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บทคัดย่อ 

กรดโอคาดาอิด คือสารพิษท่ีสะสมอยู่ในสัตว์ทะเลชนิดมีเปลือก เป็นสาเหตุของพิษท้องร่วงจากอาหาร
ทะเลในคน มีฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของเอนไซน์ฟอสฟาเทส ชนิด 1A และ 2A มีการรายงานว่าการให้กรดโอคาดา
อิก เหนีย่วนําให้เกิดภาวะ hyperphosphorylation ของโปรตีน tau ส่งผลให้สตว์ทดลองสูญเสียความจํา ใน
ภาวะปรกติฮอร์โมนเอสโตรเจนมีบทบาทสําคัญในการส่งเสริมกระบวนการสร้างความจําของเซลล์ประสาท เป็นไป
ได้หรือไม่ว่ากรดโอคาดาอิกทําให้ความจําและการเรียนรู้ลดลงอาจเก่ียวข้องกับกระบวนการสังเคราะห์ฮอร์โมน
เอสโตรเจนของเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัสและเปน็สาเหตุของถาวะการสูญเสียความจํา งานวิจัยนี้ทําการศึกษาผล
ของกรดโอคาดาอิกโดยใช้เซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง H19-7 hippocampal นํามาบ่มด้วยกรดโอคาดาอิกท่ีความ
เข้มข้นและเวลาต่างกันเพ่ือศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์เพาะเลี้ยงด้วยวิธี MTT assay ศึกษาการแสดงออกของ 
synaptic genes ด้วยวิธี real-time PCR และศึกษาปริมาณของเอสโตรเจนด้วยวิธี ELISA ผลการทดลองแสดงให้
เห็นว่าการบ่มด้วยกรดโอคาดาอิกท่ีความเข้มข้นสูง (0.1 และ 1 uM) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ลดอัตราการมีชีวิตของ
เซลล์เพาะเลี้ยงอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับกลุ่มควบคุม และเม่ือบ่มด้วยกรดโอคาดาอิกท่ีความเข้มข้น
ต่ํา (0.01 uM) อัตราการมีชีวิตของเซลล์เพาะเลี้ยงลดลงเม่ือบ่มเป็นเวลา 48 ชั่วโมง โดยมีค่าร้อยละของการมีชีวิต
ประมาณ 70 และคงท่ีไปถึง 120 ชั่วโมง นอกจากนี้การให้กรดโอคาดาอิกเป็นเวลา 24 และ 96 ชั่วโมงลดการ
แสดงออกของยีน NR2 และ PSD-95 อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับกลุ่มควบคุมตามลําดับ และเป็นการ
ลดลงแบบข้ึนกับเวลา การให้กรดโอคาดาอิกส่งเป็นเวลา 120 ชั่วโมง มีแนวโน้มลดปริมาณของเอสโตนเจนท่ี
สังเคราะห์จากเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง H19-7 จากผลการทดลองของงานวิจัยนี้สามารถสรุปได้ว่า กรดโอคาดาอิก
มีลดการแสดงออกของ synaptic gene (NR2 และ PSD-95) ซึ่งอาจมีส่วนเก่ียวข้องกับความจําและการเรียนรู้ 
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Abstract 

Okadaic acid (OA), a naturally occuring marine toxin, causes diarrhetic shellfish poison 
(DSP) in human. OA is an inhibitor of protein phosphatase 1A and 2A. Previous study showed 
that OA induced tau hyperphosphorylaton, leading to loss of learning and memory. Normally, 
estrogen has an important role on an enhancement of memory formation. It is probable that 
OA-induced memory loss may associate with estrogen synthesis in hippocampal neurons. By 
using H19-7 hippocampal neuron, the effect of concentration and incubation time of OA on cell 
viability was studied by MTT assay. The synaptic genes expression was study by real-time PCR. 
The secretion of estrogen was measured by ELISA. The result showed that the incubation of OA 
at high concentration (0.1 and 1 uM) for 24 h significant decreased the viability of cell 
compared with the control. After 48 h treatment, 0.01 uM OA significantly decreased cell 
viability. The decrease of cell viability is approximately 70% at 48h and remainstable until 120 
h. Moreover, OA treatment decreased the expression of NR2 and PSD-95 genes at 24 and 92 h, 
respectively. Finally, treatment of OA tented to decrease the estrogen secretion but was not 
statistically significant. The present study concluded that OA decreased synaptic gene 
expression, which may cause of memory loss. 
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1. บทนํา (Introduction) 
 
1.1 เนื้อหาของเรื่องท่ีเคยมีผู้ทํามาก่อน  
กรดโอคาดาอิก (okadaic acid) คือสารท่ีปนเปื้อนอยู่ในสัตว์ทะเลประเภทมีเปลือก ได้แก่ กุ้ง ปู และ 

หอย ตัวของหอยทะเล ซึ่งเกิดจากการท่ีกุ้ง ปู และ หอย กินสาหร่ายเซลล์เดียวไดโนแฟลเจลเลตชนิดมีพิษ 
(toxicgenic dinoflagellate) เข้าไปและไปสะสมอยู่ภายในโดยสารพิษนี้จะไม่เป็นอันตรายต่อตัวเอง แต่เม่ือคน
รับประทานอาหารทะเลท่ีมีสารพิษสะสมอยู่ในปริมาณมาก จะเกิดอาการพิษจากอาหารทะเลซึ่งอาการท่ีพบบ่อย 
ได้แก่ พิษท่ีทําให้เกิดท้องร่วง (diarrhetic shellfish poisoning) นอกจากนีก้รดโอคาดาอิกยังมีคุณสมบัติเป็นตัว
ยับยั้งการทํางานของเอนไซม์ฟอสฟาเทส ชนิด ชนิด 1 และ 2A ซึ่งปรกติจะทําหน้าท่ีเอาหมู่ฟอสเฟตออกจาก
โปรตีน tau ดังนั้นการยับยั้งการทํางานของเอนไซม์ท้ังสองจึงส่งผลให้ เกิดภาวะการเติมหมู่ฟอสเฟตมากผิดปรกติ
ของโปรตีน tau (tau hyperphosphorylation) ซึ่งเป็นพยาธิสภาพสําคัญท่ีพบในสมองของผู้ป่วยโรคอัลไซด์เมอร์ 
นอกจากนี้ยังพบว่าความรุนแรงของภาวะสมองเสื่อมมีความสัมพันธ์โดยตรงกับปริมาณของ tau 
hyperphosphorylation ท่ีสะสมภายในเซลลป์ระสาทอีกด้วย งานวิจัยของ Li และคณะ (2014) รายงานว่าการ
ให้กรดโอคาดาโดยวิธีการ microinjection  ลงไปท่ีสมองส่วน hippocampus ของหนูทดลองพบว่า หนูทดลองมี
ความจําและการเรียนรู้ลดลงหลังจากทําการทดสอบด้วยวิธี Morris water maze 
นอกจากนี้ยังพบว่ามีการแสดงออกของโปรตีน tau ท่ีถูกเติมหมู่ฟอสเฟต (p-tau) เพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ
เม่ือเทียบกับกลุ่มควบคุม แสดงให้เห็นว่ากรดโอคาดาอิกมีผลเหนี่ยวนําให้เกิดภาวะ tau hyperphosphorylation 
ซึ่งน่าจะเป็นสาเหตุสําคัญของภาวะความจําเสื่อมในโรคอัสไซด์เมอร ์ 

เป็นท่ีทราบกันว่าฮอร์โมนเอสโตรเจนท่ีสังเราะห์จากเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัสมีบทบาทสําคัญในการ
ส่งเสริมกระบวนการ synaptic plasticity และการสร้างความจํา เป็นไปได้หรือไม่ว่ากรดโอคาดาอิกอาจจะมี
บทบาทเก่ียวข้องกับการสังเคราะห์เอสโตรเจนของเซลล์ประสาทอิปโปแคมปัส 

1.2 ความสําคัญและท่ีมาของปัญหา 
 ในปัจจุบันการบริโภคอาหารทะเลเป็นท่ีนิยม เนื่องจากอาหารทะเลประกอบไปด้วยแหล่งโปรตีน

คุณภาพสูง โปรตีนจากปลาทะเลและอาหารทะเลช่วยเสริมสร้างอีลาสติน และคอลลาเจน ซึ่งช่วยให้ผิวยืดหยุ่น
และช่วยผลัดเปลี่ยนเซลล์ เป็นอาหารชั้นดีสําหรับผิวและเส้นผม ผม (Hou et al., 2012)  ยิ่งไปกว่านี้ อาหาร
ทะเลยังประกอบไปด้วยสารอาหารท่ีเป็นประโยชน์ต่อร่างกายมากมาย ท่ีรู้จักกันดี คือโอเมกา-3 ซึ่งพบมาก ใน
ปลาทะเลน้ําลึก และไอโอดีนท่ีมีมากในหอยทะเล อย่างไรก็ตามอุบัติการณ์ของการป่วยจากการบริโภคอาหาร
ทะเลเพ่ิมสูงข้ึน ท่ีสําคัญได้แก่ ภาวะอาหารเป็นพิษจากการบริโภคหอยทะเล เช่น หอยกาบ หอยแมลงภู่ 
หอยแครง หอยนางรม หอยเชลล์ พิษในหอยทะเลเกิดจากเม่ือหอยกินสาหร่ายเซลล์เดียวไดโนแฟลเจลเลตชนิดมี
พิษเข้าไป (toxicgenic dinoflagellate) หลังจากนั้นหอยจะดูดซึมสารพิษและสะสมไว้ในตัว โดยเก็บไว้ได้นานถึง 
1 เดือน สารพิษนี้จะไม่เป็นอันตรายต่อหอย แต่เม่ือคนรับประทานหอยท่ีมีสารพิษสะสมอยู่ในปริมาณมาก จะเกิด
อาการพิษจากหอย อาการท่ีพบบ่อย ได้แก่ พิษท่ีทําให้เกิดท้องร่วง (diarrhetic shellfish poisoning : DSP) ซึ่ง
เกิดจากสารพิษกรดโอคาดาอิก (okadaic acid) และ ไดโนไฟซิสทอกซิน (dinophysis toxin)  (Blanco et al., 
2003)กรดโอคาดาอิก เป็นสารท่ีละลายได้ในไขมัน ทําให้ผ่าน blood brain barrier เข้าสู่สมองได้  
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กรดโอคาดาอิก มีคุณสมบัติเป็นตัวยับยั้งการทํางานของเอนไซม์ฟอสฟาเทส มีงานวิจัยก่อนหน้านี้รายงานว่า 
กรดโอคาดาอิกยับยั้งการทํางานของเอนไซม์ฟอสฟาเทส ชนิด 1 และ 2A (Tapia et al., 1999)ส่งผลให้เกิดการ
เติมหมู่ฟอสเฟตให้แก่โปรตีนทาว (tau) มากอย่างผิดปรกติ (tau hyperphospholylation) ซึ่งในภาวะปรกติ
โปรตีน tau ทําหน้าท่ีคงเสถียรภาพให้กับไมโครทิวบูลในเซลล์ประสาท เม่ือถูกเติมหมู่ฟอสเฟตจึงไม่สามารถจับกับ
ไมโครทิวบูลได้ โปรตีน tau จึงหลุดออกแล้วมารวมกลุ่มกันอยู่ภายในเซลล์ประสาท เรียกว่า neurofibrillary 
tangle ซึ่งเป็นพยาธิสภาพอย่างหนึ่งท่ีพบในโรคอัลไซเมอร์ ส่งผลให้สัตว์ทดลองสูญเสียความจําจากการทดสอบ
ด้วยวิธี Morris water maze (Kamat et al., 2011) แต่อย่างไรก็ตามยังกลไกกรดโอคาดาอิกต่อกระบวนการ
สร้างความจําของเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัสก็ยังไม่มีการศึกษา นอกจากนี้ยังมีการรายงานว่ากรดกรดโอคาดาอิก
สามารถกระตุ้นเซลล์ไมโครเกลีย (Kamat et al., 2011) ซึ่งเป็นเซลล์ภูมิคุ้มกันของระบบประสาทส่วนกลาง เม่ือ
เซลล์ไมโครเกลียถูกกระตุ้นจากสารพิษจะมีการตอบสนองโดยการลดปริมาณของ neurotrophic factor เพ่ิมการ
หลั่ง inflammatory cytokines และ กระตุ้นการสร้างสารอนุมูลอิสระ มีงานวิจัยก่อนหน้านี้รายงานว่า กรดโอคา
ดาอิกเพ่ิมการหลั่ง interleukin-6 โดยการกระตุ้นกระบวนการ acetylation ของ transcription factor ชนิด 
NFkappaB  (Suuronen et al., 2006) แต่อย่างไรก็ตามผลทางตรงของกรดโอคาดาอิกต่อการทํางานของเซลล์
ประสาทฮิปโปแคมปัส ซึ่งเป็นเซลล์หลักของการสร้างความจํายังไม่มีรายงาน โดยเฉพาะอย่างยิ่งผลต่อการ
สังเคราะห์เอสโตรเจนในเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัส ซึ่งถือเป็นกลไกหลักต่อการคงรูปร่างและจํานวนของ 
synapse ให้อยู่ในภาวะสมดุลและสามารถกระตุ้นให้เกิดกระบวนการ synaptic plasticity ดังนั้นงานวิจัยนี้จึง
มุ่งเน้นท่ีจะศึกษาผลและกลไกของกรดโอคาดาอิกต่อกระบวนการ synaptic plasticity ซึ่งเป็นกลไกหลักของการ
สร้างความจําในเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัส 

1.3 วัตถุประสงคแ์ละขอบเขตการวิจัย 

1.3.1 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

1. ศึกษาผลของกรดโอคาดาอิกต่อการแสดงออกของ glutamate receptor ในเซลล์
ประสาทเพาะเลี้ยง H19-7 hippocampal neuron 

2. ศึกษาผลของกรดโอคาดาอิกต่อการแสดงออกของ PSD-95 ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง 
H19-7 hippocampal neuron  

3. ศึกษาผลของกรดโอคาดาอิกต่อการสังเคราะห์เอสโตรเจนในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง 
H19-7 hippocampal neuron 

4. ศึกษาผลของกรดโอคาดาอิกต่อการสังเคราะห์ BDNF จากเซลล์เพาะเลี้ยง microglia  

1.3.2 ขอบเขตของโครงการวิจัย 

การวิจัยท้ังหมดในโครงการนี้ครอบคลุมการศึกษาผลของกรดโอคาดาอิกต่อกลไกการสร้าง
ความจําในเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัส และ เซลล์เพาะเลี้ยง microglia 
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1.4. ทฤษฎี สมมุติฐาน และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย  

��������� 

การได้รับพิษท้องร่วงจากอาหารทะเลน่าจะมีผลยับยั้งกระบวนการสร้างความจําท้ังทางตรง
คือยับยั้งกระบวนการ synaptic plasticity และการสังเคราะห์เอสโตรเจนของเซลล์ประสาทอิปโป
แคมปัส และทางอ้อมคือการลดการหลั่งของ neurotrophic factor จากเซลล์ไมโครเกลียนําไปสู่สูญ
สียกระบวนการสร้างความจาํในท่ีสุด 

กรอบแนวคิดของโครงการวิจัย 

เนื่องจากกรดโอคาดาอิกสามารถผ่านเข้าสู่สมองได้และยังเหนี่ยวนําให้เกิดพยาธิสภาพต่างๆ แก่
เซลล์ประสาทได้แต่ยังไม่มีการศึกษาถึงผลต่อกลไกการสร้างความจํา ซึ่งหากมีผลโดยตรงจะนําไปสู่การ
ค้นพบถึงข้อควรระวังในการบริโภคหอยทะเล  

1.5 ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ  
 ผลการวิจัยจากโครงการวิจัยนี้ทําให้เข้าใจพ้ืนฐานการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ประสาทฮิปโป
แคมปัสในภาวะชราและนําไปสู่การค้นพบวิธีในการป้องกันรักษาต่อไป 

 โดยส่วนหนึ่งของผลงานวิจัยในโครงการวิจัยนี้จะตีพิมพ์เผยแพร่ในวารสาร  Proceedings of 
the Anatomy Association of Thailand ในชื่อเรื่อง The Effect of Okadaic Acid on the 
Synthesis of Estrogen in Hippocampal neurons 
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2. เนื้อเร่ือง 

2.1 วิธีการดําเนินการวิจัย  

2.1.1 การเลี้ยงเซลล์เพาะเลี้ยง H19-7 hippocampal neuron 

  ทําการเพาะเลี้ยงเซลล์H19-7 hippocampal neuron(ATCC® Number; CRL-2526) ใน
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Gibco, Carlsbad, CA, USA) ท่ีประกอบด้วย 
1.5 g/l sodium bicarbonate, 0.2 mg/ml G418,0.001 mg/ml puromycin (Sigma, St. Louis, 
MO, USA) และ10% fetal bovine serum (Gibco) ในpoly-L-lysine-coated T-flask (Corning, 
Corning, NY, USA) ขนาด 25 cm2  ในตู้ปลอดเชื้อท่ีอุณหภูมิ 33°C และความเข้มข้นCO2 ท่ี 5% 
ภายใต้สภาวะแวดล้อมและอาหารเลี้ยงเซลล์ดังกลา่วเหมาะสมต่อการเพ่ิมจํานวนเซลล์เพาะเลี้ยง H19-7 
hippocampal neuron (cell proliferation) การเตรียมเซลล์เพาะเลี้ยงเพ่ือนําไปใช้ในการศึกษาวิจัย 
เซลล์เพาะเลี้ยงH19-7 hippocampal neuron จะถูกเลี้ยงด้วย estrogen-free culture medium ท่ี
ประกอบด้วย 0.01%N2 supplement (Gibco) และ 10 ng/mlbasic fibroblast growth factor 
(bFGF) (Sigma) ใน 6-well plate (Corning) ในตู้ปลอดเชื้อท่ีอุณหภูมิ 39 °C และและความเข้มข้น 
CO2 ท่ี 5% ซึ่งในสภาวะนี้เซลล์เพาะเลี้ยง H19-7 hippocampal neurons จะถูกกระตุ้นให้มีการ
เปลี่ยนแปลงรูปร่าง (differentiation) กลายเป็น mature hippocampal neuron  

  2.1.2 การวัดการมีชีวิตของเซลล์เพาะเลี้ยง (MTT assay) 
 การวัดเปอร์เซ็นการมีชีวิตของเซลล์เพาะเลี้ยง ด้วยวิธี MTT assay มีหลักการ คือ สารละลาย 
MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Sigma) จะถูกเปลี่ยนสี
จากสีเหลืองไปเป็นผลึกสีน้ําเงิน (formazan crystal) ในเซลล์ท่ีมีชีวิต โดยอาศัยการทํางานของเอมไซม์
ในไมโตคอนเดรีย ในขณะท่ีเซลล์ตายจะไม่สามารถเปลี่ยนสีสารละลาย MTT ได้ วิธีการทดลอง เริ่มจาก
การเพาะเลี้ยงเซลล์เพาะเลี้ยง primary hippocampal neuron ใน 96-well plate (Corning) ให้มี
ความหนาแน่นประมาณ 10,000 เซลล์ ต่อ 1 well จากนั้นให้ กรดโอคาดาอิก (Sigma) ท่ีเวลาต่างกัน 
เม่ือครบเวลาดูด culture media ออก แล้วล้างเซลล์ด้วย 0.01M phosphate buffer saline (PBS) 
ก่อนท่ีจะบ่มด้วยสารละลาย MTT เป็นเวลา 3 ชัง่โมง จากนั้นทําการละลาย (solubilization) formazan 
crystal ด้วย dimethyl sulfoxide (DMSO) แล้วนําไปวัดค่าความดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง 
spectrophotometer ท่ีความยาวคลื่น 550 nm 

 2.1.3 Quantitative-real time PCR (qRT-PCR) 

 นําเซลล์เพาะเลี้ยง Primary hippocampus neurons ท่ีได้จากการทดลองมาสกัด RNA โดยใช้ 
RNeasy mini kit (Qiagen, Hilden, Germany) แล้ววัดความเข้มข้นของ RNA ท่ีได้ด้วยเครื่อง 
spectrophotometer ทําการคํานวณเพ่ือปรับปริมาณของ RNA ให้เท่ากันทุกกลุ่ม แล้วเปลี่ยนกลับไป
เป็น cDNA ด้วยเครื่อง thermocycle โดยใช้ high capacity cDNA reverse transcription kit 
(Apply Biosystems, CA, USA) จากนั้นเพ่ิมจํานวนยีนและเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนเป้าหมาย 
กับ ยีน housekeeping (GAPDH) ด้วยเครื่อง real-time PCR (Applied biosystems) โดยใช้ 
TaqMan® gene expression assay kit (Apply Biosystems) ซึ่งประกอบด้วย customized primer 
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design และ DNA-probe ท่ีถูกติดฉลากด้วย FAMTM dye และคํานวณปริมาณการแสดงออกของยีน
เป้าหมายด้วยวิธี threshold cycle (Ct method) โดยใช้ SDS software v. 1. 4 (Apply Biosystems) 

2.1.4 อิไลซ่า (ELISA) 

 ทําการวัดความปริมาณ local estrogen ใน culture media โดยชุดวัดสําเร็จรูป estrogen 
ELISA kit (R&D systems) โดยเริ่มจากการดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ลงใน 96-well plate ซึ่งมีการติดฉลาก
ด้วย primary estrogen antibody หรือ primary BDNF antibody ไวแ้ล้ว จากนั้นบ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ออกแล้วล้างด้วย washing buffer ก่อนท่ีจะใส่สารท่ีติด
ฉลากด้วย HRP ลงไปในแต่ละ well จากนั้นทําให้เกิดการเปลี่ยนสีโดยการเติม chromogen substrate 
ลงไปใน well บ่มไว้เป็นเวลา 15 นาที ในท่ีมืด  จากนั้นทําการหยุดปฏิกิริยาแล้วนําไปวัดความเข้มแสง
ด้วยเครื่อง spectrophotometer นําค่าท่ีได้ไปคํานวณหาปริมาณของ estrogen ใน culture media 
โดยเปรียบเทียบกับค่ามาตรฐาน (standard curve) 

          2.1.5 วิธีการประเมินผลและการสังเคราะห์ข้อมูล 

 ข้อมูลท้ังหมดจะถูกนําเสนอเป็นค่า means ± SE ความแตกต่างทางสถิติของข้อมูลสองชุดจะ
ทดสอบโดย unpaired Student’s t-test  ความแตกต่างทางด้านสถิติของข้อมูลมากกว่าสองชุดจะถูก
ทดสอบด้วย one-way analysis of variance (ANOVA) with Turkey multiple comparison test 
ความแตกต่างทางด้านสถิติของทุกการทดสอบต้องมีค่า P ≤ 0.05 ประเมินผลข้อมูลโดย Graph-Pad 
Prism 5.0 
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2.2 ผลการทดลอง 

2.2.1 ศึกษาผลของกรดโอคาดาอิกต่อการแสดงออกของ NR2 subunit ของ NMDA receptor 
ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง 19-7 hippocampal 

ทําการศึกษาผลของกรดโอคาดาอิกต่อการแสดงออกของยีน NR2 subunit ของ NMDA 
receptor ยีนในเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัสเพาะเลี้ยง ซึ่งหากมีการแสดงออกของยีน NR2 subunit 
เพ่ิมข้ึนบ่งชี้ว่าเซลล์ประสาทมีการแปลี่ยนแปลงภายใต้กระบวนการ late-long-term potentiation ของ
กระบวนการสร้างความจํา โดยบ่มเซลล์เพาะเลี้ยงด้วยกรดโอคาดาอิกท่ีความเข้มข้น 0.01 uM เป็นเวลา
ต่างกัน คือ 0 24 48 72 96 และ 120 ชั่วโมงตามลําดับ จากนั้นทําการสกัด RNA จากเซลล์เพาะเลี้ยง
เพ่ือนํามาศึกษาการแสดงออกของยีน NR2 subunit ด้วยวิธี real-time PCR ผลการทดลองแสดงให้เห็น
ว่า (รูปท่ี 1) การแสดงออกของยีน ยีน NR2 subunit  ลดลงอย่างมีนัยสัมคัญทางสถิติหลังจากท่ีทําการ
บ่มด้วยกรดโอคาดาอิกท่ีความเข้มข้น 0.01 uM เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และลดลงเป็นลําดับต่อเนื่อง
จนกระท่ังถึง 120 ชั่วโมง เม่ือเทียบกับกลุ่ม (0) ผลการทดลองนี้แสดงบ่งชี้ว่า กรดโอคาดาอิกท่ีความ
เข้มข้น 0.01 uMยับยั้งการแสดงออกของยีน NR2 subunit แบบข้ึนกับเวลา 

 

รปูท่ี 1 กราฟแสดงสัดส่วนการแสดงออกของ NR2 subunit ของเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัสท่ีบ่มด้วย
กรดโอคาดาอิก ท่ีเวลา 0 24 48 72 96 และ 120 ชั่วโมง 

** P<0.005, *** P<0.001 (n=3) 
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2.2.2 ศึกษาผลของกรดโอคาดาอิกต่อการแสดงออกของยีน PSD-95 ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง 
H19-7 hippocampal 

ทําการศึกษาผลของกรดโอคาดาอิกต่อการแสดงออกของยีน PSD-95 ในเซลล์ประสาทฮิปโป
แคมปัสเพาะเลี้ยง ซึ่งหากมีการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีน PSD-95 บ่งชี้ว่าเซลล์ประสาทมีการแป
ลี่ยนแปลงรูปร่างบริเวณ postsynapse ภายใต้กระบวนการ synaptic plasticity ของกระบวนการสรา้ง
ความจํา โดยทําการบ่มเซลล์เพาะเลี้ยงด้วยกรดโอคาดาอิกท่ีความเข้มข้น 0.01 uM เป็นเวลาต่างกัน คือ 
0 24 48 72 96 และ 120 ชั่วโมงตามลําดับ จากนั้นทําการสกัด RNA จากเซลล์เพาะเลี้ยงเพ่ือนํามา
ศึกษาการแสดงออกของยีน PSD-95 ด้วยวิธี real-time PCR  ผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่มีการลด
สัดส่วนของยีน PSD-95 หลงัจากบ่มด้วยกรดโอคาดาอิกท่ีความเข้มข้น 0.01 uM เป็นเวลา 72 ชัว่โมง 
อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับกลุ่มควบคุม (0) และลดลงต่ําสุดท่ี 120 ชั่วโมง ในขณะท่ีการ
เปลี่ยนแปลงในช่วงเวลา 24-48 ชั่วโมง ไม่มีความแตกต่างทางสถิติเม่ือเทียบกับกลุ่มควบคุม  จากการ
ทดลองนี้สามารถสรุปได้ว่าการให้กรดโอคาดาอิกเป็นเวลานาน (72 ชั่วโมง หรือ 3 วัน) ยับยั้งการ
สังเคราะห์ยีน PSD-95 ซึ่งเป็นตัวบ่งชี้สําคัญของกระบวนการ synaptic plasticity หรืออาจกล่าวได้ว่า 
การให้กรดโอคาดาอิกมีผลไปยับยั้งกระบวนการ synaptic plasticity และการสร้างความจํา  

 

รูปท่ี 2 กราฟแสดงสัดส่วนการแสดงออกของยีน PSD-95 ของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง H19-7 
hippocampal ท่ีบ่มด้วยกรดโอคาดาอิก เป็นเวลา 0 24 48 72 96 และ 120 ชั่วโมง  

** P<0.005, *** P<0.001 (n=3) 
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2.2.3. ศึกษาผลของกรดโอคาดาอิกต่อการสังเคราะห์เอสโตรเจนในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง H19-7 

hippocampal neuron 

ทําการศึกษาผลของกรดโอคาดาอิกต่อการสังเคราะห์เอสโตรเจนจากเพาะเลี้ยงเซลล์ประสาท
เพาะเลี้ยง H19-7 hippocampal โดยบ่มเซลล์ด้วยกรดโอคาดาอิกท่ีความเข้มข้น 0.01 uM เป็นเวลา 24 
48 72 96 หรือ 120 ชัว่โมง จากนั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลล์มาวัดปริมาณของเอสโตรเจนด้วยวิธี ELISA ผล
การทดลองแสดงให้เห็นว่า หลังจากบ่มเซลล์เพาะเลี้ยงด้วยกรดโอคาดาอิกเป็นเวลา 24 และ 48 ชั่งโมง
ปริมาณเอสโตรเจนในอาหารเลี้ยงเซลล์ไม่มีความแตกต่างทางสถิติจากกลุ่มควบคุม จากนั้นปริมาณ
เอสโตรเจนคล้ายจะลดลงหลังจากบ่มด้วยกรดโอคาดาอิกเป็นเวลา 72 96 และ 120 ชั่วโมง แต่อย่างไรก็
ตามไม่มีความแตกต่างทางสถิติเม่ือเทียบกับกลุ่มควบคุม (0)  

 

 
 

รูปท่ี 3 กราฟแสดงปริมาณเอสโตรเจนในอาหารเลี้ยงเซลลห์ลังจากบ่มด้วยกรดโอคาดาอิก เป็นเวลา 0 
24 48 72 96 หรือ 120 ชั่วโมง  (n=3)  
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2.2.4 ศึกษาผลของกรดโอคาดาอิกต่อการสังเคราะห์ BDNF ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง H19-7 

hippocampal neuron 

ทําการศึกษาผลของกรดโอคาดาอิกต่อการสังเคราะห์ BDNF จากเพาะเลี้ยงเซลล์ประสาท
เพาะเลี้ยง H19-7 hippocampal โดยบ่มเซลล์ด้วยกรดโอคาดาอิกท่ีความเข้มข้น 0.01 uM เป็นเวลา 24 
48 72 96 หรือ 120 ชั่วโมง จากนั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลล์มาวัดปริมาณของ BDNF ด้วยวิธี ELISA ผลการ
ทดลองแสดงให้เห็นว่า ปริมาณ BDNF ลดลงอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับกลุ่มควบคุมหลังจาก
บ่มเซลล์เพาะเลี้ยงด้วยกรดโอคาดาอิกเป็นเวลา 120 ชัง่โมง จากการทดลองนี้สามารถสรุปได้ว่ากรดโอคา
ดาอิกยับยั้งการหลั่งของ BDNF แบบข้ึนกับเวลา  

 

 

รูปท่ี 4 แสดงปริมาณการหลั่งของ BDNF จากเซลล์ประสาทท่ีทําการเพาะเลี้ยงในช่วงเวลาต่างกัน คือ 0 24 48 
72 96 หรือ 120 ชั่วโมง   

*P< 0.05 เทียบกับกลุ่มควบคุม (0) (n=3)  
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2.2.5 ผลของเวลาในการบ่มกรดโอคาดาอิกต่อการมีชีวิตของเซลล์เพาะเลี้ยง H19-7 hippocampal  

เพ่ือศึกษาความเป็นพิษของกรดโอคาดาอิกต่อการมีชีวิตของเซลลเ์พาะเลี้ยง H19-7 hippocampal
ทําการบ่มเซลลเ์พาะเลี้ยงด้วยกรดโอคาดาอิกท่ีความเข้มข้น 0.01 uM เป็นเวลา 24 48 72 96 หรือ 120 
ชั่วโมง จากนั้นนําไปวัดการอัตราการรอดชีวิตของเซลล์เพาะเลี้ยงด้วยวิธี MTT ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า
หลังจากบ่มเซลล์เพาะเลี้ยงด้วยกรดโอคาดาอิกเป็นเวลา 48 ชั่วโมง ลดร้อยละการรอดชีวิตของเซลล์
เพาะเลี้ยงอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับกลุ่มควบคุม (0) อย่างไรก็ตามเม่ือเพ่ิมเวลาในการเพาะเลี้ยง
ร้อยละการรอดชีวตของเซลล์เพาะเลี้ยงไม่ลดลด สรุปได้ว่า กรดโอคาดาอิกทําให้เซลล์ตายแบบไม่ข้ึนกับเวลา  

 

 

รูปท่ี 5 แสดงร้อยละของการรอดชีวิตของเซลลเ์พาะเลี้ยงท่ีบ่มด้วยกรดโอคาดาอิกท่ีเวลาต่างกัน คือ 0 24 
48 72 96 หรือ 120 ชั่วโมง 

  * P<0.05, **P< 0.005 (n=3) 
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2.2.6 ผลของความเข้มข้นของกรดโอคาดาอิกต่อการมีชีวิตของเซลล์เพาะเลี้ยง H19-7 hippocampal 

เพ่ือศึกษาความเป็นพิษของกรดโอคาดาอิกต่อการมีชีวิตของเซลล์เพาะเลี้ยง H19-7 hippocampal ทํา
การบ่มเซลลเ์พาะเลี้ยงด้วยกรดโอคาดาอิกท่ีความเข้มข้นต่างกัน คือ 0.001 0.01 0.1 หรือ 1 uM เป็นเวลา 48 
ชั่วโมง จากนั้นนําไปวัดการอัตราการรอดชีวิตของเซลล์เพาะเลี้ยงด้วยวิธี MTT ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าร้อย
ละการรอดชีวิตของเซลล์เพาะเลี้ยงลดลงหลังจากบ่มเซลล์เพาะเลี้ยงด้วยกรดโอคาดาอิกท่ีความเข้มข้น 0.1 หรือ 1 
uM เป็นเวลา 48 ชั่วโมง อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับกลุ่มควบคุม (0) แต่ในกลุ่มท่ีได้รับกรดโอคาดาอิดท่ี
ความเข้มข้น 0.001 หรือ 0.01 ร้อยละการรอดชีวิตของเซลล์เพาะเลี้ยงไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม สรุปได้ว่า ท่ี
ความเข้มข้น 0.1 และ 1 uM มีความเป็นพิษต่อเซลล์เพาะเลี้ยง  

 

รูปท่ี 6 แสดงร้อยละของการรอดชีวิตของเซลล์เพาะเลี้ยงท่ีบ่มด้วยกรดโอคาดาอิกท่ีมีความเข้มข้นต่างกัน 
คือ 0.001 0.01 0.1 หรือ 1 uM    

* P<0.05, ***P< 0.001 (n=3) 
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3. อภิปราย/วิจารณ ์

3.1 ปัญหาและอุปสรรคในการดําเนินการ 
เนื่องจากอุปกรณ์ในการทํา western blot ชํารุดบางอย่างและอยู่นะหว่างการซ่อมแซมจึงจําเป็นต้องตัด

การทดลองส่วนการศึกษาการแสดงออกของโปรตีนเป้าหมาย โดยนํางบประมาณส่วนดังกล่าวมาใช้ในการศึกษาผล
ของความเป็นพิษของกรดโอคาดาอิกแทน 

3.2 อภิปรายผลการทดลอง 
งานวิจัยครั้งนี้ได้ทําการศึกษาผลของกรดโอคาดาอิก การทํางานของเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัส โดยใช ้

เซลล์เพาะเลี้ยงชนิด H19-7 hippocampal ซึ่งเป็นเซลล์เพาะเลี้ยงท่ีได้จากฮิโปแคมปัสของหนูแรทและมีการ
นํามาใช้ศึกษาแทนเซลล์การใช้ primary hippocampal neuron จํานวนมาก ซึ่งมีงานวิจัยก่อนหน้านี้แสดงให้
เห็นแล้วว่า H19-7 hippocampal neuron มีคุณสมบัติคล้ายกับ primary hippocampal neuron ท้ัง
ความสามารถในการเกิดกระบวนการ synaptic plasticity และความสามารถในการสังเคราะห์ฮอร์โมน
เอสโตรเจน  

กระบวนการ synaptic plasticity ของเซลล ์ประสาทฮิปโปแคมปัสนั้นเกิดข้ึนโอยอาศัยการเปลี่ยนแปลง
รูปร่างและการแสดงออกของ synaptic protein ตลอดจน receptor ท่ีอยู่บริเวณ postsynaptic membrane 
ท่ีสําคัญ ได้แก่ glutamate receptor ท้ังชนิด AMPA และ NMDA การเพ่ิมการแสดงออกของ AMPA receptor 
มักเกิดจาดการกระตุ้นกระบวนการ membrane insertion โดยไม่ต้องการการสงัเคราะห์ยีนใหม่แต่อย่างใด 
ในขณะท่ีการเพ่ิมการแสดงออกของ NMDA receptor นั้นต้องการการสังเคราะห์ยีนใหม่ซึ่งเป็นกระบวนการของ
ระยะ late-LTP  จากการทดลองของงานวิจัยนี้แสดงให้เห็นว่ากรดโอคาดาอิกลดระดับการแสดงออกของยีน NR2 
ซึ่งเป็น subunit ของ  NMDA receptor ซึ่งน่าจะเก่ียวข้องโดยตรงกับกระบวนการ synaptic plasticity 
นอกจากนี้ยังงานวิจัยนี้ยังได้ทําการศึกษาถึงผลของกรดโอคาดาอิกต่อการแสดงออกของยีน PSD-95 ซึ่งพบว่ากรด
โอคาดาอิกยับยั้งการแสดงออกของยีน PSD-95 โดยจากการทดลองก่อนหน้านี้รายงานว่าการยับยั้งการแสดงออก
ของ PSD-95 ด้วยวิธี siRNA ส่งผลให้สัตว์ทดลองสูญเสียการเรียนรู้และการสร้างความจํา ดังนั้นอาจสรุปได้ว่ากรด
โอคาดาอิกมีผลยับยั้งการแสดงออกของยีน PSD-95 ซึ่งอาจจะมีส่วนทําให้เกิดการส ูญเสียความจําและการเรียนรู้
ได้ แต่อย่างไรก็ตามกลไกการทํางานของกรดโอคาดาอิกต่อการยับยั้งการสังเคราะห์ยีน PSd-95 ก็ยังไม่ทราบแน่
ชัด  

เป็นท่ีทราบกันดีว่าฮอร์โมนเอสโตรเจนท่ีสังเคราะห์จากเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัสทําหน้าท่ีหลักในการ
คงสมดุลของกระบวนการ synaptic plasticity เป็นไปได้หรือไม่ว่ากรดโอคาดาอิกอาจจะมีผลต่อกระบวนการ
สังเคราะห์ฮอร์โมนเอสโตรเจนจากเซลล์ประสาทฮิปดปแคมปัส จากผลการทดลองของโครงการวิจัยนี้แสดงให้เห็น
ว่าการได้รับกรดโอคาดาอิกเป็นเวลานานมีแนวโน้มท่ีจะยับยั้งการสังเคราะห์ฮอร์โมรเอสโตรเจนได้ แต่อย่างไรก็
ตามความแตกต่างดังกล่าวยังไม่ทีความสําคัญทางสถิติ ซึ่งอาจจะต้องเพ่ิมกลุ่มการทดลองต่อไป หรือเพ่ิม
ระยะเวลาการให้กรดโอคาดาอิกแก่เซลล์เพาะเลี้ยง งานวิจัยนี้สามารสรุปได้ว่า กรดโอคาดาอิกยับยั้งการแสดงออก
ของ NR2 subunit ของ NMDA receptor และ PSD-95 แบบข้ึนกับเวลา โดยกลไกการทํางานยังคงต้องการ
การศึกษาต่อไป 
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4. สรุปและเสนอแนะ 
งานวิจัยนี้สามารสรุปได้ว่า กรดโอคาดาอิกยับยั้งการแสดงออกของ NR2 subunit ของ NMDA receptor 

และ PSD-95 แบบข้ึนกับเวลา ซึ่งอาจส่งผลต่อกระบวนการสร้างความจําของเซลล์ประสาทฮิปโปแคมปัส แต่
อย่างไรก็ตามกลไกการทํางานของกรดโอคาดาอิกยังคงต้องการการศึกษาต่อไป 

 

5. ผลผลิต 
โดยส่วนหนึ่งของผลงานวิจัยในโครงการวิจยันี้ได้ทําการตีพิมพ์เผยแพร่ในวารสาร  Proceedings of the 

Anatomy Association of Thailand ในชื่อเรื่อง The Effect of Okadaic Acid on the Synthesis of 
Estrogen in Hippocampal neurons.  

 
Chamniansawat S. The Effect of Okadaic Acid on the Synthesis of Estrogen in 

Hippocampal neurons. Proceedings of the Anatomy Association of Thailand. 2014; 37: 86-87. 
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