เกิดลักษณะของ necrosis โดยมีลักษณะการบวมของไมโทคอนเดรียและมี 
heterochromatid และไรโบโซมกระจายอยู่ทัว่บริเวณท่ีเซลล์เกิดการตาย เซลล์เมมเบรนแตกออก 
ความหนาแน่นในไซโตซอลเปล่ียนแปลงไป เกิดการรวมตวัของเศษนิวเคลียสเป็นแวคิวโอลอยา่ง
เห็นได้ชัด กอลจิคอมเพล็กซ์สลายไป รวมถึงมีปริมาณ ROS เพิ่มมากข้ึน (Choi et al., 1999; 
Sheehan et al., 1997) และจากการศึกษาของ Ito และคณะปี ค.ศ. 2017 พบวา่ Necostatin-1 (Nec-1) 
ซ่ึงเป็นตัวยบัย ั้งการเกิด necroptic หรือการตายอย่างหน่ึงท่ีมีลักษณะคล้ายกับการเกิด necrosis 
สามารถยบัย ั้งการตายของเซลล์ได้ SH-SY5Y ท่ีไดรั้บสารพิษ MPP+ และ rotenone ได ้โดยรักษา
ปริมาณ ATP ภายในเซลล์ในคงท่ีและลดการเปล่ียนแปลง membrane potential ของไมโทคอนเดรีย
โดยยงัคงเกิดการเปล่ียนแปลงรูปร่างของไมโทคอนเดรีย (Ito et al., 2017) นอกจากน้ีในหนูไมส์ 
หนูแรทและสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม (primate) ท่ีไดรั้บ MPP+ มีการแสดงความผิดปรกติของพฤติกรรม
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ท่ีเก่ียวขอ้งกบัระบบประสาทสั่งการ เช่น การเคล่ือนไหวกลา้มเน้ือลดลง (hypokinesia) กลา้มเน้ือ
แข็งเกร็ง (rigidity) การสูญเสียการทรงตวั และอาการสั่น (tremor) ซ่ึงคลา้ยกบัโรคพาร์กินสันท่ีพบ
ได้ในมนุษย ์ส่งผลให้งานวิจยัจ  านวนมากในปัจจุบนัจึงนิยมใช้ MPP+ เป็นสารเหน่ียวน าให้เกิด
ลกัษณะของโรคพาร์กินสัน (Sedelis et al., 2001; Zeng et al., 2018) 
 นอกจากน้ียงัมีสารพิษอ่ืนๆท่ีท าให้เกิดอาการของโรคพาร์กินสันและการสูญเสียเซลลโ์ด
ปามีน ไดแ้ก่ rotenone, 6-OHDA และ paraquat (Zeng et al., 2018) rotenone เป็นยาก าจดัแมลงท่ีใช้
กนัอยา่งแพร่หลาย มีคุณสมติัในการผา่น bbb เขา้สู่สมองและเซลลต่์างๆไดโ้ดยไม่อาศยักลไกขนส่ง
ท่ีจ าเพาะ ซ่ึงจากรายงานพบว่า rotenone สามารถยบัย ั้งการท างานของไมโทคอนเดรียท่ีบริเวณ 
complex I และรบกวนการขนส่งสารโดปามีนใน nigrostriatal pathway รวมถึงท าให้เกิดการสะสม 
lewy body ภายในสมอง แต่เน่ืองจากคุณสมบติัความคงตวัของสารและการออกฤทธ์ิไม่จ  าเพาะ
เจาะจงในสัตวท์ดลอง จึงยงัไม่เป็นท่ีนิยมส าหรับน ามาใชใ้นการเหน่ียวน าโรคพาร์กินสัน 6-OHDA 
เป็นสารเคมีท่ีสามารถเขา้สู่ของเซลล์ประสาทโดปามีนและเซลล์ในปมประสาทซิมพาเทติก ไดแ้ก่
เซลลป์ระสาทท่ีสร้างสารส่ือประสาทนอร์อะดรีนาลีน (noradrenaline) เม่ือเขา้สู่เซลลแ์ละจะกระตุน้
การสร้าง ROS และ  free radicals ส่งผลให้ เกิดการเส่ือมของเซลล์ประสาทในบริเวณ locus 
coeruleus และ nigrostriatal น ายมใช้ในสัตว์ทดลองโดยการฉีดเข้าไปในบริเวณท่ีสนใจศึกษา
โดยเฉพาะ paraquat หรือยาก าจกัศตัรูพืชมีโครงสร้างคลา้ยกบั MPP+ สามารถเขา้สู่เซลลป์ระสาทได้
เช่นเดียวกันแต่ยงัไม่ทราบกลไกท่ีแน่ชัด เม่ือเข้าเซลล์แล้วกระตุ้นให้มีการสร้าง ROS และ SO 
น าไปสู่การตายของเซลล ์จากรายงานระบุวา่ paraquat ไม่มีฤทธ์ิยบัย ั้งท่ี complex I แต่จะกระตุน้การ
ตายของเซลลป์ระสาทในสมองส่วนต่างๆจากการผลิตสารอนุมูลอิสระ (Tieu, 2011) 
 
 

7. กระทงลาย (Celastrus paniculatus)  
 กระทงลาย (Celastrus paniulatus) ห รือกระทุงลาย ห รือมะแตก เป็นพื ชในวงศ ์
CELASTRACEAE เป็นไมเ้ถาเน้ือแข็งขนาดใหญ่ ล าตน้สูงประมาณ 10 เมตร ใบเด่ียวเรียงสลบั มี
ลกัษณะรีเป็นรูปไข่ หรือไข่กลบั ปลายใบแหลม โคนใบมน ขอบใบจกัเป็นคล่ืนถ่ีๆ ออกดอกตาม
ปลายก่ิง ช่อดอกแบบช่อแยกแขนง ดอกมีลกัษณะเล็ก สีขาวอมเหลือง มีจ านวนมาก ผลลกัษณะ
กลมมีเส้นผา่นศูนยก์ลางประมาณ 7 มิลลิเมตร ผลแก่เป็นสีส้มปนเหลืองและแตกตามผนงัออกเป็น 
3 กลีบ เมล็ดมีลักษณะรีเป็นรูปไข่ มีเมล็ดจ านวน 3-6 เมล็ด มีเน้ือสีแดงอมน ้ าตาลหุ้มโดยรอบ 
กระทงลายเป็นพืชพื้นบ้านในประเทศอินเดียและพบได้มากในภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้
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ไดแ้ก่ จีน อินโดนีเซีย มาเลเซีย เมียนมาร์ เนปาล ศรีลงักา ไทย เวียดนาม และเกาะแปซิฟิก รวมถึง
ในออสเตรเลีย (Deodhar & Shinde, 2015b) (ภาพท่ี 9) 

 
 

ภาพที ่9 กระทงลาย  
 
 ในประเทศไทยนิยมน าน ้ ามนัจากเมล็ดกระทงลายมาใช้เป็นยานวดคลายกลา้มเน้ือ แก้
โรคเหน็บชา ในอดีตใชเ้ป็นน ้ามนัเช้ือเพลิง น ้ามนัตามไฟหรือน ามาเคลือบกระดาษกนัน ้าซึมและใช้
เป็นยาขบัเหง่ือ จากการศึกษาพบวา่เมล็ดใชท้  ายาได ้โดยในประเทศอินเดียมีการน าเมล็ดกระทงลาย
มาใช้ป้องกันละรักษาโรคอย่างแพร่หลาย ซ่ึงเมล็ดกระทงลายมีองค์ประกอบทางพฤกษเคมี 
(phytochemical constituents) ท่ีหลากหลาย โดยแบ่งออกเป็นกลุ่มดงัน้ี 
 (1) Fixed oil (Sengupta & Bhargava, 1970) 
 (2) Alkaloids 
 ได้แ ก่  paniculatine A, paniculatine B, celastrine, celapanine, celapanigine, celapagine 
และ 
wifornine F (Basu & Pabrai, 1946; Lu et al., 2006) (ภาพท่ี 10) 
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ภาพที ่10 โครงสร้างของ celastrine (A) และ paniculatine (B) 

 
 (3) Polyalcohols 
 ไ ด้ แ ก่  malangunin, malkanginnol, malkanguniol แ ล ะ  paniculatadiol ( Shashank, 
Rajendra, & Mistry, 2017) 
 (4) Triterpenoid 
 ได้แ ก่  pristimerin ซ่ึ งมีลักษณะโครงส ร้างเป็น  β-dihydroagarofuran sesquiterpene 
polyesters (Sang, Wang, Tu, & Chen, 1991) (ภาพท่ี 11) 

 
 

ภาพที ่11 โครงสร้างของ pristimerin 

  
 โดยในสารสกัดจากเมล็ดกระทงลายมีองค์ประกอบทางพฤษเคมีท่ีหลากหลาย อาทิ 
สารประกอบเทอร์พีน เอสเทอร์ กรดไขมนัอ่ิมตวัและไม่อ่ิมตวั เป็นตน้ โดยมีสารออกฤทธ์ิ (bio-
active compound) ได้แ ก่  ก ลุ่ม  alkaloids เช่น  celastrine และ  paniculatin ก ลุ่ม  terpenoids เช่น 
phytol และ linalool กลุ่มกรดไขมัน เช่น palmitic acid, tetracosanol, กรดอะซิติก (acetic acids), 
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กรดเบนโซอิก (benzoic acids) และ สเตอรอล (sterol) (Arora & Pandey-Rai, 2014; Avinash & 
Waman, 2014; Shashank et al., 2017) 
 โดยสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายมีลกัษณะเป็นน ้ ามนัสีเหลืองน ้ าตาล ในการศึกษาก่อน
หน้าน้ีพบว่าสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายมีฤทธ์ิหลากหลาย ดงัสรุปในตารางท่ี 2 จากรายงานระบุ
วา่สามารถตา้นการเจ็บปวดและการอกัเสบในหนูแรทท่ีถูกเหน่ียวน าให้เกิดความเจ็บปวดดว้ย tail 
immersion, hot plate และ acetic acid-induced writhing โดยหนูแรทท่ีได้รับสารสกัดจากเมล็ด
กระทงลาย มีขนาดบาดแผลและพฤติกรรมการตอบสนองความเจ็บปวดลดลง (Kulkarni et al., 
2015) สามารถป้องกนัการเกิดแผลในกระเพาะของอาหารหนูแรทท่ีเป็น pyloric ligation โดยลด
การอกัเสบ จากการลด inflammatory cytokine ได้แก่ TNF-α, IL-6 และเพิ่ม IL-10 ซ่ึงเป็น anti-
inflammatory cytokine รวมถึงลดความเป็นกรดและการหลัง่น ้ าย่อยในกระเพาะอาหาร (Lekha et 
al., 2010; Palle et al., 2018) นอกจากน้ีสารสกัดจากเมล็ดกระทงลายยงัสามารถลดระดับไขมัน 
LDL ไตรกลีเซอร์ไรด์ และคอลเลสเตอรอลในเลือดรวมถึงลดการสะสมไขมนัในชั้น tunica intima 
แ ล ะ  tunica medium ข อ งห ล อ ด เลื อ ด แ ด ง ให ญ่  (Aorta)  ข อ ง ห นู แ รท ท่ี มี ไ ข มั น สู ง 
(Hypercholestremic rats) โดยกระตุ้นการหลั่งน ้ าดีส่งผลให้มีการก าจดัไขมัน ในขณะท่ีปริมาณ
ไขมัน  HDL เพิ่ ม ข้ึน  โดยการเพิ่ มการท างานของเอนไซม์  lipoprotein lipase และ lecithin-
cholesterol acyltransferase (LCAT) (Patil et al., 2010) ป้องกนัการลุกลามของพยาธิสภาพ โดยลด 
inflammatory cytokines และ oxidant stress ในหนูแรทท่ีเป็นโรคขอ้ต่ออกัเสบ (Kothavade, Bulani, 
Deshpande, Chowdhury, & Juvekar, 2015) และยงัยบัย ั้งการเกิดการตายของเซลล์แบบ apoptosis 
ในเซลล์เพาะเล้ียง C2C12 murine muscle cells ท่ีเหน่ียวน าด้วย MPP+ โดยปริมาณ cytochrome C 
และอตัราการตายของเซลล์ลดลงรวมทั้งมีปริมาณของ SOD และ CAT เพิ่มมากข้ึน (Kumar et al., 
2015)  
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 สารสกดัจากเมล็ดกระทงลายมีฤทธ์ิต่อระบบประสาทและสมอง ดงัสรุปในตารางท่ี 3 
พบวา่มีฤทธ์ิในการกดประสาทและต่อตา้นการชกัในหนูแรท (Saini, Chaudhary, & Sharma, 2012) 
ส ามารถ เพิ่ มประสิท ธิภาพความจ าและการเรียน รู้  (cognitive function) โดยลดเอนไซม ์
acetylcholinesterase ส่งผลให้ acetylcholine (ACh) ซ่ึงเป็นสารส่ือประสาทในสมองของหนูแรท
เพิ่มมากข้ึน (Alama & Haqu, 2011; Bhanumathy et al., 2010) ลด norepinephine (NE), dopamine 
(DA), serotonin (5-HT) และสารลดอนุมูลอิสระ เช่น malondialdehyde อีกทั้งกระตุ้นการเพิ่มข้ึน
ของ glutathione และ catalase  ในสมองของหนูแรทจึงส่งผลให้มีพฤติกรรมความจ าและการเรียนรู้
ท่ี ดี ข้ึน จากการทดสอบ avoidance task และ spatial test (Kumar & Gupta, 2002; Nalini et al., 
1995) ปกป้องเซลล์ประสาทจากความเป็นพิษของสารส่ือประสาทกลูตาเมทใน embryonic brain 
neuronal cells โดยรบกวนการท างานของ glutamate receptor เพื่อยบัย ั้งไม่ให้ Ca2+ ไหลเขา้เซลล์
มากเกินไป (Godkar et al., 2004) และสามารถตา้นอนุมูลอิสระไดท้ั้งใน in vivo และ in vitro โดย
ลดปริมาณ oxidative stress และ free radicals ในหนูไมส์ท่ีมีความเครียดแบบ acute และ chronic 
immobilization stress ได ้รวมถึงเพิ่มเอนไซมต์า้นอนุมูลอิสระ เช่น SOD, CAT และ GR ในเน้ือเยื่อ
สมองหนูไมค์และในเซลล์เพาะเล้ียง brain neuronal cells (FBNC) (Godkar et al., 2003; Godkar et 
al., 2006; Kumar & Gupta, 2002; Lekha et al., 2010; Russo et al., 2001)  
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ตางรางที ่3 แสดงฤทธ์ิและกลไกการออกฤทธ์ิต่อระบบประสาทของสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายท่ี
สกดัดว้ยตวัท าละลายชนิดต่างๆ 
 

ชนิดของสารสกดัจาก 
เมลด็กระทงลาย 

ฤทธ์ิต่อระบบประสาท อ้างองิ 

น ้ามนัจากเมล็ดกระทงลาย - เพิ่มความจ าและการเรียนรู้โดยลด NE, DA, 5-HT และเม
ทาบอไลตใ์นสมองหนูแรท 
- เพิ่มกระบวนการทางความจ าในหนูแรทเม่ือเทียบกบัหนู
แรทท่ีไดรั้บ vasopressin 
- ปรับปรุงกระบวนการความจ าแบบ cognitive ในหนูแรท
ท่ีถูกเหน่ียวน าใหเ้กิดความจ าลดลง 
- เพิ่มความจ าและการเรียนรู้ในหนูแรทท่ีมีความเครียด
เร้ือรัง 

Bhanumathy et al., 
2010; Karanth et al., 
1981; Gattu et al., 
1997 
Bhagya et al., 2016 
 

สารสกดัท่ีสกดัดว้ยเอทา
นอลและเมทานอล 

- ปกป้องเซลลป์ระสาทจาก hydrogen peroxides ในสมอง
หนูแรท 
- ปรับปรุงความเครียดและลด oxidative stress ในหนูเมาส์
ท่ีถูกเหน่ียวน าใหเ้กิดความเสียหายต่อเซลลป์ระสาทดว้ย 
3-nitropropionic acid 

Malik et al., 2016 
Godkar et al., 2006 
 

สารสกดัท่ีสกดัดว้ย
ปิโตรเลียมอีเทอร์ 

- ลดพฤติกรรมความวติกกงัวลในหนูแรท Jadhav et al., 2013 
 

สารสกดัท่ีสกดัดว้ยน ้า - ลดการตายของเซลลป์ระสาทท่ีถูกเหน่ียวน าใหเ้กิดพิษ
ดว้ยกลูตามเมทโดยควบคุมท่ีตวัรับกลูตาเมทในเซลล์
เพาะเล้ียง FBNC 
- เพิ่มความจ าและการเรียนรู้ในหนูแรทโดยลดสารอนุมูล
อิสระภายในสมองหนู 
- เพิ่มกระบวนการความจ าโดยเพิ่มสาร acetylcholine ใน
สมองของหนูแรท 

Godkar et al., 2003; 
Kumar et al., 2010; 
Bhanumathy et al., 
2010 
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 นอกจากน้ียงัสามารถตา้นการเจริญเติบโตของแบคทีเรียหลายชนิด ไดแ้ก่ Micrococcus 
pyogenes, Bacillus cereus, Salmonella typhosa, Bacillus subtilis, Salmonella dysentrica, 
Salmonella paratyphi, Salmonella marcescens, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Pseudomonas 
pyocyana, Pseudomonas morganii, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus lutea, 
Staphylococcus aureus แ ล ะ  Klebsiella pneumonia (Deodhar & Shinde, 2015a)  แ ล ะ ต้ า น ก า ร
เจริญเติบโตของเช้ือรา ได้แก่ Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum, Trichophyton 
soudanense, Candida albicans, Torulopsis glabrata แ ล ะ  Candida krusei (Deodhar & Shinde, 
2015b) 
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บทที ่3 

ระเบียบวธีิวจิยั (Research Methodology) 

 

 1.  การเตรียมสารสกดัจากเมลด็กระทงลาย 
 เมล็ดกระทงลาย (Celastrus paniculatus seed) ตากแห้ง ได้รับความอนุเคราะห์จาก
เทศบาลต าบลทุ่งขา้วพวง จงัหวดัเชียงใหม่ น ามาบดอย่างหยาบดว้ยเคร่ืองป่ันหรือโกร่งบดยา แลว้
แช่กบัตวัท าละลายก่ึงมีขั้ว 95% เอทานอล อตัราส่วน 1:3 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นกรองผ่าน
กระดาษกรอง Whatman No.4 โดยระวงัไม่ให้มีตะกอนของเมล็ดกระทงลายตกออกมา น าสารสกดั
หยาบจากเมล็ดกระทงลายไประเหยให้แห้งด้วยเคร่ือง rotary evaporator ซ่ึงเป็นเคร่ืองมือท่ีอาศยั
หลกัการกลัน่ดว้ยสุญญากาศ คือการกลัน่ท่ีด าเนินการภายใตค้วามดนัความดนัท่ีลดลง เพื่อแยกตวั
ท าละลายออกจากสารสกดัและท าให้สารสกดัเขม้ขน้ข้ึน ซ่ึงเป็นวิธีการทัว่ไปท่ีนิยมใช้ในขั้นตอน
การสกดัสารจากพืชเน่ืองจากใชเ้วลาการระเหยสั้น โดยตวัท าละลายจะถูกท าให้ระเหยออกจากสาร
สกดัและกลายเป็นไอด้วยระบบสุญญากาศ จากนั้นไอจะถูกป๊ัมให้เคล่ือนมาพบกบัความเย็นใน
ระบบ เกิดการควบแน่นและเกิดการคืนสภาพของสารละลาย ซ่ึงสามารถน ากลบัมาใชใ้หม่ได ้ 
 

ภาพที ่12 เคร่ือง rotary evaporator (EYELA-N-100s) และ water bath (EYELA- SB-1000) 
  
 น าสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายแบ่งใส่ evaporating flask คร้ังละประมาณ 20 ml แล้ว
น าไปต่อเขา้กบัเคร่ือง rotary evaporator (EYELA-N-100s) (ภาพท่ี 10) โดยจดัต าแหน่งให้ส่วนกน้
ขวดแตะกบัผวิน ้าใน water bath ท่ีตั้งอุณหภูมิน ้าไว ้50-51°C และเปิดเคร่ือง ระบบป๊ัมสุญญากาศจะ
เร่ิมท างานเพื่อท าการระเหย โดยปกติเอทานอลจะมีจุดเดือดอยท่ีู 78.5 °C เม่ืออยูใ่นระบบท่ีลดความ
ดนัจะส่งผลให้สามารถระเหยได้ในจุดเดือดท่ีต ่าลง เม่ือระเหยไปสักพกัจะสังเกตเห็นเอทานอล
ระเหยจาก evaporating flask เข้าสู่ condenser ท่ีท าหน้าท่ีควบแน่นไอระเหยของเอทานอลอยู่ใน
สถานะของเหลวและไหลลงสู่ collecting flask ท่ีรองอยูใ่ต ้condenser ในขณะเดียวกนัสารสกดัท่ีอยู่
ใน evaporating flask จะมีลกัษณะหนืดขน้มากข้ึน เม่ือเอทานอลระเหยหมดให้ท าการเติมสารสกดั
หยาบจากเมล็ดกระทงลายลงไปเพิ่มและท าขั้นตอนน้ีซ ้ าจนสารสกดัหมด จะไดส้ารสกดัหยาบจาก
เมล็ดกระทงลาย (CPSE) ท่ีมีลกัษณะเป็นน ้ าสีน ้าตาลเหลืองลกัษณะหนืดขน้คลา้ยน ้ ามนัเหลืออยูใ่น 
evaporating flask เสร็จแลว้ท าการถ่ายสารสกดักระทงลายลงในภาชนะหรือบีกเกอร์ แลว้ตั้งทิ้งไวท่ี้
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อุณหภูมิห้องเพื่อให้ระเหยเป็นเวลา 24 ชัว่โมง เก็บในภาชนะมีฝาปิด ท่ีอุณหภูมิห้อง แลว้แบ่งสาร
สกดับางส่วนมาท าการแยกสารสกดัตามคุณสมบติัการมีขั้วของสาร 
  การแยกสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายตามสมบติัการมีขั้ว (Partition) เป็นวิธีการแยกสาร
สกดัตามสมบติัการมีขั้ว โดยตวัถูกละลายจะสามารถละลายไดใ้นตวัท าละลายท่ีมีสมบติัเหมือนกนั 
กล่าวคือตวัถูกละลายท่ีมีขั้วจะละลายในตวัท าละลายท่ีมีขั้ว และตวัถูกละลายท่ีไม่มีขั้วจะละลายใน
ตวัท าละลายท่ีไม่มีขั้ว เน่ืองจากแรงดึงดูดระหว่างขั้วของสารทั้งสองชนิด ในกรณีท่ีสารหน่ึงมีขั้ว
น้อยกว่าอีกสารหน่ึงความสามารถในการละลายจะลดลง ซ่ึงในการแยกสารสกดัหยาบจากเมล็ด
กระทงลายจะใชต้วัท าละลายท่ีมีขั้วต่างกนัไดแ้ก่ เฮกเซน เอทิลอะซิเตท และน ้า (ภาพท่ี 13) 
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ภาพที ่13 แสดงสมบติัการมีขั้วของตวัท าละลายชนิดต่างๆ  (Biochemistry, 2017) 

 
 โดยจะน าสารสกดัหยาบจากเมล็ดกระทงลายมาละลายใน 100% เฮกเซน อตัราส่วน 1:5 
แลว้เทใส่ separating funnel เขยา่ให้เขา้กนั ตั้งพกัไว ้10 นาทีเพื่อให้สารแยกชั้น จะสังเกตเห็นสาร
สกดัแยกออกเป็น 2 ชั้น ซ่ึงสารสกดัท่ีมีขั้วมากกวา่จะอยูด่่านล่างและสารสกดัท่ีมีขั้วนอ้ยกวา่จะอยู่
ดา้นบน ท าการไขก๊อกเพื่อให้สารสกดัท่ีมีขั้วไหลมากออกมาสู่ภาชนะท่ีรองไวโ้ดยระวงัไม่ใชส้าร
สกดัทั้ง 2 ชั้นไหลลงมารวมกนั จากนั้นเทสารสกดัท่ีมีขั้วน้อยกวา่ (ส่วนท่ีละลายในเฮกเซน) ออก
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ทางดา้นบนของ separating funnel ใส่ลงในอีกภาชนะหน่ึง แลว้น าไประเหยเฮกเซนออกดว้ยเคร่ือง 
rotary evaporator เม่ือระเหยแล้วจะได้สารสกัดจากเมล็ดกระทงลาย ท่ี มีขั้ วต ่ า  ตั้ งทิ้ งไว้ท่ี
อุณหภูมิห้องและเก็บในภาชนะมีฝาปิด ท่ีอุณหภูมิห้อง ในการแยกสารสกดัจากเมล็ดกระทงลาย
ดว้ยตวัท าละลายท่ีมีขั้วกลางและขั้วสูง ท าเช่นเดียวกบัขั้นตอนขา้งตน้ โดยการน าสารสกดัชั้นล่างท่ี
ถูกไขออกมาก่อนมาผสมกบัตวัท าละลายชนิดอ่ืนต่อไป ในขั้นตอนน้ีจะท าให้ไดเ้ศษส่วนของสาร
สกดัจากเมล็ดกระทงลาย 3 ชนิด ไดแ้ก่ 
 (1) เศษส่วนท่ีแยกดว้ยเฮกเซน มีขั้วต ่า (CPSE-E/H) 
 (2) เศษส่วนท่ีแยกดว้ยเอทิลอะซิเตท มีขั้วปานกลาง (CPSE-E/EA) 
 (3) เศษส่วนท่ีแยกดว้ยน ้า มีขั้วสูง (CPSE-E//W) 
 

2.  เซลล์เพาะเลีย้ง (Cell culture) 
2.1  เซลลเ์พาะเล้ียง SH-SY5Y   
 เซลล์เพาะเล้ียง SH-SY5Y (ATCC®CRL-2266™) ไดรั้บความอนุเคราะห์จากหน่วยวิจยั
ประสาทวิทยาศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัมหิดล เป็นเซลล์ neuroblastoma ของมนุษยท่ี์
นิยมน ามาศึกษาโรคเก่ียวกบัระบบประสาทแบบ in vitro มีงานวิจยัจ านวนมากน ามาใช้เพื่อศึกษา
กระบวนการเมทาบอลิซึมของเซลล์ประสาท การท างานและกระบวนการท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเส่ือม
ของระบบประสาท ความเป็นพิษและการปกป้องเซลลป์ระสาท ซ่ึงเซลล์ SH-SY5Y มีคุณสมบติัใน
การสร้างสารส่ือประสาทโดปามีนไดเ้ช่นเดียวกบัเซลล์ประสาทโดปามีนในสมองส่วน substantia 
nigra (Xie et al., 2010) ในการศึกษาน้ีใช้เซลล์เพาะเล้ียง SH-SY5Y passage ท่ี 19-24 เล้ียงใน 25 
cm3 cell culture flask โดยใช้อ าห าร เล้ี ย ง เซลล์  Eagle’s Minimum Essential Medium Mixture 
(MEM) ผสมกับ  Ham’s F12 Nutrient mixture ในอัตราส่วน 1:1 และ 10% fetal bovine serum 
(FBS) (Gibco), 0.5% sodium pyruvate (Sigma), 0.005% non-essential amino acid (Gibco) และ 
2% sodium bicarbonate (Sigma) และ 1% antibiotics (Gibco) เล้ี ยงภายในตู้ incubator ภายใต้
อุณหภูมิ 37°C, 5% CO2 
 
 2.2  การซบัคลัเจอร์ (subculture) 
 เม่ือเซลล์ SH-SY5Y มีจ  านวนมากกว่า 80% มีลกัษณะเซลล์เรียวคลา้ยกระสวย มีการยื่น
ของโพรเซสแผอ่อกจากตวัเซลล์และเรียงตวัไม่ซอ้นทบักนั ท าการดูดอาหารออกแลว้ลา้งดว้ย 0.1 M 
sterile PBS ปริมาณ 3-5 ml จากนั้ นเติม 0.25% trypsin 1 ml แล้วน าเข้าตู้บ่ม 37°C, 5% CO2 เป็น
เวลา 3 นาที เม่ือครบเวลาน ามาส่องภายใตก้ลอ้ง inverted light microscope จนสังเกตเห็นเซลลห์ลุด
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ออกจากพื้น flask ซ่ึงเซลล์จะมีลกัษณะกลมลอยตวั และแยกเป็นเซลล์เด่ียว จากนั้นเติมอาหารเล้ียง
เซลล์ลงไป 1 ml เพื่อหยดุปฏิกิริยาของ trypsin ใช ้pipette boy  ดูดอาหารเล้ียงเซลล์ภายใน flask ข้ึน
ลงอยา่งเร็วประมาณ 30 คร้ังเพื่อชะให้เซลลเ์ป็นเซลล์เด่ียวและหลุดออกจากพื้น flask จากนั้นดูดใส่ 
conical tube 15 ml แลว้น าไปป่ันท่ี 1000 rpm เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเทอาหารทิ้งโดยระวงัไม่ให้
เซลล์ท่ีเกาะอยู่ท่ีกน้ conical tube หลุดออกมา เติมอาหารใหม่ลงไป 4 ml ใช้ pipette boy ดูดข้ึนลง 
จากนั้นดูดแบ่งใส่ cell culture flask ปริมาณ flask ละ 2 ml แลว้เติมอาหารเล้ียงเซลล์ลงใน flask ให้
ครบ 5 ml แลว้น าเขา้ตูบ้่ม 37°C, 5% CO2 เพื่อท าการเล้ียงเซลลต่์อ 
 ในการเพลทเซลลจ์ะท าการนบัจ านวนเซลลท่ี์มีชีวติดว้ย vital dye คือ trypan blue โดยดูด
เซลล์เพาะเล้ียง SH-SY5Y ท่ีผ่านการ trypsinize ใน conical tube ออกมา 10 µl ใส่ลงใน centrifuge 
tube จากนั้นเติม trypan blue 10 µl (ค่า dilution factor =2) ผสมให้เข้ากนัจากนั้นดูดออกมา 10 µl 
ใส่ ลงบน  counting chamber แล้ว ปิ ดด้วย  cover slip น าไป ส่องภายใต้กล้อง inverted light 
microscope โดยนับเฉพาะเซลล์ท่ีมีชีวิต ซ่ึงมีลักษณะกลมและใส ไม่ติดสี trypan blue เม่ือได้
จ  านวนเซลล์ท่ีรอดชีวิตแลว้ น าเซลล์ลง 96-well plate หรือ 6-well plate โดยค านวณความหนาแน่น
ของเซลลใ์หไ้ดจ้  านวนท่ีตอ้งการตามสูตร  

 จ านวนเซลลท่ี์มีชีวติ (cells/ml) = 
จ านวนเซลลท่ี์มีชีวิตทั้งหมด

จ านวนช่องท่ีนบั
  × dilution factor × 104 

 

3.  MTT assay 
 ท าการศึกษาฤทธ์ิของสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายและเศษส่วนต่ออตัราการมีชีวิตของ
เซลล์ SH-SY5Y ดว้ยวิธี MTT ซ่ึงเป็นการวดั metabolic activity ภายในเซลล์ ท่ีสามารถบ่งบอกถึง
การมี ชีวิตของเซลล์  อาศัยหลักการเป ล่ียนสีของ 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl 
tetrazolium bromide (MTT)  ท่ี มี สี เห ลื อ ง ไป เป็ น ผ ลึ ก  formazan ท่ี สี ม่ ว ง  ด้ ว ย เอ น ไซ ม ์
dehydrogenase ท่ีอยู่ภายในไมโทคอนเดรียของเซลล์ท่ีมีชีวิต (Mosmann, 1983) (ภาพท่ี 14) ซ่ึง
ความเขม้ของสีแปรผนัตรงกบัอตัราการมีชีวิตของเซลล ์
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ภาพที ่14 โครงสร้าง MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide)  (Riss 

et al., 2004) 

 
 โดยเม่ือให้สารสกดัจากเมล็ดกระทงลายครบเวลาตามท่ีก าหนดใน experiment designs 
ท  าการเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล์ใน 96-well plate โดยเติมอาหารเล้ียงเซลล์ใหม่หลุมละ 100 µl เติม
สาร MTT solution (BiotiumTM) จ  านวน 10 µl ลงในอาหารเล้ียงเซลล์ และท าการดูดข้ึนลงเบาๆให้
เขา้กนัแลว้น าเขา้ตูบ้่มในท่ีมืดภายใตอุ้ณหภูมิ 37°C, 5% CO2 เป็นเวลา 2-4 ชัว่โมง หลงัจากนั้นเติม 
DMSO 200 µl เพื่อให้ผลึกแตกตวั ดูดข้ึนลงเบาๆระวงัไม่ให้เกิดฟองอากาศ และน าไปวดัค่าดูดกลืน
แสงท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร บันทึกค่าและท ากราฟอตัราการมีชีวิตรอดของเซลล์ด้วย
โปรแกรม GraphPad Prism 8 
 

4.  LDH Cytotoxicity assay 
 ท าการศึกษาฤทธ์ิของสารสกัดจากเมล็ดกระทงลายและเศษส่วนต่ออตัราการร่ัวของ
เอนไซม์  Lactate dehydrogenase (LDH) ของเซลล์  SH-SY5Y เพื่ อยืนย ันการเกิดพิษจากการ
เหน่ียวน าดว้ย MPP+ ดว้ยวิธี LDH Cytotoxicity ซ่ึงเป็นวิธีการวดัการท างานของเอนไซม์ LDH ใน
อาหารเล้ียงเซลล์ LDH เป็นเอนไซม์เป็นท่ีท าหน้าท่ีเร่งปฏิกิริยาการสร้างพลงังานภายในเซลล์ของ
เน้ือเยื่อเกือบทุกอวยัวะ เม่ือเซลล์ตายโดยท่ีพลาสมาเมมเบรนแตกออก LDH จะร่ัวออกสู่ภายนอก
เซลล์และผสมอยู่ในอาหารเล้ียงเซลล์ เม่ือใส่ reaction mixture ท่ีมีส่วนผสมของ lactate,  NAD+, 
diaphrose และ INT ลงไป LDH จะรีดิวซ์ NAD+ ให้เป็น NADH ท าให้ lactate เปล่ียนเป็นพลงังาน 
ในขณะเดียวกนัเกิดปฏิกิริยาควบคู่โดย NADH จะเปล่ียน tetrazolium salt INT ท่ีมีสีเหลือง ให้เป็น
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ผลึก formazan ท่ีมีสีม่วงแดง โดยท่ีความเข้มของสีข้ึนกับจ านวน LDH ท่ี ร่ัวออกมาจากเซลล ์
(Kumar, Nagarajan, & Uchil, 2018) (ภาพท่ี 15) 

 
 

ภาพที ่15 ปฏิกิริยาของเอนไซม ์lactate dehydrogenase  (CytoTox®) 

  
 เม่ือให้สารสกดัจากเมล็ดกระทงลายครบเวลาตามท่ีก าหนดใน experiment designs ดูด
เอาเฉพาะอาหารเล้ียงเซลล์ปริมาตร 50 µl ใส่ใน 96-well plate เปล่าโดยไม่ให้มีซากเซลล์ติดมาดว้ย 
แล้วเติม reaction mixture ปริมาณ 50 µl (CyQUANTTM) ลงในแต่ละ well แลว้น าไปบ่มในท่ีมืดท่ี
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเติม stop reaction จ านวน 50 µl เพื่อหยุดปฏิกิริยา ดูดข้ึนลง
เบาๆ และน าไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 490 และ 680 นาโนเมตร บนัทึกค่าและท ากราฟ
อตัราการตายของเซลลด์ว้ยโปรแกรม GraphPad Prism 8 
 

5.  การเกบ็โปรตีนจากเซลล์เพาะเลีย้ง 
 เป็นขั้นตอนการเก็บโปรตีนจากเซลล์เพาะเล้ียง SH-SY5Y เพื่อน าไปศึกษาผลของสาร
สกดัจากเมล็ดกระทงลายละเศษส่วนต่อการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 ภายในเซลล์ SH-SY5Y 
ดว้ยวิธี Western blot ซ่ึงการสกดัโปรตีนจากเซลล์จะควบคุมอุณหภูมิท่ี 4°C ตลอดการปฏิบติังาน 
เม่ือครบเวลาการให้สารสกดักระทงลายตามท่ีก าหนดใน experiment designs ท าการดูดอาหารเล้ียง
เซลล์ออกจาก 6-well plates จนหมดและล้างด้วย 0.01 M cold-PBS 3 คร้ัง คร้ังละ 1000 µl /well 
เติม RIPA buffer ท่ีมีส่วนผสมของ 1% protease inhibitor cocktail ลงใน 6 well-plate 100 µl/well 
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และน าไปเขยา่เบาๆเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นใช ้scraper ขูดท่ีผิวดา้นล่างของ well อยา่งเร็วและแรง 
และน าไปเขยา่เบาๆเป็นเวลา 10 นาที ดูดเก็บสารใน 6 well-plate จนหมด ใส่ microcentrifuge tube 
แลว้น าเขา้เคร่ืองป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ภายใตอุ้ณหภูมิ 4°C เม่ือครบ
เวลาดูดเก็บ supernatant ท่ีมีโปรตีนละลายอยู่ ระวงัอย่าให้ตะกอนหรือกากเซลล์ติดข้ึนมา ก่อน
น าไปวดัความเขม้ขน้ของโปรตีน ดว้ยวิธี Bradford protein assay และแยกโปรตีนตามน ้ าหนกัดว้ย
กระแสไฟฟ้า (SDS PAGE) 
 

6.  Bradford protein assay 
 เป็นวิธีการวดัความเขม้ขน้ของโปรตีนดว้ยปฏิกิริยาของสี Coomassie G-250 dye ซ่ึงมีสี
น ้ าตาลแดง (reddish/brown) ท่ีมีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ี 465 นาโนเมตร ท าปฏิกิริยากบัโปรตีน
จนกลายเป็นสีฟ้า (blue) และเม่ือเกิดปฏิกิริยาน าไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโน
เมตร เพื่อวดัปริมาณของโปรตีนโดยเทียบกบักราฟมาตรฐาน เม่ือเก็บโปรตีนจากเซลล์ได้แลว้น า
โปรตีนทีไดใ้ส่ cuvette 5 µl แลว้เติม Bradford reagent (ท่ีเจือจางในอตัราส่วน 1:4) บ่มในท่ีมืดเป็น
เวลา 5 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง จากนั้นผสมให้เข้ากันก่อนน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ือง 
spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร เพื่อน าไปหาค่าความเขม้ขน้ของโปรตีนเทียบ
กบักราฟมาตรฐาน 
 กราฟมาตรฐานสร้างจากการเตรียมสารละลายโปรตีน bovine serum albumin (BSA) 
(Sigma) โดยชั่งผงโปรตีน BSA ท  าละลายกบั RIPA buffer ให้ได้ความเขม้ขน้ 1500 µg/ml, 1000 
µg/ml, 750 µg/ml, 500 µg/ml, 250 µg/ml และ 100 µg/ml  จากนั้นเติมสารละลาย BSA ทั้ง 6 ความ
เขม้ขน้ ลงใน cuvette ท่ีมี Bradford reagent 5 µl ตามล าดบั และใช้ Bradford reagent เป็นกลุ่มท่ีมี
ความเข้มข้น 0 µg/ml เป็นกลุ่มควบคุม น าไปวดัค่าดูดกลืนแสงด้วยวิธี  Bradford และปฏิบัติ
เช่นเดียวกบัการวดัปริมาณโปรตีนขา้งตน้และน าค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดไ้ปสร้างกราฟเส้นตรง 
 

7.  Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 
 น าโปรตีนท่ีสกดัจากเซลล์ SH-SY5Y มาแยกตามน ้ าหนกัโมเลกุลดว้ยกระแสไฟฟ้า ใน
ขั้นตอนการแยกโปรตีนน้ีสามารถ load โปรตีนท่ีสกัดได้จากเซลล์ลงใน well ของ SDS-PAGE 
ปริมาตรรวม 40-50 µl/well โดยแบ่งเป็น 6x-loading dye (0.5M Tris HCL pH 6.8 700 µl, 10% 
SDS 0.1 g, Glycerol 300 µl, DTT 0.093 g , Bromophenol blue 0.0012g ,ddH2O to 1 µl )  8 µl ท่ี
เหลือเป็นส่วนผสมของโปรตีนโดยท าการค านวณให้โปรตีนแต่ละ well มีความเขม้ขน้เท่ากบั 10 
µg/well และปรับปริมาตรด้วย RIPA buffer จนได้ปริมาตร 40 µl โดยท าการผสมโปรตีนตาม



 41 

ปริมาตรตามท่ีค านวณได้กับส่วนผสมของ RIPA buffer และ 6x-loading dye ตามสัดส่วน น า
โปรตีนต้มใน water bath เพื่อให้เกิด denaturation ของโปรตีนท่ีอุณหภูมิ 95°C เป็นเวลา 5 นาที 
จากนั้นน าโปรตีนท่ีตม้แลว้โหลดลง well ของ 10% SDS-PAGE ตั้งค่าไฟฟ้า 100 โวลต ์เป็นเวลา 90 
นาที เม่ือครบเวลา น าแผน่เจลประกบลงบนแผน่ nitrocellulose membrane และท าขั้นตอน Western 
Blot ต่อไป 
 

8.  Western Blot analysis 
 ท าการศึกษาผลของสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายและเศษส่วนต่อการแสดงออกของ
โปรตีน Bcl-2 ในเซลล์ SH-SY5Y ท่ีไดรั้บการเหน่ียวน าใหเ้กิดอะพอพโตซิสดว้ย MPP+ โดยท าการ
แยกโปรตีนตามขนาดดว้ย SDS PAGE แล้วถ่ายโปรตีนลงบนแผ่น nitrocellulose membrane ด้วย
เคร่ือง wet blot transfer set (Bio-Rad) ตั้ งค่าไฟฟ้า 100 โวลต์ ท่ีอุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 105 นาที 
จากนั้ น block โปรตีน non-specific binding ด้วย 5% skim milk เป็นเวลา 3 ชั่วโมง แล้วแช่แผ่น 
nitrocellulose membrane ใน Bcl-2 primary antibody (Sigma-Aldrich) ซ่ึงเจือจางด้วย TBS-T ใน
อตัราส่วน 1:1000 ท่ีอุณหภูมิ 4°C overnight จากนั้นลา้งดว้ย TBS-T 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที น าแผ่น 
nitrocellulose membrane มาแช่ใน secondary antibody ไดแ้ก่ goat anti mouse หรือ goat anti rabbit 
ตามชนิดของ primary antibody โดยเจือจางด้วย TBS-T ในอตัราส่วน 1:5000 ท่ีอุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 2 ชัว่โมง จากนั้นลา้งดว้ย TBS-T 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที และน าแผน่ nitro cellulose membrane 
ท่ีติดฉลากด้วย secondary antibody เรียบร้อยแล้ว น าเขา้ท่ีมืดแล้วเติม enhance chemiluminescent 
detection substrate (ECL) (Bio-helix) 500 µl ลงบนแผ่น membrane แล้วสังเกตการเรืองแสงของ
แถบโปรตีนและถ่ายภาพภายใตเ้คร่ือง Gel documentary น าไปวดัความเขม้ของแถบโปรตีนโดยใช้
โปรแกรม Image J และ GraphPad Prism 8 ในการวเิคราะห์ขอ้มูล  
 เม่ือต้องการเป ล่ียน primary antibody ให้น าแผ่น  nitrocellulose membrane ล้างด้วย 
TBS-T 3 คร้ัง แลว้น ามาแช่ใน stripping buffer เป็นเวลา 45 นาทีท่ีอุณหภูมิ 50ºC แลว้ลา้งดว้ย TBS-
T 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที จากนั้นท าตามขั้นตอนเดิมตั้งแต่การ block โปรตีน non-specific binding 
ดว้ย 5% skim milk จนถึงการวเิคราะห์ขอ้มูลดว้ยโปรแกรม GraphPad Prism 8 
 

9.  วเิคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
 แสดงความแตกต่างของขอ้มูลในการศึกษาฤทธ์ิของสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายต่อ
อตัราการมีชีวิตของเซลล์ SH-SY5Y และการศึกษาฤทธ์ิของสารสกัดจากเมล็ดกระทงลายและ
เศษส่วนต่ออตัราการมีชีวิตและอตัราการการร่ัวของเอนไซม์ LDH และการแสดงออกของโปรตีน 
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Bcl-2 ของเซลล์ SH-SY5Y ท่ี ถูกเหน่ียวน าให้เกิดอะพอพโตซิสด้วย MPP+ โดยใช้โปรแกรม 
Graphpad Prism 8 แสดงผลเป็นค่า mean ± standard error of man (S.E.M.) เป รียบเทียบความ
แตกต่างทางสถิติระหว่างกลุ่มด้วย Analysis of  Variance (one-way ANOVA) โดยใช้ค่านัยส าคญั 
P<0.05 และเปรียบเทียบผลต่างขอ้มูลของกลุ่มทดสอบและกลุ่มควบคุมแบบเป็นคู่ด้วย Tukey’s 
multiple comparison test โดยใชค้่านยัส าคญั P<0.05 
 

10.  Experimental Designs 
 ในการศึกษาคร้ังน้ีจะใช้ 50 mM MPP+ ในการเหน่ียวน าเซลล์ SH-SY5Y เป็นเวลา 3 
ชั่วโมง ให้เกิดความเป็นพิษ ซ่ึงอ้างอิงการศึกษาก่อนหน้าน้ี พบว่าระยะเวลาการให้สาร 50 mM 
MPP+ ท่ีมากกวา่ 3 ชัว่โมงจะเกิดความเป็นพิษซ่ึงท าให้เซลลต์ายเป็นจ านวนมาก เช่นเดียวกบัการให้
สาร MPP+ ท่ีความเข้มข้นสูงกว่า 50 mM เป็นระยะเวลา 3 ชั่วโมง ท าให้ไม่สามารถน าเซลล์มา
ทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายต่อได ้(Chamniansawat, Proyhkunthod, & Thongon, 
2020) และในการศึกษาน้ีจะใช้สารสกดัจากเมล็ดกระทงลายและเศษส่วนท่ีความเขม้ขน้ 10 µg/ml 
ซ่ึงเป็นความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมท่ีท าให้เซลล์มีชีวิตรอดมากท่ีสุด โดยจะแบ่งการทดลองออกเป็น 3 
การทดลองดงัน้ี 

1) Experiment 1 
 ทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายต่ออตัราการมีชีวิตรอดของเซลล์ SH-
SY5Y ดว้ยวิธี MTT โดยจะให้สารสกดัจากเมล็ดกระทงลายท่ีความเขม้ขน้ 10 µg/ml กบัเซลล์ SH-
SY5Y ท่ีเวลาต่างกนั ไดแ้ก่ 3 24 และ 48 ชัว่โมง เพื่อหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมท่ีจะท าใหเ้ซลลมี์อตัรา
การรอดชีวิตสูงท่ี สุด ท าการ plate cell SH-SY5Y ลงใน 96-well plate โดยค านวณให้มีความ
หนาแน่น 5-10x103 cells/well แบ่งกลุ่มการให้สารสกดัจากเมล็ดกระทงลายเป็น 4 กลุ่ม (ภาพท่ี 16) 
ไดแ้ก่  

A. กลุ่มควบคุม (เซลลแ์ละอาหารเล้ียงเซลล)์ 
B. กลุ่ม treatment 1 คือกลุ่มท่ีไดรั้บสารสกดั CPSE เป็นเวลา 3 ชัว่โมง 
C. กลุ่ม treatment 2 คือกลุ่มท่ีไดรั้บสารสกดั CPSE เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
D. กลุ่ม treatment 3 คือกลุ่มท่ีไดรั้บสารสกดั CPSE เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  

 ให้สารสกดักบัเซลล์แลว้น าเขา้ตูบ้่ม 37°C, 5% CO2 เม่ือครบเวลาการให้สารสกดัท าการ
วดัอตัราการมีชีวิตของเซลล์ด้วยวิธี MTT และวิเคราะห์ขอ้มูลทางสถิติด้วยโปรแกรม Graphpad 
prism 8 



 43 

 
 
ภาพที่ 16 แผนภาพแสดงการทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายต่ออตัราการมีชีวิตรอด
ของเซลล ์SH-SY5Y ดว้ยวธีิ MTT 

 
2) Experiment 2: pre-treatment 

 เพื่อศึกษาผลของสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายและเศษส่วนต่อการป้องกนัการตายของ
เซลล์  SH-SY5Y ท่ี ถูก เห น่ียวน าให้ เกิดอะพอพโตซิสด้วย MPP+  ด้วยวิ ธี  MTT และ LDH 
cytotoxicity และศึกษาฤทธ์ิของสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายและเศษส่วนต่อการแสดงออกของ
โปรตีน Bcl-2 ในเซลล์ SH-SY5Y ท่ี ถูกเหน่ียวน าให้ เกิดอะพอพโตซิสด้วย MPP+ แบบ  pre-
treatment  ดว้ยวธีิ Western blot 
 ท าการ plate cell SH-SY5Y ลงใน 96-well plate โดยค านวณให้มีความหนาแน่น 5-
10x106 cells/well โดยแบ่งกลุ่มการทดลองออกเป็น 6 กลุ่ม (ภาพท่ี 17) ไดแ้ก่  

A. กลุ่มควบคุม (เซลลแ์ละอาหารเล้ียงเซลล)์ 
B. กลุ่ม MPP+ คือกลุ่มท่ีไดรั้บ MPP+ เพียงอยา่งเดียว 
C. กลุ่ม pre-treatment 1 คือกลุ่มท่ีไดรั้บสารสกดั CPSE และ MPP+  
D. กลุ่ม pre-treatment 2 คือกลุ่มท่ีไดรั้บสารสกดั CPSE-E/H และ MPP+  
E. กลุ่ม pre-treatment 3 คือกลุ่มท่ีไดรั้บสารสกดั CPSE-E/EA และ MPP+  
F. กลุ่ม pre-treatment 4 คือกลุ่มท่ีไดรั้บสารสกดั CPSE-E/W และ MPP+ 
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ภาพที ่17 แผนภาพแสดงกลุ่มการทดลองการใหส้ารสกดัจากเมล็ดกระทงลายและเศษส่วนกบัเซลล ์
SH-SY5Y แบบ pre-treatment 
 
 ใหส้ารสกดัหยาบจากเมล็ดกระทงลายและเศษส่วนชนิดต่างๆ ความเขม้ขน้ 10 µg/ml น า
เซลล์เขา้ตูบ้่ม 37°C, 5% CO2 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (อา้งอิงเวลาการให้สารสกดัจากผลการทดลองใน 
experiment 1) เม่ือครบเวลาท าการดูดอาหารเล้ียงเซลล์ทิ้ง แลว้เหน่ียวน าให้เซลล์เกิดอะพอพโตซิส 
โดยเปล่ียนเป็นอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีมีส่วนผสมของ 50 mM MPP+ บ่มต่อในตูบ้่ม 37°C, 5% CO2 เป็น
เวลา 3 ชัว่โมง เม่ือครบเวลาการใหส้ารสกดัท าการวดัอตัราการมีชีวติของเซลลด์ว้ยวธีิ MTT และวดั
อตัราการร่ัวของเอนไซม์ LDH ด้วยวิธี LDH cytotoxicity รวมถึงท าการเก็บโปรตีนไปศึกษาการ
แสดงออกของโปรตีน Bcl-2 ดว้ยวธีิ Western blot  
 

3) Experiment 3: post-treatment 
 เพื่อศึกษาผลของสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายและเศษส่วนต่อการยบัย ั้งการตายของ
เซลล์  SH-SY5Y ท่ี ถู ก เห น่ียวน าให้ เกิดอะพอพโตซิสด้วย MPP+ ด้วยวิ ธี  MTT และ LDH 
cytotoxicity และศึกษาฤทธ์ิของสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายและเศษส่วนต่อการแสดงออกของ
โปรตีน Bcl-2 ในเซลล์ SH-SY5Y ท่ีถูกเหน่ียวน าให้เกิดอะพอพโตซิส MPP+  แบบ post-treatment 
ดว้ยวธีิ Western blot 
 ท าการ plate cell SH-SY5Y ลงใน 96-well plate โดยค านวณให้มีความหนาแน่น 5-
10x106 cells/well โดยแบ่งกลุ่มการทดลองออกเป็น 6 กลุ่ม (ภาพท่ี 18) ไดแ้ก่  

A. กลุ่มควบคุม (เซลลแ์ละอาหารเล้ียงเซลล)์ 
B. กลุ่ม MPP+ คือกลุ่มท่ีไดรั้บ MPP+ เพียงอยา่งเดียว 
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C. กลุ่ม post-treatment 1 คือกลุ่มท่ีไดรั้บ MPP+ และสารสกดั CPSE  
D. กลุ่ม post-treatment 2 คือกลุ่มท่ีไดรั้บ MPP+ และสารสกดั CPSE-E/H 
E. กลุ่ม post-treatment 3 คือกลุ่มท่ีไดรั้บ MPP+ และสารสกดั CPSE-E/EA 
F. กลุ่ม post-treatment 4 คือกลุ่มท่ีไดรั้บ MPP+ และสารสกดั CPSE-E/W 

 

 
 
ภาพที ่18 แผนภาพแสดงกลุ่มการทดลองการใหส้ารสกดัจากเมล็ดกระทงลายและเศษส่วนกบัเซลล ์
SH-SY5Y แบบ post-treatment 
  
 ท าการเหน่ียวน าเซลล์ SH-SY5Y ให้เกิดอะพอพโตซิส โดยใส่อาหารเล้ียงเซลล์ท่ีมี
ส่วนผสมของ 50 mM MPP+ แลว้น าเขา้ตูบ้่ม 37°C, 5% CO2 เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนั้นให้สารสกดั
หยาบจากเมล็ดกระทงลายและเศษส่วนชนิดต่างๆ ความเข้มข้น 10 µg/ml น าไปบ่มต่อในตู้บ่ม 
37°C, 5% CO เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (อา้งอิงเวลาการให้สารสกดัจากผลการทดลองใน experiment 1) 
เม่ือครบเวลาการให้สารสกดัท าการวดัอตัราการมีชีวิตของเซลล์ดว้ยวิธี MTT และวดัอตัราการร่ัว
ของเอนไซม ์LDH ดว้ยวิธี LDH cytotoxicity รวมถึงท าการเก็บโปรตีนไปศึกษาการแสดงออกของ
โปรตีน Bcl-2 ดว้ยวธีิ Western blot  
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บทที ่4 

ผลการวจิยั (Results) 
 

1.  ผลของสารสกดัจากเมลด็กระทงลายต่ออตัราการมีชีวิตของเซลล์ SH-SY5Y ด้วยวิธี 
MTT 
 หลังจากให้สารสกัดหยาบจากเมล็ดกระทงลาย (CPSE) ท่ีความเข้มข้น 10 µg/ml กับ
เซลล์ SH-SY5Y เป็นเวลา 3 24 และ 48 ชัว่โมง และวดัอตัราการมีชีวิตของเซลลด์ว้ยวิธี MTT พบวา่ 
เซลล์ SH-SY5Y ท่ีไดรั้บ CPSE ท่ีความเขม้ขน้ 10 µg/ml เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพิ่มอตัราการมีชีวิต
ของเซลล์เป็นร้อยละ 171.13 ซ่ึงมีค่าเพิ่มข้ึนอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติเม่ือเทียบกับกลุ่มควบคุม 
ในขณะท่ีการให้ CPSE ท่ี 3 และ 48 ชั่วโมงไม่มีความแตกต่างทางสถิติเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม 
จากผลการทดลองสรุปได้ว่าสารสกัดจากเมล็ดกระทงลาย 10 µg/ml เป็น 24 ชั่วโมง เป็นความ
เข้มขน้และเวลาท่ีเหมาะสมในการศึกษาต่อไปและมีค่าสูงท่ีสุดเม่ือเทียบกบัเซลล์ SH-SY5Y ท่ี
ไดรั้บสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายเป็นเวลา 3 ชัว่โมงและ 48 ชัว่โมง (ภาพท่ี 19) 
 

 
 
ภาพที่ 19 แสดงร้อยละของการมีชีวิตของเซลล์ SH-SY5Y เม่ือไดรั้บสารสกดัจากเมล็ดกระทงลาย
แบบสกดัหยาบ ท่ีความเขม้ขน้ 10 µg/ml เป็นเวลา 3  24 และ 48 ชัว่โมง ดว้ยวธีิ MTT เทียบกบักลุ่ม
ท่ีไม่ไดรั้บสารสกดั (n=12, *p< 0.01 เทียบกบักลุ่มควบคุม) 
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2.  ผลของสารสกัดจากเมล็ดกระทงลายและเศษส่วนต่อการป้องกันการตายของเซลล์ 
SH-SY5Y ทีถู่กเหน่ียวน าให้เกดิอะพอพโตซิสด้วย MPP+  
 เม่ือใหส้ารสกดัหยาบจากเมล็ดกระทงลาย (CPSE) เป็นเวลา 24 ชัว่โมงกบัเซลลเ์พาะเล้ียง 
SH-SY5Y แล้วเหน่ียวน าให้เกิดอะพอพโตซิสด้วย 50 mM MPP+ เป็นเวลา 3 ชั่วโมง แล้วน าไป
ศึกษาภายใตก้ล้องจุลทรรศน์ชนิดหัวกลบั (inverted light microscope) พบว่ามีจ  านวนเซลล์ท่ีตาย
น้อยกว่าเม่ือเทียบกบักลุ่มท่ีไดรั้บ MPP+ แต่ไม่ไดรั้บสารสกดั นอกจากน้ีเซลล์ SH-SY5Y ท่ีไดรั้บ 
50 mM MPP+ เป็นเวลา 3 ชัว่โมงเพียงอยา่งเดียว เกิดการตายของเซลล์ พบลกัษณะการจบักลุ่มของ
โปรตีนและ DNA fragment อยูภ่ายในไซโตพลาสซึมของเซลล์ พบการหดตวัของเซลล์ (shrinking) 
และพบเซลล์ตายท่ีหลุดลอยจากพื้น ซ่ึงสามารถสังเกตได้จากลกัษณะการเรืองแสงภายใตก้ล้อง 
(ภาพท่ี 20) อย่างไรก็ตามความหนานแน่นของเซลล์ SH-SY5Y ในแต่ละกลุ่มไม่เท่ากัน จึงไม่
สามารถบ่งบอกและเปรียบเทียบจ านวนของเซลลท่ี์มีชีวติระหวา่งกลุ่มไดใ้นการทดลองน้ี 
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ภาพที่ 20 แสดงเซลล์ SH-SY5Y ท่ีไดรั้บสารสกดัแบบ pre-treatment ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ชนิด
หวักลบั ท่ีก าลงัขยาย 4 10 และ 40 เท่า โดยแสดงเซลลท่ี์ไดรั้บสารสกดัจากเมล็ดกระทงลาย (CPSE) 
ท่ีความเขม้ขน้ 10 µg/ml และ 50 mM MPP+ เทียบกบัเซลล์ SH-SY5Y ท่ีไดรั้บ 50 mM MPP+ เพียง
อยา่งเดียวและเซลลก์ลุ่มควบคุม (ลูกศรแสดงเซลลต์าย, หวัลูกศรแสดงรูปร่างเซลลห์ดตวั) 
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2.1  ผลของสารสกัดจากเมล็ดกระทงลายและเศษส่วนต่อการป้องกันการตายของเซลล์ SH-SY5Y 
ที่ ถูกเหน่ียวน าให้ เกิดอะพอพโตซิสด้วย MPP+ ด้วยวิธี  MTT และ LDH cytotoxicity (pre-
treatment) 
 จากการให้สารสกดัหยาบจากเมล็ดกระทงลาย (CPSE) และเศษส่วนท่ีแยกดว้ยเฮกเซน 
(CPSE-E/H) เอทิลอะซิเตท (CPSE-E/EA) และน ้ า (CPSE-E/W) ความเขม้ขน้ 10 µg/ml เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง กบัเซลล์เพาะเล้ียง SH-SY5Y แลว้เหน่ียวน าให้เกิดอะพอพโตซิสดว้ย 50 mM MPP+ เป็น
เวลา 3 ชัว่โมง แลว้วดัอตัราการมีชีวติของเซลลด์ว้ยวธีิ MTT พบวา่เซลลท่ี์ไดรั้บ CPSE มีอตัราการมี
ชีวิตของเซลล์ร้อยละ 97.60 เซลล์ท่ีไดรั้บ CPSE-E/H มีอตัราการมีชีวิตของเซลล์ร้อยละ 96.84 และ
เซลล์ท่ีไดรั้บ CPSE-E/EA มีอตัราการมีชีวิตของเซลล์ร้อยละ 95.25 ซ่ึงเพิ่มมากข้ึนอยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติเม่ือเทียบกบัเซลล์ท่ีไดรั้บ 50 mM MPP+ เพียงอยา่งเดียว (ร้อยละ 84.01) อยา่งไรก็ตามไม่มี
ความแตกต่างทางสถิติในกลุ่มท่ีไดรั้บ CPSE-E/W (ภาพท่ี 21) 
 

 
 
ภาพที่ 21 แสดงร้อยละของการมีชีวิตของเซลล์ SH-SY5Y ท่ีไดรั้บสารสกดัแบบ pre-treatment  ท่ี
ถูกเหน่ียวน าให้เกิดอะพอพโตซิสดว้ย MPP+ ท่ีความเขม้ขน้ 50 mM เป็นเวลา 3 ชัว่โมงหลงัให้สาร
สกดัจากเมล็ดกระทงลายแบบสกดัหยาบ (CPSE) และแบบเศษส่วนท่ีแยกดว้ยเฮกเซน (CPSE-E/H) 
เอทิลอะซิเตท (CPSE-E/EA) และน ้า (CPSE-E/W) ท่ีความเขม้ขน้ 10 µg/ml ดว้ยวธีิ MTT (n=5, *** 
p<0.01 เทียบกบักลุ่มควบคุม, ### p<0.01 เทียบกบักลุ่ม MPP+)  
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 ท าการศึกษาการร่ัวของเอนไซม์ LDH ของเซลล์ SH-SY5Y ท่ีถูกเหน่ียวน าให้เกิดอะ
พอพโตซิสดว้ย MPP+ เพิ่มเติมดว้ยวิธี LDH cytotoxicity โดยหลงัจากให้สารสกดัหยาบจากเมล็ด
กระทงลาย (CPSE) และเศษส่วนทั้ง 3 ชนิด ท่ีความเขม้ขน้ 10 µg/ml เป็นเวลา 24 ชัว่โมง กบัเซลล์
เพาะเล้ียง SH-SY5Y แล้วเหน่ียวน าให้เกิดอะพอพโตซิสด้วย 50 mM MPP+ เป็นเวลา 3 ชั่วโมง 
พบว่าเซลล์ท่ีได้รับสารสกัด CPSE, CPSE-E/H และ CPSE-E/EA มีระดับของเอนไซม์ LDH ใน
อาหารเล้ียงเซลล์ร้อยละ 102.69, 107.21 และ 97.19 ตามล าดบัซ่ึงน้อยกวา่กลุ่มท่ีไม่ไดรั้บสารสกดั
อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ เม่ือเทียบกบักลุ่มท่ีได้รับ MPP+ เพียงอย่างเดียว เช่นเดียวกบัผลจากวิธี 
MTT ท่ีไม่พบความแตกต่างทางสถิติในกลุ่มท่ีไดรั้บ CPSE-E/W (ภาพท่ี 22) 
 

 
 
ภาพที่ 22 แสดงร้อยละการร่ัวของเอนไซม์ LDH ของเซลล์ SH-SY5Y ท่ีไดรั้บสารสกดัแบบ pre-
treatment เซลล์ถูกเหน่ียวน าให้เกิดอะพอพโตซิสด้วย MPP+ ท่ีความเข้มข้น 50 mM เป็นเวลา 3 
ชัว่โมงหลงัให้สารสกดัจากเมล็ดกระทงลายแบบสกดัหยาบ (CPSE) และแบบเศษส่วนท่ีแยกดว้ยเฮ
กเซน (CPSE-E/H) เอทิลอะซิเตท (CPSE-E/EA) และน ้ า (CPSE-E/W) ท่ีความเข้มข้น 10 µg/ml 
ดว้ยวธีิ LDH cytotoxicity (n=5, *** p<0.01 เทียบกบักลุ่มควบคุม; ## p<0.05, ### p<0.01 เทียบกบั
กลุ่ม MPP+) 
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2.2  ผลของสารสกัดจากเมล็ดกระทงลายและเศษส่วนต่อการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 ในเซลล์ 
SH-SY5Y ทีถู่กเหน่ียวน าให้เกดิอะพอพโตซิสด้วย MPP+ ด้วยวธีิ Western blot (pre-treatment) 
 เม่ือให้สารสกดัหยาบจากเมล็ดกระทงลายและเศษส่วนความเขม้ขน้ 10 µg/ml กบัเซลล์
เพาะเล้ียง SH-SY5Y เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วเหน่ียวน าให้เกิดอะพอพโตซิสด้วย 50 mM MPP+ 
เป็นเวลา 3 ชัว่โมง และทดสอบการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 ดว้ยวิธี Western blot พบวา่เซลล์ท่ี
ไดรั้บสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายและเศษส่วนมีการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 เพิ่มข้ึนอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเทียบกบัเซลล์ท่ีไดรั้บ MPP+ เพียงอยา่งเดียว โดยเซลล์ท่ีไดรั้บ CPSE มีการ
แสดงออกของโปรตีนร้อยละ 99.86 เซลล์ท่ีไดรั้บ CPSE-E/H มีการแสดงออกของโปรตีนมากถึง
ร้อยละ 109.28 และ CPSE-E/EA มีการแสดงออกของโปรตีนร้อยละ 78.8 โดยในเซลล์ท่ีได้รับ 
MPP+ แต่ไม่ไดรั้บสารสกดัมีการแสดงออกของโปรตีนเพียงร้อยละ 51.99 ไม่มีความแตกต่างทาง
สถิติในกลุ่มท่ีไดรั้บ CPSE-E/W (ภาพท่ี 23)  
 จากผลการทดสอบสรุปได้ว่าการให้สารสกดัหยาบจากเมล็ดกระทงลายและเศษส่วน 
CPSE-E/H และ CPSE-E/EA แบบ pre-treatment กบัเซลล์ SH-SY5Y ท่ีถูกเหน่ียวน าให้เกิดอะพอพ
โตซิสด้วย MPP+ ส่งผลให้อตัราการมีชีวิตของเซลล์ SH-SY5Y เพิ่มมากข้ึนอย่างมีนัยส าคญัทาง
สถิติและมีความสัมพนัธ์กบัการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 แต่ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติในกลุ่มท่ีให้ CPSE-E/W จึงสรุปไดว้่าสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายและเศษส่วน CPSE-
E/H และ CPSE-E/EA มีฤทธ์ิปกป้องเซลล์จากการเหน่ียวน าให้เกิดอะพอพโตซิสด้วย MPP+ ใน
เซลลป์ระสาทเพาะเล้ียง SH-SY5Y 
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ภาพที่ 23 การแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 ในเซลล์ SH-SY5Y ท่ีไดรั้บสารสกดัแบบ pre-treatment 
ท่ีถูกเหน่ียวน าให้เกิดอะพอพโตซิสด้วย MPP+ ท่ีความเขม้ขน้ 50 mM เป็นเวลา 3 ชั่วโมงหลงัให้
สารสกดัจากเมล็ดกระทงลายแบบสกดัหยาบ (CPSE) และแบบเศษส่วนท่ีแยกดว้ยเฮกเซน (CPSE-
E/H) เอทิลอะซิเตท (CPSE-E/EA) และน ้ า (CPSE-E/W) ท่ีความเขม้ขน้ 10 µg/ml ดว้ยวิธี Western 
blot เทียบกบั Beta-actin (n =5, *** p<0.01 เทียบกบักลุ่มควบคุม; # p<0.05, ### p<0.01 เทียบกบั
กลุ่ม MPP+) 
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3.  ผลของสารสกัดจากเมล็ดกระทงลายและเศษส่วนต่อการยับยั้งการตายของเซลล์
เพาะเลีย้ง SH-SY5Y ทีถู่กเหน่ียวน าให้เกดิอะพอพโตซิสด้วย MPP+ 
 ท าการเหน่ียวน าเซลล์ SH-SY5Y ให้เกิดอะพอพโตซิสด้วย 50 mM MPP+ เป็นเวลา 3 
ชั่วโมง แล้วให้สารสกัดหยาบจากเมล็ดกระทงลาย (CPSE) ความเข้มข้น 10 µg/ml เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง แลว้น าไปศึกษาภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ชนิดหวักลบั พบวา่เซลล์ SH-SY5Y ท่ีไดรั้บ 50 mM 
MPP+ เป็นเวลา 3 ชัว่โมง มีจ านวนเซลล์ลดลงและเกิดการตายของเซลล์โดยจะเห็นลกัษณะการจบั
กลุ่มของโปรตีนและช้ินส่วนของช้ิน DNA ภายในเซลล์ พบรูปร่างเซลล์หดตวัและไม่เกาะพื้น 
สังเกตไดจ้ากลกัษณะการลอยและเรืองแสงของเซลล์ในอาหารเล้ียงเซลล์ภายใตก้ลอ้ง และเม่ือให้
สารสกดัจากเมล็ดกระทงลายความเขม้ขน้ 10 µg/ml เป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบวา่เซลล์มีการตายลดลง
และมีจ านวนของเซลลม์ากกวา่กลุ่มท่ีไดรั้บ MPP+ เพียงอยา่งเดียว (ภาพท่ี 24) 
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ภาพที่ 24 แสดงเซลล์ SH-SY5Y ท่ีไดรั้บสารสกดัแบบ post-treatment ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ชนิด
หวักลบั  ท่ีก าลงัขยาย 4 10 และ 40 เท่า โดยแสดงเซลล์ท่ีไดรั้บ 50 mM MPP+ และเซลลท่ี์ไดรั้บสาร
สกดัจากเมล็ดกระทงลาย (CPSE) ท่ีความเขม้ขน้ 10 µg/ml หลงัจากไดรั้บ 50 mM MPP+ เทียบกบั
เซลลก์ลุ่ม control (ลูกศรแสดงเซลลต์าย, หวัลูกศรแสดงรูปร่างเซลลห์ดตวั) 
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3.1  ผลของสารสกัดจากเมล็ดกระทงลายและเศษส่วนต่อการยับยั้งการตายของเซลล์ SH-SY5Y ที่
ถูก เห น่ียวน าให้ เกิดอะพอพโตซิสด้วย MPP+ ด้วยวิธี  MTT และ LDH cytotoxicity (post-
treatment) 
 เม่ือให้สารสกัดจากเมล็ดกระทงลาย (CPSE) และเศษส่วนท่ีผ่านการแยกด้วยเฮกเซน 
(CPSE-E/H) เอทิลอะซิเตท (CPSE-E/EA) และน ้า (CPSE-E/W) ความเขม้ขน้ 10 µg/ml เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง กบัเซลล์เพาะเล้ียง SH-SY5Y ท่ีถูกเหน่ียวน าให้เกิดอะพอพโตซิสดว้ย 50 mM MPP+  เป็น
เวลา 3 ชัว่โมง แลว้วดัอตัราการมีชีวติของเซลลด์ว้ยวธีิ MTT พบวา่เซลลท่ี์ไดรั้บ CPSE มีอตัราการมี
ชีวิตของเซลล์ร้อยละ 104.82 และเซลล์ท่ีได้รับเศษส่วน CPSE-E/EA มีอตัราการมีชีวิตของเซลล์
ร้อยละ 97.32 ซ่ึงมีค่าเพิ่มมากข้ึนอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือเทียบกบัเซลล์ท่ีไดรั้บ 50 mM MPP+ 
แต่ไม่ไดรั้บสารสกดั ไม่มีความแตกต่างทางสถิติในกลุ่มท่ีไดรั้บ CPSE-E/H และ CPE-E/W (ภาพท่ี 
25) 

 
 
ภาพที่ 25 แสดงร้อยละของการมีชีวิตของเซลล์ SH-SY5Y ท่ีไดรั้บสารสกดัแบบ post-treatment  ท่ี
ถูกเหน่ียวน าให้เกิดอะพอพโตซิสดว้ย MPP+ ท่ีความเขม้ขน้ 50 mM เป็นเวลา 3 ชัว่โมงก่อนให้สาร
สกดัจากเมล็ดกระทงลายแบบสกดัหยาบ (CPSE) และแบบเศษส่วนท่ีแยกดว้ยเฮกเซน (CPSE-E/H) 
เอทิลอะซิเตท (CPSE-E/EA) และน ้า (CPSE-E/W) ท่ีความเขม้ขน้ 10 µg/ml ดว้ยวธีิ MTT (n=5, *** 
p<0.001 เทียบกบักลุ่มควบคุม; ## p<0.025, ### p<0.001 เทียบกบักลุ่ม MPP+) 
 



 56 

 และเม่ือวดัอตัราการร่ัวของเอนไซม ์LDH ของเซลล์ SH-SY5Y ท่ีถูกเหน่ียวน าให้เกิดอะ
พอพโตซิสดว้ย 50 mM MPP+ เป็นเวลา 3 ชัว่โมง แลว้ใหส้ารสกดัจากเมล็ดกระทงลายและเศษส่วน
ทั้ ง 3 ชนิด เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ด้วยวิธี  LDH cytotoxicity พบว่าเซลล์ท่ีได้รับสารสกัดเมล็ด
กระทงลายและเศษส่วนทุกชนิดมีระดบัของเอนไซม ์LDH ในอาหารเล้ียงเซลลไ์ม่แตกต่างจากกลุ่ม
ท่ีไดรั้บ MPP+ แต่ไม่ไดรั้บสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (ภาพท่ี 26) 
 

 
 
ภาพที่ 26 แสดงร้อยละการร่ัวของเอนไซม์ LDH ของเซลล์ SH-SY5Y ท่ีไดรั้บสารสกดัแบบ post-
treatment ท่ีถูกเหน่ียวน าให้เกิดความเป็นพิษดว้ย MPP+ ท่ีความเขม้ขน้ 50 mM เป็นเวลา 3 ชัว่โมง
ก่อนให้สารสกดัจากเมล็ดกระทงลายแบบสกดัหยาบ (CPSE) และแบบเศษส่วนท่ีแยกดว้ยเฮกเซน 
(CPSE-E/H) เอทิลอะซิเตท (CPSE-E/EA) และน ้ า (CPSE-E/W) ท่ีความเขม้ขน้ 10 µg/ml ด้วยวิธี 
LDH cytotoxicity (n=5, * p<0.05; ** p<0.025; *** p<0.01 เทียบกบักลุ่มควบคุม)  
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3.2  ผลของสารสกัดจากเมล็ดกระทงลายและเศษส่วนต่อการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 ในเซลล์ 
SH-SY5Y ทีถู่กเหน่ียวน าให้เกดิอะพอพโตซิสด้วย MPP+ ด้วยวธีิ Western blot (post-treatment) 
 ท าการเหน่ียวน าเซลล์ SH-SY5Y ให้เกิดอะพอพโตซิสด้วย 50 mM MPP+ เป็นเวลา 3 
ชัว่โมง แลว้ให้สารสกดัหยาบจากเมล็ดกระทงลายและเศษส่วนทั้ง 3 ชนิด ความเขม้ขน้ 10 µg/ml 
กบัเซลล์เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วทดสอบการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 ด้วยวิธี Western blot 
พบวา่เซลล์ท่ีไดรั้บ CPSE มีการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 เพิ่มข้ึนอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือ
เทียบกบัเซลล์ท่ีไดรั้บ MPP+ เพียงอยา่งเดียว โดยเซลล์ท่ีไดรั้บ CPSE มีการแสดงออกของโปรตีน
มากถึงร้อยละ 107.53 ในขณะท่ีเซลล์ท่ีไม่ไดรั้บสารสกดัมีการแสดงออกของโปรตีนเพียงร้อยละ 
29.36 แต่ไม่มีความแตกต่างทางสถิติในกลุ่มท่ีได้รับ CPSE-E/H (ภาพท่ี 27) เช่นเดียวกับกลุ่มท่ี
ได้รับ CPSE-E/EA และ CPSE-E/W ซ่ึงมีการแสดงออกของโปรตีนไม่แตกต่างจากกลุ่มท่ีได้รับ 
MPP+ แต่ไม่ไดรั้บสารสกดั (ไม่ไดแ้สดงไวใ้นภาพ) 
 จากผลการทดสอบสรุปได้ว่าการให้สารสกดัหยาบจากเมล็ดกระทงลายและเศษส่วน
แบบ post-treatment กบัเซลล์ SH-SY5Y ท่ีถูกเหน่ียวน าให้เกิดอะพอพโตซิสด้วย MPP+ ส่งผลให้
เซลล์มีอตัราการมีชีวิตเพิ่มมากข้ึนและมีความสัมพนัธ์กบัการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 โดย
พบว่าเซลล์ท่ีถูกเหน่ียวน าให้เกิดอะพอพโตซิสแลว้ไดรั้บสารสกดัหยาบจากเมล็ดกระทงลายเกิด
การยบัย ั้งการตายของเซลล์ได ้แต่ในกลุ่มท่ีไดรั้บเศษส่วน CPSE-E/H และ CPSE-E/EA ให้ผลการ
ทดสอบท่ียงัไม่แน่ชดัและไม่มีความแตกต่างทางสถิติในกลุ่มท่ีไดรั้บเศษส่วน CPSE-E/W 
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ภาพที่  27 การแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 ในเซลล์ SH-SY5Y ท่ีได้รับสารสกัดแบบ post-
treatment ท่ีถูกเหน่ียวน าให้เกิดความเป็นพิษดว้ย MPP+ ท่ีความเขม้ขน้ 50 mM เป็นเวลา 3 ชัว่โมง
ก่อนให้สารสกดัจากเมล็ดกระทงลายแบบสกดัหยาบ (CPSE) และแบบเศษส่วนท่ีแยกดว้ยเฮกเซน 
(CPSE-E/H) ท่ีความเขม้ขน้ 10 µg/ml ดว้ยวิธี Western blot เทียบกบั beta-actin (n =5, *** p<0.001 
เทียบกบักลุ่มควบคุม; ### p<0.001 เทียบกบักลุ่ม MPP+) 
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บทที ่5 

อภปิรายและสรุปผลการวจิยั (Discussion and conclusions) 
 
 ผลจากงานวิจยัน้ีแสดงให้เห็นวา่สารสกดัจากเมล็ดกระทงลายและเศษส่วนท่ีแยกดว้ยเฮ
กเซนมีฤทธ์ิปกป้องเซลล์ประสาทและยบัย ั้งการเกิดอะพอพโตซิส โดยเพิ่มการแสดงออกของ
โปรตีน Bcl-2 ส่งผลให้เพิ่มการมีชีวิตของเซลลป์ระสาทเพาะเล้ียง SH-SY5Y จากการเหน่ียวน าดว้ย 
MPP+  มีการศึกษาจ านวนมากท าการศึกษาเร่ืองความเป็นพิษของสารในเซลล์เพาะเล้ียงชนิด SH-
SY5Y รวมถึงใชเ้ป็นแบบจ าลองของโรคทางระบบประสาทต่างๆ ไดแ้ก่ โรคอลัไซเมอร์ โรคสมอง
ขาดเลือด โรคกลา้มเน้ืออ่อนแรง รวมถึงโรคพาร์กินสัน เช่นเดียวกนักบัการศึกษาน้ีท่ีใช้เซลล์ SH-
SY5Y เป็นแบบจ าลองของโรคพาร์กินสัน โดยใช ้MPP+ ในการเหน่ียวน าให้ไมโทคอนเดรียท างาน
ผดิปกติส่งผลให้เกิดการตายแบบอะพอพโตซิสแบบ intrinsic pathway ซ่ึง MPP+ จะมีความจ าเพาะ
ต่อเซลล์ประสาทโดปามีนเน่ืองจากผ่านเข้าสู่ เซลล์ประสาทได้ทาง DAT (Jackson-Lewis & 
Smeyne, 2005) ก่อเป็นสารพิษท่ีมีความจ าเพาะต่อเซลล์ประสาทท่ีสร้างสารส่ือประสาทโดปามีน 
และเขา้สู่ไมโทคอนเดรียไดห้ลายวิธี ไดแ้ก่ electron transport chain หรือ monoamine transport เม่ือ 
MPP+ เขา้สู่ไมโทคอนเดรียแลว้จะยบัย ั้ง complex I ในกระบวนการ electron transport chain ส่งผล
ให้การสร้าง ATP ลดลง และมีปริมาณ superoxide และ oxidative stress เพิ่มมากข้ึน จึงเกิดการ
เปล่ียนแปลงความต่างศกัยไ์ฟฟ้าท่ีเยือ่หุม้เซลล์ท่ีท าให้เกิด permeability transition pore และเกิดการ
หลัง่ cytochrome C ออกสู่ cytosol ของเซลล์ ซ่ึง cytochrome C เป็น apoptogenic factor สามารถจบั
กบั apoptotic protease-activating factor-1 (Apaf-1) และไปรวมตวักบั procaspase-9 เป็นโครงสร้าง
ท่ี เรียกว่า apoptosome ซ่ึง procaspase-9 จะเปล่ียนรูปไปเป็น caspase-9 และกระตุ้น caspase-3 
น าไปสู่การตายของเซลล์แบบอะพอพโตซิส (Wu & Bratton, 2013; Zeng et al., 2018) นอกจากน้ียงั
มีโปรตีน apoptosis-inducing factor อ่ืนๆท่ีหลั่งออกจากไมโทคอนเดรีย รวมถึงปริมาณ ROS ท่ี
เพิ่มข้ึนภายในเซลล์เหน่ียวน าให้เกิดการหดตวัของโครมาตินและเกิดการแตกตวัของ DNA ซ่ึง
สามารถกระตุน้กระบวนการเกิดอะพอพโตซิสผ่านโปรตีน Cellular tumor antigen p53 (p53) โดย
ไปยบัย ั้งการท างานของโปรตีน Bcl-2 เป็นท่ีทราบกนัดีว่า โปรตีน Bcl-2 เป็นโปรตีนในกลุ่ม anti-
apoptosis ท่ีช่วยป้องกนัการตายของเซลล์ ซ่ึงมีความส าคญัในกระบวนการเกิดอะพอพโตซิสแบบ 
intrinsic pathway โดยมีหน้าท่ียบัย ั้งการเปล่ียนแปลงของ permeability ของไมโทคอนเดรียเพื่อ
ยบัย ั้งการหลัง่ cytochrome C และช่วยเพิ่มการขบัโปรตอนออกจากไมโทคอนเดรียเพื่อไม่ให้เกิด
การเปล่ียนแปลงการซึมผา่นและการเปล่ียนแปลง membrane potential การท างานของ Bcl-2 จะถูก
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กระตุ้นได้ด้วยโปรตีน pro-apoptosis และโปรตีนท่ีเกิดจาก caspase cascade ในกระบวนการอะ
พอพโตซิส ซ่ึงเม่ือมีการแสดงออกของ Bcl-2 จ านวนมากท าให้เซลล์มีการตายลดลง (Xu et al., 
2015) 
 เม่ือให้สารสกดัจากเมล็ดกระทงลายกบัเซลล์ SH-SY5Y ความเขม้ขน้ 10 µg/ml เป็นเวลา
ต่างกนั พบวา่อตัราการมีชีวิตของเซลล์เพิ่มข้ึนหลงัจากไดรั้บสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายเป็นเวลา 
24 ชัว่โมง และเม่ือไดรั้บเป็นระยะเวลา 48 ชัว่โมงกลบัพบวา่อตัราการมีชีวติของเซลลข์องเซลล์ลด
นอ้ยลง ดงันั้นสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายมีประสิทธิภาพดีท่ีสุดในเวลา 24 ชัว่โมง ซ่ึงจากผลการ
ทดลองส่งผลให้เซลลมีจ านวนมากข้ึนเม่ือเทียกบักลุ่มควบคุมจึงอาจตอ้งท าการศึกษาเพิ่มเติมโดยดู
จาก ปริมาณของ growth factor ท่ีเก่ียวขอ้ง และเม่ือให้สารสกดัจากเมล็ดกระทงลายทั้งแบบสกดั
หยาบ CPSE และเศษส่วนท่ีแยกดว้ยเฮกเซน (CPSE-E/H) และเอทิลอะซิเตท (CPSE-E/EA) ท่ีความ
เขม้ขน้ 10 µg/ml เป็นเวลา 24 ชัว่โมงทั้งแบบ pre-treatment และ post-treatment แก่เซลล ์SH-SY5Y 
พบว่าเซลล์มีอตัราการตายแบบอะพอพโตซิสท่ีลดลง ในขณะเดียวกนัเม่ือให้สารสกดัเศษส่วนท่ี
แยกดว้ยน ้ า ความเขม้ขน้ 10 µg/ml เป็นเวลา 24 ชั่วโมงทั้งแบบ pre-treatment และ post-treatment 
แก่เซลล์ SH-SY5Y ให้ผลไม่แตกต่างจากกลุ่มท่ีไม่ไดรั้บสารสกดั และจากรายงานของ Ito K. และ
คณะก่อนหนา้น้ีพบวา่ MPP+ สามารถเหน่ียวน าให้เกิดลกัษณะการบวมของไมโทคอนเดรียซ่ึงเป็น
ข้อบ่งช้ีการเกิด necrosis ร่วมด้วย (Ito et al., 2017) จึงท าการศึกษาด้วยวิธี  LDH cytotoxicity 
เพิ่มเติม พบว่าเม่ือเซลล์ได้รับ MPP+ ท่ีความเขม้ขน้ 50 mM เป็นเวลา 3 ชั่วโมง อตัราการร่ัวของ
เอนไซม์ LDH ในอาหารเล้ียงเซลล์เพิ่มมากข้ึนแสดงถึงอตัราการตายของเซลล์ท่ีเพิ่มมากข้ึน และ
เม่ือเซลล์ได้รับสารสกัดหยาบจากเมล็ดกระทงลาย CPSE และเศษส่วน CPSE-E/H และ CPSE-
E/EA แบบ pre-treatment อตัราการร่ัวของเอนไซม์ LDH ลดลง จึงสรุปได้ว่าสารสกัดหยาบจาก
เมล็ดกระทงลายและเศษส่วนท่ีแยกดว้ยเฮกเซนและเอทิลลอะซิเตทสามารถปกป้องกนัการตายของ
เซลล์ SH-SY5Y ท่ีได้รับ MPP+ ได้ ซ่ึงแตกต่างจากการให้สารสกดัแบบ post-treatment เน่ืองจาก
เซลลถู์กท าใหเ้กิดอะพอพโตซิสก่อนและเกิดการหลัง่ของเอนไซม ์LDH ออกมาผสมในอาหารเล้ียง
เซลล์ ท าให้อตัราการท างาน LDH ในแต่ละกลุ่มไม่แตกต่างกนั ดงันั้นการให้สารสกดัแบบ pre-
treatment จึงเหมาะสมและมีประสิทธิภาพในศึกษาฤทธ์ิการปกป้องเซลล์ประสาทมากกว่าแบบ 
post-treatment แต่อยา่งไรก็ตามมีการศึกษาในสารสกดัจากระทงลายทั้งตน้ท่ีสกดัดว้ยเมทานอลและ
แยกความมีขั้วดว้ยเฮกเซนพบวา่มีฤทธ์ิในการกระตุน้การเกิดอะพอพโตซิสและ autophagy ในเซลล์
เพาะเล้ียง MCF-7 ซ่ึงเป็นเซลล์มะเร็งเตา้นม โดยลดการแสดงออกของ p-Akt และ NF-KB ควบคุม
การเกิดอะพอพโตซิส (Weng, Yen, & Lin, 2013) ซ่ึงขดัแยง้กับผลการทดลองน้ี ดงันั้นจึงควรมี
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การศึกษาฤทธ์ิของสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายต่อการเกิดอะพอพโตซิสในเซลล์เพาะเล้ียงท่ีเป็น
เซลลป์กติเพิ่มเติม  
 จากผลการทดลองอตัราการมีชีวติของเซลล์มีความสัมพนัธ์กบัการแสดงออกของโปรตีน 
Bcl-2 ซ่ึงเป็นโปรตีน anti-apoptosis เม่ือเซลล์ไดรั้บสารสกดัหยาบจากเมล็ดกระทงลาย CPSE และ
เศษส่วน CPSE-E/H และ CPSE-E/EA ท าให้อตัราการมีชีวิตของเซลล์เพิ่มมากข้ึนส่งผลให้มีการ
แสดงออกของโปรตีน Bcl-2 เพิ่มมากข้ึนเช่นกนัเเม่ือเทียบกบักลุ่มท่ีไม่ไดรั้บสารสกดั (ภาพท่ี 28) มี
ความสอดคล้องกับงานวิจัยของ K.H. Kumar และคณะ (2015) ท่ีระบุว่าสารสกัดจากเมล็ด
กระทงลายสามารถยบัย ั้งการเกิดการตายของเซลล์แบบอะพอพโตซิสในเซลล์เพาะเล้ียง C2C12 
murine muscle cells โดยมีการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 เพิ่มมากข้ึน รวมทั้ งยงัมีปริมาณ 
cytochrome C ลดลง (Kumar et al., 2015) ซ่ึงในงานวจิยัวจิยัน้ียงัขาดการศึกษาและดูการแสดงออก
ของโปรตีนอ่ืนๆท่ีเป็น marker ส าคัญในกระบวนการเกิดอะพอพโตซิสแบบ intrinsic pathway 
เพิ่มเติมเช่น cytochrome C ท่ีบ่งช้ีถึงระยะก่อนเกิดอะพอพโตซิส และโปรตีน caspase-9 และ 
caspase-3 ท่ีบ่งช้ีถึงระยะหลงัเกิดอะพอพโตซิสเพื่อใหผ้ลการวจิยัสมบูรณ์มากยิง่ข้ึน 

 
 
ภาพที่ 28 แสดงฤทธ์ิของสารสกัดจากเมล็ดกระทงลายในการควบคุมการเกิดอะพอพโตซิส   

โดยสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายจะเพิ่มการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 ท่ีบริเวณ outer-membrane 

ของไมโทคอนเดรีย ซ่ึงท าหนา้ท่ียบัย ั้งโปรตีน Bax ซ่ึงเป็น pro-apoptosis และส่งผลใหย้บัย ั้งการ

หลัง่ Cytochrome C จากไมโทคอนเดรียจึงไม่เกิดกระบวนการอะพอพโตซิส 
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 จากผลการทดลองสามารถสรุปไดว้า่สารออกฤทธ์ิของสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายเป็น
สารท่ีมีขั้วต ่า มีคุณสมบติัละลายไดไ้ม่ดีในน ้ า จึงท าให้ผลการศึกษาของสารสกดัเศษส่วนท่ีมีขั้วต ่า
ได้แก่ CPSE-E/H และขั้วกลางได้แก่ CPSE-E/EA มีฤทธ์ิป้องกนัและยบัย ั้งการตายของเซลล์ได้
มากกว่าเศษส่วนท่ีมีขั้วสูงไดแ้ก่ CPSE-E/W ซ่ึงให้ผลไปในทางเดียวกบัการศึกษาของ Alama และ 
Haque ในปี 2011 ท่ีรายงานวา่สารสกดัจากเมล็ดกระทงลายท่ีแยกเศษส่วนดว้ยเอทานอลมีฤทธ์ิใน
การต้านอนุมูลอิสระ ในขณะท่ีเศษส่วนท่ีแยกด้วยน ้ าไม่มีฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระ ในการ
ทดสอบดว้ยวิธี DPPH (Alama & Haque, 2011) และต่อมามีการศึกษาสารสกดัจากเมล็ดกระทงลาย
ดว้ย เทคนิค Gas Chromatography-Mass Spectrometr (GC-MS) พบวา่ในสารสกดัเมล็ดกระทงลาย
มีสารประเภท phenolic ประกอบมากถึง 99.2% ไดแ้ก่ กรดปาลมิติก ไฟทอล และไลนาลูล ซ่ึงเป็น
สารตา้นอนุมูลอิสระท่ีพบได้ทัว่ไปในพืช ซ่ึงมีบทบาทในการตา้นอนุมูลอิสระและลดการสร้าง 
ROS นอกจากน้ีเมล็ดกระทงลายท่ีสกดัดว้ยคลอโรฟอร์มมีส่วนประกอบของสาร phenolic เป็นหลกั
และมีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระ (Arora & Pandey-Rai, 2014) และมีการศึกษาบ่งช้ีว่าสารออก
ฤทธ์ิของสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายน่าจะเป็นสารท่ีอยูใ่นกลุ่มแอลคาลอยด ์ไดแ้ก่ Celastrine และ 
Paniculatin กลุ่มเทอพินอยด์ ได้แก่ phytol และ linalool กรดไขมัน กรดอะซิติด กรดเบนโซอิก 
สเตอรอล และเตตระโคซานอล ตามลักษณะทางชีวภาพของสารสกดัจากเมล็ดกระทงลายซ่ึงมี
ลกัษณะเป็นน ้ ามนัหอมระเหย (Dwivedi & Maurya, 2018; Shashank et al., 2017) อย่างไรก็ตามมี
การศึกษาในเมล็ดกระทงลายท่ีสกดัดว้ยน ้ า โดยพบวา่สารสกดัจากเมล็ดกระทงลายท่ีสกดัดว้ยน ้ ามี
สารต้านอนุมูลอิสระ จากการทดสอบด้วยวิธี DPPH scavenging activity (Arora & Pandey-Rai, 
2014) และสามารถเพิ่มพฤติกรรมการเรียนรู้และความจ าได้ในหนูแรทโดยลดการท างานของ 
เอนไซม์ acetylcholinesterase (AChE) ส่งผลให้มีสารส่ือประสาทประเภท acetylcholine (ACh) 
เพิ่มข้ึนในสมองหนู (Bhanumathy et al., 2010) และสามารถถลดสารอนุมูลอิสระทั้งในสมองของ
หนูแรทและในเซลลเ์พาะเล้ียง FBNC (Godkar et al., 2003)  
 จากรายงานขา้งตน้แสดงให้เห็นแนวโนม้ท่ีชดัเจนวา่สารสกดัหยาบจากเมล็ดกระทงลาย
และเศษส่วนท่ีแยกดว้ยเฮกเซนมีฤทธ์ิในการปกป้องเซลล์ประสาท โดยสามารถเพิ่มการแสดงออก
ของโปรตีน Bcl-2 ภายในเซลล์ประสาท SH-SY5Y น าไปสู่การยบัย ั้งการตายของเซลล์แบบอะพอพ
โตซิสท่ีถูกเหน่ียวน าด้วย MPP+ ส่งผลให้เซลล์มีอตัราการมีชีวิตเพิ่มมากข้ึน ดงันั้นสารสกดัจาก
เมล็ดกระทงลายจึงสามารถน ามาพฒันาเป็นยาทางเลือกในการรักษาและบรรเทาอาการของโรคทาง
ระบบประสาท จึงน่าจะน าเศษส่วนของสารสกดัท่ีแยกด้วยเฮกเซนไปศึกษาหาสารประกอบและ
สารออกฤทธ์ิด้วยวิธี Gas chromatography และน าไปทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัในเซลล์ประสาท
เพาะเล้ียงชนิดอ่ืนๆ และในสัตวท์ดลองก่อนน าไปใชรั้กษาผูป่้วยโรคพาร์กินสันต่อไป 
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